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Infeccdo assintomatica por Leishmania em doadores de sangue em
Dourados-MS

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose considerada um grande problema de satde publica
no mundo. E transmitida principalmente pela picada da fémea do inseto Lutzomyia longipalpis,
infectada pelo parasito Leishmania infantum no novo mundo. Porém, em diversos paises tém
sido relatada a transmissdo por Leishmania pela transfusdo de sangue. No Brasil ainda ndo ha
triagem para leishmanioses nos bancos de sangue. O objetivo deste trabalho foi determinar a
soroprevaléncia de infeccdo assintomatica por Leishmania em doadores de sangue em
Dourados, Mato Grosso do Sul. O estudo foi feito no periodo de fevereiro a margo de 2019, a
amostra foi composta por 533 doadores, maiores de 18 anos, de ambos os sexos. Foi realizado
0 Teste de Aglutinagdo Direta (DAT). Nessa populacdo foram identificados 28 casos
assintomaticos, com uma prevaléncia de 5,2%. Destes, 57,1% eram do sexo masculino, com
idade entre 26 a 33 anos, sendo que 82,1% residiam na area urbana do municipio de Dourados.
Quatro desses casos afirmaram que tiveram cdo com leishmaniose. O presente estudo confirma
a presenca de infeccdo assintomatica e o possivel risco de transmissdo de Leishmania em
doadores de sangue. Diante dos resultados, torna-se urgente a ado¢do de medidas de controle e
o desenvolvimento de exames de diagndstico especificos para LV na triagem em bancos de

sangue.

Palavras-chave: Leishmaniose, Assintomaticos, Doadores de sangue.



Asymptomatic Leishmania Infection in Blood Donors of Dourados-MS

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis considered a major public health problem in the
world. It is transmitted mainly by the bite of the female Lutzomyia longipalpis, infected by the
parasite Leishmania infantum in the new world. However, transmission in Leishmania by blood
transfusion has been reported in several countries. In Brazil there is still no screening for
leishmaniasis in blood banks. The aim of this study was to determine the seroprevalence of
asymptomatic Leishmania infection in blood donors in Dourados, Mato Grosso do Sul. The
study was carried out from February to March 2019, the sample consisted of 533 donors, over
18 years of age, of both sexes. The Direct Agglutination Test (DAT) was performed. In this
population, 28 asymptomatic cases were identified, with a prevalence of 5.2%. Of these, 57.1%
were male, aged between 26 and 33 years, and 82.1% lived in the urban area of the municipality
of Dourados. Four of these cases stated that they had a dog with leishmaniasis. The present
study confirms the presence of asymptomatic infection and the possible risk of Leishmania
transmission in blood donors. In view of the results, it is urgent to adopt control measures and

develop specific diagnostic tests for VL in the screening of blood banks.

Keywords: Leishmaniasis, Asymptomatic, Blood donors.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, € uma doenca
infecciosa grave, considerada como uma das mais importantes zoonoses negligenciadas
do mundo (ASFARAM et al., 2017), causando importantes alteracdes na imunidade
celular e humoral, como titulos elevados de anticorpos especificos (CALDAS et al.,
2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2017, 20.792 dos 22.145
(94%) novos casos ocorreram em sete paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia,
Sudéo do Sul e Sudéo (WHO, 2019). No Brasil, em 2018, foram notificados 3.466 casos
através do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN, 2019), representando
94% dos casos nas Ameéricas, sendo registrados em todos os estados (WHO, 2019). No
Estado de Mato Grosso do Sul (MS) a LV apresenta uma elevada prevaléncia, com
registros de 2011 a 2019 com 1.696 casos e 123 dbitos, e no municipio de Dourados, no
periodo de 2012 a 2018, com registros de 17 casos (SINAN, 2019).

O agente causador da LV € a Leishmania infantum e a transmissao ocorre pela
picada de flebotomineo fémea da espécie Lutzomya longipalpis (CARDIM et al., 2016).
O cdo é considerado principal reservatério (BASTOS, 2012), sendo que este convive
praticamente no mesmo habitat, que s&o considerados fatores importantes para a
dispersdo da doenca (BARBOZA et al., 2007; BRASIL, 2014). No ambiente silvestre, a
raposa, 0 cachorro do mato, roedores e marsupiais Sa0 0s principais reservatorios
(BRASIL, 2014).

As infeccOes por LV geralmente sdo 30% assintomaticas e ndo evolui para a forma
clinica (VAN GRIENSVEN et al., 2012), mas ha a preocupacao de que o parasita pode
estar presente em doadores de sangue (ASFARAM et al., 2017). Varios estudos
realizados no Brasil relatam a transmissdo de Leishmania pela transfusdo sanguinea
(FUKUTANI et al., 2014; NEGREIROS FILHO, 2017). Nos bancos de sangue do Brasil
a LV ndo é considerada doenca de risco e como também ndo é recomendado sorologia
para LV (PEDROSA, 2016; SILVA, 2018). Assim, ha a necessidade de se conhecer a
possivel circulacdo de Leishmania em doadores de sangue a fim de diminuir o risco de
transmisséo da Leishmania por meio da transfusdo sanguinea. Portanto, o presente estudo
objetivou estimar a prevaléncia da infecgdo assintomatica por Leishmania spp. em

doadores de sangue do Hemocentro Regional do Municipio de Dourados-MS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formas das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios de mais de
20 espécies, que pertencem a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania (WHO, 2019). Este parasita tem importancia médica e veterinaria para a
salde publica, pois pode infectar muitas espécies de mamiferos, inclusive 0 homem
(MELO et al., 2017). As leishmanioses estdo na lista das doencas tropicais mais
negligenciadas e tém sido investidas na busca de inovacdes para o tratamento
(HAKKOUR et al., 2016; WANT et al., 2017). Afeta, predominantemente os mais
pobres, atualmente mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em &rea considerada endémica,
correndo o risco de contrair a doenca e estima-se que 30.000 novos casos de LV e mais
de 1 milhdo de novos casos de leishmaniose cutanea (LC) ocorram anualmente (WHO,
2019).

No Brasil essa doenca era considerada até o ano de 1970 predominantemente de
regido rural com transmissdo doméstica e peridoméstica, mas atualmente sua alta
prevaléncia tem sido observada em areas urbanas, sendo esse fato atribuido ao aumento
da populacgdo, alteracBes ambientais, climaticas e adaptacdo do vetor ao meio urbano
(DESJEUX, 2004; OLIVEIRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2017; WHO, 2019).

Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Salde) existem quatro formas da
leishmaniose e se manifestam em diferentes formas clinicas como: LV acometendo as
visceras, sendo a forma mais grave; leishmaniose dérmica pds calazar (PKDL), que é uma
sequela cutanea da LV onde aparecem lesdes como erupg¢do macular, papular ou nodular
sendo estas geralmente encontradas na face, bracos, troncos e outras partes do corpo,
sendo registrada principalmente na Africa Oriental e Sudeste Asiatico; leishmaniose
cutanea (LC), que é a forma mais comum, acometendo a pele e a leishmaniose
mucocutanea (LMC), que acomete as mucosas (TEMPONI et al., 2018; WHO, 2019).

A forma classica da LV é manifestada por febre irregular, palidez e
hepatoesplenomegalia e quando ndo tratada adequadamente pode evoluir ao 6bito
(MICHEL et al., 2011; ASFARAM et al., 2017). O periodo médio de incubacdo da LV é
de 2 a 6 meses, podendo variar de 10 dias a 36 meses ou varios anos (PEARSON et al.,
1996; MURRAY et al., 2005).

A forma oligossintomética da LV é caracterizada por manifestacGes clinicas leves,

inespecificas que perduram por mais de trés semanas, abrangendo febre, diarreia, tosse,
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mal-estar, hepatomegalia leve e eventualmente, esplenomegalia, porém com pequenas
alteracOes laboratoriais (GAMA et al., 2004). Ocorre em &reas endémicas e apenas 25%
dos infectados evoluem para a forma clinica (CALDAS et al., 2002).

Além da forma supracitada a LV também se apresenta pela forma assintomatica,
onde os individuos estdo aparentemente saudaveis, embora infectados. Sugere-se que o
namero de portadores assintomaticos seja maior do que o nimero de portadores clinicos
e sua prevaléncia em &reas endémicas varia de 30 a 73,4% e apenas 12% a 20% dos
infectados desenvolvem a doenca (MICHEL et al., 2011).

Vaérios estudos relatam que paises como Brasil, india, Reino Unido, Franca e
Bélgica, o risco de infeccdo transfusional é grande j& que a infec¢do assintomaética em
doadores é comum (ASFARAM et al., 2017; FOROUTAN et al., 2017). Esta forma é
detectada pela resposta imune celular especifica para antigenos de Leishmania
(Intradermorreacdo de Montenegro) ou pela deteccdo do DNA do parasita por PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) (MICHEL et al., 2011).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecciosa, ndo
contagiosa, de transmissdo vetorial, causada por uma variedade de espécies de
protozoarios do género Leishmania, sendo a Leishmania braziliensis predominante,
seguido de Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis (RODRIGUES et al.,
2002; MARTINS et al., 2010). A maioria dos casos de LTA, ocorre em paises como:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldémbia, Republica Islamica do Ird, Paquistdo, Peru,
Ardbia Saudita e Republica Arabe da Siria (SILVA et al., 2011). Existem
aproximadamente 0,7 a 1,3 milhGes de novos casos de LTA no mundo, distribuidos em
85 paises (TEMPONI et al., 2018; WHO, 2019).

A LTA corresponde a algumas formas da doenca e se classifica como:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC), leishmaniose cutanea
disseminada (LD) e a leishmaniose cutanea difusa (LCD) (GOSCH et al., 2017). ALC, é
a forma mais comum, acomete a pele, e tem seu inicio no local de inoculacdo das
promastigotas infectantes, produzindo Ulceras com bordas elevadas, endurecidas e fundo
com tecido de granulacdo grosseira nas partes expostas do corpo, como rosto, bracos e
pernas (WHO, 2019).

A leséo primaria geralmente é unica, quando ocorre multiplas lesdes, as vezes séo
provocadas por varias picadas de flebotomineos ou pela disseminacdo linfatica local

(ANDRADE et al., 2008). Quando as Ulceras curam, deixam cicatrizes permanentes, que
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muitas vezes sdo a causa de serios preconceitos sociais (GONTHO et al., 2003;
DESJEUX, 2004).

J&4 LMC é uma doenga mutilante de dificil tratamento, essas lesdes podem levar a
destruicdo parcial ou total das membranas mucosas das cavidades do nariz, boca e
garganta e tecidos circundantes, os motivos que colaboram para que um quadro
inicialmente cutanea evolua para essa forma tardia ndo séo totalmente conhecidos, mas a
demora na cicatrizacdo da lesdo priméria, o tratamento inicial inadequado podem estar
associados (DESJEUX, 2004). A LD é uma forma emergente e rarada LTA, caracterizada
por multiplas lesdes cutaneas que acometem duas ou mais areas corporais (FONTES,
2014).

