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RESUMO

Recentemente, foco de leishmaniose visceral canina (CVL) foi descrito na regido noroeste do Estado de S&o Paulo - Brasil. O
Hospital Veterinario - UNESP - Aragatuba, no ano de 2.000, desenvolveu 60 testes citopatoldgicos de casos suspeitos de
leishmaniose usando aspirado por agulha fina (FNA). Os esfregacos de linfonodo foram corados pelo método de Romanowsky
(Diff-Quik®) e observados em microscopia de luz. Os casos positivos mostraram formas amastigotas tipicas de Leishmania
livres ou em vacuolos de macréfagos. Sinais citopatologicos de reatividade do sistema linfo-histiocitario com auséncia de
parasitos foram também observados. Com o objetivo de implementar o diagnostico da CVL, detectando parasitos e material
antigénico nos esfregacos, aplicou-se a reagao de imunofluorescéncia direta (IFD) usando anticorpo policlonal anti-Leishmania
produzido em camundongo. Comparamos o método de IFD com a pesquisa direta do parasito em esfregacgos corados pelo
método de Romanowsky. Dos 60 cdes com sinais clinicos da doenca, o exame direto foi positivo em 50% (n=30), duvidoso
em 36,7% (n=22) e negativo com reatividade do linfonodo em 13,3% (n=8). Quando os linfonodos foram submetidos a
reacdo de IFD observamos reagéo positiva em 93,3% (n=56) e reacdo negativa em 6,7% (n=4). Nossos resultados mostraram
gue a reacdo de IFD apresentou alta sensibilidade quando comparada a pesquisa direta do parasito pela coloragdo de
Romanowsky. A reacéo de IFD pode ser um método util para confirmar os casos duvidosos da doenca, onde as formas
amastigotas néo séo identificadas com facilidade.
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INTRODUCAO A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) tem sido
recentemente utilizada como um método de alta especificidade
leishmaniose visceral € uma importante endem& sensibilidade na identificacdo de DNA parasitario em
A brasileira causada pela Leishmania (Leishmaniagcidos e fluidos provenientes de casos humanos e caninos
chagasi. E transmitida ao homem por picada do O diagndstico da LVC realizado a partir de esfregacos
mosquito Lutzomyia longipalpis, e tem como reservatoride pungdo de linfonodo popliteo corados pelo método de
canideos silvestres e domésticos. Romanowsky (Diff-Quik®), tem mostrado, nos casos
O diagndstico indireto da doenca, como a pesquisigicamente positivos, a presenca de formas amastigotas de
de anticorpos em soro, tem sido bastante empregado keshmania livres ou dentro de vacuolos de macrofagos com
inquéritos epidemioldgicos e pode ser feito por diferentédentificacdo bem definida de ndcleo e cinetoplasto do
métodos como o de imunofluorescéncia ind&&t&  parasito. Porém, em alguns casos observa-se sinais
ELISA8®1114 aglutinagdo diretde fixacdo do complemento citopatologicos de reatividade do sistema linfo-histiocitario
35, Dentre os métodos utilizados no diagndstico etiolégiamom auséncia de formas amastigotas tipicas. Com o objetivo
da leishmaniose visceral canina (LVC), a identificagé@de aprimorar o diagnéstico da LVC em regides endémicas,
microscépica dos parasitos em esfregagos obtidos mplicamos o método de imunofluorescéncia direta para a
puncéao de linfonodo, bago e medula 6ssea constitui-se npesquisa de parasitos e seus produtos antigénicos nos
método eletivo, podendo-se utilizar o cultivo deste materiasfregagos de biépsia aspirativa de linfonodos de caes com
em diferentes meios de cultura para isolamento dos pdtasitemais clinicos da doenga.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras biolégicas

As amostras biologicas foram provenientes de cé
atendidos no Hospital Veterinario do Curso de Medicin &
Veterinaria da UNESP, Aragatuba no ano de 2000. Os anim '
foram examinados clinicamente e aqueles com suspeita de L“ &
foram submetidos & puncéo aspirativa com agulha fina (PAA.; &}
de linfonodo popliteo. Foram colhidas 60 amostras, das qu

-
F - L

esfregacos pareados em laminas de vidros eram submeti
coloragdo de Romanowsky (Diff-Quik®) e fixados em alcoo }
éter volume a volume para a reacéo de imunofluorescéncia dir. i rv
Pre j A ‘.
paro do conjugado
W8

