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UTILIZACAO DE AGULHA SEMIAUTOMATICA PARA COLETA DE
AMOSTRAS DE LINFONODO PARA O DIAGNOSTICO DA INFECQAO POR
Leishmania Leishamnia infantum EM CAES. / Artur Augusto Velho Mendes
Junior. - Rio de janeiro, 2020.65 f.; il.

RESUMO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) é considerada uma das principais
parasitoses reemergentes no Brasil e no mundo e um importante desafio para a Saude
Puablica. Possui como agente etioldgico o protozoario Leishmania infantum e tem como
seu principal vetor Lutzomyia longipalpis. O presente estudo tem como objetivo geral
€ avaliar a utilizacdo da agulha semiautomética para coleta de amostras de linfonodo
para o diagnoéstico da infeccdo por |. infantum em cées utilizando amostras de
linfonodo popliteo coletadas através de puncgéo por agulha semiautomética (PASA),
puncédo por agulha fina (PAAF) e necropsia de linfonodo (NL). A coleta dos espécimes
clinicos foi realizada em 30 cdes soropositivos provenientes do municipio de Barra
Mansa (RJ). O céo atendido, apés passar por exame clinico, era submetido a sedacao
e em seguida a eutandsia. Posteriormente, foi realizada a coleta de amostras em um
mesmo linfonodo popliteo usando PASA, PAAF e NL. As amostras retiradas por essas
técnicas foram armazenadas separadamente em tubos contendo solucdo salina
estéril, para realizacdo de cultura parasitologica (CP). Outro fragmento do mesmo
linfonodo popliteo coletado por NL foi armazenado em um frasco contendo formalina
tamponada neutra a 10%, para realizacdo de imuno-histoquimica (IHQ) e
histopatologia por coloragdo hematoxilina-eosina (H.E). Nos 30 animais estudados,
26 (86%) apresentavam sinais clinicos compativeis com Leishmaniose Visceral
Canina. Os sinais clinicos que apresentaram as maiores frequéncias foram:
esplenomegalia (76%), alterac6es dermatolégicas (60%), linfadenomegalia (40%),
hepatomegalia (36%), onicogrifose (30%). Vinte e nove caes (97%) foram positivos
para Leishmania sp. no linfonodo em pelo menos uma das técnicas de diagndstico
utilizadas. As frequéncias de positividade para Leishmania spp. em amostras de
linfonodo popliteo pela técnica de diagnostico em funcdo do nimero de amostras
coletadas para cada técnica, utilizada foram: 64 (71%) cultura parasitolégica (CP), 21
(70%) imunohistoquimica (IHQ), e 10 (33,3%) hematoxilina-eosina (H.E). Os
resultados em relacdo a frequéncia de positividade para Leishmania sp. por CP
utilizando diferentes técnicas de coleta de amostra de linfonodo popliteo nos animais
estudados foram: 23 (77%) na NL, 22 (73%) na PAAF e 19 (63%) na PASA. A
contaminacgao microbioldgica na CP foi detectada em apenas 4 (4,4%) amostras das
90 analisadas e em apenas 8 (12,5%) amostras coletadas de um total de 64 amostras
positivas o resultado nao foi obtido na primeira leitura, excluido as amostras negativas
e as amostras que registraram contaminagcdo microbiolégica. A técnica de coleta por
PASA em linfonodo politeo combinada a cultura parasitolégica se mostrou uma
ferramentea (til para o diagnéstico de L. infantum em caes, com os resultados obtidos
neste estudo podemos considerar o linfonodo (popliteo) como um excelente tecido de
escolha para o diagndstico de L. infantum.

Palavras-chave: 1. Leishmania infantum. 2. Diagndstico. 3. Cultura parasitoldgica. 4
Agulha semiautomatica. 5. Cées
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ABSTRACT

Use of a semi-automatic needle to collect lymph node samples for the diagnosis of
Leishmania Leishmania infantum infection in dogs

American Visceral Leishmaniasis (AVL) is considered one of the main re-emerging
parasitosis in Brazil and the world and an important public health challenge. It has as
its etiological agent the protozoan Leishmania infantum and has as its main vector
Lutzomyia longipalpis. The general objective of this study is to evaluate the use of the
semiautomatic needle to collect lymph node samples for the diagnosis of L. infantum
infection in dogs using popliteal lymph node samples collected through semiautomatic
needle puncture (PASA), fine needle puncture (PAAF) and lymph node necropsy (NL).
The clinical specimens were collected from 30 seropositive dogs from the municipality
of Barra Mansa (RJ). The attended dog, after passing for clinical examination, was
submitted to sedation and then to euthanasia. Later, samples were collected in the
same popliteal lymph node using PASA, PAAF and NL. The samples taken by these
techniques were stored separately in tubes containing sterile saline solution for
parasitological culture (PC). Another fragment of the same popliteal lymph node
collected by NL was stored in a flask containing 10% neutral buffered formalin for
immunohistochemistry (IHQ) and histopathology by hematoxylin-eosin staining (H.E.).
In the 30 animals studied, 26 (86%) presented clinical signs compatible with Canine
Visceral Leishmaniasis. The clinical signs that presented the highest frequencies were:
splenomegaly (76%), dermatological changes (60%), lymphadenomegaly (40%),
hepatomegaly (36%), onychogyphosis (30%). Twenty-nine dogs (97%) were positive
for Leishmania sp. in lymph node in at least one of the diagnostic techniques used.
The frequencies of positivity for Leishmania spp. in popliteal lymph node samples by
the diagnostic technique as a function of the number of samples collected for each
technique used were: 64 (71%) parasitological culture (PC), 21 (70%)
immunohistochemistry (IHQ), and 10 (33.3%) hematoxylin-eosin (H.E). The results
regarding the frequency of positivity for Leishmania sp. per PC using different
techniques of popliteal lymph node sampling in the animals studied were: 23 (77%) in
NL, 22 (73%) in PAAF and 19 (63%) in PASA. Microbiological contamination in the PC
was detected in only 4 (4.4%) samples of the 90 analyzed and in only 8 (12.5%)
samples collected from a total of 64 positive samples the result was not obtained in the
first reading, excluding negative samples and samples that recorded microbiological
contamination. The technique of PASA collection in polite lymph node combined with
parasitological culture proved to be a useful tool for the diagnosis of L. infantum in
dogs, with the results obtained in this study we can consider the lymph node
(popliteum) as an excellent tissue of choice for the diagnosis of L. infantum.

Keywords: 1. Leishmania infantum. 2. diagnosis. 3. parasitological culture. 4.
semiautomatic needle. 5. dogs
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose visceral

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas infecciosas crénicas
causadas por protozodarios do género Leishmania, que acometem o ser humano e
diferentes espécies de animais. Essas doencas apresentam diversas formas de
manifestacbes clinicas e estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais do
Velho e do Novo Mundo. No Novo Mundo, as leishmanioses sédo classificadas
clinicamente como leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral
americana (LVA) (BRASIL, 2006a; W.H.O., 2011).

O protozoario Leishmania infantum (sin. Leishmania chagasi), pertencente a
Familia Trypanosomatidae, € o agente etioldgico da leishmaniose visceral (LV). No
Brasil o fleb6tomo da espécie Lutzomya longipalpis, que transmite o parasito na forma
flagelada, promastigota, para o hospedeiro vertebrado, onde sofre diferenciagéo para
forma intracelular amastigota, que apresenta flagelo rudimentar (BRASIL, 2006;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). O fleb6tomo Lutzomyia cruzi também foi
descrito no estado do Mato Grosso do Sul como vetor biolégico de L. infantum
(SANTOS et al., 1998).

E considerada uma doenca tropical negligenciada e endémicas em 98 paises,
com taxas de mortalidade variando de 20 a 40 mil 6bitos por ano. Estima-se que
ocorram entre 200 mil e 400 mil novos casos de LV a cada ano no mundo, sendo o
Brasil um dos paises mais acometidos (ALVAR et al., 2012). Segundo Montalvo et al.
(2012), 90% dos casos de LV ocorrem em paises onde existe grande parte da
populacdo em situacdo de pobreza (india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil).
Portanto, o fator financeiro € um obstaculo para o controle da doenga. No municipio
de Barra Mansa-RJ, foram descritos recentemente nove casos de LV em humanos
(PIMENTEL et al., 2014), o que levou autoridades de saude locais a investigarem a
circulacao de Leishmania sp. na populacdo de caes da regiao.

A partir do ano de 2011, um importante surto de LV em cdes no municipio de
Barra Mansa foi identificado e relatado por Mello et al. (2014). A LV é uma zoonose e

0 cdo doméstico é apontado como principal reservatorio de L. infantum em ambientes



urbanos (BRASIL, 2006). Além disso, tem sido descrito que a enzootia canina precede
a ocorréncia de casos em humanos, e que a prevaléncia de infec¢do € maior em cées
gue em humanos (PALATINIK-DE-SOUZA et al., 2001). Os cées podem albergar o
parasito na pele mesmo em casos de infeccdo assintomatica, consistindo em uma
importante fonte alimentar aos insetos vetores (LAURENTI et al., 2013). Sob o ponto
de vista epidemioldgico e todos os animais identificados como reservatorio para
leishmaniose visceral, o cdo é considerado o reservatorio domeéstico mais importante,
sendo por esta razdo um dos alvos do programa de controle da doenca no Brasil
(SILVA et al., 2014). A transmissdo venérea também ocorre, pois, a frequéncia de
Leishmania sp. no trato genital € alta em ambos sexos e em cades sintomaticos e
assintomaticos, sugerindo que ndo ha tropismo de acordo com 0 sexo e que mesmo
0s caes infectados assintomaticos tém o potencial de transmissdo venérea deste
parasito (BOECHAT et. al., 2016). Anteriormente ja foi detectado formas viaveis de L.
infantum no Utero de cadelas, indicando a possibilidade de transmisséo vertical da
leishmaniose visceral canina (LVC) (SILVA, et al., 2009; BOECHAT et. al., 2016).

Contudo, em relacdo aos animais sabe-se que existem pelo menos 2,5 milhdes
de cées infectados apenas no sudoeste europeu (CORTES et al., 2012). Levando em
consideracao que a area de abrangéncia desta enfermidade j& atinge 88 paises, onde
apenas 32 deles possuem servicos de notificacdo compulsoéria da doenca (OMS,
2012) e ndo apenas caes podem ser infectados (MOLINA et al., 2012), é possivel
perceber por que as leishmanioses (ndo apenas a LV) sdo consideradas pela
Organizacdo Mundial da Saude - OMS, como a segunda enfermidade de maior
relevancia entre as protozooses tropicais (LAINSON, 1985).

Antes, restrita as areas rurais do nordeste brasileiro, a LV avancou para outras
regides indenes, alcancando a periferia de grandes centros urbanos. A partir dos anos
90, os estados do Para e Tocantins (regido Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro-
oeste), Minas Gerais e S&o Paulo (regido Sudeste) passaram a influenciar de maneira
significativa nas estatisticas da LV no Brasil (BRASIL, 2006). Recentemente, foram
relatados casos caninos autéctones na cidade de Sao Borja (RS), regido sul do pais,
onde nao havia registro da doenca, demonstrando a sua expansao (SOUZA et al.,
2014). Novos casos de LV tém sido descritos em areas consideradas indenes para a
doenca, como por exemplo em municipios dos estados do Rio de Janeiro (SILVA et
al., 2015), Sao Paulo (CARDIM et al., 2016), Rio Grande do Sul (SOUZA et al., 2014)
e Piaui (PEREZ et al., 2016).



