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PREFACIO

A leishmaniose é uma importante doenga de impacto na saude
publica e de notificacdo obrigatéria. Tendo em vista o recente primeiro caso
de leishmaniose visceral humana no Parand e a constatacdo de cdes com
sorologia positiva em territério paranaense, é necessario que os Médicos
Veterinarios estejam atentos para o diagndstico.

O Conselho Federal e os Conselhos Regionais de Medicina Veterinaria
vém conquistando o reconhecimento da sociedade pelo desempenho do
Médico Veterindrio como agente promotor de saude.

As Resoluc¢des n® 287/98 e n° 218/97 do Ministério da Saude incluem
o Médico Veterindrio como profissional legalmente reconhecido como
atuante na promoc¢do da salde. Hd muitos anos os Médicos Veterinarios
compdem os quadros de funciondrios das Vigilancias Epidemioldgicas
municipais, estaduais e federal. Em 2011, o Ministério da Saude publicou
a Portaria n° 2.488 incluindo o Médico Veterindrio no Nucleo de Apoio
a Saude da Familia (NASF) com o objetivo de ampliar a abrangéncia e o
escopo das a¢des de atengdo basica a saude. O Médico Veterinario atua na
promogao e na protec¢do da salde no ambito individual e coletivo, ajudando
na prevencao de agravos, diagndstico, tratamento, reabilitacdo, reducao de
danos e na manutencdo da saude.

Alguns exemplos de ag¢des desenvolvidas pelos profissionais que
compdem a equipe do NASF: desenvolvimento de projetos de saide com
base na vulnerabilidade dos individuos frente a animais e demais riscos
ambientais no territério, avaliagdo dos fatores de risco a saude relativos
a interacdo entre humanos, animais e o meio ambiente no domicilio e
areas circunvizinhas, intervenc¢des no territério e na saude de grupos
populacionais e da coletividade, prevencdo e diagndstico situacional de
riscos de doengas transmissiveis por animais vertebrados ou invertebrados,
controle de doencgas de carater antropozoondtico, identificagdo de condigdes
socioambientais propicias a proliferacdo de vetores de doencas, pragas
urbanas e animais sinantrdpicos, acdes de prevengao e promocao da saude,



construcdo conjunta de projetos terapéuticos, educacdo permanente.

Como a composicdao do NASF é definida por gestores municipais a
partir dos critérios de prioridade conforme os dados epidemioldgicos e as
necessidades locais, o Estado do Parana, por meio do Sistema CFMV/CRMVs,
Sindicatos, Associa¢des e do proprio Médico Veterinario, principalmente
em nivel de Conselhos Municipais de Saude, deve sugerir a inclusdo de mais
Médicos Veterindrios no NASF.

Além do Médico Veterinario atuante nas Vigilancias Epidemiolégicas
e no NASF, é importantissimo que o Clinico de pequenos animais saiba
identificar a doenca (leishmaniose visceral e tegumentar), para notifica-
la e, observando o Cédigo de Etica do Médico Veterinario, bem como os
principios basicos de saude publica, legislacdo de protecdo aos animais e
normas do CFMV, promover a eutanasia dos casos devidamente justificados,
enquanto tal medida se fizer necessaria no Brasil.

Esta cartilha foi cuidadosamente desenvolvida por uma equipe
técnica, com a coordenacdo da Professora Doutora Vanete Thomaz Soccol,
preocupada em fornecer o maior detalhamento sobre a leishmaniose
tegumentar e visceral. Sdo abordados temas como agente etioldgico,
ciclo, transmissdao, patogenia, sinais clinicos, diagndstico e eutandsia, de
acordo com a bibliografia mais atualizada e de acordo com as pesquisas
epidemioldgicas regionais. Fotografias e modelos de fichas foram
disponibilizados para facilitar a rotina clinica dos Médicos Veterinarios
Paranaenses. Desta maneira, espero que todos os Médicos Veterinarios e
outros Profissionais interessados encontrem as informacdes que necessitam
para o melhor desempenho de seus trabalhos e para a melhoria do status
sanitario da leishmaniose no Estado do Parana.

Nossos agradecimentos a toda a equipe envolvida no
desenvolvimento deste trabalho.

Méd.Vet. Eliel de Freitas
CRMV-PR n° 00826
Presidente CRMV-PR
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LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose com
distribuicdo mundial. O parasito é transmitido ao hospedeiro vertebrado
(animais selvagens, canideos domésticos e homem) pela picada do
inseto vetor. Os vetores sdo fémeas de Lutzomyia spp., pertencentes a
familia Psychodidae, subfamilia Flebotominae. Mais de 40 espécies de
flebotomineos estdao presentes no Estado do Parand, com predominancia
de Lutzomyia neivai e Lu. whitmani.

Nas areas endémicas onde a LTA ocorre em humanos, com
frequéncia os cdes domésticos podem estar infectados. A participacdo de
animais domésticos no ciclo epidemioldgico da LTA é conhecida desde o
século XX.

A primeira notificacdo de LTA no Estado do Parana foi feita por
Rabelo em 1917. Na década de 40, Pessoa & Barreto notificaram varios
casos da doenca na regido norte do Parand. Miranda et al. nos anos 50
assinala casos na regido do Vale do Rio Ribeira. Portanto, a LTA é endémica
no Parana e vem sendo notificada anualmente. No final dos anos 80, nos
anos 93-94 e 2001 apresentou surto epidémico. Na regido central do Estado
a doenca tem notificacdo mais recente. Portanto sdo trés as principais areas
de transmissdo: Vale do Rio Ribeira, norte-noroeste do Estado do Parana e
regido central.

