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RESUMO

A Leishmaniose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por protozoarios pertencentes ao
género Leishmania, transmitida aos hospedeiros vertebrados através do repasto sanguineo das fémeas
de mosquitos flebotomineos. Os inquéritos epidemioldgicos realizados em municipios com historico
de Leishmaniose em cées sugerem que a proximidade dos cédes ao ambiente domiciliar pode ser um
fator significativo para disseminacdo do protozoario e ocorréncia extrasilvestre da infecdo em
humanos e felinos domésticos, atualmente considerados hospedeiros acidentais. Endémica em
algumas areas da regido Sudeste, 0s casos de Leishmaniose aumentaram consideravelmente a partir
de 2010 nas regiGes do Médio Paraiba onde esté localizado o municipio de Volta Redonda-RJ. Tendo
em vista as mudancas no padréo de transmissao e o crescimento territorial da enfermidade, o objetivo
do trabalho consiste em identificar a presenca do protozoario nos felinos domésticos através da
técnica de cultivo in vitro. Foram coletadas amostras de tecido, aspirados de linfonodo e sangue de
animais oriundos de 18 bairros do municipio de Volta Redonda-RJ (n=50). As amostras coletadas
foram encaminhadas para o INI — Fiocruz para realizar pesquisa do protozoario com a técnica de
cultivo “in vitro”. Os resultados demonstraram cultivo negativo para Leishmania spp. em 96% das
amostras, e inconclusivo em 4% por contaminacao por fungos. Os resultados podem contribuir para
atualizagdo das informacdes epidemioldgicas da doenca e sua ocorréncia em felinos no municipio. E,
além disso, o informe técnico para o diagndstico da doenca constitui uma ferramenta que possibilitara
uma abordagem mais precisa por parte de veterinarios em relacdo a doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose, zoonose, diagndstico, satde publica.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a worldwide zoonotic disease caused by protozoa belonging to the genus
Leishmania, transmitted to vertebrate hosts through the blood meal of female phlebotomine sandflies.
Epidemiological surveys conducted in municipalities with a history of Leishmaniasis in dogs suggest
that the proximity of dogs to the domestic environment may be a significant factor in the spread of
the protozoan and the occurrence of the infection in humans and domestic cats, which are currently
considered accidental hosts. Endemic in some areas of the Southeast region, cases of Leishmaniasis
have increased considerably since 2010 in the regions of Médio Paraiba where the municipality of
Volta Redonda-RJ is located. Considering the changes in the transmission pattern and the territorial
growth of the disease, the objective of this study is to identify the presence of the protozoan in
domestic cats through the "in vitro™ culture technique. Tissue samples, lymph node aspirates, and
blood samples were collected from animals from 18 neighborhoods in the municipality of Volta
Redonda-RJ (n=50). The collected samples were sent to INI - Fiocruz for protozoan research using
the in vitro culture technique. The results showed negative culture for Leishmania spp. in 96% of the
samples, and inconclusive in 4% due to fungal contamination. The results can contribute to the
updating of epidemiological information on the disease and its occurrence in cats in the municipality.
In addition, the technical report for the diagnosis of the disease constitutes a tool that will enable a
more precise approach by veterinarians in relation to the disease.

Key-words: Leishmaniasis, zoonosis, diagnosis, public health.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania transmitida aos hospedeiros vertebrados através do repasto
sanguineo de fémeas de mosquitos flebotomineos, insetos popularmente conhecidos como
“mosquitos-palha” (Brasil, 2007; Brasil, 2020).

As leishmanioses sdo um crescente problema de satde publica ndo sé no Brasil,
mas em todo continente Americano (Brasil, 2006). Segundo a Organiza¢do mundial da satde
(OMS), apesar de ser considerada uma endemia em franca expansdo geogréafica, séo
negligenciadas e possuem altas taxas de casos subdiagnosticados. Inicialmente as leishmanioses
estavam associadas a ambientes silvestres e as areas rurais de clima seco e com ambiente
fisiografico composto por vales/montanhas (Brasil, 2006). Todavia, principalmente devido as
diversas alteracGes ambientais e alta capacidade adaptativa dos vetores, inquéritos
entomoldgicos evidenciaram expansao para as cinco regides do Brasil, incluindo areas urbanas
de médio e grande porte. Pode ser encontrado no peridomicilio, principalmente em residéncias
com actimulo de matéria organica em decomposicao, arvores frutiferas, galinheiros, chiqueiro
e canil (Brasil, 2006).

A enfermidade pode se manifestar em formas clinicas distintas: Leishmaniose
Cutanea (LC), Leishmaniose Mucosa/Mucocutanea (LMC) e Leishmaniose Visceral (LV),
dependendo da espécie responsavel pela infeccdo e sua relagdo com o hospedeiro (Longoni et
al., 2012; Brasil, 2020). Parasita intracelular obrigatério com tropismo pelas células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM), as formas amastigotas do protozoario sdo encontradas nos
tecidos dos hospedeiros vetebrados, enquanto a forma promastigota € extracelular e se
desenvolve no interior do aparelho digestivo do vetor (Rey, 2001). No Brasil ja foram
identificadas sete espécies de protozoarios com potencial zoonético, sendo seis pertencentes ao
subgénero Viannia e uma ao subgénero Leishmania. Amplamente distribuida em todo o pais, a
especie Leishmania (Viannia) braziliensis é incriminada como o principal agente etiologico
causador da LC, transmitida principalmente por vetores das espécies Lutzomyia flaviscutellata,
Lutzomyia whitmani e Lutzomyia migonei (Brasil, 2020; Brasil, 2021). A espécie Leishmania
(Leishmania) chagasi € considerada a principal responsavel por causar a LV, forma sistémica
e cronica da doenca que quando ndo tratada pode evoluir para 6bito. No Brasil duas espécies
sdo incriminadas pela transmissdo da LV, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. Sendo a
especie Lutzomyia longipalpis considerada a principal espécie vetora na maior parte do
territorio brasileiro, exceto no estado do Mato Grosso do Sul, onde a espécie Lutzomyia cruzi
esta relacionada com grande parte dos casos reportados (Brasil, 2006; Brasil, 2020). Atualmente