Classicamente, a leishmaniose visceral canina (LVC) pode apresentar um
espectro de manifestacdes clinicas bem variadas, condicionadas & imunocompeténcia
individual do animal. E uma doenca sistémica que pode acometer diferentes 6rgaos,
principalmente a pele e os tecidos ricos em células do sistema fagocitico mononuclear,
como baco, linfonodos e medula 6ssea (KOUTINAS; KOUTINAS, 2014). Os principais
sinais clinicos da LVC séao: lesdes cutaneas (dermatite esfoliativa, ulcerativa ou
nodular; alopecia local ou difusa), linfadenomegalia, palidez de mucosas, perda de
peso, atrofia muscular esquelética, lesdes oculares (blefarite, uveite,
ceratoconjuntivite), epistaxe, hepato e esplenomegalia, onicogrifose e sindrome
nefrética (SOLANO-GALLEGO et al., 2011). L. infantum pode estar distribuida por
varios 6rgdos por isso a LV em cées geralmente apresenta alteracdes clinicas tais
como anemia normocitica normocrémica, trombocitopenia, hiperproteinemia,
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia (FREITAS et al., 2017). Entretanto, cées
infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo periodo de tempo
(ALMEIDA et al., 2005), podendo estes representar cerca de 40 a 60% da populacéo
soropositiva (MARZOCHI, 1997). O céao infectado por L. infantum pode apresentar-se
de forma assintomatica ou sintomatica de intensidade variavel, que em muitos casos,
pode levar o animal a o6bito (SOLANO-GALLEGO et al, 2011; KOUTINAS;
KOUTINAS, 2014).

Apoés a avaliacdo clinica e laboratorial, os cdes podem ser classificados em
guatro estagios. O primeiro estagio corresponde aos caes expostos, que apresentam
diagnéstico parasitolégico negativo, bem como baixos titulos de anticorpos anti-
Leishmania e clinicamente normais ou apresentando sinais associados com outras
doencas. O segundo estagio sdo os cdes infectados que apresentam exame
parasitolégico positivo, mas possuem baixos titulos de anticorpos anti-Leishmania,
séo clinicamente saudaveis ou apresentam sinais clinicos compativeis com outras
doencas. O terceiro estagio inclui os caes doentes, que possuem exames
parasitologicos positivos e altos titulos de anticorpos anti-Leishmania com um ou mais
sinais comuns na leishmaniose. O quarto estagio sdo os caes gravemente doentes,
com condigdes clinicas graves, nefropatia ou insuficiéncia renal cronica, alteragbes
oftalmicas, articulares, entre outros (PALTRINIERI et al., 2010).



Figura 1. Linfonodo popliteo apresentando linfoadenomegalia.

Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ r

Com o crescimento geografico e a urbanizacdo da LV € necessario
estabelecer medidas de controle mais efetivas. Acredita-se que esta expansao para
diversas regides do Brasil pode ser atribuida a fatores como dificuldades na
eliminacdo do reservatorio, diversidade epidemioldgica das regibes afetadas,
capacidade adaptativa do vetor, medidas insuficientes no controle do vetor e alto custo
financeiro e social (OLIVEIRA et al., 2008). Admite-se também que a urbanizacdo
decorra de modifica¢des sOcio-ambientais causadas por acdes antropicas, bem como
pelo processo da migracdo de populacdes rurais para as periferias urbanas
desprovidas de moradias e infraestrutura sanitaria adequada, dividindo ainda o
pequeno espaco com animais domésticos como os cdes (MENDES et al., 2016).

Devido a severidade da LV no ser humano e a complexidade do cenario
epidemiologico, as acbes sanitarias direcionadas para esta infeccdo devem ser
rigorosas. Assim, programas de controle sdo implantados nas areas endémicas,
objetivando interromper o ciclo de transmissao. Tais programas assumem trés pontos
principais: deteccdo e tratamento dos casos humanos, borrifacdo de inseticidas no
domicilio e peridomicilio; e monitoramento de caes domésticos, ja que estes sédo a

principal fonte de infec¢cdo para os insetos vetores. Portanto, tém havido grandes



esforcos na identificacdo e eliminacdo de cdes considerados positivos, visando a
interrupg&o do ciclo de transmisséo (BRASIL, 2006).

A eutanasia de cdes infectados por L. infantum €& uma das medidas
recomendadas pelo Ministério da Saude do Brasil (MS) para controle da LV (BRASIL,
2006). Contudo, esta pratica sozinha nao leva ao controle da doenca. Segundo Melo
e colaboradores (2018) as implicagBes operacionais e éticas associadas a eutanasia
de cées e as dificuldades no controle da doenca levam a crer que intervencdes que

promovam a guarda responsavel podem ser uma estratégia mais eficaz.

1.2 Ciclo biolégico

O ciclo de vida da Leishmania sp. apresenta-se em duas formas diferentes, no
hospedeiro vertebrado e invertebrado. O ciclo tem inicio com a inoculacao de formas
infectantes do parasito (promastigota metaciclico) durante o repasto sanguineo da
fémea de flebotomineo no hospedeiro vertebrado (MONTALVO et al., 2012). Existem
ainda registros de transmissfes acidentais por transfusées sanguineas (DANTAS-
TORRES, 2006). Quando chegam a circulacdo, as formas promastigotas de
Leishmania sp. utilizam de mecanismos préprios para escapar a lise celular, ativada
pelo sistema complemento. Portanto, o protozoario Leishmania sp. sobrevive ao
ataque do hospedeiro devido a esse mecanismo protetor e ainda consegue acometer
macréfagos através da manipulacdo de receptores celulares (CAMPOS-PONCE et al.,
2005). O ataque de macréfagos € uma estratégia essencial para a sobrevivéncia da
Leishmania. Neles ha protecdo a resposta imune do hospedeiro. As formas
promastigotas fagocitadas pelos macrofagos se transformam em formas amastigotas,
dentro de um vacuolo parasitoéforo (fagossomo) e se multiplicam por divisdo binaria,
levando ao rompimento do macréfago parasitado. Apés haver o rompimento celular
as formas amastigotas sdo novamente liberadas e fagocitadas por novos macréfagos.
Quando o vetor realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado,
ingere macrofagos parasitados pela forma amastigota de Leishmania sp. Ja no tubo
digestivo do vetor, as formas amastigotas transformam-se novamente em

promastigotas, completando o ciclo, como representado pela figura 2.



FIGURA 2: Ciclo de transmisséo da leishmaniose. Fonte: Adaptado de MONTALVO et al.,
(2012).
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1.3 Diagndéstico dainfecgdo por Leishmania infantum em cées

No diagnéstico da infec¢do por L. infantum em cées deve ser considerada a
associacdo entre dados clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos. Os testes
laboratoriais contam com ferramentas de diferentes complexidades, cuja
aplicabilidade pode variar de acordo com os profissionais técnicos envolvidos e a
infraestrutura do local. As técnicas mais utilizadas para o diagnostico da infec¢ao por
L. infantum em cées sao: testes sorolégicos, métodos parasitolégicos, métodos
histopatolégicos e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccao de DNA
do parasito (GRIMALDI et al., 2012).



1.3.1 Diagnd@stico soroldgico

Os testes soroldgicos para diagnéstico da infeccdo por L. infantum séo
baseados em deteccdo de anticorpos séricos especificos desse parasito. Em &reas
endémicas de LV, os testes soroldgicos sdo usados como ferramenta nos inquéritos
epidemioldgicos para diagnéstico e posterior recolhimento dos cdes positivos
(BRASIL, 2006). Diferentes antigenos e tecnologias vém sendo testados com
resultados promissores para utilizacdo no diagndéstico da LV em caes, porém ha
necessidade de validacdo dos novos métodos (FARIA; ANDRADE, 2012).

A técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica é um teste imunoenzimético que tem como principio a
imobilizacdo de um antigeno em fase sdlida ou ligante, que com a adi¢do de uma anti-
imunoglobulina conjugada a peroxidase e de uma amostra clinica contendo anticorpo
especifico, leva a formacéo de imunocomplexo revelada pela adi¢cdo de substrato da
enzima e cromégeno. O resultado é expresso pela absorbancia obtida por
espectrofotometria (CAVALCANTI et al., 2008). Por ser de simples execucdo e
apresentar resultados objetivos, € indicada para uso em larga escala, como em
inquéritos epidemioldgicos. O sororreagente considerado € aquele que a titulacdo seja
igual ou superior a diluicdo de 1:40 (BRASIL, 2014). Estudos de acuracia da técnica
para diagnostico de LV em cdes mostraram resultados bastante divergentes.

A sensibilidade da técnica de ELISA variou de 8% a 100% e a especificidade
de 60% a 100% (PEIXOTO et al., 2015).

O teste rapido DPP® Leishmaniose Canina produzido por Bio-Manguinhos é
um teste qualitativo de imunocromatografia, que utiliza uma matriz de membrana de
nitrocelulose ligada a uma tira de acetato transparente. Nessa tira, se ligam o antigeno
especifico, o anticorpo presente na amostra e um anticorpo anti-imunoglobulina
marcado para revelar a reacdo que pode ser lida de forma visual ou eletrénica. Esse
teste utiliza como antigeno a proteina recombinante K28 (fragmentos K26, K39 e K9),
gue contém sequéncia de aminoacidos altamente conservada entre as espeécies
viscerotropicas de Leishmania (CAVALCANTI et al., 2008; FUNED, 2013). A técnica
de DPP® utilizando antigenos recombinantes trouxe mais especificidade ao
diagnostico sorologico da LV em cées. No entanto, a sensibilidade dessa técnica,
principalmente na identificacdo de caes assintomaticos, € discutida (DA SILVA et al.,



2014). Em uma avaliagcdo publicada por Schubach et al. (2014), a técnica de DPP®
ndo apresentou especificidade satisfatoria. Este resultado pode ser consequéncia da
escolha de testes parasitologicos aplicados a amostras de pele como padrdo de
referéncia. Uma baixa carga de L. infantum em amostras de pele pode ter influenciado
negativamente os resultados do padrdo de referéncia e, consequentemente, as
conclusdes sobre a acuracia da técnica de DDP® avaliada.

A especificidade dos testes soroldgicos para diagnostico da LV em caes € uma
preocupacao, pois os resultados falso-positivos podem levar a eutanasia de cdes nao
infectados. A especificidade dos testes é especialmente importante em &reas onde ha
circulacao de diferentes espécies de Leishmania e de outros micro-organismos que
frequentemente infectam cées e podem confundir o diagnostico sorolégico. Diversos
agentes infecciosos ja foram descritos como responsaveis por reacdo sorologica
cruzada em testes para pesquisa de LV em caes: Leishmania braziliensis,
Trypanosoma caninum, T. cruzi, Ehrlichia canis, Babesia canis, Toxoplasma gondii e
Neospora caninum (ZANETTE et al., 2014). Por outro lado, resultados falso-negativos
podem ocorrer por atraso no periodo pré-patente ou pelo fato de alguns cdes nunca
soroconverterem (PARANHOS-SILVA et al., 1996).

O protocolo recomendado pelo Ministério da Saude (MS) até o ano de 2011 em
inquéritos soroldgicos em areas endémicas pelo Brasil consistia em triagem por ELISA
e confirmacao do diagndstico através da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI)
em eluato de sangue em papel filtro ou soro. Estudos demonstraram que este
protocolo ndo apresentava sensibilidade (FIGUEIREDO et al., 2010a, 2010b) e
especificidade (MADEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2011) adequadas. E um estudo
de acuracia encomendado pelo MS, o DPP® apresentou sensibilidade de 91% e
especificidade de 70,2% (BRASIL, 2011b). E ap6s avaliacdo de diferentes técnicas
sorolégicas, o MS alterou o protocolo utilizado em inquéritos de LVC para associacao
entre os métodos DPP® como triagem e ELISA como teste confirmatério, cenario que
apresentou n&o s6 boa acurécia, como maior praticidade (MINISTERIO DA SAUDE,
2011a). O DPP LVC e ELISA como métodos sorologicos de diagnésticos se
mostraram capazes de diferenciar caes infectados de cades saudaveis e vacinados
(CAMPOS et al., 2017a).



