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= SAUDE UNICA

Doenga
Animal

Reconhece a inter-relagéo
entre a sadde animal,
humana e ambiental.

"Entre a medicina animal e a
medicina  humana né&o
existem linhas divisérias e
nem deve existir.” Rudolph
Virchow (1821-1902).
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DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

m Dados gerais, do paciente, de residéncia, antecentes epidemiolégicos,
clinica, resultados laboratoriais e tratamentos.
Repiiblica Federativa do Brasil SINAN

Ministério da Saude SISTEMA DE INFORMACAD DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO
EICHA DE INVESTIGACAD  LEISHMANIOSE VISCERAL
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m Cées: dados da unidade notificante; dados do animal; sinais e sintomas;
histérico e deslocamentos do céo; coleta e exames laboratoriais prévios;
evolucéo.

FERRAMENTAS DIAGNOSTICAS

m Citologia convencional / parasitologico direto

m Citologia em meio liquido

m Emblocado celular

m Exame necroscépico

m Histopatologia

m Coloragoes histoquimicas

m Imunohistoquimica

m Técnicas moleculares: Hibridizagdo in situ, PCR,
sequenciamento.

CITOLOGIA CONVENCIONAL

m Parasitologico direto.

m Pesquisa de formas amastigotas em raspados de lesdes cutaneas e
aspirados de medula éssea, linfonodo, bago (guiada).

m Coloracdes do tipo Romanowsky

m Sensibilidade: esfregagos esplénicos 93.1 - 98.7%, de medula éssea
52 — 85%, e de linfonodo 52 — 58% em humanos; 34% em
esfregagos nodais de caes.

m Especificidade: 100%

Paiva-Cavalcanti et al., 2015; Guerra et al., 2015

CITOLOGIA CONVENCIONAL

= Métodos de coleta de amostras:

= Puncao por agulha fina: com ou sem aspiracéo

= |mpressao, escarificacdo ou esfoliacao

[Cowell e Tyler, 2002]

CITOLOGIA CONVENCIONAL

Esfregago de lamina sobre lamina
(“Squash’)
= [ Aminas secas ao ar

Identificacdo do animal no lado oposto ao s
do material na lamina 3
Armazenar em porta laminas ou separadas  / _—_
depois de secas Y
= N&o conservar na geladeira i

= Nao colocar uma lamina Umida sobre a € J
outra ( —

CITOLOGIA EM MEIO LiQUIDO

m Transferéncia imediata de células coletadas para meio preservativo.
m Objetivos:
= Minimizar artefatos e uniformizar esfregagos;
= Automatizar e padronizar a confecgdo do esfregago citologico;
= Reduzir custos de RH
m Possibilidade de producdo de mais de um esfregaco;
m Permite a realizagdo de exames complementares.
m Sensibilidade de 20% e especificidade de 100% em esfregacos

nodais em cées.
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EMBLOCADO CELULAR EMBLOCADO CELULAR

Forma de preparagéo citolégica na qual o precipitado da amostra centrifugada é
incluido em parafina e submetido a processamento histolégico habitual.

Cytology Histopathology
Colheita e fixagao " Bridge P
das células Mdltiplos cortes . Ok Q (Cell blocks)
%
Agregacao e Coloragtes w

formacao de especificas
sedimento

Processamento

histolégico

Fernandes et al., 2016

EXAME NECROSCOPICO HISTOPATOLOGIA

m Evento efémero — o momento da necropsia é precioso para analise de m Coleta de amostras:

todos os drgdos e colheita dos materiais. m Bidpsia incisional, por punch, por agulha grossa, excisional

m Avaliagdo minuciosa — externa e interna.

m Autopsia / Necrépsia

HISTOPATOLOGIA HISTOPATOLOGIA

« Fixacdo adequada do material — Solugéo de formalina 10% tamponada. » Estudo microscépico das células e dos tecidos.