a LV éendémica em 76 paises, incluindo o Brasil, e ja foi descrita em 12 paises da América
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Latina. Dos casos registrados de LV na América Latina no ano de 2014, 90% ocorrem no Brasil.
Segundo o Ministério da Saude (MS), estima-se que ocorre cerca de 3.500 casos de
Leishmaniose Visceral Humana (LVVH) anualmente no Brasil, e para cada caso de LVH hé cerca
de 200 casos de Leishmaniose Visceral Canina (Brasil, 2020).

No ambiente silvestre os principais hospedeiros vertebrados sdo raposas da espécie
Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous, além de marsupiais didelfideos da espécie Didelphis
albiventris. Toda via, diversas espécies de animais como a preguiga (Choloepus hoffmanni e
Choloepus didactilus) e roedores (Nectomys squamipes) ja foram relatados com a infecgédo
(Dantas-torres et al., 2007; Rey, 2008). Além disso, o protozoario ja foi identificado em
equideos, felideos, considerados hospedeiros acidentais uma vez que ndo ha evidéncias que
comprovem o papel desses animais como reservatorios (Brasil, 2017).

Atualmente o cdo doméstico (Canis lupus familiaris) é considerado como a
principal fonte de infeccdo em areas urbanas e periurbanas, favorecendo a ocorréncia do ciclo
extrasilvestre da LV, forma grave da doenca (Brasil, 2020). Quando infectados apresentam alto
grau de parasitismo tecidual, caracteristica de grande importancia para manutencao do ciclo
epidemioldgico do protozoario, e aumento da prevaléncia da infeccdo no ambiente domiciliar
e peridomiciliar (Brasil, 2006, Brasil 2020).

Com aumento consideravel do nimero de casos de LVC no pais nos Gltimos anos,
a infeccdo ja foi relatada em 25 estados brasileiros (Brasil, 2020; Sinan/MS, 2022). Os
inquéritos epidemioldgicos realizados em municipios com histérico de LVC sugerem que a
proximidade dos cdes ao ambiente domiciliar pode ser um fator significativo para disseminacéao
do protozoério e ocorréncia extrasilvestre da infeccdo em humanos e felinos domésticos (Felis
catus), considerados atualmente como hospedeiros acidentais (Nunes et al., 2010; Molina et al.,
1994; Pennisi et al., 2018).

Com a popularizacdo dos felinos como animais de companbhia, areas endémicas para
leishmaniose em cées e humanos passaram a relatar felinos com quadro sugestivo da
enfermidade (Pennisi et al., 2018). E importante ressaltar que as fémeas dos flebotomineos
possuem habito de se alimentar a partir do crepusculo e durante a noite, horario que coincide
com os hébitos dos felinos, aumentando o risco de infecgdo nesses animais (Morais, 2014; Reis
etal., 2019). Pesquisas realizadas no Brasil evidenciaram a transmissibilidade de L. (L.) chagasi
de felinos domesticos (Felis catus) infectados naturalmente para o flebotomineo através do teste
de xenodiagnostico, sugerindo que esses animais podem atuar como potenciais reservatorios da
enfermidade (Silva et al., 2010; Morais, 2014; Vitoi, 2020). Desta forma, é de grande valia
incluir a Leishmaniose Felina (LF) no diagnostico diferencial dos animais com lesdes

