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APRESENTAÇÃO

A ciência é o caminho que nos leva a avançar com segurança em direção a soluções, 
o processo investigativo é inevitável para se conseguir uma solução paliativa ou definitiva 
para os diversos processos fisiopatológicos que acometem os animais. É com esse 
propósito que essa obra de “Investigação Científica e Técnica em Medicina Veterinária 
2” está sendo disponibilizada, um e-book que de forma primorosa passeia pelos mais 
diversos temas da ciência animal, trazendo reflexões científicas e esclarecimentos para os 
profissionais que trabalham nessa área tão nobre que a Zootecnia e Medicina Veterinária.

Os autores estão localizados nas mais diversas regiões do Brasil, conferindo 
diversidade aos assuntos abortados pelos pesquisadores. Os capítulos trazem consigo um 
apanhado de revisão bibliográfica e de experimentação cientifica sobre vários assuntos, 
como: radiologia e ultrassonografia, procedimentos anestésicos e cirúrgicos, viroses, 
ambiência animal, protocolos anti-helmínticos, exames hematológicos, tratamentos de 
tumores e alternativas de alimentação de ruminantes.

Percebe-se com os temas citados acima que é uma coletânea de assuntos de 
suma importância para atualização de estudantes e profissionais, que encontram nesses 
capítulos uma revisão diversificada das principais informações da medicina veterinária 
atual.  Tornando esse e-book como uma obra técnica cientifica a ser disponibilizada a 
todos aqueles que pretendem encontrar uma fonte confiável e objetiva sobre os mais 
diversos assuntos da ciência animal.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis

Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: O objetivo neste estudo foi discutir 
sobre a viabilidade do isolamento primário 
de Leishmania spp. em meio de cultura de 
Schneider suplementado com urina masculina 
a 2%. O isolamento primário e a manutenção 
de protozoários do gênero Leishmania são 
extensivamente empregados em ciências 
básicas e aplicadas. Devido à grande 
variedade de meios de cultura e de formas de 
suplementação, optamos por testar o uso do 
meio de Schneider suplementado com urina 
masculina a 2% para ser usado em nossa 
rotina laboratorial. Linfonodos submandibulares 
de 10 cães sororreagentes para Leishmania 
spp. por Dual-Path Platform (DPP®) e ELISA 
indireto foram usados nesse estudo. Cada 
linfonodo foi seccionado em duas partes: 
metade foi usada para imprint em lâmina de 
vidro para exame citológico e a outra parte foi 
macerada em placa de Petri com 700 µL do 
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meio de cultura. Posteriormente, 500 µL da suspensão de células foram transferidos para 
um tubo estéril contendo 20 mL de Schneider suplementado com urina masculina a 2% (pH 
7,2). Apenas uma subcultura foi feita 72 h após a inoculação. As culturas primárias e suas 
subculturas foram mantidas a 27º C por 15 e 12 dias, respectivamente, sendo que a cada 
72 h, eram centrifugadas e uma gota de cada sedimento era observada ao microscópio 
óptico (100x e 400x). Das 10 amostras examinadas, quatro foram negativas em ambos os 
exames, duas foram positivas somente por citologia e quatro foram positivas por citologia 
e isolamento em meio de cultura. Importante mencionar que houve contaminação em 20% 
das culturas e que as técnicas não discordaram entre si (p= 0,5000), apresentando um grau 
de concordância substancial (Kappa= 0,62). Assim, concluímos que o meio de cultura de 
Schneider suplementado com 2% de urina masculina é viável para o isolamento primário de 
Leishmania spp.
PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose visceral canina; cães; cultura de células; Saúde Única 

