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RESUMO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma doenca infecto-parasitaria que &
causada por protozoarios do género Leishmania. E uma doenga de dificil diagndstico
devido a diversidade de sinais clinicos, falta de singularidade dos sinais e alto custo e
variedade de exames. Dentre essa variedade estao, teste rapido imunocromagrafico,
0s sorologicos, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), imuno-histoquimico e exames
parasitologicos. Aléem disso tudo é possivel observar alteragbes hematoldgicas e
renais. Assim, € importante saber avaliar os diferentes métodos diagndsticos, sabendo
a vantagem e desvantagem de cada, juntamente com a clinica do animal para ter
maior chance de assertividade na hora de escolher qual o meio de diagndstico do
paciente, nessa patologia que é tdo complexa.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral , Diagnostico, Elisa, Aspectos

hematoldgicos.
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1. INTRODUGAO

A leishmaniose visceral € uma doenca infecto-parasitaria, causada por
parasitas do género Leishmania, € endémica em mais de 70 paises, tem sido
observada no mundo todo, principalmente no Brasil, que € o pais com maior numero
de infectados da américa latina. A maioria das vitimas sdo de &reas rurais e
periurbanas de menor renda. E uma doencga negligenciada em muitos lugares, tem o
cao como principal reservatério doméstico principalmente por poder armazenar,
quando infectados, grande quantidade de macréfagos infectados em sua pele e pela
sua proximidade com os seres humanos. Existem duas espécies de flebotomineos,
popularmente conhecido como mosquito palha, que sédo vetores no Brasil, a Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia cruzi, que tem preferéncia por locais com altas quantidades
de matéria organica (NAKASONE et al., 2019; SANTOS, 2015).

Os sinais clinicos de um cao infectado podem variar bastante, sendo
sintomatico, oligossintomatico, ou assintomatico que € a mais ocorrente. A pele dos
caes € a regiao do corpo com maiores manifestagdes dos sinais clinicos, é também o
local onde acontece a primeira interacao entre o parasita e o sistema imune onde se
encontra grandes quantidades de formas amastigotas. Lesdes como alopecia e as
dermatites sdo bastante encontradas na Leishmaniose Visceral Canina. Apesar de a
maior parte dos cades ndo chegar a apresentar nenhum sinal clinico, a auséncia de
sinais na pele nao diz sobre a presencga ou nao de parasitas neste local. Além disso,
dependendo do estagio da doenga, pode ocorrer onicogrifose, esplenomegalia,
linfadenomegalia, dermatite e ceratoconjuntivite. Lesdo renal também ¢é
frequentemente vista associada a morte na LVC (MOTTA, 2021).

Para controlar a LVC, é extremamente importante detectar, quantificar e
mapear animais infectados. Por isso, no Brasil, o teste de aglutinagao direta (DAT) e
o teste de triagem de aglutinagao rapida (FAST) ndo s&o utilizados mais. O Ministério
da Saude distribui o teste rapido de plataforma dupla (DPP) para triagem, seguido do
ensaio imunoenzimatico (ELISA) para confirmagdo. A sensibilidade do DPP é
questionavel, principalmente com animais assintomaticos. Apesar disso, tanto o DPP
quanto o ELISA podem apresentar especificidade baixa, prejudicando a triagem no
Brasil. Os testes sorologicos tem limitagdes, pois podem apresentar reagao cruzada
com outras doencas. Por isso, testes mais eficientes devem ser combinados para
melhor identificagdo dos infectados (BARBOSA, 2015).



O ciclo se desenvolve em 2 etapas, uma no hospedeiro mamifero e a outra no
flebotomineo. O desenvolvimento no mosquito ocorre no trato digestivo e na forma
promastigota do protozoario, com seu flagelo exposto e se multiplicando por fissao
binaria no estomago. Apenas a fémea é capaz de transmitir o protozoario, no momento
do repasto sanguineo as promastigotas sao introduzidas na pele do cdo, em seguida
sdo fagocitados por células como macréfagos, da imunidade inata. Dentro dessas
células os protozoarios se diferenciam em amastigotas, retraem o flagelo e comegam
a multiplicagao por fissdo binaria. O magréfago é rompido com a alta quantidade de
parasitas dentro dele, assim as amastigotas s&o liberadas na corrente sanguinea para
serem fagocitadas novamente e repetirem o ciclo. Com essa disseminagdo dos
parasitas para outros tecidos, ha o acometimento de outros como medula dssea,
figado, baco e os rins (MOTTA, 2021).