sugestivas provenientes de areas endémicas (Da silva et al., 2008; Pinto, 2013; Gontijo et al.,
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2011). Realizar o diagndstico das leishmanioses ¢ um desafio tendo em vista a falta de sinais
clinicos patognoménicos e a variedade de achados clinicos e laboratoriais comuns a outras
infeccBes de maior recorréncia na rotina clinica (Brasil, 2006). Além disso, animais infectados
no periodo pre-patente sao dificeis de serem identificados, ja que podem desenvolver sinais
clinicos apds meses ou até anos de exposicao (Brasil, 2006). Devido resposta imunolégica
celular eficaz contra o patégeno, grande parte dos felinos infectados sdo assintométicos ou
oligossintoméaticos na auséncia de doencas imunossupressoras concomitantes, e como
conseqiiéncia, dificilmente sdo diagnosticados (Attipa et al., 2017). Dessa forma, além do
resultado do exame clinico, é importante associar os dados epidemiolédgicos do caso e 0s
resultados dos exames laboratoriais recomendados para obtencéo de um diagnostico seguro. Os
resultados obtidos nos exames podem ser discrepantes devido a diferenca nos valores de
sensibilidade e especificidade entre os métodos, o que indica a necessidade da adogdo de
diferentes técnicas. O diagnoéstico laboratorial da Leishmaniose Felina (LF) é semelhante ao
realizado na doenca canina e humana, todavia, para eleicdo do método a ser utilizado, deve ser
levado em consideracdo suas limitacOes e interpretacdo clinica (Brasil, 2006). Atualmente, €
preconizado pelo MS realizar testes imunocromatogaficos, Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoadsorcéo Enzimatica (ELISA) para triagem e monitoramento
dos cdes, além de exames parasitologicos e moleculares considerados como exames
confirmatdrios (Brasileish, 2018; Brasil, 2007; Solano-gallego et al., 2009; Gontijo et al., 2011;
Dantas-torres et al., 2017). Apesar das técnicas soroldgicas serem amplamente utilizadas para
diagnostico da leishmaniose em cédes e humanos, com pouca informacéo da infeccdo em felinos
e a falta de padronizacdo da técnica para deteccdo nesses animais, 0s testes sorologicos sdo
pouco empregados para realizar o diagnostico da enfermidade (Sim&es-mattos et al., 2005).
Alguns estudos se dedicaram a realizar inquéritos epidemioldgicos nesses animais,
principalmente em municipios receptivos e com transmissao confirmada da infeccdo em cées.
Com aumento da prevaléncia da infec¢do em diversos municipios, os casos de LF passaram a
ser reportados em todo territorio, com o primeiro caso oficial da regido Sudeste reportado em
1996 no estado de Minas Gerais. Ainda com poucos inquéritos realizados em felinos no pais, o
primeiro caso de LF do estado do Rio de Janeiro ocorreu no ano de 2004, contabilizando quatro
casos positivos até o ano de 2020, com um caso no municipio de Barra Mansa em 2009, area
considerada ndo endémica (Oliveira et al., 2020; Schubach et al., 2004; Figueiredo et al., 2009).
Com altas taxas de casos subdiagnosticados, é provavel que a baixa quantidade de casos
notificados seja atribuida a escassez de inquéritos sorolégicos em areas endémicas, e por se
assemelhar clinicamente a LF de outras doencas comuns em gatos. Como consequéncia muitos

animais so6 sdo diagnosticados quando se tornam sintomaticos (Da silva et al., 2008). Dessa
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forma, é interessante incluir sistematicamente a LF no diagnostico diferencial de gatos que
apresentem lesbes cutaneas sugestivas, principalmente daqueles provenientes das areas
endémicas, uma vez que ndo ha sinais patognomaonicos dessa enfermidade (Da silva et al., 2008,
Grevot et al., 2005). O municipio Volta Redonda- RJ, relatou o primeiro caso autoctone de
LVC e de Leishmaniose Visceral Humana (LVH) no ano de 2011 (Campos et al., 2013;
Sangenis et al., 2014). De acordo com o boletim epidemioldgico das Leishmanioses n°
001/2021 publicado pela Secretaria de Estado de Satde do Rio de Janeiro, durante o periodo de
01/01/2019 a 31/12/2020 foram diagnosticados 20 casos de LC em humanos no estado, com 5
casos confirmados no municipio de Volta Redonda, reforcando a necessidade de realizar
inquéritos epidemioldgicos na area a fim de identificar reservatorios do protozoario (Brasil,
2021).

O exame parasitologico ¢ considerado “padrdo-ouro” para diagnostico da infegao
ja que a visualizacdo de protozoarios na amostra bioldgica € um diagndstico preciso que pode
ser realizado em diversos materiais, tais como aspirados obtido de punc¢des hepética, esplénica,
ganglios linfaticos e medula dssea, além de bidpsia ou escarificacdo de pele (Rey, 1991;
Gontijo, 2002). Estudos com o isolamento do parasito em meios de cultivo in vitro e in vivo
revelaram a existéncia de duas formas de Leishmania, a forma promastigota (extracelular)
observada no tubo digestivo do inseto vetor, e amastigota (intracelular) encontrada nos
macrofagos dos hospedeiros vertebrados (Gontijo, 1991). O exame parasitoldgico direto é
comumente utilizado na rotina clinica, por ser pratico e de baixo custo. No entanto, o exame
parasitologico direto ndo permite identificar e caracterizar a espécie infectante, e, além disso, a
presenca de infec¢des concomitantes causadas por outros agentes que prejudicam a visualizacéo
do protozoario na amostra. O diagnéstico parasitoldgico pode também ser estabelecido por
meio da deteccdo do parasito inoculados em meios de cultivo especificos (exames
parasitologicos indiretos), nos quais as formas amastigotas presentes na amostra biol6gica
transformam-se em promastigotas, podendo ser observadas em microscopia de contraste de fase
(Laurenti, 2009). O mesmo material coletado para a realizacdo do exame direto pode ser
utilizado em exames parasitoldgicos indiretos (Brasil, 2011; Brasil, 2015). Em vista da
possibilidade de visceralizagdo de espécies dermotrdpicas e da manifestacdo cutanea na LV,
recomenda-se 0 isolamento e a caracteriza¢do do protozoario (Brasil, 2006). A demonstracéo
de formas amastigostas do parasita, tanto dentro do macrofago como na forma livre permitem

o diagnéstico definitivo da infeccdo (Piraja et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo investigar a infeccao por Leishmania spp. em
felinos domesticos provenientes do municipio de Volta Rendonda-RJ através da técnica de

cultivo in vitro visando contribuir para identificacdo das espécies circulantes no municipio.

