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Resumo

A Leishmaniose Visceral é uma antropozoonose que resulta do parasitismo dos
hospedeiros vertebrados por protozoarios do género Leishmania, transmitida
por insetos hematoéfagos pertencentes ao género Lutzomyia. Os caes sao
considerados os principais reservatérios do parasita, sendo importantes para a
manutencdo do ciclo da doenca. Nos Ultimos anos, a doenca vem se
disseminando por muitas regidoes do Brasil, com uma crescente e preocupante
prevaléncia em Mato Grosso do Sul, principalmente em Campo Grande. O
diagndstico da Leishmaniose canina deve ser feito com base nos sinais clinicos,
na visualizagao do parasita em materiais de biopsia de linfonodos e medula
0ssea, em exames soroldgicos como a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI), ELISA, métodos moleculares como a Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) ou ainda por cultivo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de
formas amastigotas de Leishmania spp. em materiais obtidos por pungao de

linfonodos, medula d&ssea, baco, sangue periférico e pele, de caes
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sorologicamente positivos para os testes de ELISA e Imunofluorescéncia
indireta. Entre os 32 animais estudados, a presenca de formas amastigotas de
Leishmania spp. foi observada em todos os érgaos em 24 caes. Foi verificada
também a presenca de modrulas sugestivas de Ehrlichia canis em 12 animais,
sendo que 4 destes caes foram parasitologicamente negativos para Leishmania
spp., reforcando a necessidade de métodos diagndsticos mais eficazes para a
confirmacao da leishmaniose canina.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; diagndstico; cdes; erliquiose

Leishmania spp. amastigotes in lymph nodes, bone marrow, spleen,
skin and blood of naturally infected dogs

Summary

Visceral leishmaniasis is an anthropozoonosis caused by the protozoa of the
genus Leishmania and is transmitted by sandflies of the genus Lutzomyia.
Dogs are considered the major reservoirs of parasite, being important for the
maintence of the cycle of the disease. In recent years, the disease has been
spreading throughout many regions of Brazil, with a growing and worrying
prevalence in Mato Grosso do Sul, mainly in Campo Grande. The diagnosis of
canine leishmaniasis should be done based on clinical signs, visualization of the
parasite in biopsy samples from bone marrow and lymph nodes, serologic tests
such as indirect immunofluorescence (IFA), ELISA, molecular methods such as
Polymerase Chain Reaction (PCR) or even tissue culture. The purpose of this
work was to observe the presence of amastigote forms of Leishmania spp. In
samples obtained through biopsy of lymph nodes, bone marrow, spleen,
peripheral blood and skin from ELISA and IFA positive dogs. Among the 32
animals studied, the presence of Leishmania forms was observed in all studied
tissues of 32 dogs. It was also verified the presence of inclusions suggestive of
Ehrlichia canis in 12 dogs, from witch 4 dos were negative for Leishmania spp.
In cytological examinations, reinforcing the need for better confirming methods
for canine leishmaniasis.

Keywords: Canine Leishmaniasis; diagnosis; dogs, ehrlichiosis
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Introducao

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma antropozoonose causada por um
protozoario flagelado, do género Leishmania, pertencente ao complexo
donovani, que compreende a Leishmania infantum, Leishmania donovani e
Leishmania chagasi, esta ultima encontrada no Brasil (Genaro 1993, Ribeiro
1997, Santa Rosa & Oliveira 1997). A doenca é endémica na América, Europa
e paises asiaticos (Pearson & Sousa 1996, Herwaldt 1999) e novas areas de
infeccao ainda estao sendo identificadas (Enserink 2000, Silva et al. 2001).

