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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as técnicas de imunoistoquimica (IMIQ) e de PCR (Reagio em Cadeia da
Polimerase) em tecidos cutineos para o diagndstico da Leishmaniose Visceral Canina (LVC) e compari-los com os
exames parasitoldgicos em tecidos corados histoquimicamente (hematoxilina-eosina, HE) e com testes sorolégicos,
como a Rea¢io de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimdtico (ELISA). Dos 34 caes naturalmente
infectados, classificados em assintomdticos, oligossintomdticos e polissintomdticos, foram coletadas amostras de pele
sadia ou com lesdo para a realizagao da IMIQ, HE e PCR. Nao somente peles lesionadas (56,5%), mas também sadias
(31,8%) encontravam-se positivas pela IMIQ, confirmadas posteriormente pela PCR em 97,8% das amostras. No
grupo assintomatico, 87,5% estavam negativos pelos testes sorol()gicos, mas positivos em 50% dos casos pela IMIQ e
100% pela PCR. Entre os oligossintomdticos, 100%, 85,7% e 28,6% encontravam-se positivos, respectivamente, pela
PCR, sorologia e IMIQ. Os caes polissintomdticos eram 91,7% soropositivos e tinham parasitas na pele. Em geral,
a técnica PCR teve maior positividade (100%). A eficiéncia dos testes variou de acordo com a evolugio da doenca,
demonstrando a necessidade da associacio de técnicas, usando-se IMIQ para confirmagio da sorologia e a PCR apenas
nos casos suspeitos apos a IMIQ. Dessa forma, pode-se aumentar os niveis de positividade e contribuir para o controle
desta zoonose.

Palavras-chave: Leishmania, caes, pele, imunoistoquimica, PCR.

Abstract

The purpose of the present study was to evaluate the immunohistochemistry (IMHC) and PCR (Polymerase Chain
Reaction) tests for Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) diagnosis and compare the results with serological tests such
as the indirect fluorescence antibody test (IFAT), ELISA and a parasitological test (microscopic direct examination
of the parasite stained with haematoxylin and eosin - HE). For this study, samples of healthy or lesion skin tissues
were obtained from 34 CVL naturally infected dogs classified in three groups: asymptomatic, oligosymptomatic and
polisymptomatic. Not only lesion (56.5%) but also healthy skins (31.8%) were positives by IMHC and confirmed by
PCR in 97.8% of skin samples. In asymptomatic group, 87.5% dogs were negatives by serological tests, but positives
by IMHC in 50% and by PCR in 100%. In oligosymptomatic group, 100%, 85.7% and 28.6% of dogs were positives,
respectively by PCR, serological and IMHC tests. In addition, 91.7% of polisymptomatic dogs were serum positive and
had intact parasites in the skin. In general, PCR showed higher positivity (100%). The efficiency of each test varied with
the evolution of the disease. IMHC may be used to confirm the results of the serology and PCR in inconclusive cases
after HE and IMHC. The association of techniques proposed in this study may increase the positivity and contributed
to the control of this canine disease.
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Introdugio

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ um grave problema de satide
publica mundial, causada no Brasil por um protozodrio da espécie
Leishmania (L.) chagasi, transmitida por insetos vetores, que afetam
homens, animais domésticos e silvestres na maioria das regioes
brasileiras (BRASIL, 2003). Os caes sio os reservatérios mais
importantes do parasita, em drea urbana, por causa da sua relagao
de proximidade com os homens (DEANE, L. M.; DEANE, M. P,
1955). A pele dos cies tem trés aspectos importantes paraa LV: éa
regido do corpo que mais manifesta os sinais clinicos, ¢ o local onde
acontece a primeira interagio entre o parasita e o sistema imune do
cdo, além de ser o local onde se encontra grandes quantidades de
formas amastigotas do parasita (CIARAMELLA et al., 1997).