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar pesquisa parasitoldgica das espécies de Leishmania atraves da técnica de
cultivo in vitro;

2. Propagacdo do protozoario em meio de cultura e posterior caracterizacdo por
isoenzimas;

3. Elaborar um informe técnico de diagnoéstico de leishmaniose felina destinada a Médicos
Veterinarios

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem

O ndmero amostral foi calculado com base na média dos casos de LVC no
municipio no ano de 2018, 2019 e 2020. Os dados foram fornecidos pelo CCZ porém néo
publicados (Tabela 1). Utilizando-se o software Epinfo calculou-se um “n” de 50 animais
utilizando a formula N. Z2 + p. (1-p)/ (N-1). €2 + Z2 p. (1-p). Os animais foram selecionados

sem critério de raca, idade e bairro onde reside.

Tabela 1 — Relacdo dos bairros em que os tutores dos animais residem e o nimero de casos de
LVC confirmados em cada bairro a partir do més de setembro de 2018 ao ano de 2021.

N°de LVC a

partir de N°de LVC em N° de LVC
Bairros N° do animal 09/2018 2019 N°de LVC em 2020 em 2021 Total
Jardim Belmonte 16 - 1 5 2 8
Siderlandia 17,18,44 e 45 - 2 4 4 10
Séo Luiz 19e 20 - 2 - 2 4
Conforto 21 - 1 4 2 7
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Santo Agostinho* 22 e 27 1 17 8 15
Belmonte 23 - 5 10 3
Caieira 24¢e25 - - 1 2
Santa Cruz 26 - - 1 2
Agua limpa 28, 29, 30, 32, 47,48 e 49 3 6 6 5
Retiro* 31,38¢e50 2 28 36 17
Padre Josimo 33e34 3 2 5 7

Trés pocos™ lal5,35e4l 1 7 21 11
Roma 1 36 - 1 - 1

Laranjal 37 3 - 4

Jardim Amalia 39 1 1 4 4

Aterrado 40e 42 - 3 1 -

Sdo Lucas 43 - 4 2 1

Sdo Geraldo 46 1 1 -

41
18

20
83
17
40

15
10

(*)Bairros com maior média de prevaléncia de LVC nos anos de 2018 a 2021.

3.1.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Foi solicitada a autorizacdo dos responsaveis para realizar as coletas das amostras

bioldgicas dos animais através do Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

3.1.2 Comissdo de ética no uso de animais - CEUA

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de ética no uso de animais da
Universidade de Vassouras, sob o protocolo nimero 008/2022 de 03 de novembro de 2022
(Anexo 3) e realizados em conformidade com a legislagdo nacional brasileira sobre
experimentacao animal (Lei Federal 11794, 10 a 8-2008).

3.1.3 Termo de anuéncia

A coleta do material no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) foi autorizada pela
Secretaria de satde do municipio de Volta Redonda (SMS/VR) (Anexo 2).

3.1.4 Descrigao dos casos

Foi realizada coleta da amostra bioldgica de 15 animais provenientes da uma
residéncia localizada no bairro Trés Pogos, além da coleta de 35 animais provenientes de 18
bairros do municipio cadastrados no projeto de castracdo realizado no Centro de Controle de

Zoonoses (CCZ) e daqueles com suspeita de esporotricose encaminhados para consulta clinica
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no CCZ. Os animais que apresentaram lesfes cutaneas foram submetidos ao exame
parasitoldgico direto por impressdo por aposi¢do em lamina (imprint) das lesGes para pesquisa
do fungo da espécie Sporothrix schenckii.

3.1.5 Descrigdo dos bairros

Do total de animais que participaram do estudo, 22 sdo provenientes dos bairros
que apresentaram casos de LVVC no ano de 2018 a 2021 confirmados por sorologia (dados néo
publicados registrados pelo CCZ-VR. Com maiores taxas de prevaléncia de LVC, os bairros
Trés pocos (1,31%), seqguido do Retiro (1,2%) e Santo Agostinho (0,93%) se destacaram dos

demais.

3.1.6 Coleta de amostras

Os animais foram submetidos ao exame clinico onde foi realizada inspecdo de
mucosa, pele e faneros, além de palpacdo abdominal e de ganglios linfaticos, todas as alteraces
foram descritas nas fichas clinicas. Em seguida foi realizada a pesagem dos animais para
sedacdo com cetamina 2 mg/kg associada a xilazina 0,2 mg/kg para iniciar os procedimentos.

Apos anti-sepsia foi realizada a coleta de 2 a 5 mL de sangue através da veia cefélica
com auxilio de scalp 25G (Safer®) acoplado a uma seringa de 3 mL descartavel. Cerca de 2
mL foi acondicionado em tubo contendo anticoagulante (Vacuette®) para obtencéo do sangue
total e 1 a 2 mL em tubos com ativador de coagulo (Vacuette®) para obtencéo do soro.

