Ministério da SaGde
FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz

Tratinens Novrond de Inbatidage
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Evandro Chagas

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS
DOUTORADO EM PESQUISA CLINICA EM DOENCAS INFECCIOSAS

EDVAR YURI PACHECO SCHUBACH

AVALIACAO DA EVOLUCAO SOROLOGICA DE CAES SORONEGATIVOS E
SORODISCORDANTES PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO DISTRITO
FEDERAL

R10 DE JANEIRO
2020



EDVAR YURI PACHECO SCHUBACH

AVALIACAO DA EVOLUCAO SOROLOGICA DE CAES SORONEGATIVOS E
SORODISCORDANTES PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO DISTRITO
FEDERAL

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas do Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas para
obtencéo do grau de doutor em Ciéncias.

Orientadores: Prof. Dr. Fabiano Borges
Figueiredo e Prof. Dr. Armando de Oliveira
Schubach

Rio de Janeiro

2020



FICHA CATALOGRAFICA

Schubach, Edvar Yuri Pacheco.

Avaliacdao da evolucdao sorologica de cdes soronegativos e
sorodiscordantes para leishmaniose visceral no Distrito Federal / Edvar Yuri
Pacheco Schubach. - Rio de janeiro, 2020.

41 f; il

Tese (Doutorado) - Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
Pés-Graduacdo em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas, 2020.

Orientador: Fabiano Borges Figueiredo.
Co-orientador: Armando de Oliveira Schubach.

Bibliografia: f. 34-40

1. Cdes. 2. Leishmaniose visceral. 3. Diagnostico. 4. Leishmania
infantum. 1. Titulo.




EDVAR YURI PACHECO SCHUBACH

AVALIACAO DA EVOLUGAO SOROLOGICA DE CAES SORONEGATIVOS E
SORODISCORDANTES PARA LEISHMANIOSE VISCERAL NO DISTRITO
FEDERAL
Tese apresentada ao Curso de POs-
graduacdo em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas do Instituto Nacional

de Infectologia Evandro Chagas para
obtencao do grau de doutor em Ciéncias.

Orientadores: Prof. Dr. Fabiano Borges Figueiredo

Prof. Dr. Armando de Oliveira Schubach

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Mauro Celio de Almeida Marzochi (Presidente)
Doutor em Parasitologia Aplicada
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - Fundagéo Oswaldo Cruz

Prof. Dr. Vinicius Silva Belo
Doutor em Epidemiologia em Saude Publica
Universidade Federal de Sao Joao Del Rei

Prof.2. Dra. Monique Paiva de Campos
Doutora em Pesquisa Clinica das Doencas Infecciosas
Instituto Carlos Chagas - Fundacao Oswaldo Cruz

Prof.2. Dra. Maria Inés Fernandes Pimentel
Doutora em Medicina
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - Fundagéo Oswaldo Cruz

Prof.2. Dra. Isabella Dib Ferreira Gremido (Revisora)
Doutora em Ciéncias
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - Fundagéo Oswaldo Cruz



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por minha existéncia;

A minha esposa e filhos por estarem sempre ao meu lado;

A0S meus pais, sogros e familiares por todo carinho;

Ao0s amigos por acreditarem em mim;

Ao Prof. Dr. Lauricio Monteiro Cruz por todo apoio;

A todos os amigos da Geréncia de Vigilancia de Zoonoses do DF por terem
coletados as informacdes;

A Vinicius Belo por ter realizado as analises estatisticas,

Aos meus orientadores Fabiano Figueiredo e Armando Schubach, por terem
me aceitado como aluno e serem 0s meus exemplos profissionais, assim como minha

mae Tania Pacheco.



Schubach, Edvar Yuri Pacheco. Avaliacdo da evolucdo sorolégica de cdaes
soronegativos e sorodiscordantes para leishmaniose visceral no Distrito
Federal. Rio de Janeiro, 2020. 33f. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas

Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

7

A leishmaniose visceral zoonoética € encontrada em é&reas de transmissdo de
Leishmania infantum nas Ameéricas, Oriente Médio, Asia Central, China e
Mediterraneo. No Brasil, o Ministério da Saude considera que, para reduzir a
transmissao da doenca, uma elevada proporcao de cées infectados deve ser removida
imediatamente ap6s sua identificacdo. Atualmente, para o diagndstico de
leishmaniose visceral canina sao utilizados o teste imunocromatografico ou “teste
rapido” (TR) como triagem e o método de ensaio imunoenzimético (ELISA) como
exame confirmatorio. Quando o resultado do TR é ndo reagente, o cao soronegativo
€ considerado nao infectado. Quando o resultado TR e o ELISA s&o reagentes, o cao
soropositivo é considerado infectado. Quando o resultado do TR é reagente e ELISA
€ ndo reagente, o cdo é considerado ndo infectado para o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral. Entretanto, € possivel que esses caes,
classificados como sorodiscordantes no estudo, sejam reservatorios potenciais
mantidos no ambiente. Segundo dados da Geréncia de Vigilancia de Zoonoses do
Distrito Federal - GVAZ, de 2018 a 2019, dos 5.467 exames realizados, 308 (5,6%)
dos exames foram sorodiscordantes: dos 1.007 exames reagentes no TR, 30,6%
foram né&o reagentes no ELISA e classificados como nao infectados. Para avaliar a
importancia epidemiologica de cées sorodiscordantes mantidos no ambiente, foi
realizado um estudo com o banco de dados da Unidade de Vigilancia de Zoonoses do
Distrito Federal (GVAZ), comparando a evolucdo sorologica de cées inicialmente
soronegativos e sorodiscordantes que tiveram seu primeiro exame realizado no
periodo de 01 de janeiro de 2014 a 31 de dezembro de 2019 e exames subsequentes
realizados até 21 de maio de 2020. Os caes sorodiscordantes apresentaram 7,8 vezes
mais chances de converter para soropositivos, além de converterem em menor
periodo de tempo que cades soronegativos.

Palavras-chave: 1. Caes 2. Leishmaniose visceral 3. Diagnostico 4. Leishmania

infantum
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ABSTRACT

Zoonotic visceral leishmaniasis is found in areas of transmission of Leishmania
infantum in the Americas, Middle East, Central Asia, China e the Mediterranean. In
Brazil, to reduce the transmission of the disease, a high proportion of infected dogs
must be immediately removed after their identification according to the Brazilian
Ministry of Health. Currently, for the diagnosis of canine visceral leishmaniasis, the
immunochromatographic test or “rapid test” (TR) is used as a screening and the
immunoenzymatic assay method (ELISA) as a confirmatory test. When the TR result
is non-reactive, the seronegative dog is considered uninfected. When the TR and the
ELISA results are reactive, the seropositive dog is considered infected. When the TR
result is reactive e ELISA is non-reactive, the dog is considered uninfected for the
Visceral Leishmaniasis Surveillance and Control Program. However, it is possible that
these dogs, classified as serodiscordants in the study, are potential reservoirs
maintained in the environment. According to data from the Zoonoses Surveillance
Management of the Federal District - GVAZ, from 2018 to 2019, of the 5,467 exams
performed, 308 (5.6%) of the exams were serodiscordant: of the 1,007 reagent tests
in the TR, 30.6% were non-reactive in the ELISA and classified as uninfected. To
assess the epidemiological importance of serodiscordant dogs kept in the
environment, a study was conducted using the database of GVAZ, comparing the
serological evolution of initially seronegative and serodiscordant dogs that had their
first exam performed in the period from January 1, 2014 to December 31, 2019 and
subsequent exams carried out until May 21, 2020. Serodiscordant dogs were 7.8 times
more likely to convert to seropositive, besides converting in a shorter period of time
than seronegative dogs.