As lesoes de pele, como a alopecia e as dermatites, sdo comuns
na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) (SOLANO-GALLEGO
et al., 2004; ORDEIX et al., 2005). No entanto, a maioria dos
ces infectados nio apresenta sinal clinico (CABRAL et al., 1998)
e mesmo na pele clinicamente sadia pode haver a presenca de
parasitas, o que alerta para a importincia desses animais no ciclo
de transmissao da doenca (SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

No Brasil, as estratégias de controle da doenca estao baseadas no
diagnéstico e tratamento precoce de casos humanos, no controle dos
vetores por meio do uso de inseticidas e na detecgio dos cies infectados
por andlises parasitoldgicas e sorolégicas (Reagio de Imunofluorescéncia
Indireta — RIFI e ensaio imunoenzimdtico — ELISA) com posterior
eutandsia dos animais positivos (BRASIL, 2003). Enquanto os testes
sorol4gicos apresentam mais resultados falso positivos por causa das
reagoes cruzadas com outros patégenos (BADARO et al., 1983;
INIESTA etal., 2002), os métodos parasitolégicos sio mais precisos,
mas também mais invasivos porque, usualmente, requerem pungio
de linfonodo periférico ou medula dssea.

A detecgao de Leishmania sp. pela biépsia de pele é uma
ferramenta alternativa para o diagndstico. Entretanto, exames
rotineiros, como a técnica de histoquimica em tecidos corados
pela hematoxilina-eosina (HE), sdo muitas vezes inconclusivos,
e uma outra técnica conhecida como imunoistoquimica (IMIQ)
tem se mostrado mais eficaz para identificacio do parasita,
aumentando em 50% a positividade na pele (FERRER et al., 1988;
TAFURI et al., 2004). Por outro lado, os métodos moleculares
tem sido uma ferramenta muito dtil no diagnéstico da LVC
(IKONOMOPOULOS et al., 2003; XAVIER et al. 2006) em
funcao da rapidez, sensibilidade e especificidade, particularmente
para a deteccdo de cies assintomdticos.

A combinagio das técnicas sorolégicas e moleculares tem
auxiliado na demonstra¢ao de maior niimero de animais positivos
para LVC em diferentes dreas endémicas (GRAMICCIA;
GRADONI, 2005).

Assim, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a utilizacao da PCR
e da IMIQ de bidpsias de pele, em comparacio e associagio com
HE, ELISA e RIFI para o diagnéstico da LVC.

Material e Métodos

1. Animais

Trinta e quatro cdes, naturalmente infectados por
Leishmania sp, com sorologia positiva (RIFI) com titulos < 1:40,

Diagnéstico da Leishmaniose Visceral canina pelas técnicas de Imunoistoquimica e PCR em tecidos cutineos 35

(kit Bio-Manguinhos), foram encaminhados ao Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ) de Ilha Solteira, SB, para serem eutanasiados
em cumprimento ao Decreto n°. 51.838 do Ministério da Satde
do Brasil, de 14 de margo de 1963. Esses animais (idade adulta,
sem raga definida e de ambos o sexos) foram doados para a presente
pesquisa e deles coletaram-se amostras de sangue, de pele sadia
(sem alteragoes macroscopicas) e de pele com lesdo.

2. Formagdo dos grupos de cdes

Antes e durante as necropsias, os animais foram examinados
quanto aos sinais clinicos mais evidentes para LVC. Assim, os ces
foram separados em trés grupos: oito cies assintomdticos (sem sinais
clinicos), 14 caes oligossintomdticos (até trés sinais clinicos ou
comprometimento de até trés drgios) e 12 caes polissintomdticos
(mais de trés sinais clinicos ou com mais de trés érgios acometidos).
Adicionalmente, durante as necropsias, fragmentos de figado,
bago e linfonodo foram coletados para realizagio de in print de
érgaos para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania sp.,
que confirmou a Leishmaniose Visceral.

3. Exames parasitoldgicos (HE e IMIQ)

No grupo dos cies oligossintomdticos, as amostras de pele foram
coletadas de 4reas com lesdo e sem lesdo macroscépica do mesmo
cdo, na maioria deles. Dessa forma, coletaram-se 22 amostras de pele
sadia (oito caes assintomdticos e 14 cies oligossintomdticos) e 23 de
pele com lesao (12 caes polissintomdticos e 11 oligossintomdticos).
As amostras de pele com lesio foram coletadas principalmente
dos locais onde as lesdes estavam mais evidentes e, as peles sadias,
preferencialmente do focinho e ponta da orelha. Essas amostras
foram, inicialmente, fixadas em formalina tamponada a 10%, lavadas
trés vezes em dlcool 70 °C e deixadas no 4lcool até a utilizagio
pelas técnicas histoquimica e imunoistoquimica.

