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Resumo

ALeishmaniose Visceral é considerada pela Organizacdo Mundial de Satide uma das seis endemias prioritarias
nomundo, sendo que os cdes atuam como reservatérios naturais do parasito. O diagnéstico da enfermidade
nos caes é discutido e o proposito do presente trabalho foi de verificar o método parasitolégico como meio
de diagnostico da Leishmaniose Visceral Canina utilizando amostras de baco, medula 6ssea e linfonodo,
além de correlacionar com a sintomatologia clinica dos animais e analisar a sensibilidade do diagnostico
parasitologico realizado por um e dois observadores. Foram utilizados 59 cdes obtidos pelo Centro de
Controle de Zoonoses de Uberlandia - MG. Os animais foram examinados clinicamente antes da eutanasia
e classificados em assintomaticos (grupo 1) (n=6), oligossintomaticos (grupo 2) (n=34) e sintomaticos
(grupo 3) (n=19). Trinta e trés (55,93%) animais foram positivos e destes 20 (60,60%) pertenciam ao grupo
2,11 (33,33%) ao grupo 3 e 2 (6,06%) ao grupo 1. Em relacdo aos locais de coleta analisados obteve-se
73 (41,24%) amostras positivas, sendo 28 (38,35%) de medula 6ssea, 25 (34,24%) de baco e 20 (27,39%)
de linfonodo. Quando a leitura foi realizada por um observador obteve-se 13 (22,03%) animais positivos, e
com dois observadores este nimero foi de 33 (55,93%), sendo este aumento na sensibilidade significativo
estatisticamente. Nao houve diferenca estatistica entre o nimero de animais distribuidos entre os grupos
com sintomatologia clinica e tampouco quanto ao local puncionado. Recomenda-se a leitura realizada
por dois observadores para aumento na sensibilidade do teste parasitologico.
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Abstract

Visceral Leishmaniasis is considered by the World Health Organization as one of the six priority endemic
diseases in the world, once that dogs are natural reservoirs of the parasite. The diagnosis of this disease
in dogs is discussed and the purpose of this work was to study the method of parasitological diagnosis
of canine visceral leishmaniasis using samples of spleen, bone marrow and lymph node, and to correlate
with the clinical signs of the animals and examine the sensitivity parasitological diagnosis performed by
one and two observers. There were obtained 59 dogs, by Uberlandia's Zoonosis Center Control in Minas
Gerais State. The animals were clinically examined before the euthanasia and classified as asymptomatic
(group 1) (n=6), mildly symptomatic (group 2) (n=34) and symptomatic (group 3) (n=19)Thirty-three
(55.93%) were positive, 20 of those (60.60%) were belonged to group 2, 11 of those (33.33%) were to group
3and 2 (6.06%) were in the group 1.In relation to the organ collected was obtained that 73 (41.24%) were
positive samples, 28 (38.35%) from bone marrow, 25 (34.24%) from spleen and 20 (27.39%) from lymph
node. When the microscope exam were done by one of the observer, he obtained 13 (3.22%) of positive
animals, however the same method evaluated by the second observer this number increased to 33 (55.93%),
and this increase was statistically significant. There was no statistical difference between the number
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of animals distributed among the groups with clinical symptoms, neither the place where the imprints
where done. Considering the increase of the sensitivity by the parasitological test, it is recommended
that the analyses' results should be to be obtained by two observers.

Keywords: sensitivity, bone marrow, spleen, lymph node, two observers.

Introducao

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose causada pelo protozoario Leishmania infantum,
sendo considerada pela Organizacao Mundial de Satide (World Health Organization, 2010) uma das
seis endemias prioritarias no mundo. O método de transmissao é pelo vetor do género Lutzomyia,
e 0s caes atuam como reservatorios naturais do parasito (Silva et al., 2009).

De acordo com a literatura, nenhum teste diagnoéstico para Leishmaniose Visceral Canina
(LVC) tem 100% de sensibilidade e especificidade (Gontijo & Melo, 2004; Silva, 2007 Brasil,
2014). As técnicas sorologicas recomendadas pelo Ministério da Satide para o inquérito canino
sdo a imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA (Brasil, 2014), porém estas podem apresentar
resultado falso-positivo por reacao cruzada o que acarreta a eutanasia de caes que nao estao
infectados. Assim, a escolha de um teste de diagnostico preciso e reprodutivel, capaz de suportar
estratégias de controlo e vigilancia em caninos, é fundamental (Peixoto et al., 2015).

A pesquisa direta de parasitas em tecidos tem sido considerada como diagnéstico definitivo
para leishmaniose (Solano-Gallego et al., 2011; Abreu et al., 2015) sendo a andlise de esfregacos
de material colhido por meio de puncao de baco, medula 6ssea e linfonodos um método
eletivo para se identificar a forma amastigota em microscopia 6ptica (Troncarelli et al,, 2009).
Saridomichelakis et al. (2005) observaram o linfonodo como o melhor local para visualizacao do
parasita, ja Andrade et al. (2006) observaram que além do linfonodo o bago também é um bom
local para se realizar o imprint, havendo portanto divergéncia entre autores quanto ao melhor
local a ser puncionado para se obter um diagnostico mais preciso.

