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Resumo. A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma das formas da doenca causada
pelo protozoario do género Leishmania spp., sendo classificada como uma das principais
zoonoses de interesse da saude publica no Brasil. Por ainda apresentarmos métodos de
diagnostico com baixa sensibilidade ao agente causador da LVC, este trabalho de revisao
de literatura teve como objetivo, identificar exames laboratoriais e métodos que contribuam
para um diagnostico correto, diminuindo as chances de falsos negativos ou falsos positivos
na rotina do Médico Veterinario. Nesta revisao de literatura foi possivel observar como
consideracdo que o exame de PCR se mostrou com cem por cento de confiabilidade nos
estudos avaliados, ja a técnica parasitologica classificada como padrdo ouro, ird depender
de alguns fatores como a precisdo, sujeita a intensidade do parasitismo, a natureza do
material biologico obtido, a duragdo da analise da I&mina e & pericia dos especialistas
envolvidos, para o diagnostico da LVC.

Palavras chave: Diagndstico clinico, reacdo em cadeia da polimerase, salde publica
veterinaria, zoonose

Clinical evaluation and false-negative results for canine visceral
leishmaniasis: Review

Abstract. Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is one of the forms of the disease caused
by the protozoan of the genus Leishmania spp., being classified as one of the main zoonoses
of public health interest. As we still present diagnostic methods with low sensitivity to the
causative agent of CVL, this literature review aimed to identify laboratory tests and
methods that contribute to a correct diagnosis, reducing the chances of false negatives or
false positives in the Veterinarian’s routine. Through this literature review, it was possible
to observe that the PCR test proved to be 100% reliable in the evaluated studies, whereas
the parasitological technique, classified as the gold standard, will depend on certain factors,
such as precision, the intensity of the parasitism, the nature of the biological material
obtained, the duration of the slide analysis and the expertise of the specialists involved, for
the diagnosis of CVL.
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Evaluacion clinica y resultados falsos negativos para leishmaniasis
visceral canina: Revision

Resumen. La Leishmaniasis Visceral Canina (LVV) es una de las formas de la enfermedad
causada por el protozoario del género Leishmania spp., siendo catalogada como una de las
principales zoonosis de interés en salud publica en Brasil. Como aun presentamos métodos
diagnosticos con baja sensibilidad al agente causal de LVC, esta revision bibliografica tuvo
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como objetivo identificar pruebas y métodos de laboratorio que contribuyan a un
diagnostico correcto, reduciendo las posibilidades de falsos negativos o falsos positivos en
la rutina del Médico Veterinario. A través de esta revision bibliografica se pudo observar
coémo consideracion que la prueba PCR demostrd ser 100% confiable en los estudios
evaluados, mientras que la técnica parasitoldgica catalogada como patrén oro dependera de
algunos factores como la precision, supeditada a la intensidad del parasitismo, la naturaleza
del material biol6gico obtenido, la duracion del andlisis de 1dminas y la experiencia de los
especialistas involucrados, para el diagndstico de LVC.

Palabras clave: Diagndstico clinico, reaccion en cadena de la polimerasa, salud publica
veterinaria, Zzoonosis

Introducéo

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma das formas da doenca causada pelo protozoario do
género Leishmania spp. (Fonseca Junior et al., 2021; Freitas et al., 2022; Leal-Lima et al., 2021;
Schimming & Silva, 2012; Silva & Winck, 2018). Esta doenca é classificada como uma das principais
zoonoses de interesse da saude publica, em especial no Brasil, em razdo de seu clima tropical, que facilita
a proliferacdo do vetor flebotomineo (Lutzomyia longipalpis), transmissor desta doenga (Abbiati et al.
2019; Dias et al., 2007; Faria et al., 2019; Seva et al., 2021; Souza et al., 2009).

Esta realidade, nem sempre esteve presente no Brasil, somente apds 0s anos de 1990 que esta zoonose
comecou a ser identificada nas areas urbanas. A partir deste periodo, se alastrou por todo o territério,
em especial em regides de fronteira ou com alto indice de vulnerabilidade social (Azevedo et al., 2008;
Barbosa et al., 2010; Hirschmann et al., 2015; Silva & Braga, 2010; Soccol et al., 2017; Souza et al., 2009).