1.3.2 Diagnéstico Parasitolégico

Os meétodos parasitolégicos incluem: exame microscopico direto por
citopatologia e isolamento do parasita em meio de cultura a partir de diferentes
espécimes clinicos (GONTIJO E MELO, 2004). Além disso, outras técnicas como a
histopatologia e imuno-histoquimica sdo muito utilizadas pela sua sensibilidade alta.
Os espécimes clinicos coletados para o diagndstico parasitoldgico dos caes suspeitos
de LV podem ser obtidos a partir de aspirado de medula 0ssea, baco, figado,
linfonodos e, em alguns casos, de fragmentos de pele integra, pele com lesédo ou
visceras obtidos a partir de necropsia (GONTIJO E MELO, 2004; BRASIL, 2006).

Entretanto, alguns dos procedimentos citados para obtencdo de material séo
invasivos, podendo gerar riscos para o animal, além de serem impraticaveis em
programas de saude publica, nos quais um grande numero de animais deve ser
avaliado num periodo curto (BRASIL, 2006b).

Na técnica de cultura parasitologica (CP), amostras de tecido do hospedeiro
podem ser cultivadas em meio bifasico em uma estufa a temperatura de 25 a 28° C
para isolamento de formas promastigotas do parasito (EVANS, 1989). O cultivo in vitro
de Leishmania sp., combinado a caracterizacdo isoenzimatica da espécie por
eletroforese, € um método 100% especifico, com sensibilidade variando de 78,7% a
80,3% considerado padréo de referéncia no diagnostico da infec¢do por L. infantum
em cades (MADEIRA et al., 2006; BRASIL, 2006). Esse método, também é indicado
para identificacdo e monitoramento da espécie de Leishmania circulante em uma area
endémica (ALMEIDA et al., 2011). Entretanto, esse método néo € aplicado em estudos
epidemioldgicos principalmente por ser laborioso e requerer longo periodo de espera
até a obtencao de resultados. Além disso, € uma técnica suscetivel a contaminacéo
microbiologica e que pode ser de dificil realizagdo devido a dificil adaptagdo de
algumas espécies ao meio de cultura (MAIA E CAMPINO et al., 2008).

Por sua vez, a analise histopatoldgica dos fragmentos de tecido coletados por
biépsia também é de fundamental importancia no diagnéstico das leishmanioses, pois
permite a identificacdo das formas amastigotas nos tecidos e, concomitantemente,
contribui para o diagnodstico diferencial (MARQUES et al., 2004). A histopatologia &
uma técnica que permite ndo so6 a detec¢éo do parasito como a associagdo deste com
leséo tecidual. Nessa técnica, cortes histologicos sédo corados por hematoxilina-eosina

(H.E) para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp. no interior de vacuolos



10

parasitoforos de macréfagos. A técnica requer expertise do examinador, podendo ser
laboriosa e inconclusiva, principalmente em casos com baixa carga parasitaria
(XAVIER et al., 2006). A fixacdo das amostras em formalina tamponada neutra a 10%
e 0 seu armazenamento de amostras em blocos de parafina permite a analise do
material muitos anos apés a coleta, ndo havendo a preocupa¢do com contaminacao
microbiologica como na prética de CP.

A imuno-histoquimica (IHQ) € uma técnica que se baseia na deteccdo de
antigenos em cortes histologicos por uso de anticorpos especificos acoplados a uma
enzima. Esta converte o substrato incolor em substancia colorida que se precipita a
formacao de imunocomplexo e a reacdo pode entdo ser visualizada ao microscopio
optico. O sinal da reagao pode ser intensificado pelo uso de um anticorpo secundario
anti-imunoglobulina ligado a enzima, sendo este método chamado indireto (ABBAS et
al., 2008). Para diagnostico de LV em cées pode-se utilizar como anticorpo primario
um anticorpo monoclonal ou policlonal anti-Leishmania ou, mais comumente, 0 soro
hiperimune de um animal infectado (XAVIER et al., 2006). A desvantagem de utilizar
soro de cdo naturalmente infectado estd relacionada a falta de padronizacdo da
obtencado de anticorpos e a maior chance de ocorrer rea¢gdes cruzadas, ja que 0 SOro
€ obtido da mesma espécie que a amostra investigada. No Servico de Anatomia
Patologica (SEAP), a IHQ é rotineiramente realizada segundo o protocolo descrito por
Quintella et al. (2009), que utiliza soro hiperimune de coelho como anticorpo primario.
A IHQ confere maior sensibilidade ao diagndstico quando comparada a histopatologia
convencional por H.E na pesquisa de Leishmania spp. em tecidos de caes (MENEZES
etal., 2013) e humanos (QUINTELLA et al., 2009). Entretanto, a HE e IHQ apresentam
uma menor sensibilidade do que as técnicas sorologicas e PCR e ndo permitem a
identificagdo de Leishmania em nivel de espécie (QUEIROZ et al., 2011).

De modo geral, a baixa sensibilidade do exame microscopico direto de
aspirados de medula 6ssea, a ineficiéncia de testes sorolégicos na diferenciacéo de
casos ativos e de cura, e o fato do isolamento de Leishmania spp. em cultura ser um
método trabalhoso, com baixa sensibilidade suscetivel a contaminagcdo compdem um

panorama adverso ao diagnéstico laboratorial da LV em cées.
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1.3.3. Melhores sitios de coleta de amostras biolégicas para diagndstico de LV

em caes

O uso da cultura parasitolégica como técnica padrdo de referéncia no
diagnéstico de infeccao por L. infantum em caes é discutido, ja que a sensibilidade da
técnica pode ser prejudicada por contaminacao microbiolégica ou por fraca adaptacéo
do parasito ao meio de cultura, subestimando assim a especificidade de outros
métodos avaliados. Além de exigir uma estrutura laboratorial adequada e envolver um
procedimento do qual é necessario um profissional habilitado e treinado

Outro ponto importante a ser discutido na determinacdo de um padrdo de
referéncia é o tipo de tecido a ser utilizado para confirmagcédo da infecgdo por L.
infantum. Os achados sobre o tecido de escolha para deteccédo de L. infantum séo
divergentes. Alguns pesquisadores ndao encontraram diferenga significativa quando
compararam tecidos para isolamento do parasito (MANNA et al., 2004). Outros
sugerem o linfonodo (MADEIRA et al., 2006; MELLO et al., 2014; FURTADO et al.,
2015) ou bago (SOLCA et al., 2014) ou a pele como um bom sitio para isolamento de
L. infantum (MADEIRA et al., 2009). As divergéncias encontradas entre os estudos se
devem, em parte, as metodologias utilizadas, incluindo diferentes sitios avaliados e
diferentes técnicas de diagndstico aplicadas.

Apesar do linfonodo e o baco serem considerados bons tecidos para o
diagnéstico de infeccdo por L. infantum, a obtencdo de uma amostra de linfonodo é
considerada mais pratica e segura do que as obtidas a partir de uma amostra de baco.

Alguns profissionais evitam a amostragem de baco de animais vivos devido ao
seu risco de invasdo e hemorragia, mas alguns pesquisadores (BARROUIN-MELO et
al., 2004) avaliaram a seguranca de puncbes de baco em cdes sintomaticos e
assintomaticos e concluiram que esse procedimento é eficaz e seguro para o
diagnostico de L. infantum em cées. A pele € um bom tecido para diagnostico da L.
infantum apenas em caes sintomaticos. Embora a pele seja considerada um bom alvo
para detectar L. infantum em caes (MADEIRA et al., 2009) ela n&o deve ser usada em
testes padréao de referéncia quando a populacéo inclui caes assintomaticos. Os céaes
soropositivos assintomaticos apresentaram alta frequéncia de infeccdo ativa por L.
infantum em baco e linfonodo, mas uma frequéncia significativamente menor em pele
(MELLO et al., 2014; FURTADO et al., 2015).
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1.3.4. Sensibilidades das diferentes técnicas de diagndstico no linfonodo de

caes para deteccao de L. infantum.

O diagnostico da LVC é complexo e um fator importante que ajudaria neste
contexto € a determinacédo de um tecido de escolha juntamente com a técnica para o
diagnéstico. A pele, baco, linfonodo e medula 6ssea séo os tecidos mais comumente
coletados para a deteccdo de L. infantum em cées, mas os resultados quanto a sua
sensibilidade e especificidade para confirmar a infeccdo em cées sdo divergentes
(BRASIL, 2006).

O linfonodo tem estado presente na maioria das pesquisas que envolvem o
diagndstico da doenca e segundo alguns autores apresentam os bons resultados na
identificacdo do parasito (MELLO et al., 2014; FURTADO et al., 2015; GUERRA et al.,
2019). Em um estudo conduzido por Furtado et al. (2011) foram utilizados 32 cées
entre machos e fémeas para analisar materiais obtidos por linfonodos, medula 6ssea,
baco, sangue periférico e pele, de animais sorologicamente positivos para os testes
de ELISA® e RIFI, sendo observada a presenca de formas amastigotas de Leishmania
sp. Em puncédo de medula 6ssea - crista iliaca (50%), puncao de medula 6ssea-tibio-
femural (46,87%), puncdo de baco (40,62%), puncdo de linfonodo pré-escapular
(37,5%), puncéo de linfonodo popliteo (37,5%) e “imprint” de ponta de orelha - pele
(25%). Foram feitas laminas para diagndstico direto corado por GIEMSA em todas as
amostras.

Animais positivos para leishmaniose visceral geralmente apresentam
linfonodomegalia, e isso ocorre devido a predominancia de macréfagos e plasmacitos,
envolvendo todas as regiées do linfonodo e causando distor¢cdo deste 6rgao pela
presenca de granulomas atipicos associados a atrofia linfoide (MOREIRA, 2010). Por
esse motivo, a coleta de material é facilitada pelo aumento do tamanho do 6rgéo.
Adicionalmente, a localizacdo do linfonodo popliteo permite facil identificacéo,
palpacdo e coleta de amostras de forma pouco invasiva e dolorosa ao cao. As
principais técnicas de coleta em linfonodo s&o puncéo aspirativa por agulha fina e
coleta de fragmento de linfonodo através de necropsia. No exame microscoépico direto

por citopatologia, a pesquisa de formas amastigotas € realizada em laminas de
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impressédo por aposi¢do do material coletado na puncao, apés coloragdo pela técnica
de Giemsa, Leishman ou Pandético (BRASIL, 2006).

A puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) dos linfonodos tem sido o exame
mais proposto devido a sua facilidade de execucéo, obtencdo de material significativo
para 0O exame e poucos riscos inerentes a técnica, além de apresentar baixa
agressividade tecidual (TEIXEIRA et al., 2010).

Apesar do método de PAAF ser de alta especificidade, existem limitacdes ao
Seu uso, por ser um método que exige pratica do profissional e apresenta dificuldade
na puncdo do material, quando em linfonodos reduzidos, por exemplo. Essas
limitacdes levam o método sorolégico ser o mais utilizado pelos profissionais para

estudos epidemiolégicos que avaliam um namero elevado de cdes (ZANETTE, 2006).