Keywords: 1. Dogs 2. Visceral leishmaniasis 3. Diagnosis 4. Leishmania infantum



LISTA DE SIMBOLOS

CEUA/ Fiocruz - Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
DF — Distrito Federal

DPP - Teste Imunocromatografico Rapido de Plataforma de Duplo Percurso (“Dual
Path Platform”)

ELISA - Reacdo de ensaio imunoenzimatico

GVAZ - Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses do Distrito Federal

LT — Leishmaniose Tegumentar

LV — Leishmaniose Visceral

LVC — Leishmaniose Visceral Canina

MS — Ministério da Saude

PVCLV - Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral

RA — Regido administrativa

RIFI — Reacdo de imunofluorescéncia indireta

SRD — Sem raca definida

TR — Teste rapido

UVZ - Unidade de Vigilancia de Zoonoses



1.
1.1
1.2
1.3
2.
3.
4.
4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6

SUMARIO

INTRODUCAO
EPIDEMIOLOGIA
MEDIDAS DE CONTROLE
DIAGNOSTICO

JUSTIFICATIVA

OBJETIVO GERAL

MATERIAIS E METODOS
LOCAL DE ESTUDO
POPULAGAO DE ESTUDO
DESENHO DO ESTUDO
ESTRATEGIA DE SELEGAO DOS CAES
ESTRATEGIA DE ENTRADA DE CAES NA GVAZ
SOROLOGIA

4.6.1 Teste imunocromatografico rapido — TR

4.6.2 Ensaio imunoenzimético (ELISA)

4.7

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

4.7.1 Inclusao

4.7.2 Exclusdo

4.8
4.9
5.
6.
7.

ANALISE ESTATISTICA
CONSIDERACOES ETICAS
RESULTADOS
DISCUSSAO
CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10
11
14
15
16
16
16
16
18
18
18
19
19
20
20
20
21
21
22
29
33
34



1. INTRODUCAO

11 EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses sdo causadas por parasitos do género Leishmania,
transmitidos através do repasto sanguineo de flebotomineos infectados. Existem duas
doencas distintas, a leishmaniose visceral (LV) ou calazar, mais grave e com alta
letalidade em pacientes néo tratados, e a leishmaniose tegumentar (LT), mais branda
e cuja forma cutanea pode regredir espontaneamente. A Organizacdo Mundial de
Saude estima que ocorram entre 700 mil e um milhdo de novos casos a cada ano,
com 26 mil a 65 mil mortes (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2020).

A transmissdo da LV ocorre de duas formas: antroponoética e zoonética. A
transmissao antroponotica ocorre quando o flebotomineo faz o repasto sanguineo em
uma pessoa infectada, adquire a infec¢ao e transmite para outra pessoa. Essa forma
de transmissdo ocorre principalmente na india e Leste da Africa. A transmiss&o
zoonGtica ocorre quando o flebotomineo adquire a infeccdo de um animal infectado e
transmite para uma pessoa. Essa forma de transmissdo ocorre principalmente nas
Ameéricas, Oriente Médio, Asia Central, China e Mediterraneo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2010; PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011).

Na América Latina, a LV é causada por L. infantum e habitualmente transmitida
pelo flebotomineo Lutzomyia longipalpis. O ciclo para manutencdo de L. infantum
envolve tanto populacdes de animais silvestres (raposas, gambas e roedores) quanto
de cdes domésticos (AFONSO et al., 2012; CARRANZA-TAMAYO; WERNECK;
ROMERO, 2016; LAINSON; SHAW; LINS, 1969; NAVEA-PEREZ et al.,, 2015;
QUINNELL, R J; COURTENAY, 2009; SCHALLIG et al., 2007). No Brasil, a LV € um
problema de saude publica cada vez maior devido a elevada prevaléncia e expansao
para novos territorios (MS, 2014). O cdo doméstico é considerado o principal
reservatorio da doenca urbana, com importante papel em sua epidemiologia (BANETH
et al., 2008; GRAMICCIA; GRADONI, 2005; MS, 2014; ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2010). A prevaléncia de infecco canina esta associada com aumento de
risco para infeccdo em seres humanos (BELO et al., 2013; COSTA, DANIELLE
NUNES CARNEIRO CASTRO et al., 2018; MARCONDES; DAY, 2019; MS, 2014;



10

ROCHA, M. AN. et al., 2018; ROCHA, MARILIA FONSECA et al., 2020; WERNECK
et al., 2007).

1.2 MEDIDAS DE CONTROLE

No Brasil, as medidas de controle usadas pelo Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral (PVCLV) estdo focadas na busca ativa e
tratamento de pacientes, educacdo em saude, diagnéstico e eutanasia dos caes
infectados, além de dedetizacdo de domicilios e canis (LACERDA, 1994; MS, 2014).
Para que o controle seja efetivo, uma elevada proporcao de cées infectados deve ser
removida imediatamente apos deteccdo (COURTENAY et al., 2002; QUINNELL, R J
et al., 1997). Assim, o estudo de Costa et al. (2013) sugere que, dependendo da
intensidade da transmisséo canina, aplicando os métodos citados de forma continua,
juntamente com remocdo dos caes infectados em até quatro meses apos
diagnosticados, pode-se reduzir com relevancia a prevaléncia da leishmaniose
visceral canina (LVC) ao longo do tempo e, consequentemente, reduzir a infeccéo em
seres humanos.