Tendo em vista a importancia desta zoonose e sua transmissibilidade aos seres humanos, para reverter
esta condi¢do em regides endémicas para LVC é fundamental a implementacdo de praticas de educagao
em salde permanentes com medidas sanitarias e ambientais, que valorizem o conceito One Health,
viabilizando assim, a reducdo ou eliminacdo de possiveis localidades que possibilitem a proliferacdo
deste vetor (Abrantes et al., 2018; Collignon & McEwen, 2019; Kahn, 2017; Leal-Lima et al., 2021).

A transmissao é efetuada por meio da picada da fémea do vetor (Fonseca Junior et al., 2021; Freitas
et al., 2022; Lima et al., 2013; Silva & Winck, 2018). Os canideos sdo 0s principais reservatorios desta
doenca (Alves & Bevilacqua, 2004; D’Andrea & Guimaraes, 2018; Fonseca Junior et al., 2021). As
acoes de controle podem reduzir exponencialmente os riscos de desenvolvimento da doenga (Dias et al.
2018; Ribeiro, 2007).

Partindo da perspectiva que ainda apresentamos métodos de diagnéstico com baixa sensibilidade ao
agente causador da LVC, esta revisdo teve como objetivo de identificar exames laboratoriais e métodos
gue contribuam para um diagndstico correto, diminuindo as chances de falsos negativos ou falsos
positivos na rotina do médico veterinario.

Caracteristicas epidemioldgicas e ambientais

A LVC é uma zoonose, 0 que significa que pode ser transmitida dos caes para os seres humanos,
sendo que a infeccdo em humanos geralmente ocorre da mesma forma que em cées, pela picada do
mosquito-palha infectado (D’ Andrea & Guimaraes, 2018; Dias et al., 2018; Fonseca Junior et al., 2021,
Freitas et al., 2022; Silva & Winck, 2018).

Devido & complexidade da transmissdo da LVC e a sua natureza zoonotica, o controle efetivo da
doenca envolve abordagens integradas, como medidas de prevencdo e controle do vetor, tratamento de
caes infectados e educacdo publica para conscientizacdo sobre os riscos da doenca (Leal-Lima et al.,
2021; Limaet al., 2013). Nesta perspectiva, é notdrio que caes que vivem em areas endémicas tém maior
risco de contrair a LVC, especialmente se ndo forem adotadas medidas de prevengdo, como o uso de
repelentes ou coleiras especificas. Outro fator condicionante, é a proximidade com reservatorios naturais
do parasita e vetores que aumentam significativamente o risco de transmissibilidade (Soccol et al.
2017). Além disso, outros fatores de riscos podem ser agravantes para o desenvolvimento deste vetor, e
podera ser influenciado por diversos fatores como a presenca de reservatorios (caes e outros animais),
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vetores (mosquito flebotomineos) e a proximidade entre eles e 0s seres humanos. Como também
ambientes com condic¢des favoraveis para a proliferacdo dos vetores, como areas rurais e periurbanas
com matéria organica em decomposicao, tendem a ter maior incidéncia da doenca (Abrantes et al., 2018;
Leal-Lima et al., 2021).

A atividade do vetor (mosquito-palha) pode variar de acordo com a regido e o clima, dado que em
areas onde os mosquitos sdo mais abundantes, a transmissdo da doenca pode ocorrer ao longo do ano,
e, em outras regides, onde a transmissdo pode ser sazonal, com maior incidéncia em épocas de maior
umidade e temperaturas mais elevadas (Rennd et al., 2019; Silva et al., 2009). Neste contexto, a atividade
dos vetores pode variar ao longo do ano, onde o periodo de transmissdo da doenca pode ser varidvel,
podendo ocorrer durante todo o ano ou ser sazonal, dependendo de cada regido e das condicdes
climéticas (Fonseca Junior et al., 2021). Neste sentido, o controle da L\VVC deve envolver estratégias que
visam reduzir a populacdo de vetores, evitando o contato destes com os cdes e 0s humanos, sendo
realizado o tratamento de cdes infectados e melhorando as condi¢Bes sanitarias e ambientais dos
territorios caracteristicos e sensiveis a esta doenca (Freitas et al., 2022).