Para realizar biopsia dos fragmentos de pele foi necessario realizar tricotomia cerca
de 3 cm x 3 cm na regi&o da face anterior do muasculo deltdide e antissepsia da pele com Alcool,
lodopovidona (Septmax® 10%) e Clorexidina (Riohex® 2%). Apds isso foi realizado blogueio
local com cloridrato de lidocaina associado a hemitartarato de epinefrina (XY Lestesin® 2%)
via subcutanea para coletar os 3 fragmentos cutaneos com auxilio do punch de bidpsia
descartavel de 3 mm (Unigmed®). Dos fragmentos coletados, dois deles foram armazenados
em tubo de polipropileno de 1,5 mL estéril para futuras analises moleculares, e um em tubo de
polipropileno de 1,5 mL com solucdo salina contendo Benzilpenicilina 1200 Ul/mL e
Estreptomicina 1000 UlI/mL para isolamento em cultivo in vitro. Apds o procedimento foi
aplicado epinefrina 1 mg/mL (Hyfren®) no local para vasoconstri¢do, e unguento (Pearson®)
para evitar moscas causadoras de miiase. Além disso, foi realizado uma Unica puncdo do
linfonodo polpliteo em quantidade maxima de 0,3 ml dos animais que apresentaram tecido
linféide aumentado, o material foi acondicionado em em tubo de polipropileno de 1,5 mL estéril

contendo solucdo salina com Benzilpenicilina 1200 Ul/mL e Estreptomicina 1000 Ul/mL para
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isolamento em cultivo in vitro.

3.2 Isolamento em cultivo in vitro

Essa técnica foi realizada no Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em
Leishmanioses do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI — Fiocruz).

No laboratério as amostras foram submetidas a duas lavagens com a mesma
substancia utilizada no transporte com a finalidade de minimizar os riscos de contaminagéo
para entdo serem colocadas em refrigeracdo a 4°C por 24 horas apds a inoculagdo em meios
especificos. Para o cultivo foi utilizado o meio solido bifasico NNN adicionado ao meio
Schneider suplementado com 10% de SFB e apds semeadura, acondicionadas em estufas (26 a
28°C). Foram realizadas leituras das laminas para pesquisa de formas promastigotas de
Leishmania sp. em microscépio invertido semanalmente até completar 30 dias.

As amostras foram fragmentadas e semeadas em dois tubos diferentes, sendo o
resultado final determinado de acordo com a avaliagdo dos dois tubos durante quatro semanas.
Quando um dos tubos apresentar contaminacdo por fungos e/ou leveduras sédo desprezados
enguanto o tubo-irmao segue em andlise, sendo levado em consideracdo como resultado final o
que é observado neste unico tubo. O resultado final é considerado contaminado somente quando

0s 2 tubos apresentam contaminacao.

3.3 Informe técnico

A elaboracédo do informe técnico foi realizado com contetdo cientifico disponivel
na literatura, principalmente através de materiais fornecidos pelo Ministério da Saiide como o
Manual de vigilancia e controle da leishmaniose visceral e atlas de leishmaniose tegumentar
americana: diagndsticos clinico e diferencial, além de artigos que abordam leishmaniose em

felinos.

4 RESULTADOS
Foi realizada bidpsia de pele de todos animais 50/50 (100%) e punc¢do venosa
daqueles que ndo apresentaram quadro de desidratacdo 48/50 (96%). Além disso, foi realizada
Pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF) dos animais que apresentaram génglios linfaticos
aumentados 4/50 (8%) (Tabela 2).

Tabela 2 — Relagdo dos animais quanto ao local da coleta, quadro clinico prévio e amostra
coletadas.

N° do animal Local da coleta Quadro clinico prévio Amostras coletadas
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42 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO

43 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO
44 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO
45 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO
46 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO
47 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO
48 Castracdo- CCZ - FP

49 Castracdo- CCZ - FP

50 Castracdo- CCZ - FP, ST e SO

(FP) fragmento de pele; (ST) sangue total; (SO) soro; (AL) aspirado de linfonodo popliteo;

Durante o exame clinico dos animais, foi constatado que apenas aqueles
encaminhados para consulta clinica 6/50 (12%) apresentaram sintomatologia suspeita de
Leishmaniose, tais como lesbes ulcerativas nas regides do focinho e orelhas (Figura 1 e Figura
2). Agqueles gque obtiveram resultado positivo para Sporothrix schenckii durante a consulta

foram submetidos a eutanasia pela secretaria de Saude apos a coleta do material 4/50 (8%).

Figura 1 — Animais diagnosticados com Figura 2 —Animais com Ulceras cutaneas e
Esporotricose submetidos a eutanasia. diagnostico negativo para esporotricose. (A)
(A) animal n° 21; (B) animal n°® 22; (C) animal n° 32 e (B) animal n° 20.

animal n° 27 e (D) animal n° 38.

c.‘ ‘: .4.»'(‘,! o .A “'.

: .g‘n’: :

.~ ‘
Fonte: Arquivo pessoal, Volta Redonda-RJ, 2023. Fonte: Arquivo pessoal, Volta Redonda-RJ, 2023.