Nos ultimos dez anos, a leishmaniose visceral vem passando por um processo
de urbanizagao, aspecto esse que deve ser considerado na epidemiologia da
doenca. A endemia vem passando de doenca quase que exclusiva de areas
rurais para uma distribuicdo maior em &reas urbanas. Exemplos deste
fendbmeno de expansdo-urbanizacdo sdo surtos epidémicos em diversos
estados do Brasil (Passos 1993, Marzochi 1994, Santa Rosa & Oliveira 1997).
Os vetores implicados na transmissao das leishmanioses sao insetos
denominados flebotomineos conhecidos popularmente como mosquito palha,
birigliis ou tatuquiras, e consistem de varias espécies do género Lutzomyia,
sendo a principal a Lu. longipalpis. Estes dipteros veiculam as formas
promastigotas do parasito dos animais infectados para os animais susceptiveis
ou para o homem (Feitosa et al. 2000, Brasil 2003). Durante o repasto
sangliineo, a fémea do flebotomineo ingere macréfagos parasitados por
leishmanias que, do intestino do mosquito sequem o ciclo necessario para o
seu desenvolvimento (Fortes 1997). As leishmanias também podem ser
transmitidas por meio de transfusdo sanguinea e acidentes de laboratério
(Cabral et al. 1992).

O cdo é considerado o reservatério da doenca e como hospedeiro, apresenta
variacdes no quadro clinico da doenca variando de animais aparentemente
sadios a oligossintomaticos, podendo chegar a estdgios graves da doenca, com
intenso parasitismo cutaneo (Abranches et al. 1991).

Os principais sinais clinicos observados sao onicogrifose (Ciaramella et al.

1997, Koutinas et al. 1999), linfadenomegalia, emagrecimento progressivo,
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febre, anemia, nefrite auto-imune com alteragdes na funcao renal (Kontos et
al. 1993, Blavier et al. 2001), hepatoesplenomegalia, poliartrite e lesoes
oculares como conjuntivite, edema de cornea e Ulcera de cérnea. Também sao
observados sinais neuroldgicos por encefalites, meningites e mielites
(Yamaguchi et al. 1983).

Por ser uma doenca de notificagcdo compulsdria, o diagndstico da leishmaniose
visceral deve ser feito de forma mais precisa possivel e para isso é importante
gue se conheca o método utilizado, suas limitagdes e sua interpretacao clinica
(Ferrer et al. 1999, Brasil 2003).

Os teste sorolégicos incluem fixacdo de complemento, hemaglutinacao
indireta, aglutinacdo em latex, aglutinacdo direta, imunoeletroforese,
imunofluorescéncia indireta, ELISA, imunoprecipitacdo em gel e Western blot
(Scalone et al. 2002). Entretanto, os testes sorolégicos devem ser
interpretados com cautela, uma vez que ndo sdo cem por cento sensiveis
(Ferrer et al. 1995, Leontides et al. 2002).

O diagnédstico parasitolégico é o método definitivo e se baseia na
demonstracdo do parasito. Este pode ser encontrado principalmente nos
orgdos linféides, medula d6ssea e pele. No entanto, em alguns casos é
impossivel a deteccdo do parasito mesmo em animais infectados (Ferrer
1992). A sensibilidade do teste depende do grau de parasitemia, do tipo de
material bioldgico coletado, da experiéncia do examinador e do tempo de
leitura da lamina, podendo atingir no maximo 80% em cdes sintomaticos e
uma porcentagem menor em cdes assintomaticos (Brasil 2003).

Dentre os métodos moleculares, o da reacao da polimerase em cadeia (PCR)
permite identificar e ampliar seletivamente a seqiéncia de DNA do parasita,
com sensibilidade de oitenta e oito por cento logo apds a infeccdo, mas esta
declina ate cinquenta por cento nos meses subsequentes (Slappendel et
al.1990, Noli 1999, Quinnell et al. 2001, Ferrer 2002).

O seguinte trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de formas
amastigotas de Leishmania spp. em materiais obtidos por puncgdao de

linfonodos, medula O&ssea, baco, sangue periférico e pele, de cdes
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sorologicamente positivos para os testes de ELISA e RIFI, apreendidos pelo

Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Campo Grande - MS.

Materiais e Métodos

No estudo foram utilizados 32 caes com idade média de 3.5 anos, sendo 15
machos e 17 fémeas, todos sorologicamente positivos para o teste de ELISA e
posteriormente para o RIFI (cut-off 1:40), realizados no Centro de Controle de
Zoonoses (CCZ), localizado no municipio de Campo Grande, Estado de Mato
Grosso do Sul.