Agente etiologico

Os agentes etioldgicos pertencem a familia Trypanossomatidae,
género Leishmania Ross, 1903. No Brasil, 10 espécies ja foram descritas,
sendo que sete podem afetar o homem e animais (L. (V.) braziliensis, L. (L.)
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amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi, L.
(L.) infantum) e trés, apenas animais (L. enriettii, L. deanei, L. forattini).
O parasito é intracelular obrigatdrio nos hospedeiros vertebrados e
nos vetores estdao no intestino, portanto sdo dimérficos e heteroxenos;
e Forma promastigota (flagelada): encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor ou em meios de cultura (NNN, CCS)
(Fig. 01);
e Forma amastigota (aflagelada): presente nas células

do sistema monocitico fagocitario (SMF) dos hospedeiros
vertebrados (Fig. 02).

Fig. 01: Promastigotas. Fig. 02: Amastigotas.
Foto: Vanete Thomaz Soccol Foto: Jodo R. Ruthes

Espécies de Leishmania: seus vetores,
reservatorios e distribuicao geografica

Agqui serdo apresentadas apenas as trés espécies que possuem mais
ampla distribuicdo geografica e com maior nimero de casos registrados.

Leishmania (Viannia) braziliensis

Distribuicdo geografica: possui ampla distribuicdo, indo do sul do
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Para ao nordeste do Brasil, atingindo também o centro e o sul do pais. Na
Amazonia, a infec¢do é usualmente encontrada em areas de terra firme.
Reservatdrio: cdo, raposa, equino, mula, roedores domésticos ou
sinantrdpicos e outros presentes no peri-domicilio;
Vetores: Lutzomyia whitmani, Lu.intermedia, Lu. pessoai, Lu.
migonei, Lu. wellcomei. A espécie vetora pode ser diferente dependendo da
distribuicdo geografica dos flebotomineos.

Leishmania (Leishmania) amazonensis

Distribuicdo geogrdfica: florestas primarias e secundarias da regido

Amazonica, principalmente em areas de igapd e floresta tipo “varzea”. Sua
presenca amplia-se para o nordeste (Bahia), sudeste (Minas Gerais e Sdo
Paulo) e centro-oeste (Goias).

Reservatério: roedores selvagens (“rato-soia” - Proechimys, além de
Oryzomys, que as vezes apresentam parasito na pele sem lesGes cutaneas).
Tem sido observada também em marsupiais.

Vetores: Lutzomyia flaviscutellata, Lu. olmecanociva e Lu. reducta.

Leishmania (Viannia) guyanensis

Distribuicdo geogréfica: Limitada ao norte da bacia amazOnica

(Amapda, Roraima, Amazonas e Para), estendendo-se pelas Guianas, é
encontrada principalmente em florestas de terra firme (areas que nao
alagam no periodo de chuvas).

Reservatério: Bicho-preguica (Choloepus didactylus), tamandua
(Tamandua tetradactyla), marsupiais e roedores. A infec¢do animal
é geralmente inaparente (verdadeiros reservatorios), com parasitos
encontrados na pele e visceras.

Vetores: Lutzomyia umbratilis, Lu. anduzei.
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Transmissao

Ocorre pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas com
promastigotas. A presenca do vetor é essencial para a disseminacdo do
parasito. Nao ocorre transmissao do parasito de hospedeiro vertebrado
para hospedeiro vertebrado.

Ciclo evolutivo

A fémea de flebotomineo se infecta ao realizar a hematofagia em
um reservatoério (mamiferos) infectado, ingerindo a forma amastigota.

Nointestino doinseto se transformaem promastigota, multiplicando-
se por divisao bindria simples.

Por fim ocorre a migracdo para a probdscida e pode ser inoculada
na pele do préximo hospedeiro vertebrado, quando do repasto sanguineo.

Apds a inoculagdo, os parasitos sdo fagocitados e assumem a forma
amastigota, iniciando novos ciclos de multiplica¢ao (Fig. 03).

F' Y

Divisdo no trato digestivo e
migragdo para a prosbéscide

N

Amastigotas se transformam em
promastigotas no trato digestivo

‘ Estagio de diagndstico
‘ Estdgio infectante
Fig. 03: Ciclo evolutivo da LTA.
Fonte: Adaptado de CDC.
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macréfagos) de vérios tecidos
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Vetor

Os vetores de Leishmania sp. sdo flebotomineos (Fig. 04), conhecidos
popularmente como: mosquito-palha, cangalhinha, flebétomo, arrepiado,
assadura, asa-da-palha, birigui, orelha-de-veado e tatuira.

Diferentemente de outros vetores que se desenvolvem em &agua,
estes se desenvolvem em solo umido, mas ndo molhados, ou em detritos
ricos em matéria organica em decomposicdo e com pouca luminosidade.

Possuem habitos noturnos, iniciando suas atividades apds o
crepusculo até ao amanhecer. Durante o dia vivem escondidos em buracos
ou troncos de arvores, nas casas, nos estabulos, canis, pocilgas, frestas,
fendas de paredes, lixo, entre outros (Fig. 05). Apresentam voo em zigue-

Zague.

% - T ;..': q,.l, '-_ |l= ...
Fig. 04: Flebotomineo fémea adulta ingurgitada. Fig. 05: Local propicio para desenvolvimento do vetor.
Fonte: Ministério da Saude Fonte: Italmar Teodorico Navarro

Caracteristicas morfoldgicas do vetor

Ambos os sexos sdo de cor castanho-clara ou cor de palha, corpo
piloso, cabeca fletida sob o térax arqueado, olhos grandes, pretos, afastados,
palpos nos cinco articulos e antenas com 16 articulos. Asas sdo hialinas,
grandes, lanceoladas, pilosas, em posi¢cdo ereta. Pernas sdo compridas. A
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extremidade posterior do abdémen é bem diferenciada entre machos e
fémeas (em machos é bifurcada e nas fémeas a extremidade é levemente
arredondada). Os adultos medem de 2 a 3mm de comprimento. Existem
varias espécies de flebotomineos, de diferentes géneros (Psychodopygus,
Lutzomyia), que transmitem o parasito. Abaixo sdo descritas as espécies de
Leishmania e seus respectivos vetores.