Na técnica de histoquimica (HE), os tecidos fixados foram
processados e incluidos em parafina. Trés sec¢oes de cada amostra
(5 um de espessura) foram montadas em [minas e coradas com
hematoxilina e eosina, para pesquisar a presenca de formas
amastigotas de Leishmania, sob microscopia éptica de luz branca,
com aumento variando de 400 a 1.000 vezes.

Para a técnica de imunoistoquimica (IMIQ), seguiram-se os
procedimentos indicados por Tafuri et al. (2004), utilizando-se
como anticorpo primdrio o soro hiperimune de caes naturalmente
infectados com L. (L.) chagasi (RIFI com titulo = 1:2.560) ¢, como
anticorpo secunddrio, o anti-IgG de coelho. Como modificagao
dessa técnica, utilizou-se 0 mesmo anticorpo secunddrio, porém
conjugado a biotina ao invés da peroxidase (Vector Laboratories,
Inc., Burlingame, CA, USA). Para detecgio da reacio imunoldgica,
aplicou-se o complexo “Avidin-Biotin Peroxidase” (Vectstain ABC
Kit; Vector Laboratories) e o substrato cromégeno especifico para
peroxidase (Substrato “New Red”- Vector Laboratories). O controle
negativo foi realizado sem a adi¢io do anticorpo primdrio ou do
secunddrio. Duas laminas com duas sec¢oes teciduais para cada
amostra cutdnea foram analisadas.

4. Exames soroldgicos (ELISA e RIFI)

Antes da eutandsia dos caes, amostras de sangue foram
coletadas por venopungio cefilica e armazenadas em tubos sem
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EDTA, para obtencao do soro e posterior realizagao dos exames
sorolégicos. Adicionalmente ao exame realizado, utilizando-se o
kit Bio-Manguinhos nos laboratérios autorizados pela Secretaria
da Sadde, realizou-se os testes sorolégicos RIFI e ELISA indireto
de acordo com a técnica descrita por Oliveira et al. (2008) para
L. (L.) chagasi. Foram consideradas positivas as reagoes fluorescentes
em soros com diluicio >1:40 e nivel ELISA (NE) >3.

5. Técnica da Reagido em Cadeia pela Polimerase (PCR)

No momento da necropsia, as amostras de pele sadia e com lesio
foram coletadas assepticamente e colocadas em nitrogénio liquido
antes de serem armazenadas em freezer a —70 °C, até a extracio do
DNA. Este foi extraido de 30 mg de tecido, utilizando-se o “Kit
QIAamp Blood and Tissue” (Qiagen, Santa Clarita, CA, USA)
para um volume final de 100 uL.

A amplificacio de fragmentos de DNA de 120 pares de base
(pb) conservados do minicirculo do cinetoplasto, foi realizada
pela PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos para o género
Leishmania sp. descrito por Rodgers et al. (1990): 13A 5'-dGTG
GGG GAG GGG CGT TCT-3" e 13B 5'-dATT TTA CAC
CAA CCC CCA GTT-3" ¢, como enzima da reagio, a polimerase
Platinum® 7zg (Invitrogen-Carlsbad-Califérnia). Os controles
positivos utilizados na reagio de PCR foram DNA de Leishmania sp
extraido de pele de caes naturalmente infectados, segundo Nunes
etal. (2007). Os controles negativos foram DNA de pele de cies
sadios de drea ndo endémica para LVC, sabidamente negativos
pelo exame parasitolégico, sorolégico e PCR. Além disso, uma
mistura contendo 22,5 pL dos reagentes, sem DNA, foi utilizada
para o controle da reagao (NO). A verificagio da amplificagio dos
fragmentos de DNA de 120 pb foi feita com 8 pL do produto
de PCR por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, corado
com nitrato de prata.

6. Andlise estatistica

Para avaliar a concordancia entre os diferentes métodos de
diagnéstico, calculou-se o indice Kappa (k) de concordincia
(intervalo de confian¢a 95%), usando-se o programa Biostat,
versao 4.0 (AYRES et al., 2005), sendo x < 0,4 aceito como
concordincia fraca, 0,4 < k < 0,7 como boa e ¥ > 0,7 como
otima.