2. OBJETIVO

Sabendo que apenas a analise clinica do animal ndo é suficiente para
diagnosticar a LVC. E extremamente necessario a realizacdo de exames
complementares. Sabendo da dificuldade de estabelecer qual melhor método, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo de literatura sobre as técnicas
diagnosticas disponiveis para detecgdo da LVC, comparar e analisar as diferengas,
apontando suas vantagens, desvantagens, suas acuracias, relatar as possiveis
alteracdes laboratoriais e clinicas. Com finalidade de concluir qual o mais adequado,
ou qual combinagao dentre eles € mais conveniente para se realizar o diagndstico da

Leishmaniose Visceral Canina.



3. METODOLOGIA

O estudo presente trata-se de uma revisao de literatura do tipo narrativa. Na
qual a base do trabalho esta em pesquisas de artigos cientificos e artigos de revistas.
foram realizadas nas seguintes plataformas: PubVet, Scielo, Capes, Google
Académico, PubMed. Para seleg&o dos artigos foi utilizado um critério temporal, com
selecao de artigos apenas entre os anos de 2015 a 2022. As principais palavras
chaves utilizadas foram: leishmaniose canina, diagnéstico, complexidade, dificuldade,
alteracdes e testes. Nao foram considerados sites comuns, artigos incompletos ou

com temas nao relacionados com este estudo.
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4. ALTERAGOES DE PELE

Os testes diagnodsticos da LVC sao fundamentados pelos exames clinicos,
fisicos e laboratoriais, que sédo divididos nas técnicas parasitoldgicos, moleculares e
sorologicos. Os exames fisicos possuem limitagdes para os diagndsticos pela
quantidade de caes assintomaticos, cerca de 50% dos infectados, ou com
sintomatologia semelhante aos de varias outras doengas comuns em cées. Os
sinais clinicos dermatoldgicos sao considerados pelos veterinarios como os
principais indicadores de leishmaniose, pois cerca de 70% dos animais sintomaticos
apresentam este tipo de manifestacao clinica (COSTA et al., 2020).

As alteragdes mais comuns sao dermatites com descamacao em regides de
preferencia como a cabeca, orelha e extremidades, mas também com chances de
ser generalizada e chegar a outros membros do corpo. Hiperqueratose nasodigital
juntamente de queda de pelos e alopecia na regiao ao redor do olho também sao
frequentes. Demais achados recorrentes incluem onicogrifose, ulceragéo de
mucosas, despigmentacéo, e dermatites esfoliativa, ulcerativa, nodular ou pustular.
Simultaneamente a LVC, devido a imunossupressao pelo parasita ou o ambiente, o
animal ainda pode vir a apresentar infec¢gdes dermatoldgicas secundarias, tais como
malassezia, dermatofitose e demodicose. Por se tratar de pele, os sinais devem ser
diferenciados de lupus, pénfigo foliaceo, dermatose, linfoma e adenite sebacea
(COSTA et al., 2020; PINTO et al, 2016).

5. ALTERAGOES HEMATOLOGICAS E PERFIL PROTEICO

Na avaliagdo do hemograma as alteragdes nos parametros mais frequentes que
podem ser observadas sao trombocitopenia, anemia geralmente normocitica,
normocrémica e nao regenerativa, hemacias aglomeradas (rouleaux), alteragoes
variantes nos leucécitos, como linfopenia e desvio a esquerda, e o aumento da
quantidade de proteina plasmatica (MAIA, 2015; COSTA et al., 2020).

Anemia pode ter diferentes causas, baixa produgao de eritrocitos por
cronicidade da doencga, resposta inflamatoria, diminuigdo da eritropoietina,
destruicédo e diminuigdo dos eritrocitos devido a falha na sintese de hemoglobina e

escassez de nutrientes, como consequéncia de sequestro esplénico e hepatico
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causados pela produgao de autoanticorpos. No esfregago de sangue sédo capazes
de apresentar as hemacias em forma de rouleaux devido ao aumento de globulina e
a baixa de albumina nesses casos (MAIA, 2015; COSTA et al., 2020). .