VIABILITY OF PRIMARY ISOLATION OF LEISHMANIA SPP. PROMASTIGOTES FORMS 

IN SCHNEIDER’S CULTURE MEDIUM SUPPLEMENTED WITH 2% MALE URINE

ABSTRACT: The aim of this study was to discuss the viability of the primary isolation of 
Leishmania spp. in Schneider’s culture medium supplemented with 2% male urine. Primary 
isolation and maintenance of Leishmania protozoa are extensively employed in basic and 
applied sciences. Due to the wide variety of culture media and supplementation methods, we 
chose to test the use of Schneider’s medium supplemented with 2% male urine to be used in 
our laboratory routine. Submandibular lymph nodes of 10 dogs seroreagent for Leishmania 
spp. by Dual-Path Platform (DPP®) and indirect ELISA were used in this study. Each lymph 
node was divided into two parts: half was used for imprinting on a glass slide for cytological 
examination and the other part was macerated in a Petri dish with 700 µL of the culture medium. 
Subsequently, 500 µL of the cell suspension was transferred to a sterile tube containing 
20 mL of Schneider supplemented with 2% male urine (pH 7.2). Only one subculture was 
performed 72 h after inoculation. The primary cultures and their subcultures were maintained 
at 27º C for 15 and 12 days, respectively, and every 72 h, they were centrifuged and a drop 
of each sediment was observed under an optical microscope (100x and 400x). Of the 10 
samples examined, four were negative in both tests, two were positive only by cytology and 
four were positive by cytology and isolation in culture medium. It is important to mention that 
there was contamination in 20% of the cultures and that the techniques did not disagree with 
each other (p = 0.5000), showing a substantial degree of agreement (Kappa = 0.62). Thus, 
we conclude that the Schneider’s culture medium supplemented with 2% male urine is viable 
for the primary isolation of Leishmania spp.
Keywords: Canine visceral leishmaniasis; dogs; cell culture; One Health
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1 |  INTRODUÇÃO 

Isolamento primário e a manutenção de culturas de protozoários do gênero Leishmania 

podem ser empregados em estudos de análise do metabolismo do patógeno e interação 

parasito-hospedeiro, identificação de fatores de virulência, desenvolvimento de novos 

fármacos, vacinas, imunodiagnóstico e identificação de novas espécies e genótipos.

Os meios mais comumente usados em cultura de promastigotas de Leishmania 

são RPMI-1640, NNN, alpha-MEM, M199, BAB e Schneider (SCHUSTER; SULLIVAN, 

2002). Embora tenha sido formulado para cultura de células de insetos, o meio de 

Schneider demonstrou ser viável no isolamento primário e na cultura de protozoários dos 

gêneros Leishmania e Trypanosoma (HENDRICKS; WOOD; HAJDUK, 1978) e, desde 

então, tem sido usado por alguns pesquisadores (HENDRICKS; WOOD; HAJDUK, 1978; 

HOCKMEYER et al., 1981; NEAL, 1984; NIÑO; CAMACHO, 2005; MADEIRA et al., 2006; 

SANTARÉM et al., 2014; SANTOS et al., 2018).

O soro fetal bovino (SFB) é um dos principais suplementos de cultura de células, mas 

seu uso tem sido criticado devido ao alto custo, à sua composição variável, às implicações 

éticas e à contraindicação de seu uso em processos de desenvolvimento para produtos 

de uso humano. Por isso, pesquisadores têm buscado suplementos livres de soro (serum-

free) (BRUNNER et al., 2010), como, por exemplo, a urina (HOWARD et al., 1991).

Deste modo, o objetivo neste capítulo foi verificar a viabilidade do isolamento primário 
de Leishmania spp. em meio de cultura de Schneider suplementado com urina masculina 
a 2% e discutir os resultados com outros achados na literatura científica. 

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Colheita de material

Linfonodos submandibulares de 10 cães independentemente de raça, sexo, idade e 
estadiamento clínico provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de Gurupi, Estado 
do Tocantins, foram usados nessa pesquisa. Os critérios de inclusão foram a presença 
de anticorpos anti-Leishmania spp. detectáveis pelo teste rápido Dual-Path Platform 
(DPP®), confirmados por ELISA indireto e aumento de volume de linfonodo submandibular 
(linfadenomegalia). As colheitas das amostras foram feitas durante o mês de setembro de 
2019.

