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RESUMO

Este artigo aborda as principais formas de transmissdo das leishmanioses, uma antropozoonose
transmitida por flebotomineos do género Leishmania. A leishmaniose visceral (LV) esta
incluida na lista nacional de doencas e agravos de notificacdo compulséria, de acordo com o
Ministério da Saude. Apos discutirmos a expansdo da leishmaniose para areas urbanas,
exploramos também diferentes formas de transmissdo, incluindo transfusdo sanguinea e
compartilhamento de seringas. A infecgdo assintomatica também é abordada, especialmente em
relacdo a doacdo de sangue, evidenciando sua relevancia no contexto da saude publica.
Estratégias de controle, como tratamento de casos humanos e combate ao vetor, sdo evidéncias,
ressaltando desafios e limitag6es. O artigo inclui um estudo de caso em Recife-PE, destacando
a importancia do rastreamento eficiente em doadores de sangue para prevenir a transmissdo. A
metodologia do estudo é detalhada, envolvendo coleta de dados, extragdo de DNA e analises
moleculares. Os resultados indicam a necessidade de melhoria de métodos de diagnostico para
garantir a identificagdo eficaz da Leishmania. Por fim, o presente estudo conclui reforgando a
importancia de agdes efetivas no controle da leishmaniose e destaca a necessidade de pesquisas
futuras para superar os desafios existentes.

Palavras-chave: Leishmania. Leishmaniose visceral. flebotominios. Transfusdo sanguinea.
Infecgdo assintomatica.



ABSTRACT

This article addresses the main transmission routes of leishmaniasis, an anthropozoonosis
transmitted by phlebotomine sandflies of the genus Leishmania. Visceral leishmaniasis (VL) is
included in the national list of reportable diseases and health problems, according to the
Ministry of Health. After discussing the expansion of leishmaniasis to urban areas, we also
explore different transmission modes, including blood transfusion and needle sharing.
Asymptomatic infection is also addressed, especially concerning blood donation, highlighting
its relevance in the context of public health. Control strategies, such as treating human cases
and combating the vector, are emphasized, highlighting challenges and limitations. The article
includes a case study in Recife-PE, highlighting the importance of efficient screening of blood
donors to prevent transmission. The study methodology is detailed, involving data collection,
DNA extraction, and molecular analyses. The results indicate the need for improved diagnostic
methods to ensure effective identification of Leishmania. Finally, this study concludes by
reinforcing the importance of effective actions in leishmaniasis control and highlighting the
need for future research to overcome existing challenges.

Keywords: Leishmania. Visceral leishmaniasis. Sandflies. Blood transfusion. Asymptomatic
infection.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses pertencentes a ordem Kinetoplastida, cuja a
familia é Trypanosomatidae, causado pelo protozoario do género Leishmania, transmitidos para
0s animais e 0 homem pela picada das fémeas de diversas espécies de flebotomineos do género
Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, cujo qual também sdo insetos
hematofagos que estéo presentes principalmente na zona rural. As Leishmanioses ja afetaram
12 milhdes de pessoas em 98 paises, com cerca de 1,3 milhdes de novos casos e 20 a 40 mil
mortes por ano (OMS, 2018; Galvis-Ovallos et al.). De acordo com a OMS (2019) S&o
consideradas um grande problema de salde publica, encontram-se entre as endemias
consideradas prioritarias no mundo, e podem variar desde manifestacdes clinicas discretas até
graves. Os principais reservatorios da doenca em vertebrados estdo inclusos os cées, raposas e
outros mamiferos e pessoas infectadas pelo parasita (Costa, 2011).

De acordo com a OMS (2023) a doenca afeta principalmente a populacdo mais
empobrecida e sua gravidade esta associada as mas condi¢cdes de habitacéo e défice de esgoto
sanitario (falta de gestdo de residuos ou de esgotos a céu aberto) podendo aumentar os locais
de reproducéo e de repouso dos flebotomineos, bem como o seu acesso aos seres humanos. A
enfermidade pode ter trés apresentacdes principais: Leishmania cutanea (LC), sendo a mais
comum entre as Leishmanioses por ser uma doenca de carater infeccioso e ndo contagiosa que
afeta tanto o0 homem como diversas espécies de animais silvestres e domésticos, produzindo
principalmente lesdes ulcerativas que deixam cicatrizes pelo resto da vida. (MURBACK et al.,
2011). L. Mucocutanea (LMC) onde caso ndo tratada, pode levar a destruicdo parcial ou total
das membranas mucosas do nariz e da boca, podendo causar grave incapacidade.