Os leucdcitos podem variar bastante, como valores normais, leucopenia com
uma linfopenia, ou leucocitose. A leucopenia, por neutropenia e linfopenia, se da
pelo alto grau de parasitas na medula éssea, que causa deficiéncia medular, e
também pela alta divisdo dos leucdcitos para os outros 6rgaos. Ja a leucocitose é
prevista em respostas inflamatdrias agudas. (LACERDA, 2017).

Mais um tipo de alteracdo bastante observada é a trombocitopenia, esta
mudanga pode ocorrer devido a aparigdo de imunoglobulinas anti-plaquetarias, ou
pela presenca de imunocomplexos na circulagao, alterando a parede vascular
(COSTA et al., 2020).

Animais reagentes também tendem a apresentar um aumento na
concentragao de proteina plasmatica (PPT). Esse aumento é consequéncia da
resposta imune humoral, que causa um ameno aumento das a e 3-globulinas, e um
grande aumento da gama-globulina. Ou seja, uma hiperproteinemia associada a
uma hiperglobulinemia, elevando a proteina total apesar da redugéo da albumina
(LACERDA, 2017).

A hipoalbuinemia é outra alteragdo comumente observada, e esta ligada as
lesdes renais, desnutricdo ou caquexia do animal, defeito na sintese devido a
alteracao hepatica, e 0 aumento do catabolismo proteico. Devido as alteragdes nas
quantidades dessas proteinas, ocorre a inversao da razdo Albumina:Globulina, e
com o0 maior o numero de sinais clinicos, ha também maior concentracao de
imunoglobulina, explicando a razdo A:G observadas nos animais portadores da
doenca (GODOQY et al., 2018).

6. FUNGAO RENAL

Os rins estao dentre os 6rgaos acometidos pela leishmaniose, e os caes
acometidos pela doenca muitas vezes apresentam alteracdes renais. A ureia e a
creatinina, exames mais comuns para avaliagao renal, geralmente apresentam
valores aumentados nos casos de LVC e sdo mais uteis para avaliar apenas quando
ha mais de 75% da fung¢ao renal comprometida. Como consequéncia disso, pode
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haver a presencga de proteinuria e hematuria no exame (COSTA et al., 2020).

A doenca renal cronica € a principal causa de morte da LVC e é desenvolvida
conforme a evolugéo da doenga, geralmente quando atinge estagios mais severos e
mais manifestagdes clinicas da doenga (Quadro 1). As lesdes renais acontecem
como consequéncia da deposi¢cao de imunocomplexos nos glomérulos, causando

diferentes graus de nefropatias e insuficiéncia (COSTA et al., 2020).

