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RESUMO

O desenvolvimento de vacinas contra Leishmaniose Visceral Canina (LVC) tem sido
promovido como uma medida profilaxia individual. No Brasil atualmente a vacina Leish-
Tec® ¢ a principal alternativa. Sabe-se que vacinas anti-Leishmania sp. em cies podem
gerar grande producdo de anticorpos protetores que possivelmente podem alterar os
resultados obtidos pelo diagnostico sorologico preconizado pelo Ministério da Saude para
LVC, dificultado o reconhecimento de animais infectados e consequentemente tornando o
controle da doenca um desafio ainda maior. O principal objetivo do presente projeto foi
a avaliacdo do perfil sorolégico (soroconversio) dos cdes vacinados com a Leish-Tec® e
acompanhados com 1, 6, 18 e 24 meses apds o protocolo de imunizagao inicial frente a testes
utilizados para o imunodiagnodstico da LVC. Foi demonstrado neste estudo soropositividade
das amostras nos testes TR-DPP®, EIE®-LVC, IFI e ELISA in house em todos os tempos de
acompanhamento. O ELISA in house foi o teste em que as amostras apresentaram uma maior
soroconversao considerando o tempo total de acompanhamento (24 meses) em relagdo aos
demais testes, em seguida foi o TR-DPP®, IFI e por tltimo o EIE®-LVC. Foi demonstrado
que o perfil obtido pelas amostras do grupo dos animais vacinados apresentou um padrao de
dispersdo semelhante em relagdo ao grupo dos animais nao infectados (grupo III) para o TR-
DPP® nos tempos 1 més e 6 meses. O teste EIE®-LVC em todos os tempos analisados
apresentou um padrdo de dispersao semelhante ao grupo Il e o ELISA in house apenas o
tempo de 1 més apresentou padrao de dispersdao semelhante em relag@o ao grupo III (p<0,05,
teste de Kruskal Wallis). De acordo com o protocolo de diagnostico da LVC pelo MS, 15
animais imunizados com Leish-Tec® foram considerados positivos podendo gerar diividas
em relagdo a presenca da infeccdo, dificultando o processo do diagnostico e
consequentemente, influenciando no papel epidemiologico deste cdo frente a campanha de
controle da doenga, podendo gerar um confundimento e consequentemente um problema

para a saude publica.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral Canina, Reservatério Canino, Vacinas contra

Leishmaniose Visceral Canina, Leish-Tec®, Diagnostico Sorolégico.



ABSTRACT

The development of vaccines against Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) has been
promoted as an individual prophylaxis measure. In Brazil, the Leish-Tec® vaccine is
currently the main alternative. It is known that anti-Leishmania sp. in dogs they can generate
a large production of protective antibodies that possibly can alter the results obtained by the
serological diagnosis recommended by the Ministry of Health for LVC, making it difficult
to recognize infected animals and consequently making the control of the disease an even
greater challenge. The main objective of this project was to evaluate the serological profile
(seroconversion) of dogs vaccinated with Leish-Tec® and followed up at 1, 6, 18 and 24
months after the initial immunization protocol against tests used for the immunodiagnosis of
CVL. In this study, seropositivity of the samples was demonstrated in the TR-DPP®, EIE®-
CVL, IFI and ELISA in house at all follow-up times. The ELISA in house was the test in
which the samples showed a greater seroconversion considering the total follow-up time (24
months) in relation to the other tests, followed by the TR-DPP®, IFI and finally the EIE®-
LVC. It was demonstrated that the profile obtained by the samples from the group of
vaccinated animals showed a similar dispersion pattern in relation to the group of uninfected
animals (group III) for TR-DPP® at 1 month and 6 months. The EIE®-LVC test always
analyzed showed a dispersion pattern like group I1I and the ELISA in house only at 1 month
showed a similar dispersion pattern compared to group III (p <0.05, Kruskal Wallis).
According to the diagnosis protocol of LVC by the MS, 15 animals immunized with Leish-
Tec® were considered positive and may raise doubts regarding the presence of the infection,
hindering the diagnosis process and, consequently, influencing the epidemiological role of
this dog in the face of the campaign disease control, which can lead to confusion and

consequently a problem for public health.

Keywords: Canine Visceral Leishmaniasis, Canine Reservoir, Canine Visceral

Leishmaniasis Vaccines, Leish-Tec®, Serological Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo doengas infecciosas causadas por diferentes espécies de
protozodrios intracelulares do género Leishmania. A doenca pode ser encontrada nas regides
do Novo Mundo como América do Sul, América Central ¢ Norte do Texas, como também
no Velho Mundo como Europa, Africa, Oriente Médio, Asia Central e subcontinente indiano
(WHO, 2010). A doenga ¢ predominantemente de clima tropical, entretanto estende-se para
regides de clima temperado como o norte do Texas, onde o tratamento independe de
problemas financeiros e logisticos como ocorre nos demais focos (BUFFET, 2008).

As formas clinicas se dividem em dois grupos principais, um deles € responsavel pela
Leishmaniose Tegumentar (Leishmaniose Cutdnea, Muco-cutanea e Cutianea Difusa), em
que os protozoarios envolvidos sdo: Leishmania (Leishmania) major, Leishmania
(Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania)
mexicana, Leishmania (Leishmania) venezuelensis, Leishmania (Viannia) panamensis,
Leishmania (Viannia) peruviana (WHO, 2010). As trés principais espécies circulantes no
Brasil sdo: Leishmania. (Viannia) brasiliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, e
Leishmania (Viannia) guyanensis, porém recentemente na regido norte ¢ nordeste,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia)
lindenberg e Leishmania (Viannia.) shawi (BRASIL, 2017). J& o segundo grupo, causa a
Leishmaniose Visceral (LV), conhecida como “Calazar”, este apresenta maior relevancia
devido ao grau de letalidade da doenca. Os protozoarios pertencentes a este grupo sao:
Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania (Leishmania) infantum sin. Leishmania
(Leishmania) chagasi, sendo apenas estd Ultima encontrada no Brasil. (FOGANHOLI,
2011).

No Brasil, a LV ¢ causada pelo protozoario Leishmania (Leshmania) infantum e
transmitida por flebotomineos do género Lutzomyia Longipalpis, sendo o cao considerado o
principal reservatorio doméstico em meio urbano. Porém, além dos reservatorios
domésticos, o parasito pode ser encontrado em reservatorios silvestres, como roedores,
marsupiais e canideos silvestres (COSTA, 2011). O Brasil ¢ responsavel por 90% dos casos
da América latina figurando ao lado de paises como Bangladesh, india, Etiopia, Nepal e
Sudao, responsaveis pela maioria dos casos no mundo (WHO, 2018).

A transmissdo da LV ocorre em todas as regides do pais (WHO, 2018).
Recentemente, ocorreram mudancas significativas no padrao de transmissdo, inicialmente

predominando em ambientes rurais e periurbanos e atualmente, nos grandes centros urbanos
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como Rio de Janeiro (RJ), Corumba (MS), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP), Palmas
(TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS), entre outros. No Brasil a LV esta registrada
em 19 das 27 Unidades da Federacao, com aproximadamente 1.600 municipios apresentando
transmissao autoctone (BRASIL, 2014a).

Uma das doengas prioritarias pela OMS (Organizacdo Mundial da Satde), pode-se
dizer que a leishmaniose se tornou uma doenga complexa e a0 mesmo tempo, negligenciada
devido a grande variedade de formas clinicas existentes e, com isso a dificuldade de se
estabelecer o tratamento adequado (WHO, 2010).

O diagnostico para os casos humanos ¢ bastante complexo, pois podem apresentar
sintomas e sinais clinicos semelhantes a doencas como a Doenca de Chagas, Malaria,
Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose, doengas que geralmente se desenvolvem em
regides endémicas para LV. Pacientes com LV apresentam febre prolongada, esplenomegalia,
hepatomegalia, leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal, diarreia,
perda de peso e caquexia (GONTIJO & MELO, 2004). O diagndstico da doenga humana
preconizado pelo Ministério da Satde ¢ realizado através de testes soroldgicos, utilizando o
teste Imunocromatografico LSH Ab ECO de confirmagao laboratorial de casos suspeitos da
doenc¢a humana (BRASIL, 2019)

Para a doenga nos cdes, ha um amplo espectro de sinais clinicos, desde animais
aparentemente saudaveis, passando por sintomaticos, até estdgios severos da doenca. Os
sinais viscerais mais comuns observados sdo linfadenopatia, emaciacao, sinais possiveis de
insuficiéncia renal (poliuria, polidipsia, vomito), neuralgia, poliartrite, poliomiosite, e outros
sinais clinicos, sendo que aproximadamente um ter¢o dos cdes apresenta febre e
esplenomegalia (TILLEY & SMITH, 2008). Alguns estudos realizados na Europa e no Brasil
indicam que a doenca nos cdes pode permanecer clinicamente inaparente por longos
periodos (ABRANCHES et al., 1991 b; DANTAS-TORRES et al., 2006). Os animais
assintomaticos também representam fontes de infeccao para os vetores (MOLINA, et al.,
1994). Os estudos mostram que a razao para a auséncia de sintomas clinicos ¢ condicionada
a imunocompeténcia do animal e estagio em que a doenca se encontra (GONTIJO & MELO,
2004).

As atividades de controle da LV no Brasil sdo: tratamento de casos humanos,
identificacdo e eutanasia de caes infectados, controle do vetor e medidas de educagdao em
satde (BRASIL, 2014a). Os caes se apresentam como os principais reservatorios da LV, eles

apresentam diferentes formas parasitarias infectantes disponiveis, inclusive de pele integra
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e a proximidade do cdo no domicilio apresentando uma relagdo direta com o homem. Dessa
forma, o cdo se torna a principal fonte de infec¢do para o vetor principalmente em areas
urbanas. (MONTEIRO et al., 2005; DANTAS-TORRES, 2006; DEANE & DEANE, 1955).
Para o processo de controle dos reservatérios infectados ha necessidade da precisao e
confiabilidade dos métodos de diagnodsticos. Entretanto, estima-se que os métodos de
diagnostico para Leishmaniose Visceral Canina (LVC), atualmente, t€m minimizado o
numero de caes infectados, devido a auséncia da combinacdo de um método facil de ser
executado associado a um antigeno que seja altamente especifico, o que dificulta o controle
da doenca, principalmente para os caes assintomaticos (BERRAHAL et al., 1996).
Atualmente, existem uma grande variedade de métodos para diagndstico canino, como 0s
testes parasitologicos, testes soroldgicos e testes moleculares. O diagndstico canino €
realizado utilizando teste de triagem Imunocromatografico TR-DPP® e a confirmacao se d4
através do ELISA (EIE®-LVC) (BRASIL, 2011). O Ministério da Satide preconiza os ensaios
sorologicos por serem de facil execugdo, mais rapidos, um custo mais baixo (ALVAR et al.,
2004) e por ter uma adequada confiabilidade, j& que cdes infectados apresentam elevados
niveis de imunoglobulinas que reagem com os antigenos parasitarios de Leishmania
(Leishmania) infantum (GOMES et al., 2008).

A primeira op¢do de tratamento da doenca para os casos humanos sdo os
medicamentos a base de antimoniato de meglumina e estibogluconato de sodio, produtos
com caracteristicas quimicas similares, com o mesmo grau de toxicidade. O tempo do
tratamento assim como a dosagem do medicamento dependem da forma clinica da doenga
e, em alguns casos, ¢ necessario a combinagdo de mais de um tratamento (REY, 2011;
GONTIJO & MELO, 2004; DE QUEIROZ et al.,2010; QUEIROZ et al., 2004; PELISSARI
etal., 2011).

O tratamento para cdes ndo deve ser realizado com os mesmos farmacos utilizados
no tratamento humano ou farmacos que nao tenham o registro do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), para que se evite resisténcia parasitaria. Além disso, nao
se tem certeza do real papel do cdo como reservatorio no periodo de tratamento ja que nao
existem evidéncias da redu¢do ou interrup¢do da transmissdo (BRASIL, 2008a). Diante
disto, em 2017 o MAPA autorizou a utilizagdo da Miltefosina (Milteforan®- Virbac®) para
o tratamento da LVC, por ndo se tratar de uma droga utilizada para o tratamento da LV

humana. Esta ¢ uma ferramenta de controle individual de tratamento, estando disponivel
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apenas nas clinicas veterinarias particulares, por conta do proprietario, € ndo se encontra nas
redes publicas de saude (BRASIL, 2016).

Dessa forma, devido a complexidade do conjunto de métodos de controle da LV no
pais e da baixa eficacia do tratamento no reservatdrio, ndo interrompendo a transmissao, a
vacinagao profilatica estabelece-se como uma alternativa para o controle preventivo dos caes
ndo infectados (LEMESRE et al., 2005; PALATNIK-DE-SOUZA, 2008). Entretanto, o
Ministério da Saude, ainda ndo preconiza a utilizagdo de vacinas como metodologia
profilatica de controle, somente como medida profilatica individual (BRASIL, 2016).

Foram desenvolvidas duas vacinas anti-LVC ¢ lan¢adas comercialmente no Brasil, a
Leishmune® (Zoetis®, New Jersey, EUA) e Leish-Tec® (Hertape Calier Satide Animal®)
(CAMPOS, et al., 2017). A Leishmune® ¢é formada pelo antigeno FML, complexo
glicoproteico ligante de Fucose e Manose de Leishmania (Leishmania) donovani, que se
encontra na superficie do parasito durante o seu ciclo (PALATNIK-DE-SOUZA, et al.,
1994). J4 a Leish-Tec®, utiliza o antigeno A2, uma proteina especifica do estagio amastigota
de Leishmania (Leishmania) donovani (GHOSH et al., 2001). No entanto, a Leishmune®
ndo atendeu aos requisitos dos estudos de fase III para avaliacao da eficacia vacinal, com
isso a sua comercializacao foi suspensa pelo MAPA (BRASIL, 2014b). Dessa forma, a inica
vacina liberada para ser comercializada no Brasil é a Leish-Tec®, considerada como
ferramenta de profilaxia individual.

Os testes sorologicos sdo preconizados pelo Ministério da Satde para o diagndstico
da LVC. Um grande problema atribuido a imuniza¢do na LVC ¢é que esta pode alterar o
diagnostico obtido por estes testes sorologicos. Anticorpos anti-Leishmania sp. podem ser
detectaveis em caes vacinados por varios meses, sendo dificil a diferenciagdo entre caes
vacinados e infectados, o que pode gerar discordancia na identificacdo de caes infectados no
controle da doenga (MARCONDES et.al., 2011; MARCONDES et.al., 2013). Dessa forma,
esse projeto teve por finalidade avaliar o perfil soroldgico dos caes imunizados com a Leish-

Tec® e sua possivel interferéncia no diagnostico sorolégico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sdo infecgdes, ndo contagiosas parasitarias, causadas por
protozoarios intracelulares, seu ciclo biologico atinge diversas espécies de animais,
domésticos e silvestres, estando envolvido ainda um vetor bioldgico e o ser humano

(COURA, 2013).