Outras formas de prevencdo e controle sdo o tratamento, vacinacéo e uso de
coleiras impregnadas com inseticida. O tratamento € controverso, pois apesar do cao
apresentar melhora clinica, ndo apresenta cura parasitoldgica, permanecendo com
potencial para infectar o vetor e perpetuar o ciclo da doenca (REGUERA et al., 2016;
TRAVI, BRUNO L. et al., 2018). A vacinacdo como medida de controle coletiva ndo é
utilizada pelo PVCLV devido a falta de evidéncias cientificas sobre sua eficacia na
reducdo da incidéncia da doenca em caes e seres humanos (MARCONDES; DAY,
2019; TRAVI, BRUNO L., 2014). Uma estratégia que apresentou bons resultados para
reducdo da prevaléncia canina e com impacto na incidéncia humana foi a utilizagéo
de coleira impregnada com inseticida em cdes (KAZIMOTO et al., 2018; SEVA et al.,
2016). Em 2020, o Ministério da Saude (MS) adquiriu e comecara a implantar o uso
dessas coleiras em areas prioritarias em 2021, porém, € necessario tempo para saber
como essa ferramenta ira funcionar no dia-a-dia dos servigos e qual sera o impacto

real na incidéncia da leishmaniose visceral humana (LVH).
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Na pratica, o PVCLV n&o funciona conforme recomendado na maioria dos
municipios brasileiros. Isso ocorre pela falta de testes precisos para identificar
infeccdo canina; a rapida substituicdo de cées infectados por uma nova populacéo de
cées suscetiveis que sao rapidamente infectados em areas altamente endémicas; o
longo periodo de tempo entre a identificagcdo de um cao soropositivo e sua remogao
do meio ambiente; além do alto custo de manutengcdo de um programa que exige
vigilancia constante e pessoal bem treinado (COSTA, DANIELLE NUNES CARNEIRO
CASTRO etal., 2020; DANTAS-TORRES et al., 2019; DE SOUSA-PAULA et al., 2019;
NUNES et al., 2008; QUINNELL, R J; COURTENAY, 2009; ROMERO; BOELAERT,
2010).

1.3 DIAGNOSTICO

Uma limitacdo do PVCLV é o diagnostico de caes, que pode ser realizado por
meétodos parasitoldégicos, moleculares e sorologicos (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011). O diagnéstico parasitolégico é considerado padrdo ouro, por sua elevada
especificidade (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015). Entretanto, a baixa
sensibilidade, a demora para liberacdo do resultado a depender da técnica, a
necessidade de experiéncia do microscopista, além da necessidade de aspirado de
medula éssea ou de ganglio por médico veterinario, impedem que o exame direto seja
utilizado de forma corriqueira. Os diagndsticos moleculares apesar das elevadas
sensibilidades e especificidades ndo sdo adotados como pratica dos servi¢cos por nao
haver padronizacdo e cada laboratério possuir um protocolo diferente, pelo risco de
resultado falso positivo por contaminacgéo, elevado custo e necessidade de estrutura
laboratorial complexa (SOLANO-GALLEGO et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2019).
Consequentemente, o diagnoéstico soroldgico é adotado pelo PVCLV para uso em
inquéritos sorolégicos por sua rapidez, simplicidade, praticidade, necessidade de
pequena amostra de sangue total, soro ou plasma, além de exigir estrutura laboratorial
de menor complexidade ou nem exigir estrutura laboratorial, quando se trata de teste
imunocromatografico, também conhecido como “teste rapido” (FIGUEIREDO et al.,
2018; MS, 2011, 2014).
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A soroprevaléncia de LVC em areas endémicas do Brasil varia de 3,1% a
36,0%, dependendo da regido, da populagéo avaliada, do ano e do método soroldgico
empregado (ASHFORD et al.,, 1998; BELO et al., 2017; LOPES et al., 2010). O
desempenho dos testes varia conforme os sinais clinicos. A soropositividade varia de
88 a 100% nos cées com sinais clinicos e de 30 a 66% nos cées infectados sem sinais
clinicos (MIRO et al., 2008). Os cies sem sinais clinicos representam de 25% a 45%
dos infectados (OLIVA et al.,, 2006; SCHUBACH; FIGUEIREDO; ROMERO, 2014;
TEIXEIRA et al., 2019). O estudo de Laurenti et al. (2013) sugere a necessidade de
métodos diagnésticos mais acurados (com elevada sensibilidade e especificidade)
para detectar precocemente o maior nimero de cédes infectados no menor tempo
possivel (COURTENAY et al., 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010;
PALATNIK-DE-SOUSA et al., 2001).

Um cdo com LV pode ou ndo apresentar sinais clinicos, porém ndo ha consenso
sobre a relevancia exata de cada apresentacdo clinica no ciclo de transmissédo do
parasita. Algumas evidéncias sugerem que a maioria dos eventos de transmissao para
vetores resulta de uma pequena propor¢cdo de cdaes infectados com cargas
parasitarias muito elevadas na pele e acometidos por doenca grave (COURTENAY et
al., 2002, 2014; TRAVI, B. L. et al., 2001). Por outro lado, cdes assintomaticos também
podem ser altamente infecciosos e ter participacdo na manutencao e disseminagao
do parasita em areas endémicas. Laurenti et al. (2013) observaram que a severidade
clinica nos cées esta inversamente correlacionada com as taxas de infectividade no
vetor, ou seja, quanto menor a quantidade de sinais clinicos maior a probabilidade do
flebotomineo ficar infectado. Devido a tais resultados contraditérios, € prudente
considerar que tanto caes sintomaticos quanto assintomaticos possam ser infectantes
para os vetores. Portanto, até que marcadores de infecciosidade mais especificos e
sensiveis estejam disponiveis, caes infectados sintomaticos e assintomaticos devem
ser considerados igualmente ao se propor medidas de controle (RIBEIRO et al., 2018).

Em dezembro de 2011, o PVCLV substituiu o protocolo de diagnostico
sorolégico em uso (reacdo de ensaio imunoenzimatico - ELISA - como triagem, e
exame confirmatorio por reacdo de imunofluorescéncia indireta - RIFI) por um novo
protocolo composto por teste rapido (TR) como triagem e ELISA como exame
confirmatdrio (MS, 2011). O protocolo antigo foi alterado, pois demandava estrutura
laboratorial complexa, pessoal altamente qualificado e logistica para o transporte das

amostras de municipios com baixa infraestrutura para municipios com melhor
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infraestrutura laboratorial. Essa mudanca reduziu o numero de resultados falso-
positivos, aprimorou o diagnéstico (FRAGA et al., 2016), aumentou a capilaridade do
diagnéstico, diminuiu o quantitativo de amostras transportadas, facilitou a logistica,
agilizou o tempo para liberacdo dos resultados e ampliou as acdes de vigilancia e
controle.

Outros estudos referem que cées infectados, sem sinais clinicos, tendem a
apresentar resultado sorolégico ndo reagente, 0 que permitiria que tais animais
permanecessem no ambiente (QUINNELL, RUPERT J et al.,, 2013; SCHUBACH,;
FIGUEIREDO; ROMERO, 2014; SILVA et al., 2014). Apesar dos avancos, 0 novo
protocolo apresenta algumas limitacbes para identificar caes nessa situagcdo. Um cao
é considerado infectado quando o TR é reagente e o ELISA feito subsequentemente
para confirmacdo também € reagente. Se o TR é nao reagente, o cdo € considerado
ndo infectado e nenhum exame confirmatério € requerido (MS, 2011). Com certa
frequéncia, observa-se TR reagente e ELISA nao reagente, e esses caes
sorodiscordantes também s&o considerados néo infectados. Em analise dos
resultados sorologicos para LVC do banco de dados da Secretaria de Saude do
Distrito Federal - DF, entre 2018 a 2019, de um total de 5.467 exames, 308 (5,6%)
foram sorodiscordantes. Entretanto, esses 308 exames correspondem a 30,6% dos
1.007 exames reagentes no TR, o que indica que a sorodiscordancia entre os exames,
dado que o TR esteja reagente, seja um fenébmeno importante. E possivel que parte
desses caes estejam infectados por L. infantum e que, consequentemente, sejam

reservatorios potenciais mantidos no ambiente.
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2. JUSTIFICATIVA

O protocolo diagndstico para LVC foi alterado pelo MS em 2011. Passados
nove anos de sua implementacdo, com base na experiéncia de diferentes Unidades
de Vigilancia de Zoonoses (UVZ), a proporcao de resultados discordantes entre 0 TR
e 0 ELISA promove duvida sobre a pertinéncia da permanéncia desses caes no
ambiente. Nao se sabe qual a participacdo desses animais no ciclo de transmissao,
pois € possivel que tenham maior probabilidade de estarem ou de se tornarem
infectados.