Tabela 1 - Espécies de Leishmania e seus respectivos vetores.

Género e Espécie

Leishmania Vetor

Lu. whitmani

o Ps. welcomei
L. (V.) braziliensis o
Lu. neivai

Lu. intermedia

L. (L.) amazonensis Lu. flaviscutellata
L. (V.) guyanensis Lu. umbratilis
L. (V.) lainsoni Lu. ubiquitalis

Ps. ayrozai
L. (V.) naiffi Ps. paraensis

Ps. squamiventris
L. (V.) shawi Lu. whitmani
L. (V.) deanei Lu. furcate

Manifestacoes clinicas da LTA

Na LTA ha o aparecimento de pequena lesdo eritemato-papulosa
no local da picada do vetor, onde ocorre a multiplicagdo do protozodario
no interior dos macrdéfagos. Posteriormente forma-se um nédulo que da
origem a Ulcera. A lesdo possui formato arredondado, com bordas elevadas
e infiltradas, podendo ser Unica ou multipla, dependendo do numero de
picadas (Fig. 06).
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Alguns animais podem apresentar nédulos com aspecto tumoral na
pele ou mucosas. As lesdes geralmente sado de dificil cicatrizagdo. Estas nao
sdo pruriginosas nem doloridas, e em cdes se apresentam principalmente
em regides como saco escrotal, focinho (Fig. 07), boca, prepucio, e demais
areas rarefeitas ou ausentes de pelos, cuja exposi¢cdo da pele ao vetor é

maior.

5 B 9
Fig. 06: Ulcera classica de LTA em orelha Fig. 07: Ferida de LTA em processo de cicatrizagdo,
Foto: Rafael André Ferreira Dias regido de focinho.

Foto: Italmar Teodorico Navarro

Diagnéstico
Clinico

o Avaliar caracteristicas das lesdes de pele (localizada, Unica,
multipla);

¢ Ulceras com bordas elevadas em moldura;

¢ Fundo granuloso com ou sem exsudagao;

Ulceras indolores;

¢ No corddo linfatico podem se desenvolver nédulos que
ulceram, lembrando esporotricoses;

e Podem ser observadas pdpulas na periferia das lesdes.
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Epidemioldgico

Avaliar se:
¢ Animal é proveniente de drea endémica;
* Se o0 animal visitou areas endémicas;
e Verificar se o caso é autdctone.

Sorolagico
O teste recomendado para triagem no diagndstico de LTA é o Enzyme

Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Para confirmagdo do diagndstico
soroldgico deve ser feito um segundo exame.

SOROLOGIA NEGATIVA NAO DESCARTA A INFECCAO!

O exame parasitoldgico é o padrao ouro

Parasitoldgico

O exame parasitoldgico direto é o procedimento de primeira escolha,
por ser mais rapido, menor custo, facil execucdo e ser o exame de certeza.
Para a pesquisa direta sdo utilizados os seguintes procedimentos:

Escarificagao

Antes da colheita de material, deve-se fazer uma antissepsia com
agua e sabdo (Fig.08). A colheita de material pode ser realiza apds anestesia
local (Fig. 09), na borda interna da lesdo ulcerada recente, sem secregdo
purulenta, ou na superficie da lesdo ndo ulcerada, utilizando um estilete
descartdvel, lamina de bisturi ou palito de madeira, com extremidade em
bisel, previamente esterilizados.
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Apos a colheita, realiza-se a distensdo do material em lamina (limpa
previamente com alcool). Na medida do possivel, deve-se colher material
abundante para aumentar a probabilidade de confirmac¢do de diagndstico.
Ap0ds a confecgdo dalamina a mesma devera ser fixada em metanol por cinco
minutos e posteriormente encaminhada para laboratério de referéncia para
coloragao da lamina e pesquisa do parasito.

Fig. 08: Antissepsia da lesdo Fig. 09: Anestesia local na borda da lesdo
Fonte: Rafael André Ferreira Dias Fonte: Rafael André Ferreira Dias

Impressdo por aposig¢do (imprint)

O fragmento de tecido obtido em bidpsia deve ser comprimido
sobre uma lamina de vidro. Apds fixagdo e coloragdo com corante especifico
para protozoarios a lamina serd observada a microscopia dptica (400x).

Bidpsia para exame histopatoldgico, cultura do parasito ou PCR
(Reagdo em Cadeia Polimerase)

A bidpsia pode ser realizada com punch de 4mm de diametro ou em
cunha, com o uso de bisturi.

A histopatologia mostra que o sitio principal de reagdo é a
derme. Os parasitos, quando presentes, sdo encontrados em vacuolos
intracitoplasmaticos dos macréfagos ou nos espagos intercelulares, ou
isolados.




Manual Técnico - Leishmaniose Canina

O material obtido por bidpsia poderad também ser colocado em meio
de cultura (NNN, CCS) para multiplicacdo dos parasitos e facilitar a leitura ou
ainda ser macerado e inoculado em animais de laboratério.