O resultado do cultivo in vitro foi negativo em 48/50 (96%) das amostras e

inconclusivo por contaminagdo por fungos em 2/50 (4%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultado do cultivo in vitro para Leishmania sp. das amostras coletadas.
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Animal Amostra Tubo 1 Tubo 2 Resultado final

1 Pele integra ) ) )
2 Pele integra ) ) )
2 Aspirado de linfonodo ) Q] Q]
3 Pele integra ) ) )
4 Pele integra ¢) “) Q]
5 Pele integra ) ) )
6 Pele integra ) ) )
7 Pele integra ) ) )
8 Pele integra ) ) )
9 Pele integra ) ) )
10 Pele integra ) ) )
10 Aspirado de linfonodo ) Q] Q]
11 Pele integra ) O] )
12 Pele integra ) O] )
13 Pele integra ) O] )
14 Pele integra ¢) ) )
15 Pele integra ) O] )
15 Aspirado de linfonodo ) ) )
16 Pele integra ) O] )
17 Pele integra ) O] )
18 Pele integra ) O] )
19 Pele integra ) a )
20 Pele integra ) a )
20 Aspirado de linfonodo ) ©) )
21 Pele integra ) ©) Q)
22 Pele integra a a Inconclusivo
23 Pele integra ) ©) Q)
24 Pele integra ) ) )
25 Pele integra ) ©) Q)
26 Pele integra ) ©) Q)
27 Pele integra ) ©) Q)
28 Pele integra ) ©) Q)
29 Pele integra ) ©) Q)
30 Pele integra a a Inconclusivo
31 Pele integra ) ©) Q)
32 Pele integra ) ) Q]
33 Pele integra a ) Q)
34 Pele integra ) ) Q]
35 Pele integra ) ) Q]
36 Pele integra ) ) Q]
37 Pele integra ) ) Q]
38 Pele integra ¢) a )
39 Pele integra ) ) Q]
40 Pele integra ) ) Q]
41 Pele integra ) ) Q]
42 Pele integra ) ) Q]
43 Pele integra ) ) ¢)
44 Pele integra ) ) Q]
45 Pele integra ) ) ¢)
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46 Pele integra ) ) Q)

47 Pele integra ) ©) ¢)
48 Pele integra a ©) ¢)
49 Pele integra ) ©) )
50 Pele integra ) ) ©)

(-) resultado negativo; (a) contaminacdo por fungos;

5 DISCUSSAO

Durante a coleta na residéncia do bairro Trés pocos, foi analisado as caracteristicas
ambientais e as condi¢cdes em que se encontravam 0s animais, no qual apresentou condicdes
favoraveis para proliferacdo do flebotomineo, com vasta area de mata com arvores frutiferas e
grande quantidade de matéria organica em decomposicao.

Considerando o aspecto das lesdes apresentadas pelos animais que participaram da
coleta, e a variedade de lesdes cutaneas causadas pela LC e LMC (papulosas, crostosas, papulo-
ulcerativas ou nodulares) que se assemelham com as da esporotricose, é de grande valia incluir
essas infeccdes no diagnostico diferencial (Barros et al., 2008).

Em cées, 0s exames parasitoldgicos negativos ndo sdo admitidos como prova de auséncia de
infeccdo, sendo necessaria a realizagdo dos exames sorolégicos no LACEN, ndo havendo
protocolo que atualmente determine as recomendac@es para felinos. Em casos com resultados
parasitologicos e soroldgicos negativos/inconclusivos, deve ser realizado o diagndstico
molecular em laboratérios especializados utilizando amostras de sangue ou materiais obtidos
através de aspirados de medula 6ssea e de 6rgdos do SFM, bidpsia de pele e mucosas. Serrano
et al. em 2008 descreveu no Estado de Sdo Paulo um caso de LF em um animal sintomatico
com alteracdes cutaneas caracteristicas de dermatite crostosa, confirmada com RIFI e ELISA
associado ao exame parasitolégico e a técnica de PCR. Souza et al. (2009) relataram um caso
de LF por Leishmania (Leishmania) amazonensis em que 0s sinais clinicos apresentados pelo
animal eram semelhantes aos observados em outras doengas comumente diagnosticadas em
gatos como a criptococose e esporotricose. A lesdo cutdnea causada pela esporotricose tem
predominantemente caracteristica de goma, no entanto também pode se apresentar na forma
verrucosa, em placas ulceradas e nddulos ulcerados ou ndo (Lyra et al., 2015; Bazzi et al.,
2016). Contudo, os animais em que foram observadas lesGes ulcerativas sugestivas (n=6)
apresentaram resultado positivo para pesquisa direta de S. schenckii. O exame parasitoldgico é
considerado padréo-ouro para o diagnostico das leishmanioses devido ao seu alto valor de
especificidade (Da Silva et al., 2005). Evidéncias apontam que o valor de sensibilidade do

