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Introduciao

Em margo de 1995, foi realizado um workshop sobre o controle da
leishmaniose visceral (LV) no London School of Hygiene and Tropical
Medicine. O workshop fez parte de um projeto de pesquisa financiado pela
Overseas Development Administration-ODA do Reino Unido, tendo sido
organizado e patrocinado conjuntamente pela Organizacdo Mundial da Saude-
OMS e Organizagdo Pan-Americana da Satde-OPAS, com apoio adicional da
Comissdo da Comunidade Européia e do International Development Research
Center do Canada.

O prop6sito do workshop era:

(1) Produzir um manual simples de controle da leishmaniose visceral
(LV) para comunidades, médicos, médicos veterinarios,
trabalhadores de saiude publica e pesquisadores.

(2) Disponibilizar amplamente o manual nas regides endémicas e
facilitar sua tradugdo aos idiomas locais.

(3) Aliar os esforgos de controle no Novo e Velho Mundos, e tornar o
manual aplicavel em ambos.

Existem muitas publicagdes que tratam do controle de doengas
infecciosas, ndo sendo est¢ o primeiro a focalizar a LV. Entretanto, duas
carateristicas do workshop internacional e do presente relatério sdo singulares:

(1) Durante o workshop, os subgrupos interativos definiram e
responderam 4 perguntas especificas que defrontam os que
trabalham nos diferentes niveis de controle da LV.

(2) O texto encontra-se dividido em se¢des, que correspondem as
diferentes fung¢des dos individuos.

O presente manual nio constitui um debate académico sobre os enigmas
da pesquisa. Foi projetado de maneira a fornecer um resumo utilizavel das
questOes praticas mais comuns dos que trabalham com LV. Tudo que é preciso
para usar o manual € consultar a se¢do do seu interesse. As Secbes 1 a 9 podem
ser utilizadas separadamente (com excecdo dos resumos relativos ao material,

no fim de cada segfo), mas, quando necessario, consulte as outras segoes
indicadas nas referéncias cruzadas.
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Na primeira tentativa com esse tipo de manual, € inevitavel que ocorram
erros e omissoes.

Por favor, envie suas sugestdes de aprimoramento do manual ou
solicitagdes de outro workshop sobre o tema a quaisquer dos seguintes
enderecos.

Jorge Arias OPAS/OMS
S.E.N. Lote 19
70800-400 Brasilia, DF
BRASIL
Telefone: +55-61 312-6518
Fax: +55-61 321-1922
Internet: jorge@opas.org.br

Philippe Desjeux Division of Control of Tropical Diseases
World Health Organization
CH-1211 Genebra 27
SUICA
Telefones: +41 22 791-3870/3903
Fax: +41 22 791-4777
Internet: desjeuxp@who.ch

Michael A. Miles Applied Molecular Biology Unit
Department of Medical Parasitology
London School of Hygiene & Tropical Medicine
Keppel Street
Londres, WCIE 7HT, Reino Unido
T:zlefone: +44 171 927-2340
Fax: +44 171 636-8739
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com resultado sorologico pesitivo deve ser eliminado, uma vez que certamente
¢ portador ativo da infec¢do e contribuira a disseminagio da doenca humana.

Em geral, os exames parasitologicos sdo menos sensiveis do que os
sorologicos, mas mesmo esses ultimos podem falhar, ndo detectando alguns
cées infectados, especialmente aqueles nos estagios iniciais da LV canina.

7.5.  Quais sdo as medidas necessarias de educagio de satide/publicidade?

A primeira prioridade € treinar profissionais de satde no desempenho
eficaz das fungdes necessdrias em cada nivel de controle da doenca
(trabalhadores de atengdo primdria a saude, médicos, técnicos de diagnéstico
laboratorial, médicos veterinarios, etc.).

As escolas e outras organizagdes (como as comunidades religiosas)
devem ser utilizadas como pontos de entrada nas comunidades, para informar e
motivar as comunidades a controlar a LV humana (e canina), explicando os
beneficios do controle.

Toda atividades de educagdo de saude deve ser acompanhada de apoio
clinico e intervengéo precoce.

Todos os meios de comunicagdo (cartazes, folhetos, radio, TV,
fotografias, videos) devem ser utilizados nas atividades de educagio de saude.

7.6.  Quais sio as medidas de controle prioritarias?

As intervengoes devem ser avaliadas em termos de custo e viabilidade.

A primeira prioridade ¢ o tratamento precoce dos casos de LV humana
identificados nas atividades de detecg¢do passiva.

A segunda prioridade ¢ o aprimoramento das atividades de detec¢o,
diagnostico e tratamento dos casos humanos, especialmente quando o Gnico
reservatorio ¢ o homem:.

A terceira prioridade é o treinamento do pessoal envolvido nas
atividades de controle.

Quando o vetor € reconhecidamente endofilico e o nlimero de casos é
alto, a borrifagdo intradomiciliar com inseticidas residuais é uma medida eficaz
de controle e a proxima prioridade.
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Quando os cdes domesticos sdo os hospedeiros reservatorios, questiona-
se, atualmente, a eficacia da detecg¢do e eliminagdo dos cdes infectados como
unica medida primdria de controle (ver Se¢do 9).

Os diferentes comporientes das campanhas de controle da LV devem ser
(a) coordenados e integrados (ver Segdo 8); (b) implementados na sua totalidade
(sem interrupgdes por falta de recursos); e (c) mantidos durante tempo
suficiente para terem o impacto esperado (em geral, varios anos, para a LV).

7.7.  Como integrar as medidas de controle da LV aos outros programas
de controle de doencas?

A borrifagdo intradomiciliar com inseticidas deve ser coordenada com
outros programas que visam controlar outras doengas transmitidas por

artropodes, como os vetores e malaria, doenga de Chagas, dengue, encefalite B
japonesa, etc.

O controle da LV canina deve ser integrado ao controle da raiva e da
hidatiose.

7.8.  Que medidas especi:is sio necessarias nas epidemias?

E indispensavel um plano local de ag¢do visando a sustar a epidemia.
Esse plano deve ser atualizado anualmente, a luz de novas informagdes. Deve
incluir dispositivos para angariar fundos e alocar recursos nacionais, regionais e
locais, para rapido diagnostico, tratamento e intervengdo. Quando o homem é o
Unico reservatorio, a primeira prioridade € o tratamento rapido e eficaz dos
doentes, a fim de sustar a disseminagio da epidemia. E indispensavel
implementar medidas de controle de vetores e reservatorios, contanto que se
tenham informagdes suficicntes acerca do ciclo epidémico. Uma medida
adicional de controle das epidemias ¢ a borrifacdo espacial por ultra baixo
volume (UBV) com insetic:das. O uso de UBV garante a redugio imediata,
embora de curta duragdo (apenas algumas horas) e dispendiosa, de grandes
populagdes de flebétomos. Para efeitos de mais longo prazo, ¢ necessario
repetir as borrifagdes a intervalos curtos (em geral, em dias consecutivos,
seguidas de borrifagdes uma ou duas vezes por semana, durante varios meses).
Os programas de conscientizagdo da populagdo devem empregar todos os meios
disponiveis (imprensa escrita, folhetos informativos, radio, cartazes, TV,
programas educacionais, etc.), em todos os niveis. A populagdo em risco deve
receber informagdes praticas acerca do diagndstico e tratamento.
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7.9.  Como avaliar o &xito dos programas de controle?

Pode ser dificil quantificar a diminui¢io do nimero de flebotomos e, por
si 80, essa quantificagdo ndo é suficiente para avaliar o éxito das medidas de
controle.

O melhor critério de avaliagéo é a reducdo anual do mimero de casos
clinicos na populag¢éo humana.

7.10.  Quais siio os servigos e o material minimo/especial necessarios nas

intervencdes de saiide publica (conduta de casos, controle de vetores
e cies)?

Estoques de drogas; formulérios de notificagdo; reagentes e material de
diagndstico; inseticidas residuais, material para protecdo individual; material
para borrifacdo de inseticides; treinamento, material didatico, folhetos, cartazes
e, se possivel, material aucio-visual para educagdio da populagdo; material e
reagentes para a eliminagdo humanitaria dos cées infectados.
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8. LV e o0 Ministério da Saude

8.1. Qual é a infra-estrutura e o quadro de pessoal minimo/especial
necessario nos niveis de aten¢io primaria, secundaria e terciaria de
sadde?

Nivel de Atencio Primaria. Em geral, corresponde aos postos de
saude, ambulatdrios e centros de atengdo primarias a saude, que deveriam ter
um trabalhador de saude. Essas unidades sdo responsaveis pela detecc¢do e
notificagdo dos casos suspeitos.

Nivel de Aten¢ao Secundaria. Sdo os centros de saude, que deveriam
ter médico, enfermeira, técnico de laboratério e equipe de controle de vetores e,
conforme o caso, pessoal de controle de reservatorios animais. Os centros de
saude sdo responsaveis pela confirmagédo e pelo tratamento de casos clinicos
suspeitos, bem como pelo controle dos vetores e, conforme o caso, controle dos
reservatorios. As unidades de aten¢do secundéria a satide devem assegurar o
acompanhamento dos pacientes tratados.

