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Infecciosas] Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas. 

 

RESUMO 
 
 

As leishmanioses constituem um grupo de doenças complexas cujo diagnóstico nem sempre é 

uma tarefa fácil. Nesse contexto, os exames parasitológicos diretos representam uma 

abordagem importante, por serem métodos de confirmação, de fácil execução, baixo custo e 

fornecerem respostas rápidas. Esta tese objetivou avaliar a utilidade dos exames diretos para o 

diagnóstico das leishmanioses através de: a) produção de material informativo envolvendo 

aspectos morfológicos do parasito; b) Descrição do uso dos exames parasitológicos para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral humana e canina  e, c) proposição de alternativas para 

concentração de espécime clínico como a citocentrifugação e a gota espessa para o 

diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana e leishmaniose visceral canina. A 

população de estudo envolveu pacientes humanos com leishmaniose tegumentar americana 

(LTA) e visceral (LV) e cães sororeatores eutanasiados segundo reocomendação do ministério 

da saúde para o controle da LV. Os resultados são apresentados por meio de seis artigos, além 

de “resultados preliminares” que apontam a utilidade de raspados de lesão, aplicados à 

citocentrifugação como alternativas interessantes para o exame direto da LTA. Os artigos 

abordam aspectos do exame direto da LTA (nº 1 e 2) e mostram a expansão da LV no estado 

do Rio de Janeiro, valorizando a importância do exame direto na elucidação de parte dos 

casos (nº 3, 4, 5 e 6). Além disso, nosso trabalho confirmou que Leishmania chagasi é o 

agente responsável pelos casos de LV em Barra Mansa (RJ). O artigo 6 apresenta a utilidade 

da gota espessa na confirmação parasitológica de cães sororetatores. Os exames diretos são 

métodos negligenciados e o nosso estudo evidenciou o valor desses exames, contribuindo 

também, com alternativas para concentração do material clínico como a gota espessa que 

apresentou excelente desempenho e valores de sensibilidade e certamente poderá dar maior 

agilidade nas etapas de processamento e de leitura desses exames. 

 

Palavras-chave: 1. Leishmaniose tegumentar americana. 2. Leishmaniose visceral canina 3. 

Leishmaniose visceral humana. 4. Exame direto. 5. Diagnóstico parasitológico.
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Mello, C.X. Evaluation of the contribution of direct examination for the diagnosis of 

leishmaniasis. Rio de Janeiro, 2015 95f. Thesis [Doctor Degree in Clinical Research in 

Infectious Diseases] National Institute of Infectology Evandro Chagas. 

 

 

ABSTRACT 

 
The clinical diagnosis of leishmaniasis remains a daunting and challenging task. In addition, 

the direct parasitological examination prevails as the gold standard for diagnosis, due to its 

potential advantages including cost, availability and feasibility. Thus, the aim of the current 

thesis was to evaluate the contribution of microscopic examination for the diagnosis of 

Leishmaniasis through the: a) production of information material regarding morphology of the 

parasite; b) Description of the use of parasitological tests for the diagnosis of human and 

canine visceral leishmaniasis; c) Proposition of alternatives to clinical specimen concentration 

as cytocentrifugation and thick smear for the diagnosis of canine American tegumentary and 

visceral leishmainiasis. We enrolled consented patients with confirmed diagnosis of American 

tegumentary leishmaniasis (ATL) or visceral leishmaniasis (VL). Besides, euthanized 

seropositive dogs were also included. Our findings were published in 6 distinct papers. Papers 

I and II approaches aspects of the direct exam of ATL and papers III, IV, V and VI showed 

the dramatically changes observed in epidemiology of VL in the state of Rio de Janeiro, 

showing the importance of the direct exam. In addition, our work confirmed that Leishmania 

chagasi is the responsible agent for the cases of VL in Barra Mansa (RJ). Paper VI shows the 

use of the thick smear on parasitological confirmed sororeactors dogs. The direct 

examinations are neglected methods and our study aimed to highlights the value of hese tests, 

also contributing with alternatives for concentration of clinical material as thick smear, that 

showed excellent performance and sensitivity that will surely provide greater flexibility in 

processing steps and microscopic observation of these tests. 

 

Key words: 1. American tegumentary leishmaniasis. 2.Canine visceral leishmaniasis 2. 

Direct examination.  3. Human visceral leishmaniasis. 4. Direct exam 5. Parasitological 

Diagnosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  LEISHMANIOSES: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

As leishmanioses constituem um grupo de doenças infecciosas de transmissão vetorial, 

causadas por protozoários do gênero Leishmania acometendo o homem e animais. São 

doenças negligenciadas que constituem um grave problema em saúde pública, ocupando lugar 

de destaque entre as seis doenças infecto-parasitárias de maior importância no mundo 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2010)  

O gênero Leishmania foi descrito por RONALD ROSS em 1903 e atualmente conta 

com várias espécies descritas, algumas associadas à doença no homem. Os parasitos desse 

gênero estão classificados na ordem Kinetoplastida, que inclui protozoários com uma 

estrutura celular peculiar, denominada cinetoplasto, formado por uma complexa rede de 

DNA, contido em uma mitocôndria única. A família Trypanosomatidae destaca-se nesta 

ordem por conter agentes etiológicos responsáveis por importantes doenças nos seres 

humanos e animais, entre elas as leishmanioses. Os parasitos do gênero Leishmania estão 

classificados nos subgêneros Viannia e Leishmania, cujo ciclo biológico heteroxênico 

compreende formas promastigotas e amastigotas (LAINSON & SHAW, 1987). As formas 

promastigostas são flagelados que se desenvolvem no trato alimentar dos insetos vetores e as 

formas amastigotas não possuem flagelo livre e parasitam células do sistema fagocítico 

mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado. Ambas as formas multiplicam-se por divisão 

binária. A transmissão da doença é realizada pela picada de fêmeas de insetos flebotomíneos 

que, em regiões do novo mundo, são classificadas no gênero Lutzomia (FRANÇA, 1924; 

ELMAHALLAWY et al., 2014; READY, 2014). 

Esses protozoários são organismos complexos, pois embora possuam características 

biológicas, bioquímicas e imunológicas semelhantes, geram no hospedeiro vertebrado, uma 

variedade de manifestações clínicas. As diferentes manifestações clinicas são dependentes de 

determinadas características da resposta imune dos hospedeiros vertebrados e dos distintos 
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tropismos das espécies envolvidas na infecção, causando dois grupos de doenças distintas, a 

leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) (ELMAHALLAWY et al., 

2014).  

Ambas as doenças estão em expansão em todo o mundo, principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais, onde existe maior densidade de espécies vetoras. A Organização 

Mundial da Saúde estima que 12 milhões de pessoas estejam infectadas atualmente, com 

cerca de 1-2 milhões de novos casos a cada ano, além dos 350 milhões de indivíduos que 

estão sob risco de adquirir a doença em 98 países ao redor do mundo (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2010; ALVAR et al. 2012). 

Nas Américas, as diferentes apresentações clínicas das formas tegumentares são 

genericamente denominadas de leishmaniose tegumentar americana (LTA), para distingui-las 

das formas dermotrópicas encontradas no Velho Mundo. A LTA está presente desde o sul dos 

Estados Unidos até o norte da Argentina (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). No Brasil, a 

LTA é registrada em todos os estados da federação, associada a sete espécies de Leishmania, 

sendo Leishmania (V.) braziliensis a espécie mais prevalente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2007). 

As manifestações clínicas da LTA apresentam amplo espectro, que pode ser um 

reflexo da complexa interação entre a resposta imunológica do paciente e as características 

genéticas das espécies envolvidas na infecção (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Devido à 

complexidade clínica, alguns autores sugerem que a classificação seja feita em grupos e 

subgrupo considerando diferentes abordagens. De maneira geral a LTA é classificada em duas 

formas: leishmaniose cutânea e leishmaniose mucosa. 