Para responder a essa questao, no presente estudo, comparou-se a evolugcao
sorologica de cdes soronegativos e sorodiscordantes incluidos no banco de dados da
UVZ do DF, que tiveram seu primeiro exame realizado no periodo de 01 de janeiro de
2014 a 31 de dezembro de 2019 e exames subsequentes realizados até 21 de maio
de 2020, a fim de verificar a existéncia ou ndo de evidéncias que indiguem a sua

importancia epidemioldgica.
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3. OBJETIVO GERAL

Comparar a evolucdo soroldgica de cédes soronegativos e sorodiscordantes
para LV no DF, que tiveram seu primeiro exame realizado no periodo de 01 de janeiro
de 2014 a 31 de dezembro de 2019 e exames subsequentes realizados até 21 de
maio de 2020.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O DF esta localizado na Regiéo Centro-Oeste do Brasil, possui uma populacao
aproximada de 2.570.160 habitantes e uma area territorial de 5.760,783 km2. Possui
um sistema administrativo descentralizado, composto por regides administrativas (RA)
conforme disposto em Lei Federal n° 4545/1964.

Neste estudo foram incluidas RA com transmisséo canina e humana de LV, de

acordo com os critérios de area de transmissédo do PVCLV (MS, 2014).

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

A populacédo do estudo foi composta por cdes com dois ou mais resultados de
exames sorolégicos realizados pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses
do Distrito Federal - GVAZ, unidade de vigilancia de zoonoses, que tiveram seu
primeiro exame realizado no periodo de 01 de janeiro de 2014 a 31 de dezembro de
2019 e exames subsequentes realizados até 21 de maio de 2020.

Segundo o censo demogréfico do IBGE de 2010, o DF possui uma populacéo
de 2.570.160 habitantes. A Organizacdo Mundial de Saude estima que a populagéo
canina varia de 10 a 20% da populacdo humana. No DF, a GVAZ estima que esse

percentual seja de 12%. Dessa forma, estimou-se uma populagéo de 308.419 céaes.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo observacional longitudinal retrospectivo para avaliar a
evolucdo dos resultados soroldgicos para LV de cdes com resultado laboratorial

realizado pela GVAZ. O diagnéstico sorologico utilizado pela GVAZ foi TR como
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triagem e ELISA como método confirmatério. Os insumos diagnosticos utilizados
foram, respectivamente, o Teste Imunocromatogréafico R4pido de Plataforma de Duplo
Percurso (“Dual Path Platform”, DPP) e o Ensaio Imunoenzimatico, ambos fabricados
pelo laboratério Bio-Manguinhos / Fundacdo Oswaldo Cruz.

Foram considerados soronegativos os caes com TR nao reagente. Conforme
recomendagdes do PVCLYV, esses cées néo realizaram ELISA. Foram considerados
soropositivos os caes com TR e ELISA reagentes. Para esse estudo, os cdes com
TR reagente e ELISA néo reagente foram considerados sorodiscordantes. Os caes
selecionados foram distribuidos em dois grupos: um grupo controle composto por caes
soronegativos e um grupo caso composto por cées sorodiscordantes. Os grupos
foram avaliados de duas maneiras: na primeira, foram separados de acordo com o
resultado inicial, sendo observados a cada exame até o ultimo resultado disponivel no
banco de dados e permaneceram no mesmo grupo até o fim. Os cées foram avaliados
comparando o resultado do primeiro exame e do segundo exame, do primeiro e do
terceiro exame, e assim por diante. Na segunda maneira, os caes foram agrupados
em sorodiscordantes e soronegativos conforme a evolucdo sorolégica: a cada
resultado de exame os cdes mudavam de grupo, € um mesmo céo podia compor o
grupo sorodiscordante e o grupo soronegativo em épocas diferentes. Por exemplo,
um cao com primeiro exame soronegativo, segundo exame sorodiscordante e terceiro
exame soropositivo, foi alocado no primeiro momento no grupo soronegativo e no
segundo momento foi alocado no grupo sorodiscordante. Em ambas as formas de
agrupamento, os caes soropositivos foram retirados do estudo por obterem o desfecho
final. Cada resultado sorolégico foi comparado com o resultado subsequente para
verificar possiveis alteracdes de status descritas a seguir:

a) Grupo Controle (soronegativo):

- Permanecer soronegativo;

- Converter para sorodiscordante;

- Converter para soropositivo.

b) Grupo Caso (sorodiscordante):
- Converter para soronegativo;
- Permanecer sorodiscordante;

- Converter para soropositivo.
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As variaveis sexo, idade, tamanho de pelagem e raca foram avaliadas para

verificar possiveis associacdes e fatores de risco.

4.4 ESTRATEGIA DE SELECAO DOS CAES

A partir do banco de dados da GVAZ, foram selecionados os animais com dois
ou mais resultados soroldgicos com pelo menos 21 dias de intervalo. Esses foram
separados em grupo controle, composto por cdes com resultado soronegativo, e grupo

caso, composto por cdes com resultado sorodiscordante.

4.5 ESTRATEGIA DE ENTRADA DE CAES NA GVAZ

As amostras de sangue para realiza¢do do diagnostico de LVC na GVAZ foram
coletadas a partir de busca ativa de cdes em areas endémicas, principalmente areas
com casos humanos nos ultimos 3 anos e areas com histoérico de elevada prevaléncia
canina. Os sangues coletados foram levados ao laboratério de leishmaniose visceral
canina da GVAZ para realizar TR e ELISA em amostra de soro. Outra forma de
entrada dos caes ocorreu quando o tutor levou o cao para realizar diagnéstico de LVC
na GVAZ. O TR foi realizado com sangue total e o resultado ndao reagente foi
disponibilizado no momento ao tutor. Os cdes com resultados TR reagente tiveram a
amostra encaminhada ao laboratério de leishmaniose da GVAZ para realizar ELISA,
com tempo de liberacéo do resultado conforme atividades de rotina do servico.

Em ambas as formas de entrada dos caes, o sangue foi coletado por puncao
venosa dos membros dianteiros ou traseiros, ndo sendo utilizado sangue periférico de

ponta de orelha.