Quadro 1 — Estégios da Leishmaniose Visceral Canina

- a EXAME ALTERACOES i
ESTAGIO SOROLOGIA FISICO LABORATORIALS PROGNOSTICO
Smans leves, 5'_¢m alter af:.‘s
I Negativo ou come ’
DOENCA | baxosivelde | linfoadenopatiase | Fungaotcaalnocmal Bom
: ; Creatinina < 1.4 mg/dl e
LEVE anticorpos dermatites % :
o ASENCIA dc‘pn:tcmuna
L S (UPC *<0.5)
Sinais presenies
ol | i
e clucopatologicas leves
COmo anenua
SEENTEs SMIALS: arres tva
lesdes cutineas : iy
R R mpﬁgamnglohuhnm
Eifisas hpoalbumnemia.
n Bamxos a altos 3 i subestagio (Ia) - perfil
DOENCA niveis de esfol eloy | Tenalnormal creatinina | Bom a reservado
MODERADA anucorpos : <1.4mg/ dl; auséncia
onicognifose, de proteiniia- UPC <
ulceragdes (plano 05 :
::‘“" o subestagio (IIb) -
B = d:sﬁmapac. renal leve: .
ung " | creatmma< 1.4 mg/dl;
MUCocUtineas); UPC =0,5-1
anorexia; perda *
de peso: febre
Além dos sinais
dos estigios T e IL
0% animais podem Ancrmalidades
apresentar climcopatologicas dos
- alteragoes estagios I e II associado
]I[' = Mtd.lm. 2l relacionadas a a doenga renal cromca Reservado a
DOENCA niveis de L 5
CRAVE s deposigio de em estigio 1 (upe > 1) sombrio
imuno-conmplexos | ou estigio 2 (creatmma
nos tecidos: 1.4-2 mg/dl). de acordo
vasculites. com critérios da ZRIS®
artrites. uveite e
glomerulonefrite
Anormalidades
Smas clinicos do clmicopatologicas
estagio ITT Listadas no estigo I &
v assorciado a doenca renal cromica em
DOENCA Medios a altos | tromboembolismo | estagio 3 (creatimna 2-5
T\IT.'ETD nivels de pulmonar e/ou mg/dl); ou estigio 4 Sombrio
GRAVE ANNCoTpos sindrome (creatnina = 5 mg/dl)
nefrética e doenga | de acordo com criténios
renal erénica em da IRIS: ou sindrome
estagio terminal nefrotica: proteitina
elevada: UPC>35

"Nivel de anticorpos anti- Leishmania: Negativo - Diluigiio reativa final da RIFI < 1:40
Baixo - RIFT: 1:40 até 1:160
Médo - RIFT: 1:160 aré 1:640
Alto - RIFI = 640 (4 vezes maior que o cur-gff)
*UPC - Razio profeina/creatinma urnara
*IRIS - International Renal Interest Society

Fonte: BARBOSA, 2015
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7. METODOS SOROLOGICOS

Até 2012 o teste de ELISA (Ensaio de Imunoabsorgdo Enzimatica) era usado
como triagem e o RIFI como confirmatério da LVC pelo governo brasileiro, no
“Programa de Controle da Leishmaniose Visceral”. Apds esse ano o protocolo oficial
da LVC foi modificado para o DPP como triagem e o ELISA como teste confirmatorio
(BARBOSA, 2015).

Animais infectados pela LVC tem uma grande produgao de anticorpos
(Quadro 1), podendo definir na manifestagao clinica, causados devida a alta
estimulacao de linfécitos B nessa doenca. Para realizagcao destes métodos é
utilizado o soro, obtido através da coleta de sangue, assim 0os meios soroldgicos tem
facilidade de serem realizados em relagdo aos parasitoldgicos, que sao mais
invasivos. O teste de dupla plataforma DPP, o ensaio de Imunoabsorgéo Enzimatica
(ELISA) e a Reagao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) sdo as duas técnicas
soroldgicas utilizadas (LIMA et al., 2013; BARBOSA, 2015).

Em ambos os meios sorologicos é preciso realizar a contraprova com o
exame parasitolégico, principalmente quando o resultado é negativo (Figura 1). Isso
ocorre devido a chance de reagdes cruzadas decorrentes de anticorpos que sao
produzidos por outras doencas, como: Erhlichia sp., Babesia sp, Neospora sp.,
Trypanosoma cruzi, T. caninum, uma vez que possuem epitopos em comum. Falsos
negativos também sdo uma grande possibilidade nos testes sorolégicos, presentes
em animais com parasitas em incubacao ou no periodo de soro conversio, fases em
que os anticorpos sofrem variagdes. (COSTA et al., 2020; BARBOSA, 2015).
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Figura 1 — Diagrama de diagnéstico de Leishmaniose Visceral Canina

Cao suspeito

Exames
sorologicos
(RIFI e ELISA)
1
[

RIFI e ELISA RIEke EAIIA
DEdG negativos ou

P discordantes

I [ |
Caso
confirmado IMIQ positivo IMIQ negativo
positivo
1
I I |
Caso
confirmado PCR positivo PCR negativo
positivo
Caso Caso
confirmado confirmado
positivo negativo

Fonte: MAIA, 2013

7.1 IMUNOCROMATOGRAFICO

O teste imunocromatografico € utilizando geralmente como um meio de
triagem, por ser um teste rapido tem vantagens como dispensar laboratério e
equipamentos, facilidade de execucgao, baixa quantidade de amostra e verificagao
dos resultados de forma rapida. O DPP (Dual Path Plataform) é o principal teste,
realizado com sangue total, plasma ou soro. E baseado no meio antigeno-anticorpo
para deteccao da presenca de anticorpos. Neste teste, caso o resultado do animal
for positivo, € indicado a realizagao de outros exames confirmatdérios, se negativo a
presencga da doenga é descartada no animal (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017).

