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Resumo

Objetivou-se verificar a prevaléncia da leishmaniose visceral canina (LVC) em area periurbana
com foco de transmissdo no Distrito Federal (DF) e também avaliar a prevaléncia de coinfec¢des
como dirofilariose, anaplasmose, erliquiose ¢ doenca de Lyme em caes sororreagentes para LVC.
Inicialmente, amostras de soros dos caes da area de estudo foram testadas a reagao imunocromatografica
que contém dois antigenos recombinantes — rK39 e rK26 — (DPP) para Leishmania sp. O soro dos
animais reagentes ao teste de DPP foi confirmado para LVC com ELISA. As amostras reagentes a
ambos os testes foram analisadas para possiveis coinfec¢des através do teste de SNAP (IDEXX 4Dx
Plus). Foram avaliados 240 caes, dos quais 132 (55%) obtiveram resultados reagentes para DPP e para
ELISA concomitantemente, sendo diagnosticados com LVC. Destes, 26 (20%) foram reagentes para
Ehrlichia canis ou E. ewangii, 9 (7%) apresentaram positividade para Anaplasma phagocytophilum
ou A. platys e, nessas amostras que se apresentaram reagentes, observou-se a ocorréncia de coinfec¢ao
de anaplasmose, erliquiose e leishmaniose em 3 (2,3%) animais. Verificou-se alta prevaléncia da
LVC na regido periurbana do DF, destacando-se a necessidade de diagnostico mais preciso quanto a
coinfecgdes que possivelmente podem influenciar no prognostico e manifestagdo do quadro clinico
desses pacientes.

Palavras-chave: coinfeccoes, leishmania, DPP, ELISA

Abstract

The aim of this study was to verify the prevalence of Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) in
periurban area focusing on transmissions that occurred on Distrito Federal (DF), and also, evaluate
the prevalence of co-infections like dirofilariosis, anaplasmosis, ehrlichiosis and Lyme disease in
dogs seroreagents to CLV. Initially the serum of the dogs inhabitants of the study area was tested
according to the immunochromatographic reaction that contained two recombinant antigens - rK39
e rK26 - (DPP) to Leishmania sp. The animal plasma that reacted to the DPP test was confirmed for
CVL with ELI-SA. Through confirmation of diagnose of VL by both tests, the samples were analyzed
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for possible co-infections through SNAP test (IDEXX 4Dx Plus). 240 dogs were tested, 132 (55%)
of which obtained reacting results for DPP and for ELISA concomitantly, being diagnosed with CVL.
Amongst those, 26 (20%) were positive for Ehrlichia canis or E. ewangii, meanwhile 9 (7%) presented
positive results for Anaplasma phagocytophilum or A. platys, from those samples that showed to be
positive, co-infection of anaplasmosis, ehrlichiosis and leishmaniasis was observed in 3 (2.3%) dogs.
The high prevalence of CVL was observed in the periurban region of DF, highlighting the need for
more precise diagnosis regarding co-infections that may possibly influence on the prognosis and
clinical manifestation of these patients.
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Introduciao

A leishmaniose visceral ¢ uma antropozoonose cosmopolita potencialmente fatal causada por
protozoarios intracelulares obrigatorios pertencentes a familia Trypanosomidae, género Leishmania
spp"?. No Brasil, a LV ¢é causada pela Leishmania (Leishmania) chagasi — CUNHA & CHAGAS,
1937—, tendo como principal vetor os flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis>®, comumente
conhecidos como mosquito-palha. Essa doenga ¢ a forma de apresentacdo mais severa dentre as
leishmanioses, que classicamente sdo divididas em Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose
Tegumentar (LT), sendo esta segunda forma de apresentagdo ocasionada, no Brasil, principalmente
pelas espécies Leishmania amazonensis € L. brasiliensis®.

Para controlar a propaga¢dao de uma das doencas mais importantes da atualidade, principalmente
em individuos imunossuprimidos, adotam-se medidas de controle preconizadas no Programa de
Controle e Vigilancia da Leishmaniose Visceral (PCVLV), que se baseia principalmente na eutanasia
de caes sororreagentes, considerados os principais reservatorios urbanos do protozoario®. Isto porque
tém intima relacdo com o ser humano, bem como por serem altamente suscetiveis a infeccdo por
Leishmania chagasi e representarem a principal fonte de infeccdo aos flebotomineos por causa de
parasitismo intenso na pele, independentemente da sua apresentagdo clinica® * > 9; no entanto, a
eutanasia desses animais ¢ uma medida controversa®.