O material foi coletado no centro cirdrgico das dependéncias do CCZ, com os
animais previamente anestesiados com Tiopental sédico 1g (Thiopentax®?), na
diluicao de 2,5%, utilizando-se a dose de 25mg/kg por via endovenosa,
certificando-se previamente de que o animal atingira o plano anestésico
profundo por meio de auscultacao cardiaca e teste de sensibilidade cutanea.

Na puncdo aspirativa dos linfonodos pré-escapular e popliteo foram utilizadas
seringas descartaveis de 3 ml e agulha 22G 1 (25x07). A pungao de medula
O0ssea foi efetuada na juncdo tibio-femural e na crista iliaca com seringas
descartaveis de 20 ml contendo 1 ml de anticoagulante (EDTA) e agulha 18G
112 (12x40). O sangue foi coletado da veia cefdlica com seringa descartavel de
5 ml e agulha 22G 1 (25x07). Para a puncao do bago utilizou-se seringa
descartavel de 5ml contendo 0,5 ml de EDTA e agulha 21G 1 (25x08). Para as
amostras de pele foi feito imprint de ponta de orelha. As laminas contendo o
material coletado foram fixadas com metanol, coradas pelo método de Giemsa

e analisadas ao microscépio éptico sob imersdao, com objetiva de 100x.

Resultados
Entre os 32 animais sorologicamente positivos que foram submetidos a coleta
de material para analise parasitoldgica, a presenca de formas amastigotas de

Leishmania spp. foi observada em todos os odrgdos, listados na forma

! Thiopentax® - 1g - Cristalia
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decrescente de incidéncia: medula déssea - crista iliaca (50%); medula dssea -
tibio-femural (46,87%); baco (40,62%); linfonodo pré-escapular (37,5%);
linfonodo popliteo (37,5%); pele (25%); sangue periférico (3,12%) (Figura 1).
Oito destes animais nao apresentaram o parasita em nenhum dos érgdos
analisados.

Foi verificada também a presenca de moérulas sugestivas de Ehrlichia canis em
12 animais, sendo que 4 em caes parasitologicamente negativos para

Leishmania spp. e 8 em caes positivos.
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Figura 1. Presenca de amastigotas de Leishmania spp. nos diversos tecidos

Tabela 1. Detecgao de amastigotas de Leishmania spp. nas amostras de cades
naturalmente infectados

Macho (+) Macho (-) Fémea (+) Fémea (-) Total (+)

Linfonodo pré-escapular 6 9 6 11 12
Linfonodo popliteo 6 9 6 11 12
Medula 6ssea tibio-femural 6 9 9 8 15
Medula éssea crista-iliaca 5 10 6 11 11
Bago 6 9 7 10 13
Pele 3 12 5 12 8

Sangue periférico 1 14 0 17 1



FURTADO, M.V.L., VIOL, M.A. e BABO-TERRA, V.]. Pesquisa de amastigotas de Leishmania
spp. em linfonodos, medula dssea, bago, pele e sangue de cdes naturalmente infectados.
PUBVET, Londrina, V. 5, N. 30, Ed. 177, Art. 1198, 2011.

—
o

O Macho (+)

B Fémea (+)

numero de cdes
O = DD W H» OO N 0 ©

Figura 2. Proporgao de animais com amastigotas de Leishmania spp.
distribuidos por sexo

Figura 3. Amastigotas de Leishmania spp. em macréfago no bago de cdo (Giemsa - 100x)
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Discussao

Desde os anos 50, os cdes vém sendo alvo de acdes governamentais para o
controle da leishmaniose visceral, devido ao importante papel dessa espécie no
ciclo de transmissao da doenca. Desta forma, a detecgao e eliminacao de caes
soropositivos tém se tornado uma prioridade em varios municipios brasileiros;
entretanto, a eficacia deste procedimento vem sendo bastante questionada
(Costa 2001).