No caso da leishmaniose cutânea a lesão geralmente se inicia com um eritema no local 

da picada do flebotomíneo, onde posteriormente se desenvolve uma pápula e então um nódulo 

que tende a ulcerar em cerca de duas semanas a dois meses. A ocorrência de infecção 

secundária pode causar dor local e produzir modificações no aspecto clássico da lesão. Por 

sua vez, a leishmaniose cutânea pode se apresentar de outras formas, como pápulas, placas, 

verrucosa, eczematóide, entre outras (VEGA-LÓPEZ, 2003). Tal diversidade de 

manifestações clínicas deve ser considerada no diagnóstico diferencial com outras doenças 

como a sífilis, hanseníase, paracoccidioidomicose, sarcoidose, cromoblastomicose, úlceras 

decorrentes da anemia falciforme, piodermites, tumores, vasculites, tuberculose, esporotricose 

etc. (MARKLE & MAKHOUL, 2004). Tratadas ou não, as úlceras cutâneas tenderiam à cura 

com formação de cicatrizes (MARSDEN et al., 1984). Tais cicatrizes típicas seriam atróficas; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Makhoul%20K%22%5BAuthor%5D
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lisas; brilhantes; glabras; deprimidas; arredondadas; com a presença de raias fibrosas centrais 

e áreas de hipo e de hiperpigmentação.  

A LV é uma forma grave desse grupo de doenças que ficou popularmente conhecida 

como calazar (febre negra), pelos sintomas de febre e escurecimento da pele dos indivíduos 

acometidos. Possui caráter endêmico e, no Brasil, a transmissão autóctone é registrada em 

praticamente todos os estados brasileiros. No ciclo de transmissão, o cão doméstico é um 

importante reservatório do agente, constituindo um dos principais alvos para o controle da 

doença.  

Nas Américas a LV é causada pela espécie L. chagasi (sin L. infantum), sendo Lu. 

longipalpis o vetor com papel importante na dispersão do parasito (READY, 2014). O Brasil 

contribui com cerca de 90% dos casos das Américas fazendo com que a LV seja um problema 

de saúde pública real (LAURENTI, 2014). O número de cães infectados também é grande; na 

América do Sul é estimado em milhões, sendo que a Venezuela e o Brasil contribuem com as 

mais altas taxas de infecção desses animais (BANETH et al., 2008).  

No Brasil, a doença tem se difundido com a maioria dos casos acontecendo nas 

Regiões Norte e Nordeste, e se antes apresentava um caráter primariamente rural agora revela 

padrões epidemiológicos com tendência à urbanização (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006a). A 

primeira epidemia urbana de leishmaniose visceral ocorreu em Teresina-Piauí, onde mais de 

1000 casos da doença foram registrados no período de 1981-1986. Nos anos seguintes 

ocorreram epidemias em São Luís (Maranhão) e Montes Claros (Minas Gerais), Corumbá e 

Campo Grande (Mato Grosso do Sul), Belo Horizonte e outros (DRUMOND, 2011; COSTA, 

2008). Atualmente, Belo Horizonte possui uma das maiores taxas de prevalência do Brasil 

(HARHAY et al., 2011) e a maior proporção de mortes (MARTINS-MELO, 2014).   

A expansão geográfica da LV no Brasil é atribuída às modificações no ambiente, 

principalmente relacionada ao deflorestamento e aos elementos que envolvem o crescimento 

desordenado das cidades. Além disso, como no Brasil não existe controle no transporte de 

animais domésticos, as evidências epidemiológicas sugerem que a expansão geográfica da LV 

pode ser atribuída ao deslocamento de cães infectados para áreas onde o vetor já está instalado 

(ZUBEN et al., 2014, SILVA 2014a). Nesse contexto, é importante citar a facilidade de L. 

longipalpis em se adaptar aos ambientes modificados (BRAZIL, 2013). 

No estado do Rio de Janeiro, o primeiro caso autóctone de LV ocorreu em 1977, na 

capital do estado (MARZOCHI et al., 1981). A partir desse caso, associado a notificação de 

cães parasitologicamente positivos e a presença de L. longipalpis (SOUZA et al., 1981), foi 
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instituído oficialmente em 1980, pelo Ministério da Saúde a prática do inquérito canino, 

contemplando áreas restritas a este município.  

O estado Rio de Janeiro é considerado uma área de transmissão esporádica de LV, 

segundo classificação adotada no manual de vigilância do Ministério da Saúde (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2006a). Embora casos humanos sejam escassos, casos caninos sempre foram 

diagnosticados em diversas áreas do município (MARZOCHI et al., 2009). Recentemente, 

tem-se notado a expansão desses casos caninos para diferentes regiões como Angra dos Reis e 

Mangaratiba (MADEIRA et al., 2006), Maricá (de PAULA et al., 2009), Cachoeira de 

Macacu (SILVA et al., 2011) e em áreas urbanas da capital, nos bairros de Laranjeiras 

(FIGUEIREDO et al., 2010) e Cajú (BRAZIL, 2013). Tais casos têm colocado os setores da 

vigilância epidemiológica em alerta, uma vez que em outras cidades do Brasil, como Campo 

Grande (Mato Grosso do Sul) e Belo Horizonte (Minas Gerais), atualmente consideradas 

áreas de transmissão intensa, casos caninos precederam espacial e temporalmente os casos 

humanos (BRAZIL et al., 2012). 

A LV é uma doença progressiva e quando não tratada é geralmente fatal 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006b).  Os parasitos se multiplicam em órgãos ricos em células 

do sistema fagocítico mononuclear e por isso o baço, fígado e medula óssea são altamente 

parasitados. No homem, a doença pode ser dividida em três fases: o período inicial, 

caracterizado por febre irregular, hepatoesplenomegalia e geralmente manutenção do estado 

geral. Na segunda fase, o período de estado, o paciente apresenta importante emagrecimento, 

anemia, leucopenia, trombocitopenia e intensificação da hepatoesplenomegalia. E no período 

final ocorrem a queda drástica do estado geral, febre, hemorragias e infecções secundárias que 

geralmente levam o paciente à morte. O curso completo da doença é muito variável e pode 

chegar até dois anos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006b). 

O diagnóstico diferencial deve ser realizado com mononucleose, toxoplasmose e 

infecção por citomegalovírus na fase aguda e na apresentação clássica, com 

hepatoesplenomegalia maciça, devem ser avaliadas doenças como malária, febre tifóide, 

esquistossomose, infecção bacteriana intestinal prolongada e doenças reumáticas (de 

CAMPOS et al., 2013). Tendo em vista que as crianças são mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de LV, é importante dar especial atenção para o diagnóstico diferencial com 

leucemia infantil, que constitui o câncer mais comum nesta faixa etária, já que ambas as 

doenças apresentam sinais e sintomas similares (de VASCONCELOS et al., 2014). 

As manifestações clínicas associadas com risco para a morte incluem anasarca, edema 

de membros inferiores, dispnéia, epistaxe, sangramento gengival, petéquias, hematúria, 
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melena, icterícia e complicações infecciosas (DRUMOD et al., 2011; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2006b). A diminuição da letalidade é um dos principais objetivos do programa de 

vigilância e controle da leishmaniose visceral (PVCLV), entretanto, tal índice tem aumentado 

nos últimos anos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006b; MARTINS-MELO, 2014). De 2000-

2011 a LV causou mais de 2500 mortes no Brasil, sendo as maiores taxas de mortalidade nos 

grupos extremos de idade (menores de 1 ano e maiores de 70 anos). O nordeste, principal 

região endêmica do país, apresenta a maior taxa de mortalidade, duas vezes maior que a 

média nacional. Tal observação reflete a vulnerabilidade ambiental e social nessa região. 

Entretanto, a maior taxa de letalidade de LV tem sido registrada na região Sul, que é 

considerada não endêmica. Tal fato demonstra a expansão da LV para regiões antes indenes e 

o incorreto ou tardio diagnóstico devido a pouca experiência da equipe de saúde com relação 

à nova condição (MARTINS-MELO, 2014). 