2.1.1 Agente etiolégico

O agente etiologico da LV pertence a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania. Infecgdes causadas por Leishmania (Leishmania)
donovani ocorrem na regido da India e Africa (FRASER, 2008). Nesses locais a
leishmaniose apresenta-se como uma antropozoonose, necessitando somente do vetor
invertebrado para a disseminagdo da doenca. Infeccdes por Leishmania (Leishmania)
infantum (sin. Leishmania (Leishmania) chagasi), ocorrem em regides como Mediterraneo,
Oriente Médio, América latina e Africa, necessitando além do vetor, reservatorios

domésticos e silvestres, se comportando como uma zoonose (WHO, 2010).

2.1.2 Transmissao e Ciclo biolégico

No Brasil a LV tem transmissao zoonotica € a disseminagao ocorre através da picada
da fémea infectada do inseto vetor flebotomineo (BRASIL, 2014a). Em ambientes
domésticos, o cdo se apresenta como o principal reservatorio natural da doenca, se colocando
como uma excelente fonte de infec¢do para o vetor, principalmente em areas urbanas
(MONTEIRO, 2005). Devido a sua proximidade com o homem e outros animais domésticos
em ambientes rurais e urbanos, como também por apresentar grande quantidade de formas
parasitarias infectantes disponiveis ao vetor na pele (TESH, 1995). J4 em ambientes
silvestres, canideos como raposas (Dusicy onvetulus e Cerdocy onthous) e marsupiais
(Didelphis albiventris) sao considerados as principais fontes de infeccao (BRASIL, 2014a).

Os flebotomineos sdo insetos pequenos, frageis, popularmente, conhecidos como

“mosquito palha”, “asa dura” ou “birigui” entre outras denominag¢des comuns (BRASIL,

2014a). Sao densamente revestidos por cerdas, geralmente apresentam atividade crepuscular
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ou noturna, possuem dois pares de asas hialinas que permitem um deslocamento por saltos
(LEWIS, 1974) (Figura 1), apresentam baixa capacidade de bater asas e sao naturalmente
silvestres (BRAZIL; BRAZIL, 2003). Os flebotomineos possuem alta capacidade de se
adaptar no peridomicilio e domicilio (MACEDQO, et.al., 2008). Os habitos alimentares desses
insetos envolvem fontes de agucar para produzir energia e manter a homeostasia
(AZEVEDO et al., 2011). Somente as fémeas sao hematofagas, ja que necessitam da ingestao
de sangue para o desenvolvimento e a maturacao de seus ovarios. (SHERLOCK, 2003).

No Brasil existem duas espécies responsaveis pela transmissao da LV, Lutzomyia
longipalpis, principal transmissor de Leishmania (Leishmania) infantum e Lutzomyia cruzi,
o qual foi recentemente encontrado em regides do Mato Grosso do Sul. A espécie Lutzomyia
longipalpis pode ser encontrada no Nordeste, Norte, principalmente em regides de matas,
Centro-Oeste e Sudeste no peridomicilio, em galinheiro, chiqueiros, canil, paiol, entre outros
ambientes e no intradomicilio (BRASIL, 2014a).

Os protozoarios disponiveis pela LV apresentam duas formas distintas, uma
intracelular e outra extracelular. A forma intracelular, denominada amastigota, apresenta
flagelo inaparente e encontra-se no interior dos vacuolos lisossomais de células presentes no
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (ALMEIDA et al., 2003). As
formas promastigotas apresentam flagelo livre e encontram-se no intestino do vetor
invertebrado, sdo extracelulares e encontram-se na forma livre ou aderidas as
microvilosidades ou cuticula intestinal e migram para a faringe do inseto no ato do repasto
sanguineo (BLANCO, 2017).

O ciclo tem inicio quando o vetor invertebrado realiza o repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado infectado, adquirindo as formas amastigotas. No trato digestivo do
inseto, essas amastigotas sdo liberadas e ocorre a multiplicagdo e o desenvolvimento das
formas infectantes, as promastigotas metaciclicas, que no préximo repasto sanguineo serao
inoculadas em um novo hospedeiro vertebrado nao infectado. As formas promastigotas
infectam células do sistema fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos,
diferenciando-se em amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria. Os macrofagos
infectados podem se romper e liberar o parasito, que por sua vez pode infectar novas células
e disseminar-se por via hematogénica e ou linfatica para outros tecidos, como bago, medula
ossea e figado. O ciclo se completa quando um novo flebotomineo ingere o sangue infectado
com as formas amastigotas (AEBISCHER, 1994; ASHFORD, 1998; BLANCO, 2017). A

Figura 2 representa o esquema resumido do ciclo biologico da Leishmaniose Visceral.
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Figura 1. Inseto fémea de Lutzomyia Longipalpis ingurgitada.

Fonte: BRASIL, 2014a.

Figura 2. Esquema do ciclo bioldgico da Leishmaniose Visceral
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2.1.3 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral no Mundo

A LV tem ampla distribui¢ao geografica e estd associada a populagdes vulneraveis e
a pobreza na Asia, Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas (WHO, 2010). Os
casos de leishmaniose atualmente estao distribuidos em 97 paises que sdo considerados
endémicos para a doenga localizados em regides tropicais e subtropicais (WHO, 2015;
DESJEUX, 2004; ALVAR et al., 2012; GUERIN et.al., 2002). Estima-se que 200.000 a
400.000 novos casos de Leishmaniose Visceral ocorram no mundo a cada ano. Mais de 90%
dos casos globais sdo notificados na India, Bangladesh, Nepal, Sudio, Etidpia e Brasil. Além
destes, ha casos reportados também no Afeganistio, Algéria, Iran, Peru, Ardbia Saudita e
Siria. Epidemias severas foram relatadas no passado na regido do sul do Suddo, num
contexto de guerra civil e fome, sendo responsavel por cerca de 100.000 mortes entre 1984
e 1994 (SEAMAN; MERCER; SONDORP, 1996).

No ano de 2018, 21 paises foram classificados endémicos para LV dentre eles se
encontram Bangladesh, Butdo, Romania, Somadlia, Sudao do sul, Uganda Ucrania e Zambia.
Mais de 90% dos casos globais de LV ainda sdo encontrados em paises como Brasil, Etiopia,
india, Quénia, Somalia, Sudio do Sul e Sudio como mostrado na Figura 3. (WHO, 2020).

Na América Latina, a LV ¢ endémica em 12 paises. A maior parte dos casos, cerca de
90%, ocorrem no Brasil, mas também existem casos na Argentina, Colombia, Paraguai e
Venezuela. A OMS a partir do ano de 2013 tem realizado o monitoramento da incidéncia de
casos de leishmaniose e o controle de casos importados relatando o numero de casos
autoctones separadamente. No periodo de 2001 a 2016, 55.530 casos humanos foram
notificados nas Américas. A maior concentragao de casos ocorreu no sexo masculino com
66,3% e as faixas etdrias com maior influéncia foram: maior de 10 anos, maior que 20 e

menor do que 50 anos e maior de 50 anos (WHO, 2018).
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Figura 3. Casos de Leishmaniose Visceral no mundo, referente ao ano de 2018.
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Fonte: WHO, 2020

2.14 Epidemiologia no Brasil

No Brasil, no passado, a doenga era endémica em 4areas tipicamente rurais € muitos
surtos epidémicos eram relatados na regido Nordeste. Atualmente, observa-se que a doenga
tem apresentado também uma expansdo para areas urbanas de médios e grandes portes,
tornando-se um crescente problema de satde publica em franca expansdo geografica. No
periodo de 1984 a 2002 aproximadamente 66% dos casos ocorreram nos Estados da Bahia,
Ceara, Maranhao e Piaui. Em 2003, os estados que apresentaram as maiores taxas de
incidéncia foram Tocantins, Piaui, Maranhdo, Mato Grosso do Sul e Roraima (SILVA, 2007).

O aparecimento de novos focos se deu por conta das transformagdes ambientais que
ocorreram principalmente devido ao intenso fluxo migratério, graves quadros de pobreza
decorrentes de distor¢des na distribuicdo de renda e o processo de urbanizacdo crescente.
Este fenomeno de transformacdes levou a uma redugdo do espaco ecoldgico da doenga,
facilitando sua expansdo. Dessa forma, a doenca atingiu regides urbanas como Fortaleza
(CE), Araguaina (TO), Belo Horizonte (BH), Campo Grande (MS), Rio de Janeiro (RJ) e
regides como Aragatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN),
Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagcari (BA) (BRASIL, 2014a).
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Em 2017 ha registros de uma quantidade elevada de casos nos estados Minas gerais,
Para, Maranhao, Ceara, Sdo Paulo, Mato Grosso, Bahia, Piaui, Tocantins € Pernambuco. A
Figura 4 mostra o mapa disponibilizado pelo Ministério da Satide com os dados dos casos

referentes a LV no Brasil nivel municipal referente ao ano de 2017 (BRASIL, 2020).

Figura 4. Casos de Leishmaniose Visceral no Brasil no ano de 2017.
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Fonte: BRASIL, 2020

2.1.5 Controle da Leishmaniose Visceral

No Brasil, as principais ac¢des utilizadas para o controle da LV sdo: o tratamento de
casos humanos, controle dos vetores, a retirada dos caes soropositivos para eutanasia, além
das medidas de educagdo e saude. Este conjunto de ag¢des sdo importantes devido a
indisponibilidade de uma vacina anti-Leishmania a ser utilizada como medida de controle
preventivo de massa para caes e humanos (BRASIL, 2014a).

Durante aproximadamente sete décadas o tratamento para humanos de escolha
prioritaria eram os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato
de sddio, produtos com caracteristicas quimicas similares, com o mesmo grau de toxicidade
(MALTEZOU, 2008). O tempo do tratamento assim como a dosagem do medicamento

dependem da forma clinica da doenca e, em alguns casos, € necessario a combinac¢ao de mais
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de um tratamento (REY, 2011; GONTIJO & MELO, 2004; DE QUEIROZ et al.,2010;
QUEIROZ et al., 2004; PELISSARI et al., 2011). Outro farmaco disponivel para o
tratamento da LV ¢ a anfotericina B. O uso da anfotericina B lipossomal tem apresentado
efeitos positivos na reducao dos efeitos colaterais como febre, calafrios, e tromboflebite e,
ocasionalmente, hipocalemia, nefrotoxicidade e miocardite (OLLIARO et al., 2005).

Em 1996, através de um estudo matematico, Dye enfatizou uma maior eficacia no
controle vetorial como principal estratégia, devido a maior eficacia do uso de inseticidas na
diminui¢do da disseminagdo da LV. Para a reducdo da densidade vetorial ¢ necessario que
as caracteristicas epidemioldgicas e entomoldgicas especificas de cada localidade seja
levado em conta (DYE, 1996). Como medida de controle coletivo ¢ indicado o uso de
inseticidas de efeito residual, repelentes e mosquiteiros. Além disso, evitar o acimulo de
lixo, especialmente o de matéria organica (BRASIL, 2014a).

O inseticida preconizado no controle da LV € um piretroide borrifado, aplicado nas
paredes no intradomicilio e peridomicilio das residéncias. A dificuldade encontrada na
realizagdo do controle quimico ¢ o alto custo e a ndo autorizagao do proprietario na entrada
do domicilio. Essas limita¢des t€ém promovido a redugdo do uso de inseticidas para o controle
vetorial nos tltimos anos (ZUBEN & DONALISIO, 2015).

A sociedade atual enfrenta grandes dificuldades em promover o estabelecimento de
medidas de controle da LV. H4 uma grande resisténcia da populagcdo em aceitar o acesso as
residéncias pela equipe do Programa de vigilancia e controle da LV, principalmente na
execugdo da eutanasia dos cdes. Além disso, pode-se citar a baixa prioridade fornecida a
leishmaniose frente a demais doengas, a relativa acuracia do diagndstico, o baixo impacto
referente a educacdo e a saide ambiental. As pessoas sdo vistas como passivas frente a essa
questao, além dos problemas cronicos de saneamento ambiental. A falta de insumos, recursos
humanos e financeiros contribuem para a descontinuidade dessas a¢cdes (WERNECK, 2016).

A eutanasia de caes infectados ¢ uma medida bastante discutida em relacao a sua
efetividade, principalmente quando utilizada de forma isolada, sem a utilizacdo de outras
medidas de controle preconizadas (WERNECK, 2014). Embora o Ministério da Satde
recomende a eutanasia de caes, esta agdo ainda ¢ bastante discutida pois apresenta impactos
temporarios na incidéncia da LVC e no surgimento dos casos humanos. Além disso, hd uma
alta resisténcia por parte dos proprietdrios em entregar os animais para a eutanasia
principalmente os cdes assintomaticos devido a intensa relagdo afetiva que apresentam com

os animais (LAINSON, 2005).
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As medidas de educacdo e satide sd3o de grande importancia no controle da LV. A
distribuicao de folhetos informativos, visitas domiciliares ¢ a disseminagao de informagao ¢é
fundamental para trazer informagao a populagdo agir de forma a evitar a doenga. Entretanto,
essas medidas sao pouco valorizadas, pois existe a falta de técnicos da satide capacitados e
treinados para exercer essa funcdo, o que torna uma grande limitacdo ao estabelecimento da
vigilancia em saude (ZUBEN & DONALISIO, 2015).

O tratamento de caes nao ¢ recomendado nem pelo Ministério da Satde nem pela
Organizagao Mundial da Saude, devido ao crescente nimero de casos de resisténcia aos
farmacos de uso humano conforme a Portaria IM n°® 1.426 (2008) que regulamenta o Decreto
n°® 51.838, 1963. Além disso, ndo se tem certeza do real papel do cdo como reservatdrio no
periodo de tratamento j4 que ndo existem evidéncias da reduc¢do ou interrupcido da
transmissdo (BRASIL, 2008b). Diante disso, o tratamento disponivel para a LVC deve-se
respeitar as normas estabelecidas pela Portaria (1.426/2008), em que o tratamento dos caes
¢ permitido com medicamentos registrados pelo MAPA e que ndo sejam usados no
tratamento da doenga em humanos.

Em 2017, o MAPA autorizou a utilizagdo da Miltefosina (Milteforan®- Virbac®) para
o tratamento da LVC com a finalidade de obter uma maior qualidade de vida para os animais
infectados, entretanto, a utilizacdo da Miltefosina apenas diminui os sinais clinicos
apresentados pelo animal, ndo promove a cura parasitoldgica, ou seja, ndo impede que o
mesmo continue sendo portador da infeccdo. Esta ¢ uma ferramenta de controle individual
de tratamento, estando disponivel apenas nas clinicas veterindrias particulares e trata-se
unica e exclusivamente de uma escolha do responséavel pelo animal, de carater individual e
nao se encontra nas redes publicas de saude (BRASIL, 2016). Portanto, ¢ permitido o uso
deste farmaco no tratamento individual de cdes com diagnostico laboratorial confirmado
para LVC, desde que se cumpra o protocolo de tratamento fornecido pelo fabricante,
respeitando a necessidade de reavaliacdo clinica, laboratorial e parasitologica periddica
(CFMYV, 2017). Um estudo realizado por Aratjo e colaboradores (2018) demonstrou que o
uso da Miltefosina combinada com alopurinol e domperidona teve potencial positivo na
redu¢do dos sinais clinicos e da carga parasitiria, sendo uma boa alternativa para o
tratamento da LVC.