Camundongos BALB/c foram inoculados conT 10s
formas promastigotas de Leishmania amazonensis (ce
HSJD-1) pela via subcuténea de inoculacdo. Apés 60 a '
dias de infeccdo, quando os animais j& mostravam sin
clinicos da doenca, caracterizados por lesdes infiltrativas ;
coxim plantar traseiro, o sangue foi colhido através de punc -
do seio retro-orbitario para obten¢éo de soro imune. O titt
de anticorpos reagentes para antigenos de Leishmania n
soro imune foi testado por imunofluorescéncia indireta (IFL
utilizando-se anti-imunoglobulina de camundongo conjugags & ¢
afluoresceina (SIGMA rcat. F-8646) na diluicdo de 1/20, e
resultou em um titulo reagente de 128. Este soro imune
posteriormente conjugado com fluoresceina de acordo com

Camargée estocado até o uso em freezefE20 Figura 1
Esfregago de aspirado de linfonodo popliteo de cdo com suspeita

Reacao de Imunofluorescéncia Direta clinica de leishmaniose visceral. A — Presenca de linfécitos,

O anticorpo anti-Leishmania apés conjugacéo comacrofagos, poucos neutrdfilos e inimeras formas amastigotas do
I%rasito. B — Presenga de células mononucleares, linfgcitos,

créfagos e plasmacitos sem evidéncia de formas amastigotas do
asito (Método de Romanowsky - A.O. 100X).

fluoresceina foi titulado para a reacéo de imunofluorescén® A
direta utilizando-se laminas preparadas com promastigo[%
deL. chagask resultou em um tilulo reagente de 200.

Os esfregagos de linfonodo fixados em alcool/éter p
30 minutos foram incubados com o anticorpo policlonal an
Leishmania na diluico de 1/200 em Azul de Evans@ Bar
60 minutos em camara umida. Apés o periodo de incuba
as laminas foram lavadas com PBS 0,01M pH 7,2 por 10 min
com trés trocas, montadas com laminulas utilizando-
glicerina tamponada com carbonato-bicarbonato de s6dio
9,0 e observadas em microscoépio de fluorescéncia (ZEIS
Como controle positivo da reacao foi utilizado esfregaco
linfonodo de cédo que apresentava grande quantidade
parasitos nos esfregacos corados pelo Romanowsky (D|
Quik®) e laminas preparadas com promastigotas de L. (
chagasi. Como controle negativo, utilizaram-se esfregaco
linfonodo de cées sadios de &rea sem ocorréncia de LVC.

Figura 2
Esfregaco de aspirado de linfonodo popliteo de cdo com suspeita
clinica de leishmaniose visceral, e com diagnéstico ndo confirmados
pelo método de Romanowsky. Presenca de formas amastigotas do
Do total das amostras de puncao de linfonodogarasito positivas para o anticorpo policlonal anti-Leishmania
corados pelo método de Romanowsky (Diff-Quik®) econjugado a fluoresceina (IFD - A.O. 63X).

RESULTADOS
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Tabela 1
Distribui¢céo de resultados, em nimero absoluto e porcentagem, de 60 esfregagos de aspirado de linfonodo popliteo dpediaslotnasu
de leishmaniose visceral no municipio de Aragatuba (SP) no ano de 2000, de acordo com o método de Romanowsky (Diff-Quik®) e a
imunomarcagao utilizando-se anticorpo policlonal anti-Leishmania conjugado a fluoresceina pelo método de imunofluoretsc@REix dir

NUmero de casos Positivo Suspeito Negativo Total
Metodologia
Romanowsky 3(B60%) 22 (36,7%) 8(13,3%) 60 (100%)
IFD 56 (93,3%) 0(0%) 4(6,7%) 60 (100%)