4.6 SOROLOGIA
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46.1 Teste imunocromatografico rapido - TR

O TR utilizado foi o teste imunocromatografico rapido de plataforma de duplo
percurso — DPP LVC fabricado por Bio-Manguinhos / Fundag¢do Oswaldo Cruz. O TR
emprega uma combinacgdo de proteina A conjugada com particulas de ouro coloidal e
antigenos recombinantes para Leishmania K28 (é a fusdo dos fragmentos K26, K39 e
K9) que séo ligados a fase sélida de uma membrana de nitrocelulose, para detectar
anticorpos especificos para Leishmania em sangue total, soro ou plasma. O conjunto
diagndstico é composto por uma plataforma de base plastica com dois pocos que dao
acesso a uma tira cada. A primeira € a condutora da amostra, sendo composta por
leito de aplicacdo da amostra e membrana e cartdo laminado (S1). A segunda tira
detecta anticorpos da amostra, sendo composta por leito com conjugado, membrana
de absorc¢dao residual e cartdo laminado (S2). Além disso, o kit € composto também de
um frasco de solucdo tampao, alca para coleta da amostra e lanceta. A tira S1 serve
para conduzir a amostra a tira S2, onde a rea¢do imunocromatogréafica acontece. A
tira S2 possui uma linha transversal com complexo antigeno-anticorpo que se liga ao
conjugado formado por particulas do ouro coloidal e anticorpos da amostra,
produzindo uma coloracdo rosada, classificando a amostra como reagente. Na
auséncia dessa, ndo se observa a coloracdo. As particulas que ndo se ligaram
continuam o percurso ao longo da membrana e passam por uma area com proteina
A, correndo a regido de controle. Este controle serve para demonstrar que a amostra
e os reagentes foram devidamente aplicados e que migraram através do dispositivo.
O tampao facilita o fluxo lateral e promove a ligacdo dos anticorpos aos antigenos.

O TR foi realizado com amostra de sangue total ou soro sanguineo, conforme

conveniéncia do servigo e seguiu as instrucdes de realizagcédo do fabricante.

4.6.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

A metodologia de Ensaio Imunoenzimatico - ELISA utilizada neste estudo foi
desenvolvida por Bio-Manguinhos / Fundagédo Oswaldo Cruz. Foram diluidos em 500

ML do diluente de amostra/conjugado (1:100), 5 puL dos controles fornecidos pelo
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fabricante e 5 yL das amostras de soros. Foram distribuidos 100 yL em placas e
incubados a 37°C por 30 minutos, seguido de seis lavagens com solugdo tampao.
Foram adicionados em cada pog¢o e incubados 100 puL do conjugado diluido e
homogeneizado. Cem pL do substrato foram rapidamente distribuidos em todos os
orificios e incubados a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos. A
reacao foi bloqueada adicionando 50 uL de acido sulfurico 2M em todos os orificios.
A leitura e estabelecimento das densidades oticas de cada soro testado foi realizada
em espectrofotbmetro para microplacas, equipado com filtro de 450 nm e sem a
utilizacdo de filtro de referéncia (620-630 nm). A densidade Otica de cada soro foi
utilizada para a construcao da curva receiver operating characteristic (ROC). O cut-off
foi de duas vezes a média da densidade otica dos controles negativos presentes na

placa, conforme recomendacé&o do fabricante.

4.7 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

47.1 Inclusao

Foram incluidos caes:
e Com dois ou mais resultados soroldgicos realizados pela GVAZ com intervalo
minimo de 21 dias;

e Classificados como soronegativos ou sorodiscordantes na primeira coleta.

4.7.2 Exclusao

Foram excluidos do estudo os caes:

e Com alguma inconsisténcia no banco de dados que inviabilizou as analises;
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi elaborado em planilha excel. O teste de qui-quadrado foi
utilizado para comparar as distribuicdes dos acontecimentos nos grupos, a fim de
avaliar se as proporcdes observadas destes eventos mostraram ou nao diferencas
significativas. O teste Mann Whitney foi utilizado para comparar as idades dos animais
gue converteram para soropositivo. O teste de Kaplan-Meier foi utilizado para avaliar
distribuicdo no tempo até a ocorréncia do desfecho final. Foram consideradas
significantes as diferencas com valor de p<0,05.

4.9 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido & Comiss&do de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Fundacdo Oswaldo Cruz sob o protocolo 52/19.1. No entanto, houve dispensa de
submisséo do referido estudo, tendo em vista que este utilizou somente informagdes

referentes aos animais provenientes de bancos de dados.
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5. RESULTADOS

Foram analisados 21.426 registros de exames referentes ao periodo de 1° de
janeiro de 2014 a 21 de maio de 2020. Desses, 158 foram descartados por
inconsisténcias no preenchimento dos resultados laboratoriais, totalizando 21.268
exames. A prevaléncia de caes soronegativos, soropositivos e sorodiscordantes foi de
82,1%, 12,1% e 5,8% respectivamente (figura 1). Esses registros de exames
equivaleram a 19.087 caes. Desses, 1.434 atenderam aos critérios de incluséo, e

foram incluidos no estudo (figura 2).

Figura 1. Fluxo dos registros de cdes com exames laboratoriais para leishmaniose visceral
canina, incluidos no banco de dados da Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses do
Distrito Federal, entre 1° de janeiro de 2014 a 21 de maio de 2020.

21.426 exames
soroldgicos
registrados

158 exames excluidos por
inconsisténcia no
preenchimento dos dados

21.268 exames

17.465 2.568 1.235
negativos positivos sorodiscordantes
(82,1%) (12,1%) (5,8%)

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.
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Figura 2. Fluxo dos cédes registrados com dois ou mais resultados laboratoriais para
leishmaniose visceral, filtrados do banco de dados da Geréncia de Vigilancia Ambiental de
zoonoses do Distrito Federal, utilizados para a avaliacdo da soroconcordancia entre 1°de janeiro
de 2014 a 21 de maio de 2020.

21.268 exames
sorolégicos

17.653 caes
excluidos pelos
critérios de inclusao
e exclusao

Equivalentes a
19.087 registros de
caes

1.434 caes com dois ou
mais exames

1.354 caes 80 caes
inicialmente inicialmente
negativos sorodiscordantes

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

Dos céaes selecionados, 80 caes foram alocados no grupo sorodiscordante
(grupo caso) e 1.354 cées foram alocados no grupo soronegativo (grupo controle). Do
total de cées, 749 (52,2%) eram machos e 16 (1,1%) néo tiveram a informacéo
preenchida. No grupo caso, 51 (63,8%) dos cdes eram machos e 29 (36,2%) fémeas;
no grupo controle 698 (51,6%) eram machos, 640 (47,2%) eram fémeas e 16 (1,2%)
nao tiveram a informacao preenchida. Foram classificados 794 (55,4%) caes como
sem raca definida — SRD, 546 classificados com alguma raca e 94 (6,5%) nao tiveram
a informacéo preenchida. No grupo caso, 51 (63,8%) foram classificados como SRD
e 29 (36,2%) classificados com alguma racga definida; no grupo controle 743 (54,9%)
cées foram classificados como SRD, 517 (38,2%) foram classificados com alguma
raca definida e 94 (6,9%) ndo tiveram a informacdo preenchida. Em relacdo ao
tamanho da pelagem foram classificados 795 (55,4%) cédes com pelagem curta, 292
(20,4%) cédes com pelagem média, 183 (12,8%) com pelagem longa e 164 (11,4%)
cées nao tiveram a informacao preenchida; no grupo caso, 47 (58,7%) cées foram
classificados com pelagem curta, 16 (20,0%) caes com pelagem média, 7 (8,8%) caes
com pelagem longa e 10 (12,5%) cdes néo tiveram a informacao preenchida. No grupo
controle, 748 (55,2%) cées foram classificados com pelagem curta, 276 (20,4%) caes
com pelagem média, 176 (13,0%) caes com pelagem longa e 154 (11,4%) caes nao

tiveram a informagdo preenchida. A média de idade da amostra foi de 3 anos e 6
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meses, e mediana de 3 anos; o tempo médio de seguimento no estudo foi de 385 dias
e mediana de 301 dias.

