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Deteccao de Leishmania infantum em esfregaco de sangue periférico
e linfonodo de um felino doméstico

Detection of Leishmania infantum in Peripheral Blood Smear and Lymph Node of a Domestic Feline
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ABSTRACT

Background: Cats can become infected and develop feline visceral leishmaniasis (LVF) and manifest variable clinical
signs. The diagnosis of the disease in this species has been made more frequently by means of serological and molecular
techniques. Different from what happens with dogs, the use of parasitological analysis of lymph node, in clinical practice,
for agent detection in felines are infrequent. Therefore, the aim of this study was to disclose the diagnosis of visceral
leishmaniasis in a domestic cat from the blood smear analysis and aspiration cytology of lymph node.

Case: An adult mixed breed queen, from the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul state, Brazil was referred for
clinical care due to the presence of a nodule, with approximately 4 cm, near the inguinal breast. Other parameters, on
physical examination, are within the normal range for the specie. For the investigation, additional tests were requested.
Eosinophilia was found in a complete blood count (CBC). The association between macroscopic characteristics and cyto-
logical findings allowed the diagnosis of inguinal lymph node hyperplastic. Furthermore, amastigotes of Leishmania sp.
were visualized both in the peripheral blood sample and in the analyzed material mass. The diagnosis of visceral leishmani-
asis and identification of specie of Leishmania was performed by PCR technique (Polymerase Chain Reaction), from the
detection of genetic material from Leishmania infantum. After diagnosis of the disease, the owner opted for the conduct of
animal euthanasia in the Zoonosis Control Center (CCZ), making impossible the realization of post-mortem examination.
Discussion: Hematologic changes described for cats with feline visceral leishmaniasis may be absent or multiple and vari-
able, such as for example, anemia, agglutination of erythrocytes, leukocytosis, leukopenia and thrombocytopenia, however,
isolated eosinophilia, identified in this report, has not been observed by other authors. The viewing of the amastigote forms
in blood smears is considered unusual. A study in which there were examined 1438 samples of dogs, the agent detection
did not exceed 0.28%. In cats, there is only one report, of a pancytopenic feline, describing this finding and corroborates
for the rarity of the observation of amastigote forms in peripheral blood feline of this report. The use of serologic and mo-
lecular methods for the diagnosis of disease in felids has been most frequently used, however, high titers of anti-Leishmania
antibodies associated with protective humoral immune response and degenerated genetic material of the amastigotes can
be detected by PCR techniques, not identifying active infection. The parasitological diagnosis by means of cytological
evaluation of lymph nodes is fast, low cost, presents high specificity and is frequently used in research of canine visceral
leishmaniasis, however, the use of this technique for the diagnosis of the disease in cats is still restricted to academic
environment. The identification of amastigotes in peripheral blood and lymph nodes, detected in this study, indicates the
possibility of using the blood test and, especially, the cytological examination of lymph node for parasitological research
of feline visceral leishmaniasis and highlights the need of studies to determine the sensitivity of these tests in this species.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zoonose infecto-parasi-
taria causada por protozodrios do género Leishmania
sp. que acomete diversas espécies de mamiferos [26]. O
parasito € transmitido vetorialmente por meio do repas-
to sanguineo de fémeas de flebotomineos, destacando-
-se, no Brasil, a Lutzomya longipalpis [22]. Os felideos
podem se infectar, desenvolver a leishmaniose visceral
felina (LVF) [28] e manifestar sinais clinicos varidveis
[3,17,20], porém, sua participagdo na epidemiologia
das leishmanioses ainda nao esta definida [12,16,19].

A detecgdo da infeccio tem se baseado prin-
cipalmente em testes soroldgicos e/ou moleculares
[19,24] sendo rara a descri¢do da visualizacdo de for-
mas amastigotas de Leishmania infantum em esfregaco
de sangue periférico [13] e poucos autores relataram a
identificagcdo do agente em linfonodo de gatos prove-
nientes de atendimento clinico [9,18,20,28]. Portanto,
objetivou-se com este trabalho divulgar o diagndstico
de leishmaniose visceral em um gato doméstico a partir
da anélise de esfregaco sanguineo e citologia aspirativa
de linfonodo.

CASO

Uma gata adulta nfo castrada e sem raga de-
finida, de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, foi
encaminhada para atendimento devido a presenca de
um nédulo, com aproximadamente 4 cm, préximo a
mama inguinal. Durante o exame fisico, os demais
parametros avaliados apresentaram-se dentro da nor-
malidade para a espécie. Exame hematoldgico e andlise

citoldgica da massa foram solicitados para investigacdo
clinico-laboratorial.