Enquanto a L. Visceral (LV), também conhecida como Calazar ¢ caracterizada quando
0 parasito se dissemina para 6rgdos como medula, baco e figado, adquirindo um aspecto
visceralizante, considerada de maior risco por desencadear as manifestacdes clinicas mais
graves e/ou fatais. (FOGANHOLI; ZAPPA, 2011). A espécie endémica que causa a maioria
dos casos da Leishmaniose visceral no Brasil é a Leishmania infantum.

Em média de 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorrem em todo 0 mundo anualmente
segundo a (WHO, 2022) com apenas 25-45% notificados a OMS. As fatalidades decorrentes
da Leishmaniose Visceral (LV) resultam de diversos fatores, como, diagnostico tardio, presenca
de comorbidades e também a coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
A coinfeccdo da leishmaniose e do HIV é um importante problema de saude publica global por

essa infeccdo aumentar o risco de desenvolvimento da LV de 100 a 2.320 vezes em areas
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endémicas. Tornando uma maior dificuldade do combate a doenca por atuarem como potentes
disseminadores. Esses pacientes apresentam maiores chances de desenvolverem a LV, além de
sintomas mais graves e cargas parasitarias. (Alvar, et al.,2008). A Leishmania e HIV acabam
promovendo a ativacdo um do outro, causando deficiéncia imune do hospedeiro, 0 que causa
uma falha no tratamento, alta recidiva e alta taxa de mortalidade (LINDOSO, 2016;
ALEMAYEHU, 2017).

Embora a forma mais comum da transmisséo da leishmaniose seja através da picada de
flebotomineos fémeas; contudo foram relatadas outras formas de transmissdes do parasita,
como a transmissdo congénita e parenteral (por meio do compartilhamento de agulhas por
pessoas que usam drogas) caracterizado como um ciclo alternativo o qual a seringa substitui o
vetor e ocorre a transmissdo direta das formas amastigotas OPAS (2023). Apesar de se
manifestar de diferentes formas, a leishmaniose pode se mostrar assintomatica em alguns
individuos infectados portadores de uma carga parasitaria baixa com até oito parasitas por mL
de sangue, os individuos assintomaticos sdo aqueles que ndo apresentam sinais e sintomas
clinicos (SELVAPANDIY AN et al., 2008).

Ainda ndo ha relatos cientificos da transmissao direta de pessoa para pessoa. Segundo
Dey e Singh (2006), o parasita tem a capacidade de sobreviver ao armazenamento do banco de
sangue, 0 que confirma a possivel transmissdo por transfusdo sanguinea. Entretanto, apesar
desse cenario de possivel contagio, a LV ainda ndo é considerada uma doenca de risco nas
agéncias de banco de sangue no Brasil (BRASIL, 2004).

Embora a Leishmania spp seja considerada parasita intracelular obrigatoria, alguns
estudos tém relatado a sua presenca em livre circulac@o na corrente sanguinea (DS Kyriakou et
al.;2003, T. Jimenez-Marco et al.; 2018), cultivando-se o sangue de candidatos a doacéo,
demostrando assim a viabilidade dos parasitos e a possibilidade de iniciar a infec¢ao no receptor
(C.RIERA et al.; 2004).