Resultados e Discussao

Apos a realizagao dos exames para observagio dos sinais
clinicos, oito cies foram classificados como assintomdticos
(23,5%), 14 oligossintomadticos (41,2%) e 12 polissintomdticos
(35,3%). As principais alteracoes clinicas observadas nos cies
oligossintomdticos foram les6es gerais de pele e mucosas palidas. J4
os cées polissintomdticos encontravam-se bastante comprometidos,
pois além das alteragdes gerais de pele, os mesmos apresentavam
esplenomegalia, figado ictérico, emagrecimento, linfonodos
hipertréficos e onicogrifose. As alteragdes cutineas mais observadas
nesses caes foram as dermatites, caracterizadas por: hiperqueratose,
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principalmente nas juntas dos membros anteriores e posteriores
e nas patas; alopecia periocular; lesées na ponta dos pavilhoes
auriculares; descamagio; hipotricose e crostas em diferentes
partes do corpo.

Nos caes assintomdticos, embora as amostras séricas de 87,5%
(7/8) tenham sido negativas nos testes soroldgicos, os exames HE
e IMIQ revelaram positividade em 50% dos animais, com carga
parasitdria variando de moderada a intensa, e a PCR revelou
positividade de 100% nas amostras de pele sadia (Tabela 1). De
forma semelhante, Abranches et al. (1991) demonstraram que os
cdes naturalmente infectados com L. infantum apresentaram grande
quantidade de parasitas na pele independentemente da presenca de
lesdes. A baixa detecgio de anticorpos nos animais assintomdticos
poderia indicar que estivessem no inicio da infecgio antes da
soroconversio, mas ja possuindo parasitas na pele. Outros estudos
mostraram uma grande variagio no perfodo de soroconversio em
cies naturalmente infectados de 94 dias até um ano (QUINNELL
etal., 1997, 2003; SOLANO-GALLEGO et al.; 2005).

Relativo aos cies oligossintomdticos, 85,7% foram positivos
pelos testes sorolégicos (RIFI ou ELISA) e apenas 28,6%
(4/14) desses animais foram simultaneamente positivos nos
testes sorolégicos e parasitolégicos IMIQ ou HE), com carga
parasitdria de moderada a intensa, incluindo trés cies que tiveram
os mais altos titulos de anticorpos e forte parasitismo, mesmo
sem lesdo nas amostras de pele. Por outro lado, 66,6% dos cies
soropositivos (particularmente pelo ELISA) nao apresentaram
amastigotas nas amostras de pele (HE e IMIQ). A PCR revelou
a presenca do DNA de Leishmania sp. em 97,8% das amostras
de pele dos animais oligossintomdticos (Tabela 2). Courtenay
et al. (2002) observaram correlagio positiva entre grau parasitdrio,
infectividade, nivel de anticorpos anti-Leishmania sp., detecgao
de DNA do parasita por PCR e presenca de sinais clinicos.
Dessa forma, quanto mais sintomdtico for o cio, mais ficil

Tabela 1. Nimero (N) e porcentagens (%) de caes positivos para
Leishmaniose Visceral pelos testes sorolégicos (RIFI e ELISA), para-
sitolégicos (HE e IMIQ) e molecular (PCR), em amostras de peles
sadias e com lesdo de cies naturalmente infectados e classificados em
assintomdticos (A), oligossintomdticos (O) e polissintomdticos (P).
Ilha Solteira, 2008.

Exames soroldgicos e de pesquisa parasitiria — N (%)

Grupos T
N
(N)  ELISA RIFI fLisa HE IMIQ  PCR
A 1 1 1 3 4 8
(8) (12,5 (12,5) (12,5 (37,5  (50,0) (100,0)
0 11 8 12 3 4 14
(14 (78,60 (57,1) (857) (21,4 (28,6) (100,0)
P 10 10 11 9 11 12
(12)  (83,3) (833) (91,7) (750) (91,7) (100,0)
Total 22 19 24 15 19 34
(34)  (647) (559 (70,6) (44,1) (559) (100,0)

ELISA: ensaio imunoenzimdtico; RIFI: reagio de imunofluorescéncia
indireta; HE: técnica histoquimica de hematoxilina e eosina; IMIQ: técnica
de imunoistoquimica; PCR: reagio em cadeia da polimerase.
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o diagnéstico pelas diferentes técnicas disponiveis e o inverso
também ¢ verdadeiro.