Vários fatores de risco têm sido associados ao desenvolvimento da LV humana, entre 

os quais estão o baixo nível educacional, a pobreza e a presença e intensidade de vegetação ao 

redor da moradia (READY, 2014; de ARAÚJO et al., 2013). Além desses fatores, a presença 

de cães infectados nas residências também é relatada, já que esse animal constitui o 

reservatório doméstico do agente causador da doença. Adicionalmente, estudos tem 

demonstrado uma dependência espacial positiva entre leishmaniose visceral humana e canina. 

Por conta disso, o controle dos cães infectados e a identificação de novas áreas de ocorrência 

são fundamentais para o controle da doença (ZUBEN et al., 2014, TEIXEIRA-NETO et al., 

2014).  

No cão, o desenvolvimento de doença tem também relação com o tipo de resposta 

imune. A baixa resposta imune celular e a presença de resposta humoral estão associadas ao 

aparecimento de sinais clínicos. Por sua vez, cães que apresentem uma boa resposta imune 

celular são considerados resistentes, embora eventos de imunosupressão possam gerar 

mudanças nesse status (SOLANO–GALLEGO, 2009). Cães que desenvolvem a doença 

podem manifestar uma grande variedade de sinais clínicos, como febre irregular, apatia, 

linfoadenomegalia, diminuição do apetite, letargia, esplenomegalia, poliúria, lesões oculares, 

polidipsia, emagrecimento, descamação furfurácea e úlceras na pele, conjuntivite, paresia do 

trem posterior, fezes sanguinolentas e crescimento exagerado das unhas (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2006a; SOLCA et al., 2014; SOLANO–GALLEGO, 2009).  Tal variedade de 

sintomatologia torna difícil o diagnóstico e controle da LVC (MARTINEZ et al., 2011). 

Tradicionalmente os cães são classificados em assintomáticos, oligosintomáticos e 

polissintomáticos baseado no exame físico (MANCIANTI et al, 1988). Alguns autores têm 
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questionado essa abordagem pois a mesma desconsidera disfunções sem manifestações 

aparentes e propõem duas novas denominações: infecção clínica, aquela na qual o animal 

apresenta sinais clínicos e/ou anormalidades clínico patológicas e confirmação da presença 

de. L. chagasi (sin L. infantum) e, infecção subclínica, definida como ausência de sinais 

clínicos, anormalidades clínico patológicas nos exames laboratoriais, mas com confirmação 

da presença de L. chagasi (sin L. infantum) (SOLANO–GALLEGO, 2009). 

Nas áreas endêmicas, altas taxas de infecção são relatadas para os cães, com elevada 

frequência do encontro do parasito em pele íntegra (KULHS et al., 2011). Madeira et al. 

(2009) isolaram L. chagasi da pele íntegra em 74% de 394 cães sororeatores, e apenas 21,9% 

desses animais eram sintomáticos. A detecção de parasitos no tecido mais acessível ao vetor, 

a derme, ressalta o potencial de transmissão da leishmaniose por esses animais (MAIA et al., 

2010).  

No Brasil, diferente de outros países, o tratamento de cães com LV não é indicado pelo 

MS, baseado em estudos que mostraram que cães infectados sob tratamento nunca alcançam a 

cura parasitológica e o uso dos mesmos medicamentos utilizados no tratamento humano pode 

levar ao desenvolvimento de cepas resistentes (MAIA et al., 2010). No Brasil, uma das 

principais estratégias de controle é a identificação dos animais infectados através de métodos 

sorológicos e a eutanásia desses animais (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006a). Essa medida 

tem sido criticada por alguns pesquisadores que alegam que os testes utilizados para o 

diagnóstico não apresentam boa sensibilidade e que apesar da eutanásia, o número de casos 

humanos e caninos não tem diminuído ao longo do tempo (QUINELL & COURTENAY, 

2009; COSTA, 2011). Dificuldades como lentidão entre o diagnóstico e a retirada do cão, a 

baixa sensibilidade dos testes sorológicos, a resistência da população em entregar os animais 

para a eutanásia e a rápida substituição dos cães nas áreas endêmicas tem sido apontadas 

como fatores que contribuem para a pouca eficácia do programa de controle da LV (NUNES 

et al., 2008; MOREIRA et al., 2004; ROMERO & BOELAERT, 2010).  É importante 

ressaltar que as ações para o controle da LV requerem complexa interação entre vários setores 

da saúde (BANETH, 2013). 

 

1.2. DIAGNÓSTICO 

Devido às caracteristicas imunobiológicas e ao espectro de manifestações clínicas 

apresentadas pelas leishmanioses, o seu diagnóstico nem sempre é uma tarefa fácil. Por conta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boelaert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20098726
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disso o diagnóstico deve, sempre que possível, estar apoiado nos exames laboratoriais, 

aspectos clínicos e evidências epidemiológicas. Diversas técnicas laboratorias podem ser 

utilizadas para o diagnóstico das leishmanioses, no entanto, os espécimes clínicos utilizados 

irão variar em função da suspeita clínica da doença – se LTA ou LV. 

  NA LTA, a intradermorreação de Montenegro (IDRM) possui grande valor no 

diagnóstico, já que nesta doença a resposta é predominantemente do tipo celular 

(CARVALHO et al., 1995). Esse teste se tornou um dos mais utilizados na rotina ambulatorial 

para o diagnóstico da forma cutânea. Apesar de sua ampla utilização, a IDRM apresenta 

restrições por não discriminar doença de infecção e doença atual de pregressa, podendo 

permanecer positiva mesmo após o tratamento além de apresentar resultados positivos em 

pacientes com outras doenças. Em contrapartida, na LV devido a resposta imune humoral ser 

predominante, sobretudo na fase ativa da doença, a IDRM é negativa e se torna positiva 

somente após a cura (READY, 2014; MINISTÉRIO DA SAUDE, 2006a).  

Semelhantemente à IDRM, que tem seu fundamento baseado na detecção de resposta 

imune celular, os métodos sorológicos são baseados na detecção da resposta imune humoral, 

ou seja, de anticorpos anti-Leishmania no soro humano. Na LTA devido aos baixos níveis 

séricos de anticorpos específicos essa ferramenta tem uso limitado para o diagnóstico 

(GONTIJO & CARVALHO, 2003). Como já foi dito anteriormente, na LV há produção 

intensa de anticorpos por parte do hospedeiro e por isso o diagnóstico pode ser realizado 

através de tais métodos.  

Para o diagnóstico sorológico são utilizados basicamente três métodos, o ensaio 

imunoenzimático (ELISA), a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e os testes 

imunocromatográficos conhecidos também como testes rápidos. Para o diagnóstico humano, 

atualmente é utilizado RIFI empregando kit IFI – leishmaniose visceral humana® 

disponibilizado pelo Ministério da Saúde, considerando resultados positivos aqueles com 

titulação igual ou acima de 1:80. Com o objetivo de diminuir os índices de letalidade, o 

Ministério da Saúde tem orientado a utilização do teste imunocromatográfico (Kalazar Detect) 

visando dar maior agilidade no processo diagnóstico e instituição do tratamento. A literatura 

tem apresentado valores de sensibilidade de cerca de 85% para RIFI, e 99% para o teste 

imunocromatográfico. A especificidade para ambos os testes está em torno de 80% 

(BRUSTOLONI et al., 2007; MACHADO DE ASSIS et al., 2012). 

O diagnóstico acurado da LVC ainda é um desafio e constitui um dos pilares para 

estratégia de controle da LV no Brasil. Por isso, os métodos diagnósticos devem ser exatos e 

capazes de diagnosticar tanto os animais sintomáticos como os assintomáticos. Sabe-se que a 
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validação de tais testes é difícil, pois não existe padrão de referência para a infecção em 

animais assintomáticos (ROMERO & BOELAERT, 2010).  

Atualmente, para o diagnóstico da LVC são utilizados dois testes: o teste 

imunocromatográfico DPP® (Dual Path Platform) como triagem e ensaio imunoenzimático 

(EIE – leishmaniose visceral canina®) como teste confirmatório (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2011; COURA-VITAL 2014, ZUBEN et al., 2014). Ambos os testes são produzidos por 

Biomanguinhos/FIOCRUZ e distribuídos pelo Ministério da Saúde. A literatura relata valores 

de sensibilidade em torno de 90% para o EIE® e especificidade variando de 70-90% (de 

ARRUDA et al., 2013; LAURENTI et al., 2014; COURA-VITAL et al., 2014, FIGUEIREDO 

et al., 2010b). Para o DPP, estudos têm mostrado sensibilidade em torno de 80-90% e 

especificidade de 70-95% (LAURENTI et al., 2014, BRAGA et al., 2014, ZANETTE et al, 

2013). 

