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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo comparar o teste rapido de
imunocromatografia (TRI) para diagnostico da leishmaniose visceral canina (LVC)
com o exame parasitologico, para verificar a sua eficiéncia no diagnéstico da
doenca. Participaram do estudo dez cées, com suspeita clinica para a doenca,
oriundos do municipio de Bom Jesus/PI, area endémica para LVC. Foram colhidos 5
mL de sangue venoso, em tubos contendo anticoagulante EDTA, para a deteccéo de
anticorpos anti-Leishmania chagasi pelo teste rapido imunocromatografico (DPP®
LVC Bio-Manguinhos). Foi realizado o exame parasitologico direto para pesquisa de
formas amastigotas do parasita através da puncdo de linfonodos, medula éssea e
imprint de lesGes de pele, foi realizado imprint de bagco em um animal necropsiado.
Nove animais tiveram resultado positivo no Teste R4pido DPP®, destes, oito foram
confirmados no exame parasitologico, sendo que em um animal foi inicialmente
negativo no exame parasitologico de medula, linfonodo e imprint de pele e em nova
coleta apds 30 dias, observou-se a presenca do parasita nas amostras das lesdes
de pele. Foi possivel constatar a eficacia do Teste Réapido DPP® em caes
sintomaticos, uma vez que se confirmou o diagnéstico parasitologico de LVC pela
visualizagéo de formas amastigotas do parasita em 88,9% dos animais positivos no
teste rapido, demonstrado que este pode ser um bom teste de triagem em areas
endémicas.

PALAVRAS-CHAVE: calazar, Leishmania chagasi, TRDPP

IMMUNOCHROMATOGRAPHIC RAPID TEST DIAGNOSTIC ON CANI NE
VISCERAL LEISHMANIASIS IN BOM JESUS, PIAUI

ABSTRACT

This study aimed to compare the rapid immunochromatography test (TRI) for the
diagnosis of canine visceral leishmaniasis (LVC) with parasitological examination to
verify its efficiency in the diagnosis of disease. Participated the study, ten dogs with
clinical suspicion for the disease arising in Bom Jesus/Pl endemic area for LVC.
Venous blood (5mL) were collected into tubes containing EDTA anticoagulant to
detection of anti-Leishmania chagasi by rapid immunochromatographic test (DPP®)
Bio-Manguinhos LVC. The cytological examination for parasite amastigote forms
through the puncture of lymphnodes, bone marrow and imprint of skin lesions was
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done, and imprint of spleen necropsied animal. Nine animals tested positive Rapid
Test DPP®, of these, eight were confirmed parasitological examination, and in one
animal was initially negative in parasitological examination of bone marrow,
lymphnodes and skin and imprint new collection after 30 days, there was the
presence of the parasite in samples of skin lesions. Quick Test DPP® was effective
in symptomatic dogs, LVC was confirmed by parasitological diagnosis, parasite
amastigote forms was viewed on 88.9% of rapid test positive animals, demonstrated
that this can be a good screening test in endemic areas.

KEYWORDS: calazar, Leishmania chagasi, TRDPP

INTRODUCAO

Causada por um protozoario pertencente a ordem Kinetoplastida e género
Leishmania, a Leishmaniose Visceral (LV) € uma enfermidade zoondtica endémica
que se distribui desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina
englobando também o Brasil. No meio urbano € conhecida a intima relacdo do cao
no ciclo epidemioldgico da LV, que no novo mundo tem como seu agente a
Leishmania infantum, sendo transmitido principalmente a humanos e cées através
do repasto sanguineo das fémeas do inseto vetor flebotomineo o Lutzomyia (L.)
longipalpis (ASSIS et al., 2010; SILVA et al., 2014).

A LV se faz uma ameaca para One Health, e é uma prova da urgente
necessidade da unido entre medicina humana e veterinaria para instituir um
programa que seja eficaz no controle e erradicacdo desta patologia (DAY, 2011).
Esta doenca se tornou uma endemia em 60 paises, isto se atribui a negligencia das
politicas publicas, resultando em mais de 500.000 casos anualmente, sendo que
90% destes sdo provenientes de apenas seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia,
india, Nepal e Sudéo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