A tabela 1 apresenta a evolugéo sorolégica entre 0s grupos controle e caso, e
0 resultado do ultimo exame realizado, considerado como desfecho final. Foi
observado que 28,8% dos cdes do grupo caso converteu para SOropositivo,
comparado com 5,3% do grupo controle. O teste de chi-quadrado obteve valor de p
<0,0001, indicando que o grupo caso teve maior chance de converter para

soropositivo em exames posteriores quando comparados ao grupo controle.

Tabela 1 - Desfecho final dos grupos controle (inicialmente soronegativo) e caso (inicialmente
sorodiscordante) em relagcéo ao primeiro e Ultimo exame soroldgico para leishmaniose visceral
caninarealizado pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal entre 1°
de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020.

DESFECHO FINAL

SORODISCORDANTE SORONEGATIVO SOROPOSITIVO
g GRUPO (%) (%) (%) TOTAL
% SORODISCORDANTE 27 (33,8%) 30 (37,5%) 23 (28,8%)* 80
= |[SORONEGATIVO 65 (4,8%) 1.217 (89,9%) 72 (5,3%) 1.354
TOTAL 92 (6,4%) 1.247 (87,0%) 95 (6,6%) 1.434

*Teste de McNemar’s X2 com p <0,0001.

Sorodiscordante = cdo com resultado do teste rapido reagente e ELISA ndo reagente; soronegativo =
cdo com resultado do teste rapido ndo reagente e ELISA ndo realizado; soropositivo = cdo com
resultado do teste rapido e ELISA reagente.

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

A tabela 2 apresenta a evolucéo soroldgica dos caes alocados nos grupos caso
e controle de forma dinamica. Observou-se que 29,0% dos cées que tiveram resultado
sorodiscordante em algum exame converteram para Soropositivo no exame
subsequente quando comparados a 4,9% dos cades com resultado soronegativo que
tiveram o mesmo desfecho. Essa diferenca obteve significAncia no teste de qui-

guadrado com valor de p<0,0001.
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Tabela 2 — Resultado do exame soroldgico para leishmaniose visceral canina subsequente a
algum exame sorodiscordante e soronegativo pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de
Zoonoses no Distrito Federal entre 1° de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020.

EXAME SUBSEQUENTE

SR SORODISCORDANTE = SORONEGATIVO  SOROPOSITIVO
w (%) (%) (%)

% SORODISCORDANTE 30 (30,0%) 41 (41,0%) 29 (29,0%)* 100

W | SORONEGATIVO 62 (4,6%) 1.206 (90,4%) 66 (4,9%) 1.334

TOTAL 92 (6,4%) 1.247 (87,0%) 95 (6,6%) 1.434

*Teste de McNemar’s X2 com p <0,0001.

Sorodiscordante = cdo com resultado do teste rapido reagente e ELISA néo reagente; soronegativo =
cdo com resultado do teste rapido ndo reagente e ELISA nao realizado; soropositivo = cdo com
resultado do teste rapido e ELISA reagente.

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

No comparativo entre os resultados do primeiro e segundo exames (tabela 3)
entre os grupos foi observado que dos cées do grupo sorodiscordantes, 27,5%
converteram para soropositivo, comparados com 4,3% dos caes do grupo
soronegativo. Essa diferenca obteve significancia no teste de qui-quadrado com valor
de p<0,0001.

Ao comparar 0s resultados entre o primeiro e terceiro exame dos grupos,
estavam disponiveis resultados de 393 cées (11 do grupo sorodiscordante e 382 do
grupo soronegativo) (tabela 4). A conversao soropositiva dos grupos foi de 9,1 % e
2,6% no grupo sorodiscordante e soronegativos respectivamente. Desse exame em
diante ndo foram realizadas comparacfes devido ao nimero reduzido de cées, nao

possibilitando haver diferenca estatistica. Alguns caes realizaram até 7 exames.

Tabela 3 - Desfecho final de exame soroldgico para leishmaniose visceral canina dos grupos
controle (inicialmente soronegativo) e caso (inicialmente sorodiscordante) em relacdo ao
primeiro e segundo exames realizados pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no
Distrito Federal entre 1° de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020.

22 EXAME
SORO- SORO- SORO- .

s GRUPO DISCORDANTE (%) NEGATIVO (%) POSITIVO (%) lESE) Lk
<
% | SORODISCORDANTE 31(38,8%) 27 (33,8%) 22 (27,5%)* 0 (0,0%) 80
ol
— | SORONEGATIVO 65 (4,8%) 1.230 (90,8%) 58 (4,3%) 1(0,1%) 1.354

TOTAL 96 (6,7%) 1.257 (87,7%) 80 (5,6%) 1(0,1%) 1.434

*Teste de McNemar’s X2 com p <0,0001.

Sorodiscordante = cdo com resultado do teste rapido reagente e ELISA néo reagente; soronegativo =
cdo com resultado do teste rapido ndo reagente e ELISA ndo realizado; soropositivo = cdo com
resultado do teste rapido e ELISA reagente; miss = cao sem informacao.

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.
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Tabela 4 - Desfecho final do exame sorolégico para leishmaniose visceral canina dos grupos
controle (inicialmente soronegativo) e caso (inicialmente sorodiscordante) em relacdo ao
primeiro e terceiro exame realizados pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no
Distrito Federal 1° de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020.

32 EXAME

" SORODISCORDANTE  SORONEGATIVO  SOROPOSITIVO
> GRUPO (%) (%) (%) TOTAL
%5 | SORODISCORDANTE 1(9,1%) 9 (81,8%) 1(9,1%) 11
= | SORONEGATIVO 13 (3,4%) 359 (94,0%) 10 (2,6%) 382
TOTAL 14 368 11 393

Sorodiscordante = cdo com resultado do teste rapido reagente e ELISA n&o reagente; soronegativo =
cdo com resultado do teste rapido ndo reagente e ELISA ndo realizado; soropositivo = cdo com
resultado do teste rapido e ELISA reagente.