Por fim, a LCD é caracterizada pelo surgimento de numerosas lesées nodulares
disseminadas e acneiformes, que ndo ulceram e atingem Vvarias partes do corpo.
Cicatrizam espontaneamente e sdo insurgentes ao tratamento. O hospedeiro apresenta
imunidade celular preservada e é evidenciada pela positividade da Intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) (GONTIJO et al., 2003; DESJEUX, 2004).

2.2 Distribuicéo da leishmaniose visceral no Brasil

A LV foi identificada no Brasil pelas pesquisas feitas por Evandro Chagas na
década de 1930 e por Deane em 1956 no Ceard (DEANE, 1956; BOTELHO et al., 2009).
A LV foi relatada pela primeira vez no ano de 1934, foram encontradas amastigotas em
laminas de figado de individuos que vieram a ébito com suspeita de febre amarela
(PENNA, 1934; GONTIJO et al., 2004). O primeiro caso foi relatado em um estudo feito
por Migone, em um material de necropsia de um paciente da cidade de Boa Esperanca no
Estado do Mato Grosso (MIGONE, 1913). O primeiro surto ocorreu 20 anos depois em
Sobral no Ceard (DEANE, 1956; SOUSA, 2009; BRITO et al., 2014).

No Continente Americano a LV se mostra presente desde o México até a
Argentina, sendo que aproximadamente 75% dos casos ocorre em territorio brasileiro,
com notificacbes em todos os estados (MICHALSKY et al., 2011). Em 2018 no Brasil
foram notificados 3.466 casos e neste mesmo periodo foram registrados 389 Gbitos,
64,8% dos casos acometeram 0 sexo masculino. A regido nordeste confirmou casos de
LV em todos os estados, sendo responsavel por 44,5% dos casos no pais e ha uma grande
expansdo da LV para outras regides: centro oeste, norte e sudeste (BRAZUNA et al.,
2012). Acomete vitimas de todas as idades e em area endémica 40,9% desses casos

ocorrem em criangas com menos de 10 anos (GONTIJO et al., 2004).
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2.3 Leishmaniose visceral em Mato Grosso do Sul

O Estado de Mato Grosso do Sul (MS) localiza-se ao sul da regido centro-oeste
do Brasil, possui 79 municipios distribuidos em uma area de 357.145,534 km?, sendo
estes distribuidos em quatro mesorregides: centro norte, leste, Pantanal Sul Mato
Grossense e sudoeste, e faz fronteira ao leste com Estado de S&o Paulo, sudoeste com o
Estado do Parand, norte com o Estado de Mato Grosso e nordeste com os Estados de
Minas Gerais e Goias. As fronteiras internacionais sao com Bolivia na parte oeste e
Paraguai na parte sul e sudoeste, com uma populacdo de aproximadamente 2.713.147
habitantes (IBGE, 2018).

O primeiro caso de LV humana descrito no Estado do MS possivelmente
autoctone, comprovado por teste parasitologico foi em um imigrante italiano, que vivia
h& treze anos em Santos e viajou para Porto Esperanca (distrito do municipio de
Corumbad), ap6s este caso, a doenca foi mencionada em outras &areas rurais do estado
(ARRUDA et al., 1949; OLIVEIRA et al., 2006). Os primeiros casos de LV em Campo
Grande comecaram a ser notificados no ano de 2002 (DORVAL, 2006).

No Mato Grosso do Sul a LV constitui um grande problema de salde publica e
desde 1994 tem sido o estado que tem notificado o maior nimero de casos dentro da
regido centro-oeste. As cidades que mais se destacam como &reas de intensa transmisséo
sdo Campo Grande, Trés Lagoas, Corumbd, Aquidauana, Coxim e Anastacio (SINAN,
2019). A expansdo da LV ocorreu em 1998, a principio na cidade de Corumba, associada
a construgdo de uma ferrovia e de um gasoduto na Bolivia — Brasil, 0 que gerou uma
movimentacdo migratdria de trabalhadores de Corumba para outras cidades do estado,
principalmente aos municipios de Campo Grande e Trés Lagoas (ANTONIALLI et al.,
2007).

Segundo relatérios fornecidos pelo SINAN, a LV é registrada em 58 municipios
do estado, de 2011 até a semana epidemioldgica (SE) 14 de 2020 foram confirmados
1.705 casos e 123 obitos de LV em MS (Figura 1) (SINAN, 2020). Em 2020 ja foram
confirmados 9 casos, entre ele nos seguintes municipios: Aquidauana, Campo Grande,
Coxim, Paranaiba, Pedro Gomes, Ponta Pora e Trés Lagoas (SINAN,2020).
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Figura 1 — Casos e Obito de leishmaniose visceral em Mato Grosso do Sul, no periodo de
2011 a 2020. Fonte: SES/MS. Acesso em: 05 de Maio de 2020.

2.4 Leishmaniose visceral no municipio de Dourados

O Municipio de Dourados esta localizado ao Sul de Mato Grosso do Sul, com uma
populacdo de 220.965 habitantes (IBGE, 2018). Tem clima tropical umido no verdo e
seco no inverno, com algumas geadas. A deteccdo do vetor da leishmaniose ocorreu em
2008 e os primeiros casos autoctones de LV foram identificados entre os anos de 2007 a
2012 (MARCONDES, 2012). Em Dourados, de 2012 a 2018, foram registrados 17 casos
e 3 obitos (SINAN, 2020) (Tabela 1) podendo demonstrar a associagdo entre a presenca
do céo positivo, dos vetores e das condi¢bes ambientais locais que estdo possibilitando a
presenca da doenca, exigindo adequadas medidas de controle e prevencdo da doenca
(BORGES, 2006).

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos e ébitos por leishmaniose visceral no municipio de
Dourados-MS, no periodo de 2012 a 2020

ANO N° DE CASOS OBITOS
2012 2
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019
2020
Fonte: MS/SVS — SINAN (adaptada pelo autor).
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2.5 A transmissao

A transmissdo das leishmanioses ocorre pela picada de Flebotomineo fémea do
género Lutzomya, existindo mais de 30 espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomya.
Pertencente a familia Psychodidae e sub-familia Phebotominae, conhecidos como
flebotomineos e sdo de interesse para a saude publica justamente por serem vetores da
Leishmania spp. (ASSIS et al., 2017; BRILHANTE et al., 2018).

No Brasil foram identificadas duas espécies que estdo relacionadas com a
transmissdo de LV: Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi. A primeira foi descrita pela
primeira vez em 1912, apds ser encontrada nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo
(QUEIROZ et al., 2012), presente na zona rural e em expansdo na zona urbana (VILELA
etal., 2011), sendo a principal espécie do vetor no Brasil. Em Mato Grosso do Sul o vetor
Lu. longipalpis foi identificado pela primeira vez no ano de 2000 (OLIVEIRA et al.,
2000). A ocorréncia da doenga em uma area especifica depende basicamente da presenca
do vetor e de um hospedeiro-reservatorio (GONTIJO et al.,2004). No final do ano de
1990 em um surto da doenca no municipio de Corumba-MS, o Lu. cruzi foi identificada
como vetor (BRAZUNA et al., 2012).

A fémea de flebotomineo ndo infectada realiza seu repasto sanguineo sobre um
hospedeiro vertebrado, ingere células infectadas que ao se romperem no interior de seu
intestino liberam as formas amastigotas, estas apds multiplicacGes, diferenciam-se em
formas flageladas, denominadas promastigotas metaciclicas, sendo a forma infectante
para 0 homem, migrando para a probdscida do inseto. Ao realizar novamente um repasto
sanguineo, o inseto inocula estas formas junto com a saliva (ALVAR et al., 2012).

Existem relatos de outras formas de transmissao das leishmanioses que néao é a
forma classica, tanto em animais como em humanos, como: acidentes de laboratorio,
6rgdos transplantados, congénita, compartilhamento de agulhas, transfusional e contato
sexual (TURCHETTI et al., 2014).

2.6 Ciclo das leishmanioses

O género Leishmania compreende protozoarios parasitas, com um ciclo de vida
heteroxénico (Figura 2). S&o parasitas intracelulares obrigatérios do sistema fagocitario
mononuclear e dependendo da espécie de Leishmania acometem 6rgdos como medula

0ssea, baco, figado e linfonodos. Possui dois estagios evolutivos diferentes de acordo com
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os hospedeiros invertebrados e vertebrados: promastigota e amastigota, respectivamente
(ANTINORI et al., 2012; MONTEIRO, 2013).

Estagios de flebotomineos Estagios em humanos
F i ingere de
um individuo saudével
(injetando com sua saliva No organismo os
0 ) e protozoarios na forma de promastigota) promastigotas sdo
Promastigotas dividem- fagocitados por

se no intestino e

macréfagos
migram para a faringe ‘ =
do inseto ?ﬁ .

Promastigotas se
il transformam em
B amastigotas dentro de

macréfagos a

Amastigotas se transformam em
promastigotas

- 0 b T R Amastigotas se
. 0 & multiplicam dentro da
L/ 9 Q - células por divisdo
i bindria (incluindo
macrofagos) em varios

o B
Ingestdo de células \4‘?‘ @

parasitadas 4 tecidos a
6 Flebotomineo ingere

sangue com macrofagos
infectados com

A: Estagio infeccioso amastigotas

A: Fase de diagndstico

Figura 2 — Ciclo classico da infeccao vetorial. Esquema ilustrando os estagios de vida de
Leishmania desde o flebotomineo até o hospedeiro mamifero representado pelo homem.
Fonte: CDC. Acesso em: 05 de Maio de 2020.

No hospedeiro vertebrado o parasita tem forma esférica, € movel e apresenta-se
na forma de amastigota (Figura 3A). Sua reproducao ocorre dentro do fagolisossomo das
células do sistema fagdcito mononuclear e sua adaptacdo permite a resisténcia a
temperatura dos mamiferos. Junto a bolsa flagelar estd localizado uma estrutura
denominada cinetoplasto, rica em DNA mitocondrial (KDNA). No hospedeiro
invertebrado, o parasita se apresenta na forma promastigota (Figura 3B), que vive na luz
do intestino, no meio extracelular (RIERA et al., 2008; MONTEIRO, 2013).
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Figura 3 — A) Forma amastigota e B) promastigota de Leishmania spp. Fonte:

http://rmmg.org/artigo/detalhes/230 e http://www.rmmg.org/artigo/detalhes/230. Acesso
em: 05 de Maio de 2020.

2.7 Infeccdo assintomatica

A infeccdo assintomatica da LV é caracterizada por ndo apresentar sintomas
clinicos, sendo os infectados portadores de uma carga parasitaria baixa, oito parasitas por
mL de sangue (SELVAPANDIYAN et al., 2008). O primeiro relato da forma
assintomatica foi descrito em 1974, na Italia, sendo avaliada por meio do teste cutaneo.
O estudo foi feito com trés grupos, usando o teste de fixacdo do complemento com o
antigeno BCG (reacdo de BAAR). Foi analisado um grupo composto por 655 individuos
e seis eram assintomaticos e soropositivos. Apenas um caso depois da andlise
desenvolveu a forma sintomatica e apresentou um rapido aumento do baco, com uma
elevacdo de gamaglobulina, e foi tratado com glucantime (PAMPIGLIONE et al., 1974).