Apesar do DPP® apresentar um elevada especificidade ainda são registradas reações 

cruzadas nos testes sorológicos com outros agentes como Babesia canis vogeli, Dirofilaria 

immitis, Trypanosoma cruzi, Ehrlichia canis, Neospora caninum e Toxoplasma gondii 

(LAURENTI et al., 2014, BRAGA et al., 2014, ZANETTE et al., 2013). À exceção da 

infecção por T. cruzi, os títulos sorológicos de animais infectados por outros agentes 

geralmente são baixos nos testes para leishmaniose e por conta disso a prática da eutanásia 

baseada em tais resultados tem sido questionada nesses casos específicos (ZANETTE et al., 

2013).  

Os exames histopatológicos também podem ser empregados para o diagnóstico das 

leishmanioses, tanto LTA como LV. Na LTA, é considerado pouco sensível devido à escassez 

parasitária nas lesões (DA-CRUZ & PIRMEZ, 2005), entretanto apresenta a vantagem de 

permitir um diagnóstico presuntivo baseado nas características do tecido mesmo quando o 

parasito não é encontrado (MIRÓ et al., 2008). Sob o ponto de vista histológico, as lesões de 

LTA apresentam reação inflamatória crônica granulomatosa, cujo infiltrado dérmico é 

constituído predominantemente por linfócitos, plasmócitos e histiócitos (SCHUBACH et al., 

2001). Já na LV, onde a medula óssea é o espécime de eleição, são observadas 

hipercelularidade, granuloma, fibrose, nódulos linfoides benignos e necrose (BHATIA et al., 

2011, CHANDRA et al, 2013).  

Outra abordagem que pode ser utilizada são os testes parasitológicos, considerados de 

certeza ou definitivos, pois se baseiam na evidenciação direta do parasito no espécime clínico 

avaliado. Entre os testes parasitológicos a cultura é considerado o padrão de referência (de 

RUITER et al, 2014), pois permite a obtenção dos isolados que é uma etapa imprescindível 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schubach%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schubach%20A%22%5BAuthor%5D
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para a caraterização das espécies além do armazenamento das mesmas para utilização em  

estudos futuros. O isolamento em cultura consiste na inoculação de espécimes clínicos em 

meios de cultura que proporcionam a diferenciação e multiplicação do parasito, que é 

facilmente observado em exames a fresco por microscopia ótica. Os meios de cultura 

geralmente utilizados para esse fim são uma combinação de meio sólido NNN (Novy, 

MacNeal e Nicolle) com meio líquido, normalmente o meio Schneider’s Insect Medium®, 

suplementado de soro fetal bovino (READY, 2014). Diferentes espécimes clínicos podem ser 

utilizados em função da doença  (LTA ou LV) e do hospedeiro (homem ou cão). 

A especificidade dos métodos parasitológicos por definição é 100% (FABER et al, 

2003), e a sensibilidade para o isolamento em cultura varia entre 70-80% (FABER et al, 2003; 

LUZ et al, 2009; BRUSTOLONI et al, 2007) 

O exame parasitológico também pode ser realizado através da pesquisa direta, no 

entanto este assunto será abordado no capítulo a seguir. As técnicas moleculares são 

alternativas aplicáveis no campo diagnóstico. A detecção de DNA parasitário, pela PCR, tem 

proporcionado o aumento da sensibilidade em relação aos métodos convencionais (AL-

JAWABREH et al., 2006; SHAHBAZI et al, 2008). Diversos alvos têm sido utilizados; região 

do minicírculo do cinetoplasto (KDNA), espaço interno transcrito 1 (ITS1) e região do RNA 

ribossomal (rRNA) são os mais empregados e tem apresentado valores em torno de 95% de 

sensibilidade (MIRÓ et al., 2008, SOLCÀ et al., 2014, ELMAHALLAWY et al, 2014).  

Adicionalmente a PCR pode ser aplicada em uma grande variedade de amostras 

clínicas tanto humanas quanto de animais, como lesão cutânea, medula óssea, pele, baço, 

fígado, linfonodo e sangue periférico. Com relação ao diagnóstico da LV, alguns estudos tem 

demonstrado que amostras de sangue apresentam níveis similares de acurácia comparadas a 

amostras de medula óssea, sendo a anterior uma amostra mais segura e menos invasiva (de 

RUITER, 2014). Entretanto, resultados positivos podem ser encontrados em indivíduos 

assintomáticos nas áreas endêmicas, indicando que a PCR sozinha é um marcador de 

infecção, mas não de doença. Por isso,  seus resultados devem ser avaliados juntamente com 

outros critérios (de RUITER, 2014, DEBORGGRAEVE et al., 2008) 

Apesar das inúmeras vantagens, a PCR ainda não é usada em larga escala no 

diagnóstico. É uma técnica que requer infraestrutura laboratorial adequada e insumos 

específicos de custo bastante elevado, constituindo estas algumas das desvantagens do 

método. Características como incapacidade de diferenciar infecção passada e atual, 

possibilidade de reações positivas na ausência da doença e a dificuldade de formulações de 
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kits comerciais são outros entraves que restringem seu emprego na rotina laboratorial, sendo 

mais utilizada em instituições de pesquisa e universidades. 

Independente da técnica utilizada para o diagnóstico, a escolha do espécime clínico a 

ser investigado para confirmação parasitológica principalmente na LVC constitui um grande 

desafio.  É sabido que a sensibilidade dos testes está intimamente relacionada ao sítio 

pesquisado, ao status clinico do cão e ao exame realizado (SILVA et al, 2014b; COURA-

VITAL et al., 2014), entretanto, a literatura não apresenta um consenso com relação ao 

melhor sítio para pesquisa dos parasitos (de ALMEIDA et al., 2011; de ALMEIDA et al., 

2013; MAIA et al., 2010; MOREIRA et al., 2007; MARTINEZ et al., 2011). Almeida et al. 

(2011; 2013) em uma mesma coorte encontraram melhores índices de sensibilidade na cultura 

em biópsia de medula óssea (cães assintomáticos) e pele (cães sintomáticos); já na técnica de 

PCR, os melhores resultados foram para punção de linfonodo. Tais resultados demonstram a 

influência dos fatores acima citados na sensibilidade dos métodos para diagnóstico. Os sítios 

geralmente descritos com melhores valores de sensibilidade são baço, linfonodo, medula 

óssea e em estágios mais avaçados da doença, a pele (de ALMEIDA et al., 2011; de 

ALMEIDA et al., 2013; MAIA et al, 2010; MOREIRA et al, 2007; MARTINEZ et al, 2011; 

SOLCÀ et al., 2014).  

 

1.3.  EXAME DIRETO 

Apesar de todos os avanços obtidos no campo do diagnóstico das leishmanioses a 

pesquisa direta de formas amastigotas de Leishmania permanece como primeira escolha para 

o diagnóstico definitivo desses agravos, principalmente em áreas com pouca infraestrutura, 

onde o baixo custo e a facilidade de execução e de implantação se tornam condições 

fundamentais na escolha dos métodos (UL BARI & RAHMAN et al., 2010; GUPTA & 

SINGHI, 2005;  MINISTÉRIO DA SAUDE, 2007).  

A pesquisa direta foi um dos primeiros métodos a serem utilizados para o diagnóstico das 

leishmanioses (SILVA, 1915). O método se baseia na pesquisa simples com necessidade de 

um mínimo de processamento, de formas amastigotas em espécime clínico, depositado em 

lâmina de vidro e corados por derivados do Romanowsky. A partir desse principio básico 

algumas variações na obtenção de material para o exame direto foram descritas, sempre 

considerando a coleta da borda ativa da lesão e evitando ao máximo o excesso de sangue nas 

preparações (GUPTA & SINGHI, 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16394449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16394449
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A forma mais simples e barata é a escarificação de lesão cutânea (UL BARI et al., 2010; 

SILVA, 1915) que consiste em pesquisar o parasito em material obtido de raspados das 

lesões, realizados sem a necessidade de anestesia local. Tal procedimemto pode ser realizado 

com auxílio de um bisturi de ponta fina ou com dispositivo patenteado especificamente para 

essa coleta (NAIFF, 1996).  