O objetivo desta pesquisa foi investigar a possibilidade da transmissédo transfusional da
Leishmaniose, uma vez que uma parcela de doadores de sangue sdo portadores assintomaticos
por Leishmania spp. (FERREIRA-SILVA, M. M.; TEIXEIRA, L. A. S.; 2018). Diante do risco
da presenca do parasita da Leishmania spp. nos doadores dos bancos de sangue, torna-se
necessario a investigacdo e a identificacdo dos portadores assintomaticos, com o intuito de

diminuir o risco de transmisséo transfusional da doenca.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kyriakou+DS&cauthor_id=12694549
https://www.semanticscholar.org/author/T.-Jimenez%E2%80%90Marco/1398990303
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

No mundo, a leishmaniose é descrita como uma doenca negligenciada, com uma vasta
expansdo e distribuicdo mundial, reivindicando olhares como um grande problema de saude
publica e da vigilancia epidemioldgica. O processo de reconfiguragdo dos espacos urbanos, a
devastacdo ambiental, os movimentos migratorios, aliados as condi¢Bes precérias de vida da
populacdo, incluindo casos de desnutricdo, o surgimento de areas de habitacdo precaria e a
caréncia de infraestrutura de saneamento bésico, tém contribuido para a disseminacdo da
leishmaniose visceral (LV) dos ambientes de risco para as areas urbanas e outras regides do
Brasil. (GONTIJO & MELO, 2004; OMS, 2010).

A leishmaniose visceral (LV) era primariamente uma zoonose predominantemente
considerada uma enfermidade associada a ambientes silvestres ou rurais. Contudo, ao longo das
ultimas décadas, observou-se uma marcante transicdo para areas urbanas. Ademais, a auséncia
de politicas concertadas com os paises limitrofes do Brasil também figura como um fator
relevante na propagacdo da Leishmania infantum. Nesse contexto, as rotas de transmisséo
delineiam os multiplos fatores de risco envolvidos na dispersao da doenca (SINAN 2019).

Em 1948 na China o estudo de Chung e colaboradores, relatou que uma mae
assintomatica pouco depois de doar 20 mL do seu sangue para suas duas criangas, como
profilaxia para a prevencdo de sarampo, apresentou sintomas como: distensdo do abddmen,
palidez e febre, apos 1 més recebeu o diagndstico de leishmaniose visceral. Nove meses depois
da transfusdo foi visto que as criancas desenvolveram a doenca. Esse foi o primeiro trabalho
relatando uma transmissdo via transfusdo sanguinea sendo diagnosticadas pelo método
parasitologico.

O primeiro relato de infeccéo assintomatica por leishmaniose visceral no mundo ocorreu
em 1974, quando foram descritos casos na regido Emilia-Romagna (Italia) ap6s um surto da
doenca (PAMPIGLIONE et al.,1974).

Em 2000, surgiu o primeiro caso humano de LV em Assunc¢do, no Paraguai, ameacando
o sul do Brasil e 0 norte da Argentina. Até 2006, foram registrados 126 casos em humanos,
diversos casos em cdes e a presenca do vetor, Lutzomyia longipalpis, foi confirmado no
Paraguai. Apesar dos registros anteriores de casos autdctones de LV em algumas provincias
argentinas, a doenca ndo era reconhecida como endémica no pais e ndo havia relatos de casos
humanos no sul do Brasil. Entretanto, em maio de 2006, ocorreu um surto de LV na Argentina,
com o primeiro registro sendo de um menino de oito anos, tornando assim 0 primeiro caso
autoctone na cidade de Posadas, em Misiones (SALOMON et al., 2008).
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No Brasil, o primeiro relato de ocorréncia de doadores com Leishmania foi descrito em
Natal, capital do estado do Rio Grande do Norte - NE. O estudo foi feito com 1.194 doadores
de sangue, com uma soro prevaléncia de 9,0% identificados a partir do teste de ELISA (Enzima
Imuno Ensaio) (LUZ et al., 1997). Vérios outros estudos foram feitos no Brasil para determinar
a prevaléncia de infecgdo assintomatica por Leishmania em doadores de sangue (FRANCA et
al., 2013; MONTEIRO, 2013; PEDROSA, 2016; SILVA, 2018).

Na regido Nordeste do Brasil, exclusivamente entre os anos de 2010 e 2019, o total de
ocorréncias de LV (19.913) ultrapassou o registrado em todas as outras regides (16.448). Desde
2010, o Nordeste responde por 54,76% dos casos humanos de LV no Brasil, com uma média
de 1.991,3 casos entre 2010 e 2019 (BRASIL 2020).