O termo assintomatico foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1984. O estudo
foi realizado em area endémica, com um grupo de 86 criancas com presenca de anticorpos
contra Leishmania, sendo 20 delas permanecendo assintomaticas (BADARO et al., 1986).

N&o se sabe exatamente porque alguns casos se passam como uma infeccéo
assintomatica, enquanto outros evoluem para forma clinica, mesmo assim alguns fatores
podem estar associados ao equilibrio do parasito e o hospedeiro de forma a manter o
estado assintomatico, entre eles podemos citar os fatores nutricionais, fisioldgicos,
imunogénicos e genéticos (JIMENEZ-MARCO et al., 2012).

Para o diagnostico das formas assintomaticas, o teste molecular é o mais indicado,
pois é capaz de detectar sequencias de acidos nucleicos especificos para o parasita,

resolvendo a limitagdo da sorologia (MICHEL et al., 2011).
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A suscetibilidade genética a infeccdo vem sendo estudada e ha forte relagcdo com
regides gendmicas j& estabelecidas (SILVA et al., 2015).Em um trabalho feio por
(WEIRATHER et al., 2017), que objetivou identificar regifes cromossémicas e
relacionar com as manifestacbes assintomaticas (cromossomo 9) e sintomaticas
(cromossomo 15 e 19) da infeccdo por L. infantum, uma compreensdo dos fatores
genéticos que determinam se o individuo desenvolvera uma infecgdo assintomética ou
sintomética podera levar a descoberta de proteinas essenciais para a imunoprotecao e
revelar estratégias de imunoterapia ou prevencao.

Um estudo realizado em Malda, na india, com 2.603 individuos, foram
encontrados anticorpos anti-Leishmania em 185 pessoas, identificados no teste rapido,
sendo que 96 pessoas tinham histérico de LV. Entre a populacdo assintomaética, o
desenvolvimento da doenca foi de 10,39% e a soroconversdo em 80,52% dos casos,
mesmo apos trés anos 9,09% permaneceram soropositivo apods trés anos (SAHA et al.,
2017). Sendo o individuo assintomatico transmissor dessa doenca.

Em um trabalho realizado em Minas Gerais (ORSINI et al., 2002), a prevaléncia
estimada da infeccdo assintomatica foi de 20,2%, com uma prevaléncia maior do que a
encontrada por (PINEDA et al., 1998) com 11%; e (OZKAN et al., 2008) com 1,2%,
embora muito inferior ao relatado por (GARROTE et al., 2004) com 64%.

Outro fator estd relacionado ao hospedeiro que podem determinar esta
susceptibilidade, o estado nutricional influi diretamente na qualidade da resposta imune
do hospedeiro e leva a incapacidade de proliferacdo de linfocitos e producdo de
interferon-gama (IFN-y), outro fator como idade, também parece ser determinante e
coinfeccbes como o HIV, pessoas que receberam transplantes de d4rgdo,
imunossuprimidos, o estado nutricional colaboram para uma infec¢do silenciosa
(MANSUETO et al., 2014). Ademais, destaca-se as condi¢des ambientais (DAS et al.,
2011), pois isso também pode contribuir para a infec¢do assintomatica devido a constante
exposicao do individuo a repetidas infecces (BIGLINO et al., 2010).

O papel dos portadores assintomaticos infectados por Leishmania, na cadeia de
transmissdo, ainda ndo estd bem definido, mesmo assim é um fato que talvez venha
explicar porque o controle da doenca ndo ¢ eficaz (SILVA et al., 2011). O diagnostico
assintomatico ainda € uma questdo de controvérsia e exige maiores estudos, pois ndo ha
padrdo ouro para diagnosticar esse tipo de infeccdo (ASFARAM et al., 2017). A
preocupacdo com a forma assintomética é quando envolve doadores de sangue e
possibilita a infecgdo transfusional (ASFARAM et al., 2017).
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2.8 Transmissao transfusional por Leishmania

O primeiro relato de transmisséo transfusional por Leishmania, foi descrito na
China, onde uma mée assintomatica doou 20 mL de sangue para suas duas filhas com
idade de quatro e seis anos, como profilaxia para a prevencao de sarampo. Dias ap0s essa
doacdo, a mée apresentou alguns sintomas como: distensdo do abddmen, palidez e febre,
um més depois recebeu o diagndstico de LV. Ambas as filhas desenvolveram a doenca
nove e dez meses apos a transfusdo e foram diagnosticadas pelo método parasitoldgico
(CHUNG etal., 1948).

Esse estudo demonstrou a necessidade de controle de transfusdo de sangue como
uma possivel via de transmissdo da Leishmania em &reas endémicas (CHUNG et al.,
1948). Outros estudos no mundo tém descrito a transmissao de LV assintomatica por
transfusdo sanguinea como na Franca, Suécia, Bélgica, Inglaterra, india e Brasil
(MICHEL et al., 2011). Para que ocorra a transmissao da Leishmania, por meio da via
transfusional, é preciso que o doador infectado com Leishmania na forma assintomatica
apresente carga parasitaria no sangue periférico (PEREIRA et al., 2011), que o parasita
sobreviva ao processamento e armazenamento dos bancos de sangue (FOROUTAN et al.,
2017) e mantenha a sua infectividade e transmissibilidade em temperatura ambiente 20 a
24°C para plaquetas, temperatura de geladeira de 2 a 6°C para concentrado de hemécias
e temperatura de freezer < -20°C para plasma e crioprecipitado ( BRASIL, 2017)).

A transmissdo transfusional também foi estudada em modelos experimentais por
GROGL et al. (1993) onde hamsters sadios receberam sangue de animais infectado. Em
um estudo feito por OWENS et al. (2001) transfundiram sangue de cées ingleses
infectados em cédes anémicos. Um outro estudo feito por ALMEIDA et al. (1996) com
murinos, que para o organismo desenvolver uma resposta celular com Leishmania é
preciso um indculo minimo de 100 parasitas.

No Brasil, o primeiro relato de ocorréncia de doadores com Leishmania foi
descrito em Natal, Estado do Rio Grande do Norte. O estudo foi feito com 1.194 doadores
de sangue, com uma soro prevaléncia de 9,0% identificados por meio do teste de ELISA
(Enzima Imuno Ensaio) (LUZ et al., 1997). Vérios outros estudos foram feitos no Brasil
para determinar a prevaléncia de infec¢do assintomatica por Leishmania em doadores de
sangue (Tabela 2) (FRANCA etal., 2013; MONTEIRO, 2013; PEDROSA, 2016; SILVA,
2018).
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Tabela 2 — Casos assintomaticos infectados com Leishmania nos bancos de sangue no
Brasil

Local n Técnica Prevaléncia Referéncia

Rio Grande do Norte 1194 ELISA 135 (9%) LUZ etal., 1997
Rio Grande do Norte 116  ELISA 21 (1,75%) OTERO etal., 2000
Dot Blot 9 21 (43%)

PCR 5 21 (24%)
Minas Gerais 421  RIFI 23 (5,5%) URIAS et al., 2009
Parana 176  ELISA 20 (11,4%) BRAGAZetal., 2015
Mato Grosso do Sul 430  RIFI 67 (15,6%) FRANCA etal., 2013
Rio Grande do Norte 300 ELISA 67 (22%) OLIVEIRA FILHO, 2013
Bahia 700 ELISA 38 (5,4%) FUKUTANI et al., 2014
Rio Grande do Norte 114 PCR 4 (3,5%) DINIZ, 2015
Ceara 431 ELISA 43 (12,2%) MONTEIRO, 2013

PCR 15 (4,3%)
Rio Grande do Norte 228 PCR 14 (6,55%) PEDROSA, 2016
Tocantins 400 DAT 30 (7,5%) NEGREIROS FILHO, 2017
Pernambuco 500 PCR 31 (6,2%) SILVA, 2018

n=numero de doadores de sangue analisados; %=percentual de positividade.
Fonte: SILVA, 2018 (adaptada pelo autor).

A Portaria de Consolidacdo n° 5, de 28 de setembro de 2017 definem como
obrigatoria a realizacdo de exames de alta sensibilidade a cada doacdo, para detec¢do dos
marcadores de hepatite B (HCV) e hepatite C (HCV), Sifilis, doenca de Chagas, HTLV
I/11, o virus da imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) e malaria (BRASIL, 2017)
sendo que ndo ha recomendacdo da sorologia para LV, mesmo em &reas com crescentes
prevaléncia e incidéncia sendo uma condicgdo de inaptiddo definitiva para candidatos a
doacdo de sangue (URIAS et al., 2009; BRAGA et al., 2015).

Em um estudo realizado no Estado de Pernambuco pela técnica de PCR,
constatou-se a prevaléncia da infeccdo assintomatica em doadores do Hemocentro da
cidade de Recife foi de 6,2% em uma populacdo estudada de 500 doadores, ressaltando a
importancia de medidas de controle para evitar a infecgdo transfusional e diminuir os
riscos aos receptores (SILVA, 2018).

No Estado do Rio Grande do Norte foi identificado 6,5% em uma populacéo de
228 doadores voluntérios, feito pela técnica de PCR, afirmando que esses doadores
assintomaticos, apresentam prevaléncia com potencial risco de transmissdo de
Leishmania mostrando a importancia de estratégias eficazes de rastreamento nos
hemocentros do Brasil, para diminuir os possiveis riscos de transmissdo pela via
transfusional (PEDROSA, 2016). NEGREIROS FILHO, 2017 em um estudo feito no
Tocantins com 400 doadores de sangue, no resultados foi observado que esses doadores
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sendo de area endémica par LV possui condi¢cdes que séo fatores de riscos para a infecgédo
por Leishmania.

No Estado de Mato Grosso do Sul, também foi identificado uma prevaléncia de
infeccdo assintomatica de 15,6% pela técnica de RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta) em doadores de sangue. Neste estudo foram identificados anticorpos anti-
Leishmania analisado pelo método de RIFI. Foi observado uma associacdo entre os
doadores soropositivos e a presenca do cdo doente. Estes estudos mostram a importancia
de uma triagem em area endémica em doadores, por causa dos possiveis riscos de
transmissao via transfusional (FRANCA et al., 2013).

2.9 A Hemovigilancia

A doacdo de sangue no Brasil € normatizada pelo Ministério da Salde e é
caracterizada como importante etapa do ciclo do sangue, constituindo-se em um processo
sistematico que abrange atividades de captacdo e selecdo do doador, a triagem clinico-
epidemioldgica, coleta de sangue, triagem laboratorial das amostras de sangue,
processamento, armazenamento, transporte e distribuicdo (BRASIL, 2016).