MARTINS & LIMA (2013) afirmam que a leishmaniose tem se propagado de
forma assustadora devido as interferéncias nos ecossistemas e por ndo ser uma
doenca prioritaria tanto no setor publico como no setor privado. No Brasil grande
parcela dos casos situa-se na regiao Nordeste, contudo, com o grande avanco
urbano desta doenca, j4 esta presente nas cinco regides, com relatos inclusive no
sul dos pais, mais precisamente no Parana e Rio Grande Sul (QUEIROZ-JR, 2011,
MAIA, 2012). Nos ultimos dez anos a média anual de LV foi de 3.379 (BRASIL,
2010). O estado do Piaui € considerado area endémica para LV desde 1934
(SOARES et al., 2011).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é caracterizada por ser uma
enfermidade crbnica, que tem a capacidade de afetar tanto tecido cutdneo quanto as
visceras, nestas duas formas da doenca ha o parasitismo de células do sistema
fagocitico mononuclear. O protozodrio é obrigatoriamente um hospedeiro
intracelular, afetando as células mononucleares das mucosas ou visceras, derme,
figado, baco e medula 6ssea. Os animais acometidos podem ou ndo apresentar
sintomatologia, porém, quando presente comumente € encontrado mais de um sinal
clinico (QUINNELL et al., 2009; FREITAS et al., 2012). As alteragfes clinicas mais
comuns sao onicogrifose, hepatomegalia e esplenomegalia, apatia, lesbes de pele,
linfadenopatia, emagrecimento e alteracdes oftalmicas (SOARES et al.,, 2011;
FREITAS et al., 2012; MAGALHAES et al., 2012).

O diagndstico conclusivo é dado pela observacdo direta do parasita no
meétodo parasitologico, porém trata-se de um meétodo minucioso e depende muito da
pratica do observador em reconhecer o parasita. A pesquisa de parasitos pode ser
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feita em laminas confeccionadas com material obtido por puncdo aspirativa da
medula 0ssea, linfonodos ou imprint de lesdes de pele, sendo este o método menos
invasivo e também eficiente. Muito raramente, sao realizados esfregacos de puncao
de baco ou ainda através de biopsia cutanea (FAYET, 1999; QUEIROZ et al., 2009;
SANTOS et al., 2010). O formato das amastigotas da Leishmania sp. podem variar
de esférico a ovoide, e medir cerca de 2 a 6 ym de didmetro, contém nucleo
arredondado e cinetoplasto (IKEDA-GARCIA & FEITOSA, 2006).

Proteinas recombinantes como a rk39 e rk26 tem sido utlizada como
antigenos para desenvolver varios testes rapidos imunocromatograficos comerciais,
como também a utilizacdo de proteinas A e G extraidas de bactérias para serem
utilizadas como reagentes marcadores destes testes (QUEIROZ-JR, 2011). Na nota
técnica 01/2011, publicada pelo ministério da saude, ficou estabelecido atualmente a
substituicdo do antigo protocolo de diagnéstico da LVC pelo teste rapido
imunocromatografico (TRI) desenvolvido pela Biomanguinhos (DPP™®), devendo
este ser o teste de escolha para triagem dos animais e o de ELISA como teste
confirmatorio (BRASIL, 2011).

Existem poucos estudos sobre a utilizacdo do TRI na pratica e controvérsias
guanto a sua eficiéncia como método de triagem. Foi reportada elevada
sensibilidade e especificidade no diagndstico de cdes sintomaticos em comparacao
ao teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) (QUEIROZ-JR, 2011) e em relacgéo a IFI
e parasitologico direto (De SANTIS et al., 2013). Porém recentemente um estudo
envolvendo 411 caes indicou fraca concordancia do TRl com o exame
parasitologico, realizado por cultivo celular de aspirado de medula (CARVALHO et
al., 2014). Com isso, 0 objetivo deste estudo foi comparar o teste rapido de
imunocromatografia para diagnoéstico da leishmaniose visceral canina (LVC) com o
exame parasitolégico em cdes com suspeita clinica para a doenca e oriundos de
area endémica.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado sob aprovacdo do Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal — CCEA de parecer n.° 43/09 da Universidade Federal do
Piaui. O estudo foi conduzido no municipio de Bom Jesus/PI, area endémica para
LVC, situado a 09°04'28" de latitude sul e 44°21'31" de longitude oeste, a 277 metros
de altitude. Participaram do estudo dez cdes adultos, 5 machos e 5 fémeas, com um
ou mais sinais clinicos compativeis com a doengca, como lesGes de pele,
linfadenomegalia, onicogrifose, alopecia e caquexia.