No periodo de 2001-2021, houve 69.665 casos novos de leishmaniose visceral na
Regido das Américas, com uma media anual de 2.488 casos. Entre os anos de 2001 e 2010,
observou-se uma tendéncia crescente de casos de LV em toda a Regido Americana, exceto na
Colémbia. Entre 2011 e 2021, a tendéncia foi decrescente, sendo registrados 1.799 casos de LV
em 2021, o que representa 0 menor numero de casos nesses 21 anos (OPAS 2022). Apos a
OPAS, 2023 comparar 2017 com 2022, foi possivel verificar uma queda de 35% no numero
total de unidades do segundo nivel administrativo subnacional com transmissdo de LV, porém
foi observado uma expansdo geografica, onde, dos 655 municipios com transmissao notificada
em 2022, 411 sdo municipios anteriormente sem casos em 2017.

Segundo os dados do SINAN (SINAN, 2018; BRASIL 2019), Pernambuco € o quinto
estado em prevaléncia de LV na Regido Nordeste ficando atrds apenas do Maranh&o, Ceara,
Bahia e Piaui, nesta ordem, enquanto na regido norte detém o maior nimero de casos da LC
(CAVALCANTE, VALE, 2014; BRASIL, 2019).

Apesar da disseminacdo dos flebotomineos por quase todas as regides do Brasil, a falta
do vetor em areas onde ocorrem casos de leishmaniose visceral indica a possibilidade da
existéncia de outros meios de transmissdo da doenca, como a transmissdo via transfusdo
sanguinea (DANTAS-TORRES, 2009). Embora a transmissdo de LV por transfusdo ja tenha
sido confirmada, a doenca ndo esta incluida na lista de doencas investigadas para doacgdo de
sangue nos hemocentros brasileiros, mesmo apés diversos estudos terem demonstrado que ela
pode ocorrer principalmente se o doador apresentar infeccdo ativa. Entretanto, até mesmo

doadores assintomaticos tém a capacidade de propagar a doenca, mesmo em regifes onde ela
ndo é comum (MORENO et al., 2002). Além disso, a constatagdo de transmissdo por essa via

indica que os procedimentos de processamento e conservagdo usuais dos hemocomponentes
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nos hemocentros ndo séo suficientes para eliminar esse patégeno (DAS et al., 2020; HIRATA
et al 2019).

Um estudo realizado na cidade de Campo Grande-MS (Centro-Oeste do Brasil) com
uma populacdo de 430 doadores de sangue, apresentou 15,6% de soroprevaléncia da LV, e ficou
evidente a necessidade de implantacdo de métodos de diagndstico nos bancos de sangue com o
objetivo de excluir doadores soropositivos para Leishmania spp, que garantiria a seguranca dos
receptores (FRANCA et al., 2013). Em Monte Claros-MG verificou-se, por meio da sorologia,
a prevaléncia de Leishmania infantum em 5,5% doadores de sangue assintomaticos sobre uma
populacdo de 421 individuos, demostrando a necessidade de estabelecer melhores diagndsticos,
de modo a assegurar uma triagem mais eficiente (URIAS et al., 2009).

De acordo com um estudo realizado em Recife, Pernambuco, Silva (2018) foi observado
uma prevaléncia de 6,2% da infecgdo assintomatica por Leishmania infantum em doadores de
sangue utilizando os métodos moleculares. Portanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar
a sensibilidade e especificidade dessas técnicas, a fim de garantir um diagnostico preciso e
confiavel da leishmaniose em doadores de sangue.

Relacionadas as estratégias de controle, existem trés medidas que sdo amplamente
utilizadas: o tratamento dos casos humanos; combate ao vetor; e a identificacdo e eliminagédo
dos reservatorios domésticos de agua parada que viabilizam o desenvolvimento do vetor.
Todavia, estas medidas ainda sdo pouco efetivas e, consequentemente, causam dificuldades no
desenvolvimento de a¢des para promocao da salde e prevencao a esse tipo de doenca (CARMO
etal., 2016; SILVA et al., 2018).