Conforme o Marco Conceitual e Operacional de Hemovigilancia publicado pela
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a hemoterapia € um tratamento
terapéutico feito através do sangue e seus derivados, beneficia 0 manejo clinico de
pacientes adultos e pediatricos com evolucdo nas Ultimas décadas (ANVISA, 2015). A
transfusdo de sangue é um ato médico, universalmente aceito e comprovadamente eficaz,
onde ocorrem beneficios e riscos, mesmo quando bem indicada e, apesar dessa indicacao,
precisa de administragdo correta, pois reacOes a essas transfusdes podem ocorrer
(GRANDI et al., 2018).

Conceitua-se Hemovigilancia o conjunto de procedimentos de vigilancia que
abrange todo o ciclo do sangue com o objetivo de obter e disponibilizar informagdes sobre
0s eventos adversos ocorridos nas suas diferentes etapas para prevenir seu aparecimento
ou recorréncia, melhorar a qualidade dos processos e produtos e aumentar a seguranca do
doador e receptor (ANVISA, 2015) e é usada para rastrear e reduzir a ocorréncia de
eventos adversos associados a doacOes de sangue (PROIETT] et al., 2008).

Os programas de Hemovigilancia ja existem ha cerca de 20 anos, depois de serem
desenvolvidos em 1993 na Franca e em seguida no reino Unido (CARNEIRO-PROIETTI,
2013), com o conceito de seguranca, devido aos erros que levaram a transmisséo do HIV
por meio de sangue contaminado na Franca em 1985 (DOROZYNSKI, 1991). No Brasil
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a hemovigilancia comegou em 2004, seguindo as normas da Portaria de Consolidacao n®
5, de 28 de setembro de 2017 (MARTINS et al., 2013). No momento se estabelece de
modo a monitorar as reacdes adversas que ocorriam durante ou apés uma transfusdo
sanguinea, se limitando a vigilancia das reagdes transfusionais (ANVISA, 2015).

A hemovigilancia € fundamental para monitorar a seguranca transfusional
(LOPES et al., 2008) e a rastreabilidade dos hemocomponentes é um pré requisito da
Hemovigilancia (FERNANDES, 2017). A hemovigilancia € uma pratica de grande
importancia, porém o sangue pode ser transmissor de varios agentes patologicos, como
infeccdes por virus, bactérias e protozoarios (FUJIMOTO, 2018). Segundo Portaria de
Consolidagdo n°5, de 28 de setembro de 2017, o servigo de hemoterapia realizara exames
imuno-hematolégicos (tiragem ABO, tiragem RhD, pesquisa de anticorpos
antieritrocitarios irregulares) e sorologia para qualificacdo do sangue do doador, a fim de

garantir a eficacia terapéutica e a seguranca da futura doacdo (BRASIL, 2017).

2.10 Reagdes Transfusionais

A reacdo a transfusdo é definida como uma resposta ndo intencional do doador,
associada a coleta de unidade de sangue, hemocomponentes ou células progenitoras
hematopoiéticas, que resultem em o6bito ou risco a vida, deficiéncia ou condigdes de
incapacitacdo temporaria ou ndo, necessidade de intervencdo médica ou cirurgica,
hospitalizacdo prolongada ou morbidade entre elas (ANVISA, 2015).

Entre as principais reacdes imediatas estdo as a hemolitica aguda, febril ndo
hemolitica, alérgica, anafilética, reacdo por contaminacdo bacteriana, lesdo pulmonar
aguda relacionada a transfusdo, hemélise ndo imune, distirbios metabdlicos e dor aguda
relacionada a transfusdo (ANVISA, 2015). Essas as reacdes transfusionais imediatas
podem ocorrer durante ou ap6s a doa¢do, podem ser classificadas como aguda quando
ocorrem até 24 horas; ou tardias, podendo aparecer até dez dias apds a transfusdo, deve
se levar em consideracdo as reacGes relacionadas a transfusdo de sangue e seus
componentes, essas reacdes podem ser classificadas como a resposta nao intencional do
doador, associada a coleta pode ser classificada como: de grau leve, quando ha sintoma
local que ndo impede o doador de exerce suas atividades por até duas semanas
(caracterizada por hematomas no brago do doador, sangramento pos curativo, tontura,
nausea, desconforto e palidez); de grau moderado que impede o doador de exercer suas
atividades por mais de duas semanas (caracterizadas por reagdes sistémicas com sintomas

objetivos, perda de consciéncia, hipotensdo arterial com necessidade de reposicao
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volémica e tetania); grave quando a necessidade de hospitalizagcdo (com sintomas que
resulte em @bitos ou risco a vida, deficiéncia ou condigdes de incapacitacéo temporaria
ou ndo e 6bito atribuido as reagdes adversas a doacdo) (ANVISA, 2015).

Para que esses riscos sejam diminuidos e visando garantir a seguranca
transfusional por meio de identificar fatores que venham aumentar o risco de o doador
ser assintomatico das doencas transmissiveis pelo sangue, todo o sangue doado passa por
alguns processos que engloba todos os procedimentos técnicos referentes as etapas de
captacdo, selecdo e qualificacdo do doador, de processamento, armazenamento,
transporte e distribuicdo dos hemocomponentes; de procedimentos pré-transfusionais e
do ato transfusional (ANVISA, 2015).

2.11 Triagem clinica

Essa € uma etapa do ciclo do sangue do ciclo do sangue onde é realizada a
avaliacdo clinica e epidemioldgica do candidato a doacdo (BRASIL, 2016). Todo o
sangue doado passa por alguns processos, em diferentes etapas: as triagens clinica e
soroldgica visando a protecdo do doador e do receptor de sangue, onde na triagem clinica
¢ feita uma entrevista individual e sigilosa em ambiente que garanta sua privacidade,
afim de avaliar os antecedentes clinicos como: comportamento do doador, entre eles o
uso de medicacao, o estado de satde atual do doador (FREITAS et al., 2015).

Ainda sdo investigados parametros hematimétricos basicos como concentracéo de
hemoglobina no sangue e o hematocrito, o peso do doador, a realiza¢do de procedimentos
endoscépios e odontoldgicos, comportamento sexual, uso de drogas, presenca de
tatuagem, entre outros questionamentos, assim 0 questionario é muito importante para
identificar riscos de doencas (BRASIL, 2016). Os candidatos a doacéo assinam o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), concordando com todos os procedimentos
feito até o ato de doacdo, durante esse processo o doador recebe também orientacfes sobre
os cuidados a ser feito durante e pos doacao.

O individuo pode solicitar a possibilidade de auto exclusao, solicitando que seu
sangue por algum motivo, nao seja utilizado, isso € feito através do preenchimento de
voto confidencial, quando isso acontece a bolsa de sangue é descartada (FREITAS et al.,
2015).

A triagem soroldgica tem uma grande importancia na avaliacdo do sangue a ser
transfundido, consiste na detec¢do de anticorpos circulantes, detectando as doencas

infecto-contagiosas e impedindo a contaminacdo do receptor (BARROS, 2005;
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FUJIMOTO, 2018). Geralmente é feita através de ensaios quimiluminescéncia e sao
realizados para a pesquisa de HBV, HCV, HIV I/ll, HTLV I/Il, doenga de Chagas, sifilis
e maléria, onde a sorologia é realizada apenas em areas endémica (BRASIL, 2016). Esses
testes precisam ter alta sensibilidade (CARRAZZONE et al., 2004), para evitar o
aparecimento de resultados falso-negativos e de alta especificidade para evita o0s
resultados falso-positivos (BARROS, 2005), diminuindo o periodo da janela imunoldgica
(GARCIA et al., 2008), momento em que o doador estar passando pela fase de
soroconversao e apresenta testes negativos (SCHREIBER et al., 1996). Nesse periodo,
um teste realizado pode apresenta resultado negativo, o agente infeccioso pode esta
presente no soro do doador, e esse sangue pode ser usado para a transfusdo sanguinea
(GARCIA et al., 2008).

O NAT (Teste para Deteccdo do Acido Nucleico) amplifica sequéncias de &cidos
nucleicos provenientes de genoma de um organismo ou virus, amplia o material genético
do virus infectante (BRASIL, 2017) é realizada para HBV, HCV e HIV podendo
identificar o agente infeccioso antes do organismo desenvolver anticorpos, diminui 0s
riscos de transmissdo transfusional por ter alta sensibilidade, diminui o periodo da janela
imunoldgica, (BRASIL, 2016), no qual a detec¢cdo de anticorpos nos testes soroldgicos
convencionais ndo é possivel, quando associado com a soroldgica, traz seguranca
transfusional, detectando os antigenos virais nos estagios iniciais do processo de infeccao
(BRASIL, 2017). Durantes os proximos seis meses a pos doacdo, ha a conservacdo de
uma aliquota da amostra de soro ou plasma de cada doacdo em temperatura menor ou
igual a 20°C (BRASIL, 2016).

Essas aces visam aumentar a captacdo de doadores devem estar direcionadas a
garantia da qualidade do sangue e a sua selecdo depende da fidelidade das informacdes
fornecidas pelo doador com interesse exclusivo da manutencdo da vida humana
(BARROS, 2005). Mesmo com todas as medidas de seguranca, a transfusdo sanguinea
corre riscos, quando uma doacdo de sangue com sorologia negativa é feita durante o
periodo de janela imunoldgica (SCHREIBER et al., 1996).

2.12 Infecgdes transmitidas por transfusdo sanguinea

A triagem soroldgica tem uma grande importancia na avaliacdo do sangue a ser
transfundido, sendo sua funcdo a deteccédo de doencas infecto-contagiosas, impedindo a
contaminacdo do receptor (BARROS, 2005). Entre as doencas que podem ser

transmitidas pela via sanguinea como as infec¢cdes parasitarias sdo as leishmanioses,
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doenca de Chagas, maléaria, toxoplasmose, babesiose e trypanossomiase africana
(PEREIRA et al., 2011). Entre as doencas viriais estdo o virus do HIV, virus HBV e HCV
e virus HTLV I/1l e por bactéria a sifilis (URIAS et al., 2009). Todo agente infeccioso
pode causar uma reacdo transfusional ou mesmo na fase aguda apresentar sinais de
infeccdo como febre, mialgia e cefaléia, que na maioria das vezes podem ser confundidas
com uma gripe (FUJIMOTO, 2018), porém essas infec¢cbes podem se tornar cronicas e
levar as pessoas infectadas a um estado de portador assintomético (URIAS et al., 2009).