Pungao aspirativa

Pode ser realizada na borda interna da lesao, utilizando uma seringa
de 5mL e agulha 25x8 mm, com 3mL de solugdo salina estéril com antibidtico
(Penicilina G potéssica 25.000 U + estreptomicina 100 pg/mL). O material
colhido por puncdo podera ser utilizado para esfregaco, inoculagdo em meio
de cultivo (NNN, CCS) ou em animais de laboratério. As laminas devem ser
fixadas em metanol para envio ao laboratdrio de referéncia, onde serd
corada e avaliada a microscopia dptica para pesquisa do parasito.

Inoculagdo em animais de laboratério

A inoculagdo em animais de laboratdrio é possivel, mas geralmente
é usada apenas em pesquisa. O animal de escolha é o hamster (Mesocricetus
auratus) para L. braziliensis e Balb C para L. amazonensis, e os locais de
preferéncia sdo as extremidades, principalmente na parte superior das
patas posteriores. O inéculo deve ser obtido a partir de uma suspensao
homogeneizada do material de biépsia em solucdo salina estéril. As lesGes
no hamster se desenvolvem tardiamente (a partir de um més).

Molecular

A pesquisa de DNA do parasito Leishmania pela técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) é amplamente utilizada para verificar a
presenca ou auséncia do DNA do parasita tendo a vantagem de diferenciar
as espécies de Leishmania. Para isso é necessario usar primers marcadores
especificos para cada espécie.
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Diagnostico diferencial

Vérios sinais clinicos da LTA podem estar presentes em outras
enfermidades, sendo necessdrio o diagndstico diferencial. As principais
patologias que podem ser confundidas com LTA sdo: linfoma, leucemia,
doencgas infecciosas, dermatite, pulicose, escabiose, foliculite, dermatite
alérgica, pododermatites, ndo desgaste das unhas, desnutri¢do, erlichiose,
endoparasitos, ectoparasitos, doencas cardiacas e intestinais cronicas,
trauma.

Tratamento

N3do ha, até o momento, nenhum tratamento eficaz para LTA em
cdes, visto que o animal permanece reservatério do parasito.

Quando o animal for diagnosticado com leishmaniose, o caso deve ser

notificado aos drgdos publicos citados, visto que esta é uma doencga de
notificagdo compulséria (ver anexos):

e ADAPAR

Ver IN 50, 24 DE SETEMBRO DE 2013

http://www.adapar.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=456
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LEISHMANIOSE VISCERAL (LV)

Nomes populares da LV: Calazar e Barriga-d’agua.

A LV tem ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo na Asia, Europa,
Oriente Médio, Africa e Américas.

O primeiro registro do caso humano da doenca no Brasil ocorreu
em 1913, quando Migone, no Paraguai, descreveu o caso em material de
necropsia de paciente oriundo de Boa Esperanga, Mato Grosso. A partir
de um estudo realizado para o diagndstico e distribuicdo da febre amarela
no Brasil, encontrou-se 41 casos positivos para Leishmania sp., sendo
identificados em laminas de viscerotomias praticadas post-mortem em
individuos oriundos das regides norte e nordeste do Brasil.

A seguir, Lu. longipalpis foi incriminado como vetor e foram
descobertos os primeiros casos da infecgdo em cdes.

Desde entdo, a transmissdo da doenga vem sendo descrita em varios
estados da Federacdo, principalmente nas regiées nordeste (nos anos 80) e
nos anos 90, nas regides sudeste e centro-oeste. Na regido sul do pais, a
LV foi registrada primeiramente no Rio Grande do Sul, com registros dos
primeiros casos canino e humano em 2008 e 2009, respectivamente. Em
Santa Catarina foi registrado somente LV canina.

No estado do Parana, a Leishmaniose Visceral Canina foi registrada
em 2013 e o primeiro caso de LV em humano foi confirmado em julho de
2015.

T8H7 - 18EH . 19E% - 3000
1¥E9 - 1904 2001 2070

Fig. 10- Distribuigdo especial de LV no Brasil de 1983 a 2010. Fonte: SINAN SVS
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Agente etiolégico

Leishmania sp.:
e Ordem Kinetoplastida
e Familia Trypanosomatidae
e Parasito intracelular obrigatdrio e heteroxeno
e Formas: amastigota e promastigota.
¢ Hospedeiros vertebrados: cdes, humanos e animais
selvagens
¢ Hospedeiros invertebrados: Lutzomyia longipalpis

Leishmania infantum (syn. L. chagasi)

Duas espécies de Leishmania pertencentes ao complexo Leishmania
(L.) donovani sdo causadoras de doenga visceral no mundo. Leishmania (L.)
donovanié o agente etioldgico presente naAsiael. (L.)infantum é encontrada
em paises da regido Mediterranea e nas Américas. Os reservatérios da LV
sdo os cdes (Canis familiaris) e raposas (Dusycion vetulus) e o vetor é Lu.
longipalpis (Fig. 11).

Fig. 11: Flebotomineo
Foto: GeniltonVieira/IOC/Fiocruz
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Transmissao

O vetor (flebotomineo) se infecta ao realizar a hematofagia no
hospedeiro vertebrado, ingerindo formas amastigotas. No intestino do
inseto se transforma em promastigota, multiplicando-se por divisdo binaria
simples. As formas promastigotas migram para a probdscida quando ja
podem ser inoculadas na pele do préximo hospedeiro vertebrado pela
picada. Apds a inoculagdo, os parasitos sao fagocitados e se transformam
em amastigota, iniciando novos ciclos de multiplicacdo.

Caracteristica marcante deste protozoario é o fato de parasitar o
compartimento fagolisossomal de fagdcitos mononucleares, conhecidos
como células hospedeiras.

A diferenga entre a LTA e a LV é que, na Ultima, os parasitos ou
macrdfagos parasitados podem se expandir e promover infeccdo em drgdos
distantes como figado, baco, medula éssea.