Manifestaces clinicas

A LVC pode ser uma doenca cronica e progressiva, levando o cdo a 6bito se ndo tratado
adequadamente. A precocidade de um diagndstico adequado e o inicio do tratamento sdo essenciais, na
obtencdo de um prognostico favoravel (Fonseca Junior et al., 2021; Menezes et al., 2016; Pelissari et
al., 2011; Silva & Winck, 2018; Sousa et al., 2015).

E importante destacar que os sintomas podem ser variaveis e alguns caes podem nao apresentar sinais
clinicos aparentes, tornando o diagnéstico precoce mais dificil. Ainda podem se desenvolver lentamente
ao longo do tempo, e alguns cdes podem apresentar apenas alguns dos sinais isoladamente, além de que
podem ser semelhantes a outras doengas, o que torna o diagndstico definitivo essencial para um
tratamento adequado (Freitas et al., 2022). A infec¢do pode permanecer assintomatica por um longo
periodo, mas quando os sintomas se manifestam, eles podem ser variados e inespecificos, podendo ainda
progredir rapidamente e causar graves danos ao figado, bago e outros 6rgéos, levando a morte do animal
se ndo for tratada adequadamente (Gomes et al., 2008; Lira et al., 2006; Motta et al., 2021; Sousa et al., 2015).

As manifestaces clinicas da LVC podem incluir diversos agravantes como a perda de peso, onde o
cdo pode apresentar emagrecimento progressivo e diminuicdo do interesse pela comida; fraqueza e
apatia, demonstrando cansago excessivo, tornando-se letargicos e desanimados; pelos opacos, ficando
sem brilho, com queda de pelo em varias partes do corpo; feridas na pele, causando lesbes de pele que
podem aparecer, especialmente ao redor do focinho, olhos, cauda e unhas (Rodrigues et al., 2018;
Slimane et al., 2014). Em continuidade também é possivel ser observado o crescimento anormal das
unhas, onde o cdo pode ficar com as unhas mais longas e espessas, um sinal conhecido como sinal da
unha longa, e 0 aumento do tamanho dos linfonodos, especialmente na regido do pescogo, virilha e
axilas. Problemas nas articulagdes, como inchago, manqueira e dificuldade de locomocé&o podem ocorrer
(Freitas et al., 2022; Silva, 2023).

Outra manifestacdo clinica que pode ocorrer é o sangramento nasal (epistaxe), porém pode ser um
sintoma raro, que pode vir a ocorrer em casos avancados. Em algumas situagdes, a doenca pode afetar
0s rins, levando a problemas urinérios e alteracdes nos exames laboratoriais relacionados a funcéo renal
(Abbiati et al., 2019; Freitas et al., 2022).

Diagnostico e exames laboratoriais

O diagnostico preciso da LVC é essencial para a implementacdo de medidas de controle e prevencéo.
Em algumas regides, a doenca é de notificacdo obrigatdria, o que significa que casos suspeitos ou
confirmados devem ser reportados as autoridades de satide para 0 monitoramento e controle adequado
(Assis et al., 2010; Montalvo et al., 2012; Queiroz et al., 2010; Silva, 2023; Souza et al., 2013). Os
métodos de diagnosticos mais utilizados sdo testes sorolégicos ou analise de amostras de tecido.
Todavia, nenhum desses exames é completamente seguro, e a combinacao de multiplos exames é muitas
vezes necessaria para alcancar um diagnostico mais confiavel. Além disso, o diagndstico da LVC deve
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ser interpretado em conjunto com os sinais clinicos e a historia do animal (Assis et al., 2010; Montalvo
et al., 2012; Queiroz et al., 2010; Silva, 2023; Souza et al., 2013).