Para a identificacdo e investigacdo de doencas negligenciadas, como a Leishmaniose
Visceral (LV), estdo sendo empregadas abordagens moleculares que ndo apenas visam detectar
0 parasita, mas também compreender a diversidade das espécies de Leishmania e sua
distribuicdo. Isso proporciona uma compreensdo mais abrangente da ecoepidemiologia e das
variacOes populacionais desses parasitas (GUERBOUJ et al., 2014). Os métodos moleculares
predominantes nesse contexto baseiam-se no uso de acidos nucleicos do parasita. Ensaios como
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ou PCR quantitativo em tempo real (QPCR) tém sido
validados para o diagnostico da LV (Sundar; Rai, 2002; Sundar; Singh, 2018).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue periférico de
doadores de sangue aptos do HEMOPE de Caruaru.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair DNA de sangue periférico de doadores aptos;
e Identificar por meio da PCR em tempo real (QPCR) e &cido desoxirribonucleico (DNA)
de Leishmania em sangue periférico de doadores de sangue do HEMOPE.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho é um estudo observacional, transversal e descritivo, a partir de um
projeto aprovado pelo comité de ética do instituto Aggeu Magalhdes. CAEE:
(65770317.9.0000.5190).

As amostras foram fornecidas pela Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco HEMOPE, unidade Caruaru, e as analises moleculares foram realizadas na
FIOCRUZ Instituto Aggeu Magalhaes.

Por meio deste estudo foram alcancados dados referentes a presenca/auséncia da
Leishmania spp., analisando 100 amostras de sangue de doadores aptos para doagédo de sangue,
segundo os critérios do HEMOPE/CARUARU, com pacientes maiores de 18 anos, excluindo
0s doadores que apresentaram teste soroldgico positivo para alguma doenca transmissivel
encontrada no banco de triagem do HEMOPE (HIV, IST, Hepatites B E C, Doenca de Chagas,
HTLV L ell).

Todos os doadores aptos para doacdo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) aceitando participar da pesquisa. Foi passado um breve questionario para
os doadores com questdes sobre: nome, cidade e se possuiam ou se ja possuiram cachorro com

a doenca.

4.1 COLETA DE MATERIAL

As amostras foram coletadas durante os meses de novembro e dezembro de 2022 e
janeiro e fevereiro de 2023, cada uma com cerca de 6ml de sangue, condicionados em tubos
com &cido etileno diamina tetra acético (EDTA), previamente identificadas com o cddigo de
barra do doador. Apds triagem laboratorial do banco de sangue, foram transferidos para um
eppendorf, onde foram separadas em aliquotas de plasma e massa leucocitaria ficando sobre

refrigeracdo -80°C até serem analisadas.

4.2 TESTE SOROLOGIO (ELISA)

O teste de Elisa foi realizado com plasma dos pacientes usando o kit BIOLISA-
BIOCLIN®, a metodologia seguiu de acordo com as recomendagdes do fabricante. Onde as
amostras foram diluidas na propor¢do de 1:101 com a adi¢do de 1000ul diluente da amostra e
posteriormente incubadas por 45 minutos a 37°C. Posteriormente, 0s pogos da placa de Elisa

foram lavados em um total de 5 ciclos de lavagens e depois de secados foi adicionado 100ul de
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Conjugado em cada po¢o. Uma nova incubacdo a 37°C por 30 min acontece e por fim coloca o
substrato que também foi incubado a temperatura ambiente, sob protecdo de luz. A leitura da
placa foi realizada no aparelho com comprimento de onda de 450nm/630nm em até 15 minutos

(no mé&ximo).

4.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA gendmico das amostras foi feita a partir de 300ul de sangue total
periférico, contendo EDTA, realizada com a utilizacdo do protocolo in house denominado
“Protocolo Embrapa Gado de Corte” modificado, onde os reagentes para a extragdo sao

preparados e padronizados no laboratorio.