O DPP apresenta uma sensibilidade de cerca de 83% e especificidade
em cerca de 73%(Quadro 2), que sdo menores comparados aos outros sorolégicos,
porem esses numeros abaixam mais ainda em animais sem nenhuma manifestacao
clinica. Pode se dizer esse tipo de teste ndo tem capacidade de diferenciar os
animais que estao realmente infectados de animais vacinados. Por isso a
importancia de verificar o histérico de alguma possivel vacinagao do animal, evitando
falsos positivos (NISHIDA E DELMASCHIO, 2017).
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Quadro 2 — Comparativo dos métodos de diagndstico da Leishmaniose Visceral

Canina
TECNICA SENSIBILIDADE | ESPECIFICIDADE VANTAGENS LIMITACOES
TESTE RAPIDO T2-97% 61-100% Manuseio MNio diferenciar amimais
simples infectados dos vacinados
ELISA B0 a 100%% 71 a 98,3% Coleta Reagdes cruzadas
pouco
invasiva
RIFI 90% 80% Coleta Reagdes cruzadas
pouco
INVasiva
PARASITOLOGICO Vana de acordo 100%% Padrio ouro Coleta mvasiva
o material . o
utilizado (53 a DIE%DE_*SIICD
86%%) definitivo
INMUNOHISTOQUIMICA T0%%6 a B0% 100%% Maior Coleta invasiva
contraste e
melhor
visualizacio
PCR 38% a 76% 10024 Diferentes Custo elevado
tipos de
amostras

Fonte: COSTA, 2020

7.2 RIFI E ELISA

A técnica de RIFI na maioria das vezes é solicitada juntamente ao ELISA
(Quadro 2), na realizagéo deste teste as amostras sao diluidas em solugdes salinas
tamponadas e colocadas em laminas preenchidas com antigenos especificos da
Leishmania. Em seguida sao adicionados anticorpos anti-lgG para Leishmania spp.
que estdo marcados fluorocromo, que causa o efeito de fluorescéncia. Caso haja
ligacdo dos anticorpos, o0 motivo é que o animal possui soro com IgG contra o
antigeno. O padrao adotado para reagente é diluicéo inicial de 1/40, mas
geralmente, na LVC, sao encontrados titulos elevados, por causa da alta carga
parasitaria nessa doenca. A Imunofluorescéncia Indireta tem aproximadamente 90%
de sensibilidade e 80% de especificidade (Motta, 2021).

Elisa , assim como RIFI, é bastante utilizado para diagnosticar a LVC e
permite a detecgéo de antigenos e anticorpos pelas reagdes enzimaticas. Este
meétodo possui 4 tipos diferentes realizagdo e vantagens como grande quantidade de
amostras de soro serem realizadas de uma vez, e utilizagdo de antigenos
recombinantes ou brutos. A especificidade de 71% a 98,3 e sensibilidade de 80% a
100%(Quadro 2), variam com antigeno utilizado e periodo de incubagao do parasito.
O antigeno que aumenta esses valores, e também diminui as atividades cruzadas, é