+ Quantidade adequada de fixador — (10 vol fixador/ 1 vol tecido) - CoIoragéo padréo: hematoxilina e eosina.
+ Tempo de fixagdo: minima de 24 horas. _ L. _
m Padréo morfolégico das lesbes.
+ Potes adequados: pléstico, boca larga, rosqueavel.
- m Associagdo com possiveis etiologias.
+ Nao congelar

+ Transportar a temperatura ambiente. m Coloragdes histoquimicas especificas: Giemsa.
«  Fragmentos de todos os 6rgdos, principalmente m Permite a realizagdo de exames complementares: imuno-

figado, bago, linfonodos, pele (caes), coragéo, pulmao, rim. histoquimica, hibridizagao in situ, PCR.

m Conservagdo do material emblocado em parafina a

temperatura ambiente.
IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS, DAS LESOES E DAS MARGENS
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HISTOPATOLOGIA

m Alteragbes multissistémicas.

m Amastigotas podem ser observadas no interior de macréfagos

() _ Sologho do agentas a serom investigados.
= (imumo histoquimica)

(ocasionalmente outros leucécitos, células endoteliais,
fibroblastos e células neoplasicas) em mutiplos tecidos.

m Infiltrado inflamatério com linfécitos, plasmacitos, histiocitos e,

@ menos frequentemente, neutréfilos e eosindfilos.
Exame microscdpice . . . . )
informagdes SAN m Tecidos mais afetados: bago, pele, figado, linfonodo, rim.

m Lesdes cardiacas, oculares, musculares, vasculares e de
sistema nervoso.

icha
SINAN

Esquema gentilmente cedido por Cristina Kanamura.

IMUNO-HISTOQUIMICA IMUNO-HISTOQUIMICA

m Método de identificagcdo de antigenos nos tecidos, utilizando o
principio da ligagao-especifica de anticorpos e antigenos.

% st iy sstgmn u Sensibilidade: 70.0%.
' = 4 bﬂ@ ) = | m Especificidade: 100%

EMBLOCADO CELULAR CITOLOGICO

Magno, 2014

Cao sintomatico ou atico com ia reagente (TR-DPP + Elisa) em municipio indene, sem
histérico de deslocamento para municipios endémicos
[
[ itolégico direto (MO, linfonodo, baco e/ou pele) ou imuno-histoquimica |
Negativo nos dois Positivo em pelo menos um teste

testes: realizar
novas coletas e

manter vigilancia Presenca de Lu. Lo
(Municipio receptivo)

ia de Lu. Lo
(Municipio nao-receptivo e/ou
sem inquérito entomologico)

Adogdo de medidas de controle |

Coleta e
de amostras para cultura

Isolamento e caracterizagao da espécie de Leishmania_|

Realizar novas

coletas e Sem isolamento Isolamento e

tentativas de caracterizagao de
isolamento espécie diferente da
o !

Descartar o caso e
rediscutir a

m Sensibilidade: 92.0%. i g

agbes de controle

Isolamento e
caracterizagao da
espécie L chagasi

Caso e encerrado.
Iniciar ou manter as medi

= Especificidade: 100% Arquivo pessoal 480/2013- CGDT/DEVIT/SVS-MS
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1 Avaliagido do exame imuno-histoquimico para o diagnéstico
s de Leishmania spp. em amostras de tecidos caninos

Evaluation of immunohistochemical technique for the diagnosis

of Leishmania spp. in canine tissues samples
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HIBRIDIZAGAO IN SITU

m Método de identificagdo de sequéncias especificas de
nucleotideos em células ou cortes histoldgicos.

/i)%/ -
i~ ol R

Poiymer

HIBRIDIZACAO IN SITU

m Sensibilidade: 87,5%.
m Especificidade: 100%

Kimura; Nonogaki; Shirata, 2014

TECNICAS MOLECULARES
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> FFPE DNA Extraction kit »
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200bp
100bp,

Takahashi; Barrel, 2018

TECNICAS MOLECULARES

ssed in leishma

Table 2 Advantages and limitations of
Method

Conventional PCR (cPCR)

Quantitative real-time PCR (PCA)

Nestad-PCR (nPCR)

ith ofigochromatography

Paiva-Cavalcanti et al., 2015
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