Após a eutanásia, um linfonodo submandibular de cada animal foi colhido com o 
auxílio de pinça e bisturi. Cada linfonodo foi armazenado individualmente em tubo de 50 
mL estéril identificado. Entre a colheita das amostras de cada animal, a lâmina de bisturi 
era descartada e a pinça era flambada para evitar contaminação.

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente e conduzidas ao Laboratório 
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de Imunologia e Parasitologia (ImmunoPar), localizado na Incubadora de Empresas de 
Base Tecnológica (HABITE) da Universidade Federal do Tocantins (UFT), campus de 
Gurupi. O tempo estimado entre a colheita do material biológico e a inoculação em meio 
de cultura foi de 90 minutos.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 
Federal do Tocantins (processo 23101.005188/2018-87). 

2.2 Processamento das amostras

Dentro de cabine de fluxo laminar, cada linfonodo foi depositado separadamente em 
uma placa de Petri e seccionado ao meio com o auxílio de um bisturi estéril. Metade do 
linfonodo foi usada para imprint em lâmina de vidro (em triplicata) para exame citológico e 
o restante foi usado para o isolamento em meio de cultura de forma pareada. 

2.3 Método de isolamento de Leishmania spp.

Inicialmente, o meio de cultura de Schneider com penicilina (10 UI/mL) e estreptomicina 
(50µg/mL) foi suplementado com 2% de urina masculina e o pH foi ajustado para 7,2. 
Posteriormente, o líquido foi esterilizado por filtração em seringa acoplada a um filtro com 
poros de 0,22µm de diâmetro. 

Um total de 700 µL de meio de cultura foi adicionado a cada placa de Petri contendo 
metade de um linfonodo submandibular, o qual foi desagregado utilizando pinças dente 
de rato. Posteriormente, 500 µL da suspensão de células foram transferidos para um 
tubo estéril contendo 20 mL do meio de cultura e incubado. Esse primeiro inóculo foi 
denominado cultura primária. 

As subculturas foram feitas 72 h após as inoculações. As culturas primárias foram 
centrifugadas a 3.500 RPM por 7 minutos a 27º C. Em seguida, 500 µL da superfície do 
sedimento foram transferidos para um novo tubo contendo 20 mL do meio de cultura. A 
cada 72 h, as culturas primárias e suas subculturas eram centrifugadas e uma gota de 
cada sedimento era observada ao microscópio óptico (100x e 400x) para verificar se 
crescimento de formas promastigotas de Leishmania, o tempo de integridade da motilidade 
dos flagelos das promastigotas e se houve contaminação. As culturas primárias e suas 
subculturas foram mantidas em estufa a 27º C por 15 e 12 dias, respectivamente. 

2.4 Citologia 

As lâminas contendo os imprints de linfonodos submandibulares foram coradas por 
panótico rápido e observadas ao microscópio óptico com aumento de 400x e 1000x em 
óleo de imersão. 
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2.5 Análise estatística

Os testes de McNemar (p< 0,05) e coeficiente Kappa foram usados para verificar 
discordância e o grau de concordância entre os resultados da citologia e do isolamento 
de Leishmania spp. Para a classificação do coeficiente Kappa os seguintes intervalos 
foram adotados: 0 a 0,19 (concordância pobre); 0,20 a 0,39 (concordância razoável); 0,40 
a 0,59 (concordância moderada); 0,60 a 0,79 (concordância substancial), e 0,80 a 1,00 
(concordância quase perfeita) (LANDIS; KOCH, 1977)

3 |  RESULTADOS

Do total de 10 cães, formas amastigotas foram encontradas em amostras de imprint 
de seis cães (60%) e promastigotas foram isoladas em amostras de quatro cães (40%). 
Houve crescimento de formas promastigotas em 4/6 (66,7%) das amostras positivas por 
citologia. Não houve discordância entre o exame citológico e o isolamento em meio de 
cultura (p= 0,5000) e o grau de concordância entre ambos foi substancial (Kappa= 0,62) 
(Tabela 1). 