Estudos voltados no desenvolvimento de vacinas efetivas como medida preventiva
devem ser levados em consideragdo ja que a cura parasitologica em caes ainda nao foi

relatada (PALATNIK-DE-SOUZA, 2008). Além disso, a utilizagcdo de vacinas profilaticas
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apresenta uma maior aceitabilidade por parte da sociedade e mais facil de ser aplicada em
controles em massa. Entretanto, a resposta humoral proveniente das vacinas comercializadas
no pais até hoje pode gerar uma alteracdo nos testes soroldgicos preconizados pelo
Ministério da Saude, ocasionando dificuldades na interpretacao dos resultados entre caes
vacinados e infectados. Atualmente as vacinas que existem para a doenga canina nao
possuem caracteristicas e nem efetividade para serem utilizadas no controle em massa da

doenga (CAMPOS, 2017).

2.1.6 Leishmaniose Visceral Humana

A forma visceral da doenca apresenta um alto indice de letalidade se nao tratada,
atingindo orgdos viscerais, com comprometimento do figado e baco, afetando também a
medula dssea. Nessa situacdo raramente sdo observadas as lesdes na pele ocasionada pela
picada do flebotomo (HANDMAN, 2001).

O quadro clinico da LV em humanos caracteriza-se por febre, fadiga, fraqueza e perda
de apetite e peso e aumento de linfonodos, esplenomegalia e hepatomegalia. Em casos mais
avancados a esplenomegalia pode aumentar e causar distensdo abdominal. Além disso, o
paciente pode apresentar quadros de infecgdes concomitantes como pneumonia, diarreia ou
tuberculose. Os individuos mais suscetiveis a essa infeccao sao principalmente criangas e

individuos imunodeprimidos (CHAPPUIS et.al., 2007).

2.1.7 Leishmaniose Visceral Canina

A LVC ¢ uma doenga sistémica, cronica e grave causada pelo protozodrio Leishmania
(Leishmania) infantum. Os caes afetados com essa patologia podem apresentar os mais
diferentes sintomas ou ainda podem ser assintomaticos por longos periodos, o que gera uma
grande dificuldade para o diagnostico. Diante disso, podem ser classificados de acordo com
os sinais clinicos apresentados: assintomaticos (auséncia de sinais), oligossintomaticos (os
caes apresentam de 1 a 2) e sintomaticos (apresentam acima de 3) (ABRANCHES et al.,
1991.a). As manifestagdes clinicas mais comuns que caes infectados apresentam sao: febre
por longos periodos, perda de peso até a caquexia, perda de pelos, lesdes dermatoldgicas,
ulceras de pele, onicogrifose (crescimento exagerado das unhas) lesdes oculares,
esplenomegalia, hepatomegalia e aumento dos nodulos linfaticos e insuficiéncia renal.

(LIMA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2005; BARROUIN-MELO et al., 2006);
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O diagnostico da doenga canina pode se tornar desafiador, ja que muitos caes em area
endémica sdo assintomaticos, ou apresentam apenas uma ou poucas manifestagdes clinicas,
o que podem confundir-se com outras patologias, além do aparecimento de sinais pouco
comuns como lesdes no sistema digestivo, problemas respiratorios, desregulagdes
homeostaticas como problemas na coagulagdo, lesdes cardiovasculares e problemas na pele
(BLAVIER et al., 2001). O fato de aproximadamente 60 a 80% dos cdes permanecerem
assintomaticos aumenta o potencial de transmissao da doenga, uma vez que nao sao
identificados como infectados e consequentemente, nao sdo retirados do ambiente
(QUEIROZ et al., 2010).

Alguns fatores sdo responsaveis por tornar o cdo um dos principais reservatorios
domésticos da LV: ele apresenta formas amastigotas de Leishmania em pele integra,
configurando uma excelente fonte de infec¢do aos vetores; além disso a proximidade do cdo
com o homem, ja que € o principal animal doméstico escolhido tanto em areas rurais como
urbanas; ¢ a coexisténcia da LVC com a doenga humana em todos os focos conhecidos no
Brasil (DEANE & DEANE, 1955), valendo dizer que a epidemia canina precede a epidemia
humana (ALENCAR, 1959; BRASIL, 2014).

2.1.8 Diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina

O diagnostico da LVC pode ser feito, através do diagnostico clinico-epidemioldgico,
parasitoldgico, molecular e sorologico. O diagnoéstico clinico- epidemiologico € feito quando
o animal apresenta historico de presenca em area endémica associado aos sinais clinicos
compativeis com LVC (FARIA; ANDRADE, 2012). Entretanto, esse diagnostico ¢ dificil,
uma vez que cerca de 60 a 80% dos animais que vivem em 4reas endémicas € possuem
contato com o parasito podem nao apresentar sinais clinicos associados (DE QUEIROZ,
2010).

O diagndstico parasitologico ¢ considerado padrdo ouro na identificacdo de caes
infectados, pois permite a visualiza¢do do parasito e apresentam especificidade muito alta e
uma sensibilidade variavel devido a heterogeneidade da distribui¢do do parasito em um
mesmo tecido. Para se obter sensibilidades mais elevadas, em torno de 98%, sdo utilizadas
amostras de pele integra, aspirados de linfonodos, medula dssea, bago e de figado o que torna
o método muito invasivo (GONTIJO & MELO, 2004) e impraticaveis em larga escala e em

inquéritos epidemiologicos (SUNDAR & RAI, 2002). Entretanto, esse método pode gerar
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resultados falso-negativos devido a presenca de uma baixa concentragdo de parasitos nas
amostras, principalmente nos caes assintomaticos (GOMES, 2008).

No Brasil, o diagnoéstico preconizado pelo Ministério da Satude ¢ o sorologico, devido
a necessidade da utilizacdo de um método menos invasivo, de baixo custo, rapido para a
triagem dos animais e de confiabilidade adequada (ALVAR et.al., 2004; GOMES, 2008).
Segundo a Nota Técnica do Ministério da Saide nimero 1 de 2011, o teste
imunocromatografico (TR-DPP®) devera ser utilizado como teste de triagem, utilizando
amostras de sangue, soro ou plasma. E o ELISA (EIE®-LVC) deve ser utilizado como teste
confirmatorio, utilizando soro ou plasma.

O DPP (Dual Path Platform) ¢ um teste imunocromatografico, de triagem que utiliza
os antigenos K28, K26, K39 (BURNS-JR et al., 1993). O antigeno ¢ impregnado em uma
membrana de nitrocelulose. O soro ou o sangue do cdo caso ele esteja infectado, terd a
presenga de anticorpos anti-Leishmania que em contato com a membrana, irdo interagir com
o antigeno presente. Em seguida, o complexo antigeno-anticorpo se liga ao conjugado
composto pela proteina A e particulas de ouro coloidal, fornecendo um resultado positivo
através da alteracdo da cor (GRIMALDI at.al., 2012). O teste ¢ de rapida execucdo, o tempo
necessario para apresentar o resultado ¢ de 15 minutos, tem baixo custo (ALVAR et al., 2004)
e apresenta uma alta confiabilidade (GOMES et al., 2008). Um estudo realizado em Minas
Gerais, apresentou uma sensibilidade que variou entre 72 ¢ 77% e especificidade entre 61 e
75% (REITHINGER et.al., 2002). J4 um outro estudo realizado com um maior niumero de
amostras apresentou melhores resultados, com sensibilidade entre 94 e 96% e especificidade
de 100% (COSTA et.al., 2003).

O método de ELISA ¢ o mais comumente utilizado por ser um tempo menor de
execucao, ser de facil leitura e execucdo e se adapta a uma grande variedade de antigenos.
Este teste pode ser utilizado para um numero elevado de amostras, ¢ mais facil de ser
aplicado em estudos de campo (MAIA et al., 2008). E um método quantitativo e permite a
deteccao de baixos titulos de anticorpos, apresentando uma baixa precisao na detec¢ao de
caes portadores da doenga em estagio subclinico e em caes assintomaticos (EVANS et al.,
1990). Neste teste os antigenos sdo impregnados em um suporte de poliestireno. O soro a ser
analisado ¢ adicionado e ocorre a incubacdo. A revelagdo ocorre por meio de uma anti-
imunoglobulina conjugada com uma enzima. Com a adi¢do de um substrato cromogeno,
ocorre reacdo colorida que ¢ medida por espectrofotometria em um determinado

comprimento de onda (LAMOTHE et al., 2004).
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O ELISA ¢ um teste que apresenta uma maior sensibilidade e menor especificidade
se comparado com a Imunofluorescéncia Indireta (IFI). O método de IFI ¢ considerado um
teste de analise qualitativa (MIRO et al., 2008). O antigeno utilizado é uma suspensio de
promastigotas fixados em uma lamina em concentracdes diferentes. Os anticorpos presentes
no soro aderem ao antigeno. O complexo antigeno-anticorpo ¢ revelado por meio de uma
anti-imunoglobulina especifica para a espécie, acoplada a uma substancia fluorescente, por
meio da utilizagao microscopia de fluorescéncia (LAMOTHE et al., 2004).

A TFI possui menor sensibilidade, apresenta uma maior complexidade na sua
execucao, dessa forma, necessita de pessoas devidamente treinadas, equipamentos e material
especificos. Utiliza equipamentos de alta tecnologia como o microscopio de fluorescéncia,
com isso necessita de um alto custo e ndo ¢ adequada em larga escala (GONTIJO & MELO,
2004) e de interpretacao subjetiva (BOARINO et al., 2008). Uma das principais limitagdes
a técnica ¢ a ocorréncia de reagdes cruzadas com outros tripanossomatideos como
Leishmaniose Tegumentar (BARROUIN-MELO et al., 2006; FERREIRA et al., 2007;
GOMES et al., 2008) e a presenca de uma grande janela de detecg¢@o nos casos iniciais da
doenca (BOARINO et al., 2008).

O diagnostico molecular também pode ser utilizado, com técnicas baseadas na
amplificacdo de acidos nucleicos, reagdo de PCR (Polimerase chain reaction) para a
identificacdo do DNA do parasito. Amostras biologicas, tais como aspirados esplénicos, de
medula dssea, de linfonodos e sangue total podem ser utilizadas (GONTIJO & MELO,
2004). No caso da LVC, a utilizagdo do sangue como amostra ndo ¢ muito adequada, pois
apesar de apresentar uma coleta mais facil e menos invasiva, possui uma menor
sensibilidade, uma vez que no sangue dos caes infectados a carga parasitaria ¢ muito baixa
(FISA, 2001; MANNA et.al., 2004). A PCR apresenta uma maior aplicabilidade em estudos
epidemioldgicos do que no diagndstico de rotina. Para ser utilizada em larga escala, a PCR
necessita de alteracdes para ser um método mais simples e de menor custo operacional

(GONTIJO & MELO, 2004).
2.2 RESPOSTA IMUNOLOGICA DA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA
Os principais avangos em relacdo a imunopatogénese da leishmaniose estdo

relacionados aos mecanismos de sobrevivéncia dos parasitos, através de moléculas

envolvidas na interagdo entre macrofagos e células T e os mecanismos de resisténcia e



31

susceptibilidade dos hospedeiros (BOGDAN et.al, 1996). Caes que apresentam a infec¢do
produzem altas concentracdes de anticorpos anti-Leishmania, (PINELLI et.al, 1994). O
curso da infec¢dao esta intimamente ligado a imunidade do hospedeiro, a persisténcia e
multiplicagdo parasitaria. O controle da infecgdo esta relacionado a resposta celular, com a
capacidade de ativar a atividade microbicida dos macrofagos (GHOSH et al., 2006,
PRAJEETH et al., 2011).

Na LVC ¢ observado um aumento dos niveis séricos de anticorpos em caes infectados
com Leishmania (Leishmania) infantum (principalmente da classe 1gG), entretanto esta
resposta ndo ¢ associada a protecdo (PINELLI et al., 1994) e sim a sintomatologia, ¢
consequentemente a presenga de parasitos disponiveis (COURTENAY et al., 2002),
salientando a importancia dos anticorpos IgG anti-Leishmania no diagnostico dos caes
infectados. O aumento nos niveis séricos da subclasse IgG1 esta relacionado a presenga de
sinais clinicos dos caes infectados e a gravidade da doenca. Os anticorpos da subclasse IgG2
sdo observados em animais assintomaticos que podem ser resistentes a infeccdo ou em
animais que foram vacinados (DEPLAZES et al., 1995).

A producao da classe IgA, ¢ associada ao elevado parasitismo em diversos tecidos,
uma vez que o parasito atinge diversas partes do corpo dentre elas, a mucosa. A classe IgA
foi encontrada em altos niveis em cdes que sofrem da doenca aguda. A imunoglobulina IgM,
ndo se apresenta como um bom marcador de fase aguda (RODRIGUEZ-CORTES et al.,
2007), pois se apresenta de forma mais tardia, apds o aparecimento da resposta [gG. Em caes
assintomaticos, a presenca da resposta IgE foi utilizada como possivel marcador ativo da
doenca (ALMEIDA et al., 2005; INIESTA et al., 2005).

Os caes sintomaticos desenvolvem uma maior produgdo de niveis de anticorpos
especificos, facilmente identificaveis (COURTENAY et al.,, 2002). Entretanto, nos caes
assintomaticos ou em estagio inicial da doenca, a detec¢do dos anticorpos ¢ mais baixa
(PINELLI et al., 1994).

Para os caes sintomaticos, a analise de circulagdo dos linfocitos apresentou baixos
niveis de células TCD4". Como indicador de que o individuo estd em processo de infecgdo
aguda, ocorre a baixa concentragdo de células B que migram para 6rgaos linfoides e, dessa
forma, ha uma reducdo das células B CD21circulantes. Além disso, também ¢é observado a
baixa concentragdo de linfocitos CD8" e uma diminui¢do de monocitos CD14" (REIS et.al.,

2010).
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J& os cdes assintomaticos, a producdo de anticorpos ¢ menor, a resposta ¢ fornecida
através da proliferacdo de linfécitos e intradermorreacdo. Estes animais apresentaram
maiores niveis de IL-2 e TNF-o e apresentaram linfocitos, em sua maioria linfocitos CD8" e
CD4" que promoveram a lise dos macrofagos infectados. Os macrofagos desempenham um
papel fundamental, pois sdo as células hospedeiras dos parasitos e sdo importantes na
resposta imune (BOGDAN, 1999).

As células do tipo Thl oferecem protecdo ao hospedeiro através da liberagdo das
citocinas IFN-y e TNF-a e a citocina reguladora IL-12, produzida pelas células dentriticas.
O INF-y secretado pelas células Th1 promove a diferenciacao de Thl e inibe a proliferagao
das células Th2. A IL-12 contribui no processo de resisténcia a infec¢do, indicando que essa
citocina tem participagdo, através da producao de 6xido nitrico e consequentemente, ocorre
a destruicao dos parasitos pelos macrofagos. A principal funcdo das Thl ¢ a defesa mediada
por fagdcitos, especialmente no combate a micro-organismos intracelulares (ROMAO, et.al.,
2008).

As células do tipo Th2 produzem as citocinas anti-inflamatoérias 1L-4, IL-5, IL-6 e
IL-10, as quais sdo responsaveis por inibir a ativacdo dos macrofagos e desempenham um
papel importante no desenvolvimento da doenga (PINELLI et.al, 1994). A IL-4 produzida
pelas células Th2 promove a diferenciacao das proprias células Th2 e, juntamente com IL-
10, inibe a ativagcdo das cé€lulas Thl. A ativacdo de células Th2 resulta no aumento da
sobrevivéncia do parasito e na exacerbacdo das lesdes, em razao das agdes supressivas de
suas citocinas nos macréfagos, assim como o aumento da detec¢do de anticorpos (FREITAS;

PINHEIRO, 2010).