Alguns patégenos, apresentam caracteristicas comum, podem estar presentes na
corrente sanguinea de forma prolongada, favorecendo estado de laténcia e formas
assintomaticas, o tropismo de agentes infecciosos por determinados componentes do
sangue, determina a contaminacdo dos diferentes componentes como concentrado de
hemaécias, concentrado de plaquetas, concentrada de leucdcitos, plasma e hemoderivados
(LOPES e PROIETTI, 2008). O HTLV e o citomegalovirus (CMV) localizam-se nos
leucécitos, o HBV e o da HCV localizam-se preferencialmente no plasma. O
Trypanossoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, pode estar presente em
todos os hemocomponentes; o Plasmodium, agente etiolégico da malaria, encontra-se nas
hemaécias, e 0 HIV, nos leucdcitos e plasma (CARRAZZONE et al., 2004). Foi relatado
em estudos in vitro feito no sangue e seus derivados que o agente infeccioso da
leishmaniose poderia sobreviver em hemécias por 25 dias ap6s o periodo de doagdo, por
5 dias na fracdo de plaquetas mantida a 24°C, mas nenhum relatorio sobre plasma fresco
congelado foi publicado (GROGL et al., 1993; MANSUETO et al., 2014).

A chance de um doador ser assintomatico para algum tipo de doenca varia entre
as populacdes e os riscos de transmissédo destas agentes podem ser reduzidos com selecéo
criteriosa, se relacionando com periodo prolongados de incubacdo e estabilidade em
sangue estocado (FUJIMOTO, 2018).

2.13 Retrovigilancia

Entende-se por Retrovigilancia como a parte da Hemovigilancia que trata da
investigacao retrospectiva relacionada a rastreabilidade das bolsas de doacfes anteriores
de um doador que apresentou viragem de um marcador/soroconversdo ou relacionada a
um receptor de sangue que veio a apresentar marcador positivo para uma doenga
transmissivel. Termo também aplicavel em casos de detec¢édo de positividade em anélises

microbioldgicas de componentes sanguineos e investigacdo de quadros infecciosos



30

bacterianos em receptores, sem manifestacdo imediata, mas potencialmente imputados a
transfusdo (ANVISA, 2015).

Quando os testes forem reagentes (positivos ou inconclusivos) em um doador de
sangue, que em doagBes anteriores, apresentava teste ndo reagente
(soroconversdo/viragem) o servico de hemoterapia adotard procedimentos de
Retrovigilancia, que se iniciam por: a) verificacdo do estoque para identificar se ha
hemocomponentes dessa doacgdo, com seu descarte, se houver; e b) retestagem na mesma
amostra da doacdo para confirmar o resultado inicial, quando a soroconversdo/viragem
for detectada somente pelo teste soroldgico. Se negativo o doador deve ser convocado
para a coleta de uma segunda amostra e se positivo inicia-se a investigacao retrospectiva
de todos os hemocomponentes de doagdes anteriores e convoca-se 0 doador par a coleta
de uma segunda amostra e /ou orientacdo de acordo com o marcador positivo (ANVISA,
2015).

O tempo de investigacgéo retrospectiva depende do marcador que positivou, para
0s casos de viragem laboratorial/soroconversdo com confirmacéo dos resultados iniciais
reagentes para anti-HIV, anti- HCV, HBsAg ou anti-HTLV I/11, em doador que possua
doacdo anterior, a investigacao retrospectiva deve ir aos hemocomponentes doados até o
periodo de seis meses anteriores a ultima testagem nao reagente, se o teste é por sorologia,
e trés meses se utilizado o teste de NAT para HIV e HCV. Todos os hemocomponentes
resultantes de todas as doacGes desse periodo deverdo ser rastreados, com a identificacdo
do servico que o transfundiu e /ou do receptor (ANVISA, 2015).

O receptor de sangue que apresentou positividade de marcador € o individuo que
foi diagnosticado ndo em funcdo da descoberta de um doador de repeticdo (doador que
realiza duas ou mais doacdes no periodo de 12 meses) com soroconversdo, e sim em
funcdo de um exame solicitado por qualquer motivo (BRASIL, 2015). A legislacdo de
procedimentos técnicos e de regulamentacdo sanitdria em hemoterapia define
responsabilidades compartilhadas entre o servico de hemoterapia e 0 servico de
assisténcia a saude que realizou a transfusdo para a localizacdo e a convocacdo dos
receptores (ANVISA, 2015).

O acompanhamento do receptor diz respeito ao processo que Segue a sua
identificacdo. Compreende sua localizagcdo, convocacao para o0 aparecimento ao servico
de saude, realizacdo dos testes para confirmacdo ou descarte da possibilidade de
transmissao, encaminhamento devidos aos servicos de referéncia para acompanhamento

clinico, notificagdo do caso ou da suspeita a vigilancia em salde (sanitaria e
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epidemioldgica) e retorno dos resultados dos testes ao servico produtor do
hemocomponentes (ANVISA, 2015).

O periodo de tempo minimo para acompanhamento do receptor com exames
laboratoriais, para que se possa descartar a transmissdo transfusional, nos casos de
viragem para HBsAg, anti-HBc (reagente), Anti-HCV (reagente), NAT HCV (-) seis
meses apos a transfusdo; Anti-HIV (reagente), NAT HIV (-) trés meses; Anti- HTLV I/1l,
sendo o periodo de incubacdo média para LV é de 2 a 6 meses, podendo ser curto até 10
dias, ou longo como 34 meses (MONTEIRO, 2013). cabe ao servigo de saude onde
ocorreu a transfuséo o esforco para a identificacdo, a localizacdo e 0 acompanhamento do

receptor do hemocomponente em investigagdo (ANVISA, 2015).

2.14 Diagnéstico laboratorial das leishmanioses

Diferentes técnicas podem ser usadas para o diagnostico da LV, entre eles estao:
os testes parasitologicos, sorologicos e moleculares feitos com base nos parametros
clinicos e epidemioldgicos (GONTIJO et al., 2004). O diagndstico réapido é essencial para
que um melhor resultado no tratamento seja alcancado (CONTER et al., 2015). O
diagnostico clinico para LV é realizado nos sinais e sintomas que sdo semelhantes em
outras patologias como malaria, doenca de Chagas, febre tifoide, tuberculose e
esquistossomose (OLIVEIRA FILHO, 2013).

O diagndstico parasitoldgico para observacédo do parasita é considerado o padrdo
ouro e pode ser baseado na visualizacdo das formas amastigotas em macréfagos ou
mondcitos em material de biopsia e puncdo aspirativa do baco, medula dssea ou
linfonodos, figado e sangue periférico (HERWALDT, 1999; FRANCESCHINI et al.,
2016; EGUCHI et al., 2017). Esse método é usado para o preparo de esfregaco ou
impressdo em lamina e para o isolamento em meio de cultura. Neste método a
especificidade é de 100%, mas a sensibilidade é variavel, porque a distribuicdo dos
parasitas ndo é homogénea no mesmo tecido (GONTIJO et al., 2004).

Outro método possivel € a cultura que permite o isolamento das promastigotas,
permitindo a caracterizacao e o gendtipo das espécies isoladas, por isso € um método mais
especifico (SINGH et al., 2016). Esta técnica geralmente é mais usadas em laboratério
de pesquisa e devido a demora dos resultados é raramente usada para diagnostico clinico
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Os métodos soroldgicos sdo métodos muito utilizadas e oferecem analises rapidas

e fazem a pesquisa de anticorpos no soro ou plasma no sangue dos pacientes.
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Compreendem o teste imunocromatografico (rK39), aglutinacéo direta (DAT), ELISA e
RIFI (ALVAR et al.,, 2012). Estes testes apresentam algumas limitagdes, como sdo
identificados a presenca de anticorpos, estes podem estar numa proporcéo baixa durante
0 processo de tratamento, ndo permitindo a avaliacdo do efeito da terapia (GONTIJO et
al., 2004).

O teste imunocromatografico rK39 é wusado para determinar infeccOes
assintomaticas e também infecdes subclinicas ou clinicas (BARAO et al., 2007). E um
teste de uso rapido, com leitura em 10 minutos e de facil interpretacdo. Baseado na reacdo
do soro ou sangue do paciente, foi criado usando o antigeno rK39 fixado em papel
nitrocelulose, sendo especifico para LV, em pacientes com a forma assintomatica, a
sensibilidade foi de 90-100% (SUNDAR et al., 2002).

O DAT foi descrito pela primeira vez por HARITH et al. (1986), para diagnésticos
de LV em humanos e também € usado para andlise soroldgica em caninos, felinos
domeésticos e equinos, animais silvestres e outras espécies de animais (OLIVEIRA etal.,
2016). E um teste rapido e de baixo custo, pois ndo requer instalagdes laboratoriais
complexas e vem se mostrando nos dltimos 10 anos uma op¢do no controle
epidemiolégico (OLIVEIRA et al., 2013). Muitos estudos mostram que o DAT possui
uma boa sensibilidade e especificidade (ASSIS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013).
Para sua realizacao sdo usadas microplacas com diluigcdes seriadas com soro ou plasma e
sdo adicionadas promastigotas coradas. Se houver anticorpos presentes na amostra
ocorrera aglutinacéo.

O método de ELISA é usado para diagnosticar quase todas as doencas infecciosas,
sendo um teste rapido, de facil execucdo e leitura, sendo um pouco mais sensivel e menos
especifico que a RIFI e permite a realizacdo de varios exames ao mesmo tempo (EVANS
etal., 1992; ALVAR et al., 2012).

O teste de RIFI apresenta baixa especificidade e tem como principais limitacGes a
possibilidade de reacBes cruzadas com outras doencas. Seu resultado é apresentado em
diluicdes e faz se a partir da diluicdo de 1:80 sdo consideradas positivas (FRANCA et al.,
2013).

O teste IDRM é uma técnica em que o antigeno é inoculado no antebraco do
paciente e a leitura é realizada em 48 horas. O resultado sera positivo se a enduragéo
formada for maior que 5 mm, caracterizada pelo endurecimento do local onde foi feito a

inoculacdo, que é causada pela infiltracdo de linfocitos e macréfagos (CARVALHO et
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al., 1995). E um teste limitado quando usado em pacientes imunodeprimidos devido a
baixa resposta imune contra antigenos dos parasitas (GONTIJO et al., 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se baseia na deteccdo de sequéncias de
acidos nucleicos especificos do parasita (DEY e SINGH, 2006), usada para detec¢édo da
carga parasitaria e acompanhamento do tratamento (FRANCESCHINI et al., 2016),
possibilitando a amplificacdo do DNA do parasita, em diferentes amostras bioldgicas
como bago, figado, sangue, aspirado de medula 6ssea, linfonodos e lesdes (MONTEIRO,
2013). Quanto as suas limitagdes ha possiveis contaminacdes e é preciso instalaces
laboratoriais bem estruturadas (PINHEIRO et al., 2007). Oligonucleotideos desenhados
para amplificar regides do DNA de cinetoplasto (kDNA) de Leishmania deixam a PCR
um método de alta sensibilidade e especificidade para diagndstico das leishmanioses
(VERGEL et al., 2006; FRANCESCHINI et al., 2016). Alguns estudos demonstram que
é possivel através da PCR, detectar parasitas algumas semanas antes de aparecer 0s
sintomas clinicos, a sua sensibilidade depende do alvo a ser amplificado, € um étimo
método para experimentos e acompanhamento na fase crénica de LV (OTERO et al.,
2000; MARY et al., 2004).