Outro procedimento descrito é o método de Tzanck ou “slit skin smear”, descrito em 

1947 (SCHNEIDER, 2010)  para o diagnóstico de câncer de pele, herpes  e dermatites e hoje 

largamente utilizado em doenças dermatológicas, incluindo as leishmanioses  Para obtenção 

do material, realiza-se um corte de profundidade de cerca de 3mm na borda da lesão, sendo o 

raspado coletado na superfície interna desse corte (SCHNEIDER, 2010; GUPTA & SINGHI, 

2005; BENSOUSSAN et al., 2006; UL BARI et al., 2010; DURDU et al., 2009).  

A coleta com dental broach é outra variação e emprega uma sonda dentária com 

extremidade semelhante a arame farpado que é inserida e retirada da borda da lesão com 

movimentos suaves de rotação, trazendo particulas de tecido, células e possíveis parasitos. A 

deposição do material na lâmina pode ser realizada diretamente ou com auxílio de uma gota 

de salina (UL BARI et al., 2010; GRIFFITHS & DUTZ, 1975; NAVIN, 1990). 

A punção aspirativa também pode ser utilizada e consiste na aspiração de material da 

lesão através da inserção de uma agulha na base da lesão. Os autores têm demonstrado que 

essa técnica apresenta resultados melhores com relação à sensibilidade e menor coloração de 

fundo em relação à escarificação (HOSSEINAZEADEH et al, 2012 KASSI et al., 2004; AL 

JITAWI et al, 1995). Podem ainda ser utilizadas impressões com fragmentos de tecido 

(“imprint”), que têm como inconveniente a necessidade de realização de biópsia que é um 

procedimento privativo do profissional médico, pois envolve etapas de anestesia e sutura.  

Recentemente foi descrita uma nova técnica para exame direto denominada “Press 

imprint smear”. Nessa técnica, um fragmento de cerca de 3mm da lesão é comprimido entre 

duas lâminas de vidro que posteriormente são fixadas e coradas, tal método apresentou 

sensibilidade de cerca de 85% (SOUSA et al., 2014). 

Embora os exames diretos sejam métodos considerados de baixa complexidade, 

necessitam de recursos humanos capacitados e treinados, uma vez que o método é subjetivo, 

sendo influenciado pela experiência do profissional. Profissionais treinados e leituras 

cuidadosas são extremamente importantes, pois outros microrganismos podem estar presentes 

nas preparações, seja como contaminantes, seja como agente etiológico de outras doenças, 

podendo gerar confusão no diagnóstico.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16394449
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sousa%20AQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25114007
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Para identificar precisamente as formas amastigotas de Leishmania sp. devem ser 

observadas quatro principais características: o tamanho do parasito que varia entre 2-4µm, e a 

presença de uma membrana celular íntegra, núcleo e cinetoplasto, este último ligeiramente 

mais escuro que o núcleo e podendo se apresentar como uma barra cromática ou um ponto 

(DITTUS & SEMMEL, 2013; ARECHAVALA et al., 2010).   

Estruturas leveduriformes de Histoplasma capsulatum (SÃO THIAGO et al.,1998), de 

Candida sp e de Sporothrix schenckii podem ser confundidas com essas formas por um 

microscopista pouco experiente (de MELLO et al., 2011). A ausência de cinetoplasto e a 

visualização de um halo claro ao redor da estrutura (formado pela imagem negativa da parede 

celular que não se cora pelo Giemsa) são características que diferenciam amastigotas de 

Leishmania de estruturas leveduriformes. O relato do microscopista sobre a presença de 

leveduras pode ser um alerta para o diagnóstico do paciente.  

Tendo em vista essas dificuldades, programas de capacitação para profissionais que 

atuam nessa atividade têm sido incentivados pelo Ministério da Saúde brasileiro. Entretanto 

são raros os trabalhos na literatura que abordam esse tipo de treinamento no caso das 

leishmanioses. Em outros agravos como a malária, são comuns programas de treinamento 

para os microscopistas, além de material de apoio para a prática laboratorial (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2009a; NATEGHPOUR et al., 2012) 

Na LV humana, a medula óssea (MO) constitui a amostra de eleição para pesquisa de 

formas amastigotas. Isso se deve ao fato da coleta no esterno ou na crista ilíaca ser 

considerada menos invasiva do que as punções hepatoesplênicas. Na LVC, empregam-se 

normalmente amostras de MO e linfonodo, obtidas também por punção.  A pesquisa em 

amostras de baço e fígado, apesar de apresentam elevada sensibilidade, tem sido abandonada 

devido ao risco de hemorragias que podem ser fatais (SOLCA et al., 2014; 

ELMAHALLAWY et al., 2014; de RUITER, 2014). 

A pesquisa parasitológica em MO pode ser realizada através de esfregaços preparados a 

partir de punções ou em "imprint" de biópsias de MO em lâminas de vidro. Estudos têm 

mostrado que os esfregaços apresentam maior quantidade de formas extracelulares de 

amastigotas em relação às biópsias. Formas extracelulares seriam mais fáceis de identificar 

devido ao pequeno tamanho do parasito e a necessidade de visualização das suas estruturas 

internas. Provavelmente, a origem das formas extracelulares está no momento do preparo dos 

esfregaços para o exame diretro, e talvez isso explique a menor sensibilidade dos exames 

histopatológicos onde a maioria das formas permanecem dentro das células (CHOPRA et al., 

2009; KUMAR et al., 2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dittus%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24501759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Semmel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24501759
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arechavala%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21229205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nateghpour%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23323099
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Adicionalmente, a importância do exame de medula óssea no esclarecimento de febre de 

origem desconhecida tem sido demostrada (CHANDRA et al., 2013; SHEIKH et al., 2003). 

A especificidade dos exames diretos é de 100% e os valores de sensibilidade variam 

de 32,7% a 90,4%, reportado para LTA e de 52% a 85% para LV humana (GRIENSVEN & 

DIRO, 2012; WEIGLE et al., 1987; RAMIREZ et al., 2000). Com relação a LVC, os dados 

dos exames diretos são escassos. Saridomichelakis et al., 2005, analisando amostras de 

linfonodo e MO encontrou sensibilidade variando de 7,8% a 94,7% de acordo com o status 

clínico e número de campos examinados na lâmina.  

Os dados relacionados à sensibilidade dos exames diretos muitas vezes são conflitantes e 

variados (SARIDOMICHELAKIS et al., 2005). Isso pode ser devido a diferentes fatores, 

entre eles a carga parasitária, a espécie de Leishmania envolvida, o tempo de evolução da 

lesão, qualidade do material coletado, a escolha do melhor espécime clínico para pesquisa, o 

tipo de corante utilizado, o tempo e o número de campos microscópicos examinados e a 

experiência do profissional que realiza o exame (RAMIREZ et al., 2000; CASTILLO & 

ROJAS, 1997). 

Dentre esses fatores, o número de campos microscópicos examinados é um dos que 

possuem maior influência na sensibilidade do exame (AL-JITAWI et al., 1995; 

BRUSTOLONI et al., 2007; da SILVA 2005). Da Silva et al. (2005), observaram que a 

sensibilidade aumenta de acordo com o tempo de exame da lâmina, alcançando quase 100% 

quando se gasta cerca de 40 minutos de observação. 