2.3 VACINAS CONTRA LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A resisténcia aos medicamentos ¢ a alta toxicidade, a maior suscetibilidade a infec¢ao
em cdes imunodeprimidos e a dificuldade no controle da LVC faz com que a vacinagdo se
estabeleca cada vez mais como uma medida de maior eficicia e seguranca no controle da LV
tanto para caes como para humanos. A vacinagdao para humanos ainda nao esta disponivel
(PALATNIK-DE-SOUZA, 2008).

A OMS estabelece quatro fases vacinais (I-IV) para a obtenc¢ao da autorizacao para a
industrializacdo e comercializagdo da vacina. A primeira fase (Fase I), ¢ recomendado a
comparagdo dos individuos imunizados daqueles tratados com placebo avaliando a

imunogenicidade e seguranca vacinal. A segunda fase (Fase II) tem o objetivo de avaliar a
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protecdo vacinal em uma determinada condi¢do experimental, com isso determina-se a
eficacia da vacina nessas condigdes. A terceira fase (Fase III) testa a eficacia da vacina em
areas de condigdes naturais que favoregam a disseminacao da doenga. Finalmente, se a
vacina passou com sucesso pelas etapas anteriores, ela esta apta a obtencao do registro e a
industrializacdo, com isso, sdo realizados os ensaios pertencentes a quarta fase (Fase IV) que
consiste em testes com populacdes de 10000 a 100000 individuos. Esta ultima fase ¢é
realizada apds a obten¢do da autorizacao de registro (WHO, 2010).

Alguns parametros devem ser seguidos para o desenvolvimento de vacinas
consideradas ideais no controle da LVC: ter uma pequena quantidade de imunizagdes
necessarias para garantir a prote¢do do animal a longo prazo, ndo necessitar de refor¢co anual
e ter relacdo custo-eficiéncia viavel para a fabricagdo (COLER; REED, 2005).

A vacinagdo experimental contra a LVC vem sendo testada h4d muito tempo, culturas
de promastigota de Leishmania (Leishmania) major foram utilizadas pela primeira vez na
Russia em 1937 na inducdo da protecao natural a infecg@o. Posteriormente foi desenvolvida
por Israelenses e usadas em varios testes. Esse processo foi denominado de leishmanizacao
no Uzbequistdo (COLER; REED, 2005). A leishmanizacao foi substituida pelas vacinas de
primeira geracdo que consistem na utilizacdo de parasitos mortos ou vivos atenuados. Estas
reproduzem o caminho da infec¢do, entretanto ainda existem limitagcdes em relagdo a sua
seguranca, pois pode ocorrer a reversdao da viruléncia especialmente em animais
imunodeprimidos nas vacinas vivas atenuadas (NAGILL; KAUR, 2011).

As vacinas de segunda geragdo utilizam bactérias ou virus recombinantes que contém
genes de antigenos de Leishmania spp. e fracdes purificadas (NAGILL; KAUR, 2011). As
vacinas de terceira geracdo sao compostas de DNA plasmidial codificante para o antigeno
podendo sintetizar as proteinas e aumentar a resposta imune (GRADONI, 2001).

Existem duas vacinas que foram comercializadas para LVC: a Leishmune® e a Leish-
Tec®. A Leishmune® é composta pelo antigeno glicoproteico de fucose e manose (FML) de
Leishmania (Leishmania) donovani e ela foi retirada do mercado por nao ter passado nos
ensaios de fase III (CAMPOS et al., 2017). A Leish-Tec® é a primeira vacina recombinante,
produzida pela empresa Hertap Calier Satide Animal que utiliza o antigeno A2, proteina do
estagio amastigota de Leishmania (Leishmania) donovani e saponina como adjuvante.
Dessas vacinas, a tnica comercializada atualmente no Brasil é a Leish-Tec®, porém ainda
faltam ensaios de fase I'V. Estudos como o realizado por Grimaldi e colaboradores (2017)

demonstrou que 43% dos cies imunizados com a Leish-Tec® conseguiram se infectar, isso
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quer dizer que a vacina tem efeitos promissores na imuniza¢ao, mas precisa ser otimizada
para as condigdes de campo em que os cdes se encontram constantemente expostos ao
desafio natural.

A introdugdo das vacinas como medida de profilaxia individual contra a LVC trouxe
problemas relacionados ao uso do diagnostico soroldgico, pois a presenga da alta
concentragdo de anticorpos no sangue dos animais vacinados pode trazer falsos resultados
positivos, e gerar um confundimento entre caes infectados e imunizados (SOLANO-
GALLEGO et.al, 2017). Essa problematica teve inicio com a utilizagio da Leishmune® e
podem permanecer com o uso da vacina Leish-Tec®. Cdes imunizados com Leish-Tec®
demonstraram ter um forte impacto na resposta imune celular, pois apresentam altos niveis
de IFN-y, maior producdo de anticorpos IgG2, especifico ao antigeno vacinal, sugerindo a
predominancia da resposta imune Th1 (SILVA et.al. 2013). Os anticorpos IgG2 presente nos
animais vacinados tem sido correlacionado a opsonizagdo e fixacdo de complemento que
podem gerar a eliminacdo de amastigotas extracelulares e inibicdo de sua infecciosidade
contribuindo para o perfil de resisténcia induzido pela vacinagdo (BOURDOISEAU et al.,
2009)

O antigeno que compde a vacina Leish-Tec®, o A2 é um antigeno amastigota, e ndo
se espera que este induza anticorpos de reagdo cruzada contra o extrato bruto ou soluvel das
formas promastigotas usados em testes diagnosticos (DE SOUZA TESTASICCA et al.,
2014; FERNANDES et.al., 2008). Contudo, como a Leish-Tec® é uma vacina recente, sio
necessarios mais estudos para verificar como essa ferramenta de controle da LVC interfere
na resposta imune dos cdes e se apresenta alguma alteragdo nos testes sorologicos

preconizados pelo Ministério da Saude.
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3. JUSTIFICATIVA

A LV no Brasil apresenta um carater de negligéncia e complexidade. Além disso,
uma modificacgdo no padrdo da doenca tem sido observada, deixando de ser
predominantemente rural para se tornar urbana. O que a caracteriza como um grave
problema de saude publica. Os cdes atuam como reservatorios da doenca e sdo fontes de
infeccdo em areas urbanas.

A cura parasitologica dessa patologia ainda néo foi relatada, logo o desenvolvimento
de vacinas profilaticas de utilizacdo preferencialmente em massa se mostra uma alternativa
eficaz de controle da doenca. Sabe-se que vacinas anti-Leishmania em cdes ja
comercializadas no pais geravam grande producdo de anticorpos protetores que alteravam
os resultados obtidos pelo diagnostico sorologico, preconizado pelo Ministério da Salde,
dificultado o reconhecimento de animais infectados, consequentemente tornado o controle
da doenga um desafio ainda maior.

Por ser uma vacina de utilizagdo recente, a Leish-Tec®, ja apresenta alguns estudos
com esse objetivo, que mostraram, entretanto, resultados discordantes. Por terem sido
realizados com poucos animais envolvidos e com acompanhamento por curto periodo ao
longo do protocolo vacinal, se fazem necessarios novos estudos no sentido de avaliar o

comportamento dessa ferramenta de controle individual, cada vez mais utilizada no pais.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil soroldgico (soroconversao) dos caes adultos vacinados com a Leish-
Tec® frente a testes utilizados para o imunodiagnostico da LVC e testes preconizados pelo
Ministério da Saude para o diagnostico oficial da doenca canina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar a presenca de anticorpos especificos anti- Leishmania sp. nos soros de cées
vacinados com Leish-Tec® frente ao TR-DPP®, EIE®-LVC, IFI e ELISA in house nos
diferentes meses (1 més, 6 meses, 18 meses, 24 meses) de acompanhamento ap6s
protocolo completo de imunizagédo e reforco.

2. Avaliar quais dentre os testes utilizados (TR-DPP®, EIE®-LVC, IFI e ELISA in
house) apresentaram a maior reatividade frente aos soros de animais vacinados com
Leish-Tec® nos diferentes meses de acompanhamento apds protocolo completo de
imunizagéo e reforgo.

3. Avaliar o perfil de soroconversdo nos grupos I, 1l e Il frente aos testes TR-DPP®,
EIE®-LVC, ELISA in house nos diferentes meses de acompanhamento apds protocolo
completo de imunizacéo e reforco.

4. Avaliar o perfil soroldgico de cées vacinados com Leish-Tec® frente ao TR-DPP® e
ao EIE®-LVC, preconizados atualmente pelo Ministério da Salde para o
imunodiagndstico da LVC nos diferentes meses de acompanhamento ap6s protocolo
completo de imunizacdo e reforco.

5. Avaliar o perfil soroldgico de cies vacinados com Leish-Tec® frente ao EIE-LVC® e
IFI, preconizados pelo Ministério da satde no passado para o imunodiagnostico da
LVC nos diferentes meses de acompanhamento apds protocolo completo de

imunizacéo e reforco.
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5 METODOLOGIA
5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizada a avaliagdao do perfil soroldgico (soroconversdo) dos cdes vacinados
com a Leish-Tec® frente a testes utilizados para o imunodiagndstico da LVC e testes
preconizados pelo Ministério da Salde para o diagnostico oficial da doenca canina. Para tal,
foram utilizadas amostras de soro de caes participantes do ensaio de campo de fase III
realizado por GRIMALDI et al. 2017 (grupo I). Foram utilizados ainda soro de animais
naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) infantum de area endémica regido
metropolitana de Belo-Horizonte, Minas Gerais (grupo II) e soros de animais ndo infectados
por Leishmania (Leishmania) infantum do Rio de Janeiro (grupo III). As amostras de soros
do grupo II e grupo III foram utilizadas para obtencao do ponto de corte do ELISA in house
e para avaliacdo comparativa com o perfil soroldgico dos animais do grupo I. A selecdo de
amostras foi realizada por critério de conveniéncia e os ensaios de imunodiagnostico foram
realizados de modo a ndo desvendar o status diagnoéstico das amostras, para evitar a

ocorréncia de viés de classificacao.

5.2 ASPECTOS ETICOS

Todas as amostras de soro utilizadas nesse trabalho foram provenientes de banco de
soro cedidos gentilmente por equipes colaboradoras. Para esse projeto ndo foi necessaria
nova licenga da CEUA-Fiocruz, pois os soros doados foram testados dentro dos mesmos
objetivos dos estudos anteriores em que foram obtidos. As analises ndo foram realizadas
diretamente no animal vivo, foi utilizado apenas a amostra do soro. Além disso, na ocasiao
da obteng¢do (coleta com consequente manipulacdo dos animais) dos soros foram licenciados
para realizacdo da experimentagdo. grupo I, (licenca Ceua-Unesc- 199296/2013), grupos II
e I1I (licenga Ceua-Fiocruz -P286/06 e L023/06). Os soros selecionados foram divididos em

3 grupos segundo o Quadro 1.
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5.3 ESTRATIFICACAO DAS AMOSTRAS PROVENIENTES DA POPULACAO DE
ESTUDO

5.3.1 Soro de caes imunizados (grupo I):

Os soros de caes adultos, SRD (sem raca definida), machos e fémeas imunizados
utilizados nesse estudo foram provenientes da regido de Pancas — ES, area de alta
transmissao para LV, proveniente do estudo realizado por GRIMALDI et al. 2017, um estudo
de campo, em que os animais permaneceram sob exposi¢ao ao desafio natural ao longo do
acompanhamento. Apenas os animais que apresentaram resultado negativo no TR-DPP® no
inicio do estudo de GRIMALDI et al. 2017 foram submetidos ao protocolo de imunizagao.
O periodo de acompanhamento total dos cdes foi de 2 anos apds esquema inicial de
imunizacdo inicial completo e reforco. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos
de 1, 6 meses ap6s protocolo de imunizagao inicial (3 doses iniciais), 18 e 24 meses apds o
reforgo vacinal (4* dose) realizado 12 meses ap6s o inicio do protocolo de imunizagao com
a Leish-Tec® como mostra a Figura 5. Os animais permaneceram em ambiente natural (casa

dos proprietarios).

Figura 5. Esquema das doses vacinais do protocolo de imunizagdo com a Leish-Tec® e os

periodos de acompanhamento apds protocolo de imunizagdo completo.

1 2 Dose vacinal da Leish-Tec®

l 21 dias ap6s dose anterior

2 2 Dose vacinal da Leish-Tec®

l 21 dias ap6s dose anterior

3 # Dose vacinal da Leish-Tec®

. , 12 meses apos 6 meses and

1 R pOs

pmt;:zlsoaﬁﬁzial l protocolo inicial protocolo inicial
4* Dose Vacinal
1° tempo de Leish-Tec® (Reforgo) 2° tempo de
€1Sn-1¢ec €101¢o
acompanhamento ¢ acompanhamento
18 meses apos 24 meses apos
protocolo inicial protocolo inicial
3° tempo de 4° tempo de

acompanhamento acompanhamento
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Os animais foram imunizados com a vacina Leish-Tec® de acordo com o protocolo
estabelecido pelo fabricante (protocolo de imunizagdo inicial: 3 doses em um intervalo de
21 dias) e tiveram uma dose de refor¢o anual (12 meses apods ciclo inicial). No trabalho de
Grimaldi et al. (2017) foram vacinados 151 caes, entretanto, apenas as amostras de soro de
78 caes foram incluidas no presente estudo, de acordo com os critérios de inclusdo e exclusao
apresentados a seguir:

e Critérios de inclusdo para este estudo: soro de animais negativos no TR-DPP®
teste de triagem para a Leishmaniose Visceral Canina no tempo TO (antes da
imunizagao), e soro de animais que receberam as 4 doses vacinais (protocolo
de imunizacao inicial seguida de refor¢o anual).

e Critérios de exclusdo para este estudo: Animais que ndo receberam as quatro
doses vacinais (3 doses mais o refor¢o) e animais que morreram ao longo do

acompanhamento.

Dos 78 animais estudados, apenas 22 conseguiram ser acompanhados de forma
continua em todos os tempos estudados (1, 6, 18 e 24 meses apds o protocolo de imunizagao
inicial), o restante dos cades (56 animais) foram avaliados de forma ndo continua nos
diferentes tempos do estudo (tendo sido coletadas amostras nos tempos em que isso foi
possivel). A dificuldade de acompanhamento dos animais estudados esta relacionada
principalmente ao local em que esses animais residem, regido rural onde o controle de
entrada e saida desses animais do domicilio € menor, com isso, muitas vezes o animal nio ¢é
encontrado na visita de retorno ao domicilio para realizagdo do acompanhamento do estudo.
A falta de contato com o proprietario e de esclarecimentos por parte do mesmo em colaborar
com o estudo sdo fatores que colaboraram para esse problema.

Foram analisadas 197 amostras de soro dos78 animais. No primeiro tempo estudado
(1 més), 40 amostras foram analisadas, no segundo tempo (6 meses) 42 no terceiro tempo
(18 meses) 65 e no ultimo tempo (24 meses) 50 amostras foram analisadas como mostrado

na Figura 6.
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Figura 6. Quadro representando o nlimero de animais e amostras de soro analisados.