A coleta de fragmento de linfonodo, ndo € uma técnica utilizada como rotina
para o diagndstico, ja que ocorre a retirada completa do tecido comumente associada
a necropsia de animais destinados a eutanasia. Como principal vantagem € a
possibilidade de extrair fragmentos para diversas técnicas de diagndstico e como
desvantagens o profissional necessita de um treinamento para realizar a coleta e ha
possibilidade de contaminacdo microbiolégica em amostras destinadas a cultura
parasitolégica. Contudo, baseado em trabalhos recentes, a coleta de amostras de
linfonodo tem sido realizada na maioria dos trabalhos relacionados a testes

diagnésticos em cdes com LVC , com obtencédo de bons resultados (Quadro 1).
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Quadro 1. Sensibilidade do linfonodo frente as técnicas de diagnéstico de L. infantum em caes

Métodos de |Tipo de |Tipo de|N° amostras | Frequéncia de | Referéncias

diagnostico coleta linfonodo | testadas positivos

Citologia Aspirado Linfonodo | 50 amostras | 32% GUERRA et al.

simples/ popliteo (2019).

Diagnostico

Direto

H.E/IHQ Fragmento | Linfonodo | N&o 39,13% H.E MAIA et at. (2009).
popliteo informado 92,68% IHQ

PCR Fragmento | Linfonodo | 95 amostras | 99% MANA et al. (2014)

H.E/IHQ Fragmento | Linfonodo | 89 amostras. | 43,90% H.E MOREIRA et al.

65,85% IHQ (2007).

Cultura Fragmento | Linfonodo | 116 amostras | 73,8% MELLO et al.

Parasitologica popliteo (2014).

IHQ Fragmento | Linfonodo | 65 amostras | 70% FURTADO et al.
popliteo (2015).

PCR= Reacdo em cadeia da polimerase, IHQ= Imunohistoquimica e H.E= Hematoxilina —eosina
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2 JUSTIFICATIVA

A atual expanséo geografica de LV no Brasil € preocupante ndo apenas para a
medicina veterinaria, mas especialmente para a saude publica, j& que o cdo doméstico
€ apontado como principal reservatorio do parasito. A ocorréncia de novos casos em
varias regibes do municipio e estado do Rio de Janeiro demonstra uma possivel
alteracdo no comportamento dessa endemia, possibilitando o surgimento de um surto
em areas urbanas, como ja foi relatado em outras cidades brasileiras (BRASIL, 2006).

No ano de 2011, iniciou-se um surto da doenca em cdes do municipio de Barra
Mansa-RJ, que foi acompanhado de casos de LV em humanos. No mesmo ano, foram
relatados casos caninos na regido central do municipio do Rio de Janeiro,
especificamente no bairro do Caju. O Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LapClin-Dermzoo), o Laboratério de
Vigilancia em Leishmanioses (VigiLeish) e Servigco de Anatomia Patolégica (SEAP) do
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) trabalham no estudo do perfil epidemiolégico da doenca na populacédo de
caes. Este estudo engloba a identificacdo da espécie de Leishmania circulante,
avaliacdo clinica dos caes infectados e o estudo de diferentes técnicas para
diagnéstico da infe¢do por L. infantum em cées. Independentemente da discussao
sobre a efetividade da eutanasia de cées infectados, a aplicacdo de eficientes
métodos para o diagnéstico da infeccdo nesses animais é fundamental para o controle
da infecgao.

N&o ha uma técnica padréo de referéncia no diagnostico da LV em caes,
principalmente sem sinais clinicos. Além disso, existe uma extrema dificuldade para
coleta de material a campo. Um estudo em 2015 conduzido por Furtado et al. (2015)
comparou técnicas de hibridizacao in situ, imuno-histoquimica e cultura parasitolégica
para o diagndstico de infeccdo de L. infantum na pele, baco, linfonodo e medula 6ssea
de cées soropositivos, além de avaliar a frequéncia de infec¢éo ativa com L. infantum
nos diferentes tecidos. Esses autores concluiram que a maior porcentagem de céaes
infectados foi detectada usando amostras de baco e linfonodo.

Com o objetivo de unir uma técnica de coleta e uma amostra tecidual mais
eficiente para diagnostico parasitologico de L. infantum, escolhemos o linfonodo

popliteo como tecido para o diagndstico e utilizamos a agulha semiautomatica para
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tecidos moles cuja utilizacdo j4 esta bem estabelecida na medicina humana. Na
medicina veterinéria, o uso dessa ferramenta de coleta ainda € escasso, mas, mostrou
bons resultados para coleta de amostra de figado em ovinos obtendo amostras
uniformes e de qualidade para o diagnéstico histopatologico (NESPOLI et al., 2010).

O uso da agulha semiautomética para tecidos moles se mostrou eficiente e
versétil na coleta de amostras, proporcionando uma maior quantidade de amostra,
menos invasiva e com capacidade de coleta a campo. Sendo assim em uma Unica
coleta/disparo € possivel extrair amostras para diagnéstico parasitoldgico,
histopatologico e molecular. Como se trata de uma ferramenta pouco utilizada em
Medicina Veterinaria foi preciso estabelecer um calibre padrdo, ja que existem em
diversos tamanhos, que fosse possivel coletar amostras de cédes de pequeno e grande
porte.

Entretanto, ainda ha a necessidade de mais estudos para avaliacdo dessa
ferramenta em cées e outros animais.

As razdes para o uso de linfonodos em vez de baco ou medula 6ssea para o
diagnoéstico de LVC é a localizacdo mais periférica dos linfonodos e preocupacoes
com a seguranca dos procedimentos, ou seja, um possivel risco de hemorragia interna
apos uma puncao de baco ou figado. No entanto, até 0 momento nenhum estudo
avaliou comparativamente as vantagens e limitacbes do linfonodo em relagédo as
coletas de 6rgaos internos no diagndstico da LVC. Os principais riscos que podem ser
previstos para esses procedimentos sdo hemorragia do baco e lesdo do plexo
neurovascular popliteo.

Diversos métodos de diagnostico vém sendo desenvolvidos com resultados
promissores, porém ha necessidade de estudos de validacdo para que 0S novos
testes sejam implementados na rotina clinica e em inquéritos epidemiolégicos. Para
validacéo de testes € indispensavel estabelecer um padréo de referéncia confiavel e
esse € um dos maiores desafios nas pesquisas de diagnostico de LVC. Desafio que
nao se restringe apenas a determinacdo de uma técnica laboratorial, mas também de

um tecido e do método a ser utilizado para confirmar a infecgéo por L. infantum.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo de agulha semiautomatica para coleta de amostras de linfonodo para o
diagndstico da infeccao por L. infantum em cées.

3.2 Objetivos especificos

1. Comparar a frequéncia de positividade para Leishmania sp. no linfonodo
popliteo de cdes soropositivos para esse parasito entre as técnicas de cultura
parasitolégica em amostras coletadas por puncdo com agulha semi-
automatica, puncao aspirativa por agulha fina e necropsia e as técnicas de
histopatologia e imuno-histoquimica em amostras de linfonodo popliteo
coletadas por necropsia.

2. Avaliar os sinais clinicos presentes nos animais estudados.

3. Comparar o tempo para isolamento de L. infantum em cultura parasitologica a
partir de amostras de linfonodo popliteo coletadas por pungdo com agulha
semi-automatica, puncao aspirativa e necropsia.

4. Comparar a frequéncia de resultados negativos na deteccdo de formas
promastigotas de L. infantum por contaminacdo microbioldgica na cultura
parasitologica entre as amostras de linfonodo popliteo coletadas por puncao

com agulha semi-automatica, puncao aspirativa por agulha fina e necropsia.
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4. METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo e populacéo alvo

O presente estudo trata-se de uma avaliagdo de método, com um desenho
seccional, composto por uma amostra de conveniéncia baseada no numero de
animais atendidos/recebidos por ano no setor e estimada em 30 caes, provenientes
de uma é&rea endémica para leishmaniose visceral canina e com o diagndstico
confirmado por técnicas soroldgicas preconizadas pelo MS.

Os cées incluidos neste estudo foram provenientes do municipio de Barra
Mansa, no estado do Rio de Janeiro, e examinados em inquérito sorolégico para
pesquisa de leishmaniose canina realizado pela Secretaria Municipal de Saude desse
municipio. Todos os cées incluidos apresentaram resultados soroldgicos positivos nos
testes de DPP® e ELISA, que detectam anticorpos anti-Leishmania e por isso foram
encaminhados para eutanasia de acordo com recomendac¢fes do MS para controle
da LV (BRASIL, 2006).

As técnicas laboratoriais empregadas foram a cultura parasitoldgica, a

histologia utilizando a hematoxilina-eosina e a imuno-histoquimica.

4.2 Critérios de elegibilidade

4.2.1. Critérios de inclusao

1. Céaes com resultado positivo nos testes de DPP® e ELISA para pesquisa de
anticorpos anti-Leishmania, residentes no municipio de Barra Mansa — RJ.

2. Cées com idade superior a 8 meses.

3. Caes cujos tutores aceitaram que seus animais fossem retirados, medida
preconizada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).
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4.2.2 Critérios de excluséo

1. Cadelas prenhas.

2. Céaes agressivos.

4.3. Materiais, Procedimentos e Técnicas

4.3.1. Manejo dos animais

4.3.1.1 Recepcdo, Contencao e Avaliagéo clinica

Os caes soropositivos foram transportados da cidade de Barra Mansa - RJ para
0 LAPCLIN-DERMZOO - INI-FIOCRUZ, de acordo com as normas e procedimentos
padrao adotados para retirada dessa categoria de animal, conforme o Manual de
Controle de Leishmaniose Visceral (BRASIL ,2006). O transporte foi de
responsabilidade do Servico de Vigilancia Ambiental do municipio e realizado por um
veiculo tipo “pick up” através de caixas de transporte, abrigando os animais
separadamente, de acordo com o porte os quais foram acompanhados e avaliados
pelos agentes de zoonoses treinados. Os tutores foram orientados a deixar seus
animais em jejum, de no minimo 8 horas.

Com a chegada dos cées e o0s responsaveis pelo municipio, antes de qualquer
procedimento seja ele, exame clinico ou coleta de material biolégico, foram verificadas
todas as fichas, documentos e laudos técnicos relacionados a cada animal. Enquanto
isso, 0 animal tinha um periodo de descanso e espera até o inicio dos procedimentos
e manejo.

Os céaes foram recebidos por dois veterinarios, devidamente paramentados
com jaleco, luva de procedimento e mascara, 0s quais foram responsaveis por iniciar
a contencdo manual dos animais, a qual foi realizada (com auxilio de focinheira

adequada para o porte do animal) como se segue: um dos bragos do veterinario foi
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posicionado sob o pescoc¢o do animal, prendendo-o moderadamente com o antebraco,
enguanto que o outro bracgo, sobre o abdémen do animal, segurou 0 membro anterior
gue se encontra do mesmo lado de quem executa a contencédo. Foi realizado exame
fisico constituido de inspecdo de pele e de mucosas oral e ocular, palpacdo de
linfonodos superficiais e 6rgdos abdominais. As informagdes foram anotadas em uma
ficha (anexo B) contendo a identificacdo, sinais clinicos apresentados e os dados do
animal e tutor.

Os céaes foram examinados individualmente e agrupados de acordo com o
comprometimento clinico. Dessa forma, os cées foram classificados em caes com e
sem sinais clinicos. Os sinais clinicos compativeis e que foram levados em
consideracdo na classificacdo foram: onicogrifose, hepatoesplenomegalia.,

linfoadenomegalia e descamacéao furfuracea.