No hemograma observou-se eosinofilia e a
presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. no
citoplasma de neutréfilos (Figura 1A). Na avaliacao
citopatoldgica do ndédulo verificou-se marcada celu-
laridade heterogénea, com predominio de linfécitos
maduros e, em menor concentraco, linfécitos jovens,
plasmécitos, macréfagos e neutréfilos, associados a
corpusculos linfoglandulares, dispostos ao fundo da
lamina, confirmando a presenca de tecido linfoide. A
associacdo entre localizacdo, aspecto macroscépico
e caracteristicas microscépicas do nédulo permitiu
confirmar hiperplasia do linfonodo inguinal. Formas
amastigotas de Leishmania sp. livres (Figura 1B) e
intracitoplasmadticas também foram observadas.

Para identificacdo da espécie de Leishmania,
amostra de material aspirado do linfonodo foi encami-
nhada para andlise molecular. Por meio de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se os primers
e reacdes descritas por Cortes ef al. [5], confirmou-se
a presenca de Leishmania infantum no material ana-
lisado (Figura 2).

Apés o diagnéstico da doenca, o proprietario
optou pela eutandsia do animal no Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ), impossibilitando a realizacio de
exame post-mortem.

DISCUSSAO

Alteracdes hematoldgicas em gatos com LVF
podem ser inexistentes [15] ou mdltiplas e varidveis.
Anemia normocitica normocrdmica [7] e arregenerati-
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Figura 1. Formas amastigotas de Leishmania sp. (setas) em esfregaco de sangue periférico (A) e linfonodo (B) [Panético rapido, objetiva de 100x].
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Figura 2. Resultado da amplificagdo por PCR convencional
de amostra de aspirado de linfonodo de um gato doméstico
demonstrando reag@o positiva para Leishmania infantum. Pogo
1 - Marcador de pares de base “Low Molecular Weight DNA
Ladder” (New England Biolabs); Pogo 2 - Controle negativo; Poco
3 - Controle positivo (DNA de Leishmania infantum); Poco 4 -
Amostra de DNA extraida de aspirado de linfonodo de cdo positivo
para Leishmania sp. no exame parasitolégico. Po¢o 5 - Amostra de
DNA obtida apds aspira¢io de linfonodo do felino.

va [13,18], aglutinagao de eritrécitos [13], leucocitose
[16,17,20] associada ou nao a neutrofilia [11,20],
monocitose [11] ou eosinofilia [17], leucopenia
[7,16,18] por neutropenia [13] ou linfopenia [7] e
trombocitopenia [13,18] ja foram descritos. Contudo,
eosinofilia isolada, identificada neste relato, ndo foi
constatada por outros autores e pode estar associada
a reacdo do sistema imunoldgico ao parasita presente
nos tecidos, induzido pelo fator estimulador de colonia
- granulocitico macrofdgico (GM-CSF) liberado por
macréfagos [27].

A visualizagdo de formas amastigotas em ex-
tensdes sanguineas é considerada incomum [1] e ndo
excedeu 0,28% (4/1438) em amostras de caes analisa-
das por Giudice & Passantino [8], independente da fase
da doencga. Em gatos com LVF, dentre os trabalhos que
utilizaram o hemograma como exame complementar,
apenas Marcos ef al. [13] detectaram o agente em um
animal pancitopénico e corrobora a raridade da obser-
vacdo de formas amastigotas no sangue periférico do
felino do presente relato.

A utilizacdo dos métodos soroldgicos ou de
biologia molecular tem sido mais frequentemente
aplicados para detec¢do da infecgdo em felinos [19,24],
entretanto, a presenca de elevados titulos de anticorpos
anti-Leishmania sp. ou a detec¢do de material genético
do agente, em diferentes tipos de amostra, nao neces-
sariamente indicam a existéncia de infec¢do ativa, uma
vez que altos niveis de anticorpos em gatos podem
estar associados a resposta imune humoral protetora
[14] e amastigotas invidveis (degeneradas) podem ser
detectadas pelas anélises de PCR [21].

J4a o diagndstico parasitologico da leishma-
niose visceral, por meio de avaliacdo citoldgica de
linfonodos, € considerado rdpido, de baixo custo [10] e
apresenta especificidade de 100% [23]. Embora muito
frequente na investigacdo da leishmaniose visceral
canina, o uso desta técnica para o diagndstico da LVF,
narotina clinica, € pouco utilizada [9,19,21,30] e ainda
se restringe ao meio académico [2-4,6,25].

No presente trabalho, a identificacido de for-
mas amastigotas em sangue periférico e linfonodo,
confirmada posteriormente por PCR como Leishmania
infantum, indica a possibilidade de confirmagdo de LVF
por meio destas técnicas, mesmo sem manifestacdes
clinicas evidentes da doencga, e ressalta a necessidade
de estudos que determinem a sensibilidade desse mé-
todo de investigacdo nesta espécie.
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