Resultado
Isolamento

Total McNemar
(p< 0,05) Kappa

Positivo Negativo

Citologia

Positivo 4 2 6
0,5000 0,62

Negativo 0 4 4

Total 4 6 10 - -

Tabela 01. Comparação entre os resultados de citologia e isolamento de Leishmania spp. em meio 
de cultura de Schneider suplementado com urina masculina a 2% a partir de amostras de linfonodo 

submandibulares de cães reagentes por Dual-Path Platform (DPP®) e ELISA indireto.

É importante mencionar que ocorreu contaminação em 20% das culturas primárias 
e suas respectivas subculturas. O tempo de integridade da motilidade dos flagelos das 
formas promastigotas variou de oito a nove dias, sem a realização de novas subculturas. 

4 |  DISCUSSÃO

O meio de cultura de Schneider suplementado com urina masculina a 2% para 
isolamento de Leishmania spp. a partir de linfonodo submandibular de cães sororreagentes 
para este parasito foi utilizado nesse estudo.

O meio de Schneider tem sido empregado em cultura de formas promastigotas de 
Leishmania, há décadas (HENDRICKS; WOOD; HAJDUK, 1978; HOCKMEYER et al., 1981; 
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NEAL, 1984; NIÑO; CAMACHO, 2005; MADEIRA et al., 2006; SANTARÉM et al., 2014; 
SANTOS et al., 2018). O SFB é uma das suplementações mais comumente utilizada em 
diversos meios de cultura de Leishmania com concentrações de 10 a 30% (HENDRICKS; 
WOOD; HAJDUK, 1978; NEAL, 1984; HOWARD et al., 1991; NIÑO; CAMACHO, 2005;  
MADEIRA et al., 2006; SANTARÉM et al., 2014; SANTOS et al., 2018). Contudo, o SFB 
tem sido criticado devido ao alto custo, à sua composição variável, às implicações éticas 
e à contraindicação de seu uso em processos de desenvolvimento para produtos de uso 
humano. Por isso, pesquisadores têm buscado suplementos livres de soro (serum-free) 
(BRUNNER et al., 2010), por exemplo, a urina de humanos e de outros animais (HOWARD 
et al., 1991; SHAMSUZZAMAN et al., 1999; SINGH; MOHAPATRA; SIVAKUMAR, 2000; 
SAMPAIO et al., 2002; NASIRI et al., 2013;).

Em 1987, pesquisadores adicionaram urato de sódio, ácido úrico e ácido cisteico, 
moléculas que compõem a urina de insetos, em meio de cultura e obtiveram êxito no 
crescimento de Leishmania donovani (HOWARD; SAYERS; MILES, 1987). Posteriormente, 
em 1991, diferentes concentrações de urina humana (1 a 16%) foram testadas em 
meio de Schneider. A concentração de 2% permitiu o crescimento de diversas espécies 
de Leishmania, incluindo Leishmania chagasi, Leishmania braziliensis, Leishmania 
guyanensis (HOWARD et al., 1991), presentes no Brasil. Desde então, a urina tem sido 
uma alternativa para suplementação de meio de cultura para Leishmania spp. 

Em estudo com o uso do meio RPMI-1640, os pesquisadores não encontraram 
diferença significativa no crescimento de L. donovani entre a suplementação com SFB 
a 10% e urina a 5% colhida de pessoas saudáveis. Por outro lado, o uso de urina a 5% 
colhida de pacientes nefropatas com diabetes mellitus induziu a uma maior curva de 
crescimento. Possivelmente, a proteinúria que ocorre nesses pacientes pode ter servido 
como fonte de aminoácidos, principais moléculas utilizadas para obtenção de energia 
pelo protozoário (SHAMSUZZAMAN et al., 1999). 