No grupo polissintomdtico, a positividade variou de acordo
com o método de diagnéstico utilizado; aumentando de 75,0%
pela HE (intensidade parasitdria fraca a intensa) para 91,7%,
quando foram empregados tanto a IMIQ quanto a sorologia, e
atingindo 100% quando avaliados pela PCR (Tabela 1).

A presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. foi observada
pela IMIQ em 56,5% das amostras de pele com lesdo e em apenas
31,8% das peles clinicamente sadias, sendo essa positividade
aumentada pela PCR nas amostras de pele com lesao (95,6%)
e, principalmente, naquelas de pele sadia (100%) (Tabela 2).
Trabalhos anteriores também revelaram a presenga de parasitas
em peles clinicamente sadias, independentemente da manifestagao
clinica dos caes, através da IMIQ (PAPADOGIANNAKIS
et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2004) e da PCR
(SOLANO-GALLEGO et al., 2004).

Tabela 2. Numeros (N) e porcentagens (%) de amostras cutineas
(sadias ou com lesdo) positivas pela presenca de formas amastig-
otas de Leishmania sp. pelos exames parasitoldgicos histoquimicos
(HE), imunoistoquimica (IMIQ) e DNA pela PCR em cdes com
Leishmaniose Visceral. Ilha Solteira, 2008.

Classificacao Exames parasitolégicos e molecular — N (%)
das peles (N) HE IMIQ PCR
Sadia (22) 5(22,7) 7 (31,8) 22 (100,0)
Lesao (23) 11 (47,8) 13 (56,5) 22 (95,6)
Total (45) 16 (35,0) 20 (44,4) 44 (97.8)

HE: técnica histoquimica de hematoxilina e eosina; IMIQ: técnica de imu-
noistoquimica; PCR: reagio em cadeia da polimerase.
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Por meio da técnica HE, 32,4% (11/34) cies, principalmente
do grupo oligossintomdtico, foram considerados suspeitos devido
a dificuldade de visualizacio das formas amastigotas. Trés desses
cées, posteriormente, tiveram a positividade confirmada pela IMIQ
e 11 pela PCR. Bourdoiseau et al. (1997) também relataram que,
embora HE fosse especifica e usada como avaliagao de rotina, havia
certa dificuldade para visualizagio das amastigotas e, algumas vezes,
os exames eram inconclusivos. A positividade pela HE foi sempre
menor do que pela IMIQ neste estudo (Tabela 1).

A técnica imunoistoquimica tem sido empregada para detecgao
de formas amastigotas de Leishmania sp. (FERRER et al., 1988;
BOURDOISEAU et al., 1997; SOLANO-GALLEGO et al., 2004;
TAFURI et al., 2004; XAVIER et al., 20006), verificando-se maior
sensibilidade em relagio a técnica HE, mas variando de acordo
com os sinais clinicos, entre 92,7, 76,0 ¢ 100,0%, respectivamente,
para cies sintomdticos, oligossintomdticos e assintomdticos
(MOREIRA et al., 2007). O método IMIQ permite, portanto,
uma melhor visualizagio do parasita, pois possibilita um alto grau
de contraste entre os parasitas e o tecido do hospedeiro, sendo
possivel o diagndstico mais preciso da LVC (ORDEIX et al., 2005).
Contudo, a IMIQ tem sido considerada por alguns autores como
menos sensivel do que a PCR (ROURA et al., 1999; XAVIER
et al., 2000), pois, segundo Ordeix et al. (2005), a técnica PCR
¢ sensivel o suficiente para detectar um niimero muito baixo de
parasitas nas amostras de tecidos cutdneos. Em concordincia,
neste trabalho, a maior positividade foi obtida quando se utilizou
a PCR, que foi de 100%, independentemente dos sinais clinicos,
da sorologia e da presenca de parasitas na pele (Tabela 1).

Para o diagndstico da LVC, as técnicas soroldgicas sio
consideradas rdpidas e prdticas, mas com sensibilidade varidvel

e especificidade baixa (BADARO et al., 1983; INIESTA et al.,

Tabela 3. Andlise comparativa do nimero (nc) e porcentagens (%) de concordéncia e indice Kappa (k) entre as técnicas imunoistoquimica
(IMIQ) x ELISA, IMIQ x RIFI, ELISA x RIFI, PCR x IMIQ, PCR x ELSA e PCR x RIFI para diagnéstico de Leishmaniose Visceral em
cdes naturalmente infectados e classificados em assintomdticos (A), oligossintomdticos (O) e polissintomdticos (P).