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

O tempo para conversao dos soropositivos ocorreu de forma diferente entre os
grupos (tabela 5). Dos caes que converteram para SOropositivo no grupo caso, em
21,7% a soroconversao ocorreu em até 6 meses, enquanto no grupo controle, 13,9%
converteram nesse mesmo periodo. Em até 12 meses, essa conversao ocorreu em

47,8% e 25,0% respectivamente.
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Tabela 5 - Desfecho final do exame sorolégico para leishmaniose visceral canina dos grupos
controle (inicialmente soronegativo) e caso (inicialmente sorodiscordante) em relacdo ao tempo
em dias acumulados dos exames realizados pela Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses
no Distrito Federal entre 1° de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020.

DESFECHO FINAL ACUMULADO

SORO- SORO- SORO-

GRUPO DISCORDANTE % NEGATIVO % POSITIVO % TOTAL

SORODISCORDANTE 27

(tempo em dias) 30 23 80
0-179 14 51,9% 14 46,7% 5 21,7% 33
180-359 20 74,1% 18 60,0% 11 47,8% 49
360-539 24 88,9% 24 80,0% 14 60,9% 62
540-719 25 92,6% 26 86,7% 18 78,3% 69
720-899 25 92,6% 29 96,7% 20 87,0% 74
900-1079 26 96,3% 30 100,0% 21 91,3% 77
1080-1259 26 96,3% 30 100,0% 23 100,0% 79
1260-1439 27 100,0% 30 100,0% 23 100,0% 80

SORONEGATIVO

(tempo em dias) 65 1.217 72 1.354
0-179 18 27,7% 449 36,9% 10 13,9% 477
180-359 31 47,7% 709 58,3% 18 25,0% 758
360-539 48 73,8% 915 75,2% 31 43,1% 994
540-719 52 80,0% 1.041 85,5% 44 61,1% 1.137
720-899 61 93,8% 1.113 91,5% 54 75,0% 1.228
900-1079 63 96,9% 1.166 95,8% 63 87,5% 1.292
1080-1259 63 96,9% 1.178 96,8% 65 90,3% 1.306
1260-1439 63 96,9% 1.202 98,8% 71 98,6% 1.336
1440-1619 64 98,5% 1.205 99,0% 72 100,0% 1.341
1620-1799 65 100,0% 1.214 99,8% 72 100,0% 1.351
1800-1979 65 100,0% 1.217 100,0% 72 100,0% 1.354

Total Geral 92 1.247 95 1.434

Sorodiscordante = cdo com resultado do teste rapido reagente e ELISA ndo reagente; soronegativo =
cdo com resultado do teste rapido ndo reagente e ELISA nao realizado; soropositivo = cdo com
resultado do teste rapido e ELISA reagente.

Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

A figura 3 apresenta a funcéo de sobrevivéncia do periodo de seguimento dos
individuos do grupo caso (sorodiscordantes em azul) e do grupo controle
(soronegativos em verde), cujas curvas indicam os tempos de seguimento, os degraus
indicam a conversdo soropositiva e a cruzes indicam censuras (caes que nhao
continuaram no estudo por outras causas). Os caes do grupo caso, além de terem
chance maior de se tornarem positivos, o fizeram em menor tempo. O teste de Kaplan-
Meier obteve valor de p<0,0001, indicando que as diferencas entre 0s grupos
apresentam significancia estatistica. Cées do grupo caso apresentaram 7,8 vezes

mais chances de converterem para soropositivo em relacado ao grupo controle.
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Figura 3 — Probabilidade de sobrevivéncia acumulada de exame soroldgico para leishmaniose
visceral canina entre os grupos soronegativo (linha azul) e sorodiscordante (linha verde).
Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal entre 1° de janeiro 2014 a 21
de maio de 2020.
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Fonte: Geréncia de Vigilancia Ambiental de Zoonoses no Distrito Federal.

As variaveis sexo, idade, tamanho de pelagem e raca ndo apresentaram

associacao estatistica com a conversao soropositiva.
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6. DISCUSSAO

Desde que o PVCLYV alterou o protocolo diagnostico da LVC em 2011 (MS,
2011), recomendando TR como triagem e ELISA como exame confirmatorio, alguns
estudos avaliaram a sensibilidade e a especificidade desses métodos (COURA-VITAL
etal., 2014; GRIMALDI et al., 2012; LAURENTI et al., 2014; PEIXOTO; DE OLIVEIRA,;
ROMERO, 2015; SCHUBACH; FIGUEIREDO e ROMERO, 2014; TEIXEIRA et al.,
2019), estudos analisando caes sorodiscordantes foram menos comuns (BELO et al.,
2017; ROCHA, MARILIA FONSECA et al., 2020).

A prevaléncia média de 12% de LVC diagnosticada com métodos sorolégicos
no DF foi diferente dos 6,2% (3,9-9,2%) encontrados por Figueiredo et al. (2018)
utilizando exames parasitoldgicos. Tal diferenca pode ser explicada pelas diferentes
sensibilidades das técnicas utilizadas entre os estudos.

Apesar do banco de dados da GVAZ possuir 21.268 registros de exames
validos, correspondentes a 19.087 céaes, foram utilizados apenas os dados de 1.434
cdes que preencheram os critérios do estudo. Para cadastramento dos caes no
sistema da GVAZ, foram utilizados dados de cada animal como nome, sexo, raca e
cor da pelagem, além do nome do responséavel, nimero de telefone e endereco. Caso,
no momento do exame, a pessoa responsavel pelo cdo fornecesse dados diferentes
do registrado anteriormente no sistema, seria aberto um novo nimero de registro de
forma equivocada, podendo haver mdltiplos registros para 0 mesmo c&o. E possivel,
portanto, que o niumero de cdes com dois ou mais exames no banco de dados seja
maior do que o apresentado.

Outra limitacdo esta relacionada ao numero baixo de cdes acompanhados ao
longo do tempo. O PVCLV recomenda a realizacdo de inquéritos sorolégicos
censitarios anuais nas areas endémicas. Porém, por questdes internas, a GVAZ
realiza coletas de sangue pontuais em regides que tiveram caso de LVH em anos
anteriores. As dificuldades para realizar as atividades do PVCLV sao varias e ocorrem
em diferentes UVZ (VON ZUBEN e DONALISIO, 2016). Esses ciclos de coletas
podem levar mais de um ano para serem realizados novamente. Considerando a
dindmica populacional de pessoas do Distrito Federal (SARDINHA, 2014), assim
como a taxa de mortalidade (BENTUBO et al., 2007) e reposi¢éo de caes (ANDRADE

et al., 2007), é possivel, que ao retornar a determinada casa para realizar nova coleta,
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a familia tenha mudado de endereco, o cao tenha ido a ébito ou tenha sido reposto.
Essas questdes podem ter contribuido para justificar a diferenga entre o numero de
cées do banco de dados da GVAZ e o niumero de caes selecionados para esse estudo.