Até 2012, a leishmaniose visceral canina (LVC) era diagnosticada utilizando-se a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), um método recomendado para a confirmagdo de casos
positivos detectados por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)®. Recentemente, para
melhorar a acurédcia no diagndstico da LVC, o PCVLV recomenda a utilizacdo de um teste rapido
imunocromatografico, compreendendo os antigenos recombinantes rK26 e rK39, o DPP (Dual-Path
Plataform; Bio-Manguinhos / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil), para a triagem de caes infectados, e
ELISA para confirmar os resultados positivos®?.

A LV ¢ uma doenca endémica principalmente em regides tropicais e subtropicais e era registrada
principalmente em areas rurais® !9, Entretanto, nas ultimas décadas, a doenga vem se urbanizando
a medida que o vetor tem se adaptado melhor a esses ambientes devido ao desequilibrio ecoldgico,
refletindo num aumento da incidéncia de casos. Verifica-se, ainda, que em poucos paises a notificagao
¢ compulsoria, e muitos casos ndo sdo devidamente diagnosticados, fazendo com que a incidéncia
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dessa doenga seja subestimada'?.

Nas ultimas décadas, a LV tornou-se um importante problema de satide publica no Brasil, afetando
em torno de 3.400 pessoas por ano (estabilizado nesses valores anuais desde 2004), com uma taxa de
incidéncia anual de 1,9 caso por 100.000 habitantes®.

No Distrito Federal, os primeiros dois casos fatais e autdctones diagnosticados de LV humana foram
observados no final de 2005, no Condominio Serra Azul, Sobradinho II (area periurbana)®. Outros
65 casos humanos foram diagnosticados no Distrito Federal (2005-2013), em regides periurbanas
invadidas e ocupadas as custas de desmatamentos. As condi¢gdes socioeconOmicas € ambientais,
associadas aos habitos de vida, sdo importantes fatores na epidemiologia da LV em areas endémicas,
favorecendo sua perpetuagdo nas areas rurais e periurbanas, acometendo habitantes de aglomerados
urbanos com baixo nivel socioecondmico, cujas familias vivem em condigdes precarias®!V.

Objetivou-se, neste estudo, verificar a prevaléncia da LVC em area periurbana com foco de transmissao
(Condominio Entrelagos — DF) no Distrito Federal e, também, avaliar a prevaléncia de coinfecgdes
como dirofilariose, anaplasmose, erliquiose e doenca de Lyme em cdes sororreagentes para LVC.

Material e métodos

A regido de escolha para o estudo foi uma é4rea periurbana com foco de transmissao de leishmaniose
visceral, onde foram confirmados dois casos de leishmaniose humana autdctone em 2015U2. O
Condominio Entrelagos DF, situado na cidade-satélite de Sobradinho, no Distrito Federal, ¢ delimitado
pelas coordenadas -15°.7527438, -47°.7536566, e se encontra a 25 km de distancia do Plano Piloto
e a 22 km de distancia da cidade de Sobradinho. O local conta com todas as ruas asfaltadas e se
encontra proximo a estrada DF 250, estabelecendo limites com dois condominios e o nucleo rural
de Sobradinho. O Condominio Entrelagos ¢ uma regido periurbana no Distrito Federal que possui
354 hectares e ocupa a area de uma antiga fazenda chamada Paranod, localizada em regido de alta
altitude (entre 1138 e 1150 metros acima do nivel do mar). Contida nesse condominio, h4 uma reserva
ecoldgica de 50 hectares que margeia o corrego Indaia e abriga exemplares tipicos da flora e da fauna
da regido do Cerrado. A regido ¢ dividida em quatro etapas, sendo que os lotes habitacionais tém
no minimo 1000m? e alta densidade populacional de cdes, domiciliados ou ndo. A coleta de lixo ¢
realizada duas vezes por semana.

Todos os 240 caes (Canis familiaris — LINNAEUS, 1758) domiciliados do Condominio Entrelagos
(DF) foram submetidos a coleta de sangue executada pelos agentes de saude da Diretoria de Vigilancia
Ambiental em Saude da Secretaria de Saude do Distrito Federal, no periodo compreendido entre
janeiro e dezembro de 2016. Previamente as coletas de sangue, foram obtidas informag¢des com dados
do tutor (nome, enderec¢o) e do cdo (raga, idade, género, entre outros).

As amostras de 3 a SmL de sangue foram obtidas da veia jugular, utilizando-se agulhas 25x7mm e
tubos Vacutainer® sem anticoagulante. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 800 G
durante cinco minutos para obten¢ao de amostras de soro, que foram armazenadas em temperatura de
-20°C até o momento das analises.