Diante de um quadro clinico assintomatico, existe a preocupacdo com relacéo a
transmissao transfusional e hd a necessidade de se conhecer a possivel circulagdo de
Leishmania em doadores de sangue do Hemocentro de Dourados, a fim de diminuir o

risco transfusional.

3 OBJETIVOS

GERAL
Estimar a soro prevaléncia da infeccdo assintomatica por Leishmania em doadores

de sangue do Hemocentro do Municipio de Dourados-MS.

ESPECIFICOS
e ldentificar a prevaléncia de doadores de sangue com sorologia positiva para
Leishmania;
e Coletar soro a partir de sangue periférico para realizacdo do teste de DAT;
e Caracterizar o perfil sociodemogréafico dos doadores de sangue com anticorpos

anti-Leishmania.
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Highlights

-There are cases of asymptomatic Leishmania infection in blood donors from Dourados.
-1t is importance to implement a Leishmania detection test in screening blood banks in
endemic areas of VL.

Abstract

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is a serious infectious disease that is a
neglected zoonosis worldwide. Asymptomatic infections allow transmission of the
parasite via the transfusion route.

Objective: To estimate the seroprevalence of asymptomatic Leishmania infection in
blood donors from the Blood Center in the Municipality of Dourados, Mato Grosso do
Sul.

Methods: A study was carried out between February and March 2019, with 533 blood
donors screened for Leishmania using the direct agglutination test method. An interview
was conducted with donors to obtain socioeconomic, epidemiological, and demographic
data.

Results: Anti-Leishmania antibodies were detected in 28 (5.2%) blood donors who had
no symptoms of VL. Of these, 16 (57.1%) were men and 12 (42,9%) women, 53.5% were
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between 26 and 41 years old, 60.8% self-declared themselves white, 60.8% made more
than four blood donations, and 82.1% were from Dourados. Four of these donors said
they had a dog with leishmaniasis.

Conclusions: There are cases of asymptomatic Leishmania infection in blood donors
from Dourados, showing the importance of implementing a Leishmania detection test in
screening blood banks in endemic areas of VL.

Keywords: Blood Donors, Asymptomatic Infection, Leishmaniasis.

Introduction

Leishmaniasis is a disease caused by different species of Leishmania, and they
can manifest themselves in four main clinical forms: cutaneous, mucocutaneous, visceral
(VL), and post-kala azal dermal leishmaniasis (PKDL) (WHO, 2019). VL is endemic in
76 countries, found in 12 countries in the Americas, with Brazil accounting for 96% of
reported cases. The clinical form is characterized by fever, hepatosplenomegaly, pallor,
and pancytopenia. If left untreated, it can progress to death (WHO, 2019).

The parasite is transmitted through the bite of sandflies, but other forms of
transmission have been reported, such as transfusion transmission (Michel et al., 2011).
The first case of transfusion transmission was described in China in 1948 (Chung et al.,
1948), and other cases have been described in countries such as France, Sweden, Belgium,
England, and India (Asfaram et al., 2017). There is a possibility that products derived
from the blood of infected individuals, if parasitic at the time of blood donation, may have
transmitted the parasite to recipients (Jimenez-Marco et al., 2012).

Blood transfusion recipients are immunosuppressed individuals, usually patients
with cancer or hemoglobinopathies or undergoing hemodialysis or organ transplants.
These patients are at a risk of contracting the parasite and developing VL due to their
immunosuppression status (Asfaram et al., 2017). The Ministry of Health (Ordinance No.
5, September 28, 2017) (Brazil, 2017) established routine blood banks, serological tests
for Chagas disease, hepatitis B and C, syphilis, HTLV 1 and 2, HIV 1 and 2, and research
for Leishmania is not recommended. However, candidates for blood donation who had a
history of leishmaniasis are considered to be permanently unfit. In view of the expansion
of VL, and considering studies that show the presence of asymptomatic infection in blood
donors (Pedrosa, 2016; Silva, 2018; Fukutani et al., 2014; Negreiros Filho, 2017), the
present study proposed to carry out the seroprevalence of asymptomatic Leishmania
infection in blood donors from the Blood Center in the Municipality of Dourados, Mato
Grosso do Sul, in central-western Brazil.

Materials and methods
Study area

A cross-sectional epidemiological study was carried out between February and
March 2019, at the Regional Blood Center of Dourados, Mato Grosso do Sul. All donors
were approached before or after screening at the Blood Center and received an invitation
to participate voluntarily in the search. We included blood donors of both sexes with no
history of VL, a clinical condition fit for blood donation, age above 18 years, a signed
informed consent form, and an answered questionnaire on socioeconomic,
epidemiological, and demographic data. Individuals under 18 years of age and donors

47



with positive serology for other diseases were excluded from the screening carried out at
the Blood Center. We also excluded the indigenous population and individuals with an
insufficient blood sample to carry out this research. This study was approved by the
Human Research Ethics Committee of the Universidade Federal da Grande Dourados
(Protocol No. 3,135,655).

Samples

We collected 4 mL of blood in vacutainer tubes containing an anticoagulant with
EDTA to perform the direct agglutination test (DAT). Samples were processed and stored
at the Health Sciences Research Laboratory of Universidade Federal da Grande Dourados
(LPCS/UFGD), and DAT tests were performed at the Aggeu Magalhdes Research
Institute (FIOCRUZ-Pernambuco).

Direct agglutination test

Samples were analyzed by DAT, according to the manufacturer's instructions
(Royal Tropical Institute, Amsterdam, NL) with some adaptations to detect antibodies
directed against Leishmania donovani present in plasma. The test was carried out in
tunicata in 96-well VV-bottom plates (Greiner Bio One, Germany), with dilutions of 1:3200
and 1:12800. After incubation for 18 h at room temperature, the reading was performed,
being considered a positive titration from 1:6400 (Harith et al., 1988). The test was
repeated for samples with positive results to confirm the results.

Results

In the study, 533 blood donors participated, including 323 (60.6%) men and 210
(39.4%) women. Regarding the race/color, 287 (53.8%), 196 (36.8%), 36 (6.8%), and 14
(2.6%) declared themselves white, brown, black, and yellow, respectively. Regarding the
age group, 145 (27.3%), 132 (24.9%), 140 (26.4%), 75 (13.8%), and 41 (7.6%) were
between 18 and 25 years, between 26 and 33 years, between 34 and 41 years, between 42
and 50 years, and between 51 and 65 years, respectively. Regarding educational level,
198 (37.1%), 148 (27.8%), and 187 (35.1%) had completed higher education, high school,
and other schools, respectively. The majority (95.5%) lived in urban areas, and 435
(81.6%) were residents of the Municipality of Dourados. As for the number of donations,
95 (17.8%), 130 (24.4%), and 308 (57.8%) people had donated once, two to four times,
and over four times.

Twenty-eight (5.2%) donors showed anti-Leishmania antibodies at a dilution of
1:6400. Of these, 57.1% were men, 53.5% were between 26 and 41 years old, 60.8% were
self-declared white, 60.8% made more than four blood donations, 82.1% were from
Dourados, all lived in an urban area and in a masonry house with running water, 50.0%
had higher education, 75.0% earned up to 4 minimum wages, and four donors had a dog
with leishmaniasis in the residence (Table 1). None of these blood donors reported any
history of leishmaniasis, and only one reported a family history of the disease.

Discussion

The possible transmission of diseases by blood transfusion has been known for
years. Infectious agents that pass through a blood phase have a chance to be transmitted
via the transfusion route (Pereira et al., 2011). Every infectious agent can develop a
transfusion reaction, causing signs of acute infection, but these infections can become

48



chronic and lead to an asymptomatic carrier state (Urias et al., 2009). The existence of
asymptomatic infections has been the main cause of transmission of microorganisms
through blood transfusion (Owens et al., 2001); therefore, in blood banks, the serology
used must have high a sensitivity and specificity (Carrazzone et al., 2004).

Blood donors at the Blood Center of Dourados have the same profile as those at
other Blood Centers. The ethnic composition of the population of Mato Grosso do Sul is
prevailed by white people and age group of 26 to 41 years, corroborating with other
studies such as that of Fukutani et al. (2014), with an average age of 34 years (Negreiros
Filho, 2017) ranging from 28 to 42 years.

Donors were predominantly men. Other studies have shown a prevalence of men
(7,9), with a prevalence of 81.5% and 78.5%, respectively, while another study pointed
out a higher prevalence of women (55.8%) (Silva, 2018). Men donate blood more often
during the year and have more constant hemoglobin values and lower rates of clinical
disability when it comes to anemia, hypotension, and hypertension (Rodrigues et al.,
2011).

The presence of anti-Leishmania antibodies indicates the existence of an infection
that may have been present before but not active at the time of sample collection. The
encounter of individuals with the presence of these antibodies shows the existence of
asymptomatic infection in blood donors at the Blood Center of Dourados. Other studies
indicate the presence of blood donors with asymptomatic infection by Leishmania: 5.4%
in Bahia (Fukutani et al., 2014), 5.5% in Minas Gerais (Urias et al., 2009), 7.5% in
Tocantins (Negreiros Filho, 2017), 11.4% in Parana (Braga et al., 2015), 15.6% in Mato
Grosso do Sul (Franca et al., 2013), and 16.5% in Ceara (Monteiro et al., 2016). In other
countries, the prevalence of asymptomatic infection in blood donors varies from 0.5% to
36.4%, as in Italy, Greece, Spain, and France (Asfaram et al., 2017).

The percentage of infections depends on the diagnostic test used and its
sensitivity. DAT has been widely used compared to other serological methods (Oliveira
etal., 2017; Silva et al., 2019). The DAT and the rK39 rapid test are considered the most
reliable serological techniques for the diagnosis of VL (Machado de Assis et al., 2012;
Freire et al., 2018; Sarkari et al., 2018). The presence of anti-Leishmania antibodies
indicates previous exposure to the parasite that may persist after clinical recovery,
characterizing the asymptomatic infection (Riera et al., 2005).

One participant reported a case of VL in the family; the presence of asymptomatic
infection is also related to the presence of sick people in the family or neighborhood,
suggesting exposure to the same risk factors and acting as reservoirs for transmission of
VL, the presence of sick people at home or in the neighborhood, indicating the
permanence of the cycle (Vasconcelos et al., 2013; Oliveira et al., 2008).

All VL positive donors were residents in urban areas, corroborating with other
studies (Pedrosa, 2016; Monteiro et al., 2016). In Brazil, VL was considered a disease of
the rural area, but due to the housing of people in the periphery, there was a change in the
disease scenario. Donors with anti-Leishmania antibodies lived in different regions of
Dourados: Parque das Nacdes 11, Vila Industrial, Canad I, Agua Boa, Italy, Florida,
Parque Alvorada, Centro, Ouro Verde, and Santa Brigida. Some of these regions present
cases of canine leishmaniasis and vectors, indicating the presence of factors that
contribute to the Leishmania cycle (Marcondes, 2012).