Urina de 46 adolescentes entre 15 e 17 anos (28 do sexo feminino e 18 do sexo 
masculino) foi comparada com SFB a 10% na suplementação do meio RPMI-1640 para a 
cultura de Leishmania tropica. O crescimento do protozoário ocorreu independentemente 
do sexo e do ciclo menstrual (ALLAHVERDIYEVA et al., 2012). Entretanto, urina de 
mulheres em período pós-menopausa promoveu resultados superiores em relação 
a urina de jovens do sexo masculino, ambas a 5% em meio de cultura M119 (SINGH; 
MOHAPATRA; SIVAKUMAR, 2000). Em um estudo com suplementação de RPMI-1640 
com citrato em diferentes concentrações (10 a 80 µg/mL) foi notado que a concentração 
de 20 µg de citrato promoveu maior crescimento de L. tropica, quando comparado ao 
grupo controle RPMI-1649 com SFB a 10%. Estes  autores concluem que o citrato parece 
interferir positivamente no crescimento do protozoário (ALLAHVERDIYEVA et al., 2012).

Em pesquisa comparativa de urina filtrada ou autoclavada a 2,5% e 5% colhidas de 
ovelhas e de camundongos, com SFB a 10% em meio RPMI-1640 para cultura de L. major 
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não foi evidenciada diferença significativa entre as concentrações testadas. Contudo, o 
crescimento do referido protozoário foi inferior no grupo da urina autoclavada. Portanto, 
há indícios de que altas temperaturas possam inativar fatores de crescimento presentes 
na urina; logo, o uso de urina autoclavada é contraindicado (NASIRI et al., 2013).(NASIRI 
et al., 2013)

Múltiplas subculturas de Leishmania podem reduzir as taxas de crescimento e 
infectividade do protozoário. Por isso, a infecção experimental de camundongos deve ser 
realizada periodicamente para que o patógeno retorne à sua atividade natural. Entretanto, 
a inoculação em camundongos apresenta algumas limitações, como a demora de meses 
entre a inoculação e o isolamento de Leishmania sp., gastos com manutenção e perda 
de animais, contaminação no momento da coleta de material biológico e insucesso 
no isolamento primário para uma nova cultura. Para minimizar o efeito das múltiplas 
passagens, o tempo de infectividade de L. tropica, Leishmania infantum, L. donovani e 
L. major cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% ou urina em 
diferentes concentrações (5 a 30%) foi comparado. Os autores concluíram que as taxas 
de crescimento do protozoário e de infectividade foram superiores em meio de cultura 
suplementado com urina (ALLAHVERDIYEV et al., 2011).

Em nosso estudo, Leishmania spp. foi isolada em 40% das amostras. Contudo, é difícil 
comparar nossos dados com os achados por outros pesquisadores, porque diferentes 
meios de cultura, suplementos, tecidos biológicos, quantidade de parasito, espécies 
e cepas de Leishmania spp. podem influenciar nos resultados. Por isso, o sucesso no 
isolamento de Leishmania sp. em culturas primárias pode ser considerado variável. 