examinados em microscopia de luz convencional paracansiderados positivos, 36,7% suspeitos e 13,3% receberam
pesquisa de formas amastigotas de Leishmania, 5@adiagndéstico de linfonodo reativo e negativo para
mostraram positividade (30/60) (Fig. 1A). Nestes casos fldishmaniose, de acordo com o exame direto nos esfregacos
possivel observar formas amastigotas tipicas medindidologicos corado pelo Romanowsky. Quando estas
aproximadamente 5 mm, com nicleo e cinetoplastmostras foram submetidas ao método de IFD, observou-se
caracteristicos. O diagnéstico suspeito da doencga fan maior indice de positividade (93,36%) com a presenca de
atribuido a 22 amostras (36,7%), as quais mostrargmntilhados e formas elipticas fluorescentes, sendo que em
macréfagos vacuolizados, proliferagcédo linfoblasticaalgumas amostras foi possivel a observacéo de estruturas
plasmocitose moderada e muitas vezes a presencaimeacelulares do parasito como o cinetoplasto. Essas
eosinofilos, sem no entanto, serem observadas formastavam em maior freqiiéncia livres pelo esfregaco,
amastigotas tipicas do parasito (Fig. 1B). Oito casos (13,4&6jtretanto, proximo as células linféides e raramente no interior
apresentaram discreta reacao linfocitaria sem parasitisrde,células fagociticas. Em 6,7% (4/60) dos casos observou-
portanto, foram considerados negativos para leishmaniose. reacdo totalmente negativa sem nenhuma estrutura
O método de imunofluorescéncia direta (IFD) mostrofiuorescente.
positividade em 56 amostras (93,3%), com a observacdo de A pesquisa direta positiva de parasitos em leséo de
estruturas elipticas fluorescentes e a presenca pae e em visceras tem sido considerada como diagndstico
cinetoplasto visivel em alguns casos (Fig. 2). Em 4 casts certeza para a leishmaniose tegumentar e visceral,
(6,7%) a reacéo de imunofluorescéncia foi negativa (Tab. t¢spectivamente. Na leishmaniose visceral canina, a
pesquisa direta de parasitos pelo método de Romanowsky
em puncéo aspirativa de linfonodo tem sido utilizada com
relativa eficiéncig porém néo hé relatos no que se refere a
DISCUSSAO pesquisa do parasito por técnicas de imunomarcacao. Em 40
biopsias de pacientes com leséo cutédnea causada pela LTA,
No presente estudo, os esfregacos de puncéo 2¥6 apresentaram pesquisa positiva do parasito por técnicas
linfonodo popliteo de cdes com suspeita clinica die rotina histopatoldgicas (H&E), enquanto que 64,51% por
leishmaniose visceral foram primeiramente examinados dfunoperoxidase e 89,28%por imunofluorescéncia indireta.
microscopia de luz e em seguida em microscopia destes resultados mostram maior indice de positividade para
fluorescéncia. Ao diagnéstico citopatoldgico encontraran® pesquisa de parasitos quando utilizados métodos de
se formas amastigotas tipicas do parasito em 50% dos capgnomarcacao, sendo a imunofluorescéncia de maior
sendo que esta metodologia foi realizado de modo rapidéensibilidade quando comparada a imunoperoxitiase
mostrou alta especificidade. As amostras em que foram  NOssos resultados mostraram que o método de
observadas reacao celular pronunciada, com macréfagdginofluorescéncia direta (IFD) apresentou maior
linfcitos, sem a presenca evidente de formas amastigot@@nsibilidade quando comparado a pesquisa direta do
resultaram em diagnostico suspeito de LVC, pois mesrp@rasito pela coloragdo de Romanowsky. Desta forma, o
sem a presenca de formas amastigotas tipicas a reacéo celfdedo de IFD deve ser utilizado para confirmagao dos casos
encontrada é caracteristica da do&h@omente para as Suspeitos de leishmaniose visceral canina em regides
amostras em que foram observadas reatividade discretenglémicas, onde o encontro de formas amastigotas do
nenhuma estrutura sugestiva de formas amastigotas é gagasito pode ndo ser freqiiente, face ao sensivel incremento
foi atribuido o diagndstico de linfonodo reativo e negativge sensibilidade quando comparado ao exame microscopico
para leishmaniose. Desta maneira, 50% dos casos forgénrotina.
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SUMMARY

Recently, canine visceral leishmaniasis (CVL) was detected in the northwest of S&o Paulo State - Brazil. The Veterinary
Hospital - UNESP - Aragatuba, in 2.000, carried out 60 cytopathological test of suspected cases of leishmaniasis using
the fine-needle aspiration (FNA). The smears of the FNA popliteal lymph nodes were stained by the Romanowsky stain
(Diff-Quik®) and observed using a light microscope. The positive cases showed typical amastigotes forms of Leishmania
either free or in macrophage vacuoles. Cytopathological signs of reactivity of the lymph-hystiocitary system with the
absence of parasites were also detected. In order to improve the diagnosis of CVL, looking for parasites and antigenic
material detection in smears, we standardized the direct immunofluorescence assay (IFD) using mouse anti-Leishmania
policlonal antibodies. We compared the IFD assay with the direct search of parasites in smears stained by Romanowsky
stain. From the 60 dogs with clinical signs of the disease, the direct exam was positive in 50% (n=30), uncertain in 36,7%
(n=22) and negative with lymph node reativity in 13,3% (n=8). When the lymph node smears were submitted to IFD
assay we observed positive reaction in 93,3% (n=56) and negative reaction in 6,7% (n=4). Our results showed that IFD
assay presented a high sensibility compared to parasite direct search by Romanowsky stain. The IFD assay could be
useful method to confirm the uncertain cases of the disease, where amastigotes forms were not clearly identified.

KEY-WORDS: Immunofluorescence. Visceral leishmaniasis. Lymph nodes. Dogs.
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