Foram colhidos 5 mL de sangue venoso por venopunc¢dao jugular, em tubos a
vacuo contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), no qual foi
realizado o teste rapido imunocromatografico, para deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania chagasi (DPP® Leishmaniose-visceral-canina-Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

Conforme as orientagbes do fabricante o teste DPP® foi realizado
adicionando 5 pL de sangue total ao poco 1 (amostra + tamp&o), e em seguida
foram adicionadas 2 gotas do tampdo no mesmo poco. Apdés 5 minutos as duas
linhas azuis, controle (C) e teste (T), desapareceram. A seguir colocou-se 4 gotas do
tampdo no poco 2 (tampéo), aguardando de 10 a 15 minutos, apos esta etapa foi
realizada a leitura dos resultados (Figura 1).
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FIGURA 1 — Teste Rapido Imunocromatografico Dual Path Plataform (DPP®).
Fonte: QUEIROZ-JR, 2011.

Foi também realizado o exame parasitologico direto para pesquisa de formas
amastigotas do parasita, preferencialmente através da puncdo aspirativa de
linfonodos e/ou medula Ossea, e nos animais com lesdes ulcerativas de pele
também foi realizado o imprint da lesdo. As puncdes aspirativas dos linfonodos
foram realizadas com uso de agulha hipodérmica (0,55X19mm), dando preferéncia
ao linfonodo popliteo. A puncao aspirativa da medula 6ssea foi preferencialmente no
0sso esterno, utilizando-se agulhas de 1,2x40mm acopladas as seringas
descartaveis de 20 mL, preenchidas com 0,5 mL de solu¢cdo de EDTA a 3%,
preparada em solucao fisiologica.O material obtido foi imediatamente transferido
para uma placa de Petri para melhor visualizacdo das espiculas medulares, que com
auxilio de um tubo capilar foram capturadas e transportadas para uma lamina
histoldgica para confeccdo de squash. O imprint de pele foi realizado nos animais
que apresentavam lesédo ulcerativa de pele.

Apbs a puncédo, de um ou mais destes locais, foram confeccionadas laminas e
coradas com corante rapido do tipo Romanowsky (Panético Rapido - LABORCLIN
LTDA, Pinhais, Brasil). Em seguida realizou-se a leitura ao microscopio 6ptico com
aumento de 1000x. Em dois animais reativos no DPP® o proprietario optou pela
eutanasia, e apos a necropsia foi realizado imprint do baco de um desses animais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nove animais tiveram resultado positivo no Teste Rapido DPP®, e destes,
oito foram confirmados no exame parasitolégico (Tabela 1). Demonstrando de modo
pratico que este TRI pode ser utilizado para a confirmacao do diagndstico clinico em
animais com sintomatologia caracteristica, como sugeriam QUEIROZ-JR (2011) e
De SANTIS et al., (2013).

GRIMALDI et al. (2012) afirmam que o teste rapido (DPP®) tem uma maior
sensibilidade (98%) em animais sintomaticos quando comparado aos animais
assintomaticos (47%). O presente estudo foi realizado com animais sintomaticos e
em 88,9% dos animais reagentes houve a confirmacdo no exame parasitoldgico
(Figura 2).
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TABELA 1 - Resultados teste rapido de imunocromatografia (DPP®) e da pesquisa de
formas amastigotas de Leishmania sp. na puncdo aspirativa de medula
Ossea (MO), linfonodo (LF), imprint de lesdes de pele e de baco, em 10 cées
com suspeitas de leishmaniose visceral oriundos do municipio de Bom

Jesus-PI
Animal DPP ® Parasitolégico
Positivo Negativo
01 + Pele MO, LF
02 + Bago* LF
03 + MO, LF
04 + LF, Pele
05 -
06 + LF
07 + MO, LF
08 + LF
09 + LF
10 + LF MO

* imprint feito de 6rgdo coletado durante necropsia

FIGURA 2 — Fotomicrografia de formas amastigotas de Leishmania sp. no exame
parasitolégico no aumento de 1000x. A) Linfonodo; B) Medula
0ssea; C) Pele e D) Bacgo. Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.
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Apenas um dos animais com suspeita clinica (Animal 05) foi negativo TRI e
neste nao foi realizado exame parasitolégico. O proprietario ndo retornou para o
exame porque o animal apresentava apenas apatia e linfoadenopatia e teve melhora
clinica apés tratamento para erliquiose, que também era uma das suspeitas iniciais,
provavelmente a suspeita inicial de LVC estava incorreta. Os sinais clinicos da LVC
séo inespecificos e podem ser observados em varias outras doengas (De SANTIS et
al., 2013). Uma vantagem reportada para o TRI € sua alta especificidade, evitando
resultados falso positivo, QUEIROZ-JR (2011) observou em seu estudo
especificidade de 100%, e refere que os graus de sensibilidade de testes
imunocromatogréficos, variam em céaes de 72-97,06% e especificidade de 61-100%
(QUEIROZ-JR, 2011).