Several asymptomatic blood donors (39.3%) reported having a dog as a pet, and
four donors reported a case of canine leishmaniasis in their homes. A study carried out in
Dourados demonstrated a 5.9% prevalence of dogs with leishmaniasis (Marcondes,
2012). The presence of the sick dog and vector in areas of the municipality are factors
that favor the transmission of the parasite. Several studies relate canine leishmaniasis to
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an increase in cases of human VL. The identification of parasite reservoirs in dogs with
Leishmania in endemic areas is important for controlling the disease (Queiroz, 2011).

Among all asymptomatic patients, only 21.4% of donors were donating blood for
the first time. These donors generally had a higher positive rate in serological tests for
various microorganisms and risks of transfusion transmission of these infections
(Fujimoto, 2018). In our study, the majority (60.8%) were donors who had made more
than four donations, considered repeat donors. The rate of positivity for communicable
diseases in these donors is usually low (Fujimoto, 2018) because loyal donors
demonstrate a greater responsibility and greater transfusion safety (Carrazzone et al.,
2004), but there is a chance that these donors become infected and recently, show tests
with negative results during the immunological window (Barros and Silva, 2005).

In this study, 50% had completed higher education. Schooling is an indicator of
blood donor loyalty because they are aware of their role as citizens in society (Moura et
al., 2006). Although leishmaniasis is a predominant disease in a low socioeconomic class
and related to occupational activity, in our study, positive cases occurred in different
economic classes and different professional activities: self-employed, teacher,
veterinarian, nurse, pedagogue, administrative assistant, social worker, domestic, daily
laborer, salt shaker, cooker, unionist, production assistant, military, and rancher.

Different techniques have been used in blood components to inactivate species of
infectious agents, such as leukoreduction (Brazil, 2017). The blood bag can be used for
plasma use since no report has been made on the survival of Leishmania in fresh-frozen
plasma (Grogl et al., 1993; Mansueto et al., 2014). The microorganisms can remain within
the leukocytes or become free amastigotes, even after processing and storage of red blood
cells (4 °C) and platelets (20 to 24 °C) according to consolidation decree number 5 of
2017 (Mansueto et al., 2014; Brazil, 2017).

We conclude that there is asymptomatic infection by Leishmania, and there is a
risk of transfusion transmission at the Blood Center of Dourados, mainly because
leukoreduction is not done in all blood bags produced. This is the reality of several blood
banks in Brazil, showing the importance of knowing the prevalence of asymptomatic
patients who can act as blood donors, putting patients undergoing transfusion therapy at
risk. Therefore, it is important to carry out diagnostic tests for leishmaniasis and other
diseases in endemic areas, adequacy of the questionnaires used to screen donors, inclusion
of serological tests in the quality control of the blood components produced, as well as in
the laboratory analysis of blood recipients that present a transfusion reaction or
symptoms. In addition, the inclusion in the screening questionnaire that covers risk
factors, such as the presence of the dog in the residence and neighbors or family members
with a history of VL and clinical signs of the donor, which can identify and reduce the
risk of Leishmania transmission by donors blood.
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Table 1 Sociodemographic and epidemiological
characteristics of blood donors with anti-Leishmania
antibodies, collected at the Hemocenter of Dourados, in
the period from February to March 2019

CHARACTERISTICS n=28 %
Sex
Men 16 57,1%
Women 12 42,9%
Age
18-25 5 17,9%
26-33 9 32,1%
34-41 6 21,4%
42-50 5 17,9%
51-65 3 10,7%
Rance/color
White 17 60,8%
Brown 9 32,1%
Black 1 3,6%
Yellow 1 3,6%
Education
Complete primary education 1 3,6%
Incomplete high school 1 3,6%
Complete high school 10 35,7%
Incomplete higher 2 7,1%
Graduated 14 50%
Family income
1 to 2 minimum wages 11 39,3%
3 to 4 minimum wages 10 35,7%
5 to 6 minimum wages 2 7,1%
7 or more minimum wages 5 17,9%
Region of residence
Urban area 28 100%
With dog in residence 11 39,3%
Dog with leishmaniasis in residence 4 14,3%
Number of donations
First 6 21,4%
Second 3 10,7%
Four 2 7,1%
More than four 17 60,8%
Locality
Dourados 23 82,1%
Vila Industrial 2 7,1%
Jardim Guanabara 2 7,1%
Vila Planalto 1 3,6%
Parque Alvorada 1 3,6%
Vila Progresso 1 3,6%
Terra Roxa | 1 3,6%
Vila Erondina | 1 3,6%
Estrela Vera 1 3,6%
BNH 4° Plano 1 3,6%
Jardim Séo Francisco 1 3,6%
Jardim Agua Boa 1 3,6%
Jardim Bara 1 3,6%
Altos do Indaia 1 3,6%
Center 1 3,6%
Vila Rosa 1 3,6%
Cachoerinha 1 3,6%
Jardim Independéncia 1 3,6%
Jardim Manoel Rasselen 1 3,6%



Jardim Jodo Paulo Il
Florida 1l
Caarap06
Capitdo Vigario
Ponta Pora
BNH
Itaporéd
Center
Vicentina
Center

3,6%
7,1%

7,1%
3,6%
3,6%

3,6%
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6. CONCLUSOES

A prevaléncia de infecgdo assintomética por Leishmania em doadores de sangue
do Hemocentro do Municipio de Dourados-MS foi de 5,2% (28 doadores), identificados
pelo teste de DAT.

Destes doadores com anticorpos anti-Leishmania, 57,1% eram do sexo masculino,
53,5% tinham entre 26 a 41 anos, 60,8% autodeclararam brancos, 60,8% fizeram mais de
quatro doacdes de sangue, 82,1% eram de Dourados, todos residiam em area urbana e em
casa de alvenaria com agua encanada, 50,0% tinham ensino superior, 75,0% ganhavam

até 4 salarios minimos e quatro doadores tinham cdo com leishmaniose na residéncia.

A deteccdo do anticorpo anti-Leishmania indica a circulacéo do parasita no sangue
periférico desses doadores, o que torna urgente a adocdo de medidas de controle e o
desenvolvimento de exames de diagndstico especificos para a condi¢do assintomatica em

doadores de sangue.
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7. ANEXOS
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7.1 Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Humana (CEP)
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UFGD - UNIVERSIDADE
FEDERAL DA GRANDE %"""""oﬂ’“m
DOURADOS / UFGD-MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFECCAO ASSINTOMATICA POR LEISHMANIA EM DOADORES DE SANGUE EM
DOURADOS-MS

Pesquisador: Herintha Coeto Neitzke Abreu

Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 02878818.1.0000.5160

Instituicdo Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saude

Patrocinador Principal: Fundacéo Universidade Federal da Grande Dourados/UFGD-MS

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.135.655

Apresentacédo do Projeto:

O presente trabalho tem o objetivo de pesquisar e caracterizar espécies de Leishmania, por meio da reacéo
em cadeia da polimerase

(PCR), em doadores de sangue aptos a doagéo, no Hemocentro de Dourados-MS.

As leishmanioses séo doencas zoondticas com alto impacto na saude publica, causadas por protozodrios do
género Leishmania. Acometem

principalmente a populacdo de baixa renda e podem se apresentar de duas formas: leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT). ALT

é geralmente reconhecida pela forma cutanea que causa lesdes desfigurantes e incapacitantes, podendo
desenvolver lesdes mucosas. A LV é uma

doenca crbnica grave que afeta principalmente 6rgaos como figado, baco e linfonodos. O estado de Mato
Grosso do Sul é uma regido endémica e

necessita de mais estudos que justifique o alto nimero de casos de leishmanioses. As leishmanioses séo
transmitidas por fémeas de flebotomineos

porém, casos de transmisséo via transfusdo de sangue ja foram relatados. O risco na transmissao das
leishmanioses pela via transfusional mostra a

importancia de investigacdes em doadores de sangue uma vez que o déficit dessas informacdes dificulta o
desenvolvimento de medidas de controle.

Nos bancos de sangue no Brasil, ndo ha medidas de controle nas bolsas de sangue para as

Endereco: Rua Melvin Jones, 940

Bairro: Jardim América CEP: 79.803-010
UF: MS Municipio: DOURADOS
Telefone: (67)3410-2853 E-mail: cep@ufgd.edu.br
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Continuagéo do Parecer: 3.135.655

leishmanioses, 0 que representa um risco para a

populagéo.

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa te por objetivo Primario: Estimar a prevaléncia da infeccdo assintoméatica por Leishmania em
doadores de sangue do Hemocentro do municipio de Dourados-MS. /e, por objetivo Secundario:
Relacionar a prevaléncia da infec¢é@o por Leishmania com as caracteristicas sociodemogréficas; Identificar a
presenca de DNA de Leishmania em

sangue periférico de doadores de sangue pela PCR real time (QPCR); Caracterizar as espécies de
Leishmania em doadores assintomaticos, por

meio da PCR-RFLP.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A pesquisa assim detalha a questdo dos riscos: A amostra de sangue sera separada apos coleta pela
equipe do Hemocentro. Durante a coleta pode haver sangramento, dor e desconforto.

Eventualmente, alguns doadores podem apresentar complicacdes como queda de pressao, tontura,
hematomas, nauseas e vOmitos, infeccao e

inflamacgédo. Para evitar estas reagfes serdo prestadas orientacdes sobre como proceder durante e apos a
doacgdo de sangue e auxilio para

prestacdo de primeiros socorros, caso necessario.

Ja quanto aos Beneficios:

Ao participar desta pesquisa NAO tera nenhum beneficio direto. Contudo, as informagdes geradas sobre as
leishmanioses no Mato Grosso do Sul

podem gerar beneficios a populacédo local, onde o pesquisador se compromete a divulgar os resultados
obtidos. O participante tera os seguintes

beneficios ao participar da pesquisa: 1) ser avaliado quanto a possibilidade de ter sido exposto ao agente
gue causa leishmaniose visceral e

apresente infeccdo assintomética. Nesse caso, o participante ser encaminhado, caso concorde, para ser
avaliado quanto a presenca de outros

fatores que contribuam para o risco de desenvolver a doenca. 2) contribuir para ampliar o namero de
doencas investigadas na triagem inicial dos

candidatos a

Endereco: Rua Melvin Jones, 940

Bairro: Jardim América CEP: 79.803-010
UF: MS Municipio: DOURADOS
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa de alta relevancia cientifica e social, e ndo apresenta problemas em sua estrutura
guanto ao comprometimento ético do participante da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Todos os termos de apresentacdo obrigatéria constam no protocolo e atendem satisfatoriamente as
normativas vigentes.

Recomendacgdes:
Nao ha obices éticos.
Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Concluimos pela APROVACAO deste protocolo de pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos ainda que o pesquisador deve apresentar os relatorios parciais e finais como solicitado pelas
normativas e resolucdo da CONEP.