o recombinante, usando a proteina rK39 por exemplo (BARBOSA, 2015).
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Dentre os tipos de, temos o Elisa Direto com objetivo da indu¢ao do processo
de reacgao, fazendo uso de uma enzima (geralmente a peroxidase) para que ocorra
esta reacao e seja visivel a partir da coloragdo. Entéo utiliza-se anticorpos primarios,
conjugados a emissores de cor, anti-Leishmania em placas de poliestireno e sao
adicionadas as amostras (soro) especificas para buscar alguma indicagao de reacao
de antigeno com os anticorpos. O Elisa Indireto € mais comum, e o que difere do
direto é que s&o utilizados antigenos proprios da Leishmania ligados as placas, um
anticorpo primario ligado ao antigeno e um anticorpo secundario marcado para gerar
a emissao de cor. Ja no Elisa Sanduiche, ou método de captura, sao utilizados dois
tipos de anticorpos, a primeira camada é utilizada na sensibilizacédo da placa e
adicionado o soro animal com presencga de antigeno, causando reagéo. Apos isso, é
colocado um segundo anticorpo ligado a enzima que se ligara em outro epitopo do
antigeno, causando a reacgao e a coloragao devido a enzima. A intensidade da cor
esta relacionada ao numero de reagdes. No Elisa Competitivo, as placas podem ser
impregnadas com antigenos ou anticorpos. Se for com antigeno é adicionado soro
do animal adicionados de mais anticorpos acoplados de enzimas, e caso seja com
anticorpos sao adicionados soro do animal com adicional de antigenos acoplados de
enzimas. Assim, se houver quantidade de antigeno ou anticorpo nos soros
utilizados, estes serao ligados a placa, e ndo os adicionados de enzimas (MOTTA,
2021).

8. PARASITOLOGICO

Um dos mais utilizados pelos veterinarios. Os parasitolégicos se baseiam nos
achados de parasitas, nas formas amastigotas ou promastigotas, em materiais
aspirados das medulas 6sseas, linfonodos ou tecidos em Iaminas. As laminas com
materiais coletados s&o fixadas e coradas com as técnicas de Giemsa, Leishman ou
Panotico. Ao observar na microscopia, as formas amastigotas apresentam um
formato oval, esférico, com um nucleo grande e redondo. As amastigotas sao
encontradas em formato alongado e com um flagelo longo.

Esta é uma técnica que pode gerar bastante falsos positivos por limitagcdes da
técnica, como exemplo depender do numero de parasitas na amostra coletada, da

qualidade da amostra, da eficiéncia do patologista e a qualidade dos corantes
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(COSTA et al., 2020).

A sensibilidade varia de acordo com o local e o tecido obtido. Quando
aspirado da medula 6ssea apresenta uma sensibilidade de 50 a 83%, 30 a 85% dos
linfonodos, enquanto o bago apresenta 98% de sensibilidade. A especificidade é
considerada total e “padrao ouro” (Quadro 2), uma vez que quando parasita €
encontrado na microscopia o diagnostico da infecgao é conclusivo (MOTTA, 2021).

O tecido medular pode ser considerado o ideal para achar o agente. A medula
O0ssea ha um grau de parasitismo insistente e sofre com alto acumulo de
amastigotas. Além disso é um local de coleta menos perigoso quando comparado a
aspiragao esplénica, por apresentar um risco menor de hemorragias (GODOQY et al.,
2018).

Segundo o estudo de GODOY, et al. (2018) Além da citologia aspirativa de
medula éssea, a bidpsia e citobloco s&o outras técnicas de identificagdo parasitaria
neste local. Ao comparar essas técnicas, o citobloco apresentou maior numero de
falsos negativos, precisou de mais campos visualizados para confirmagao do agente
e menor intensidade de parasitas nas laminas. Contudo, o citobloco n&do mostrou ser
o0 método para rapidez e quantificagdo parasitologica. Ja a biopsia e a citologia
aspirativa ndo apresentaram diferengas quanto ao numero de falsos negativos e a
disposigao dos graus de parasitismo. Porém, a citologia aspirativa ainda é
considerada a melhor técnica, pois apresenta maior facilidade de obtencdo da

amostra, menor processamento e custo da técnica.

8.1 IMUNOHISTOQUIMICO

Outro método parasitologico é o imunohistoquimico (IHQ), esta técnica é feita
pela identificacdo de parasitas através da realizacido de cortes dos pedacgos de
tecidos retirados por bidpsia, mais comumente da pele, linfonodos e pavilhdo interno
auricular do que dos outros orgéos, e também durante necropsias. O exame é feito
quando ocorre o reconhecimento e associagao do antigeno de Leishmania spp. com
um anticorpo primario, seguidamente da introdu¢ao de um anticorpo secundario que
ird se ligar ao primeiro, permitindo a fluorescéncia e visualizagdo do antigeno (LIMA,
2013).