Nivel de Atencdo 'Terciaria. S8o os hospitais, que deveriam ser
responsaveis pela conduta dos casos graves que precisam ser internados. Os
hospitais sdo responsaveis pela coleta de dados e pela vigilancia ativa.

Nivel Central. E o Ministério da Saude, cujas responsabilidades
incluem:

— formulagdo das politicas de saide publica e das diretrizes de
implementagdo das estratégias nacionais;

— administragdo finariceira e analises de custo-eficacia;

— administracdo do pzssoal;

— fornecimento de materiais: drogas, inseticidas, reagentes para o
diagnostico, material de borrifag3o;

— treinamento;

— elaboragdo e distribuigcdo do material de treinamento;

— coleta, analise e divulgagao dos dados;

— supervisdo geral, avaliagdo do programa de controle e articulagio
com outros prograrnas de controle;

— medidas de controle de epidemias;

— cooperagdo bi- e multilateral;

— articulagdo com instituigdes de pesquisa.
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8.2.  Quais siio os servigos e o material minimo/especial necessarios para
cada atividade e em cada nivel?

As informagdes acerca do material e dos servigos necessarios em cada
nivel podem ser encontradas na se¢fo pertinente deste documento assim como
nos respectivos apéndices.

8.3.  Que material de educaciio de satide é necessario e como deveria ser
divulgado?

Qualquer possibilidade de educagdo de saude deve ser aproveitada, e o
material deve ser distribuido através de todos os meios de comunicagio de
massa. O alvo da educagdo de sa(ide deve ser cuidadosamente escolhido. As
pessoas precisam ter uma percepgdo clara das possivel vantagens do controle da
doenca. Deveriam ser enviadas diretrizes similares as descritas no presente
volume aos niveis apropriacos, as quais deveriam ser apoiadas por programas
de treinamento.

8.4.  Como pode ser assegurado o fornecimento de drogas, inseticidas e
reagentes essenciais?

(a) Incluindo as drogas necessarias de primeira e segunda linha na lista
de Drogas Esserciais.

(b) Negociando contratos competitivos de longa duragio para o
fornecimento de inseticidas.

(¢) Alocando recursos para as drogas e os inseticidas necessarios ao
controle da LV, em or¢amento separado, a fim de evitar interrup¢do
¢ manter a continuidade das medidas de controle.

(d) Quando possivel e especialmente no caso de epidemia, criando
uma forga-tarefa local para coordenar e supervisar a distribuicéo e
o0 uso de reagentes, drogas e inseticidas.

8.5.  Que recursos de apoio sdo necessarios para enfrentar a epidemia?

(a) Elaboragdo de um plano estratégico e designacdo da forca-tarefa.

(b) Mamter estoques de drogas, reagentes, inseticidas e material.

(¢c) Disponibilidade de pessoal de reserva para implementar o plano de
emergéncia.

(d) Apoio logistico, inclusive transporte.
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8.6.

8.7.

8.8.
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(e) Envolvimento répido das outras infra-estruturas: quando nfo existe
uma unidade especifica de leishmaniose, outras infra-estruturas
existentes de satde devem ser utilizadas, como a de maléria, etc.

(f) Formularios especiais para a notifica¢io de casos.

(g) Material de treinamento e educagéo de satde.

Que rede minima de notificacio/comunicacio da doenca ¢é
necessaria?

(a) O meio minimo essencial de comunicag¢do é a voz (telefone ou
radio), em todos os nivelis.

(b) Comunicag@o escrita adicional é necessaria, em todos os niveis
(courier, correspondéncia, fax).

(c) No nivel central, sdo necessarios computadores para a coleta e
analise dos dados (e para correio eletrdnico, e-mail).

Que atividades de monitoramento das atividades de controle sio
necessarias?

(a) Registro das variagdes no nimero de casos (por més e ano), como
mudangas na incidéncia, possivelmente, quando as flutua¢des na
populagdo sdo acentuadas, porém conhecidas a partir dos dados
censitarios.

(b) Controle externo de qualidade, para as atividades de diagndstico.

(¢) Acompanhamento dos pacientes tratados.

(d) Monitoramento do uso dos recursos.

(e) Monitoramento da disponibilidade de pessoal.

Quais sdo os beneficios da prevengio e do controle da doenca?

— Diminui¢do do custo de tratamento e hospitalizagio.
— Continuidade na renda familiar.

— Manutengdo da mao-de-obra e da produgio.

— Diminui¢éo da morbilidade e da mortalidade.

— Continuidade na educagdo das criangas.

— Auséncia de conseqiiéncias sociais.

— Auséncia de rupturas na comunidade.

— Manutengfo da rer da proveniente do turismo.

— Atengdo a satde mais eficaz em relagio a0 seu custo.
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9. LV e o Pesquisador

9.1. Sio necessarias mais pesquisas (aplicadas, basicas) em LV?

Sdo necessarias mais pesquisas basicas e aplicadas.

9.2. Caso afirmativo, quais deveriam ser os objetivos da pesquisa?

As necessidades prioritarias de pesquisa em LV sdo as seguintes:

(a)

(b)

(c)
(d)

(e)
(0
(2)
(h)
(i)
G)
(k)

Desenvolvimento de novas terapias (por exemplo: drogas ou
terapias imunoldgicas) para a LV humana, de preferéncia drogas
que possam ser administradas pela via oral, em dose unica ou
poucas doses, a Jrego baixo e sem efeitos colaterais significativos.
Produgdo de um exame de diagnéstico da LV, que seja simples,
especifico, rapido, barato e muito sensivel, para a deteccdo dos
anticorpos, de preferéncia para uso em campo.

Producgédo de vacinas eficazes contra a LV.

Identificagdo da estratégia sustentavel mais apropriada para o
controle do vetor (avaliagdo dos mosquiteiros impregnados de
inseticida).

Analise custo-eficacia das estratégias de controle da L'V.

Métodos aprimcrados de diagndstico e tratamento do PKDL.
Identificagdo e quantificagdo dos fatores de risco envolvidos na
aquisi¢do da LV.

Avaliag¢do do impacto da eliminacdo dos cdes (parasitologica e/ou
sorologicamente positivos) na transmissdo da LV.
Desenvolvimento de indicadores da densidade populacional do
vetor, para uso ¢m areas endémicas e epidemias.

Compreensdo dos mecanismos de resisténcia da Leishmania as
drogas.

Compreensao dos mecanismos das epidemias.

9.3. Qual é a ordem de prioridade dos objetivos de pesquisa?

A ordem de prioridade varia conforme as necessidades de cada pais.

Cada pais deve priorizar as atividades de pesquisa como melhor atender as suas
necessidades.
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As prioridades gerais de pesquisa e aquelas que terio maior impacto no

controle da LV sdo: desenvolvimento de novas drogas, novos métodos de
diagnostico e novas vacinas, aliado a estudos para analisar as intervengdes mais

eficazes em relagdo ao custo. Assim, as prioridades gerais de pesquisa sdo as
relacionadas no paragrafo 9.2, anterior.

9.4.

Quais sdo as fontes de financiamento dessa pesquisa?

Exemplos de fontes conhecidas de financiamento:

Governos nacionais e agéncias governamentais.

Commission of th: European Communities
Rue de la Loi 200

B-1049 Bruxelas

BELGICA

International Development Research Centre
P.O. Box 8500

Ottawa, K1G 3H9

Canada

National Institutes of Health
Bethesda, Maryland 20892-0425
Estados Unidos dd América

— Overseas Development Administration
94 Victoria Street
London, SWIE 7JI,
Reino Unido

— Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases

(TDR)

World Health Organization
CH-1211 Geneva 27

Suica

— The Wellcome Trust
183 Euston Road
London, NW1 2BE
Reino Unido
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Existem muitas outras fontes potenciais de financiamento, incluindo
organizagdes locais de caridade, patrocinadores comerciais e outras
organizagdes internacionais ndo-governamentais, as quais devem ser
investigadas quando se procura obter financiamento para pesquisa prioritdria.
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Apéndice 1

Distribui¢ao geografica da LV

61 paises

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

América Central e América do Sul (11)

Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Venezuela.

Europa (15)

Albania, Azerbaidjdo. Cazaquistdo, Chipre, Espanha, Franga, Georgia,
Grécia, Italia, Malta, Portugal, Tadjiquistdo, Uzbequistdo.

Sudeste Asiatico (10)

Afeganistdo, Arabia Saudita, [émen, Iraque, Israel, Jordania, Libano,
Oma, Republica Arabe da Siria, Republica Islamica do Ira.

Africa (20)

Algéria, Angola, Camardes, Chade, Djibuti, Egito, Eritréia, Etiopia,
Gambia, Guiné-Bissau, Malavi, Marrocos, Niger, Quénia, Republica
Arabe da Libia, Repiblica Centro-Africana, Senegal, Somalia, Sudao,
Tunisia.