O tempo despendido para leitura do exame direto é, de fato, uma das grandes 

desvantagens do método, tornando-o exaustivo. Técnicas de concentração do material clínico 

podem constituir alternativas para contornar  esse inconveniente. A concentração do material 

pela técnica de citocentrifugação é utilizada em análises histológicas (MOJICA & CHEN, 

2014) e se baseia na concentração de células em suspensão com a utilização de uma 

citocentrífuga que opera em baixa velocidade produzindo uma monocamada de células em 

uma area pré-definida da lâmina com diâmetro conhecido. Tal equipamento possui uma 

maneira gradual de aceleração e desaceleração, diferenciada das centrífugas normais (de 

ROBIER et al., 2014). Reações subsequentes de imunofluorescência e ELISA podem também 

ser associadas ao método, aumentando a sensiblidade (LANDRY et al., 2000, LANDRY et 

al., 2008). Soluções hemolisantes também podem ser adicionadas às suspensões celulares, 

para permitir melhor visualização do material centrifugado após coloração (KARCIOGLU et 

al., 2010; ANDREJEVIC-BLANT et al., 2006). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandra%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24089618
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891552012000141
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891552012000141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saridomichelakis%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16014839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saridomichelakis%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16014839
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Estudos relatam que a concentração por citocentrifugação apresenta algumas 

vantagens, quando comparada com a técnica clássica por distensão em lâmina, principalmente 

na obtenção de resultados mais rápidos, melhor resolução das células, menor desgaste do 

profissional que realiza o exame, aumento da eficiência na identificação microscópica dos 

parasitos e maior reprodutibilidade dos resultados (SARAIVA-ROMANHOLO et al., 2003). 

É uma abordagem versatil, já que pode ser empregada em diferentes espécimes clínicos, de 

acordo com o objeto da investigação. Tem sido empregada para o diagnóstico de doenças 

como a malária, filariose (PETITHORY et al., 1997) e viroses (LANDRY et al., 2000; 

LANDRY et al., 2008), apresentando bons resultados quando comparada aos métodos 

clássicos por distensão em lâminas. Entretato, o procedimento de enriquecimento celular 

aumenta os custos analíticos e requer processamento das lâminas em um curto período de 

tempo após a coleta (SARAIVA-ROMANHOLO et al., 2003). Adicionalmente, a escolha do 

veículo adequado para tratamento da amostra é uma etapa importante, pois este deve permitir 

a adequada dispersão das células e não interferir na coloração ou procedimentos posteriores 

(PETITHORY et al., 1997).  

A gota espessa é também uma forma de concentração de material clínico. Foi descrita 

por Ross (1903) para o diagnóstico de malária e é utilizada com eficiência até hoje. O desafio 

de Ross foi driblar a opacidade causada pela presença de hemoglobina, em um esfregaço com 

múltiplas camadas de sangue, pela desemoglobinização, utilizando a força iônica de uma 

solução.  

A técnica de gota espessa é realizada como o depósito de duas gotas de sangue 

periférico em uma área de 1-2cm² da lâmina, posterior desemoglobinização e coloração pelo 

método de Giemsa. Além do diagnóstico da malária, seu uso é consagrado no diagnóstico de 

parasitos sanguíneos como as tripanosomíases e filarioses. A gota espessa possibilita o exame 

de maior quantidade de sangue (cerca de 20 vezes mais), em uma área pequena para leitura, 

aumentando a possibilidade do encontro do agente infeccioso, e por isso estima-se que 

apresente sensibilidade em torno de 10-20 vezes maior que o esfregaço simples 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009a; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2009b; MEDEIROS et al., 

2010, NORGAN et al., 2013). 

Apesar de laborioso, assim como outros métodos diretos, a utilização da gota espessa 

persiste através de suas vantagens combinadas de custo, disponibilidade e sensibilidade 

(NORGAN et al., 2013). Uma das dificuldades geralmente relatadas diz respeito à pouca 

fixação do material na lâmina, já que se trata de um esfregaço não fixado. Aquecimento em 

bico de Bunsem, secagem da lâmina ao ar por 24 horas, uso de acetona e a realização de  
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arranhaduras na lâmina têm sido avaliados para minimizar a perda de material, tendo este 

último método apresentado os melhores resultados (NORGAN et al., 2013, PETITHORY et 

al., 1997). 

Embora a gota espessa seja um método simples, a sua utilização com outros espécimes 

clínicos, como a medula óssea, é rara. Encontramos um único relato com amostras de 

pacientes humanos apresentando febre de origem desconhecida (SHEIKH et al., 2003).   

Pelo exposto acima, observamos que tanto a LTA como a LV são doenças complexas 

em diversos aspectos e o diagnóstico deve considerar a aplicação de ferramentas laboratoriais 

adequadas que forneçam respostas rápidas, seguras e que sejam complementares aos dados 

clínicos e epidemiológicos.  

Apesar dos exames diretos constituírem uma abordagem laboratorial importante para 

ambas as doenças, ainda são métodos pouco valorizados, principalmente pela baixa 

sensibilidade e pelo tempo despendido para a leitura das lâminas. Assim, alternativas que 

visem contornar essas desvantagens são válidas, tendo em vista o baixo custo, a facilidade de 

execução, e o fato de serem métodos de confirmação parasitológica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. GERAL 

Avaliar os exames parasitológicos diretos no diagnóstico das leishmanioses. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Auxiliar o treinamento dos profissionais de saúde através da produção de material 

informativo   envolvendo aspectos morfológicos do parasito e outros 

microrganismos para utilização em programas de capacitação; 

2. Avaliar a validade dos exames parasitológicos diretos para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral humana e canina em áreas de recente detecção de 

leishmaniose visceral no Rio de Janeiro; 

3. Padronizar a técnica de citocentrifugação com raspados de lesão cutânea para o 

diagnóstico da LTA; 

4. Avaliar a técnica da gota espessa e da citocentrifugação em amostras de medula 

óssea para confirmação parasitológica de cães sororeatores para leishmaniose; 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. DELINEAMENTO E POPULAÇÃO DO ESTUDO 

Este estudo objetivou estudar a validade dos exames direto para o diagnóstico das 

leishmanioses através de: a) produzir material informativo envolvendo aspectos morfológicos 

do parasito; b) divulgar artigos científicos mostrando a utilidade desses exames na prática 

diagnóstica e, c) propor alternativas de amostras clínicas e formas de processamento desses 

exames. Aqui, avaliamos o desempenho de métodos para a concentração da amostra clínica 

como a citoentrifugação e a gota espessa, empregando raspados de lesão cutânea e aspirados 

de medula óssea. A população de estudo envolveu pacientes humanos com leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) e visceral (LV) e cães sororeatores eutanasiados segundo 

recomendação do ministério da saúde para o controle da leishmaniose visceral.  

 

3.2. ASPECTOS ÉTICOS 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Nacional de 

Infectologia Evandro Chagas (INI/Fiocruz) sob o protocolo nº 18478413800005262/646.984 

e pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fundação Oswaldo Cruz sob o 

número de protocolo LW-54/13. 

Os casos de leishmaniose estudados foram oriundos da demanda do Laboratório de 

Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses (LapClinVigileish/INI/Fiocruz) que realiza, 

na sua rotina, o diagnóstico das leishmanioses empregando diferentes ensaios.  

 

3.3. PRODUÇÃO DE MATERIAL INFORMATIVO 

A partir de lâminas confeccionadas para o exame direto da LTA (“imprint” e/ou 

escarificação) foram selecionadas estruturas (parasitos e outros microrganismos) para 
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elaboração de pranchas coloridas para apoio nas atividades de microscopia. Essas lâminas 

pertencem ao acervo do LapClinVigileish e foram selecionadas de pacientes com diagnótico 

já definido. Durante a revisão das lâminas, selecionaram-se as estruturas de interesse as quais 

foram foto-documentadas.  

O material foi fotografado utilizando objetiva de imersão, empregando o software 

Motic Image Plus 2.0 para captura, tratamento, edição e medição da imagem. Foram 

confeccionadas pranchas coloridas contendo imagens de formas amastigotas de Leishmania 

típicas e atípicas, estruturas fúngicas e bacterianas que pudessem causar confusão no exame 

direto da LTA. 