78 caes
22 cdes acompanhados de 56 cdes acompanhados de
forma continua em todos forma ndo continua em
0s tempos todos os tempos

\ 4

197 amostras de soro de cées

T~

40 amostras 42 amostras 65 amostras 50 amostras
(1 més) (6 meses) (18 meses) (24 meses)

5.3.2 Caes Infectados (grupo II)

Os animais infectados por Leishmania (Leishmania) infantum foram provenientes da
regido de Belo Horizonte, regido de alta transmissdo de LV. Esses animais apresentaram
Leishmania (Leishmania) infantum avaliadas por meio das técnicas parasitologicas (cultura
de fragmento de pele e identificacdo da espécie por isoenzimas). Foram utilizados 141
animais para compor esse grupo. Essas amostras desse grupo foram usadas como controle

verdadeiramente positivos na analise dos dados.

5.3.3 Soro de cies do grupo Controle Negativo (grupo III)

Foram selecionados para compor o grupo de animais controle negativos deste estudo,
141 soros de caes aparentemente saudaveis, sem sinais clinicos compativeis de LV,
provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro, area de baixa transmissdao (BRASIL,
2014) para a LV. Esses animais ndo apresentaram Leishmania (Leishmania) infantum,

avaliadas por meio das técnicas parasitologicas (cultura de fragmento de pele).
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Quadro 1. Distribui¢do das amostras em grupos:

Soro de cdes apresentaram o TR-DPP® negativos antes da imunizagio
completa que foram vacinados com Leish-Tec® (trés injecdes
Grupo I subcutaneas no dorso em intervalos de 21 dias) e um refor¢o 1 ano apos
o protocolo vacinal inicial, sendo acompanhados posteriormente por 2

anos (GRIMALDI et al., 2017).

Soro de caes infectados de area endémica regido metropolitana de Belo-
Grupo II Horizonte, Minas Gerais — amostras com presenca de Leishmania.

(Leishmania) infantum por meio de técnicas parasitologicos.

Soro de cdes aparentemente sauddveis e ndo infectados, de area de baixa
transmissdo, regido metropolitana do Rio de Janeiro — amostras sem
Grupo 111 . _
detec¢do de Leishmania. (Leishmania) infantum por meio de técnicas

parasitoldgicos.

5.4 TESTES DE IMUNODIAGNOSTICO DA LVC PARA AVALIACAO DO PERFIL
SOROLOGICO DOS CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®

54.1 TR-DPP® Bio-Manguinhos

O teste rapido Dual Plataform (DPP) foi realizado seguindo o protocolo obtido do kit
DPP-LVC® Bio—Manguinhos. Foi utilizado o volume de 5 pL de amostra dispensado no
poco 1, em seguida, utilizando o frasco de tampao na posicao vertical foi dispensado 2 gotas
de tampao no mesmo poco. Apds cinco minutos, no pogo 2 foi dispensada quatro gotas de
tampao. Apds dez minutos, a leitura visual (leitura qualitativa) foi realizada de acordo com
as instrucdes do fabricante: O aparecimento de duas linhas, a 4rea de controle [C] e a area
teste [T] no visor de leitura caracterizou um resultado positivo (Figura 7A). A presenca de
uma Unica linha na area [C] foi considerada resultado negativo (Figura 7B) (MANUAL DPP
— LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - BIO-MANGUINHOS, 2018). Uma segunda

leitura (leitura quantitativa) foi realizada utilizando um leitor eletronico (leitor de testes
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rapidos-M-Bio engenharia, UTPR) capaz de determinar um valor numérico de acordo com
a intensidade das linhas presentes na area do visor de leitura. De acordo com as instrugdes
do fabricante, foi considerado positivo valores de [T] maior ou igual a 5,0 e negativos valores

menores que 35,0.

Figura 7. Resultados obtidos para a amostra412 e 272, positivo e negativo, respectivamente.

(Fonte: Registros fotograficos realizados no dia 9/07/2019)

5.4.2 EIE®-LVC Bio-Manguinhos

O Teste EIE®~ LVC Bio-Manguinhos foi realizado seguindo as instru¢des obtidos no
kit. As placas de ELISA foram previamente sensibilizadas pelo fabricante com antigeno
bruto de Leishmania (Leishmania) major, foi adicionado os soros controles do teste
(fornecido pelo kit) e soros de cdes testados diluidos 1:100 em solu¢do de bloqueio
(fornecida pelo Kit) num volume de 100 pL/pogo. A incubagdo em camara umida foi feita
durante 30 minutos a 37°C e a lavagem foi realizada com tampao de lavagem (fornecida pelo
Kit) num volume de 250 pL/pocgo, por cinco vezes com intervalo de 30 segundos entre elas.
Em seguida, foi adicionado conjugado (IgG (anti-IgG de cao) fornecido pelo Kit) diluido em
solugdo de bloqueio na concentracdo 1:100 num volume final de 100 pL/pogo, seguido de
incubagdo em cémara timida por 30 minutos a 37°C. Uma nova lavagem foi realizada, e
adicionada solucao de revelagao num volume de 100 pL/pogo, conforme descrito na Figura
8. A incubagao foi realizada por 30 minutos ao abrigo da luz e para finalizagdo da reagao foi
adicionado 50 pL por poco de solucdo de parada (fornecida pelo Kit). Para a anélise, foi
utilizado leitor de microplacas, com filtro de 450 nm para a leitura sem a utilizagao de filtro
de referéncia (MANUAL EIE — LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA - BIO-
MANGUINHOS, 2018). O ponto de corte do teste foi estabelecido de acordo com as
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instrugdes do fabricante, composto pela média dos controles negativos somado a 150,

valores abaixo desse resultado foram considerados negativos e valores acima, positivos.

Figura 8. Esquema do Imunoensaio enzimatico EIE — Bio-Manguinhos®

1gG- HRP
Amostras 1:100
>
Lavagem-PBS | ’\
T &
Extrato bruto \.; A K
L. (L.) Major — .
E — 30min /37°C
o o 30 min /37°C
overnight™4-8 5X 5X PBST- 1%
°c PBST- 1% caseina
caseina
S2EE __ 2 Revelacdo Lavagem-PBS
- 30 min T 5
& =% A
e \_-‘
490// 620 nm —

Fonte: Bio-Manguinhos (2018).

5.4.3 ELISA in house

O ELISA in house foi executado com modificacoes dos métodos de Voller et al.
(1976); Hommel et al. (1978) e Coutinho et al. (1985). O antigeno utilizado foi Leishmania
(Leishmania) infantum cultivada segundo Ribeiro et. al. (2007). O antigeno foi diluido em
tampao bicarbonato (20% de NaxCOs3 0,06M e 80% de NaHCO; 0,06M pH 9,6) na
concentracao de 20 pg/mL, e adicionado o volume de 100 puL/pogo. Seguido de incubagao
overnight na temperatura de 4 a 8°C. A lavagem foi realizada com 300 pL de solugao/ poco
PBS T (PBS 1X (0,018M, pH 7,6) com 0,05% Tween 20), repetido 3 vezes seguidas. Os
soros dos animais testados foram diluidos 1:100 na solugdo de dilui¢ao (PBS T com 1% de
caseina) e adicionados na placa no volume de 100 puL/ poco. A incubagdo foi realizada
durante 1 hora em cadmara imida a 37°C, seguida de nova lavagem conforme descrito
anteriormente. Em seguida, foi adicionado o conjugado anti [gG-HRP diluido 1:80000 na
solucdo de diluigdo num volume 100 pL/ poco. A incubacdo foi feita por 1 hora em
temperatura de 37°C, seguida do procedimento de lavagem. A revelagdo do teste foi

realizada com TMB (Tetrametilbenzidina- Sigma-Aldrich, USA). Ap6s 30 minutos, a reacao
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foi paralisada com H>SO4 1 M 50 uL/ pogo e a leitura foi realizada utilizando filtro de 450
nm, sem o uso de filtro de referéncia. O ponto de corte nesse teste foi de 0,318 obtido por

meio da curva ROC obtida pelo programa MedCalc versao 19.1.3.

5.4.4 Imunofluorescéncia Indireta

O Teste de IFI foi executado segundo Camargo e Rebonato, 1969. As laminas foram
sensibilizadas com promastigota de Leishmania (Leishmania) infantum, o conjugado
utilizado foi uma anti-imunoglobulina G de cdo marcada com isocianato de fluoresceina. O
antigeno de promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum foi colocado num volume
de 10 pL por orificio/lamina, apds as ldminas foram submetidas a secagem por
aproximadamente duas horas a 37° C. Os soros (a amostra teste e controles positivos e
negativos foram utilizados na concentragdo de 1:40), foram diluidos em PBS 1X. Foi
adicionado 10 pL das diluigdes por orificio. As ldminas foram incubadas em cadmara imida
por 30 minutos a 37°C, em seguida foram lavadas trés vezes em PBS 1X, em cubas de
lavagem por 5 minutos, apds foi realizada secagem por 10 minutos a 37°C. O conjugado foi
diluido em solug¢do de PBS 1X- Azul de Evans 1:10 na concentragdo 1:75, e foi adicionado
10 pL por orificio, as 1aminas foram novamente incubadas a 30 minutos a 37°C, seguido por
nova secagem. Foi adicionado de 3 a 4 gotas de glicerina tamponada e laminula. A leitura
foi realizada imediatamente apds a realiza¢do da técnica utilizando em microscopio de IFI
com objetiva de 40X. A Figura 9 mostra o esquema do protocolo de IFI segundo Camargo e
Rebonato, 1979. As amostras foram avaliadas por dois diferentes observadores em dois
momentos diferentes. As amostras que apresentaram fluorescéncia na concentragao 1:40

foram consideradas positivas e as que nao apresentaram fluorescéncia negativas.
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Figura 9. Esquema do procedimento do teste de Imunofluorescéncia Indireta.

Conjugado anti-imunoglobulina l
de cdio anti igG marcada com )
1socianato de fluoresceina

Fonte: Camargo e Rebonato (1969).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas realizadas neste trabalho foram conduzidas pelo Programa
estatistico SPSS versdo 20.0. Foi utilizado os testes Qui-Quadrado com nivel de significancia
de 5% utilizado para a comparacao entre as amostras de soro nos diferentes tempos em cada
um dos testes realizados, TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house e Imunofluorescéncia
Indireta). O Teste de Kruskal Wallis foi utilizado para comparar os diferentes tempos do
grupo | em relacdo ao grupo Il e grupo I, utilizando como parametro principal os testes de
TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house. Para a analise do ponto de corte do teste ELISA in
house foi construida a curva ROC através do programa MedCalc versdo 19.1.3. Os valores
de corte foram estabelecidos escolhendo a melhor relacdo entre a sensibilidade e
especificidade associada a curva ROC. A sensibilidade obtida foi de 98,6 e a especificidade

foi de 95,0, o ponto de corte utilizado foi de 0,318.
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6. RESULTADOS

6.1 SOROCONVERSAO DAS AMOSTRAS DE CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®
(GRUPO 1) FRENTE AO TESTE TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house E
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA NO PERIODO TOTAL DE
ACOMPANHAMENTO (DE 1 A 24 MESES APOS O PROTOCOLO DE IMUNIZACAO
INICIAL).

Para esta avaliagdo, o critério de analise levado em consideracdo foi a positividade
total das amostras em todos os tempos (1, 6, 18 e 24 meses) frente aos testes a serem
avaliados (TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house e IFI). Aqui as amostras de soro foram
tratadas como amostras individuais, independente se pertenciam ao mesmo animal ao longo
dos tempos avaliados (contabilizadas como amostras unicas, mesmo pertencendo ao mesmo
animal nos diferentes tempos). Utilizando TR-DPP®, 18,7% (36/197) de todas as amostras
soroconverteram e 81,7% (161/197) ndo soroconverteram. Utilizando o EIE®-LVC, 14,21%
(28/197) de todas as amostras soroconverteram e 85,8% (169/197) ndo soroconverteram.
Utilizando o ELISA in house, 40,60% (80/197) de todas as amostras soroconverteram e
59,4% (117/197) nao soroconverteram. Na IFI, 15,2% (30/197) de todas as amostras
soroconverteram e 84,8% (167/197) ndo soroconverteram. A Figura 10 mostra que em todos
os tempos de analises o nimero de animais vacinados que ndo soroconverteram foi maior
que o numero de animais vacinados que soroconverteram.

E possivel observar que os valores obtidos para a soropositividade das amostras
variaram de 14,2 % a 18,7%, para os testes TR-DPP®, EIE®-LVC e IFI. Entretanto, somente
no teste ELISA in house o valor obtido para a soropositividade foi de 40,6%, muito superior
aos obtidos nos demais testes. Os testes que detectaram soropositividade significativa ao
longo dos tempos de analise foram o ELISA in house e o TR-DPP® respectivamente (p<0,05,

Qui-Quadrado).
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Figura 10. Soroconversdo das amostras de cies vacinados com Leish-Tec® (grupo I) frente
ao teste TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house e IFI durante o periodo total de

acompanhamento apds protocolo de imunizag¢ao inicial.
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*Diferenca significativa em relagdo a detec¢do da soropositividade de cada teste ao longo
dos tempos de estudo (p<0,05).

No més 1 apds o protocolo de imunizagdo inicial, foi detectada uma maior
soroconversao utilizando a técnica de IFI, JAno més 6,18 € 24 o ELISA in house foi a técnica
que detectou a maior soropositividade. No més 1 a soroconversao foi semelhante utilizando
as técnicas TR-DPP®, EIE®-LVC e ELISA in house, no més 6 a menor soroconversio foi
detectada pelo TR-DPP®, no més 18 pela IFI e no més 24 a menor detecgio de soroconversio

foi encontrada utilizando EIE®-LVC e IFI, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de amostras positivas no TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house e IFI
para o grupo I, nos tempos analisados de 1, 6, 18 e 24 meses ap0s o inicio do protocolo de

imunizacéo.
SOROCONVERSAO
Meses ap0s Qro_to_cqlo 1r-opPr® | E1E®.Lve | ELISA in house Imuanlu_orescenua
de imunizacéo inicial indireta
1 2 2 2 4
6 4 5 33 6
18 15 12 22 11
24 15 9 23 9
Total 36 28 80 30

6.2 SOROCONVERSAO DAS AMOSTRAS DE CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®
(GRUPO 1) FRENTE AO TESTE TR-DPP® NOS DIFERENTES TEMPOS
ANALISADOS (1, 6, 18 E 24 MESES) APOS O PROTOCOLO DE IMUNIZACAO
INICIAL.

Para esta avaliagdo, o critério de andlise levado em consideracdo foi a positividade
das amostras em todos os tempos (1, 6, 18 e 24 meses) frente aos testes a serem avaliados
(TR-DPP®). Aqui as amostras de soro foram tratadas como amostras individuais,
independente se pertenciam ao mesmo animal ao longo dos tempos avaliados (contabilizadas
como amostras unicas, mesmo pertencendo ao mesmo animal nos diferentes tempos).