Grupos
Comparagao entre os A (0) P Total

exames/nc (%) (N=8) (N =14) (N =12) (N =34)

5(62,5) 7 (50,0) 11 (91,7) 23 (67,6)
IMIQ x ELISA K=0,25 K = 0,20 K =0,62* K=0,32

5 (62,5) 10 (71,4) 11(91,8) 26 (76,5)
IMIQ x RIFL K = 0,25 K = 0,46* K = 0,62 K = 0,52*

8 (100,0) 9 (64,3) 10 (83,3) 27 (79,4)
ELISA x RIFI o= 10 K022 K = 0,40 K = 0,57
PCR x IMIQ 4 (5*90) 4 (3*8,6) 11 (2*1,6) 19 (*5*5,9)
PCR x ELISA 1 (1*3,5) 11 (3*8,6) 10 (i?ﬁ) 22 (*6*4,7)
PCR x RIFI 1 (1*3,5) 8 (*5*7,1) 10 (§*3,3) 19 (*5*5,8)

*Estatisticamente significativo (p < 0,05). Intervalo de confian¢a = 95%.

**Nao foi possivel fazer o teste para indice Kappa devido a positividade total da PCR.

ELISA: ensaio imunoenzimdtico; RIFI: reagdo de imunofluorescéncia indireta; HE: técnica histoquimica de hematoxilina e eosina; IMIQ: técnica de
imunoistoquimica; PCR: rea¢io em cadeia da polimerase; N: ndmero de animais por grupo.
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2002). Neste estudo, os exames soroldgicos apresentaram baixa
positividade no grupo dos assintomdticos, sendo de 12,5% tanto pelo
ELISA quanto pela RIFI, e valores maiores nos oligossintomdticos
(ELISA = 78,6% e RIFI = 57,1%) e polissintomdticos, que tiveram
83,3% de positividade para ambos os testes. Em geral, verificou-se
positividade de 64,7% pelo ELISA, seguido pela RIFI e IMIQ
(55,9%) e pela HE (44,1%) (Tabela 1).

Quando a andlise comparativa foi realizada entre RIFI ¢
ELISA, verificou-se que a concordancia foi de 100% nos animais
assintomdticos, mas menor nos animais oligossintomdticos e
polissintomdticos. Zanette (2006) verificou resultados semelhantes,
validando a comprovagio de que esses dois testes podem apresentar,
em alguns casos, resultados divergentes no diagnéstico da LVC.
Quando se comparou os testes sorolégicos (ELISA ou RIFI) com
a IMIQ, verificou-se uma associagio fraca entre IMIQ x ELISA
(Kappa = 0,32) e boa entre IMIQ x RIFI (Kappa = 0,52), embora
ambas as associacoes de testes tenham melhorado o indice de
concordincia nos animais polissintomdticos (Tabela 3). Como
nenhum desses testes aproximou-se do nivel de concordancia
excelente, fica dificil a replicacio entre eles no diagndstico da
LVC, pois depende muito do estado evolutivo da doenga ¢ da
resposta imune do hospedeiro.

Dessa forma, cabe salientar que a maioria dos animais com
titulos altos de anticorpos, pela RIFI ou ELISA, apresentou
também formas amastigotas nas amostras de pele. Altos titulos de
anticorpos pela RIFI, assim como pelo ELISA, foram detectados
no grupo dos polissintomdticos, em concordincia com os dados
de Reis et al. (2006). Porém, quando nao houve concordancia
entre ambos os testes sorolégicos e quando os titulos de anticorpos
foram baixos, as formas amastigotas nio foram detectadas na pele
utilizando-se os testes parasitoldgicos (HE e IMIQ), sendo positivos
apenas pela PCR, fato que aconteceu particularmente nos caes
oligossintomdticos. Concordantemente, Courtenay et al. (2002)
observaram que, antes da soroconversio, os cies nio apresentavam
em suas peles nimero suficiente de formas amastigotas para
infectar os flebotomineos, e a detecgio do parasita, nessa fase, s6

foi possivel pela PCR.