As amostras armazenadas foram utilizadas para a realizacdo de exames diagndsticos para
LVC, sendo inicialmente avaliadas pelo teste rapido de triagem, de maior sensibilidade, isto ¢, a
reacdo imunocromatografica que contém dois antigenos recombinantes — rK39 e rK26 — (DPP
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— LVC-Bio-Manguinhos — FIOCRUZ — Rio de Janeiro — RJ) para Leishmania sp. As amostras de soro
dos caes reagentes ao teste de DPP foram reprocessadas e reavaliadas para LVC com ELISA, visando
a confirmag¢do do diagndstico (maior especificidade). Mediante confirmacao diagnostica a ambos os
testes, realizou-se avaliagdo sorologica para outras doengas infecciosas através do teste de SNAP
(IDEXX 4Dx Plus), como Dirofilariose [D. immitis], Anaplasmose [Anaplasma phagocytophilum ou
Anaplasma platys], Erliquiose [Ehrlichia canis ou Ehrlichia ewangii] e Doenga de Lyme [Borrelia
burgdorferi]) para se descartar coinfec¢des que potencialmente interferem no diagnostico sorolégico
(falso-positivos).

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade de Brasilia
(CEUA-UnB), n. 31897/2016.

Resultados e discussao

Foram testados 240 cdes domiciliados no Condominio Entrelagos (Sobradinho-DF) entre janeiro e
dezembro de 2016, sendo que 132 (55% - 132/240) caes obtiveram resultados reagentes para DPP e
para ELISA e, portanto, com diagnostico positivo para LVC. A alta soroprevaléncia desta regido se
aproxima a demonstrada em estudos semelhantes, que chegaram a 75,3% de positividade em caes em
Anastasio (MS),!® enquanto outros estudos demonstraram prevaléncias entre 21% a 25% em caes de
Jequié — BA!% e de Sdo José do Ribamar — MAU9),

Nas 132 amostras soropositivas para LVC, foram realizados testes para outras doencas infecciosas
como dirofilariose, anaplasmose, erliquiose e doenga de Lyme (SNAP- IDEXX 4Dx Plus) para se
descartarem coinfec¢des que potencialmente interferem no diagnostico soroldgico (falso-positivos).
Destas, 26 amostras (20% - 26/132) foram reagentes para Ehrlichia canis ou Ehrlichia ewangii,
prevaléncia proxima ao relatado em um estudo no estado do Parand, que verificou coinfec¢do em 23%
dos caes com LV!9, Um total de nove amostras (7% - 9/132) apresentou positividade para Anaplasma
phagocytophilum ou Anaplasma platys. Coinfec¢do concomitante com anaplasmose, erliquiose e
leishmaniose foi observada em 3 dos 132 (2,3% - 3/132) ensaios realizados.

Embora o método de maior especificidade para o diagndstico de LV seja o exame parasitologico, nem
sempre ele € de facil execugdo, e sua sensibilidade ¢ relativamente baixa. Portanto, a incorporagdo de
um teste rapido (DPP) no protocolo atual do PCVLYV para detec¢ao de LVC acelerou a implementacao
das medidas de controle em areas endémicas. O DPP ¢ um procedimento que ndo requer equipamentos
e suprimentos especializados e utiliza pequenas amostras de sangue. Ja do ponto de vista da saude
publica, os resultados positivos em testes sorologicos sdo utilizados como critério, de acordo com o
PCVLYV, para indica¢do de eutanasia em caes reagentes® .

No entanto, esses testes soroldgicos apresentam limitagcdes importantes, como reagdes cruzadas — que
permanecem controversas — com parasitas Trypanosoma, espécies de leishmaniose cutanea e outros
hemoparasitas (Anaplasma spp., Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii ¢ Neospora
caninum), bem como resultados falso-negativos em casos de anergia ou baixos titulos (reagdes
duvidosas)"'®. Ainda, estudos com o uso do método molecular (PCR) para detecgdo de Leishmania
chagasi demonstraram ser essenciais para o diagndstico acurado da LVC, especialmente em caes
assintomaticos provenientes de areas nao endémicas, nas quais os testes soroldgicos ndo conseguiram
acusar um numero expressivo de animais infectados (19,6% - falso-negativos)!'”- 19