4.4 PCR CONVENCIONAL (INTEGRIDADE)

As amostras foram submetidas a PCR de integridade (primers de pB-actina — 10 pmol), o
volume final da reagdo foi de 25 pL, sendo composta de tampao 1X , DnTPs 0,2 mM, MgClI2
1,5mM, Taq Polimerase 0,2 u/pL, agua 13,75 pL. No termociclador os ciclos foram de 95°C -
3 minutos, 35 ciclos de: 95°C - 40 segundos, 53°C - 1 min, 72°C - 1 min e extensdo final de
72°C - 6 minutos, posteriormente foi realizado a eletroforese em gel de agarose a 1% com
tampao tris-borato-EDTA (TBE) 1X pH 8,0 a 150V e 400mA por 40 minutos, os géis foram
corados com brometo de etideo (0,5ug/mL) e visualizado em luz ultravioleta, apés a
amplificacdo, as amostras sdo visualizadas usando a eletroforese em gel. Sendo assim, para fazermos a
eletroforese em gel é utilizado brometo de etidio e Blue/Orange Loading Dye que € usado junto as
amostras de DNA nos pocos de eletroforese em gel e rastrear a migracdo durante a eletroforese e
visualizagéo sob luz UV, onde observamos a corrida do gel.

Apos esta etapa foi feita uma quantificacdo para garantir que a amostra atendesse aos critérios
de guantidade e pureza adequados para evitar resultados imprecisos ou invidveis. Essa quantificacdo de
DNA, realizada no equipamento chamado NanoDrop (Thermofisher), utilizou espectrofotometria UV,
medindo a quantidade de DNA em ng/uL e a relacdo 260/280 para avaliar a pureza. Uma amostra de
qualidade possui pelo menos 500 ng/uL de DNA e uma relagdo 260/280 entre 1.7 e 1.9, assegurando

uma boa quantidade de DNA e poucas impurezas de proteinas.

4.5 PCR EM TEMPO REAL

Para a realizacdo da qPCR foi utilizado um ensaio descrito por Dantas-Torres e

colaboradores (2016) com pequenas modificagfes. No presente trabalho de pesquisa foi
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utilizado a TagMan® Genotyping master mix (Applied Biosystems). Foram utilisados o0s
iniciadores especificos para Leishmania LEISH-1 50- 14
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG30) e LEISH-2 (50-ACCCCCAGTTCCCCGCC-30)
(FRANCISCO et. al., 2006) e sonda TagMan® FAM-50- AAAAATGGGTGCAGAAAT-3
ndo fluorescente. Para quantificacdo de DNA (carga parasitaria), foi ultilizado uma curva de
diluicdo de DNA padréo obtido de cultura celular de promastigotas de L. infantum (10ng, 1ng,
100pg, 10pg, 1pg, 100fg, 10fg, 1fg), realizada em duplicata.
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5. RESULTADOS

De acordo com o presente estudo e o recrutamento de 100 doadores de sangue aptos
do hemocentro de Caruaru-PE, foram encontrados 18 (18%) portadores assintomaticos entre 0s
doadores de sangue. Entretanto, quando avaliamos esses achados, no teste de ELISA (Enzima
Imuno Ensaio) os resultados se mostraram negativos. Sugerindo que o teste de deteccdo de
anticorpo pelo ELISA nde-foisensivel o suficiente para identificar anticorpos 1gG para anti-
Leishmania infantum em pacientes assintomaticos, o que pode ser devido a limitacdo de
sensibilidade e especificidade do teste de ELISA empregado nesse estudo.

No teste de PCR para avaliar a integridade do DNA podemos visualizar a corrida
eletroforese tratadas com brometo de etidio e Blue/Orange Loading Dye, onde mostra todos 0s
resultados positivos representado na Figura 1. Sendo a amostra 1 - Marcador 100pb (2ul -
Ludwig Biotec); 2 - Controle (-); 3 - Controle (+) e de 4 até 16 as amostras teste. A eletroforese
em gel é usada para separar fragmentos de DNA com base no tamanho e carga, estes fragmentos
de DNA estdo carregados negativamente, entdo movem-se na direcéo do eletrodo positivo onde
vai envolver a passagem de uma corrente através de um gel contendo as moléculas de interesse.
De acordo com o tamanho e a carga, as moléculas irdo se mover através do gel em diferentes
direcbes ou em diferentes velocidades, o que permite que sejam separadas umas das outras.