O teste parasitologico possui 100% de especificidade e pode auxiliar no diagnostico da LVC
eliminando resultados falso-positivos e, como consequéncia, a eutanasia de animais livres da
doenca. Por outro lado, os animais assintomaticos sao considerados fonte de infecgao sendo
um problema para a saude publica. E uma técnica rapida, com baixo custo econdmico e de facil
execucao, porém é necessario ter conhecimento do melhor local para a coleta de material e bom
treinamento do observador.

Diante das dificuldades no diagnéstico desta zoonose em caes, objetiva-se neste trabalho
verificar qual o local mais adequado para coleta de material no exame parasitolégico, avaliar a
sensibilidade do teste de acordo com o ntimero de observadores, além de associar este resultado
com a sintomatologia clinica.

Materiais e métodos

Foram utilizados 59 caes sororreagentes para os testes de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFT) (ponto de corte > 1:40) e ELISA de acordo com o preconizado pelo Ministério da Satde,
provenientes do Centro de Controle de Zoonose (CCZ) do municipio de Uberlandia onde os
exames foram realizados. No CCZ os animais foram submetidos ao exame clinico padrao
seguindo a ficha clinica do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia (HV-UFU).
De acordo com Mancianti et al. (1988) os caes foram classificados em 3 grupos, sendo grupo 1
composto por animais assintomaticos (sem sinais clinicos), grupo 2 de oligossintomaticos (um
a trés sinais clinicos) e grupo 3 de sintomaticos (> 3 sinais clinicos). Os principais sinais clinicos
observados para a divisao dos grupos foram: onicogrifose, areas de alopecia, linfoadenomegalia,
hepatoesplenomegalia e uveite.

Apbs o exame clinico, os animais foram eutanasiados e encaminhados ao Laboratério de
Patologia Animal do HV-UFU onde se procedeu a necropsia dos mesmos. Foram confeccionados
imprints em laminas de microscopia por duplicata de baco, medula dssea (Seccao de Fémur) e
linfonodos popliteos sendo posteriormente coradas pelo método Panético Rapido (Renylab®).
Os animais compreendiam caes de varias idades, sexo eracas, sendo amaioria sem raca definida.

O exame parasitologico foi realizado através da pesquisa de formas amastigotas, em microscopia
Optica, utilizando-se dleo de imersao, objetiva de 100 vezes, observando-se 100 campos. As amostras
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foram submetidas a leitura por dois observadores com experiéncia em identificar as formas
amastigotas e os critérios estabelecidos para considerar uma amostra positiva foi visualizacao
das trés estruturas basicas da forma amastigota do parasita (nticleo, citoplasma e cinetoplasto),
estruturas integras, independente da carga parasitaria e se estavam livres ou dentro de macréfagos .

O célculo da sensibilidade do teste utilizando-se um ou dois observadores foi realizado de
acordo com Medronho & Perez (2008), sendo considerado a RIFI como 100% especifica.

Para a analise estatistica utilizou-se o programa Instat 3.0, onde os dados foram submetidos
a tabela de contingéncia utilizando o Teste de Qui-quadrado, o nivel de significancia adotado
foi de 5%.

Resultados

Dos 59 animais sororreagentes avaliados 34 (62%) eram oligossintomaticos, 19 (20%)
sintomaticos e 6 (16%) assintomaticos. No teste parasitolégico foram identificados 33 animais
positivos (55,93%) (Figura 1 e 2) e destes 20 pertenciam ao grupo oligossintomatico (grupo 2)
(60,60%), 11 eram sintomaticos (grupo 3) (33,33%) e 2 assintomaticos (grupo 1) (6,06%) (Tabela 1).
Observou-se que os animais sintomaticos nem sempre eram positivos no teste parasitologico,
assim como os assintomaticos nem sempre eram negativos. Nao houve diferenca estatistica na
positividade do teste de acordo com a sintomatologia clinica (p=0,4995).

Asensibilidade no diagnéstico parasitologico foi de 59%, 58%, 33% para os caes oligossintomaticos,
sintomaticos e assintomaticos respectivamente.

No total obteve-se 177 imprints de amostras de baco, medula 6ssea e linfonodo, sendo que destes
73 foram positivos (41,24%), com 28 amostras de medula 6ssea (38,35%), 25 de baco (34,24%) e
20 de linfonodo (27,39%) (Tabela 2), nao havendo diferenca estatistica entre os locais de coleta
avaliados (p=0,3191). Destarte a analise estatistica, a medula 6ssea mostrou ser o local com maior
frequéncia de positividade na avaliacao parasitoldgica, podendo este 6rgao ser considerado ideal
para a realizacao do exame.

A sensibilidade do teste de acordo com o local de coleta variou de 33,89% a 4745%, sendo
4745% na medula 6ssea 42,37% no baco (42,37%) 33,89% no linfonodo.

De acordo com os dados demonstrados na Tabela 3, quando a leitura foi realizada por apenas
um observador obteve-se 13 (22,03%) animais positivos, ja com dois observadores 33 (55,93%),
aumento extremamente significativo (p=0,0003).