Patogenia

Na forma visceral as manifestacdes clinicas refletem o equilibrio
entre a multiplicacdo dos parasitos nas células do sistema fagdcito
mononuclear. Os parasitos se aderem rapidamente as células desse sistema
e se diferenciam em forma amastigota; a resposta imunitaria do individuo e
as alteracdes degenerativas sdo resultantes desse processo.

Os 6rgaos mais afetados sao: linfonodo, baco, figado, medula

Ossea e pele.
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Manifestacoes clinicas

E importante ressaltar que a leishmaniose visceral pode cursar de
forma assintomatica, oligossintomatica ou sintomatica. Cerca de 60% dos
cdes sdo assintomaticos, ou seja, nem todos os animais desenvolvem a
doenga. Os sinais clinicos podem demorar de meses a anos para se manifestar
apos a infecgdo. Apds a infec¢do a manifestagao clinica pode iniciar como
uma lesdo cutanea e, posteriormente, disseminar-se sistemicamente.

Caes assintomaticos: auséncia de sinais clinicos sugestivos da
infeccdo por Leishmania infantum (Fig. 12).

Caes oligossintomaticos: apresentacao de alguns sinais
clinicos como moderada perda de peso, lesdes de pele e/ou
pelos opacos (Fig. 13).

Caes sintomaticos: todos ou alguns sinais mais comuns da
doencga como (Fig. 14):

Sinais neuromusculares — paresia, convulsao, atrofia
muscular

Adenomegalia — linfonodo popliteo, pré escapular e
submandibular

Sinais oftalmoldgicos — blefarite, uveite,
conjuntivite, ceratite

Mucosa — palidez, epistaxe, Ulceras e nddulos

Derme — eritema, prurido, alopecia, hiperqueratose,

onicogrifose (Fig. 15)

Outros sinais — gastricos (vomito, diarreia),
insuficiéncia renal, artrose, abdominais (hepatomegalia,
esplenomegalia).
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Fig. 12: C3o assintomatico. Fig. 13: C3o oligossintomatico.
Foto: Luciana Chyio Foto: Luciana Chyio

Fig. 14: C3o sintomdtico. Fig. 15: Onicogrifose.
Foto: Luciana Chyio Foto: Luciana Chyio

Fig. 16: Descamagdo de pele e caquexia. Fig. 17: Descamagdo de pele e lesdo em articulagdo.
Foto: Luciana Chyio Foto: Vanete Thomaz Soccol
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Diagnéstico
Clinico

Evolucdo lenta e insidiosa. Muitas vezes confundido com sarna
demodécica

Epidemiolégico

Verificar se:
e Animal é proveniente de drea endémica;
* Se o0 animal visitou locais endémicos;
e Se 0 caso é autdctone.

Soroldgico

Durante muitos anos, para inquérito soroldgico canino no Brasil
eram utilizadas as metodologias: ensaio imunoenzimatico (ELISA) como
teste de triagem e reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como exame
confirmatério.

Atualmente, segundo a nota técnica conjunta No 01/2011 — CGDT -
CGLAB/DEVIT/SVS/MS, o diagndstico soroldgico para cies preconizado pelo
Ministério da Saude é o teste imunocromatografico denominado “TR DPP®
Bio-Manguinhos”, que é usado como exame de triagem, e o teste ELISA
indireto como exame confirmatdrio.

Teste triagem: TR DPP®

Teste confirmatoério: ELISA

O teste imunocromatografico TR DPP é um teste que segundo
a literatura apresenta sensibilidade de 93 a 100% e especificidade de 92
a 100%. Porém, alguns artigos ja mostraram que a sensibilidade do teste
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depende da situacao clinica do animal, sendo observada maior sensibilidade
de diagndstico em cdes sintomaticos. Em cdes assintomaticos a sensibilidade
registrada em diferentes artigos publicados variou de 12 a 47%.

A RIFI continua sendo uma técnica interessante especialmente para
o clinico pois apresenta sensibilidade de 90 a 100% e especificidade entre
80 a 100%.

Para um diagndstico correto, além dos testes soroldgicos, pode
ser realizado o exame parasitolégico, pois é o padrdo ouro. Os exames
soroldgicos indicam apenas que o hospedeiro entrou em contato com o
parasito.

Parasitolégico

O método parasitoldogico consiste na observacdo de formas
amastigotas em material bioldgico (punc¢do de linfonodo e medula dssea).
O material obtido é utilizado para a confec¢do de esfregaco ou impressao
em laminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculagdo
em animais de laboratdrio. As pung¢des hepaticas sdo sugeridas por
alguns autores, porém, sdo consideradas procedimentos invasivos e
exigem ambientes apropriados para a colheita, ndao sendo procedimentos
adequados para estudos epidemioldgicos em larga escala.

O exame parasitolégico apresenta 100% de especificidade,
porém a sensibilidade é varidvel de acordo com material colhido, o grau
de parasitemia e com o treinamento do técnico que realiza a leitura. E o
procedimento de primeira escolha, por ser mais rapido, de menor custo e
de facil execucdo.

Para a pesquisa direta sdo utilizados os seguintes procedimentos:
Impressao por aposi¢ao (Imprint)

Este método é realizado pela compressdo do fragmento de tecido,
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obtido por biépsia, sobre uma lamina de microscopia, depois da retirada
do sangue em uma superficie absorvente (papel filtro). As laminas devem
ser fixadas em metanol para envio ao laboratdrio de referéncia, onde serdo
coradas e avaliadas a microscopia dptica para pesquisa do parasito.

Pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF)

Pode ser realizada em linfonodos ou nddulos, utilizando uma seringa
grande e agulha fina (ex.: seringa de 10 ou 20mL e agulha de 25x8mm), com
1mL de solucdo salina estéril e antibidtico (Penicilina G potdssica 25.000 U
+ estreptomicina 100 pg/mL). O material colhido por punc¢do podera ser
utilizado para esfregaco, inoculagdo em meio e cultivo (NNN, CCS), ou em
animais de laboratdrio. Para a realizacdo da coleta é imprescindivel realizar
antissepsia criteriosa no local da pung¢do. As laminas devem ser fixadas
em metanol para envio ao laboratério de referéncia, onde serdo coradas e
avaliadas a microscopia dptica para pesquisa do parasito.

Bidpsia para exame histopatoldgico, cultura do parasito ou PCR
(Reagdo em Cadeia Polimerase)

O local onde sera realizada a bidpsia deve ser limpo com agua e
sabdo. A seguir, realiza-se um bloqueio anestésico com a infiltracdo de
lidocaina (Xilocaina®) a 2% para anestesiar o local.

Para o exame histopatolégico o material retirado por bidpsia deve
ser fixado em formol a 10%, em quantidade aproximadamente 20 vezes
maior que o volume do fragmento. O diagndstico confirmatério pela
histopatologia somente é dado quando se identifica o parasito nos tecidos.

O material colhido também podera serinoculado em meio de cultivo
(NNN, CCS) ou em animais de laboratdrio (ver item Isolamento do parasito
ou colheita de material para PCR).
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Molecular

A pesquisa de DNA do parasito Leishmania pela técnica de PCR vem
sendo amplamente utilizada para verificar a presenca ou auséncia do DNA
do parasito sendo utilizado primers especificos para L. infantum.
Diagndstico diferencial

A leishmaniose visceral canina deve ser diferenciada de erlichiose,
linfossarcoma, mieloma, seborréia, pénfigo e infec¢Ges fungicas sistémicas

assim como outras doengas que causam proliferacio do sistema
reticuloendotelial.

Tratamento

N3o ha, até o momento, nenhum tratamento eficaz para LVC, visto
gue o animal permanece como fonte de infecgao para o mosquito-palha.

Até o presente momento a recomendacdo é a eutanasia dos

cdes com dois testes soroldgicos positivos.

Todo cdo com sorologia positiva tem que ser submetido a
eutanasia, o que estd de acordo com a Resolugdo n? 1000, de 11 de
maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterindria — CFMV,
Capitulo 1, Artigo 3, inciso Il

O médico veterinario que realizard a eutandsia deve elaborar um
Termo de Consentimento do Proprietdrio para procedimento de eutanasia,
conforme a Resolu¢do CFMV n° 1071/2014. Caso o proprietario se recuse
a realizar a eutandasia, o médico veterinario deve lavrar um Termo de
Responsabilidade por Recusa a Eutanasia. O termo deve deixar claro que o
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proprietario esta ciente dos riscos a saude publica ocasionados pela recusa
da eutandasia e que tem conhecimento das sang¢des legais que Ihe podem
ser aplicadas.

Apds a eutandsia, o médico veterinario deve lavrar o Atestado de
Obito do Animal, conforme a Resolucdo CFMV n° 844/2006, a qual dispde
sobre o atestado de 6bito animal.

Conforme o Cddigo de Etica do Médico Veterinario é um dever do
médico veterindrio realizar a eutanasia nos casos devidamente justificados,
observando os principios bdsicos de saude publica (inciso XllI, artigo 6° da
Resolugdo CFMV n° 722/2002).

Quando o animal for diagnosticado com leishmaniose, o caso deve ser
notificado aos drgdos publicos citados, visto que esta é uma doenga de
notificagdo compulséria (ver anexos):

e SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE

Telefone CIEVS: 0800-643-8484
http://formsus.datasus.gov.br/site/formulario.php?id_aplicacao=5376

e SERVICO DISQUE NOTIFICA

Telefone disque notifica: 0800-644-6645

E-mail: notifica@saude.gov.br | Site: www.saude.gov.br/svs

e ADAPAR

Ver IN 50, 24 DE SETEMBRO DE 2013
http://www.adapar.pr.gov.br/modules/conteudo/conteudo.php?conteudo=456



mailto:notifica%40saude.gov.br?subject=
http://www.saude.gov.br/svs
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Ficha Epidemiolégica para Leishmaniose

Visceral

FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA LEISHMANIOSE VISCERAL

Data:
RG:

Encaminhamento: D CCz

RESENHA
Nome do animal:

Chv

Raga:

[ IPARTICULAR

Idade: Peso:

Pelagem:

Sexo: (M CIr

Nome do proprietario:

Endereco:

Bairro:

Municipio:

Procedéncia:

Estado:

ANAMNESE
Queixa principal:

Tratamento: [_|SIM [CInAo
Vacinaggo: [_|SIM [CInao

[CInAo

Vermifugagdo: [_|SIM
Ectoparasitos: |:|SIM
Qutras observagoes:

[CINAo

Se sim, qual?

Se sim, qual?

EXAME CLIiNICO
Temperatura:
Emagrecimento: DSIM
Mucosa:

[CInAo

Outros sinais clinicos:
D Epistaxe
D Erosbes e Uceras
|:| Alopecia (peri-orbital)
D Hepatomegalia

D Apatia

Observagoes:

D Onicogrifose

D Hiperqueratose
|:| Alopecia localizada
D Esplenomegalia

D Descamacgao

|:| Lesdes oculares

|:| Alopecia generalizada
|:| Linfonodo reativo
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Ficha Epidemiolégica para Leishmaniose
Tegumentar Americana

FICHA EPIDEMIOLOGICA PARA LEISHMANIOSE

TEGUMENTAR AMERICANA

Data: / /
RG:

Encaminhamento: DCCZ

RESENHA
Nome do animal:

Clhv

[ IPARTICULAR

Raga:

Idade: Peso:

Nome do proprietario:

Pelagem:

Clr

Sexo: D M

Endereco:

Bairro:

Procedéncia:

Municipio:

Estado:

ANAMNESE
Queixa principal:

[INnAo
[CInao
[CInAo
[CINnAO

Tratamento: DSIM
Vacinagéo: |:|SIM

Vermifugagéo: |:| SIM
Ectoparasitos: DSIM
Outras observagoes:

Se sim, qual?