O diagnéstico parasitolégico é uma abordagem utilizada para identificar parasitas que envolve a
observacdo microscopica das formas amastigotas do organismo causador. O material de origem
bioldgica a ser examinado abrange uma variedade de fontes, incluindo esfregagos sanguineos, amostras
obtidas por citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) ou puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF)
da medula 6ssea, linfonodos, baco ou figado (Assis et al., 2010; Dietze, 2005; Fonseca Junior et al.,
2021; Montalvo et al., 2012; Sousa et al., 2017). Uma alternativa viavel que se destaca é a analise do
liquido sinovial (LS), o qual apresenta a vantagem de ser facilmente obtido e consideravelmente menos
invasivo em comparacao aos demais tipos de amostras frequentemente empregados (Renng et al., 2019).
Esta técnica é considerada o padrdo ouro de detec¢do de Leishmaniose, no entanto a precisdo esta sujeita
a intensidade do parasitismo, a natureza do material biol6gico obtido, a duracdo da andlise da lamina e
a pericia dos especialistas envolvidos, apresentando uma taxa de aproximadamente 80% em cdes com
sintomas e menor em casos assintomaticos (Freitas et al., 2022).

O teste com a técnica de ELISA é um método soroldgico, amplamente utilizado para o diagnéstico
de LVC que consiste em uma reacdo de anticorpos presentes nos soros com antigenos sollveis e
purificados de Leishmania que sao obtidos a partir de cultura in vitro (Dias et al., 2018; Fonseca Junior
et al., 2021). O antigeno é fixado as microplacas por adsor¢do e, em seguida, os soros diluidos sdo
introduzidos (Barroso-Freitas et al., 2009; Motta et al., 2021; Queiroz et al., 2010). Assim, quando ha a
presenca de anticorpos especificos no soro, eles irdo se ligar aos antigenos (Dias et al., 2018; Fonseca
Junior et al., 2021). A deteccdo da resposta ocorre ao introduzir uma anti-imunoglobulina de céo, que
foi marcada com enzima peroxidase (Freitas et al., 2022; Motta et al., 2021). Com isso, essa substancia
se liga aos anticorpos especificos, caso estejam presentes, resultando na formagdo de um produto
colorido. Esse produto pode ser quantificado utilizando a técnica de espectrofotometria. O resultado
classificado como soro reagente é agquele que exibe uma densidade 6tica com valor igual ou superior a
trés vezes o desvio-padrao do ponto de corte (Cut-off) obtido a partir do controle negativo (Freitas et al.
2022; Motta et al., 2021).

O método de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido extensivamente empregado no diagndéstico
de diversas doencas parasitarias (Fonseca Junior et al., 2021; Luciano et al., 2009). No entanto, é
importante ressaltar que podem ocorrer reagdes cruzadas, principalmente com leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e a doenga de Chagas (Luciano et al., 2009). Para considerar um resultado como soro
reagente é necessario que o teste apresente um titulo igual ao ponto de corte, que corresponde a diluicao
de 1:40 (Lira et al., 2006).

A partir disso, essas duas técnicas soroldgicas sdo recomendadas pelo Ministério da Salde e o
material indicado é o soro sanguineo (Lira et al., 2006). No entanto, varios estudos tém mostrado que a
baixa sensibilidade desses métodos tem um impacto negativo na vigilancia e controle da LVC (Lira et
al., 2006; Queiroz et al., 2010).

Sdo comuns os relatos de testes do método ELISA realizado a pedido do tutor que suspeitava de
leishmaniose e o resultado foi ndo reagente em um primeiro momento, quando repetido o teste em um
segundo momento o resultado é reagente (IgG) para Leishmania spp. (Abbiati et al., 2019). Neste
contexto, se explica o fato que a sorologia positiva para leishmaniose esta diretamente associada a
presenca do parasita, bem como o nivel de anticorpos, associado a carga parasitaria e intensidade dos
sintomas, quando possuimos um outro cenario onde a baixa carga parasitaria esta relacionada aos baixos
titulos de anticorpos, resultando em um diagnoéstico molecular falso-negativo (Seva et al., 2021).