Um més apds o protocolo de imunizagdo inicial foi demonstrada uma soroconversao
de 5,0% (2/40) das amostras avaliadas, no tempo de 6 meses, esta foi de 9,5% (4/42), em 18
meses a soroconversao foi de 23,1% (15/65) e em 24 meses foi de 30,0% (15/50). Foi
demonstrado um perfil crescente da soroconversio frente a0 TR-DPP®, ao longo dos meses
de andlise com pico maximo no Ultimo més de andlise como mostrado na Figura 11. As
maiores ¢ mais significantes soropositividades detectadas ocorreram no més 18 (p<0,05,
Teste de Qui-Quadrado) e 24 ap6s protocolo de imunizagao inicial (p<0,005, Teste de Qui-

Quadrado).
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Figura 11. Soroconversdo das amostras de cdes vacinados com Leish-Tec® (grupo I) frente
ao teste TR-DPP® durante o periodo total de acompanhamento apos protocolo de imunizagio

inicial.
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* Diferenca significante em relagdo ao més 1, p<0,05.
** Diferenga significante em relagdo ao més 1, p<0,005

# Sem diferenca significante em relacdo ao més 1, p=0,432

6.3 SOROCONVERSAO DAS AMOSTRAS DE CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®
(GRUPO 1) FRENTE AO TESTE EIE®-LVC NOS DIFERENTES TEMPOS

ANALISADOS (1, 6, 18 E 24 MESES) APOS O PROTOCOLO DE IMUNIZACAO
INICIAL.

Para esta avaliagdo, o critério de analise levado em consideracdo foi a positividade
das amostras em todos os tempos (1, 6, 18 e 24 meses) frente aos testes a serem avaliados
EIE®-LVC). Aqui as amostras de soro foram tratadas como amostras individuais,
independente se pertenciam ao mesmo animal ao longo dos tempos avaliados (contabilizadas
como amostras unicas, mesmo pertencendo ao mesmo animal nos diferentes tempos).

A soroconversio frente ao EIE®-LVC em todos os tempos analisados, foi
demonstrada na figura 11. Um més ap6s o protocolo de imunizacao inicial foi demonstrada

uma soroconversdo de 5,0% (2/40) das amostras avaliadas, no tempo de 6 meses a
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soroconversao apresentada foi de 11,9 % (5/42), em 18 meses foi de 20,0% (13/65) e em 24
meses foi de 18,0% (9/50).

Foi demonstrado um perfil crescente da soroconversio frente ao EIE®-LVC, ao longo
dos meses de analise com aumento a partir do més 6, com pico maximo significativo aos 18
meses apds protocolo de imunizagdo inicial mantendo-se estavel até o periodo final de

analise (Figura 12). (p<0,05, teste de Qui-quadrado).

Figura 12. Soroconversio das amostras de cies vacinados com Leish-Tec® (grupo 1) frente

ao teste EIE®-LVC durante o periodo total de acompanhamento apds protocolo de

imunizacao inicial.
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* Diferenca significante em relagdo ao més 1, p<0,05.

6.4 SOROCONVERSAO DAS AMOSTRAS DE CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®
(GRUPO 1) FRENTE AO TESTE ELISA IN HOUSE NOS DIFERENTES TEMPOS

ANALISADOS (1, 6, 18 E 24 MESES) APOS O PROTOCOLO DE IMUNIZACAO
INICIAL.

Para esta avaliagdo, o critério de analise levado em consideracdo foi a positividade
das amostras em todos os tempos (1, 6, 18 e 24 meses) frente aos testes a serem avaliados
(ELISA in house). Aqui as amostras de soro foram tratadas como amostras individuais,
independente se pertenciam ao mesmo animal ao longo dos tempos avaliados (contabilizadas

como amostras unicas, mesmo pertencendo ao mesmo animal nos diferentes tempos).
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A soroconversdo frente ao teste ELISA in house em todos os tempos analisados, foi
demonstrada na figura 13. Um més ap6s o protocolo de imunizag¢ao inicial foi demonstrada
uma soroconversdo de 5,0% (2/40) das amostras avaliadas, no tempo de 6 meses a
soroconversdo apresentada foi de 78,6 % (33/42), em 18 meses foi de 33,8% (22/65) e em
24 meses foi de 46,00 % (23/50). Foi demonstrado um pico de soroconversdao aos 6 meses
apods ao protocolo de imunizagao inicial, com declinio em 18 meses, seguido de um discreto
aumento em 24 meses, ap6s reforco (Figura 13). E importante destacar que esses aumentos

ocorridos foram significativos quando relacionados ao més 1. (p<0,05, Qui-Quadrado).

Figura 13. Soroconversio das amostras de ces vacinados com Leish-Tec® (grupo 1) frente
ao teste ELISA in house durante o periodo total de acompanhamento apds protocolo de

imunizagao inicial.
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* Diferenca significante em relacdo ao més 1, p<0,05.
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6.5 SOROCONVERSAO DAS AMOSTRAS DE CAES VACINADOS COM LEISH-TEC®
(GRUPO 1) FRENTE AO TESTE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA NOS
DIFERENTES TEMPOS ANALISADOS (1, 6, 18 E 24 MESES) APOS O
PROTOCOLO DE IMUNIZACAO INICIAL.

Para esta avaliagdo, o critério de analise levado em consideracdo foi a positividade
das amostras em todos os tempos (1, 6, 18 e 24 meses) frente aos testes a serem avaliados
(IFT). Aqui as amostras de soro foram tratadas como amostras individuais, independente se
pertenciam ao mesmo animal ao longo dos tempos avaliados (contabilizadas como amostras
unicas, mesmo pertencendo ao mesmo animal nos diferentes tempos).

A soroconversao frente ao teste de IFI em todos os tempos analisados, foi mostrada
na Figura 14. Um més apds o protocolo de imunizagdo inicial foi demonstrada uma
soropositividade de 10,0% (4/40) das amostras avaliadas, no tempo de 6 meses a
soropositividade apresentada foi de 14,3 % (6/42), em 18 meses foi de 16,9% (11/65) e em
24 meses foi de 18,0% (9/50). Foi demonstrado um discreto aumento, ndo significante, do
primeiro més de avaliagdo para o segundo més e a soropositividade permaneceu estavel até

o final das avalia¢des (p>0.05, Qui-quadrado).

Figura 14. Soroconversio das amostras de cies vacinados com Leish-Tec® (grupo 1) frente

ao teste IFI durante o periodo total de acompanhamento apds protocolo de imunizagao
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# Sem diferenca significante em relacao ao més 1 (p>0.05).
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6.6 PERFIL DE SOROCONVERSAO OBTIDO PELOS ANIMAIS VACINADOS
(GRUPO I) EM COMPARACAO AOS INFECTADOS (GRUPO II) E NAO
INFECTADOS (GRUPO III) UTILIZANDO AS TECNICAS DE TR-DPP®, EIE-LVC®,
ELISA IN HOUSE E IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos para os testes TR-DPP®, EIE® -LVC e
ELISA in house nos diferentes tempos de analise (1,6,18 e 24 meses ap06s o protocolo de
imunizacéo inicial) e nos diferentes grupos estudados. O intervalo de confianga foi obtido
para um nivel de confianca de 95%. As médias obtidas para o grupo | em todos os tempos
estudados, ndo apresentaram-se dentro do intervalo de confian¢a do grupo Ill, entretanto, as
médias obtidas somente para o primeiro tempo de estudo (1 més) nos testes TR-DPP®, EIE®-
LVC e ELISA in house para as amostras do grupo | (animais vacinados com Leish-Tec®)
foram as que mais se aproximaram do intervalo de confianga para as amostras do grupo Il
(animais ndo infectados), em todos os outros tempos estudados (6, 18, 24) as médias
apresentaram-se fora do intervalo de confianca do grupo Il e também muito distante do

intervalo de confianca do grupo II.

Tabela 2. Resultados obtidos pela anélise dos soros de animais vacinados, animais

infectados e n&o infectados utilizando as técnicas sorolégicas TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA

in house.
TECNICAS SOROLOGICAS
(MEDIA+ INTERVALO DE CONFIANCA)

GRUPOS Tempo TR-DPP® EIE®-LVC (DO) ELISA in house (DO)
1 1,7 (1,35-2,05) 0,188 (0,158-0,218) | 0,165 (0,164-0,166)
Grupo | 6 2,2(1,52-2,88) 0,264 (0,214-0,314) | 0,488 (0,485-0,501)
18 9,5(6,68-12,32) 0,253 (0,250-0,256) | 0,322 (0,319-0,325)
24 14,1 (10,15-18,05) | 0,390 (0,320-0,460) 0,391(0,286-0,396)
Grupo 11 - 83,0 (79,71-86,29) 2,10 (2,02-2,18) 0,876 (0,796-0,956)

Grupo 111 - 1,4 (1,19-1,62) 0,166 (0,165-0,167) 0,188 +0,0
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A Figura 15 apresenta o perfil da dispersdo das amostras obtidas em cada tempo
estudado (1,6,18 e 24 meses apds o protocolo de imunizagéo inicial) no TR-DPP®, EIE® -
LVC e ELISA in house. A Figura 15.A demonstra os resultados obtidos para as amostras do
Grupo |, 11 e 11l no teste TR-DPP®. Além disso, é possivel observar que no tempo de 24
meses, as amostras apresentaram uma maior variabilidade e um maior desvio padréo, e no
tempo de 1 e 6 meses, as amostras apresentaram uma menor variabilidade e um menor desvio
padrdo. A dispersdo das amostras nos tempos de 1 e 6 meses, nesse caso, Sao as que mais se
aproximam do padréo de dispersao dos animais ndo infectados, ndo apresentando diferenca
significante (p>0,05, Kruskal Wallis). A Figura 15.B demonstra os resultados obtidos no
teste EIE®-LVC para as amostras do Grupo |. Nesse caso, o padrdo de dispersdo se manteve
homogéneo ao longo dos meses, todos os tempos analisados tiveram padrdo préximo ao
grupo 11 (ndo infectados), ndo apresentando diferenca significante (p>0,05, Kruskal Wallis).

A Figura 15.C demonstra os resultados obtidos no teste ELISA in house para as
amostras do Grupo I. O ELISA in house foi o tnico teste que apresentou uma diferenga
significativa entre as médias no segundo tempo avaliado (6 meses apds o protocolo de
imunizacdo inicial) em relacdo ao primeiro tempo (I més) (p<0,05, Kruskal Wallis). O
padrdo de dispersao das amostras no més 1 apos protocolo de imunizagdo inicial foi muito
semelhante ao grupo I1I (p>0,05, Kruskal Wallis), entretanto, nos tempos de 6, 18 € 24 meses
apos o protocolo de imunizagao inicial o padrao de dispersao foi diferente e ndo apresentou-
se semelhante ao grupo III (p<0,05, Kruskal Wallis).

O padrao de dispersdao das amostras do grupo I em todos os tempos estudados, tanto
para o TR-DPP®, EIE®-LVC, ELISA in house nio se aproximaram do padrio de dispersio
do grupo II (infectados) (p<0,05, Kruskal Wallis)
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Figura 15. Box-plot dos resultados obtidos para o TR-DPP® (A), EIE®-LVC (B) E ELISA in house (C) para as amostras do grupo 1, grupo 2

(infectados) e grupo 3 (ndo infectados).
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6.7 AVALIACAO DO PERFIL DE SOROCONVERSAO PARA OS CAES
ACOMPANHADOS EM TODOS OS TEMPOS DE ANALISE APOS PROTOCOLO
DE IMUNIZACAO INICIAL.

Dentre os 78 animais estudados, em 22 foi possivel a coleta de amostras de soro em
todos os tempos avaliados apds o protocolo de imunizagdo inicial. Desses 22 animais,
somente 1 (VSLC14) ndo apresentou soroposividade nos testes avaliados em todos os
tempos. Em 21 animais foi encontrada algum ponto de soropositividade em pelo menos dos
1 testes avaliados em todos os tempos analisados. Vinte animais soroconverteram utilizando
o ELISA in house, onze animais soroconverteram quando o TR-DPP® foi avaliado, 10
animais soroconverteram utilizando a IFI e 9 animais soroconverteram utilizando o EIE®-
LVC (Tabela 3).

Em relacdo aos 22 animais que apresentaram acompanhamento em todos os tempos,
7 animais apresentaram soropositividade em todos os testes estudados TR-DPP®, EIE®-LVC,
ELISA in house e IFL. Sete animais em apenas 1 teste (6 apresentaram soropositividade
somente no ELISA in house e 1 animal no TR-DPP®). Cinco em 2 testes (2 para TR-DPP®
e ELISA in house e 3 para IFI e ELISA in house). Trés animais apresentaram
soropositividade em 3 testes (2 no TR-DPP®, EIE®-LVC e ELISA in house e 1 no IFI, EIE®-
LVC e ELISA in house).

Em relagdo ao tempo de acompanhamento apds protocolo de imunizacado inicial, o
tempo de 24 meses foi o que mais demonstrou soroconversdo quando se levou em
consideracdo os testes de TR-DPP® EIE®-LVC e IFI, entretanto, quando se levou em
consideracdo o ELISA in house, o tempo de 6 meses apoOs protocolo de imunizagdo inicial
foi o que demostrou maior soropositividade. Em todos os tempos analisados quando
relacionados aos testes de TR-DPP®, EIE®-LVC e IFI alguma soroconversdo foi detectada.
Somente utilizando o ELISA in house, no més 1 ap6s o protocolo de imunizagao inicial

nenhuma soroconversao foi detectada (Tabela 3).
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Tabela 3. Soropositividade obtida para os animais que apresentaram o0 periodo de

acompanhamento completo do estudo (24 meses apds o protocolo de imunizacao inicial).

TESTES

Animais

Meses
(VUCO1)
(VUCO06)
(VUC15)
(VUC16)
(VUC20)
(VUC21)
(VRC04)
(VRCO5)
(VRC13)
(VRC16)
(VRC17)
(VRC23)
(VRC35)
(VRC36)
(VRC37)
(VRC40)
(VRC 66)
(VRC 67)
(VRC68)
(VSLCO01)
(VSLC14)
(VSLC31)

TOTAL
(n=22)

TR®-DPP
6 18
-+
-+
+ -
-+
-+
-+
1 5

24

EIE®-LVC

6 18

24

Imunofluorescéncia

indireta
1 6 18 24

ELISA in house

6 18 24
- - +
+ + -
+ + +
+ - -
+ + +
+ + +
+ - -
+ + +
+ + +
+ - -
+ - +
+ - +
+ + -
- + -
+ - +
+ + +
- - +
+ + +
+ - +
+ - +
17 10 14
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6.8 COMPARACAO CENARIO ATUAL EM RELACAO AO CENARIO ANTIGO
PRECONIZADO PELO MINISTERIO DA SAUDE.

Os resultados deste estudo mostraram que utilizando como critério de analise o
cenario atual de diagnéstico da LVC preconizado pelo Ministério da satide (TR-DPP® como
triagem e EIE®-LVC Bio-Manguinhos como confirmatério), 7,6% (15/197) das amostras
analisadas demonstraram soropositividade. Utilizando o cendrio antigo como critério de
analise (EIE®-LVC Bio-Manguinhos como triagem e IFI como confirmatorio), foi observada
uma soropositividade de 11,7% (23/197) das amostras analisadas, comparando os dois
cenarios, o antigo foi o que mais detectou positividade, entretanto, ndo foi observada uma
diferenga estatisticamente significativa quando relacionado com o cenario atual. (p>0,05,
Qui-quadrado).