Asia (5)

Bangladesh, China, india, Nepal, Paquistdo.
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LEISHMANIOSE VISCERAL ANTROPONOTICA

SUBCONTINENTE INDIANO

AFRICA ORIENTAL

DOENCA CLINICA

e Incubacio
¢ Distribuicio etaria

2 semanas a 6 meses

criancas, adolescentes, jovens adultos
(70 %, 5-30 anos)

masculino > feminino

semanas a meses
criangas, adolescentes, jovens adultos
(75 %, 5-30 anos)

masculino > feminino

o Sexo . .

o PKDL freqgiiente freqiiente

e Surto freqiientes, altos indices de mortalidade freqiientes, altos indices de mortalidade
S

LEISHMANIA

Espécies: L. donovani L. donovani

Locais: SFM/sangue/pele normal SFM/sangue/mucosa nasal/pele normal

VETOR

Espécies: P. argentipes P. orientalis/P. argentipes/P. celiae

Locais: intra- e peridomiciliar florestas de acacias + cupinzeiros

(casas e estabulos)
Reservatdrio seres humanos seres humanos
Bidotopo rural (aldeias) florestas de acacia

casas perto dos cupinzeiros

0t 96/INHSTAT/OHM
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Apéndice 2.3

LEISHMANIOSE VISCERAL ZOONOTICA

CHINA

AMERICA CENTRAL/AMERICA DO SUL

DOENCA CLINICA

e Distribuicio etaria
¢ SExG

e Surtos

95 % criangas < 10 anos
masculino > feminino
nao

70 %, criangas <5 anos
masculino > feminino
epidemias em areas suburbanas

Espécies de LEISHMANIA:

L. infantum

L. infantum (L. chagasi)

Espécies de VETORES:

P. chinensis
P. longiductus (peridoméstico)
P. major wui

Lu. longipalpis (peridomestico)
Lu. evansi

Espécies de RESERVATORIO

cao/Nyctereutes procyonoides

cdo/raposa/marsupiais

BIOTOPO

pequenas aldeias (rural)

pequenas aldeias (rural)
suburbano (condicdes sanitirias
deficientes)

12

0t 96/IWHSTA'T/OHM



Figuras A e B

Formatos de dois mosquiteiros confeccionados comercialmente para camas. O mosquiteiro retangular (A)
tem quatro pontos para amarrar e 0 mosquiteiro conico (B), apenas um. As se¢des a serem medidas para
calcular a area de cada mosquiteiro encontram-se indicadas nos desenhos.
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Apéndice 3
Impregnacdo de mosquiteiros com inseticida’

O inseticida sempre deve ser misturado com agua, e o mosquiteiro deve ser
deixado de molho na quantidade apropriada de solugéo, para que tenha a dosagem
necessaria depois de secar.

3.1.  Calculo da area do mosquiteiro a ser tratado.

Existe uma grande variedade de mosquiteiros, de confecgdo doméstica ou
industrial, de material grosso/'fino e forte/fragil (algoddo, nailon, poliéster e outros
téxteis), com diferentes temanhos de malha (nimero de furos/centimetro
quadrado), diferentes espessuras (40, 75, 100 denier), graus de resisténcia, cores,
tamanhos (de 8 m? a 25 m?) e formas (cOnicos, retangulares, meio-cubicos, com ou
sem entrada ou bainha).

Entretanto, dois tipos principais de mosquiteiros para camas sao
comercializados. Os mosquiteiros retangulares (Figura A) tém quatro pontos para
amarrar, enquanto que os c¢onicos sé tém um. E necessario medir as segdes
indicadas nas Figuras A e B, para poder calcular a 4drea de cada tipo de
mosquiteiro. No Brasil ainda existem mosquiteiros propios para redes.

3.1.1. Mosquiteiro -etangular (Figura A): determine a area de uma
extremidade (S1 = altura x largura, a x ¢), um lado (S2 = altura x
comprimento, a X b) e a parte superior (S3 = largura x
comprimento, b x c¢). A seguinte formula devera ser utilizada para
estimar a area total a ser tratada: S =2 x (S1 + S2) + S3.

3.1.2. Mosquiteiro c¢onico (Figura B): em geral, é pregueado na parte
superior, sendo um cilindro e ndo um cone. Portanto, meca a altura
(d), da parte inferior ao topo, e a circunferéncia, na extremidade
mais larga (e) A area total a ser tratada sera: S =e x d.

" O seguinte texto foi adaptado de:
WHO/VBC/85.914 e CTD/MAL/SG/VC/BG/93.1
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3.2. Quantidade necessaria de piretroide de qualidade técnica (ingrediente
ativo, i.a.) para tratar a rede (densidade-alvo do depésito):

— permetrina (CE 25 %): a concentrag@o da solugdo de tratamento deve ser
500 mg i.a./m?;

— deltametrina (CE 2,5 %): 25 mg i.a./m?;

~ cipermetrina (CE 10 %): 100 mg i.a./m?;

— lambdacialotrina (CE 2,5 %): 25 mg i.a./m’.

3.3. Cilculo da quantidade necessaria de piretroide para tratar o
mosquiteiro

Depois de determinar & quantidade necessaria de produto de qualidade
técnica (densidade-alvo do depdsito), use a seguinte formula para calcular a
quantidade necessaria de concentrado emulsionavel (CE):

densidade-alvo do depésito (g/m?) x area de filé (m?) x 100
% de ingrediente ativo no CE

E preferivel usar um coricentrado emulsionavel do que uma formulagdo em

p6 dispersavel em agua, porque adere melhor ao filé6 do mosquiteiro e ndo deixa pd
residual.

3.4. Impregnacio

— Num recipiente ndo absorvente, como um saco ou uma bacia de
plastico, coloque a quantidade de &gua necessaria para saturar o
mosquiteiro, sem escorrer. Um mosquiteiro confeccionado com filo de
algodao absorve uma quantidade consideravel de agua, enquanto que o
de nylon ndo € absorvente e, portanto, precisara de muito menos agua
para o tratamento com inseticida. Em geral, s3o necessarios 30 ml de
dgua/m’ de filo, parz. os mosquiteiros de algoddo, e 30 ml de 4gua/2 m?
de fil6, para os de nylon.

— Use luvas e misture cuidadosamente a quantidade calculada de
piretroide com a cuantidade predeterminada de agua, deixando o
mosquiteiro de molho (assegure-se de que a mistura cobre totalmente as
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fibras) no liquido (emulsdo de inseticida), até o filo estar totalmente
impregnado.

Remova o excesso de liquido esfregando e torcendo o mosquiteiro, a
fim de obter uma distribui¢do uniforme do inseticida, por todo o
mosquiteiro. O excesso de solugdo deve ser recolhido.

Deixe o mosquiteiro secar a sombra, numa area limpa, sobre uma
superficie ndo absorvente, como sacos de polietileno, na posigédo
horizontal, a fim de impedir que o liquido de impregnacdo escorra.
Também pode se deixar secar o mosquiteiro dentro de casa, sobre um
colchdo sem forrar. Nao use estendedor para secar o mosquiteiro.

Quando o mosquiteiro estiver seco, estara pronto para ser usado. O
mosquiteiro pode ser guardado durante alguns dias, em papel pardo de
embrulho, para uso futuro.

Precaucoes

Use luvas para evitar o contato do inseticida com a pele, especialmente
as mucosas. Em caso de contato acidental com o inseticida, enxagiie
com bastante agua e qualquer sensa¢do de queimadura desaparecera em
algumas horas, sem deixar seqiielas.

Mantenha todo material longe do alcance das criangas (para impedir o
contato com a boca).

Nao lave o mosquiteiro durante a época de transmissdo da doenga, caso
contrario, refaga o processo de impregnagdo apoés cada lavada. Embora
parte do inseticida permane¢a no filo, ¢ mais seguro repetir

cuidadosamente o processo de impregnagdo toda vez que o mosquiteiro
¢ lavado.

Ndo disponha de qualquer resto de solugéo de inseticida em lagos, rios
ou criadouros de »eixes, uma vez que os piretrdides sdo toxicos para os

animais de sangue frio.

So use mosquiteiro resistente ao fogo.
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Apéndice 4

Cultura de Leishmania a partir de aspirados ou espécimes biolégicos

Sempre que possivel, use meios de cultura a base de agar-sangue, como
para se obter o isolado inicial da Leishmania, uma vez que s3o os mais confidveis.
Na LV, os isolados sdo obtidos, principalmente, a partir de aspirados de medula
6ssea, baco ou linfonodo. O material aspirado € retirado de maneira asséptica, com
anticoagulante e inoculado num dos meios de cultura descritos a seguir. Néo
devem ser inoculados grandes volumes do aspirado de medula 6ssea ou bago, uma
vez que contem substincias que inibem o crescimento dos promastigotas de
Leishmania. Inocule, usando precaugdes assépticas, duas ou, no maximo, trés
gotas de aspirado de bago ou medula 6ssea, em cada tubo de cultura. Inocule
varios tubos e encube-os a 25°C, ou menos. Em geral, sdo necessarios 7-10 dias
para se obter um resultado positivo. As culturas que permanecerem negativas apos
dez dias devem ser repicadas em meio de cultura fresco e examinadas conforme

anteriormente descrito. Descare qualquer cultura que ainda estiver negativa apos
20 dias.