Figura 1. Parasitologico esfregaco de baco de cdo soropositivo para leishmaniose. Forma amastigota livre (ponta da
seta) com cinetoplasto, nucleo e citoplasma evidente em esfregaco de bago. Panoético Rapico, aumento de 100x.
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Figura 2. Parasitologico imprint de baco de cdo soropositivo para leishmaniose. Macréfago (setamaior), contendo
formas amastigotas (seta de duas pontas). Panético Rapico, aumento de 100x.

Tabela 1. Nimero de animais positivos ou negativos no teste parasitolégico de acordo com a sintomatologia
clinica, Uberlandia - MG, 2010.

Classificacao Oligossintomatico Sintomatico Assintomatico Total
Negativos 14 8 4 26
Positivos 20 11 2 33

Total 34 19 6 59

Tabela 2. Nimero de animais positivos e negativos de acordo com local de coleta de amostra para teste
parasitologico, Uberlandia - MG, 2010.

Positivos Negativos Total
Medula Ossea 28 31 59
Bago 25 34 59
Linfonodo 20 39 59
Total 73 104 177

Tabela 3. Sensibilidade do teste parasitologico em relacdo ao nimero de observadores, Uberlandia, 2010.

Observadores Positivos Negativos Total
2 33 26 59
1 13 46 59
Discussao

Sensibilidade e a especificidade dos testes para diagnostico da LVC como é um dos problemas
mais desafiadores em relacao a essa zoonose e os dados apresentados evidenciam essa problematica.
A sensibilidade do teste parasitolégico de acordo com a sintomatologia foi avaliada por outros
autores. Saridomichelakis et al. (2005), observaram sensibilidade de 94,7% em caes sintomaticos e
inferior a 30% em oligossintomaticos. Moreira et al. (2007), encontraram sensibilidade de 75,6% em
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caes sintomaticos, 32% em oligossintomaticos e 39,1% em assintomaticos. Saridomichelakis et al.
(2005), afirmam que caes assintomaticos apresentam uma baixa carga parasitaria, o que dificulta
o diagnostico parasitologico.

No presente estudo a maior sensibilidade observada quando olocal de coleta foi medula 6ssea e
amenor foi no linfonodo. Em trabalhorealizado por Troncarelli et al. (2009), utilizando 100 animais,
onde 51% das amostras foram positivas no baco. Tasca et al. (2009), também observaram 48,15% de
positividade em 27 bacos analisados.

Entretanto Saridomichelakis et al. (2005), analisando 68 caes sintomaticos demonstraram que
olinfonodo foi positivo em 83,3% dos caes e a medula 6ssea foi positiva em de 72,5% e no grupo
assintomatico 12,5% dos caes foram positivos na andlise de linfonodo e 7.8% foram positivos para
medula 6ssea. Quando utilizada uma técnica mais sensivel em aspirados de baco e linfonodo,
como a cultura, Barrouin-Melo et al. (2004), trabalhando com 64 animais demonstraram que o
baco é olocal de eleigao sendo 97,9% positivos contra 25% de linfonodos.

Andrade et al. (2006), avaliando 39 caes obteve 33 amostras positivas no teste parasitologico,
sendo 27 positivas em baco elinfonodo e 22 positivas para medula 6ssea. Na avaliacao estatistica
dolocal de coleta, este autor nao observou diferenca entre baco, linfonodo e medula 6ssea, assim
COMO na presente investigacao.

Em trabalho realizado com humanos ao comparar aspirado de medula éssea com PCR, o
aspirado obteve 55% de sensibilidade contra 85% do PCR (Piarroux et al,, 1994). Brasil (2014),
citaque o baco é olocal mais sensivel para a identificacao do parasita seguido de medula 6ssea e
por tltimo o linfonodo, assim como da Silva et al. (2005), que ao trabalhar com humanos obteve
89% de casos positivos em aspirados de medula 6ssea e 95% em baco, recomendando que a
medula seja o local de eleicao por apresentar menos riscos ao paciente.

Houve um aumento significativo da sensibilidade do teste parasitologico quando realizado por
dois observadores elevando-se em 33,9%. Em 13 amostras positivas houve concordancia pelos
dois observadores. Estes nimeros expressivos podem ser justificados pelo fato da sensibilidade
do diagnéstico relacionar-se com o niumero de campos lidos sendo oideal de 200 campos (Brasil,
2014) e também a influéncia do tempo. Segundo da Silva et al. (2005), a0 compararem o exame
parasitologico em relacdo ao tempo, obteve 57 (65,5%) positivos com 5 minutos de leitura e
quando amesma estendeu-se por mais de 60 minutos obteve-se 87 (89%) positivos paramedula
Ossea de 98 pacientes.

Conclusao

Portanto, conclui-se que nao houve influencia da sintomatologia clinica apresentada pelos
animais e o exame parasitologico, assim como o local de coleta a ser utilizado. Porém a medula
Ossea mostrou ser local de eleicdo para coleta. Por outro lado o ntiimero de observadores foi
determinante no aumento da sensibilidade do teste.
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