Estudos anteriores (FIGUEIREDO et al., 2018; GRIMALDI et al., 2012,
SCHUBACH; FIGUEIREDO e ROMERO, 2014) demonstraram que o desempenho do
TR varia conforme os sinais clinicos, com melhor acuréacia em caes sintomaticos. Nao
podemos descartar a possibilidade de parte dos cdes desse estudo terem sido levados
por seus tutores a GVAZ, ou terem permitido a coleta de sangue em domicilio, devido
ao cdo estar com algum sinal clinico, situacao que poderia hdo acontecer caso 0 cao
estivesse saudavel. No sistema de informacéo utilizado pela GVAZ é possivel inserir
0s sinais clinicos, mas esse dado é pouco preenchido por questbes operacionais.
Dessa forma, € possivel que possa ter havido maior nimero de cdes com sinais
clinicos em um dos grupos, ou que esse Vviés tenha ocorrido de forma igual em ambos
0S grupos.

Neste estudo, os cées do grupo caso apresentaram chance de converter para
soropositivo estatisticamente maior quando comparados aos cdes do grupo controle.
Foi observado que o0 grupo caso teve conversao significante para soropositivo em
maior proporcao e em menor periodo de tempo que o grupo controle, com hazard ratio
de 7,8. Esse achado sugere que o comportamento da conversao seja diferente entre
0S grupos, com maior tendéncia de conversdo soropositiva em cdes com resultado
prévio sorodiscordante. Isso reforca a hipotese de Schubach, Figueiredo e Romero
(2014) que o TR poderia ter desempenho melhor do que o descrito, pois poderia ter
sensibilidade mais elevada que os métodos parasitolégicos utilizados como padrao
ouro para a validacédo do TR.

O TR foi realizado por observadores diferentes a depender da forma de entrada
da amostra. Quando o céo foi levado a GVAZ para realizar diagnostico para LVC, o
TR foi realizado preferencialmente pelo profissional do laboratorio, mas com
frequéncia foi realizado por outro profissional capacitado. Quando a amostra foi
proveniente de inquérito soroldgico, o TR foi realizado por profissional do laboratério.
Grimaldi et al. (2012) relataram que a inspecao visual e a interpretacao do teste podem
ser imperfeitas, pois variam de acordo com o treinamento, a experiéncia, a acuidade
visual e as habilidades observacionais do examinador. Pelo fato de a GVAZ utilizar

observadores com experiéncia distintas para realizar o TR, é possivel que tenha
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ocorrido alguma inconsisténcia nos resultados dos TR e que essa possa ter interferido
nos achados desse estudo.

Embora os intervalos de tempo entre os exames nhao tenham sido
padronizados, assim como a quantidade de exames realizada por cada cdo, e nao
tenha sido possivel obter uma média ou uma mediana do tempo para soroconversao
de forma confiavel, a converséo soropositiva foi 1,5 vezes maior no periodo de 180
dias e quase duas vezes maior no grupo caso no periodo de até 360 dias. Belo et al.
(2017) observaram que em 17 caes sorodiscordantes, 6 (35,3%) converteram apos
novo exame de 3 a 4 meses subsequentes, dos quais 4 apresentavam TR reagente e
ELISA indeterminado, enquanto os demais eram TR reagente e ELISA nao reagente.
Observaram que desses caes, 0S que apresentaram ELISA indeterminado
converteram em maior proporcédo quando comparados com caes ELISA ndo reagente.
No banco de dados da GVAZ, nado foi possivel realizar essa analise, pois ao se
registrar as amostras no sistema de informacéo, os exames de ELISA indeterminados
sdo computados como nao reagentes. Por se tratar de um estudo de prevaléncia e
nao de incidéncia da LVC, por ndo haver acompanhamento continuo, os caes
indeterminados que converteram para soropositivo podem ter adquirido infeccéo entre
o intervalo de tempo de um exame e outro, e ndo necessariamente terem
soroconvertido no ELISA por ja estarem previamente infectados. Rocha et al. (2020)
observaram 641 cées sorodiscordantes em intervalos de 3, 6 e 9 meses, com
conversdo soropositiva de 29,4%; 11,5%; e 32,4% respectivamente. A conversao
soropositiva ocorreu em 219 cées ao longo de 9 meses, representando 34,2% dos
sorodiscordantes. Nesse mesmo estudo, demonstraram por xenodiagndstico que
cades sorodiscordantes apresentavam capacidade de infectar o vetor de modo
semelhante a cées soropositivos. Os resultados de Belo et al. (2017) e Rocha et al.
(2020) sugerem que céaes sorodiscordantes convertam para soropositivo em menor
tempo e em maior propor¢cdo e corroboram os resultados deste estudo, no qual
encontramos uma chance 7,8 vezes maior em relacio aos cées soronegativos.

Recentemente, a coleira impregnada com deltametrina foi adquirida pelo
Ministério da Saude e comecara a ser utilizada em alguns municipios prioritarios como
nova ferramenta para controle da LVC. Com a implantacdo dessa ferramenta, é
possivel que no futuro préximo haja novas recomendacfes no PVCLV relacionadas
principalmente a questao do reservatorio urbano, o cdo. A depender dos resultados

obtidos nessa agéo, ha possibilidade de se manter a recomendagao pontual da
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eutanasia apenas para caes sintomaticos, em estdgio avancado da doenca, cujos
responsaveis optem por realizar o procedimento. Assim, ndo havera necessidade de
realizar inquéritos soroldgicos censitarios, e a GVAZ podera passar a realizar
inquéritos soroldgicos amostrais como forma de vigilancia. E possivel que um Gnico
método diagndstico passe a ser utilizado nesse novo protocolo. Caso isso ocorra, um
possivel candidato é o TR, por apresentar boa acuracia, praticidade, rapidez para
liberar o resultado, ndo necessitar de estrutura laboratorial, além de demandar facil
armazenamento e transporte. Tudo isso podera contribuir para reduzir os custos
operacionais e melhorar a aceitabilidade das a¢6es do PVCLYV frente a populacao.

Considerando que o DF é endémico para LV; que a GVAZ possui estrutura
laboratorial limitada e recursos humanos escassos; que existe intermiténcia do
fornecimento de kits para diagnostico; para fins do PVCLV, em situacfes excepcionais
visando a saude publica, este estudo oferece ao médico veterinario do DF uma nova
informacg&o para ser considerada no manejo de cées sorodiscordantes. E sugerido
gue novos estudos sejam realizados para determinar mais exatamente o periodo de
tempo de conversao soropositiva de cades sorodiscordantes. Enquanto isso, € sugerido
0 acompanhamento periédico desses cdes com realizacdo de TR e ELISA em
intervalo de tempo de trés a nove meses (BELO et al., 2017; ROCHA, MARILIA
FONSECA et al., 2020).
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7. CONCLUSAO

Na avaliacdo da evolucdo sorolégica de caes diagnosticados para LVC entre
1° de janeiro 2014 e 21 de maio de 2020 no municipio de Brasilia, Distrito Federal, os
cdes sorodiscordantes mostraram 7,8 vezes mais chances de converter para
soropositivos, além de fazerem a conversdo em menor periodo de tempo que céaes

soronegativos.
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