Receitas de meios de cultura
Solugdo Salina Tamponada com Prolina (PBSS)
Embora a PBSS ndo seja precisamente um meio de cultura, € componente

da maioria dos meios descritos a seguir. Assim, deve se ter um estoque de PBSS
sempre disponivel. Sua composi¢do € a seguinte:

KCl ) 0,4 gr
Na,HPO,.12H,0 0,06 gr
KH,PO, 0,06 gr
CaCl,.2H,0 0,185 gr
MgSO,.7H,0 0,1 gr
MgCl,.6H,0 0,1 gr
NaCl 8,0 gr
L-prolina 1,0 gr
vermelho de fenol 0,001 gr

agua destilada 1000 ml
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Dissolva os ingrediertes, um de cada vez, em aproximadamente 70 ml de
agua destilada. Ajuste o pH em 7.2 usando alguns cristais de Tris
(Tris[hidroximetil]-aminomerano), complete o volume até 1.000 ml, coloque em
frascos de tamanho conveniente, bem tampados. Esterilize em autoclave, a 121 ° C,
durante 15 minutos. De preferéncia, armazene a 4°C, embora a solucdo possa ser
guardada durante varios meses, em temperatura ambiente.

Meio “sloppy” de Evans

Um dos melhores meios de cultura para isolar a Leishmania de pacientes
com LV € o meio “sloppy” de Evans.

PBSS (ver anterior) 85 ml
Peptona bacteriologica 0,1 gr
Extrato de carne bovina 0,03 gr
Sangue desfibrinado cle coelho’ 15 ml
Agar (simples, sem nutrientes) 0,3 gr

Misture os ingredientes (omita o sangue desfibrinado de coelho) num
frasco com tampa de rosca. Esterilize em autoclave a 121 ° C, durante 15 minutos;
deixe resfriar até 50 °C adicione o sangue e, a seguir, uma solu¢do de gentamicina,
até uma concentragdo de 50 pg/ml de meio de cultura (por exemplo, 5 mg de
gentamicina em 100 ml de mzio pronto, conforme descrito acima). Misture bem e
coloque, em quanto ainda esia derretido, em tubos ou frascos estéreis adequados
(recomenda-se 3 ml num frasco de 7 ml de capacidade). Inocule profundamente o
material aspirado do paciente no agar “sloppy”.

Meio bifdsico de agar-sangue
(a) Meio NNN

Fase solida. Aquega 1.4 gr de agar (simples, sem nutrientes), 0,6 gr NaCl e
90 ml de 4gua destilada, juntos, num frasco. Mantenha o contetido bem misturado
até o agar derreter. Transfira o agar derretido para um frasco com tampa de rosca e
esterilize-o em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Resfrie a mistura até
50°C, adicione 10 ml de sangue desfibrinado de coelho, aos quais foram
adicionados 5 ml de gentamicina e, a seguir, coloque a mistura, ainda derretida, em

" Sangue de coelho coletada assepticamente e agitada com contas estéreis de vidro, para remover a fibrina.
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tubos ou frascos de cultura estéreis. Coloque os tubos ou frascos inclinados até que
o agar torne a endurecer e, a seguir, transfira-os ao refrigerador.

Fase liquida. Em geral, consiste da 4gua de condensacgdo que se forma ao
longo das paredes dos tubos ou frascos inclinados. Na pratica, no entanto, a
maioria dos técnicos acrescente uma fase liquida adicional, como PBSS ou mesmo
agua destilada. Nesse caso, nZo adicione mais do que 5 gotas ao condensado
obtido num frasco de 7 ml. Inocule o material do paciente na porgdo liquida do
meio de cultura.

(b) Meio USMARU (imeio de agar-sangue DIFCO)

Fase solida. 4 gr de base de agar-sangue ‘Bacto’ em 100 ml de 4agua
destilada. Prepare como o meio NNN, incluindo o sangue desfibrinado de coelho e
a gentamicina. A fase liquida tammbém ¢ idéntica 2 do NNN. "

Observacoes.
Uso de outros sangues, além do de coelho, nos meios bifdsicos.

Se ndo for possivel obter sangue de coelho, vale a pena tentar usar outro
sangue disponivel. Devem ser usados desfibrinados ou com anticoagulante, mas
sempre inativados pelo calor antes de serem usados e, se possivel, aumentando a
concentragdo do agar-agar, no meio de cultura, para 2 %.

Armazenamento. Armazene os tubos preparados a 4°C. Os meios de cultura
devem ser utilizados até uma semana apds serem preparados e,
de preferéncia, descartados apds trés semanas de
armazenamento a 4°C. Os meios de cultura que nio contém
sangue podem ser armazenados a temperatura ambiente,
durante varios meses.
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Apéndice 5

Coloracio por Giemsa e hematologia
Corante de Giemsa

Reagentes

e Solucdo de corante de Giemsa (por exemplo, BDH/Merck Ltd., Hunter
Boulevard, Magna Park, Lutterworth, Leicestershire, R66; Produto 35086).

e A qualidade do corante de Giemsa varia conforme o lote. Antes de ser utilizado,
cada novo lote deve ser verificado usando um organismo conhecido.

e Agua destilada tamponadz com fosfato, pH 7.2.

KH,PO, 0,7 gr
Na,HPO, 1,0 gr
agua destilada 1,0 litro

e Alcool metilico puro (Analar). Deve ser armazenado em frascos muito bem
tampados, para evitar a atsor¢do de agua.

Método

I Prepare esfregago firo como para os exames rotineiros de hematologia.

Assegure-se de que o esfregago tem uma boa area de leitura (fail) e que néo
alcanca a borda latera da [amina.

2. Deixe o esfregaco secar ao ar e fixe-o com élcool metilico, durante um
minuto.

3. Elimine o excesso de alcool metilico e coloque o esfregago de encontro a
[Amina sobre uma bandeja de corar.

4. Usando uma seringa de 20 ml e agulha romba, dilua o corante concentrado
de Giemsa 1:10 com :gua destilada tamponada. Misture bem e extraia o ar.

5. Infiltre cuidadosamerte o corante, usando a seringa e agulha, sob a lamina,

assegurando-se de que nenhuma bolha grande de ar ficou presa. Core
durante 25-30 minutos.
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6. Apos corar, enxagiie rapidamente as ldminas na 4gua corrente e deixe
escorrer na posi¢do vertical. Os possiveis parasitas devem ser examinados,
em maior detalhe, usando lentes de imersdo em dleo. As objetivas de
imersdo em 6leo, de 50X ou 63X, sdo muito Gteis no exame preliminar. Pelo
menos 1.000 campos devem ser examinados por um microscopista
qualificado.

Observacgoes:

Recomenda-se o método da seringa para a dilui¢do do corante de Giemsa
(paragrafo 4, anterior), pois assim que o corante é diluido na agua, inicia-se sua
precipitagdo, que ¢ acelerada pela exposi¢do ao ar. Portanto, essa diluicdo deve ser
preparada imediatamente antes de o espécime ser corado; ndo se deve corar usando
corante diluido de estoque. Além disso, quando o espécime é corado nessa
posigdo, na bandeja, se reduz a quantidade de precipitado, e qualquer precipitado
que houver desloca-se para longe do esfregago. Na procura de parasitas
intracelulares, ¢ importante que os esfregacos tenham sido corretamente corados.

E imprescindivel utilizar 4gua tamponada, com pH 7.2, para diluir o
corante empregado para parasitas sangiiineos. S6 ¢ possivel diferenciar o parasita
nuclear do material citoplasmatico nesse pH alcalino.

Determinagdo de volume globular (VG) (hematdcrito)

O volume globular (VG) é o percentual do volume sangiiineo ocupado
pelos eritrocitos. Um baixo VG é indicativo de anemia. Para determinar o VG, um
tubo capilar heparinizado ¢ enchido, diretamente, com sangue capilar (por
exemplo, de pungdio com lanceta no dedo ou orelha) ou com sangue venoso
coletado com anticoagulante. Uma extremidade do tubo é selada com Plasticina ou
por meio de calor. Use a acdo capilar para encher os tubos, deixando 10-15mm
vazios na ponta do tubo que ser selada. O tubo ¢ centrifugado numa centrifuga de
hematdcrito (a 12.000g), com a ponta selada do tubo encostada na borda externa de
borracha da bandeja de centrifugagdo. Centrifugue durante 5 minutos e leia o0 VG
no leitor de micro-hematocrito colocando a base da camada de hemacias no zero e
o topo da camada de plasma nas linhas 100. A posigdo da linha prateada é ajustada

para tocar na interface entre eritrocitos/leucdcito/plaquetas, e o volume globular é
lido na escala.



64 WHO/LEISHM/96.40

O VG (hematocrito) é a relagdo hemacias depositadas/volume de sangue.