exame varia consideravelmente de acordo com a amostra analisada e o0 método de coleta
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empregado (Brasil, 2015). Sampaio et al. demonstrou em um estudo realizado no ano de 2002
maior sucesso na pesquisa do protozoario em exames parasitologicos indiretos através de
cultivo in vitro quando comparado com exame parasitologico direto, principalmente em animais
com baixa carga parasitaria. No entanto, o crescimento in vitro de Leishmania spp. pode variar
conforme a espécie infectante e sua interacdo em diferentes tipos de meios de cultura, dessa
forma, é de grande importancia conhecer as espécies circulantes na area de estudo para definir
0 meio mais apropriado para cultivo (Lainson et al; 1994). Estudos demonstraram que para
realizar crescimento inicial de Leishmania spp. em condi¢es artificiais € indicada a utilizacao
do meio bifasico NNN, que contém uma fase solida a base de agar e sangue de coelho, e uma
fase liquida (Brasil, 2011). O meio NNN é comumente associado ao meio Liver infusion
Triptose (LIT) ou Schneider, visto que esses liquidos aceleram a positividade da cultura (Brasil,
2017). A maioria dos meios de cultivo necessitam da associacdo de soro bovino fetal ou
eritrocitos lisados, importante para a reproducdo do parasito (Sadigursky, 1986; Schuster, 2002;
Armstrong, 1994; Warburg, 2008). Em um estudo realizado por Marzochi et al. (1993) foi
evidenciado que as espécies pertencentes ao subgénero Viannia apresentam baixas taxas de
replicacdo em meio NNN, corroborando com Nifio et al., 2005, o qual evidenciou que a taxa de
replicacdo do parasita varia conforme a espécie, sendo a taxa de replicacdo de L. (L.)
amazonensis similar em dois meios de cultura diferentes ocorrendo em cerca de 48h, e a
Leishmania (V.) braziliensis entre 72 e 96h. Esse meio tem sido utilizado principalmente no
cultivo com material obtido através de aspirados de medula 6ssea, puncao esplénica e biopsia
de pele, uma vez que as formas amastigotas se multiplicam no interior dos macréfagos presentes
nesses tecidos (Brasil, 2011; Brasil, 2006; Brasil, 2007;). Apesar das amostras obtidas de
bidpsia cutdnea serem consideradas apropriadas para o isolamento de Leishmania, estudos
demonstram que a producdo de promastigotas é lenta mesmo em tecidos de pacientes com alta
carga parasitaria (Limoncu et al., 1997). Além disso, a distribuicdo do protozoario no
organismo nao € uniforme e ha divergéncias com relacdo ao tipo de material e o local onde deve
ser realizada a coleta para garantir um diagnostico acurado. Estudos apontam que o cultivo in
vitro do parasita é vulneravel a contaminagdo secundéria por fungos e bactérias, acarretando
em diagndsticos inconclusivos principalmente dos animais em que foram obtidas amostras em
local com presenca de microbiota natural como a pele (Okot-kotober et al, 1985; Palomino et
al., 1983). Evidéncias apontam que apesar da adi¢do de antifangicos nos tubos de coleta evitar
esse tipo de contaminag&o, seu uso deve ser evitado por causar interferéncia no isolamento e no

crescimento de Leishmania spp. (Palomino et al., 1983; Mello et al, 2010).

6 APLICABILIDADE
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Por meio deste estudo procurou-se contribuir com a caracterizacao das especies de
Leishmania circulantes em felinos no municipio de Volta Redonda. Além disto, através do
manual, espera-se que o conteudo cientifico revisado na literatura seja transmitido de forma
clara, atualizando e facilitando o entendimento de médicos veterinarios sobre infeccdo em
felinos, sobretudo os métodos de diagndstico disponiveis e medidas de prevencdo que véo

auxiliar no controle vetorial.

7 IMPACTO PARA A SOCIEDADE

As leishmanioses sdo um crescente problema de satde publica ndo sé no Brasil,
mas em todo continente Americano. A falta de informacdes sobre a infeccdo favorece
diagnosticos incorretos, muitas vezes induzindo o abandono e eutanasia dos animais. E
importante ressaltar que a eutanasia dos animais reagentes tem se mostrado uma medida
ineficaz, ja que os transmissores do protozodario ndo sdo eliminados, sendo necessario adotar
medidas preventivas. Além disto, o conhecimento sobre a doenca incluindo diagndstico em
potenciais reservatorios como os felinos é de grande importancia para o planejamento do
controle da doenca. Portanto, o informe técnico constitui uma ferramenta que possibilitard uma

abordagem mais precisa por parte de veterinarios em relacdo a doenca.

8 CONCLUSAO

As amostras encaminhadas para o cultivo foram acondicionadas em tubo estéril sem
adicdo de qualquer substancia antifungica para ndo interferir no crescimento das leishmanias, e
realizada em meios de cultivo especifico para Leishmania spp. com leitura das laminas até
completar 30 dias para definir o resultado. E importante ressaltar que a realizacio de inquéritos
epidemioldgicos é uma ferramenta que auxilia no monitoramento das leishmanioses,
possibilitando a adocdo de estratégias de controle e prevencdo adequadas para minimizar a
propagacao da infec¢do. O conhecimento sobre a doenga incluindo diagnostico em potenciais
reservatorios como os felinos é de grande importancia para o planejamento do controle da
doenca. Dessa forma, os resultados podem contribuir para atualizacdo das informacdes
epidemiologicas da doenca e sua ocorréncia em felinos. E, além disso, o informe técnico para
o diagnostico da doenga constitui uma ferramenta que possibilitard uma abordagem mais

precisa por parte de veterinarios em relagdo a doenga.
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10 ANEXOS
10.1 TCLE

Comité de Etica em Pesquisa

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Diagndstico parasitologico e molecular de Leishmania sp.

em felinos domésticos no municipio de Volta Redonda-RJ.

Orientador da Pesquisa: Priscilla Nunes dos Santos

Telefone e e-mail do Pesquisador: (21) 98869-4376
priscilla.santos@universidadedevassouras.edu.br

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade: Av. Exp.
Oswaldo de Almeida Ramos, 280 — bloco 06 — Térreo — Centro —
Vassouras/RJ. E-mail: cep@universidadedevassouras.edu.br - Telefone:
(24) 2471-8379 — de 08 as 18 horas.

Informacdes ao participante ou responsavel

1. Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como
objetivo realizar o diagndstico em felinos através do método de
isolamento e cultura do protozoario, além de realizar diagnostico
molecular desses animais a fim de identificar os possiveis reservatérios
do parasita.

2. Antes de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as seguintes
explicagdes que informam sobre o procedimento a ser realizado.