Em amostras cutâneas de 66 pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana 
(LTA), os agentes etiológicos  L. braziliensis e L. guyanensis foram isolados em 86,4% 
das amostras cultivadas em meio NNN com solução salina com prolina como fase líquida 
(LOCATELLI et al., 2014). Ao inocular conteúdo aspirado de lesões de pacientes com LTA 
em três diferentes meios (NNN com Schneider suplementado com SFB a 20%; NNN com 
Schneider suplementado com SFB a 20% e urina a 2%; NNN com Schneider suplementado 
somente com urina a 2%), houve crescimento de Leishmania de 29 a 33% das amostras 
(SAMPAIO et al., 2002). Ao comparar sangue desfibrinado de galinha, boi, cavalo e 
ovelha em meio NNN com fase líquida de Schneider suplementado com SFB a 20%, os 
pesquisadores obtiveram isolamento em 50% das amostras (SANTOS et al., 2018). Com 
o uso do  meio NNN com Schneider suplementado com SFB a 10%, houve crescimento 
de Leishmania em linfonodo poplíteo (79,5%), cervical (88,9%) e mesentérico (63,0%) 
obtidos de cães com títulos de anticorpos anti-Leishmania spp. acima de 1:40 por reação 
de imunofluorescência indireta (RIFI) (MADEIRA et al., 2006). Aspirados de linfonodo 
de cães soropositivos inoculados em meio de ágar sangue com infusão de cérebro e 
coração promoveram o crescimento de Leishmania em 45,4% das amostras (TOLEZANO 
et al., 2007). Amostras de lesões de 95 pacientes com leishmaniose cutânea positivos por 
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citologia foram inoculadas em meio NNN com RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% 
e foi observado crescimento em 64% das culturas. Todos os isolados eram da espécie L. 
major confirmados por PCR-RFLP (KERMANJANI et al., 2017).

A contaminação ocorrida em 20% das amostras analisadas em nosso estudo está 
de acordo com outros achados na literatura (SAMPAIO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 
2010; SANTOS et al., 2018). Uma das amostras contaminadas foi proveniente de um 
cão que apresentava caquexia, alopecia, linfadenomegalia generalizada, onicogrifose, 
ceratoconjuntivite seca, esplenomegalia e extensas áreas de necrose cutânea. Muitas 
bactérias foram encontradas no imprint de linfonodo colhido do animal (Figura 1). Assim, 
possivelmente, o animal poderia estar em quadro de septicemia, o que teria causado 
a contaminação, apesar de o meio de cultura ser suplementado pelos antimicrobianos 
penicilina e estreptomicina. 

Figura 1. Imprint de linfonodo submandibular de cão sororreagente para Leishmania spp. por Dual-Path 
Platform (DPP®) e ELISA indireto corado por panótico rápido contendo grande quantidade de bactérias 

(seta). Aumento de 400x. 

Contaminação em isolamento primário e manutenção de culturas de células é 
um problema grave e frequente. Os principais antibacterianos utilizados são penicilina, 
estreptomicina e gentamicina usados de forma isolada ou associada (LOCATELLI et al., 
2014; KALANTARI et al., 2018; SANTOS et al., 2018; DIAS et al., 2020;). Contudo, a 
prevenção de contaminação fúngica no isolamento e manutenção de culturas de Leishmania 
spp. é mais complicada, porque os principais antifúngicos utilizados são anfotericina e 
nistatina, que são tóxicos para o protozoário. Em estudo recente, caspofungina 10µg/
mL demonstrou ser eficaz na prevenção de contaminação por Candida spp. sem que 
houvesse a interferência no crescimento de L. donovani (BHATTARAI et al., 2017).
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O tempo de motilidade de flagelo das formas promastigotas isoladas em nosso 
estudo variou de oito a nove dias. Contudo, esse resultado deve ser interpretado com 
cautela. A motilidade não significa, necessariamente, viabilidade nem preservação do 
metabolismo do protozoário, visto que diferentes meios de cultura e diferentes fases da 
curva de crescimento podem interferir na morfologia e na infectividade de L. chagasi 
(SANTARÉM et al., 2014). 

A ausência de discordância (p= 0,5000) e o substancial grau de concordância 
(Kappa= 0,62) entre os resultados da citologia e do isolamento primário de Leishmania 
spp. demonstram que o método utilizado em nosso trabalho pode ser empregado na 
rotina laboratorial. 

5 |  CONCLUSÃO

O meio de cultura de Schneider suplementado com 2% de urina masculina é viável 
para o isolamento primário de Leishmania spp. 
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