No cendrio atual, no tempo 1 e 6 meses somente 1 animal soroconverteu, no tempo
de 18 meses, 5 animais soroconverteram e no tempo 24 meses 8 animais soroconverteram.
No cenario antigo, no tempo de 1 més, apenas 1 animal soroconverteu, no tempo de 6 meses,
5 animais soroconverteram, no tempo de 18 meses, 9 animais soroconverteram € no tempo
de 24 meses, 6 animais soroconverteram. No cendrio novo, o tempo que obteve uma maior
soroconversao foi o de 24 meses, ja no cenario antigo, foi o tempo de 18 meses (Tabela 4).

Considerando os animais acompanhados em todos os tempos de andlise apos
protocolo de imunizagao inicial foram diagnosticados como positivos 8 animais segundo o
cenario atual preconizado pelo Ministério da Satde. Em relacdo ao cenario antigo, 7 animais
apresentaram soroconversio no EIE®-LVC como triagem e IFI como teste confirmatdrio

(Tabela 3).
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Tabela 4. Resultados obtidos para cada cendrio preconizado pelo Ministério da Saude,
cendrio atual composto pelo TR-DPP® como triagem e EIE®-LVC como confirmatério e

cenario antigo composto pelo EIE®-LVC como triagem e IFI como confirmatério.

ANIMAIS SORO REATORES SEGUNDO OS CENARIOS DE DIANOSTICO

Cenarios Tempo (meses) n % | Total de animais
1 1 2,5 40
Atual 6 1 2,4 42
(TR-DPP® e EIE®-LVC) 18 5 7,7 65
24 8 16,3 49
_ 1 1 2,3 40

Antigo

(EIE®-LVCe 6 5 | 119 42
Imunofluorescéncia 18 9 13,8 65
indireta) 24 6 | 140 50
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7 DISCUSSAO

O programa de controle da Leishmaniose Visceral Canina disponivel prioriza o
tratamento dos casos humanos, controle vetorial e a eutanasia dos caes soropositivos para a
doenga. Os caes que sdo diagnosticados como positivos segundo o protocolo preconizado
pelo Ministério da Satide (TR-DPP® utilizado na triagem dos reservatérios e EIE®-LVC
como confirmatorio (BRASIL, 2011)), necessitam ser eutanasiados. Dessa forma, ¢
necessario que os meétodos de diagndstico apresentem uma alta confiabilidade para
identificacdo dos animais soropositivos (ALVAR et.al., 2004). A cura parasitologica da LVC
ainda nao foi descrita na literatura, entretanto vem-se adotando medidas de profilaxia que
possam ser eficazes para a prevencdo da LVC, dentre outras, se encontra a vacinagao
(PALATNIK-DE-SOUZA, 2008). A tnica vacina atualmente comercializada no Brasil ¢ a
Leish-Tec®, estabelecida como uma medida de profilaxia individual. Entretanto, animais
imunizados apresentam uma alta produ¢do de imunoglobulinas, principalmente do tipo IgG
e esses anticorpos podem soropositivar com os testes preconizados pelo Ministério da Satde
no imunodiagnostico da LVC, levando a um confundimento entre animais vacinados e
infectados, o que dificulta e provoca discussao sobre um controle mais eficaz da doenca.

E importante dizer que as amostras dos animais neste trabalho foram colhidas ja apos
o protocolo de imuniza¢do inicial completo, ou seja, apds as 3 doses, com intervalo de 21
dias e com reforco ap6s 1 ano apo6s ciclo de imunizacao inicial. Outros trabalhos utilizaram
amostras mais precoces, entre as doses do protocolo de imunizagdo inicial (MARCONDES,
et.al, 2013; FERNANDES et.al., 2014).

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que ocorreu reatividade
cruzada ao longo dos meses apds o esquema de imunizagio completo com a Leish-Tec® em
todos os testes utilizados no imunodiagnostico da LVC. Entretanto, a deteccao de amostras
positivas foi muito menor frente a quantidade de amostras negativas identificadas. Conforme
descrito nos trabalhos, Campos et.al (2017) identificou que apenas um animal (1/12)
soroconverteu no TR-DPP® no tempo de 6 meses apds o protocolo de imunizagio inicial
com Leish-Tec®, 11 apresentaram-se negativos. Este animal foi negativo no teste
confirmatério EIE®-LVC, no PCR e apés um ano, apresentou-se negativo no TR-DPP®.
Testasticca et.al. (2014) demonstrou que 1 animal imunizado com Leish-Tec® soroconverteu
no ELISA (Leishmania Promastigote Antigen - LPA) representando 1,42% (1/70) e 98,58%
apresentaram resultados negativos, e no TR-DPP® um animal apresentou soroconversio em

um total de 70 animais, as demais amostras apresentaram resultados negativos. Fernandes
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et.al. (2014) mostrou uma soroconversao de 30,9% (13/42) no 11° més de seguimento apos
o inicio do protocolo de imunizacdo com a Leish-Tec® no ELISA (LPA) e 69,1%
apresentaram resultados negativos. Palatnik-De-Souza et.al. (2009) demonstrou que 1,3%
(76/5860) de animais vacinados com Leishmune® foram positivos no EIE®-LVC e
confirmados na IFI no periodo de 2007 em Campo Grande - MS. Todos esses estudos foram
conduzidos em area endémica para LVC, exceto o estudo de Campos et. al. (2017) que foi
conduzido no Rio de Janeiro, area considerada nao endémica para a doenga (BRASIL,
2014a).

Neste estudo o teste que demonstrou uma maior porcentagem de soroconversdo foi
o ELISA in house ao longo dos meses de acompanhamento (p<0,05), seguido do TR-DPP®
(p<0,05), teste utilizado na triagem dos reservatorios, IFI e por tltimo o EIE®-LVC (teste
confirmatorio no diagndstico da LVC). Esses resultados concordam com o padrao observado
por Marcondes et.al. 2013, o qual apresentou uma maior porcentagem de soropositividade
para o ELISA in house na andlise de 18 cdes negativos para Leishmania (Leishmania)
infantum imunizados com Leishmune®. Entretanto, o trabalho desenvolvido por Marcondes
apresentou o EIE®-LVC com a segunda maior soropositividade, seguida da IFI e TR-DPP®,
discordando do achado nesse projeto.

Na literatura existem estudos que demonstram o ELISA in house como um teste que
possui um alto indice de soropositividade. Da Silva e colaboradores (2013) e Ribeiro e
colaboradores (2011) analisaram o comportamento do ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
utilizando antigenos homologo e heterdlogo Leishmania (Leishmania) chagasi e Leishmania
(Leishmania) major. Fatores como o tempo de incubagdo e a marca das microplacas
utilizadas podem interferir na sensibilidade e especificidade do teste (REITHINGER, et.al.,
2002), provavelmente por influenciar as interagdes de antigeno e anticorpo. O ELISA que
utiliza o antigeno homologo, Leishmania (Leishmania) infantum, apresentou uma maior
sensibilidade (100%) e maior especificidade (92%). Esse achado demonstra a maior eficacia
na detec¢do de amostras positivas para Leishmania (Leishmania) infantum utilizando o teste
ELISA in house e salienta que o alto valor de soroconversao encontrado neste estudo pode
estar relacionado ao fato do ELISA in house possuir uma maior especificidade e
sensibilidade por utilizar o antigeno de Leishmania (Leishmania) infantum, responsavel por
causar a Leishmaniose Visceral no Brasil.

Considerando o padrio observado em cada teste estudado, o TR-DPP® demonstrou

que a soroconversao foi crescente ao longo dos meses de acompanhamento, apresentando
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significancia estatistica nos tempos de 18 e 24 meses (p<0.05). Resultados diferentes foram
encontrados em um estudo desenvolvido por Testasticca et.al. (2014), onde foi encontrado
soroconversio para o TR-DPP® em apenas um animal imunizado com Leish-Tec® ao longo
dos 14 meses apoés o protocolo de imunizacdo. Campos et.al. (2017) encontrou
soroconversao em apenas 1 animal (1/12) no tempo de 6 meses apds o protocolo com Leish-
Tec® e apds 1 ano o animal apresentou-se negativo. No estudo desenvolvido por Marcondes
2013, os resultados apresentados para o TR-DPP® 42 dias apés a primeira dose 5,5% (1/18)
dos animais soroconverteram, 90 dias ap6s a primeira dose da Leishmune®33,3% (6/18) e 6
meses 11,1% (2/18). Foi demonstrado que a soroconversdo aumentou até o periodo de 3
meses apos a primeira dose, atingiu seu valor méximo neste periodo e depois diminuiu no
tempo de 6 meses.

Nesse trabalho, foi observado para o teste EIE®-LVC um aumento da
soropositividade no periodo de 1 més aos 18 meses de acompanhamento ap6s o protocolo
de imunizag¢ao inicial e uma estabilizagdo da soroconversao no ultimo tempo (24 meses apos
o protocolo de imunizag¢ao inicial) com diferenca significante apenas no tempo de 18 meses
(p<0.05). O estudo desenvolvido por Marcondes (2013) demonstrou que o teste EIE®-LVC,
42 dias apo6s a primeira dose da vacina Leishmune® apresentou 11,1% de soroconversio
(2/18), 90 dias apds a primeira dose 83,3% (15/18) de soroconversdo e 6 meses apds a
primeira dose apresentou 33% (6/18) de soroconversdo. Estes resultados encontrados sao
diferentes dos obtidos no presente trabalho em que a soroconversao ¢ crescente ao longo dos
meses de acompanhamento e estabiliza-se no tempo de 24 meses, podendo estar relacionado
ao desafio natural, uma vez que o animal em area endémica continua sendo desafiado e
respondendo a infec¢do natural que gera uma resposta diversa. Por isso, foi demonstrado
uma resposta imune crescente com a soroconversao num periodo mais distante do momento
vacinal.

A TFI foi o teste que apresentou um perfil crescente e ndo apresentou significancia
estatistica ao longo dos meses em relacdo ao primeiro més 1 (p>0,05). Um estudo
desempenhado por Aratijo et.al., (2009) demonstrou que a IFI obteve uma soroconversao de
19,3% (12/62) em animais imunizados com Leishmune®. J4 o trabalho desenvolvido
Marcondes et.al. (2013) o comportamento da IFI foi apresentado em diferentes tempos de
acompanhamento, 21 dias apés a primeira dose da vacina Leishmune® foi obtida uma
soroconversao de 1/18 (5,5%), 42 dias apos a soroconversao foi de 83,3% (15/18), 90 dias

apods a soroconversao foi de 13/18 (72,2%) e em 6 meses foi de 5,5% (1/18). Houve um
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aumento da soroconversao ao longo do tempo de acompanhamento, diferente do que ocorreu
em nosso trabalho, onde a resposta foi linear durante todo periodo de avaliagio. E importante
lembrar que estes trabalhos apresentaram reatividade entre o protocolo de imunizagao
inicial. No nosso trabalho, essa reatividade foi tardia, ap6s o protocolo de imunizagao inicial
até 24 meses, podendo estar associado a permanéncia e possivelmente a resposta imune
frente ao desafio natural no decorrer do tempo na area endémica.

No ELISA in house o padrao apresentado foi diferente dos testes mencionados
anteriormente, o pico de producao de anticorpos ocorreu apenas 6 meses apds o protocolo
de imunizag¢ao inicial. No tempo de 18 meses houve um decréscimo da soropositividade e
no tempo seguinte, 24 meses, houve um pequeno aumento. Fernandes e colaboradores
(2014), descreveram o comportamento sorolégico das vacinas Leishmune® e Leish-Tec® por
meio da avaliacdo de 180 cdes negativos para Leishmania (Leishmania) infantum no ensaio
Imunoenzimatico ELISA in house, que receberam protocolo de imunizagdo com 3 doses das
vacinas Leish-Tec® e Leishmune® e foram acompanhados por 11 meses desde o inicio do
protocolo vacinal. A porcentagem de soroconversio no ELISA in house no grupo
Leishmune® foi de 57,5% (23/40) e no grupo para Leish-Tec® foi 59,5% (25 /42) no periodo
de 21 dias apds a primeira dose vacinal. Ja no tempo de 42 dias ap6s a primeira dose, 77,5%
(31/40) das amostras soroconverteram para o grupo de Leishmune® e 54,8% (23/42) para o
grupo Leish-Tec®. Esta reatividade foi mantida até 21 dias ap6s o protocolo de imunizacio
completo. Na ultima avaliagdo realizada no 11° més de seguimento, foi obtida uma
soroconversio de 32,5% (13/40) dos cies imunizados com Leishmune® e 30,9% (13/42) dos
cdes vacinados com a Leish-Tec®. Segundo Fernandes et.al, 2014, os valores de
soroconversao obtidos ao final do acompanhamento de 32,5% e 30,9% estdao dentro da faixa
de resultados de soropositividade relatados por outros autores em cdes na mesma area
endémica durante o mesmo periodo. Marcondes (2013) também avaliou o comportamento
do Elisa in house frente a imunizac¢do com Leishmune® e 21 dias apds a primeira dose (9/18)
(50%) caes eram soropositivos pelo ELISA in house, 42 dias 100% (18/18), 90 dias apos a
primeira dose, 18/18 (100%), foram positivos para Leishmania spp. pelo ELISA in house e
6 meses ap0s a primeira dose, 16/18 (88,8%).

Os valores obtidos para a soroconversao no ELISA in house neste trabalho estao de
acordo com o que ja foi descrito na literatura. No estudo observado por Fernandes (2014) o
ELISA in house apresentou um pico de soroconversao (77.5%) no tempo de 42 dias ap6s a

primeira dose vacinal com Leishmune® e o pico observado com a Leish-Tec® foi de 59,5%
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no periodo de 21 dias apés a primeira dose. J& foi descrito na literatura, o achado de
soroconversao significativa, um pico relativo a maxima producdo de anticorpos no periodo
de 180 dias apds o inicio do protocolo vacinal (MARCONDES, et.al., 2011). Neste estudo,
0 pico de soroconversao foi obtido no tempo de 6 meses de acompanhamento apds o
protocolo de imunizacgao inicial (78,6%).

A utilizagdo dos testes soroldgicos para o dignostico da Leishmaniose Visceral ¢ um
grande motivo para preocupagao no Brasil, pais endémico para a doenga que concentra mais
de 90 % dos casos, devido a grande producao de anticorpos gerada pela vacinagdo, levando
a nao diferenciagdo entre animais vacinados e infectados (GALLEGO, et.al, 2017). Os
resultados demonstrados neste estudo confirmam esse problema onde ¢ demonstrada a
reatividade cruzada entre os animais imunizados com a vacina Leish-Tec®, utilizada no
Brasil atualmente com os testes preconizados pelo Ministério da Saade (TR-DPP® e EIE®-
LVC), ELISA in house e IFI. Os resultados obtidos neste trabalho confirmam achados
apresentados pela literatura, entretanto algumas diferengcas observadas podem estar
relacionadas a resposta imunologica individual do cdo, estado nutricional e presenca de
outras infeccoes (REGINA-SILVA et.al, 2016), nesse projeto os animais foram
acompanhados por um periodo de tempo superior aos trabalhos mencionados, como também
ha presenga de uma dose de refor¢o vacinal no periodo de 1 ano ap6s o protocolo de
imunizagdo inicial. E importante ressaltar que as amostras utilizadas neste projeto sdo
provenientes de uma area hiperendémica de uma regido do Espirito Santo, diferentemente
do trabalho desenvolvido por Campos et.al. (2017) em que os soros sdo provenientes de uma
regido nao endémica para a doenga, Rio de Janeiro. Além disso, neste estudo foi utilizada
um namero maior de amostras se comparado a demais trabalhos (FERNANDES, et.al., 2008;
MARCONDES et.al., 2013). Uma das limitacdes deste projeto ¢ o fato de ndo ter sido
possivel a deteccdo do DNA de Leishmania sp. por meio da PCR, para confirmar se os
animais que positivaram nos testes sorologicos estavam infectados ou nao.