Figura 1 - gel de eletroforese agarose 1,5%.

+ 1 Marcador 100pb ( 2yl - Ludwig Biotec)
+ 2 Controle (-)
+ 3 Controle (+)
+ 4 Amostra 39
+ 5Amostra 40
+ 6Amostra 41
+ 7 Amostra 42
+ B8Amostra 43
+ 9 Amostra 44
+ 10 Amostra 45
* 11 Amostra 46
+ 12 Amostra 47
+  13Amostra 48
+ 14 Amostra 49
+ 15 Marcador 100pb (2l - Ludwig Blotec)
+ 16 Controle (-)
+ 17 Controle (+)
+ 18 Amostra 51
+ 19 Amostra 52
+ 20 Amostra 53
+ 21 Amostra 54
*+ 22 Amostra 55
+ 23 Amostra 57
+ 24 Amostra 58
+ 25Amostra 60
+ 26 Amostra 61
27 Amostra 62

Legenda: Resultados da eletroforese em gel .

Amostras positivadas: Pogo 8 amostra 43, Pogo 11 amostra 46, Pogo 24 amostra 58 e Pogo 25
amostra 60.

Fonte: Autores (2023).
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Como ja foi informado, do total de amostras de sangue periférico junto a 100 doadores
de sangue, somente 18 pacientes positivaram para o teste de gPCR (Grafico 1), demonstrando
que sendo 50% (9) do sexo feminino e 50% (9) do sexo masculino.

Gréfico 1 — PCR em tempo real
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= %
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PCR em tempo real (QPCR) )
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N° DE DOADORES

o
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]
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Fonte: Autores (2023).

Legenda: Resultado da PCR em tempo real

Ao analisar os participantes deste grupo positivo assintoméatico para Leishmania
Visceral, foi detectado que 61,11% (11 casos) pertenciam a cidade de Caruaru; 5,56% (1) da
cidade de bonito; 5,56% (1) da cidade de Belo jardim; 5.56% (1) da cidade de Sanharo; 5,56%
(1) da cidade de Séo Caetano; 5,56% (1) da cidade de Altinho e 11,11% (2) da cidade de Sao
Joaquim do Monte. Ao final observamos que no total foram 18 casos comprovados para
L.Visceral.

Destes doadores que positivaram 77,78% (14) ndo tinham nenhum animal em casa;
11,11% (2) tinham apenas gato e 11,11% (2) tinham apenas cachorro. Dentre os doadores que
ndo tinham nenhum animal em casa, 1 pessoa respondeu gue ja teve 1 cachorro que apresentava

sintomatologia da Leishmaniose e que veio a falecer.
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6. DISCUSSAO

Apos a coleta do material, separado, etiquetado e guardado em -80°C, foi feita a extracao
do sangue periférico, separando o plasma. Para a analise da presenca de Leishmania spp nas
amostras foi empregada a técnica de diagndstico molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para detectar o DNA da Leishmania spp nas amostras.

Técnicas soroldgicas classicas, como a reacdo de imunofluorescéncia indireta e o
imunoensaio enzimatico, possuem baixa sensibilidade e grande proporcao de falso-positivos.
(FERREIRA, 2021). Ao analisar a sensibilidade do teste de ELISA (Enzima Imuno Ensaio),
observamos uma limitacdo significativa na deteccéo de anticorpos em pacientes assintomaticos,
onde foi revelado resultados negativos em todos 0s casos. Esta constatacdo enfatiza que ele
apresenta uma baixa sensibilidade e ndo é o indicado para fazer esse tipo de estudo, essa foi a
primeira vez que esse teste foi utilizado para a deteccao de infecgcdo assintomatica.

Ao identificar 18% dos doadores como positivos no teste de qPCR, destaca-se a presenca
significativa de infeccdo assintomatica na populacdo de doadores de sangue. Esses resultados
sdo preocupantes quanto as politicas de prevencdo da saude publica, haja visto que portadores
assintomaticos de Leishmaniose podem contaminar outros doadores atraves da transfusdo. Em
sintese, os resultados deste estudo ressaltam a existéncia da infec¢do por Leishmania em uma
populacdo aparentemente saudavel, enfatizando a importancia da vigilancia, pesquisas
continuadas e estratégias de controle eficazes para mitigar os riscos a satde publica, associados
a essa infeccdo assintomatica.