Contagem de leucdcitos

Fluido para diluigdo cos leucocitos:

Acido acético glacial 2 ml
Azul de metileno a 1 % 1 - 2 gotas
Agua destilada até¢ 98 ml

Apos a lise dos eritrdceitos, corar os leucdcitos. Para a lise, adicionar 20 ul
de sangue a 0,38 ml de fltidos de diluicdo de leucécitos (1 em 20): misturar
cuidadosamente. Encher a camara de contagem do hemacitometro e deixar

descansar em camara umida, durante dois minutos. Contar todos os leucdcitos
numa area de 4 mm?.

Contagem de leucocitos

= n°de células contadas x diluicio x 10° = namero contado x 50 x 10%/1
volume contado (0,4)

Exemplos de contagens normais de leucdcitos, em diferentes grupos

etarios:
Grupo Etario Contagem normal de leucocitos
Criangas < 1 ano 6-18 x 10°/1
Criangas de 1 a 10 anos 5-14 x 10°/1
Adultos 4-11x 10°/1

Determinagdo de herioglobina (método de cianometaemoglobina)

Solugdo para dilui¢do do sangue (solugdo de Drabkin, pH 7.0 - 7.4)

Cianeto férrico de potissio 200 mg
Cianeto de potassio 50 mg
Di-hidro-ortofosfato ce potassio 140 mg
Nonidet P40 1 ml

Agua destilada até 1 litro
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Armazenar a temperatura ambiente, em cdmara escura (ndo congelar). Essa
solugdo é muito toxica.

A solugdo pode ser preparada dissolvendo comprimidos concentrados dos
componentes ou diluindo uma ampola do concentrado comercializado.

Adicionar 20pl de sangue coletado com anticoagulante a 4 ml de reagente,
misturar bem e deixar descansar a temperatura ambiente, durante trés minutos. A
densidade otica ¢ lida no colorimetro, em 540 nm, contra a solugdo do reagente.
Além disso, mede-se separadamiente a densidade 6tica de um padrio de referéncia
da cianometaemoglobina contra o reagente puro.

A concentragdo de hemcglobina (gr/l) € calculada da seguinte maneira:

Densidade 6tica do espécime do tzste X concentraciio do padrio X fator de diluicdo = 100
Deznsidade 6tica do padrdo

Variagdes normais:

Grupo Etario Concentrag¢ao de hemoglobina
Criangas de 1 a 6 anos 110 - 140 gr/l
Homens adultos 130 - 180 gr/l
Mulheres adultas 115 - 165 gr/l

Proteina sérica total

Reagente de Biureto:

Sulfato de cobre (5 E,0) 3 gr
Tartarato sodico de potassio 9 gr
Iodeto de potassio 5¢r
NaOH 24 gr
Agua destilada até 1 litro

eagente de tartarato alcalino:

Tartarato sodico de potassio 9 ¢gr
Iodeto de potassio Sgr
NaOH 24 gr

Agua destilada até 1 litro
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Adicionar 0,1 ml de soro a 5 ml de reagente Biureto.

Adicionar 0,1 ml de soro a 5 ml de solugdo de tartarato alcalino.

Deixar descansar os tubos de ensaio a temperatura ambiente, durante 30
minutos.

Calibrar o espectrdmetro com um filtro de comprimento de onda de 540

nm, usando 5 ml de reagente de Biureto, e subtrair o valor da densidade
otica da solugdo de tartarato alcalino.

A proteina total do espécime do paciente pode ser lida a partir da curva de
calibragdo preparada com cinco dilui¢des da solugdo protéica concentrada ou um
soro de controle contendo uma quantidade conhecida de proteina. Existem
solugdes concentradas liofilizadas, contendo quantidades conhecidas de proteina
total, disponiveis comercialmente.
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Apéndice 6

Teste de formol-gel

Adicione duas gotas de solugdo concentrada de formalina (40 % p/v) a
aproximadamente 1 ml de soro. No teste positivo, o soro fica branco e se solidifica,
formando um gel. No teste negativo, o soro ndo sofre qualquer mudanca e a
gelificacdo so ocorre apds algum tempo (30 minutos). A solidificagdo do soro, sem
esbranquecimento, € consideracda um resultado negativo para a LV.

O teste de formol-gel também pode ser efetuado com quantidades muito
pequenas de soro, numa lamina de vidro. Misture uma gota de soro e uma pequena
gota de solugdo concentrada de formalina e verifique se ocorre esbranquecimento e
solidificacdo do soro em gel.
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Apéndice 7

Teste de aglutinacio direta (TAD)

Organismo: Cultura in vitro de promastigotas de (uma cepa local de) L.
donovani / L. infantum / L. chagasi.

Reagentes:

Solugdo de Locke: Glicose 0,25 % (p/v)
Cloreto de sodio 0,9 % (p/v)
Cloreto de potassio 0,04 % (p/v)
Cloreto de calcio 0,02 (p/v)
Bicarbonato de sédio 0,02 (p/v)

Solugdo salina em citrato Cloreto de sodio 8.77 gr
Agua destilada (completar ate) 1000 ml
Ajustar o pH para 7.4 adicionando 0,056 M de
citrato tri-sodico (16,46 gr/1000 ml).

Diluente: Usar solucdo salina em citrato pH 7.4,

contendo 1 % (v/v) de soro fetal bovino
inativado pelo calor’ e 0,1 M de 2-mercapto-
etanol (0,2 M para os cées).

Preparacio do antigeno:

1. Coletar as promastigotas por centrifugacdo a 4000 g durante 10 minutos, a
4°C.
2. Lavar (5x) a resuspensdo em solugdo fria de Locke e centrifugar a 3.200g

durante 10 minutos, a ¢ ° C.

3. Preparar a solugdo de tripsina (0,4 % (p/v) tripsina 1:250 - Difco) em
solucdo de Locke, ajus:ar o pH para 7.7.

4. Adicionar a solugéo de tripsina as promastigotas sedimentadas, na propor¢do
de um volume de promastigotas para 20 volumes de solucéo de tripsina.

" O soro de feto bovino pode ser substitu do, no diluente, por gelatina a 0,2 %. Adicionar a gelatina a solugfo salina
em citrato para alcangar uma concentragé.o final de 0,2 % (p/v); aquecer a 56 ° C, durante 10 minutos, para dissolver
a gelatina; deixar esfriar a temperatura arnbiente e, a seguir, adicionar 2-mercapto-etanol.
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5.

10.

11.

12.

13.

Misturar completamente os promastigotas e, a seguir, incubar a 37°C,
durante 45 minutos.

Centrifugar a suspensdo (3.200g — 10 minutos) e, a seguir, lavar (5x),
conforme o paragrafo 2, anterior.

Resuspender o sedimento em solugdo fria de Locke, até uma concentragio
de aproximadamente 2 x 10® células/ml.

Adicionar o mesmo volume de formaldeido a 2 %, em solu¢#o fria de Locke.
Deixar descansar a 4 ° C, durante a noite.

Centrifugar a 3.200g ~ 10 minutos, a 4°C. Lavar o sedimento em solucio
salina em citrato fria. Re-suspender até a mesma concentragdo, conforme o
paragrafo 8, anterior.

Adicionar corante azul de Coomassie até uma concentrag¢do final de 0,1 %
(p/v). Misturar em agitador magnético, a velocidade moderada, durante 90
minutos.

Centrifugar (3.200 g - 10 minutos) e lavar o depésito (2x) em solucio salina
em citrato.

Resuspender em solugdo salina em citrato, contendo formaldeido a 0,4 %,
até formar o mesmo volume do paragrafo 10, anterior.

Armazenar a 4° C, protegido da luz. NAO CONGELAR.

Procedimento para realizar o teste TAD

1.

Usar placas de microtitulagiio com pogos em forma de “V” e néo de “U”.
Preparar as placas de microtitulagdo, preencher o formulério correspondente:
numero da placa, data e c6digo da amostra.

Diluir o soro a ser testado 1/100 com solugdo salina em citrato/FCS/2-
mercaptoetanol como diluente. Incubar a 37 ° C, durante 30 minutos.

No caso de placa de micrctitulagdo com 12 fileiras, pipetar 50ul de diluente
em cada pogo, com exceg¢do do pogo n° 2.

No pogo n° 2, pipetar 100 nl da dilui¢do 1:100 do soro sendo testado (ver
paragrafo 1, anterior).

Transferir 50 pl do pogo n° 2 ao pogo n° 3, misturar e, a seguir, transferir
50 ul do pogo n® 3 ao pogo n° 4. Continuar essa opera¢io em série, em toda
a placa, descartando os 50 pl retirados do po¢o n® 12, no fim da placa.

Os soros de controle positivo e negativo devem ser sistematicamente
incorporados a pogos separados.



70 WHO/LEISHM/96.40

7. Sacudir suavemente o antigeno TAD para re-suspender os organismos e, a
seguir, pipetar 50ul de antigeno no pogo n° 12, 50ul de antigeno no pogo
n° 11 e assim por diante, até colocar antigeno em todos os pogos.

8. Cobrir a placa com ampa ou filme plastico, inclind-la suavemente no
sentido horario e anti-horario, durante 60 segundos e incubé-la durante a
noite, a temperatura ambiente, na posi¢do horizontal, onde nio haja perigo
de sacudidas. Evitar, cuidadosamente, derramar liquido de um pogo para
outro.