Cao
suspeito RIFI e ELISA
\ positivos

e e rea )

Exa'm.es RIFI e ELISA

sorologicos negativos ou
(RIFI e ELISA) \%

parasitolégico | ~—__
em bidpsias

de pele (PCR)
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A PCR foi também comparada com os testes soroldgicos e
com a IMIQ. Com exce¢do dos animais polissintomdticos, as
andlises comparativas revelaram baixa concordéncia entre os testes
(Tabela 3), dados esses semelhantes aos de Nunes et al. (2007). Esse
resultado ndo ¢ inesperado, pois essa técnica molecular foi a que
apresentou maior positividade (100,0%) entre os caes, detectando
DNA do parasita em todas as amostras de tecido cutineo dos trés
grupos, tanto nas peles sadias quanto nas lesionadas, com excegio
de uma tinica amostra de pele com lesdo, negativa, de um animal
oligossintomdtico. Por outro lado, esse cio apresentou DNA do
parasita em sua pele sadia. Em concordéncia, Solano-Gallego
etal. (2004) demonstraram que nas peles dos caes assintomdticos
sem lesdes macroscopicas ou amastigotas a PCR era positiva. Essa
observagio indica que o nimero de parasitas devia ser muito baixo
e de dificil identificagio, mesmo na técnica imunoistoquimica.

As provas soroldgicas e parasitoldgicas, quando testadas
isoladamente, nio apresentaram o mesmo grau de eficiéncia nos
cdes pertencentes aos trés grupos clinicos analisados. Assim, no
grupo dos cies assintomdticos, os testes soroldgicos nao foram
boas op¢oes para o diagnéstico da LVC, sendo preferivel o uso
de métodos parasitolégicos e da PCR antes da soroconversio e o
aparecimento dos sintomas, como sugerido também por Quinnell
etal. (2001). Da mesma forma, os exames parasitoldgicos (IMIQ
e HE) foram pouco eficientes em cies oligossintomdticos. No
entanto, para os animais do grupo polissintomdtico, todos os
testes utilizados foram eficientes. Dentre todos os testes, a PCR
apresentou maior positividade nos trés grupos de caes, tanto em
amostras de pele com lesao quanto nas sadias, independentemente
dos sinais clinicos dos animais ou dos resultados dos exames
soroldgicos e parasitoldgicos.

No presente trabalho, observou-se que quando o método
soroldgico era associado com a imunoistoquimica a positividade
aumentava para 79,4% e com a PCR esse resultado alcangava
100,0%. Corroborando com o trabalho de Gramiccia; Gradoni
(2005), onde verificaram que a combinacio das técnicas soroldgicas
e moleculares aumentava a detecgio da infec¢io canina em

Caso confirmado

positivo

IMIQ Caso confirmado
positivo positivo
IMIQ
negativo
PCR Caso confirmado
1 / positivo positivo
Exame
molecular —
bidpsi PCR Caso confirmado
em bidpsias ) .
negativo negativo

Figura 1. Diagrama para orientagao do diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina.
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diferentes dreas endémicas. Cabe salientar que a técnica de PCR,
a qual se tem aprimorado e difundido, é comprovadamente mais
sensivel e poderia ser a técnica de eleigio para o diagndstico da
LVC. No entanto, esta técnica ainda é onerosa, nio faz parte da
rotina de muitos laboratdrios e também nio estd padronizada pelo
Ministério da Satide no Brasil.

A andlise dos dados sugere a necessidade da associagio de téenicas,
pois os resultados dos diagndsticos variam com a evolugio da doenca
em cada animal. Dessa forma, para confirmagio da sorologia, que
¢ mais rédpida e prdtica nos casos de inquéritos epidemioldgicos,
sugere-se a IMIQ dentre os métodos parasitoldgicos, por ser mais
sensivel que a HE e mais vidvel que a PCR, ficando essa técnica
molecular restrita apenas a confirmacio dos casos ainda suspeitos
apds a IMIQ. Mediante o exposto nesta discussio, propoe-se
a seqiiéncia de procedimentos diagnésticos da Figura 1, que
demonstra a associagdo de técnicas para aumentar os niveis de
positividade e contribuir no controle da doenga.
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