4.3.1.2 Coleta de espécimes clinicos para o diagnéstico

a) Sedacédo

Com animal devidamente contido, 0 outro veterinario realizou administracédo
dos farmacos, cloridrato de quetamina 10% (10 mg/kg) associada a acepromazina 1%
(0,2 mg/kg) na mesma seringa via intramuscular profunda, no membro pélvico entre a
musculatura do semimembranoso e semitendinoso, utilizando-se agulha 0,70x25mm
(22G) e seringa de 5mL.

b) Eutanasia

Com os caes devidamente sedados e apos antissepsia local com alcool 70%,
foi administrado tiopental sédico THIOPENTAX® a 0,5g (10-25mg/kg) via IV (veia
cefélica), através de infuséo lenta (dose efeito), em uma dose 3 vezes a indicada para
o plano anestésico, utilizando escalpe “BD Vacutainer” estéril 25G. Esse anestésico

foi aplicado até o animal alcangar o estado de inconsciéncia, além de auséncia de
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reflexo palpebral e digital e rotagdo de globo ocular. Em seguida, foi administrado o
cloreto de potassio 19,1% (1mg/kg) via IV, com auxilio do mesmo escalpe utilizado na
administracdo do tiopental. O Obito foi confirmado pela auséncia de batimentos

cardiacos, pulso e movimentos respiratérios, com auxilio de estetoscopio.

c) Puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) de linfonodo popliteo.

Foi selecionado o linfonodo popliteo que apresentou o maior tamanho a
palpacdo e manipulado até que estivesse firme e em destaque sob a pele. Em
seguida, apos tricotomia e antissepsia com gaze embebidadas em clorexidine a 2%,
iodopovidona 10% e alcool 70%, nesta mesma ordem e em repeti¢cdes de pelo menos
trés vezes cada, utilizando uma seringa de 5 mL com agulha 0.7x25mm, foi realizada
uma puncao aspirativa no local (Figura 3 A-B). O material obtido, cerca de duas gotas
(0,1ml), foi armazenado em tubos de polipropileno de 1,5 ml contendo solucédo salina
estéril acrescida de antibidtico (penicilina e estreptomicina) e antifingico

(fluorocitocina), na tentativa do isolamento em cultura.

Figura 3 A-B. Técnica de PAAF utilizada na punc¢éo do linfonodo popliteo do animal.

Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ. |
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d) Puncéo de linfonodo por agulha semiautomatica para tecidos moles (PASA).

A agulha semiautomatica para tecidos mole (ASTM) utilizada, o esquema de
coleta, bem como os procedimentos realizados para coleta de amostra de linfonodo
popliteo sdo mostrados nas figuras 4, 5, 6, 7 e 8 respectivamente. Foi utilizado o
mesmo espécime clinico (linfonodo popliteo) selecionado para a puncao aspirativa.
Foi realizada novamente a antissepsia como no item anterior e, em seguida, 0
linfonodo foi manipulado até ficar firme e em destaque sob a pele. Através de uma
agulha semiautoméatica SemiCut, 16 gauge ou 1,3 mm de diametro e 15 cm de
comprimento, descartavel para bidpsia de tecidos moles (M.D.L SRL.) o 6rgao foi
perfurado em uma profundidade de cerca de 1 a 2 centimetros dependendo do seu
tamanho, sob uma angulagéo de 45°. A coleta do material foi feita por meio de uma
agulha especial acoplada a uma pistola automatica de impulséo a mola e por meio de
um disparo, o fragmento em forma de fita com cerca de 3 a 5 milimetros de
comprimento. Esse fragmento foi armazenado em salina estéril acrescida de
antibiotico (penicilina e estreptomicina) e antifingico (fluorocitocina) (Figura 8 A-B), na

tentativa do isolamento em cultura.



Figura 4: Agulha semiautomatica utilizada para a realizagcdo de coleta de amostra de linfonodo

popliteo de cédes soropositivos para L. infantum incluidos no estudo.

3.Guia para coleta

T e

Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ.
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Figura 5: Imagem da agulha semiautomatica para coleta em tecidos moles utilizada no estudo.

TRAVA DE SEGURANCA |—,—‘

CANULA ESTACIONARIA

MARCACAO DE
PROFUNDIDADE

MARCADOR
ECOGENICO

BISEL OU ESTILETE

Fonte: Google site MDL.

Figura 6: A. Esquema ilustrando a coleta em tecido utilizando a agulha semiautomatica para tecidos

moles. B. Imagem da canula de coleta.

|

Fonte: Google site MDL.
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Figura 7: Esquema para coleta de amostra de linfonodo popliteo de cado utilizando a agulha
semiautomatica para tecidos moles. (A) Identificacdo, tricotomia e posicionamento do linfonodo
popliteo. (B) Limpeza e antissepsia com clorexidine a 2%. (C). Antissepsia utilizando iodopovidona
10%. (D). Antissepsia utilizando &lcool a 70%. (E) Fixacdo da guia para coleta por agulha
semiautomatica. (F) Agulha introduzida na guia, j& fixada no tecido e pronta para a realiza¢éo da coleta

apos seu disparo realizado ao apertar o gatilho

| Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ. |
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Figura 8: Preparo da amostra de linfonodo popliteo coletada por agulha semiautomatica para a cultura
parasitoldgica. (A) Retirada do fragmento do canal da agulha. (B) Fragmento ja imerso em solugdo

salina.

| Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ. |

e) Coleta de linfonodo na necropsia

ApoOs a coleta utilizando a agulha semiautomatica, foi feita a retirada deste
mesmo linfonodo. Em seguida, esse linfonodo foi colocado em uma bandeja de aco
inox estéril para realizagdo das coletas. Dois fragmentos, proximos do local de coleta
por agulha semiautomatica, foram coletados utilizando pinga hemostatica e bisturi
(Figura 9 A-B). Um fragmento foi fixado em formalina tamponada a 10% para
realizacdo de histopatologia e imuno-histoquimica. O outro fragmento foi armazenado
em solucdo salina estéril acrescida de antibidtico (penicilina e estreptomicina) e

antifungico (fluorocitocina), na tentativa do isolamento em cultura.
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Figura 9 A-B. Preparo da amostra de linfonodo popliteo coletada na necropsia, apds a extracdo do
6rgdo em bandeja de inox para a cultura parasitologica, histopatologia e imuno-histoquimica. (A) Corte
realizado transversalmente no linfonodo para dividi-lo em dois fragmentos: um para cultura
parasitolégica e o outro para histopatologia e imuno-histoquimica (B). Figura aumentada do linfonodo

popliteo.

Fonte: Lapclin-Dermzoo INI/FIOCRUZ. |

4.4 Histopatologia

4.4.1 Hematoxilina-eosina

Os fragmentos de linfonodo foram acondicionados em tubos de polipropileno
com volume de 1,5 mL, contendo formalina tamponada a 10%. Esses fragmentos
foram desidratados e emblocados em parafina. Cortes histolégicos de 5um obtidos
dos blocos de parafina foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para posterior
observacdo em microscopio o6ptico. O diagnéstico definitivo foi realizado pela
visualizacdo de formas amastigotas de Leishmania spp. As formas amastigotas
possuem formato ovalado ou arredondado, contendo um nucleo e um cinetoplasto,
podendo ser isualizadas no interior de macréfagos ou livres. Na histopatologia (HP),
0 nucleo e o cinetoplasto se coram de azul escuro e o citoplasma é fracamente
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eosinofilico (GENARO, 1995). O exame das laminas foi realizado em microscopio
optico em grande aumento (1000 X).

4.4.2 Imuno-histoquimica

Os cortes histologicos de 5um obtidos dos blocos de parafina foram colocados
em laminas silanizadas. No primeiro dia, foi realizada inicialmente a desparafinizacao
das laminas a 60°C por 10 minutos, tendo sido mergulhadas em xilol e reidratadas em
concentracdes decrescentes de etanol. Em seguida, foram lavadas em &gua corrente
por pelo menos 5 minutos. Na etapa seguinte, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endogena dos cortes histologicos. Para esse fim, foi preparada a solucdo de bloqueio
da peroxidase enddgena utilizando-se 55 mL de alcool metilico P.A. (padrao absoluto)
para 45 mL de perdxido de hidrogénio 30% por 40 min a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Para cada 25 laminas utilizamos um volume de 200 mL da solugéo.

A préxima etapa realizada foi a de recuperacao antigénica, na qual as laminas
com os cortes foram inseridas em cubas preenchidas com tampao citrato (pH=6). As
cubas com as laminas foram incubadas a 65°C por 30 minutos em banho-maria. Apos
o esfriamento total das laminas, foi realizada a lavagem por 5 a 10 minutos na agua
corrente e utilizada uma caneta hidrofébica para contornar os cortes histolégicos. Foi
instilada nos cortes uma solucdo bloqueadora de proteinas Lab VisionTM Ultra V
Block (Thermo Scientific, California, EUA) a temperatura ambiente, deixando-a agir
por 10 minutos. A seguir, foi aplicada sobre as laminas a solugéo tampéo TBS (TBS -
Tris-Buffered-Saline, TBS IHC Wash Buffer with Tween 20, Cell Marque, Rocklin,
California, EUA), deixando-as em repouso por 5 minutos. Retirou-se o tampao e
aplicou-se o soro policlonal anti-Leishmania diluido a 1:500 em solugdo diluidora de
anticorpos, deixando as laminas em camara Umida na geladeira, entre 2 e 8°C,
overnight. O soro anti-Leishmania foi produzido pelo Laboratorio de Pesquisa Clinica
e Vigilancia em Leishmanioses do INI, Fiocruz, por imunizagéo de coelhos com formas
promastigotas de L. infantum, seguindo o protocolo de Quintella et al. (2009).

A reacao para deteccdo de Leishmania spp. foi desenvolvida usando o Kit The
HiDef DetectionTM HRP Polymer System (Cell Marque, Massachusetts, EUA), de

acordo com protocolo recomendado pelo fabricante, conforme descrito a seguir. Apos
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incubacdo com anticorpo anti-Leishmania os cortes histolégicos foram submetidos a
duas lavagens de 5 minutos com solugéo salina tamponada com TRIS.

Em seguida, os cortes histolégicos foram incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente com o amplificador do kit. Apés esses 20 minutos, 0s cortes
foram submetidos a duas lavagens de 5 minutos com TBS. Apdés, as lavagens 0s
cortes histoldgicos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente com
polimero detector conjugado a peroxidase. Apés mais duas lavagens de 5 minutos
com TBS, os cortes foram incubados com o cromégeno diaminobenzidina (DAB)
(Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, EUA). As formas amastigotas foram marcadas em
castanho pela reacdo do cromoégeno DAB com a peroxidase. ApOs esta etapa, 0S
cortes foram lavados com trés banhos em agua destilada durante 2 minutos e, logo
apos, submetidos a contracoloracdo com hematoxilina de Harris.

Para montagem, as laminas foram imersas em agua destilada durante 1 minuto,
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e montadas em meio de montagem
entellan (Merck). Cortes histolégicos de tecidos intensamente parasitados com formas
amastigotas de Leishmania foram incubados com soro homdélogo ndo-imune como
controle negativo e com soro policlonal de coelho anti-Leishmania como controle
positivo. A positividade foi considerada pela observacgéao de pelo menos uma estrutura

marcada em castanho e morfologicamente compativel com uma amastigota.