Leitura do teste: Colocar a placa de microtitulagdo sobre uma folha simples de
papel brarco ou uma caixa de luz, e observar a placa de cima

para baixo. O teste deve ser lido, separadamente, por duas
pessoas.

P

NEGATIVO ( ° \‘ ponfo azul escuro, do mesmo tamanho do ponto

Fi ‘\ / de confrole do antigeno
igura: ..

POSITIVO do filme ao ponto > ponto de controle do antigeno

00+ - -
~ / N ,// \\_r//

Titulo final

100%
Titulo DA

Ponto final: Esse € o ultimo pogo onde ¢ possivel ver aglutinagio, ou seja, o pogo
~ o0

anterior a um “botdo” azul, de bordas bem delineadas, transparente,
no fundo do pcgo, como aquele visto no pogo de controle sem-soro

(pogo n® 1).

Em geral, os titulos > 1/3200 sdo considerados positivos para a LV humana
(titulos menores sdo usados, algumas vezes, para a LV canina).

As placas de microtitulagdo podem ser utilizadas novamente apds a leitura
do teste, contanto que sejam lavadas, cuidadosamente, com sulfato dodecilico de
sodio a 0,25 %, enxaguadas com agua destilada e secadas ao ar. Se possivel,
recomenda-se usar placas novas.
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Apéndice 8

Teste de imunofluorescéncia indireta de anticorpos (IFI)
Reagentes:

Solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7.2

NaCl 8 gr
KH(PO, 0,2 gr
Na,HPO,.12H,0 2,88 gr
KClI 0,2 gr
Agua destilada 1000 ml

(Pode ser preparada numa concentragdo 10X superior a da receita anterior, para
melhor armazenamento de longo prazo.)

PBS/Tween a 0,05 % (PBS/T)

Solugdo de PBS 99,95 ml
Tween 20 0,05 ml

PBS/T/leite em p6 a 2 % (PBS/1/M)

Solugdo de PBS/T 100 ml
Leite desnatado em po (baixo teor de gordura) 2,00 gr

OBS/glicerol a 10 % (v/v)

Solugdo de PBS 90,00 ml
Glicerol 10,00 ml

A) Principio:

0 “antigeno de Manguinhos” € utilizado para a detec¢do de anticorpos anti-
Leishmania chagasi (visceral) e Leishmania braziliensis (cutdnea). Tem
apresentado resultados bastante satisfatorios no diagnéstico da leishmaniose
visceral humana e canina
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Consiste na reagéo inicial de soros com parasitas (Leishmania), fixados em

lamina de microscépica para fluorescéncia. Numa etapa seguinte, utiliza-se um
conjugado fluorescentes (isotianato de fluoresceina).

B)Material necessario:

EEE L R S S R G N I S

Soros controle: positivo e negativo;

PBS;

Conjugado anti-globulina marcada com isotianato de fluoresceina;
solugdo de azul de Evans 0. 1 % em PBS;
Glicerina tamponada pH 0.6;

Agua destilada;

Laminas para IF;

Laminulas;

Microplacas e micropipetas;

Cubas de lavagem:;

Camara umida;

Microscopio de fluorescéncia.

C) Metodologia

I1.

II.

Ferver as laminas e laminulas em agua destilada por 30 min., apds a 4gua
entrar em ebulicdo;

Deixa-las estocadas en alcool comercial até o momento de uso, quando
deverdo ser cuidadosamente secas com o auxilio de gaze ou papel
absorvente;

Pingar 10 ml antigeno em cada orificio da lamina, tendo o cuidado de
manté-lo homogeneizado durante o preparo das laminas;

IV.  Deixar secar durante 30 min. em temperatura ambiente (evitar atritos com a

parte superior da ldmira onde se encontram os parasitos fixados);

Diluir os soros teste (1:40 e 1:80) e os controles positivo e negativo (1:40),
em PBS;

VI.  Adicionar 10 ml das di lui¢des de soro por orificio, conforme o protocolo:

A.  Os soros controle devem estar presentes em todas as lamina para
comparagdes no momento da leitura;
B.  Deve-se tomar cuidado com as dilui¢des de soro para que ndo se

misturem durante a incubacéo;

VII. Incubar as laminas em camara imida por 30 min./37° C;
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VIII.

[X.
X.

XI.

XII.
XIII.

XIV.

XVI.
XVIIL.

Lavar as laminas 3 vezes em PBS em cubas de lavagem (3), 5 minutos em
cada banho;

Lavar rapidamente as lamina (uma vez) em agua destilada;

Colocar as laminas por aproximadamente 10 min/37° C para secar (ndo
exceda muito nesta etapa);

Diluir o conjugado fluorescente, previamente titulado (vide bula do
conjugado), em PBS contendo 0.004% de azul de Evans;

Adicionar 15 ml da dilui¢do do conjugado em cada orificio da lamina;
Incubar as laminas 3 vezes com PBS em cubas de lavagem (5 min. para cada
banho);

Lavar rapidamente as laminas 1 vez em agua destilada;

Colocar as lamina por aproximadamente 10 min/ 37° C para secar (nfo
exceda muro nesta etapa);

Montar as laminas com glicerina tamponada e laminulas;

Levar as laminas ao microscopio de fluorescéncia e:

A.  Focalizar o orificio do soro controle negativo e observar a
fluorescéncia;

B.  Focalizar o orificio do soro controle negativo e observar o
"background" (coloragdo de fundo) do teste;

C.  Focalizar os orificios dos soros teste e considerar reativo aqueles que

apresentarem fluorescéncia mais intensa que o "background",
observando no orificio do soro controle negativo (considerar ndo
reativo os soros «ue apresentarem fluorescéncia semelhante ao do
controle negativo):

D. Serdo considerados reativos todos os soros que apresentarem
positividade a partir da diluigdo 1/40, inclusive.
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Apéndice 9

ELISA para deteccio de anticorpos anti-Leishmania
Reagentes:

Tampdo de Ligagdo (TL)

Na,CO; 1,59 gr
NaHCO; 2,93 gr
NaN, 0,2 gr
Agua destilada até 1 litro

(Pode ser preparada numa concentragdo 10X superior a da receita anterior, para
melhor armazenamento de longo prazo.)

TL/leite em po a 2 %

TL 100 ml
Leite desnatado em p6 (haixo teor de gordura) 2,00 gr

Solug¢do salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7.2

NaCl 8 gr
KH,PO, 0,2 gr
Na,HPO,.12H,0 2,88 gr
KCl 0,2 gr
Agua destilada 1000 ml

(Pode ser preparada numa concentragdo 10X superior a da receita anterior, para
melhor armazenamento de lcngo prazo.)

PBS/Tween a 0,05 %

Solugdo de PBS 99,95 ml
Tween 20 0,05 ml
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PBS/T/leite em po a 2 % (PBS/T/M)

Solugdo de PBST 100 ml
Leite desnatado em pd (baixo teor de 2,00 gr
gordura)

Tampado de fosfato em citrato, pH 5.5

Solugdo A
Acido Citrico 2,1 gr
Agua destilada até 100 ml
Solugdo B
Na,HPO,.12H,0 3,5 gr
Agua destilada até 100 ml

Adicionar 48,5 ml da Solugdo A 4 51,5 ml da Solucido B.
Solugdo de substrato (para o conjugado de HRP peroxidase)
Hydrocloreto de O-fenillenediamina 0,040 gr
(OPD)
Tampao de fostato em citraio, pH 5.5 100 ml
Perdxido de hidrogénio (a 2 %) 30 ul

Preparagdo do antigeno do EL/SA

75

A promastigotas de L. donovani, L. infantum ou L. chagasi sdo cultivada
em meio liquido, e a promastigotas da fase log sfo coletada numa concentracio de
aproximadamente 1 x 10° células/ml. As células sedimentadas sio lavadas (3x), de
preferéncia a 4°C, com solugdo salina estéril tamponada com fosfato (PBS) e
congeladas a -20°C. O sedimento congelado é descongelado a temperatura
ambiente e resuspendido em #gua destilada estéril, numa concentragio de 1:40
(v/v). As células sdo rompidas mediante congelamento rapido em nitrogénio
liquido e descongelamento em agua a 37° C (3x). Se possivel, aplica-se ultra-som
durante 15 segundos (5x). As células rompidas sdo centrifugadas em alta
velocidade (por exemplo, 10.000 g), a 4° C, durante 15 minutos, e o supernadante

¢ armazenado congelado, a =20 ° C, para uso como antigeno no ELISA.
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Revestimento dos pogos do ELISA

Sdo usadas placas de microtitulagdo de poliestireno ou similares, mas
sempre as recomendadas especificamente para o ELISA. A diluigdo de antigeno
utilizada no revestimento dos pogos ¢ determinada por um experimento em
“tabuleiro de xadrez”, usando diferentes dilui¢Ses do antigeno, contra controles
positivos e negativos do soro, bem como varias dilui¢des experimentais diferentes
do conjugado. As diluigdes do antigeno sdo preparadas em tampédo de carbonato
para ligagdo, pH 9.6. Para revestir os pogos, pipeta-se 100 pl de antigeno diluido
nos pogos, que sdo mantidos a 4°C até o dia seguinte. Os pogos sdo lavados (3x)
com PBS e bloqueados com tampédo de ligagao/leite em po a 2 %, durante uma
hora, a 37°C, sendo lavados novamente (3x) com PBS.

