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INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Americana (LVA) € uma doenca emergente em diferentes partes do
mundo. Estima-se que 350 milhSes de individuos vivem em areas de risco, com uma prevaléncia
mundial de 12 milhdes e incidéncia anual de 1,5 milhdes de casos. E uma zoonose de evolugéo
cronica de grande importancia na América do Sul, especialmente no Brasil (WHO, 2010).

A introducdo de varias abordagens moleculares tem sido utilizadas na caracterizacdo da
genética em espécie do género Leishmania, como o polimorfismo de DNA amplificado, analise de
regibes amplificadas de sequéncia confirmada, analise por hibridizacdo de sondas de DNA (Southern
blotting), analise de regides de DNA com marcadores de microssatélites (LAURENT et. al.; 2007).

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar as possiveis variabilidades genéticas de
Leishmania infantum chagasi causadoras de Leishmaniose visceral canina na cidade de Teresina-

Piaui, com respectiva comparacgédo e avaliacdo da sintomatologia apresentada pelo animal.

METODOLOGIA

O presente trabalho foi composto de 329 cades os quais foram examinados de acordo com
parametros clinicos definidos por Manna et al. (2009), com algumas modificacdes, que foram
compilados em uma ficha de avaliagao clinica, os quais foram atribuidos escores, variando de 0 a 12,
de acordo com a quantidade dos sinais clinicos apresentados. Apos a avaliacdo clinica, foram
colhidas amostras de medula éssea e de linfonodos que se apresentassem aumentados. Em seguida,
foi realizado o esfregaco em lamina de microscopia fosca para exame direto e inoculacdo destes
aspirados em tubo de cultura contendo meio NNN (Novy-MacNeal-Nicoll), enriquecido com 1mL de
Schneider’s Insect ®. Estas amostras foram identificadas e incubadas a 26°C, por no maximo 20 dias.
O aspirado de medula 6ssea foi coletado em quantidade suficiente para realizagdo da cultura e
armazenagem em criotubo para congelamento em freezer -80°C.

As leituras das culturas foram realizadas em |amina de microscopia colocando 17uL das
cepas e coberta com laminulas, sendo visualizadas em microscépio 6ptico de luz, com objetiva de
40x. A primeira leitura foi realizada com 3 dias de incubacao para linfonodo e 5 dias para medula,

sendo as leituras sucessivas realizadas sempre 48horas apés a leitura anterior. Uma vez visualizadas



as formas promastigotas, as cepas foram congeladas em freezer -80°C para posterior extragdo de
DNA. Os DNAs das amostras de medula e das cepas foram obtidos por um processo simples de

extracdo com a resina Chelex®(Bio-Rad), seguindo as recomendacdes do fabricante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 329 animais incluidos no estudo, 91 apresentaram exame parasitolégico positivo,
perfazendo um total de 27,49% de positividade. Os achados clinicos encontrados nos animais
avaliados mais sugestivos de leishmaniose foram: Linfonodos aumentados (83,51%), les&o de pele
(orelha/focinho) (50,54%), Onicogrifose (45,05%), Alopecia (32,96%), Despigmentacdo do Focinho
(31,86%) e Emagrecimento (37,36%).

Apbds a andlise dos sinais clinicos, utilizando-se a ficha com os dados e atribuidos escores,
tabulou-se os resultados conforme Tabela 1, onde podemos visualizar os dados clinicos associados
aos exames parasitologicos. O diagnostico foi considerado positivo, quando observado formas
amastigotas no esfregaco em lamina de microscopia de aspirados de medula éssea, linfonodos ou de
raspado de pele em animais que apresentavam leséo, ou formas promastigotas apds cultivo em meio
de cultura NNN (Novy-MacNeal-Nicoll) enriquecido com Schneider’'s Insect®, contendo amostras de

aspirado de medula e linfonodo.

Parasitolégico Parasit. Parasit. Parasit. Parasit. .
Escore N. Cées Mgdglaf Medula/ Lianonlodol Linfonodo/ Pa[e;‘s;]ti.rﬁazle/
N° % Lamina Cultura Lamina Cultura
0 39 02 5,12 00 00 01 01
1 66 16 24,24 03 06 04 12
2 42 12 28,57 01 08 04 10
3 51 10 19,6 00 02 03 06 03
4 36 13 36,11 01 03 05 11 01
5 21 07 33,33 01 05 04 05 04
6 15 06 40 02 02 05 06 01
7 22 06 27,27 03 05 05 06 02
8 08 05 62,5 01 03 03 03 01
9 14 06 42,86 02 02 04 02 01
10 9 04 44,44 00 02 03 02
11 5 03 60 00 01 01 03
12 1 01 1 00 01 00 01
TOTAL 329 91 14 40 42 68 13

Tabela 1: Avaliagdo dos Exames Parasitologicos: Esfregaco de Lamina frente ao Cultivo em Cultura NNN (Novy-MacNeal- Nicoll)
enriquecido com Schneider’s Insect®.

Dos animais infectados, as manifestacdes clinicas mais frequentes foram lesbes de pele e
linfoadenopatia. Esses resultados concordam com relatos de outros autores, que consideram animais
com estes sintomas como maior potencial de fonte de infeccdo para o fleb6tomo, pois além da
existéncia do parasitismo disseminado em varios 6érgaos, também possui alta carga parasitaria na
pele (COSTA-VAL et al., 2007; QUEIROZ et. al., 2010).

Ao comparar a positividade obtida utilizando diferentes métodos e fontes de coleta de
material, observou-se que o parasitismo no linfonodo popliteo teve uma maior ocorréncia tanto no
esfregaco de lamina como na cultura. Estes achados evidenciam que o linfonodo é um 6rgéo
importante no diagnostico da LVC sugerindo que o mesmo possa ser tomado como parametro para

estimar a capacidade de transmissdo de leishmania para o vetor (REIS et al., 2006). Em alguns



estudos, pele e medula sdo os principais sitios de uma alta densidade parasitaria durante a evolugéo
da LVC (REIS et al., 2009), o que difere dos resultados apresentados neste trabalho, pois estes

6rgéos nao foram os mais parasitados.

CONCLUSAO

Com este estudo podemos concluir que os sinais clinicos mais frequentes na leishmaniose
visceral canina sdo aumento de linfonodos e que este 6rgdo é onde encontramos uma maior
positividade tanto no exame direto quanto na cultura, o que pode indicar que este deva ser o0 6rgao de
escolha para a pesquisa Leishmania em caes.

Animais que apresentam lesGes de pele devem ser submetidos a pesquisa de Leishmania
pois verificamos que sempre que havia lesédo de pele sugestiva, foram encontrados o parasita.

Os isolados obtidos foram extraidos DNA e a PCR convencional utilizada foi capaz de
amplificar com sucesso 0s mesmos.

A andlise genética das cepas estd em fase de concluséo.
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