Alguns animais reagentes no TRI tiveram positividade varidvel no exame
parasitologico dependendo do local de coleta. Como os animais 01, 02 e 10. No
animal 06 foi observada positividade no TRI e ndo observou-se a presenca do
parasita na puncdo aspirativa do linfonodo, o animal apresentava sintomatologia
evidente, porém nao foi possivel realizar um novo exame parasitolégico pois o
proprietario do animal ndo retornou para a mesma. Segundo PALTRINIERI et al.
(2010) a parasitemia encontrada nos exames parasitologicos é muito variavel, e ndo
possuem correlagcdo com a intensidade da sintomatologia.

O animal 01 foi inicialmente negativo no exame parasitolégico de medula,
linfonodo e imprint de pele e em nova coleta apds 30 dias, observou-se a presenca
do parasita nas amostras das lesbes de pele. Em cédes com lesbes ulcerativas de
pele a pesquisa dos parasitas nas lesbes deve ser a primeira op¢cdo para O
diagnéstico parasitoldogico direto, por ser menos invasiva e bastante eficiente,
combinando-se o imprint e a citologia aspirativa com agulha fina da borda da lesé&o
(SANTOS et al., 2010).

Os animais 02 e 03 também foram negativos no primeiro exame
parasitologico de linfonodo e em uma nova coleta apos nove dias o parasita foi
observado em amostra de puncao aspirativa da medula 6ssea e linfonodo do animal
3. No animal 02 apenas em amostra de imprint do baco realizada apds necropsia foi
possivel encontrar o parasita. Resultados negativos no exame parasitologico podem
ocorrer em animais na fase inicial da doenca (FAYET, 1999), enfatizando a
importancia de realizar mais de uma coleta do exame parasitolégico em animais com
positividade no Teste Rapido. O exame parasitologico direto tem alta especificidade
e baixa sensibilidade, de cerca de 50% nos esfrega¢cos de medula éssea, e de 30%
em esfregacos de linfonodos (FAYET, 1999). SANTOS et al., (2010) observou 69%
de positividade no exame parasitoldgico direto em cdes com sorologia reagente ao
ELISA e IFI. O diagnoéstico molecular € outra op¢cdo que pode ser utilizada para a
confirmacgéo da LCV, principalmente para cdes assintométicos em areas endémicas
(SOARES et al., 2011).

SANTOS et al. (2010), utilizaram 27 cdes com sinais clinicos compativeis com
leishmaniose visceral canina no municipio de Bom Jesus — Pl e compararam nestes
animais os testes parasitoldgicos e métodos sorolégicos imunoenzimatico e de
imunofluorescéncia indireta, 69,2% dos animais positivos em ambos o0s testes
soroldgicos foram confirmados no exame parasitolégico. Os autores afirmam que
todos os animais positivos no exame parasitolégico estavam positivos na sorologia e
que 22,7% foram positivos em apenas um dos testes sorolégicos e negativos no
parasitologico, explicam que estes poderiam ser animais falso-positivos. Apesar do
namero reduzido de animais, no presente estudo houve uma melhor resposta do
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TRI, visto que 88,9% foram confirmados pelo exame parasitologico. QUEIROZ-JR
(2011) refere que o TRI apresenta resultados superiores ao ELISA em animais
sintomaticos.

SILVA & SANTOS (2011) confirmaram o primeiro caso autdctone de LVC no
municipio de Bom Jesus - Pl, com isso, este estudo mostra mais uma vez que existe
uma fragilidade deste municipio quanto ao controle da doenca. Isto também pode
ser explicado por haver um alto indice de cées errantes, e pelas condi¢des precarias
em todos os bairros do municipio. O TRI é realizado com procedimentos simples, de
facil de manuseio, rapido e que possibilita uso a campo (De SANTIS, et al., 2013),
podendo ser muito Util nos programas de combate a LVC, principalmente nestas
localidades distantes dos grandes centros.

CONCLUSAO
Apesar do numero pequeno de amostras foi possivel constatar na pratica a
eficacia do teste rapido de imunocromatografia DPP® na deteccdo da leishmaniose
visceral canina em cédes sintomaticos, e que este teste tem demonstrado que pode
ser um bom teste de triagem em areas endémicas.
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