Este tipo de método apresenta vantagens como poder ser realizados estudos
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retrospectivos com a amostra, facil manipulacao, baixo custo, apresenta melhor
visualizagao que os outros métodos parasitolégicos devido ao contraste, permitindo
uma sensibilidade de 70 a 80% e especificidade de 100% (Quadro 2), maior que a
Histopatologia. Esta técnica apresenta como limitagdo a demora na sua operagéo
(COSTA, 2020; GUERRA, 2016; LIMA, 2013).

9. REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O PCR é um dos métodos mais utilizados na LVC, que consegue amplificar as
sequencias de 120 pares de bases nitrogenadas do DNA, usando o par de
oligonucleotideos para Leishmania: 13A 5°-dGTG GGG GAG GGG CGT TCT3 e
13B 5°-dATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3. Com isso busca esse material
genético do parasita nos tecidos do animal. Estes tecidos podem ser medula éssea,
sangue (ndo recomendado devido baixa sensibilidade), pele, cortes histoldgicos e
aspirados de linfonodos (COSTA, 2020; MOTTA, 2021).

O processo ocorre com a desnaturagao, elevando a temperatura, da fita de
DNA molde, para separacéao das fitas. Em seguida a temperatura é abaixada e sao
adicionados segmentos de acidos nucleicos (primer), para que assim, a Taq
polimerase consiga complementar a fita molde com adi¢gdo das bases nitrogenadas e
ocorrer a verificagao da fita, com intuido de aparecer um genoma pareo com ao dos
protozoarios da LVC (HAAS, 2016).

Este teste possui entre 38% a 76% de sensibilidade e 100% de
especificidade, por isso é importante ter conhecimento das limitagdes e vantagens.
Pode ser realizado através de aspirados de linfonodos, bago, medula 6ssea e
amostras de biopsia. O sangue também pode ser utilizado, porém néo é
recomendado devida sua baixa sensibilidade em casos de baixa carga parasitaria
circulante ou na amostra coletada, por isso um unico teste PCR negativo pode nao
ser o suficiente para descartar a doenga. As desvantagens que este método
apresenta como desvantagem a necessidade de laboratérios bem preparados, nao €
muito sensivel comparado aos outros, alto custo, pode ocorrer falsos positivos
dependendo da carga parasitaria do animal e o material genético pode néo estar
presente na amostra. (COSTA, 2020; MOTTA, 2021).
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CONCLUSAO

A leishmaniose € uma doenca extremamente complexa e um desafio, tanto
para os profissionais de saude humana, quanto para os médicos veterinarios. Existe
hoje uma enorme dificuldade no diagnostico desta doenga, por ser complexa, pela
auséncia de sinais clinicos que sdo patognomdnicos da doenga, alta quantidade de
infectados assintomaticos e pela grande variedade de exames diferentes no
mercado e auséncia de algum que tenha total sensibilidade.

Pela falta de um teste que seja 100% sensivel e 100% especifico, um unico
teste dificilmente sera suficiente, entdo o ideal é fazer uma combinagao entre mais
de uma das técnicas diagndsticas e associar os resultados destes exames com os
achados nos exames hematologicos e bioquimicos, sinais clinicos, na anamnese e
no histérico epidemioldgico do animal. E importante que o médico veterinario, na
anamnese, consulte o quao disposto financeiramente o tutor esta para conciliar na
hora da escolha dos exames para LVC. O RIFI e ELISA é a combinagao mais
comum encontrado na rotina, por serem pouco invasivos, com acuracia
relativamente boa, e mais baratos quando comparados a outras técnicas. Mesmo
possuindo custos mais elevados, € possivel dizer que o parasitolégico e o0 PCR,
apesar de terem a sensibilidade dependente da carga parasitaria da amostra e da
técnica, sdo os meios mais eficazes, devido possuirem 100% de especificidade.
Assim com a melhor acuracia é possivel evitar que caes falso negativos
permanegam despercebidos no ambiente, e caes falso positivos sejam eutanasiados

ou tratados de maneira errbnea.
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