Se sim, qual?

EXAME CLINICO
Temperatura:
Emagrecimento: DSIM
Mucosa:

[Inao

Outros sinais clinicos:
D Epistaxe
|:| Erosdes e Uceras
D Alopecia (peri-orbital)
|:| Hepatomegalia
D Apatia
Observagoes:

D Onicogrifose

|:| Hiperqueratose
D Alopecia localizada
|:| Esplenomegalia

D Descamagao

|:| Lesdes oculares

D Alopecia generalizada
|:| Linfonodo reativo
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Colheita de Material para Diagnéstico de
Leishmaniose

Colheita de soro

Para o diagndstico soroldgico da LVC é necessaria a colheita de
sangue em tubos sem anticoagulantes ou com ativador de coagulo para
separacao de soro e hemdcias. A qualidade do soro é fundamental para
evitar resultado falso positivo ou falso negativo. Material turvo, lipémico,
hemorragico ou com contaminagdo bacteriana podem comprometer o
resultado do exame.

Antes da colheita de sangue deve ser feita a contenc¢ao do animal,
evitando o estresse do mesmo, em seguida deve-se limpar a area para
colheita de sangue com alcool 70, secar com gaze esterilizada e pressionar a
area da veia com torniquete ou manualmente para ocluir o fluxo sanguineo
e proceder com a colheita de sangue.

As dreas mais indicadas para colheita de sangue sdo as veias jugular,
cefalica, safena lateral ou femural. Para cada drea de colheita de sangue ha
uma contencdo adequada para facilitar o procedimento.

Para colheita de sangue na veia cefalica ou safena lateral o animal
deve estar em decubito esternal, sendo contido por um assistente ficando
do lado oposto ao que sera puncionada a veia. A cabeca e o pescoco devem
ser imobilizados e segurar o membro toracico.

Para a colheita de sangue na veia jugular, quando o animal estiver a
campo deve-se colocar o brago na regido esternal do animal e coloca-lo ao
seu lado. Apds este procedimento, imobiliza-se os membros toracicos com
a mao na regido das articulacdes Uumero-carpo radial e com a outra mao
ergue-se a mandibula do cdo para cima e para tras estendendo.

Apds a colheita do sangue e a correta etiquetagem das amostras,
é fundamental e devem ser mantidas em caixas isotérmicas até a chegada

ao laboratério para separagdo do soro por centrifugagdo (1.300g por
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10 minutos). Apds a centrifugacdo o soro deve ser transferido para um
microtubo de 2mL, devidamente identificado, e armazenar o soro a 42.C
até o momento de envio para laboratdrio credenciado ou a execugdo do
exame. Para envio ao laboratério sdo utilizadas caixas isotérmicas com gelo
reciclavel, a caixa deve ser lacrada e identificada como material de risco
bioldgico. A quantidade de soro a ser enviada deve ser 100 a 500 pL.

Separagao de camada leucocitaria para cultura, pesquisa de
formas amastigotas ou rea¢ao em cadeia da polimerase

Para obtencdo de camada leucocitdria para isolamento do parasito
ou realizagdo da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), o
sangue deve ser colhido conforme metodologia descrita acima, porém os
tubos a serem usados sio com anticoagulante (EDTA para uso em PCR).
Apds colheita a amostra deve ser enviada em no maximo 48 horas para
laboratério credenciado. A amostra para cultura deve ser conservada
e enviada a temperatura ambiente, e se for para PCR, tem que manter
refrigerado e enviar com gelo devidamente identificadas como material de
risco bioldgico.

Isolamento do parasito ou colheita de amostra para PCR

Material de escolha:

1) puncdo de linfonodo - LN
2) liquido cefalorraquidiano - LCR
3) medula éssea - MO

A colheita de LN é feita por aspiragdao com auxilio de agulha de
calibre 23 ou 25. Primeiro o animal é contido e feito anestesia local. O local
a ser colhido deve ser limpo com alcool 70. Apds secar a darea com gaze
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esterilizada, insere-se a agulha no parénquima do linfonodo, puxa o émbolo
da seringa (de 20mL) em até no minimo 10mL de pressdo negativa. Apds a
retirada da agulha do linfonodo remove-se a agulha da seringa e o material
pode ser inoculado em meio de cultura ou preparar laminas para coloragado
especifica para pesquisa de formas amastigotas. O ganglio de eleicdo é o
popliteo, que em caso de LVC geralmente esta aumentado.

A colheita do LCR é realizada por punc¢do do espaco sub-aracnoideo
na regido do forame magno ou com os caes posicionados em decubito lateral
direito e com a cabeca flexionada em angulo aproximado de 90° em relagdo
a coluna vertebral. Com o dedo polegar esquerdo palpa-se o processo
espinhoso do éaxis, em sentido caudo-cranial, palpando e deslizando o
dedo até atingir o tubérculo dorsal do atlas, no qual o dedo fica apoiado.
Com a mao direita introduz-se uma agulha (espessura de 0,55 a 0,80mm e
comprimento oscilando entre 20 e 40mm), sem mandril, dependendo do
tamanho do animal, cranialmente ao dedo apoiado.