A distribuicdo equitativa por género sugere que a infecgdo por Leishmania pode afetar
ambos os géneros de maneira semelhante (50/50). Observamos nesse estudo que 0 género ndo
foi um fator limitador ou de estimulo para deteccdo da Leishmaniose visceral assintomatica.
Contrariamente na pesquisa de Buarque e colaboradores (2021), de 2010 a 2021 foram
registrados 1179 casos de LV no estado de Pernambuco e sua prevaléncia foi maior nos
individuos do sexo masculino representada por 62,35% de 704 casos identificados.

A analise demografica dos doadores que testaram positivo revela uma distribuicéo
geogréfica abrangente, incluindo doadores de cidades vizinhas do HEMOPE de Caruaru. Esses
achados ressaltam a importancia de uma abordagem regionalizada no controle da leishmaniose,
considerando a disseminacdo geografica da infeccdo no agreste pernambucano.

Surpreendentemente, a maioria dos doadores positivos ndo tinham animais de
companbhia, indicando que a infecgdo ndo esta diretamente relacionada a presenca de cdes ou

gatos nos domicilios, contrariando as publicacdes cientificas que colocam que o principal
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reservatdrio da doenca sdo os caes domésticos. A incidéncia de 1 caso relatado de Leishmaniose
canina no grupo estudado, alerta para a possibilidade da transfusdo sanguinea entre portadores
assintomaticos da doenca ou outra via de transmissao.

As implicagdes para a satde publica devem ser discutidas entre 6rgdos da saude, mesmo
em uma populagdo de doadores de sangue aparentemente saudavel, destacamos a necessidade
continua de vigilancia epidemioldgica para garantir que novos casos assintomaticos possam
surgir e representar um risco potencial para a saude publica, justificando medidas de controle e
intervencgdes preventivas junto aos bancos de sangue no pais.

E crucial reconhecer as limitagdes deste estudo, como o tamanho da amostra e a
representatividade geografica da populacdo estudada, uma vez que condi¢des edafoclimaticas
e sociais podem propiciar o surgimento de surtos epidemiologicos. Portanto, futuras pesquisas
podem considerar ampliar a amostra e incluir diferentes grupos populacionais para uma
compreensdo mais abrangente da epidemiologia de Leishmaniose local e nacional.

De acordo com alguns estudos nos Estados Unidos, a legislacdo americana define que 0s
individuos que tenham viajado para areas endémicas que possuem a Leishmania spp. adiem a
doacdo de sangue por pelo menos 1 ano, enquanto na Europa os doadores que possuem
leishmaniose visceral sdo impedidos de doar o sangue permanentemente (T. Jiménez-Marco et
al.; 2012). Essas acOes sdo tentativas sanitarias do governo americano para evitar uma

propagacao dos viajantes para zonas de alto risco de infec¢do por Leishmaniose.


https://www.semanticscholar.org/author/T.-Jimenez%E2%80%90Marco/1398990303
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7. CONCLUSAO

Os achados sugerem uma distribuicdo equitativa por género, com 50% dos doadores
positivos sendo do sexo feminino e 50% do sexo masculino. Doadores de cidades vizinhas
também foram positivos, sugerindo disseminacdo geografica. A maioria ndo tinha animais de
companhia em casa, poucos relataram que tinham céo ou gato. A identificacdo de um doador
sem animais na residéncia, mas que ja teve um cachorro com a doenga, relata a necessidade de
investigagdo mais acurada sobre a possibilidade de contaminacéo dessa zoonose, atraves dos
cédes ou de transfusdo sanguinea como uma via de transmissdo possivel.

Em resumo, a deteccdo de infeccdo assintomatica destaca a importancia da vigilancia
epidemiologica e do controle da leishmaniose na regido do agreste pernambucano,
principalmente nos casos de portadores assintomaticos, pois representam um risco potencial de

adoecimento da populacao, sobrecarregando assim a saude publica.
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