Durante a vida, qualquer ser vivo ¢ exposto a uma diversidade de parasitos de modo sequencial ou
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simultaneo, sendo rara a situagdo na qual ha somente um parasita atuando num mesmo organismo
hospedeiro. Provavelmente coexistem infeccdes de diferentes espécies de parasitas, ou de grupos
taxondmicos ou géneros diferentes®” 2" e, dependendo da associagdo desses organismos, ¢ notavel
sua competéncia em suprimir e/ou desviar a resposta imune do hospedeiro, com mecanismos tao
diversos quanto os nichos que ocupam®. As associagdes entre parasitos sdo complexas e dependem
de variaveis pertencentes ao meio e ao hospedeiro, gerando diversas manifestagdes clinicas que
podem imunossuprimir o hospedeiro e induzir a ma nutri¢do, considerada a causa mais importante de
imunodeficiéncia secundaria ¢ de alta prevaléncia de infecgoes e doengas®?,

A infec¢do dos caes pela Leishmania chagasi, Anaplasma platys e Ehrlichia canis coexistem devido
ao fato de a atividade de seus vetores e o periodo de transmissdo serem semelhantes, como também
pela abundancia de artropodes vetores ¢ de cdes nas areas endémicas®* 2> 2% 20 A ocorréncia das
espécies de Leishmania sp. ¢ normalmente limitada a distribuicdo do vetor, que é determinada
geograficamente. Os vetores pertencem a subfamilia Phlebotominae, que se divide em dois géneros
principais: Phlebotomus e Lutzomyia. Na Europa, na Asia e na Africa (Velho Mundo), os vetores das
espécies causadoras das leishmanioses visceral ¢ cutanea sdo do género Phlebotomus®® e, no Brasil,
sdo do género Lutzomyia®.

A mudanga no contexto da doenga, que tem se tornado cada vez mais cosmopolita, ¢ fato bastante
conhecido. A devastacdo de grandes areas silvestres para exploracdo econdmica traz a doenga para a
periferia dos centros urbanos, sendo que tanto os vetores como os hospedeiros, nos casos silvestres,
sdo obrigados a migrarem para o peridomicilio humano em busca de alimentos, transmitindo ao
mesmo tempo os agentes da doenca. A presenca de animais domésticos e silvestres no peridomicilio
atrai um grande numero de flebotomineos, aumentando o risco de transmissdo da Leishmania sp.®.

O Condominio Entrelagos ¢ uma regido periurbana no Distrito Federal, no qual se encontra uma
reserva ecologica constituida por exemplares da fauna do Cerrado e alta densidade populacional de
cdes com e sem tutores, justificando a alta incidéncia de animais soropositivos para LVC. A doenga ¢
caracterizada como endémica em regides periurbanas associadas ao desmatamento, acometendo caes
e animais silvestres como reservatorios, principalmente as raposas (Dusicyon vetulus), os cachorros-
do-mato (Cerdocyon thous) e os marsupiais (gambas — Didelphis albiventris)®®. A LVC é uma
doenga sistémica severa cujas manifestacdes clinicas sdo intrinsecamente dependentes do tipo de
resposta imunoldgica expressa pelo animal infectado, sendo que o proprio parasito ¢ capaz de causar
e perpetuar essa imunossupressao permitindo sua dissemina¢ao para muitos 6rgaos, com agravamento
do quadro clinico do paciente® !8:26:27),

Os caes sdo considerados os principais reservatorios do protozodrio no ambito doméstico devido
ao elevado parasitismo cutdneo que esse animal consegue apresentar, facilitando a contaminagao
do vetor, que ja tem natural atragdo para esse vertebrado de sangue quente®". A justificativa da
erradicacdo do cao positivo para LVC baseia-se, principalmente, no contato intimo do cdo com o ser
humano, ja que casos de LVC antecedem os casos em seres humanos nas areas urbanas do Brasil®?
e, mesmo apesar de a frequéncia de infec¢do de ambos apresentar diferencas, o parasita dos dois
hospedeiros ¢ o mesmo. Entretanto, a eutandsia de animais positivos ¢ vista como equivocada por
muitos estudiosos para o combate a disseminagdo da doenca, pois, além de apresentar diagnosticos que
ndo sao suficientemente acurados para essa conduta’® '* ') principalmente pela baixa sensibilidade
dos métodos sorologicos utilizados”- %1%, a literatura reporta o pouco impacto dessa pratica sobre a
reducdo de casos humanos e caninos®® 3439,
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Conclusao

No presente estudo, foi observada importante prevaléncia de animais sororreagentes para LVC em
regido periurbana do Distrito Federal, muitos dos quais cursando com coinfec¢des concomitantes,
com destaque para a erliquiose. Verifica-se a necessidade de diagnodstico mais preciso quanto a
coinfec¢des com a LVC que podem influenciar no progndstico e no quadro clinico desses pacientes.
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