Na década de 80, a LVC foi primariamente relatada na cidade de Corumba-MS
(Mello et al. 1988, Nunes et al. 1988) e nos ultimos anos vem se expandindo
para todo o estado. Desde entdo, métodos de diagndstico vém sendo
aperfeicoados com objetivo de identificar caes verdadeiramente positivos e
negativos, para controle eficaz da doenca sem que ocorra matanca

desnecessaria destes animais.

O diagndstico parasitolégico é o método mais simples e mais utilizado nas
clinicas veterindrias e a técnica, se realizada apropriadamente, é rapida e
pouco traumatica (Ferrer 1999). No presente estudo, a proporcao de animais
parasitologicamente positivos na puncdao de medula éssea foi de 50% para
crista iliaca e de 46,87% para tibio-femural, similar ao encontrado por
Koutinas et al. (2001) e Ferrer et al. (1999), que foi de 50 a 83% para
amostras colhidas desse 6rgao, independente da regido colhida. Para amostras
de linfonodos pré-escapular e popliteo, encontramos 37,5%, em comparacao

com 30 a 85% verificados pelos autores acima citados.

Em nosso estudo, ndo foi realizada a PCR para confirmar a espécie de
Leishmania, nem a cultura das amostras obtidas para exames parasitoldgicos,
0 que seria fundamental para a confirmagdao dos casos nos quais ndao foram
encontradas formas amastigotas no exame citoldgico. Também, ndo foi levada
em consideracdo a presenga ou nao de sinais clinicos da doenga, uma vez que
foram utilizados animais destinados a eutanasia, devido ao exame soroldgico

positivo para leishmaniose, nao sendo possivel desta forma, a elaboracdo de
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correlacdoes entre os achados parasitoldgicos, carga parasitaria em diferentes
orgaos e sintomatologia clinica.

Os testes soroldgicos sao importantes ferramentas no auxilio ao diagndstico e
estudo epidemioldgico de diversas doencas. Estes testes proporcionam o
diagndstico indireto, uma vez que detectam a producdao de anticorpos
especificos contra um determinado antigeno. A reacdao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), utilizada a partir da década de 60, demonstra sensibilidade que
varia de 90 a 100% e especificidade aproximada de 80% para amostras de
soro (Mohammed et al. 1986, Harth et al. 1987). A especificidade desse teste
é prejudicada devido a presenga de reagdes cruzadas com doengas causadas
por outros tripanossomatideos (Costa et al. 1991), levando a resultados falso
positivos. Nesse estudo, foi observado que 4 animais sorologicamente positivos
e parasitologicamente negativos para Leishmania spp. apresentaram morulas
sugestivas de Ehrlichia canis no material analisado levantando a possibilidade
de reacdo cruzada entre estes parasitas ou a baixa carga parasitaria de
Leishmania spp., impossibilitando o achado de amastigotas nas amostras
analisadas. Nao podemos esquecer que o diagndstico parasitoldgico é
altamente especifico, mas pouco sensivel, permitindo falsos negativos. Porém,
em regides endémicas para erliquiose e/ou babesiose, por exemplo,
recomenda-se esgotar todas as possibilidades diagndsticas de infeccdes por
estes e outros parasitas, por meio de repetidos exames soroldgicos para
Leishmania spp., além de avaliacdo parasitoldogica de medula dssea e
linfonodos, a fim de evitar eutandsias desnecessarias.

Apesar dos problemas relatados, a RIFI € o método soroldgico disponivel que
apresenta rapidez, facilidade de execugao, adequada sensibilidade e
especificidade e custo compensatério, possibilitando seu uso em associacdo

com o diagndstico parasitoldgico.

Conclusoes
O diagnodstico definitivo de leishmaniose deve ser baseado na associacdo de

resultados de testes soroldégicos e moleculares e ainda, na deteccdao do
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parasita em esfregacos feitos a partir de amostras de medula éssea e
linfonodos, que permitem o acesso mais facil para colheita de material. O
diagndstico parasitologico € um método de simples execucao, rapido e barato,
gue pode ser utilizado rotineiramente por médicos veterinarios. No entanto, o
estado imunoldgico do animal e a fase da doenca podem interferir na carga

parasitaria, dificultando o achado das formas amastigotas.
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