As pun¢oes de MO podem ser feitas na crista iliaca, trocanter maior
do fémur, area transiliaca e regidao epifisaria proximal do Umero. O animal
deve ser anestesiado, realiza-se uma antissepsia com dlcool 70. A posicdo
do animal para colheita deve ser de acordo com o local de elei¢do. Se
colheita no osso femoral ou tibial, deve-se manter o animal em decubito
lateral. Ja se a colheita for realizada na crista iliaca, deve-se manter o animal
em decubito ventral.

Para melhores resultados nas colheitas de LN, LCR ou MO a seringa
pode ser preparada com 0,5mL de soro fisioldgico esterilizado e contendo
antibioticos (penicilina G potdssica 25.000 U + estreptomicina 100 pg/mL).
Ap0ds a colheita da amostra o material deve ser inoculado em meio de cultura
(de preferéncia meio Novy, Neal e Nicolle — NNN) e enviado ao laboratério
em caixas isotérmicas e no maximo de 48 horas, ou ainda pode ser usado
para preparacao de laminas para pesquisa de formas amastigotas.
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Material de necropsia

Quando o animal for necropsiado os seguintes materiais podem ser
colhidos para isolamento do parasito: fragmento de baco, figado, ganglios
popliteos e medula.

Técnica de Escarificagdao e Coloragdo:

Material utilizado
e Luvas;
e Lanceta, estilete apropriados, devidamente esterilizados;

Gaze ou algodao;

Agua destilada ou solugdo fisioldgica;
e Laminas novas com borda fosca;

Esparadrapo.

Procedimento
e Fazer a limpeza da lesdo ou da pele com agua destilada ou
solucdo fisioldgica, usando gaze. Se o animal tiver mais de uma
lesdo, eleger duas lesdes mais recentes;
e Secar com gaze esterilizada;
e Com auxilio do estilete apropriado, escarificar trés areas
diferentes da borda interna de cada lesdo, de preferéncia na
area eritematosa de superficie integra que a circunda;
¢ |dentificar as laminas;
¢ Colher material rico em linfa, tendo o cuidado de comprimir
a lesdo para ndo sangrar;
e Fazer, em cada lamina, trés esfregacos em um sé sentido,
cuidando para ndo retornar com o estilete sobre o material ja
estendido para nao retira-lo de volta. O estilete deve ficar na
posicdo horizontal em relagdo a lamina. Obs.: havendo uma
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lesdo, fazer duas laminas com trés esfregacos, e se houver mais
de uma lesdo, fazer uma lamina de cada lesdo (duas), com trés
esfregacos;

¢ Proteger a lesdo com gaze e esparadrapo.

Coloracao de May-Grunwald-Giemsa

e Cobrir a lamina com metanol por 2 minutos para a fixagao;
e Em um tubo tipo falcon de 15mL, misturar 3 gotas do corante
Giemsa para cada 2mL de dgua destilada;

e Cobrir alamina com 15 a 20 gotas de corante May-Grunwald
por 3 minutos;

e Acrescentar 20 gotas de dgua destilada, homogeneizar e
deixar agir por 2 minutos;

e Deixar escorrer a dgua da lamina, apds cobrir com solucdo
diluida de Giemsa (preparada no inicio do procedimento), e
deixar agir por 10 minutos;

e Deixar escorrer o corante e lavar a lamina em dgua corrente;
e Secar a lamina em temperatura ambiente;

e Fazer aleitura em microscdpio dptico (objetiva de 100x) com

6leo de imersao.

Na observagao microscdpica, deve-se procurar formas amastigotas,
isoladas, ou intracelularmente, que se apresentam arredondadas ou de
forma ovdide, com citoplasma azul pdlido, nucleo excéntrico violeta, e
cinetoplasto em forma de bastonete de cor idéntica a do nucleo.

Pode-se observar também que as amastigotas podem se apresentar
no esfregaco sob formas tipicas e atipicas — sem nucleo; sem cinetoplasto;
com nucleo, mas sem cinetoplasto visivel; sem nicleo, mas com cinetoplasto;
arrebentamento de nucleo; arrebentamento de membrana citoplasmatica
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— forma em ponta de lanca. Podem também apresentar alteracdes em
tamanho, estando maiores ou menores; o cinetoplasto pode estar sob a
forma de bastdo, arredondadas ou puntiformes. No microscépio, formas
atipicas sdao achadas frequentemente. Em caso de duvidas, procurar a
observacdo de formas tipicas.

Resultado positivo: presenca de formas amastigotas de Leishmania.
Erros de técnica:

® Sangue: deve-se evitar a colheita do material com muito
sangue, porque o sangue dilui o material e a quantidade de
amastigotas diminui.

e Leucdcito: é encontrado em abundancia em lesdo
contaminada, geralmente por bactérias. Pode significar erro de
colheita, uma vez que os leucdcitos vao se concentrar mais no
centro da lesdo, lugar inadequado para a pesquisa de formas
amastigotas.

e Ma coloragao:
» Corante forte: geralmente o aspecto das estruturas
morfoldgicas fica com um azul intenso, o que atrapalha
uma boa visualizagado;

» Corante fraco ou pouco tempo de coloragdo: as
estruturas morfoldgicas ficam avermelhadas, o que
leva a uma dificil observacdo do citoplasma, nucleo e
cinetoplasto do parasito;

» Uso de agua destilada (ndo tamponada): a agua
destilada tem um pH acido e, se usada para a coloracao,
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as estruturas morfolégicas tendem a ficar muito
aciddfilas.
e Corante com problemas: a observacdo microscdpica, o
esfregaco apresenta grumos de corante que, quando em
demasia, qualquer estrutura contida no esfregago ndo fica
observavel.

Ultima atualizagdo: 29 de setembro de 2016
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