- Imobilizagao do animal para coleta de sangue

- Aparar pelos em uma pequena regido (cerca de 5cm x 5cm)

- Aplicacéo de anestésico local (Nome comercial Lidocaina)

- Limpeza e assepsia do local (alcool e lodopovidona)

- Coleta de tecido para realizar o exame de biopsia

- Limpeza do local com agua oxigenada

- Aplicacao de medicamento para parar o sangramento (Adrenalina)

3. Vocé podera se recusar a participar da pesquisa e podera abandonar o
procedimento em qualquer momento, sem nenhuma penalizagdo ou
prejuizo. Durante o desenvolvimento deste estudo, vocé podera se
recusar a responder qualquer pergunta caso nao se sinta a vontade.
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4. A participacao do animal como voluntario sob qual vocé detém a tutela

nao oferecera nenhum privilégio, seja ele de carater financeiro ou de
qualquer natureza, podendo se retirar do projeto em qualquer momento
sem prejuizo para vocé ou o animal envolvido.

Existe os possiveis riscos ao participar deste estudo:

Estresse do animal durante a contengao (a coleta sera feita por
profissionais experientes, de modo a evitar um manejo inadequado que
exceda a tolerancia do animal);

Sangramento durante/apos o procedimento de biopsia, com
possibilidade de formacéo de hematoma (sera feita administragdo de
adrenalina para evitar sangramentos);

Inflamacéao/infecgao da ferida inflamatoria (havera aplicagao de uma
solucao de agua oxigenada na ferida cirdrgica e orientagdes ao tutor
sobre cuidados com a mesma de modo a evitar complicagoes);

Pode haver desconforto do participante ao presenciar a coleta de
material bioldgico (sangue e fragmento de pele). Salientamos a sua
inteira liberdade de se recusar a participar ou se retirar da pesquisa em
qualquer momento do andamento da mesma, sem penalizacao.

. A pesquisa pretende trazer os seguintes beneficios:

Estudos dessa natureza sao essenciais para direcionar as medidas de
controle da zoonose que devem adotadas pelos 6rgaos competentes do
municipio visto que um dos fatores de risco de maior importancia na
transmisséo das Leishmanioses é presenca de reservatérios (animais
infectados) no ambiente domiciliar.

. A sua participagao e do seu animal como voluntario ndo devera causar
nenhum 6nus financeiro, sendo todo custeio da pesquisa feita pelo
pesquisador. E dado ao participante ou responsavel o direito a
indenizagdo (cobertura material para reparacédo de danos) causado pela
pesquisa ao participante dela quando necessario.

. Serao garantidos o sigilo e a privacidade das informagdes que vocé
fornecer, sendo-lhes reservado o direito de omissao de sua identificacéo
ou de dados que possam comprometé-lo.
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10.2

Termo de anuéncia

Estado do Rio de Janeiro . Sistema

Prefeitura Municipal de Volta Redonda T SUS  Unico

Secretaria Municipal de Sadde De Said:
TERMO DE ANUENCIA

Eu, Priscilla Nunes dos Santos, na qualidade de orientador (a) pelo Curso de pés-graduagio em
diagndstico em Medicina Veterindria da Universidade de Vassouras, solicito autorizagdo da
realizagdo da pesquisa intitulada “Diagnéstico parasitologico e molecular da Leishmania sp. em
felinos domésticos do municipio de Volta Redonda-R)” a ser conduzida sob minha
responsabilidade e dos (as) discentes Paula Gonfinetti Cukier.

Atenciosamente,

AiscN\a. Nunes sbs Samiog

Orientador (a)

De acordoem: 25/01/2023

Y sl Slel

MARIA DA CONCEICAO DE SOUZA ROCHA
Secretdria de Satide do municipio de Volta Redonda (SMS/VR)

S ~ Secretaria Municipal de Saude de Volta Redonda
Rua Sdo Jodo Batista n° 35 - Bairro Niterol — CEP: 27215-390
Telefone: (24) 3339-9696 E-mail: gs.sms@epdvr.com.br
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10.3 CEUA

UNIVERSIDADE DE VASSOURAS
REITORIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

Universidade de Vassouras. Avenida Expedicionario Oswaldo Almeida Ramos, 280
CEP: 27.700-000. Fone: (24) 2471-8377. E-mail:
ceuauniversidadedevassouras.edu.br

OFICIO CEUA Ne. 024/2022,“de 03 de novembro de 2022.

limo.

Sra. Profa. Priscilla Nunes dos Santos

Certificamos que a proposta intitulada: “Diagndstico parasitolégico e
molecular da leishmania sp. em felinos domésticos do municipio de Volta
Redonda - RJ” registrada com o protocolo n° 008/2022, sob a responsabilidade
de Priscilla Nunes dos Santos que envolve a produgdo, manutengéo ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE
ETICANO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE DE VASSOURAS, em
reunido de 27/10/2022.

Finalidade (x) Ensino () Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Inicio:  01/02/2022
Término: 01/02/2025
Espécie/linhagem/raca Gatos
N° de animais 50
Peso/ldade ~ ee
Sexo |______
Origem Particular
Coordenagao da CEUA / ‘ \ 5 Qk&
Assinatura: A)\&, 1 M&
L

7\ Prof Dr* Raquel Varellz Serapiao
Comité de Etica no Uso de Animais-CEUA
Universidade de Vassouras
Coordenadora - Mat, 100277



31



