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3. LV e o Diagnéstico Laboratorial

3.1. Como é realizada a microscopia para diagnoéstico laboratorial?

O ideal seria que os esfregagos de aspirados ou bidpsias (ver Segdo 2),
provenientes de centros de saide publica ou médicos de familia, fossem
examinados no dia de chegada ao laboratdrio. Se os exames sO puderem ser

realizados no dia seguinte, as laminas devem ser armazenadas secas, em
recipientes fechados, a temperatura ambiente.

Quando os esfregagos sdo preparados no préprio laboratério, devem ser
secados rapidamente (por exemplo, esfregando o lado inferior da 14mina com o
dedo, para aquecer o vidro ligeiramente e evaporar qualquer umidade) e, a
seguir, fixados em alcool metilico puro (metanol a 100 %), durante um minuto.
O alcool metilico deve ser armazenado em frascos perfeitamente tampados, a
fim de prevenir a absor¢do de agua da atmosfera.

Core as laminas com Giemsa, conforme descrito no Apéndice 5.

Examine os esfregagos corados pelo Giemsa usando uma objetiva de
imersdo em oleo de 100X. As amastigotas de Leishmania sdo muito pequenas,
arredondadas ou ovaladas, cerca de 3um x 5pum, e sdo detectados no interior ou
exterior das células fagéticas (macrofagos). Cada amastigota € formada por um
nucleo de cor vermelho-lilds, cinetoplasto menor, de cor mais pronunciada e
citoplasma azul claro. No caso da LV, a carateristica que estabelece o

diagnostico é a presenca de nucleo e cinetoplasto nesses organismos
(Diapositivos 25, 26 e 27).

Em  aproximadamente 50 % dos pacientes  gravemente
imunosuprimidos, como os iadividuos com infecgdo intercorrente pelo HIV, as
amastigotas de Leishmania podem ser detectadas mediante exame de esfregagos
finos ou gota grossa de sangu e periférico.

Com freqiiéncia, a sensibilidade do exame parasitologico pode ser
aumentada colocando assepticamente o aspirado ou material de bidpsia num
meio de cultura e examinanco o meio apds alguns dias. [O Apéndice 4 contem
uma descri¢@o da preparagdo e inoculagdo do meio de cultura.] A desvantagem
desse método € ndo poder fornecer um diagndstico imediato. Além disso, se os
técnicos de laboratorio ndo forem bastante habilidosos na preparagdo e
inoculagdo do meio com o material do aspirado ou da bidpsia, as culturas
podem ser facilmente contiminadas por bactérias ou fungos. Em geral, a
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Leishmania cresce na cultara como promastigotas flagelados, que nadam
livremente no meio, embora também possa se dividir em agrupamentos de
amastigotas (Apéndice 4, Diapositivo 28).

3.2.  Quais sdo os sinais hematologicos associados a LV?

Os exames hematolégicos laboratoriais tteis na detecgdo dos sinais de
LV sdo o hematocrito, para determinar o volume de hemécias sedimentadas, ou
volume globular (VG); a determinagdo de hemoglobina (Hb); a contagem de
leucdcitos (Apéndice 5); e determinagio da proteina sérica total.

Esses exames podem indicar:
Anemia, especialmente em casos de LV grave.

Diminuigéio do niimero de leucécitos (leucopenia), com contagem de
leucocitos totais inferior 2.0 x 10%/1.

Aumento na proteina sérica total (Diapositivo 29).

Uma taxa de sedimentagdo de eritrocitos muito alta (TSE) e niimero
reduzido de plaqueas (trombocitopenia), que levam a tempo de
coagulagdo prolongaclo.

3.3.  Que exames sorologi cos sio uteis no diagnéstico de LV?

Os exames soroldgicos disponiveis sdo o de formol-gel (teste de
aldeido) em tubos de ensaio ou Idminas (Gtil na auséncia de outros exames); o
exame de aglutinagdo direta (TAD); o teste de imunofluorescéncia indireta
(IFT); e o teste imunoenzimatico (ELISA). Esses exames sdo descritos, em
detalhe, nos Apéndices 6 (teste de formol-gel), 7 (TAD), 8 (IF1) e 9 (ELISA)
(Diapositivos 30, 31, 32 e 33).

Os testes de formol-gel e aglutinagdio direta (contanto que se use uma
fonte padronizada confiavel de antigeno TAD) podem ser realizados fora do
laboratério, nos centros de atengdo primaria de saiade. O IFI e o ELISA exigem
instalagdes laboratoriais e muaterial mais sofisticados. Entretanto, estdo sendo
desenvolvidos testes rapidos ELISA ou de “dipstick”, para uso em centros de
atenc¢do primaria de saide, ou em casa.
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3.4. Que métodos de diagnostico devem ser usados no acompanhamento
dos pacientes tratados?

Na auséncia de melhora clinica e/ou hematoldgica no paciente tratado,
ou nos casos de recidiva clini ca, serd necessario repetir os testes de diagnostico
parasitologico, a fim de determinar se o parasita ainda estad presente. Os
pacientes com parasitologia positiva devem ser tratados com um esquema
terapéutico modificado, uma droga de segunda escolha, ou uma combinacdo de
drogas (ver Secdo 4).

No caso de pacientes com boa evolugdo clinica, uma resposta alérgica
de hipersensibilidade celular retardada positiva (intradermorreacdo de
Montenegro; Apéndice 10, diapositivo 34) confirmara a cura.

3.5. Quais sdo os servigos e o material minimo/especial necessarios para
o diagnostico laboratorial?

Para o exame microscopico dos esfregagos corados: microscopio com
objetiva de imersdo em 6leo de 50X ou 100X, ldminas de microscopio, bandejas
para corar, seringas (10 ou 20 ml), agulhas, alcool metilico, cloreto de sddio,
fosfato dissddico hidrogenad), corante de Giemsa.

Os Apéndices 4 - 10 apresentam outros materials e servigos necessarios
para os exames parasitolégicos, soroldgicos e hematoldgicos.