Realiza¢do do ELISA

Preparar uma dilui¢éio 1:200 dos soros, em PBS/T/M. Fazer outras
dilui¢bes, por exemplo, dobrando as diluigdes se for necessario determinar os
titulos dos soros. Adicionar, imediatamente, a cada pogo, 100 nl de conjugado das
dilui¢oes dos soros para cada pogo revestido de uma placa ELISA de 96 pogos. As
placas sdo incubadas por uma hora a 37° C numa camara himida e logo lavadas
(3x) com PBS/T. Imediatamente a cada pog¢ deve-se acrecentar 100 ul de
conjugado de peroxidase de imunoglobulina G (H + L) anti-humana monoclonal,
conjugada com peroxidase, purificada por afinidade, rotulada com peroxidase de
raiz-forte (HRP) ou fosfatase alcalina (ALP) em diluigdo 1:1.000 ou 1:2.000 em
PBS/T/M, e incubar a 37°C. durante uma hora. A dilui¢do 6tima do conjugado ¢
determinada mediante titulagio em “tabuleiro de xadrez”. No caso de LV canina,
utilizar conjugado de imuncglobulina G (H + L) anti-canina de coelho. Apods
incubacdo, lavar novamente (3x) as placas com PBS/T e adicionar 100 pl de
solu¢do de substrato. Deixar as placas descansar a temperatura ambiente, durante
15 minutos, em cdmara escura, e depois sustar a reagdo adicionando 50 nl de
H,SO, 2,5 M. Ler os resultacos no leitor de placas do ELISA, usando um filtro de
492 nm, até 30 minutos ap0s o fim da reagdo. Todas as placas devem incluir soros
de controle negativo e positivo. Em geral, os testes sdo duplicados. As variagdes
diarias nas condi¢des do teste podem ser ajustadas com uma amostra positiva de
referéncia, da seguinte maneira:

densidade oOtica da amostra do teste

densidade otica do positivo de referéncia x 1.
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Apéndice 10

Intradermoreacio de Montenegro

Solugdo salina tamponada com jfosfato (PBS, pH 7.2)

NaCl 8 gr
KH,PO, 0,2 gr
Na,HPO,.12H,0 2,88 gr
KCl 0,2 gr
Agua destilada até 1 litro

(Pode ser preparada numa concentragdo 10X superior a da receita anterior, para
melhor armazenamento de longo prazo.)

Diluente para teste de intradermorreagdo

NaCl 5gr
NaHCO, 2,75 gr
Fenol 4,0 gr
Agua destilada até 1 litro
estéril

As promastigotas cultivadas de L. donovani, L. infantum ou L. chagasi sdo
lavadas (3x) com solugdio salina estéril tamponada com fosfato (PBS), por
centrifugagdo e resuspensdo, de preferéncia a 4°C. O sedimento final é re-
suspendido em diluente para teste de intradermorreagdo, em concentragdo entre 5 x
10° promastigotas/ml a 4 x 10® promastigotas/ml. Antes de serem usadas, ¢
necessario diluir as solugdes concentradas até 1 x 10° promastigotas/ml. Tanto as
solugdes concentradas, quanto os antigenos diluidos, podem ser armazenados a
4°C, durante 12 meses. Pode-se utilizar tiomerosal como fonte alternativa de
fenol, para evitar a contaminagfo. Em muitos paises, é possivel comprar antigenos
para o teste de introdermorreacdo de fontes comerciais.

Injeta-se 0,1 ml de preparado de antigeno, pela via intradérmica, no
antebrago do paciente (ap6s limpar o antebrago com alcool a 70 %). O teste de
controle € efetuado injetando solvente, pela via intradérmica, no outro antebraco.
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O diametro da induragdo no local da inoculagdo pode ser delineado 48 ou 72 horas
apos a inoculagao, com uma caneta esferografica, e a tinta copiada com um pedago
de fita gomada; a fita gornada com a marca de tinta fornece um registro
permanente para cada paciente. (Pode-se usar um pedago de papel umedecido com
alcool em lugar da fita gornada.) Um didmetro médio > 5Smm ¢ considerado
resultado positivo do teste de intradermorreagao.

Em geral, o teste de intradermorreagdo de Montenegro € negativo em
pacientes com LV ativa, mas a reagdo positiva estd associada a cura clinica,

podendo ocorrer em pacientes assintomaticos que se presume foram expostos a
infecgio.

E dificil comparer os estudos anteriores usando testes de
intradermorreacdo, devido a falta de uniformidade nos tipos e nas dosagens de
antigenos empregados. E importante usar antigenos corretamente padronizados e
avaliados. O desenvolvimento de antigenos para o teste de introdermorreagdo, sob
o patrocinio da OMS, é um avango significativo nesse respeito.
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Apéndice 11

Estoques de drogas, custos e restricoes a importagio

11.1. Antimoniais Pentavalentes
— Stibogluconato de sodio (100 mg/ml)

Wellcome, Hale Court Greencourts Business Park, Styal Road,
Manchester,

M22 5LQ, Reino Unido.

Tel.: ++44.161.435.93.72. Fax: + +44.161.435.93.63.

Custo médio por tratamento de LV: US$150
(20 mg Sb5+/kg/dia, durante 30 dias e peso médio de 60kgs).

— Antimoniato de Meglumina (85 mg/ml)

Rhone-Poulenc Rorer, 20 Avenue Raymon Aron,
92165 Antony Cedex, Franca.

Tel.: + +33.1.40.91.61.23/+ +33.1.40.91.71.44
Fax: ++33.1.40.91.70.91.

Custo médio por tratamento de LV: US$120.

Rhéne-Poulenc Rorer, 20 Avenue de Leganes, 62
Apartado 196, 28925 Alcorcon, Madrid, Espanha.
Tel.: ++34.1.685.82.00
Fax: ++34.1.643.16.8¢.

Rhodia Farma Ltda. Divisdo Farmacéutica.
Av. das Nagoes Unidas, N°© 22428

Bairro Jurubuta

04795-100 Sado Paulo, SP, Brasil

Tel.: + +55.11.546.68.22

Fax: ++55.11.523.69.91
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~ Gluconato sédico de antiménio (100 mg/ml)*

Albert Davis Ltd. 4/11 Asaf Ali Road

Nova Delhi, 110002, india.

Tel.: ++91.11.32.77.667. Fax: + +91.22.32.70.220
ou ++91.22.32.82.675.

Albert Davis Ltd. 5/11 D. Gupta Lane
Célcuta.50, india.

* Custo médio por tratamento de LV: US$16.

Anoco Pharmaceuticals, Private L.t.d. Brahmapuria,
P.O.M.IT., Muzafiarpur, Bihar State, 842003, India.

* Custo médio por tratamento de LV: US$16.

11.2. Drogas de Segunda Fscolha
— Anfotericina B (50 mg/unidade)

Bristol, Myers, Squibb, Pharmaceuticals Ltd.
Moreton, Wirral, Merseyside, L46-1QW
Reino Unido.
Tel.: + +44.151.604.23.24
Fax: ++44.151.604.01.89.

— Bristol, Myers, Squibb, African Division
Les Collines de I’ Aiche
90057 Paris La Definse Cedex, Franga.
Tel.: + +33.1.40.90.63.49
Fax: ++33.1.40.90.91.43
ou++33.1.40.90.91.90.

Custo médio por tratamento de LV: US$60
(se a dose total = 1g)

" Controle de qualidade em avaliagdo.
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— Sulfato de aminosidina (500 mg/unidade)

Pharmacia and Upjohn

Via Robert Koch 12

20152 Milao, Italia.

Tel.: ++39.2.4838.1

Fax: ++39.2.4838.2734.

Custo médio por tratamento de LV: US$50

(se 20 mg/kg/dia, durante 21 dias e peso médio de 60kgs).

— Isotionato de pentamidina (200 mg/unidade)

Sedafarme

17, rue d’Orleans

92200 Neuilly sur Seine, Franga.
Tel.: ++33.1.47.45.05.06

Fax: ++433.1.47.45.39.23

Custo médio por tratemento de LV: US$70
(se 4 mg/kg em dias ¢lternados).
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Apéndice 12

Inseticidas e seu uso
As carateristicas importantes dos inseticidas residuais formulados séo:
— Alta toxicidade biclégica para as espécies vetores. A OMS disponibiliza
um “kit” de teste, com instru¢des acerca de como testar a
susceptibilidade dcs flebotomos.
— Efeito repelente ou irritante tdo baixo quanto possivel.
— Toxicidade aguda e/ou cronica baixa para os seres humanos e animais

domésticos. Quando aplicado corretamente, o risco de contaminagdo do
ambiente externo é minima.