Estudos realizados para a avaliagdo da resposta humoral e celular de vacinas
utilizadas na preven¢do da LVC demonstram que 98% dos animais imunizados com a
Leishmune® apresentaram soroconversdo ao antigeno vacinal, FML, 60 dias ap6s o término
do protocolo vacinal e no periodo de sete meses apds a primeira dose da vacina, 93% dos
cdes continuaram apresentando sorologia positiva (DA SILVA et.al. 2001; BORJA-
CABRERA et. al., 2001). Testasticca demonstrou que 98% dos animais imunizados com

Leish-Tec® apresentaram-se positivos em relagio ao antigeno A2 1 més apds a imunizagio.
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Em 6 meses apds a vacinagdo a porcentagem diminuiu para 81,13%. Apds a dose de reforgo
vacinal em 12 meses ap0s a primeira dose o percentual voltou a ser 98%. Alguns relatos na
literatura demonstram que os animais que sio imunizados com a vacina Leishmune®
apresentam maiores concentracdes de anticorpos IgG em relagdo a aqueles vacinados com a
Leish-Tec®, e que isso pode estar relacionado ao antigeno que compdem essas vacinas. O
antigeno que compde a vacina Leish-Tec®, o A2, pode induzir uma menor resposta humoral
em relagdo ao antigeno da Leishmune®, o FML (FERNANDES, et.al, 2014). O FML ¢ um
complexo glicoproteico de promastigotas de Leishmania (Leishmania) donovani
(PALATNIK-DE-SOUZA et al., 1994) ¢ 0 A2 ¢ uma proteina recombinante de amastigota
de Leishmania (Leishmania.) donovani, por isso, espera-se que como os testes sdo de
antigeno de promastigotas uma resposta humoral maior na Leishmune®.

Os animais imunizados com a Leish-Tec® apresentam altos niveis de IFN-y, maior
produgdo de anticorpos IgG2, especifico ao antigeno A2, apresentando uma predominancia
da resposta imune Thl, cuja a principal funcdo é a protecdo do hospedeiro através da
liberacdo de citocinas inflamatorias IFN-y e TNF-a e a citocina reguladora IL-12, produzida
pelas células dentriticas (ROMAO, et.al., 2008). Como os testes sorolégicos detectam a
presenca de IgG total presente no sangue do animal, ndo ha uma diferencia¢@o da resposta
imune entre vacinados e infectados. Embora os testes sorologicos sejam compostos por
antigenos promastigotas e o antigeno A2 que compde a Leish-Tec® seja amastigota, nio é
esperado que ocorra reacao cruzada (DE SOUZA TESTASICCA et al., 2014), entretanto,
alguns estudos mostram que a reag¢do cruzada pode ocorrer (MARCONDES, et.al., 2013;
FERNANDES et.al., 2014).

O fato do animal apresentar uma reposta ao antigeno de promastigota e ter sido
vacinado com o antigeno A2 (forma amstigota) pode ser reflexo do contato do animal com
o parasito atraves do desafio natural, o que ndo impede de apresentar uma resposta com
producao de anticorpos contra os antigenos presentes nos kits de imunodiagnostico, como
também uma resposta predominante Thl contra as formas amastigotas, onde se encontra o
antigeno contra o qual o animal foi vacinado. Além disso, a resposta imune contra os
antigenos do imunodiagnéstico com 24 meses apos a utilma dose da vacina Leish-Tec® pode
refletir o quanto o mesmo foi exposto ao desafio natural e ndo desenvolveu a doenca. Esse
raciocinio reforga cada vez mais o entendimento sobre a retirada de um animal que
apresenta-se positivo nos testes preconizados pelo Ministério da Satde e ndo desenvolve

sintomas. Para isso, ¢ importante novos testes com outros antigenos de forma a ter um
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diagnostico mais eficaz e ndo ter a necessidade de eutanasiar os animais resistentes a
infeccao, tal fenomeno ¢ biologicamente possivel.

Neste estudo, 78 animais estudados, apenas 22 conseguiram ser acompanhados
durante todo o periodo, 24 meses apds o esquema de imunizagdo inicial. A dificuldade de
acompanhamento dos animais estudados esté relacionada principalmente ao local em que
esses animais residem, regido rural onde o controle de entrada e saida desses animais do
domicilio € menor, com isso, muitas vezes o animal ndo ¢ encontrado na visita de retorno ao
domicilio para realizagdo do acompanhamento do estudo. A falta de contato com o
proprietario e de esclarecimentos por parte do mesmo em colaborar com o estudo também
séo fatores que colaboram para esse problema. Na analise desses 22 animais que receberam
0 acompanhamento em todos os meses avaliados, foi observado que o tempo que apresentou
uma maior soropositividade foi o tempo de 24 meses para os testes TR-DPP®, EIE®-LVC e
IFI. O ELISA in house apresentou uma alta positividade nos tempos de 6 meses e 24 meses,
0 que reforca o texto acima.

Esses resultados demonstram a importancia do periodo de acompanhamento maior
apos o inicio do protocolo vacinal. Mais recentemente, um estudo demonstrou que para o
teste ELISA in house o pico referente a produ¢do maxima de anticorpos pode demorar a ser
observado, mas persiste at¢ 180 dias e, portanto, a falta de monitoramento apds a vacinacao
pode ser um dos fatores limitantes em estudos anteriores (MARCONDES et al., 2011). Dessa
forma, neste estudo os animais imunizados com a Leish-Tec®, foram acompanhados por um
periodo de 24 meses, periodo superior a maioria dos trabalhos desenvolvidos. Grimaldi e
colaboradores demonstraram que animais imunizados com Leish-Tec® apresentam um
periodo sem desenvolver infec¢do (tempo médio de soroconversdao igual a 18 meses)
superior em relacdo a animais sentinelas (tempo médio de soroconversao igual a de 9 meses).
Essas evidencias indicam que os animais imunizados com Leish-Tec® desenvolveram
mecanismos de resisténcia com mais eficiéncia para eliminar os parasitos em relacdo aos
animais ndo imunizados, e a partir de 18 meses apds o protocolo de imunizag¢ao inicial, esses
animais comecam a apresentar uma diminui¢do da prote¢do vacinal e podem estar
suscetiveis a novas infeccoes. Dessa forma, faz-se necessario salientar a necessidade de um
tempo de acompanhamento maior, como apresentado no presente estudo em que os animais
foram acompanhados por um periodo total de 24 meses, tempo superior em relagdo a outros
trabalhos, sendo possivel obter informagdes mais completas em relacdo a presenca dos

anticorpos no sangue dos animais estudados.
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Este estudo avaliou o perfil de dispersao apresentado pelas amostras em cada tempo
estudado, nos diferentes testes e grupos. Foi observado que o TR-DPP®, apresentou
similaridade ao perfil dos animais nao infectados (grupo III), apresentando significancia
estatistica apenas nos tempos de 18 e 24 meses (p<0,05, teste de Kruskal Wallis), tempos
esses que apresentaram uma maior soroconversio. O EIE®-LVC foi o teste que apresentou
maior homogeneidade entre os tempos e em relagdo as amostras do grupo III sem apresentar
significancia estatistica (p>0,05). J4 o ELISA in house foi o teste que apresentou o perfil de
dispersdo mais proximo ao obtido pelas amostras do grupo II (animais infectados), entretanto
ndo apresentou significancia estatistica para esse grupo. Em relacdo ao grupo III apenas o
primeiro tempo (1 més) ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05). O alto valor
observado para o desvio padrio na realizacdo dos testes TR-DPP®, EIE-LVC®, ELISA in
house e Imunofluorescéncia Indireta estd diretamente relacionado a resposta imune do
individuo vacinado em relacdo ao processo de imunizacdo e desafio natural em campo
(QUINNEL, et.al. 2013).

O Brasil atualmente preconiza a utiliza¢do de técnicas soroldgicas no diagnostico da
LVC. De acordo com o Ministério da Satide o TR-DPP® deve ser utilizado na triagem e o
EIE®-LVC Bio-Manguinhos como confirmatorio (BRASIL, 2011). Este protocolo passou a
entrar em vigor no ano de 2011, antes disso, o EIE®-LVC Bio-Manguinhos era usado como
triagem e a Imunofluorescéncia Indireta como confirmatorio na avaliagao da soroprevaléncia
em inquéritos caninos. A mudanga ocorreu devido aos testes que utilizam antigeno
recombinante no diagnoéstico de LVC como o TR-DPP® que possuem uma maior
especificidade (61 a 75%) e sensibilidade (72 a 77%) em relagdo a Imunofluorescéncia
Indireta (FARIA; ANDRADE, 2012). A Imunofluorescéncia Indireta ¢ um teste que pode
apresentar limita¢des devido a reacdes cruzadas com outros tripanossomideos uma vez que
utiliza o antigeno bruto de Leishmania sp., necessita de equipamentos de alto custo devido
a alta tecnologia empregada, como o microscopio de Imunofluorescéncia, dessa forma,
necessita de profissionais capacitados (COURA-VITAL et.al., 2014).

Este estudo evidencia que com o protocolo antigo ¢ possivel identificar um maior
niimero de animais positivos, foram identificados 21 animais positivos utilizando o EIE®-
LVC como triagem e a IFI como confirmatorio em relagcdo ao protocolo atual, o qual foi
identificado 15 animais. E observado que grande parte dos animais que soroconverteram no
cenario atual s30 0os mesmos que soroconverteram no cenario antigo. No tempo de 1 més, o

animal classificado como positivo segundo o cenario atual foi 0 mesmo animal considerado
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positivo segundo o cendrio antigo. No tempo de 6 meses, o animal considerado positivo no
cenario atual também foi considerado positivo segundo o cendrio antigo. No tempo de 18
meses, dos 5 animais considerados positivos no cenario atual, 4 deles também foram
considerados positivos no cendrio antigo. No tempo de 24 meses dos 8 animais considerados
positivos no cendrio atual, 6 também sdo considerados positivos no cendrio antigo.

Considerando apenas os animais que foram acompanhados em todos os tempos
estudados (22 animais), no cendrio atual, 8 animais soroconverteram, ja no cenario antigo, 6
animais soroconverteram. Foi observado que para os animais que foram acompanhados em
todos os tempos, o cenario atual conseguiu identificar um niimero maior de animais positivos
em relacdo ao cendrio antigo. Diferentemente dos animais que ndo foram acompanhados em
todos os tempos, neste caso, o cenario antigo identificou maior quantidade de animais
positivos.

Contudo, de acordo com os resultados apresentados, o protocolo antigo preconizado
pelo Ministério da Satde identificou um maior nimero de animais positivos em relagdo ao
protocolo atual. Entretanto, apenas com os dados soroldgicos nao € possivel afirmar que
esses animais sejam realmente positivos, andlises confirmatérias complementares serdo
necessarias como os exames de carga parasitaria (PCR ou cultura). A realizagdo da carga
parasitaria ndo foi possivel neste trabalho, pois s6 tivemos a possibilidade de trabalhar com
amostras clinicas de soro, ndo com o animal vivo. Mais trabalhos devem ser realizados a fim
de avaliar a carga parasitaria desses animais, neste apenas foi avaliado a resposta soroldgica.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os anticorpos protetores gerados
em animais imunizados levam a um resultado positivo frente aos testes preconizados pelo
Ministério da Saude no diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina, podendo gerar um
confundimento quanto ao papel epidemioldgico deste cdo frente a campanha de controle da
doenca. Por outro lado, o antigeno vacinal da Leish-Tec®, A2 uma subunidade de amastigota,
¢ oriundo de um estagio evolutivo do parasito diferente daquele que infecta o hospedeiro
vertebrado, com isso, ndo € esperado que ocorra a soroconversao, uma vez que ¢ gerada uma
resposta diversa apdés a vacinagdo. E compreensivo que mesmo os animais vacinados
soroconvertam para os antigenos utilizados nos testes de imunodiagndstico, pois esses
animais ap6s a vacinagdo sao desafiados naturalmente pelo parasito na area endémica. A
resposta imune gerada pela vacinagdo ¢ indistinta daquela induzida pela infec¢ao natural,
utilizando os testes de imunodiagnostico disponiveis para LVC. Embora a vacinacdo seja

uma opc¢do que oferece seguranga, ¢ muito importante distinguir animais infectados, de um
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animal vacinado soro reativo, através de acompanhamento clinico e diagnodsticos
parasitologicos. Assim, ¢ necessario que outros estudos continuem sendo realizados de
forma a avaliar como os caes se comportam frente a vacinagdo, além da descoberta de outras
formas de diagnostico. Atualmente, o dignoéstico vem sendo cada vez mais aprimorado, de
forma que novas técnicas estdo sendo desenvolvidas para obter a diferenciagdo da infecg¢ao
natural da vacinacdo, dentre elas pode-se citar a citometria de fluxo, baseada na

diferenciagdo entre os titulos de IgG1 e de I[gG2 (CAMARGO et.al., 2007).
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CONCLUSOES

e A porcentagem de soroconversio detectada utilizando o TR-DPP® foi de 18,7%, o
EIE®-LVC foi de 14,21%, o ELISA in house foi de 40,60% e a IFI foi de 15,2%. Em
todos os tempos de andlises o percentual de animais que nao converteram foi maior
que os animais vacinados que ndo soroconverteram foi maior (mais de 80%) que o
nimero de animais vacinados que soroconverteram.

e O ELISA in house foi o teste que apresentou uma maior soroconversao considerando
o tempo total de acompanhamento (24 meses) em relagdo aos demais testes, em
seguida foi o TR-DPP®, IFI e por tiltimo o EIE®-LVC.

e Foi demonstrado neste estudo uma soropositividade nos testes TR-DPP®, EIE®-
LVC, IFl e ELISA in house em todos 0s tempos de acompanhamento. Entretanto, os
tempos de 18 e 24 meses foram os que mais soropositividade foi detectada utilizando
os testes TR-DPP®, EIE®-LVC, IFI. Utilizando teste de ELISA in house o tempo de
6 meses foi 0 que mais detectou soropositividade.

e Foi demonstrado que o perfil de soroconversao obtido para as amostras do grupo dos
vacinados com a Leish-Tec ¢ mais proximo das amostras do grupo dos animais nao
infectados utilizando o TR-DPP®, EIE®-LVC e IFI, com excecéo do ELISA in house
em que o perfil de soroconverséo das amostras foi mais distante.

e Em relacdo ao protocolo preconizado pelo Ministério da Satide atualmente (TR-
DPP® como tiragem e EIE®-LVC como confirmatorio) para o diagndstico da LVC,
foi possivel detectar 15 animais vacinados que soroconverteram.

e Embora ndo tenha sido significante a diferenga (P>0,05, Teste Qui-Quadrado),
utilizando o protocolo antigo preconizado pelo Ministério da Saude (EIE®-LVC
como triagem e IFI como confirmatério) para o diagnostico da LVC, foi possivel

detectar 21 animais vacinados que soroconverteram.
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