 

3.4. MÉTODOS DIAGNÓSTICOS EMPREGADOS NO ESTUDO 

3.4.1. Cultura 

A cultura foi realizada com fragmentos de tecido: lesão cutânea no caso dos pacientes 

de LTA; baço, pele íntegra e linfonodo nos casos caninos. Cada fragmento, após a coleta, foi 

acondicionado em solução salina estéril contendo antibióticos (penicilina e estreptomicina) e 

antifúngico (fluorocitosina) em concentrações previamente estabelecidas (DE MELLO et al., 

2010). Após 24 horas nessa solução e a temperatura de 4ºC, os fragmentos foram cortados e 

semeados separadamente em 3 tubos contendo meio de cultura bifásico NNN acrescido de 

meio Schneider’s Insect Medium® suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). 

Amostras de medula óssea (MO) coletadas dos cães também foram processadas para 

cultura. Nesse caso, as amostras foram recebidas em tubo contendo EDTA e cerca de 150µL 

foram semeados no mesmo dia em que foi realizada a coleta, em tubos de cultura como 

mencionado acima.   

A realização das biópsias foi de responsabilidade do médico ou médico veterinário. Os 

tubos contendo as amostras foram colocados em estufa BOD sob temperatura de 26-28ºC e os 

exames foram realizados a fresco semanalmente durante 30 dias. 

Nos casos onde houve isolamento de formas promastigotas, procedeu-se à produção de 

massa parasitária para posterior identificação etiológica. Essa etapa foi feita através de 

eletroforese de isoenzimas (multilocus enzyme electrophoresis - MLEE) de acordo com 

protocolos já definidos na literatura (CUPOLILLO et al., 1994). Empregamos cinco sistemas 

enzimáticos: enzima málica (ME), nucleosidase (NH), glicose-6-fosfato desidrogenase 
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(G6PDH), glicose fosfato isomerase (GPI) e 6-fofogluconato desidrogenase (6PGDH). 

Amostras de referência foram utilizadas em todos os ensaios. 

 

3.4.2. Exames direto  

3.4.2.1. Esfregaço de medula óssea 

Foram confeccionados esfregaços com amostras de MO coletadas de casos humanos e 

caninos no mesmo dia que foi realizada a coleta, utilizando cerca de 1 µL de amostra para 

preparação de um esfregaço delgado que permitisse a adequada visualização das células. 

 

3.4.2.2. Raspados de lesão cutânea 

Este procedimento foi realizado em ambiente ambulatorial, por profissional treinado. 

Inicialmente fez-se anti-sepsia com álcool etílico a 70% na lesão. A escarificação foi realizada 

na área mais infiltrada da borda da lesão utilizando-se lâmina de bisturi de ponta fina. O 

material obtido foi distendido na lâmina de vidro com áreas demarcadas, realizando-se 

pequenos esfregaços sem sobreposição. Através da utilização de uma lâmina de vidro com 

áreas demarcadas (6 demarcações de 6 mm2 cada uma) foi possível realizar a quantificação de 

formas amastigotas, utilizando objetiva de imersão e rastreando todos os campos 

microscópicos de cada área da lâmina. 

Parte do material coletado através dos raspados também foi acondicionado em tubos 

tipo eppendorf para realização da técnica de citocentrifugação. 

 

3.4.2.3. Concentração por citocentrifugação 

Essa técnica foi realizada com raspados de lesão e com amostras de medula óssea 

coletada dos casos caninos no mesmo dia em que foi realizada a coleta. 

Para a padronização da técnica, foram testadas diversas soluções para veículo, para 

que não houvesse prejuízo nas estruturas celulares e da coloração. Foram testadas as seguintes 

soluções: cloreto de amônio (0,87%); ácido acético (2%); saponina (0,4%), álcool (70%) e 

formalina (2% e 10%) e os tempos de 5, 10 e 20 minutos de para avaliação do processo de 

hemólise.  
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Os raspados foram coletados em tubo tipo eppendorf contendo 50 µL de solução salina 

estéril (NaCl 0,9%) e tratados com 150µL das soluções descritas acima. Nas amostras de MO 

foram testadas as quantidades de 5, 10 e 20µL de MO, utilizando as mesmas soluções sempre 

completando para o volume final de 200µL. 

Para realização do diagnóstico, os raspados foram coletados na borda interna das 

lesões cutâneas ulceradas, com auxílio de lâmina de bisturi, sendo o material colocado 

imediatamente em tubos tipo eppendorf contendo 50 µL de solução salina estéril (NaCl 0,9%) 

que foi tratado com 150µL de cloreto de amônio (0,87%) durante 5 minutos para obtenção de 

hemólise. As amostras de MO foram coletadas em EDTA e processadas no mesmo dia da 

coleta. Foram utilizados 5µL de MO e 195µL de cloreto de amônio (0,87%) durante 5 

minutos. O tempo para obteção de hemólise foi controlado rigidamente a fim de impedir 

danos nas outras células.  

Utilizamos a citocentrífuga Hettich (Modelo rotofix 32A) e a centrifugação foi 

realizada a 2500 rpm durante 10 minutos com amostras de raspados e MO, sendo o material 

depositado em uma área com cerca de 6mm2 em lâmina de microscopia de vidro. 

Após a citocentrifugação, as lâminas foram fixadas empregando metanol e coradas 

pelo Giemsa. A leitura foi realizada em microscópio ótico, em objetiva de imersão avaliando 

a presença de formas amastigotas, a dispersão e morfologia das células e a obtenção de 

hemólise. 

 

3.4.2.4. Gota espessa 

 A técnica de gota espessa foi realizada com amostras de MO coletadas com EDTA dos 

casos caninos. A quantidade de 5µL foi distendida em uma área de 1 cm2 da lâmina, com 

auxílio de um cartão com área demarcada, e deixadas secar a temperatura ambiente.  

Nota: As preparações de gota espessa não foram submetidas a fixação 

As lâminas de citocentrifugação, esfregaços e raspados de lesão cutânea foram fixadas 

em metanol e posteriormente coradas pelo método de Giemsa. A coloração foi realizada 

através da diluição do corante em água tamponada e imersão das lâminas durante 20 minutos 

na solução. Para a gota espessa a etapa de desemoglobinização foi associada etapa de 

coloração que se seguiu como descrito acima. 

A leitura foi feita com objetiva de imersão (x1000) examinando-se todos os campos 

das áreas demarcadas da lâmina. Para os esfregaços, considerou-se a leitura de cerca de 1000-

1500 campos. 
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3.5. ANÁLISE DOS RESULTADOS  

Foram avaliadas a validade dos raspados de lesão cutânea, citocentrifugação, 

esfregaço e da gota espessa processadas com diferentes espécimes clíncos para o diagnóstico, 

comparando-se com a cultura. 

Foi realizada a análise exploratória dos dados através de frequências e medidas de 

tendência central e dispersão de variáveis contínuas. O teste de qui-quadrado de Pearson foi 

empregado na avaliação de associação entre duas variáveis qualitativas. Entretanto, no caso 

de tabelas formadas por 2 linhas e 2 colunas, foi empregado um teste alternativo denominado 

teste Exato de Fisher. Na validação das técnicas diagnósticas, a comparação entre técnicas foi 

realizada pela análise dos valores de sensibilidade e especificidade. As análises estatísticas 

foram realizadas com o software SPSS 16.0.  
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4. RESULTADOS 

Os resultados obtidos neste estudo serão apresentados a partir de seis artigos 

científicos publicados ou em fase de publicação. 

Os artigos estão ordenados da seguinte forma: 

 

 Artigo 1: Apresenta a produção material informativo contendo fotomicrografias de 

formas amastigotas de Leishmania sp. e de outros microrganismos que podem fazer 

confusão no exame direto. A proposta é que esse material seja utilizado em programas 

de capacitação profissional 

 Artigo 2: Constitui um artigo de opinião acerca dos custos dos exames diretos da LTA. 

 Artigo 3: Relata um caso autóctone de leishmaniose visceral em uma criança no 

município de Volta Redonda no estado do Rio de Janeiro. 

 Artigo 4: Relata uma série de nove casos autóctones de leishmaniose visceral humana 

no município de Barra Mansa no estado do Rio de Janeiro. 