Todas as propriedades relacionadas anteriormente, a baixo custo.

Esses critérios sdo importante na escolha do ingrediente ativo apropriado e
da sua formulagao.

12.1. Organoclorados

O DDT ainda é considerado uma boa escolha para borrifagdo residual
intradomiciliar, no controle de flebotomos endofilicos, de maneira eficaz em
relacdo ao custo. O composto € estavel, de baixo custo, muito eficiente, possui
longa agdo residual e ¢ relativamente seguro para os operadores e habitantes das
casas borrifadas. O DDT, ccmo PM a 75 %, é aplicado na dosagem de 1 a 2 gr de
i.a./m?. Os flebotomos aind:. sdo muito susceptiveis ao DDT. Em muitos paises, a
proibi¢do do produto, por motivos de contaminagdo ambiental, tem dificultado o
uso do DDT. Além das consideragdes politico-ecologicas, ¢ indispensavel
comparar o0 DDT com outros produtos, levando em conta que os novos produtos
oferecem vantagens operacionais e podem ser mais custo-eficazes do que o DDT.
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12.2. Inseticidas organofosforados

— As atividades de borrifagdo ndo devem se prolongar além de cinco horas
por dia, e a atividade da colinesterase deve ser verificada.

— O Malation, PM a 50 %, ¢ aplicado na dosagem de 2 gr de i.a./m?. Seu
cheiro pode diminuir a aceitagdo do produto pela comunidade.

12.3. Piretroides sintéticos

Os piretrdides foto-estaveis possuem toxicidade muito alta para flebétomos
e baixa toxicidade para mamiferos. Sdo empregados na borrifacdo residual
domiciliar, para protecdo individual e nebuliza¢do espacial.

— Borrifacao residual domiciliar
Entre outros, sdo utilizados os seguinte piretroides:

— deltametrina: FW a 5 % para dosagem-alvo de 25 mg de i.a./m?,
~ permetrina: PM a 25 % para dosagem-alvo de 125 mg de i.a./m?,
- cipermetrina: PM a 10 % para dosagem-alvo de 125 mg de i.a./m?,
- cipermetrina: MC a 10 % para dosagem-alvo de 125 mg de i.a./m>

— Mosquiteiros impregnados

— deltametrina: CE a 2,5 % para dosagem-alvo de 25 mg de i.a./m?,

— permetrina: CE a 25 % para dosagem-alvo de 500 mg de i.a./m?,

— lambdacihalotrina: CE a 2,5 % para dosagem-alvo de 25 mg de i.a./m?,
— cipermetrina: CE a 10 % para dosagem-alvo de 100 mg de i.a./m?.

O objetivo ¢ reduzir os dois fatores principais de capacidade vetorial, ou
seja, contato do homem com ¢ vetor e duragdo de vida dos vetores. Ao contrario
dos mosquiteiros ndo-impregnados, em que os vetores sdo desviados para pessoas
desprotegidas, os mosquiteircs impregnados funcionam como armadilhas. Os
piretroides induzem um efeito rapido atordoante nos flebétomos que entram em
contato com as superficies tratadas. Além disso, os mosquiteiros impregnados
fornecem prote¢do individual. Uma boa cobertura do uso de mosquiteiros
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impregnados € necessaria a obtengdo de um impacto na capacidade vetorial, na
transmisséo e, indiretamente, na carga de doenc¢a da populag3o.

Os piretroides foto-sstdveis sdo particularmente apropriados para a
impregnagdo dos mosquiteiros, porque possuem longa persisténcia e sdo
relativamente  seguros para o homem. A permetrina, deltametrina,
lambdacihalotrina e ciperretrina estdo sendo avaliados como possiveis
alternativas de controle de vetores em focos antropondticos de leishmaniose. A
permetrina € mais ativa em poliéster e nylon do que no algoddo, mas a

deltametrina ndo apresenta maiores diferengas em fung¢do do tipo de material do
mosquiteiro.

Entretanto, recomenda-se utilizar poliéster ou uma combinagio de poliéster
e algoddo na confec¢do de mosquiteiros, devido a sua durabilidade.

Cerca da metade da dose de piretroide serd removida na lavagem do
mosquiteiro em agua fria com sabdo. Alias, lavar os mosquiteiros causa grande

perda de inseticida. Apds a lavagem, os mosquiteiros precisam ser novamente
tratados.

— Ultra baixo volume

A borrifagdo espasial ¢ efetuada com atomizadores de aerossol frio (ultra
baixo volume). Os flebotomos em vOo entram em contato com as pequenas
particulas de inseticida suspensas no ar. O efeito letal é rapido, mas muito breve.
As condigdes meteorologicas desfavoraveis podem prejudicar o impacto final.

Essa técnica pode ser utilizada para os vetores exofilicos, durante os surtos
epidémicos.

A eficacia do controle quimico dos vetores na redugdo da capacidade
vetorial depende mais da ecologia local e do comportamento dos vetores do que da
selecdo do inseticida a ser utilizado. Além disso, a freqiiéncia das aplica¢des, com
cronograma indicando rodadas de pulverizagdo ou reimpregnagdo, deve ser
sincronizada com os picos sazonais de transmissdo.”

" O texto anterior ¢ adaptagio de:
CTD/MAL/SG/VC/BG/93.1 e
CTD/MAL/SG/VC/W0/93.9.
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ALAT
ALP
ASAT
cc

CE
CL

CMV

ml

mMol
p/v
PBS
PKDL
PM
SFM
SFB

Abreviaturas

alanina aminotransferase
fosfatase alcalina

aspartato aminotransferase
centimetro cubico

concentrado emulsificante
contagem de leucocitos
centimetro

citomegalovirus

dose-alvo

decilitre (100 ml)
eletrocardiograma

teste imunoenzimatico

forca g (centrifugacio)

grama

hemoglobina

virus da imunodeficiéncia humana
horas

ingrediente ativo

teste de imunofluorescéncia indireta
quilograma

litro

leishmaniose cutinea difusa
leishmaniose visceral

molar

micro-encapsulado

miligrama

minutos

mililitro

milimetro

milimolar

peso por volume

solugdo salina tamponada com fosfato
leishmaniose cutdnea pds-calazar
po molhavel

sistema fagicitico mononuclear
soro fetal bovino
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TAD
TSE
UBV

VG
vol

teste de aglutinagdo direta

taxa de sedimentagdo eritrocitaria
atomizacao por ultra baixo volume
microlitro

volume globular

volume
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Tlustracoes

Relagiio e créditos dos diapositivos (em ordem de citacido)

=00 NN W —

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

Espleno hepatomegalia na LV humana (Desjeux).

Febre irregular prolongada na LV humana (Bryceson).

Lesdes cutineas nodulares na PKDL (El Hassan).

Descoracdo cutanea na PKDL, Sudio (El Hassan).

Lesdes faciais extensas na PKDL tardia, Sudéo (El Hassan).
Lesdes faciais extensas na PKDL tardia, China (Bryceson).
Flebotomo sobre a pele (Meddia).

Picadas de fleb6tomo (Vexenat).

Protec@o individual por mesquiteiro impregnado com inseticida.
O mosquiteiro impregnado com inseticida pode fornecer protecdo contra
picadas de flebotomo.

. Grande nimero de flebdtomos (Lutzomyia longipalpis) encontrado em

galinheiros (Vexenat).

. Os chiqueiros também podzm ser infestados com grande ntimero de Lutzomyia

longipalpis (Vexenat).

3. Borrifa¢do de abrigos de animais com inseticida residual (Desjeux).
4. Cao aparentemente sadio com LV canina assintomatica. Foi detectado grande

numero de amastigotas na pele da borda das orelhas (Miles).

. LV canina: perda de pelo em torno dos olhos, no focinho e nas orelhas

(Vexenat).

Lesoes cutineas e emaciagiio grave na LV canina (Vexenat).

Ulceras cutaneas em torno da boca na LV canina (Vexenat).

Patas alongadas e deformadas na L'V canina (Desjeux).

Secre¢do purulenta dos olhos na LV canina (Alvar).
Ceratoconjuntivite na LV canina (Alvar).

Gotas de sangue em papel de filtro para testes sorologicos (Desjeux).
Meio de cultura NNN (Alvar).

Aspirado de linfonodo (Davidson).

Aspirado de bago (Davidson).

Amastigotas em medula dssea (Davidson).

Amastigotas em medula dssea (Davidson).

Amastigotas em aspirado de bago (Davidson).

Promastigotas de Leishmania crescendo em meio de cultura (Alvar).
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Inversdo (A) da razdo albumina/globulina na LV humana, restaurada apés
tratamento (B) (Bryceson; Meddia).

Teste de formol-gel (Peters; Meddia).

Teste de aglutinagéo direta (Evans).

Teste de imunofluorescér.cia indireta-IFI (Alvar).

Teste imunoenzimético-ELISA (Alvar).

Resultado positivo de teste de intradermorreagio.

Tratamento da LV em 4areas remotas do Sudio (Desjeux).

Aspirado de linfonodo na LV canina (Marty).
Operagdes de campo de controle da LV (Desjeux).
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