4.5 Isolamento parasitario em meio de cultura

Os aspirados e fragmentos de linfonodo, logo ap6és a coleta, foram mergulhados
em solucdo PBS, pH 7,4 acrescidos de antibidticos (penicilina e estreptomicina) e
antifiingico (fluorocitocina) e conservados a temperatura de 4°C por 24 horas. Apos
tal periodo, as amostras foram semeadas em meio bifasico NNN, contendo como fase
liquida o meio Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino. As culturas foram
conservadas em estufa biologica a 25-28°C e examinadas semanalmente durante 30
dias por exames a fresco, buscando evidenciar formas flageladas. Nos casos onde
ocorreu o isolamento parasitario, as amostras foram expandidas para producédo de

massa parasitaria para posterior caracterizacao isoenzimatica.
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4.5.1 Eletroforese de enzimas (MLEE)

Todos os isolados obtidos, foram armazenados no banco de amostras do
Laboratorio de Vigilancia em Leishmanioses (VigiLeish/INI/Fiocruz) e analisados pela
eletroforese de enzimas. Inicialmente, foi feita a expansao parasitaria para obtencao
de cerca de 10° parasito, que posteriormente foi submetida a lavagem em tampéo
proprio, sob centrifugacdo 7000 rpm por 10 minutos a 4° C, até a obtencdo de um
“‘pellet” de formas promastigotas do parasito. Esse “pellet” foi depositado em botijoes
de nitrogénio liquido (NL2) até a realizacdo das corridas eletroforéticas. Foram
empregados cinco sistemas enzimaticos: 6PGDH; GPI; NH; G6PDH e PGM, cuja
metodologia se baseou em protocolos ja definidos por Cupolillo et al., (1994).
Amostras de referéncia de L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e L. infantum
(MHOM/BR/74/PP75) foram empregadas em todas as corridas eletroforéticas. Para a
corrida eletroforética, foi necessario um gel de agarose 1% (Tipo V) em tampéao de
acordo com o sistema enzimético utilizado. Esse gel, depois de dissolvido e fundido
foi colocado sobre um filme de poliestireno onde a amostra teste foi aplicada. A corrida
eletroforética foi feita empregando-se uma cuba de eletroforese horizontal,
devidamente acoplada a um banho maria, com circulagéo para manter a refrigeracao
em torno de 4°C. A revelacao da atividade enzimatica das amostras foi feita colocando
diretamente sobre o gel uma mistura contendo os substratos, transportadores e
receptores de elétrons, cofatores e tampdes proprios para cada enzima, baseados em
protocolos ja descritos na literatura (CUPOLILLO et al., 1994). A reacdo foi
interrompida adicionando-se acido acético a 5% e a mobilidade eletroforética dos

isolados foi comparada com o padréo das amostras de referéncia.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Com auxilio do programa Statistical Package for the Social Science (SPSS)
versdo 16.0 foi realizada uma analise descritiva dos resultados da avaliacéo clinica e
das técnicas laboratoriais empregadas no diagnostico da infec¢do por L. infantum em
cées. Consideramos a infec¢ao por L. infantum confirmada quando detectamos o
parasito em, pelo menos, um teste diagndstico direto (CP, IHQ e H.E). A frequéncia
de positividade da identificacdo de Leishmania nos varios tecidos e técnicas de

diagndstico foram descritivas.

6. RESULTADOS

A populacédo estudada de 30 caes foi composta por 15 machos (50%) e 15
fémeas (50%). Quanto a raga, 100% eram sem racga definida (SRD).

Nos 30 animais estudados, 26 (86%) apresentavam sinais clinicos compativeis
com LV e 4 (13%) ndo apresentavam sinais clinicos. Em relagéo aos sinais clinicos
apresentados a seguir, 0sS animais que apresentaram descamacao cutanea
furfuracea, pélo opaco, alopecia e ulcera foram enquadrados em um Unico grupo,
descritos como alteracdes dermatoldgicas. A frequéncia de sinais clinicos encontrada
estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncia de sinais clinicos encontrada no grupo de 30 cées soropositivos para Leishmania
infantum incluidos no estudo, provenientes do municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e
20109.

Sinais clinicos N %
Esplenomegalia 23 76
AlteracBes dermatolégicas 18 60
Linfoadenomegalia 12 40
Hepatomegalia 11 36
Onicogrifose 9 30
Caquexia/Magreza 9 30
Alteracfes oftalmicas 5 16
Sem sinal 4 13

N= ndmero de caes; %= percentual.

Vinte e nove cées (97%) foram positivos para Leishmania spp. no linfonodo em
pelo menos uma das técnicas de diagndstico utilizadas. Apenas um céo apresentou
resultado negativo para Leishmania spp. em todas as técnicas de diagnostico
desenvolvidas neste estudo, além de ndo apresentar sinais clinicos compativeis com
a doenca. As frequéncias de positividade para Leishmania spp. em amostras de
linfonodo popliteo pela técnica de diagnostico em funcdo do nimero de amostras
coletadas por cada técnica, utilizada foram de: 71% (64/90) cultura parasitoldgica,
70% (21/30) imuno-histoquimica, e 30% (10/30) hematoxilina-eosina. Todos o0s
isolados de Leishmania spp. obtidos na cultura parasitoloégica foram caracterizados
como L. infantum pela técnica de MLEE.

Os resultados das frequéncias de positividade para Leishmania sp. no linfonodo
popliteo utilizando a coleta por puncédo com agulha semiautomatica (PASA) e exame
por CP, comparada as coletas por punc¢ao aspirativa por agulha fina (PAAF) e exame
por CP e coleta por necropsia (NL) e exame por CP, HE e IHQ encontram-se

expressos na tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncias de positividade para Leishmania spp. no linfonodo popliteo de céaes
soropositivos para esse parasito utilizando a coleta por puncédo com agulha semiautomatica (PASA) e
exame por CP, comparada as coletas por puncéo aspirativa por agulha fina (PAAF) e exame por CP e

coleta por necropsia (NL) e exame por CP, HE e IHQ. Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e 2019.

Técnica coleta + exame parasitolégico Frequéncia de positividade para Leishmania

linfonodo popliteo (N= 30)

N %
NL+ CP 23 76,7
PAAF +CP 22 73,3
NL+ IHQ 21 70
PASA+CP 19 63,3
NL+HE 10 33

N= nimero de caes; %= percentual; NL+CP= amostra de linfonodo coletada na necropsia e examinada
pela técnica de cultura parasitologica; PAAF+CP= amostra de linfonodo coletada através de puncéo
aspirativa por agulha fina e examinada pela técnica de cultura parasitolégica; PASA= amostra de
linfonodo coletada por pun¢éo usando agulha semiautomatica e examinada pela técnica de cultura
parasitologica; NL + IHQ= amostra de linfonodo coletada na necropsia e examinada pela técnica de
imuno-histoquimica; NL+HE: = amostra de linfonodo coletada na necropsia e examinada pela técnica

de histopatologia.

A frequéncia de positividade para Leishmania sp. no linfonodo popliteo de cées
soropositivos para esse parasito em funcdo da presenca ou auséncia da

linfoadenomegalia estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia de positividade para Leishmania sp. no linfonodo popliteo de cées soropositivos
para esse parasito em funcdo da presenca ou auséncia da linfoadenomegalia utilizando a coleta por
puncao com agulha semiautomética (PASA), puncao aspirativa por agulha fina do linfonodo (PAAF) e

por necropsia de linfonodo (NL) na CP. Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e 2019.

Técnica de coleta Frequéncia de positividade para Leishmania sp.

Linfoadenomegalia Sem linfoadenomegalia

N=12 N=18
PASA 9 (75%) 10 (56%)
PAAF 9 (75%) 13 (72%)
NL 11 (92%) 12 (67%)

PASA=Puncéao por agulha semiautomética; PAAF=puncéo aspirativa por agulha fina;
NL= necropsia de linfonodo.



34

O numero de amostras positivas e negativas de linfonodo coletadas pela
técnica de coleta de PASA comparadas as outras técnicas de coleta estdo descritas

nas tabelas 4,5,6e 7.

Tabela 4. Casos positivos e negativos para L. infantum pela técnica de coleta PASA comparada a PAAF

confirmados pela cultura parasitolégica, Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e 2019.

PASA + CP PAAF + CP Total
Positivo Negativo
Positivo 16 3 19
Negativo 6 5 11
Total 22 8 30

PASA= Puncéo por agulha semiautomética; PAAF=puncao aspirativa por agulha fina de linfonodo;
CP= cultura parasitolégica.

Tabela 5. Casos positivos e negativos para L. infantum pela técnica de coleta PASA comparada a NL

confirmados pela cultura parasitol6gica, Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e 2019.

PASA + CP NL + CP Total
Positivo Negativo
Positivo 14 5 19
Negativo 9 2 11
Total 23 7 30

PASA= Puncao por agulha semiautomética; NL=Necropsia de linfonodo; CP= cultura parasitolégica.

Tabela 6. Casos positivos e negativos para L. infantum pela técnica de coleta PASA comparada a NL
confirmados pela cultura parasitolégica e histopatologia. Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e
20109.

PASA + CP NL+ IHQ Total
Positivo Negativo
Positivo 16 3 19
Negativo 5 6 11
Total 21 9 30

PASA= Puncao por agulha semiautomética; NL=Necropsia de linfonodo; IHQ= imunohistoquimica.
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Tabela 7. Casos positivos e negativos para L. infantum pela técnica de coleta PASA comparada a NL
confirmados pela cultura parasitologica e histopatologia. Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e
2019.

PASA + CP NL + H.E Total
Positivo Negativo
Positivo 10 9 19
Negativo 1 10 11
Total 11 19 30

PASA= Puncéo por agulha semiautomatica; NL=Necropsia de linfonodo; H.E= Hematoxilia- eosina

Os resultados deste estudo mostram que ndo houve uma diferenga significativa na

frequéncia de positividade entre as técnicas de coleta em relacdo a linfoadenomegalia.

Figura 10: Corte histologico de linfonodo popliteo de cdo mostrando formas amastigotas de
Leishmania sp. coradas em castanho (setas) no citoplasma de macréfago. Imuno-histoquimica.
Objetiva de 40x.
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Figurall: Corte histoldgico de linfonodo popliteo de cdo mostrando formas amastigotas de Leishmania

sp. (seta) no citoplasma de macréfago. Hematoxilina-eosina.

Com relagéo ao tempo para a leitura das 64 amostras com resultado positivo
para formas promastigotas no diagnostico da cultura parasitolégica em amostras de
linfonodos coletadas através de PASA, PAAF e NL, em 87,5% (56/64) o resultado foi
obtido na primeira leitura (Tabela 8).
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Tabela 8. Frequéncia de positividade para Leishmania sp. em funcéo dos tempos de leitura na cultura
parasitol6gica em amostras de linfonodos popliteos coletadas por meio das técnicas PASA, PAAF e
NL. Barra Mansa, Rio de Janeiro, entre 2018 e 2019.

Técnica de Frequéncia de positividade na CP pelo tempo de leitura (N=64)
coleta
12 22 32 42 Total
n % n % n % n % n %
PASA 18 95 1 5 0 0 0 0 19 100
NL 20 87 3 13 0 0 0 0 23 100
PAAF 18 82 2 9 1 4,5 1 4,5 22 100

CP=cultura parasitolégica. N = numero total de amostras positivas na cultura parasitolégica
considerando todas as técnicas. n=nimero de amostras positivas na cultura parasitoldgica por técnica
de coleta.

Durante o processo de leitura das 90 amostras de linfonodo coletadas para
cultura parasitolégica, 4 obtiveram resultado negativo na deteccdo de formas
promastigotas, apresentando contaminacao microbiolégica por fungo, do qual ndo
atrapalhou o diagnostico do animal, visto que outras amostras estavam sendo
processadas. Das 4 amostras contaminadas, 2 ocorreram na coleta feita por PASA,
uma na coleta feita por PAAF e uma na coleta feita por NL, todas as quatro em animais

diferentes.
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7. DISCUSSAO

O diagnéstico de uma enfermidade como a leishmaniose visceral canina (LVC)
requer o uso de métodos que possam, de maneira segura e confiavel, identificar os
individuos infectados. As técnicas empregadas para este fim devem ser providas de
algumas propriedades, tais como: capacidade de deteccao da infeccdo em sua fase
inicial, resultados precisos, facil execucéo, baixo custo e repetibilidade (BRITO et al.,
2009). O diagnéstico efetivo de LVC é extremamente importante tanto no rotina
meédica veterinaria quanto no programa de controle e vigilancia da leishmaniose
(BRASIL, 2014). E deve ser proporcionado pela combinacédo de técnicas, uma vez que
ndo ha uma unica técnica com 100% de sensibilidade e especificidade (BRASIL,
2006).