O pesquisador deve informar imediatamente qualquer evento adverso em sua pesquisa para o sistema
CEP/CONEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 13/01/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1175817.pdf 16:29:10
Projeto Detalhado / |PROJETO_MESTRADO_Joelma.pdf 13/01/2019 [Herintha Coeto Aceito
Brochura 16:28:22 | Neitzke Abreu
Investigador
Orgcamento ORCAMENTO.pdf 14/11/2018 [Herintha Coeto Aceito

11:34:40 | Neitzke Abreu
Declaracéo de MANUSEIO_MATERIAL_BIOLOGICO.p| 14/11/2018 |Herintha Coeto Aceito
Manuseio Material | df 11:34:15 | Neitzke Abreu
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Outros OficioSES.pdf 12/11/2018 |[Herintha Coeto Aceito
15:08:13 | Neitzke Abreu
Declaracéo de Infraestrutura_LPCS_herintha.pdf 01/08/2018 |Herintha Coeto Aceito
Instituicdo e 09:51:59 | Neitzke Abreu

Endereco: Rua Melvin Jones, 940
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Infraestrutura Infraestrutura_LPCS_herintha.pdf 01/08/2018 |Herintha Coeto Aceito
09:51:59 | Neitzke Abreu

Folha de Rosto FOLHA DE_ROSTO.PDF 01/08/2018 |Herintha Coeto Aceito
09:51:32 | Neitzke Abreu

Outros QUESTIONARIO_hemocentro.pdf 23/07/2018 | Herintha Coeto Aceito
17:26:05 | Neitzke Abreu

Outros INSTRUMENTO_DE_COLETA_DE_DA | 23/07/2018 [Herintha Coeto Aceito

DOS.pdf 17:22:56 | Neitzke Abreu

Cronograma CRONOGRAMA.docx 23/07/2018 |Herintha Coeto Aceito
17:00:11 | Neitzke Abreu

Declaracao de DECLARACAO_COMPROMISSO_Herin] 23/07/2018 [Herintha Coeto Aceito

Pesquisadores tha.pdf 16:44:44 | Neitzke Abreu

TCLE/ Termos de | TCLE.pdf 23/07/2018 |Herintha Coeto Aceito

Assentimento / 16:33:54 | Neitzke Abreu

Justificativa de

Auséncia

Outros Aprovacao_Projeto.pdf 23/07/2018 |Herintha Coeto Aceito
16:29:24 | Neitzke Abreu

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Jardim América
UF: MS

Telefone: (67)3410-2853

Municipio:

DOURADOS, 07 de Fevereiro de 2019

Rua Melvin Jones, 940

DOURADOS

Assinado por:

Leonardo Ribeiro Martins

(Coordenador(a))

CEP: 79.803-010

E-mail:

cep@ufgd.edu.br
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS (UFGD)
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE (FCS)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa “Infeccdo assintomatica por Leishmania em doadores de sangue
da cidade de Dourados-MS”, que sera realizado na Universidade Federal da Grande Dourados em parceria com 0 Hemocentro
de Dourados. Diante da expansdo das leishmanioses, de um quadro clinico muitas vezes assintomatico, e a comprovacédo da
transmissédo transfusional de Leishmania, as leishmanioses vém se tornando uma preocupacgdo nos bancos de sangue. Nao ha
estudos que mostre se ha circulacdo da Leishmania por parte dos doadores do Hemocentro de Dourados.

a) Natureza da pesquisa: Pesquisar infeccdo por Leishmania spp. em doadores de sangue do Hemocentro de Dourados.

b) Justificativa: A ocorréncia de infeccéo transfusional de Leishmania fez com que paises adotassem a triagem nos bancos
de sangue mas, no Brasil, ndo ha triagem. Embora as pessoas que ja tiveram leishmaniose ndo podem doar sangue, essa postura
ndo minimiza o risco de contaminacdo. Ao considerarmos os varios estudos ja realizados no Brasil, inclusive em Campo Grande-
MS, demonstram a exposic¢do dos doadores de sangue a infecgdo assintomatica por Leishmania. A realizagdo de mais estudos
principalmente em areas endémicas € necessaria para que se agilizar mudancgas nos procedimentos dos hemocentros.

¢) Objetivos: Pesquisar Leishmania spp. no sangue de doadores do Hemocentro de Dourados.

d) Envolvimento na pesquisa e Procedimentos: A sua participa¢do ndo é obrigatéria e a qualquer momento vocé pode
desistir de participar e retirar seu consentimento. A sua recusa NAO trara nenhum prejuizo ou penalidade. Ao participar deste
estudo vocé permitira que uma pequena parte (5 ml) da coleta de sangue seja utilizada na pesquisa. Caso decida aceitar o convite,
vocé responderd a um questionario contendo perguntas sobre seus dados pessoais, de salde e da doagdo de sangue, que sera
realizado em ambiente reservado, com privacidade, preservando seu anonimato, confidencialidade e sigilo das informagdes
prestadas e se alguma pergunta Ihe causar constrangimento vocé tem o direito de recusar-se a respondé-la. Serd realizado o
diagndstico soroldgico (ELISA com antigeno bruto) e molecular (PCR) especifico para Leishmania a partir do sangue coletado
para a doag&o.

e) Riscos e desconfortos: A amostra de sangue seré separada ap0s coleta pela equipe do Hemocentro. Durante a coleta pode
haver sangramento, dor e desconforto. Eventualmente, alguns doadores podem apresentar complicacdes como queda de pressao,
tontura, hematomas, nauseas e vomitos, infeccdo e inflamacao. Para evitar estas reacdes serdo prestadas orientagdes sobre como
proceder durante e ap6s a doacdo e auxilio para prestacdo de primeiros socorros caso necessario. Se vocé tiver algum gasto que
seja devido a sua participacao na pesquisa, vocé serd ressarcido, caso solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano
comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera direito a indenizagao.

f) Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé NAO tera nenhum beneficio direto. Contudo, as informagdes geradas sobre
as leishmanioses no Mato Grosso do Sul podem gerar beneficios a populacéo local, onde o pesquisador se compromete a divulgar
0s resultados obtidos. Sua participagdo é importante para nossa pesquisa e vocé tera os seguintes beneficios ao participar: 1) ser
avaliado quanto a possibilidade de ter sido exposto ao agente que causa calazar e apresente infecgdo assintomatica. Nesse caso
vocé poderd ser encaminhado, caso concorde, para ser avaliado quanto a presenca de outros fatores que contribuam para o risco
de desenvolver a doenca. 2) contribuir para ampliar o nimero de doengas investigadas na triagem inicial dos candidatos a doacéo
de sangue e hemoderivados nas areas endémicas, a fim de minimizar o possivel risco de contaminag&o via transfusdo sanguinea

g) Confidencialidade: Todo material bioldgico coletado sera utilizado para diagndstico e identificacdo de Leishmania e seu
armazenamento para o Biobanco da FCS/UFGD. Os investigadores a qualquer momento esclarecerdo suas dividas sobre a
doenga, a utilizagcdo do material bioldgico coletado e os resultados obtidos com o estudo. Estes resultados poderdo ser divulgados
na forma de comunicacéo cientifica. O material biolégico e sua ficha de investigacdo serdo armazenados, codificados e a lista
de codificacdo sera confidencial. Todas as informag@es serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacfes
cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo
sobre a sua participacdo. Os dados coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em arquivo confidencial sob a responsabilidade
do pesquisador pelo periodo de minimo de 5 anos.

Apos estes esclarecimentos, declaro estar ciente do teor deste TCLE e consinto de forma livre a participacdo nesta pesquisa.

Nome do Participante ou responsavel: CPF:
Assinatura do Participante, Pai e/ou Responsavel se menor:
Dourados, MS / / Assinatura do Pesquisador:

Telefone dos pesquisadores responsaveis:

Herintha Coeto Neitzke Abreu - (67) 99920-5766 - herinthaabreu@ufgd.edu.br

Manoel Sebastido da Costa Lima Junior - (81) 99570-3488 - manoel.lima@cpgam.fiocruz.br
Maria Joelma Alves da Silva Valejo - (67) 98119-9021- mjbiomedica@gmail.com

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFGD) - (67) 3410-2853 - cep@ufgd.edu.br
Rua Melvin Jones, 940 - Jardim América, Dourados-MS. CEP: 79803-010

Este TCLE serd impresso em duas vias e uma ficard com o(a) participante.

Faculdade de Ciéncias da Saide/FCS — fone: 67-3410-2321 - fax: 67-3410-2320
E-mail: fcs@ufgd.edu.br - End. Km 12 — Rod. Dourados-Itahum
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UF FICHA DE COLETA DE DADOS
‘cip] QUESTIONARIO

e Numero de identificac&o:

DA GRANDE DOURADOS

IDENTIFICACAO: (campo preenchido pelo paciente)

Data: / /

Nome:

Sexo: () masculino () feminino Data de nascimento: / /
Profisséo:

Cor/raca: ( )branca  ( )preta ( )amarela  ( )parda () indigena

Escolaridade: ( ) analfabeto

) 1% a 42 série incompleta do ensino fundamental (antigo primério ou 1° grau)
) 42 série completa do ensino fundamental (antigo primario ou 1° grau)

) 5% a 82 série incompleta do ensino fundamental (antigo ginasio ou 1° grau)
) ensino fundamental completo (antigo ginasio ou 1° grau)

) ensino médio incompleto (antigo colegial ou 2° grau)

) ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau)

) educacao superior incompleta

) educacdo superior completa

NN AN AN AN AN NN

Renda Familiar: ) menos de 1 salario minimo
) 1 a 2 salarios minimos
) 3 a 4 salarios minimos
) 5 a 6 salarios minimos

) 7 ou mais salarios minimos

AN AN AN S

INFORMACOES: (campo preenchido pelo paciente)

Endereco: Bairro:
Regido: ( )rural () urbana

Cidade: Telefones:

Tempo de residéncia no domicilio: anos ___ meses

Tipo de construgdo da residéncia: () alvenaria com reboco
() alvenaria sem reboco
() pau a pique barro e coberto de sapé
A residéncia possui dgua encanada? ( ) sim () néo
A residéncia possui sistema de esgoto? () rede pablica
() fossa
() rio/ribeirdo/cérrego
() céu aberto
Tem animaisemcasa? ( )sim ( )ndo  Quais? Quantos?
Quantas doacdes ja fez?
Apresentou febre recorrente nos ultimos meses? () sim () ndo
Ja teve leishmaniose visceral? ( ) sim () néo
Houve algum caso de leishmaniose na familia? ( ) sim ( ) ndo
Houve algum caso de leishmaniose visceral na vizinhanga? ( ) sim ( ) ndo
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Outros — anote alguma informacdo que julgar necessario: (campo preenchido pelo

paciente)

QUESTIONARIO DO BANCO DE SANGUE: (campo preenchido pelo pesquisador)

Numero de identificacdo do hemocentro:
Resultados dos testes: APTO para doacdo de sangue: () sim ( ) néo

Outros:
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