A partir da nota técnica conjunta de n°® 01/2011 - CGDT - CGLAB/DEVIT/SVS/MS, o método de
detec¢do de doengas em cdes recomendado pelo Ministério da Saude consiste em um primeiro momento
o teste imunocromatografico chamado “TR DPP® Bio-Manguinhos”, utilizado como uma etapa inicial
de triagem. Ja o segundo é o ELISA indireto, é empregado para confirmar os resultados obtidos na
triagem anterior (Freitas, 2015). A metodologia do “TR DPP® Bio-Manguinhos” ¢ um teste de
diagndstico rapido e eficiente que emprega tecnologia de imunocromatografia de duplo percurso,
fazendo uso de antigenos recombinantes rk9, rk26 e rk39 da Leishmania infantum, outra de suas
vantagens é que 0 mesmo pode ser utilizado a campo, dispensando assim uma estrutura laboratorial
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(Sevé et al., 2021). Mesmo assim ocorrem desvantagem quanto ao método TR DPP®, ha complicacoes
na deteccdo de cdes assintomaticos, e existem reacBes cruzadas com outros patdgenos caninos, assim
resultando no relato de falsos positivos, 0 que contribui para o aumento da prevaléncia da doenca em
areas endémicas (Sevé et al., 2021).

Um método que se destaca atualmente é a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Esta metodologia
é fundamentada na identificacdo e multiplicacdo de uma parte especifica do DNA do parasito. Esse
procedimento pode ser realizado em diversas amostras, como aspira¢cdes da medula 6ssea, linfonodos e
baco, bem como sangue, urina e amostras de pele obtidas por bidpsia (Seva et al., 2021). E um dos testes
gue apresentou maior positividade com diferentes metodologias de coletas, independentemente dos
sinais clinicos dos animais (Queiroz et al., 2010). Porém existem limitacbes para Seu uso
epidemioldgico, como o alto custo, pouca disponibilidade de reagentes e de equipamento, como também
ndo é comum em diversos laboratdrios e ndo foi oficialmente regulamentada pelo Ministério da Saude
do Brasil (Freitas et al., 2022; Freitas, 2015; Queiroz et al., 2010).

Tratamento

O tratamento para a L\VVC é complexo e desafiador, podendo envolver medicamentos para uso apenas
por médicos veterinarios, pois 0 uso inadequado de medicamentos pode agravar a condicdo do cdo e
levar a efeitos colaterais sérios (Freitas et al., 2022; Motta et al., 2021).

O tratamento medicamentoso € restrito a poucos farmacos, sendo o Glucantime (meglumina
antimoniate), que é um antiparasitario que tem como objetivo reduzir a quantidade de parasitas no corpo
do animal, e pode ser administrado por via intramuscular, o Miltefosina, que atua contra o parasita
Leishmania, sendo administrado via oral e usado em combinagdo com outras terapias, e, o Allopurinol
é usado geralmente em combinagdo com outros tratamentos, auxiliando na reducdo dos sintomas e a
progressao da doenca (Freitas et al., 2022; Freitas, 2015; Seva et al., 2021).

Além da terapia medicamentosa, outras medidas sdo importantes no tratamento da LVC, sdo o
controle dos sinais clinicos, como tratar feridas e lesdes de pele; tratamento de outras doencas que
possam estar associadas a infeccdo por Leishmania; suporte nutricional adequado para melhor o estado
geral do céo; prevencdo de pulgas e carrapatos, que podem transmitir outras doencgas ou complicar a
infecgdo, e, realizar exames de acompanhamento para monitorar a evolucdo do tratamento e a resposta
do cdo a terapia (Rodrigues et al., 2018; Silva, 2023; Slimane et al., 2014).

Consideragdes finais

Dentre os testes analisados, o diagnostico parasitolégico e a metodologia PCR, sdo 0s exames
classificados como de maior confiabilidade para a detec¢do da Leishmaniose Visceral Canina.

O exame de PCR se mostrou com cem por cento de confiabilidade nos estudos avaliados, ja a técnica
parasitoldgica classificada como padrdo ouro, ird depender de alguns fatores como a precisdo, sujeita a
intensidade do parasitismo, & natureza do material biolégico obtido, & duracdo da analise da lamina e a
pericia dos especialistas envolvidos. A investigacdo de métodos que possam otimizar a deteccdo e o
acompanhamento clinico-laboratorial, utilizando-se o tecido medular, em diferentes estagios da LVC, é
de grande importancia, sendo fundamental a divulgacdo desta metodologia como padrdo ouro para
identificacdo da LVC.

Por fim, é fundamental sempre consultar um médico veterindrio se houver suspeita de LVC ou
qualquer outra doenca em seu cdo. O profissional ira realizar um diagndstico adequado e propor o
melhor tratamento e medidas preventivas para a saide do animal.
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