A cultura parasitologica (CP) € considerada o teste padrédo de referéncia para
o diagndstico da L. infantum em caes, detectando esse parasito em 62,1% a 82,2%
dos caes soropositivos (Mello et al., 2014). No presente estudo, os resultados de
frequéncia de positividade obtidos pela CP foram superiores aos da imuno-
histoquimica e histopatologia e semelhantes aos de Mello et al. (2014). Esses
resultados demonstram que a CP é uma técnica sensivel para a detec¢do de L.
infantum em cé&es. No entanto, consome tempo e pode ser prejudicado por
contaminagdo microbiolégica (MELLO et al., 2014). No estudo, em relacdo a
frequéncia de positividade entre as técnicas de coleta para CP, a que obteve o melhor
resultado foi a NL, seguida da PAAF e PASA. Entretanto, a diferenca no nimero de
casos positivos detectados por elas foi muito pequena, variando de 1 a 3 casos. As
técnicas de coleta por NL e PAAF obtiveram resultados de frequéncia de positividade
muito préximos dos encontrados por Mello et al. (2014) e Furtado et al. (2015) em
amostras de NL examinadas pela CP em céaes soropositivos. Mello et al. (2014)
encontraram uma frequéncia de positividade de 73,8% e Furtado et al. (2015)
observaram 72,3% de positividade. Esses resultados semelhantes também podem
estar relacionados ao fato dos cées soropositivos examinados serem da mesma
regido endémica do presente estudo. Apesar da PASA ter sido a técnica de coleta
com a menor frequéncia de positividade na CP neste estudo, ela apresentou

frequéncia de positividade superior a de 52,3% como observado por Mello et al. (2014)
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para PAAF examinada por CP. Convém ressaltar que PASA e PAAF podem ser
utilizadas na coleta in vivo. Esses resultados demonstram que a PASA apresenta uma
boa taxa de positividade, cuja execucao tem potencial para ser realizada in vivo e a
campo, como PAAF.

Entretanto, a técnica de coleta por PASA chega como uma opcao para o
diagnostico da infeccdo em amostras de linfonodo popliteo principalmente pela boa
sensibilidade combinada a cultura parasitologica, a praticidade de coleta e a
guantidade maior de amostra coletada comparada a PAAF. Contudo, a PASA
necessita de mais estudos para melhor avaliar a técnica quanto a sua invasibilidade
para o cdo e o grau de lesdo que provoca no tecido em estudos a campo, com animais
vivos. Deve ser levado em consideracdo que, como limitacdo desse estudo, a coleta
por PASA foi feita em animais mortos, com isso avaliagdes como uma possivel
hemorragia no tecido foi deficitaria, além de nédo terem sido analisados os sinais de
dor.

A PAAF de linfonodo com realizacdo de esfregaco do material obtido em lamina
de microscopia para exame citolégico é um dos mais utilizados para o diagnéstico da
infeccdo por Leishmania sp. em cées pela sua alta especificidade, praticidade, rapidez
e baixo custo. No entanto, a sensibilidade dessa técnicia € geralmente <50% devido
a dificuldade na identificacéo do parasito, especialmente nos cdes que sado levemente
sintomaticos ou assintomaticos e aqueles com uma carga parasitaria baixa, o que
pode estar implicado em resultados falso-negativos (MAIA E CAMPINO et al., 2008).
Portanto, as técnicas de coleta de PAAF e PASA com realizacdo de cultura
parasitolégica melhoraram a sensibilidade da técnica de coleta de PAAF com
realizacdo da técnica de citopatologia do material obtido, com bom desempenho em
caes sem sinais clinicos. Guerra et al. (2019), utilizando a PAAF em linfonodo com a
realizacdo da técnica de citobloco de material obtido processada pela técnica de “cell
block” e imuno-citoquimica (CB-ICC) também obtiveram uma maior sensibilidade do
que a PAAF com realizacdo de exame citologico. Esses autores observeram uma
sensibilidade da CB-ICC igual a 70%, que foi semelhante as frequéncias de
positividade das técnicas de PASA e PAAF no presente estudo e uma sensibilidade
de 32% para PAAF de linfonodo com exame citologico do material obtido. Esses
resultados em conjunto demonstram que é possivel um refinamento da sensibilidade
do diagnéstico parasitologico de L. infantum em cées, mantendo a praticidade da

coleta da amostra biolégica por meio da PASA e PAAF em linfonodos.
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Embora sensiveis e 100% especificas, uma das principais desvantagens da
cultura parasitologica para o dignostico de L. infantum em cées é a demora para
finalizar o resultado, que tem um tempo médio de 15 dias, mas pode chegar a 30 dias.
Ademais, pode ser necessario um tempo longo para obter um namero suficiente de
parasitos para identificacdo isoenzimatica da espécie de Leishmania e usa-los como
antigeno para o diagnéstico imunologico, para modelos experimentais da infeccao
quanto a triagem de medicamentos in vitro ou mesmo identificacdo molecular (MAIA
E CAMPINO et al., 2008). Por ser a LVC uma doenca de notificacdo compulsoria e
de grande importancia médica, o tempo que leva entre a coleta da amostra até o
resultado faz diferenca para que protocolos e medidas de vigilancia e controle da
doenca sejam tomados. As culturas sdo examinadas semanalmente para a presenca
de promastigotas. E os parasitos podem ser vistos a partir da 12 semana, embora
repiques semanais possam ser necessarios para visualiza-los.

No presente estudo, na grande maioria das amostras de linfonodo positivas na
cultura parasitologica, o resultado foi obtido em uma semana (primeira leitura), em
uma minoria, entre as 22, 32 e 42 semanas corroborando com um estudo realizado por
Maia et al. (2007). Segundo esses autores, 77,1% das culturas de amostras de baco,
linfonodo e medula ossea coletadas em fragmentos de necropsia (“post-mortem”)
tornaram-se positivas na 12 semana e 23%, reforcando a necessidade de repiques a
menos até a 32 semana. Em geral, uma cultura € considerada negativa, ap0s quatro
leituras negativas. Com base nos resultados de rapidez do diagndéstico de Leishmania
sp. em caes por cultura, as amostras de linfonodo e as técncias de PASA, PAAF e NL
demostraram um excelente desempenho. Ja que o que precisamos sao técnicas em
gue consigamos resultados mais rapidos e precisos, para que medidas de prevencao
e controle possam ser tomadas mais rapido.

Além do tempo para o diagnéstico, a cultura parasitoldégica apresenta outros
fatores limitantes como a carga parasitaria, dificuldades técnicas ou operacionais que
possam interferir na obtencdo do material, estrutura laboratorial envolvida e cuidados
para se realizar a coleta de maneira mais asséptica possivel a fim de evitar uma
contaminacdo microbiologica, que podem impedir o crescimento de formas
promastigotas no meio de cultura, prejudicando o diagndéstico (MAIA E CAMPINO et
al., 2008). O uso da cultura parasitolégica como padrao de referéncia no diagnéstico

da LVC é questionavel, pois a contaminagdo ou a fraca adaptacao do parasito ao meio
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podem prejudicar a sensibilidade dessa técnica e subestimar a precisdo de outros
testes (FURTADO et al., 2015).

Aqueles que tentam isolar a cepa de Leishmania “in vitro” frequentemente
enfrentam o problema de contaminacédo das culturas por varias espécies de bactérias
e leveduras (SUNDAR E RAI, 2002), especialmente quando se trabalha sob condi¢des
de campo e/ou com amostras de reservatérios ou vetores (SCHNUR E JACOBSON,
1987). Por isso, deve se estabelecer protocolos de limpeza e antissepssia adequados
de acordo com o ambiente e local de coleta. Com o objetivo de previnir a
contaminagcdo  microbioldgica, compostos antimicrobianos  frequentemente
adicionados ao meio usado para culturas de Leishmania, para limitar o crescimento
de bactérias e/ou leveduras (YAYON et al., 1984), mas essa pratica pode nao ser
totalmente benéfica. O agentes antimicrobianos podem matar ou inibir a multiplicacéo
de certos gendtipos de parasitas (SCHNUR E JACOBSON, 1987) ou certos genétipos
de organismos contaminantes (SMITH AND COAST, 2002).

Como consequéncia, esses antimicrobianos levam a selecdo de
subpopulacdes especificas dos parasitas ou de microrganismos que ndo podem mais
ser controlados com os antibiéticos. Alguns agentes antimicrobianos sdo conhecidos
por terem forte atividade antileishmania (ALI et al., 1997) e agentes antifUngicos como
5-fluorocitosina pode ser mutagénico (LOCKHART, 1998). Nas areas onde as
leishmanioses sdo endémicas, normalmente ha poucos recursos e 0sS agentes
antimicrobianos frequentemente usados podem ser muito caros. Além disso, a
remocao completa da contaminagcado nas culturas de Leishmania sp. pela adicdo de
agentes antimicrobianos pode exigir tantas subculturas em meio fresco (SCHNUR E
JACOBSON, 1987), que o procedimento se torna muito trabalhoso e demorado.

Com relacdo a prevencdo da contaminacdo microbioldgica da cultura
parasitolégica, as técnicas de coleta de PASA, PAAF e NL tiveram um bom
desempenho, obtendo uma taxa de contaminacao inferior a 5%. A técnica de coleta
que apresentou o maior indice de contaminacédo foi PASA. Uma possivel explicacao
para esse resultado negativo da PASA seria o fato de que nessa técnica a guia da
agulha de puncdo fica diretamente em contato com a pele. Além disso, a agulha de
puncdo da PASA é mais calibrosa do que a agulha da técnica de PAAF, entrando em
contado com uma maior area de pele. Segundo Sundar e Rai et al. (2002), a pele
apresenta uma grande variedade de microorganismos contaminantes que podem

interferir nos resultados da cultura parasitologica. A frequéncia de contaminacgao
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microbiolégica da NL foi igual a da PAAF e menor do que a da PASA, provavelmente
por gue nessa técnica a amostra € coletada diretamente do linfonodo dissecado, sem
contato com a pele. No presente estudo, os contaminantes foram leveduras, que por
se desenvolverem rapidamente prejudicam a leitura e crescimento do parasito
conforme relatado por Muniaraj et al. (2005). Esse problema de contaminacdo pode
ser resolvido com uma maior antissepsia da pele antes da coleta, com a realizacéo de
mais de trés repeticdes na passagem de compressao de gaze estéreis embebidas em
clorexidine a 2%, iodopovidona 10% e alcool 70% na pele tricotomizada no local da
puncdo. Mesmo com a contaminacdo ndo houve prejuizo para o diagndstico dos
animais, visto que outras amostras ndo contaminaram e foi possivel identificacdo e
isolamento do parasito.

No presente estudo, a imuno-histoquimica demonstrou ter uma boa capacidade
de deteccao de formas amastigotas de Leishmania no linfonodo de céaes soropositivos
para L. infantum, semelhante a da cultura parasitolégica. A vantagem para a cultura
parasitologica, € que a IHQ ndo esta sujeita a perdas por contaminagao
microbioldgica, sobretudo quando as coletas das amostras sao realizadas a campo.
Além disso, em relacao a técnica de histopatologia, a imuno-histoquimica mostrou um
desempenho bem melhor para diagnéstico de Leishmania sp. em linfonodo, estando
de acordo com outros autores (MOREIRA et al., 2007; MAIA et al., 2009). Moreira et
al. (2007) e Maia et al. (2009) encontraram uma variacao de frequéncia de positividade
entre 65,85 — 92,68% para IHQ e 39,13 — 43,90% para H.E. na deteccédo de formas
amastigotas de Leishmania sp. No nosso estudo encontramos uma frequéncia de
positividade para L. infantum em NL inferior ao descrito por Furtado et al. (2015) e
Guerra et al. (2019) que encontraram 81,5% e 92% de positividade para Leishmania
sp. em NL+IHQ, respectivamente. Essa diferenca pode estar relacionada a maior
guantidade de amostras analisadas por esses autores, que foi de 72 e 50 caes, e aos
distintos protocolos da técnica de IHQ utilizados. Apesar desse bom desempenho e
de ser uma ferramenta util no diagnoéstico de Leishmania em cées, sobretudo em
linfonodo, a IHQ n&o consegue definir a espécie de Leishmania envolvida na infeccao,
diferente da CP quando associada a eletroforese de enzimas “multilocus”. Ademais, a
técnica de IHQ apresenta limitagdes de sensibilidade, que varia em torno de 50 a 70%,
sendo inferior a técnica de PCR (OLIVEIRA et al 2017).

As frequéncias de positividade de bago, medula 0ssea, figado, linfonodo, trato

genital e pele para diagnéstico de L. infantum em caes variam entre 50 e 94% e sdo
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0S que apresentam as maiores taxas de positividade na cultura (MOREIRA et al.,
2007; MAIA et al., 2008; COSTARDI et al., 2009; FRANCO, P. A; GUIMARAES, E.P;
ZORZATTO, 2013; MELLO et al., 2014; FURTADO et al., 2015; BOECHAT et al.,
2016; GUERRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Entretanto exitem divergéncias
quanto ao tecido de escolha para diagnéstico.

Nesse estudo, a alta frequéncia de positividade no linfonodo
independentemente da técnica de coleta nesse, corroboram com os resultados de
outros estudos que obtiveram as maiores frequéncias de positividade para esse 6rgao
em comparacdo com outros. Mello et al. (2014) em 141 caes soropositivos (também
por DPP® e ELISA) da mesma regido que estudamos relataram uma frequéncia de
positividade de 73,8% para fragmento de necropsia de linfonodo, 69,5% para
fragmento de baco, 58,5% para fragmento de pele, 56,7% puncédo de medula-6ssea
e 52,3% para puncédo agulha fina de linfonodo. Furtado et al. (2015), detectaram L.
infantum em 65,8% dos 65 caes soropositivos (DPP+ELISA) analisados, com uma
frequéncia de positividade de 72,3% para fragmento de necropsia de linfonodo, 56,9%
para fragmento de pele, 53,8% puncédo de medula-ossea e 52% para fragmento de
baco. Entretanto,devido a maior frequéncia de isolamento de L. infantum na cultura
de baco comparada a de outros érgaos, Barrouin—Melo et al. (2005) apoiaram 0 uso
deste tecido como 6rgao de escolha para os diagnoéstico parasitologicos da infec¢éo
por Leishmania em cées. Porém, de acordo com Maia e Campino et al. (2008), o
procedimento de puncéo de baco é invasivo para coleta de material biolégico, o que
€ um motivo valido para evita-lo, usando o linfonodo popliteo em seu lugar. Também,
segundo esses autores, caso o linfonodo popliteo ndo esteja detectavel, a puncao de
medula ossea é uma alternativa adequada para o diagndstico.

No presente estudo o principal sinal clinico analisado foi a linfoadenomegalia
e a frequéncia de positividade para L. infantum em funcdo da presenca ou auséncia
deste sinal apresentou melhores resultados em cées com linfoadenomegalia
independente da técnica de coleta. Uma possivel explicacdo para esse resultado, é
gue o aumento do tamanho do linfonodo esta relacionado ao processo inflamatoério
provocado pelo aumento do nimero de parasitos, e, consequentemente, a frequéncia
de positividade aumenta em caes com esse sinal clinico. Além disso € possivel obter
uma maior quantidade de tecido ou aspirado de um linfonodo aumentado, comparado

ao linfonodo de tamanho normal.
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Os resultados deste estudo sugerem que o protocolo sorolégico utilizando
DPP® e ELISA para o diagndstico sorolégico e pesquisa da LVC apresenta resultados
satisfatorios, contribuindo para a diminuicdo da eutanasia de cdes nao infectados
causada por resultados falso-positivos. Isso porque, apenas um céo incluido neste
estudo apresentou resultado negativo em todos os testes confirmatérios realizados,
além disso, também néo apresentou sinais clinicos. Também € razoavel classifica-lo
como “cao exposto” de acordo com os critérios de (PALTRINERI et al., 2010), pois
moravam em regides endémicas onde a circulagao de L. infantum era confirmada.
Embora esse cdo tenha sido positivo em dois testes sorolégicos diferentes o teste
imunocromatografico DPP® como triagem e o teste e ELISA como confirmatério, ndo
podemos rejeitar a possibilidade de resultado falso-positivo, sobretudo por se tratar
de um cdo sem sinais clinicos .Em estudos anteriores, o teste DPP® mostrou
especificidade variando de 87,8% a 98,6% e sensibilidade entre 90,6% e 98% usando
amostras positivas confirmadas por Mendonca et al. (2017). No entanto, apesar de
mostrar altos niveis de sensibilidade em cé&es clinicamente sintomaticos, a
sensibilidade do teste DPP® para identificar a infeccdo por Leishmania em caes
assintomaticos foi de apenas 47% em um dos estudos (GUIMARAES, 1985). Em uma
revisdo sistematica e uma metanalise dos dados de 25 estudos, Peixoto et al. (2015)
concluiram que os testes ELISA usando antigenos brutos e os testes DPP® tém
precisdo moderada apresentando 83% sensibilidade e 73% especificidade.

Segundo Ribeiro et al. (2019), os resultados de testes rapidos devem ser
cuidadosamente avaliados em cdes assintomaticos por apresentarem um baixo titulo
de anticorpos por sua vez, apresentam falhas de sensibilidade. Portanto, deve-se
considerar a possibilidade de interferéncia de outros agentes infecciosos nessas
areas, incluindo Trypanosoma cruzi, Trypanosoma caninum, Toxoplasma gondii,
Neospora caninum, Babesia canis e Ehrlichia canis, como observado anteriormente (
MARCONDES et al.,2011; MADEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al.,, 2015).Essa
possibilidade é reforcada pela soroprevaléncia canina relatada de 47% de parasitas
transmitidos por carrapatos na regido leste do Rio de Janeiro (WILI et al., 2017) . Além
disso outras espécies de Leishmania, como L. braziliensis e L. amazonensis, foram
confirmados em ambientes enzooticos de L. infantum e podem gerar reacdes
cruzadas, conforme descrito por Paz et al. (2018). Os resultados deste estudo
sugerem que o protocolo soroldgico utilizando DPP® e ELISA para o diagndstico

sorologico e pesquisa da LVC apresenta resultado satisfatorio, contribuindo para a
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diminuicdo da eutanasia de cdes nao infectados causada por resultados falso-
positivos. Visto que somente um animal apresentou resultado negativo em todas as
técnicas de diagnostico. Em relacdo aos outros trés animais que nao apresentaram
sinais clinicos, todos tinham em comum o diagnostico atraves da cultura parasitoldgica
por pelo menos uma técnica de coleta de amostras, extraidas do linfonodo popliteo.
Isso evidencia que mesmo em cées assintomaticos o linfonodo se mostrou um 6timo

tecido de escolha para o diagnostico da LVC.

A agulha semiautomatica para tecidos moles (ASATM) ndo é muito utilizada na
Medicina Veterinaria (NESPOLI et al., 2010), por se tratar de uma ferramenta que
necessita treinamento e padronizacdo em funcdo dos tamanhos existentes no
mercado, j& que 0s cdes apressntam portes muito diferentes uns dos outros, além de
ter um custo elevado. Apesar de seguir os protocolos, a prética inicial com o produto
no presente estudo foi dificil, e o treinamento € muito importante para garantir a

praticidade da coleta e qualidade nas amostras coletadas.
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8. CONCLUSAO

A frequéncia de positividade de Leishmania sp. em amostras de linfonodo
popliteo de cées soropositivos para esse parasito foi alta e com taxas de
crescimento rapido na cultura parasitolégica, confirmando que esse tecido € um
excelente alvo para o diagndstico de L. infantum.

A técnica de imunohistoquimica em amostra de linfonodo coletada por NL
apresentou uma alta frequéncia de positividade para Leishmania sp.,
semelhante a da cultura parasitologica, sendo uma ferramenta Util e alternativa
para o diagnéstico parasitologico de Leishmania sp.

A técnica de coleta por puncéo por agulha semiautomatica em linfonodo politeo
combinada a cultura parasitolégica se mostrou uma nova ferrameta para o
diagnostico de L. infantum em cées, pela alta frequéncia de positividade,
especificidade, baixa taxa de contaminacdo microbiolégica e tempo de
diagnostico de 7 a 15 dias.

A técnica de coleta por PAAF em linfonodo popliteo combinada a cultura
parasitolégica foi a que obteve melhor desempenho entre as técnicas de coleta
de linfonodo, pela maior praticidade, maior frequéncia de positividade, alta
especificidade, bem como baixa taxa de contaminag¢do microbiologica e alta
taxa de crescimento rapido na cultura parasitoldgica.

As técnicas utilizadas na coleta de amostras de linfonodo popliteo: PAAF,
PASA e NL apresentaram, seguindo o protocolo de limpeza e antissepsia
sugerido no estudo, uma baixa taxa de contaminacéo microbioldgica (bactérias

e fungos) na cultura parasitologica.

9. PROCEDIMENTO ETICO

Os procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comissio de Etica no

Uso de Animais (CEUA / Fiocruz; Numero LW-20/19).
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ANEXO A - FICHA DE INFORMACOES E DADOS VETERINARIOS

Ministério da Saiude
FIOCRUZ
Fundagio O Ido Cruz

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

PROTOCOLO DE CAMPO VETERINARIO
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I NEENEEpERER
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6-BAIRRO: 7-ESTADO:
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10-RACGA: ANIMAL

QseoQourros | | | | [ [ [ [ [ [ I T T PP P TP TP TP PP PP T T

11-SEx0: 12-IDADE:
O macHo O FEMEA 0O ATE 12 MESES 0 ACIMA DE 1 ANO ATE 7 ANOS 0 ACIMA DE 7 ANOS

13-TIPO DE PELAGEM: 14-PESO:
QcurTo O LONGO ‘:l:l:l , |:|
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29-Js0 DE MEDICAMENTOS: 30-QuaAL MEDICAMENTO:

Osim OnNAD

SINAIS CARACTERISTICOS
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31-PERDA DE APETITE:
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS
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ANEXO B - LICENCA CEUA

Ministério da Satde

FIOCRUZ

Fundagdio Oswaldo Cruz 7

Vice- Presidéncia de Pesquisa & Comissédo de Etica
Colegdes Bioldgicas no Uso de Animais

LICENCA LW-20/19

Certificamos que o protocolo (P-30/18-4), intitulado "Utilizagdo de agulha semiautomatica
para tecidos moles, como ferramenta de coleta, para o diagnéstico da leishmaniose visceral canina a
partir de fragmentos de linfonodo.", sob a responsabilidade de Rodrigo Caldas Menezes, atende ao
disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A reférida licenga
ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenca tem validade até 29/04/2021 e inclui o uso total de :

canis familiaris
- 15 Machos.
- 15 Fémeas.

Rio/de Janeiro, 29 de abril de 2019

Octavio Augusto Francga Presgrav
Coordenador da CEUA Etelcia M. Molinarp
Vice - Coordenador !
CEUA / FIOCRUZ
SIAPE: 0463096
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