 Artigo 5: Relata um surto de leishmaniose visceral canina no município de Barra 

Mansa no estado do Rio de Janeiro, apresentando dados parasitológicos dos cães 

eutanasiados.  

 Artigo 6: Descreve a utilização dos exames direto como a gota espessa e a 

citocentrifugação empregando amostras de medula óssea na confirmação 

parasitológica de leishmaniose em cães sororeatores  

 Além dos artigos, apresentamos os resultados preliminares da utilização da 

citocentrifugação com raspados de lesão. 
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4.1.  ARTIGO 1 

 

Tegumentary Leishmaniasis: A Diagnostic Approach Considering Aspects of the 

Cytological Examination 

Artigo publicado na revista Acta Cytologica 

DOI: 10.1159/000363121 

 

 

 

O diagnóstico da leishmaniose tegumentar (LTA) nem sempre é uma tarefa fácil 

devido ao espectro de manifestações da doença. Os exames parasitológicos são importantes, 

sobretudo o exame direto, que são testes de fácil execução e baixo custo. Entretanto, por se 

tratar de um exame subjetivo torna-se imprescindível a capacitação e treinamento dos 

profissionais que realizam esse exame, para que formas amastigotas não sejam confundidas 

com outras estruturas presentes nas preparações. Nas leishmanioses não existe material 

ilustrativo que possa ser utilizado nas atividades de capacitação, como já existe para outros 

agravos, como por exemplo, a malária. Sabendo da importância desse tipo de material na 

rotina laboratorial, tivemos como objetivo elaborar pranchas coloridas contendo 

fotomicrografias para auxilio durante as leituras microscópicas. 

Foi realizada revisão no acervo de lâminas confeccionadas para o exame direto da 

LTA (“imprint” e escarificação) de pacientes atendido no ambulatório do 

LapClinVigileish/INI/Fiocruz. Nas lâminas, foram selecionadas formas amastigotas de 

Leishmania sp. que apresentavam morfologia típica e atípica; estruturas fúngicas e bacterianas 

presentes nas preparações passíveis de confusão no diagnóstico da LTA. As fotomicrografias 

foram realizadas empregando o software Motic Image Plus 2.0. Após captura, edição, 

medição e seleção das imagens, foram construídas duas pranchas medindo 13 x 17cm 

contendo as principais imagens. Tal material visa não só contribuir para os programas de 

capacitação, mas também, sensibilizar os gestores para a necessidade da inclusão desse tipo 

de material nos manuais de controle. 

 

Esse artigo responde integralmente ao objetivo nº 1 desta tese 
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4.2. ARTIGO 2 

 

Skin scraping is the most accessible technique for the parasitological diagnosis of 

American Tegumentary Leishmaniasis 

 

Artigo submetido a publicação na revista The American Journal of Tropical Medicine 

and Hygiene 

 

 

 

Este artigo foi elaborado no formato de carta para a seção de “Letter to the editor” 

relacionado à publicação do artigo intitulado “Press imprint smear: a rapid, simple, and cheap 

method for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (Viannia) 

braziliensis”. 

Os exames diretos são normalmente ferramentas negligenciadas devido principalmente 

à sua baixa sensibilidade. No artigo de Sousa et al. (2014), é apresentada uma alternativa para 

o exame direto denominada “press imprint smear”, na qual um fragmento de biopsia é 

comprimido entre duas lâminas de vidro e posteriormente fixado e corado. A sensibilidade do 

método ficou em torno de 85%. Segundo os autores, essa abordagem facilitaria a utilização 

dos exames diretos para o diagnóstico da LTA, já que constituiria uma abordagem mais barata 

que a escarificação e sua leitura poderia ser realizada após um curto período de treinamento 

para os técnicos responsáveis. 

Em nossa carta, inicialmente parabenizamos os autores pela publicação e pela 

iniciativa do investimento na melhoria dos exames diretos. Embora os índices de sensibilidade 

mostrados no artigo tenham sido elevados, achamos prudente opinar no quesito “barato” 

apontado pelos autores. 

Entre os pontos abordados em nossa carta, chamamos a atenção de que a coleta de um 

fragmento por biopsia constitui um procedimento médico e nas áreas carentes a figura desse 

profissional nem sempre está disponível. Esse fato impediria a coleta. Além disso, achamos 

importante mencionar que tal procedimento exigiria o emprego de soluções anestésicas, 

seringa agulhada e material para possível sutura, encarecendo assim o método descrito. 

Adicionalmente, discutimos a questão do treinamento dos profissionais baseado em nossa 

experiência. 

Nossa carta objetivou ampliar a discussão no contexto envolvendo a facilidade de 

aplicação dos exames diretos nas áreas endêmicas. 

 Este artigo está relacionado ao objetivo geral desta tese. 
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4.3. ARTIGO 3 

 

Expansion of visceral leishmaniasis in the state of Rio de Janeiro, Brazil: report of the 

first autochthonous case in the municipality of Volta Redonda and the difficulty of 

diagnosis 

 

Artigo publicado na Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo, 56(3):271-

274, May-June, 2014 

 

 

A leishmaniose visceral (LV) continua a ser um importante problema de saúde pública 

em todo o mundo. No Brasil, tem sido observada uma expansão acentuada da doença nas 

últimas décadas, particularmente nas regiões Norte, Sudeste e Centro-Oeste do país. Segundo 

o Manual de Controle da LV, o estado do Rio de Janeiro é classificado como uma área onde 

casos de LV ocorrem de forma esporádica. De fato, tem sido assim, desde o surto ocorrido na 

década de 70. Entretanto, nos últimos anos a ocorrência de casos humanos em áreas onde 

anteriormente não se tinha registro da doença tem causado preocupação. Este artigo relata um 

caso autóctone de LV em uma criança na cidade de Volta Redonda – RJ. A criança de cinco 

anos foi hospitalizada com quadro de febre prolongada e aumento de abdômen. A suspeita de 

LV foi levantada somente após a segunda internação e o diagnóstico foi confirmado 

facilmente através do exame direto realizado com amostra de medula óssea. Esse trabalho 

relatou o primeiro caso de LV humana em Volta Redonda e representou um alerta para 

clínicos e pediatras dessa região, que passaram a incluir a investigação de LV em todo 

paciente com febre prolongada. 

 

Esse artigo responde parcialmente ao objetivo nº 2 desta tese. 
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4.4.  ARTIGO 4 

 

High visceral leishmaniasis mortality rate in Barra Mansa, a new area of visceral 

leishmaniasis transmission in the State of Rio de Janeiro, Brazil 

 

Artigo publicado na Revista da Sociedade Basileira de Medicina Tropical 

47(4):521-523, Jul-Ago, 2014 

 

 

A LV é uma doença com elevada letalidade, principalmente quando o diagnóstico e o 

tratamento não são rapidamente realizados. Por essa razão, o Ministério da Saúde instituiu um 

escore para orientar os profissionais no manejo terapêutico dessa importante doença. No 

entanto, casos letais ainda ocorrem no Brasil. Entre 2010 e 2013 durante um surto de LV que 

vem ocorrendo no município de Barra Mansa – RJ observou-se alto índice de letalidade. Esse 

artigo teve como objetivo descrever uma série de casos ocorridos neste município. O estudo 

foi feito através da revisão dos prontuários de 9 pacientes diagnosticados com LV. Dos casos 

descritos nesse relato, 7 (77%) foram elucidados pelo exame direto. Vale ressaltar que a 

realização do exame direto foi fácil, devido a abundância de formas amastigotas nas 

preparações. Isso ressalta a importância de tal exame para um diagnóstico rápido da LV. A 

partir dessa publicação, os profissionais de saúde foram alertados para emergência da LV em 

Barra Mansa e em regiões vizinhas. 

 

Esse artigo responde parcialmente ao objetivo nº 2 desta tese. 
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4.5.  ARTIGO 5 

 
Outbreak of canine visceral leishmaniasis in Barra Mansa, state of Rio de Janeiro, 

Brazil 

 

Artigo publicado na Revista da Sociedade Basileira de Medicina Tropical 

47(6):Nov-Dec, 2014 

 

 

Como mencionado anteriormente nesta tese, a LV está em expansão no estado do Rio 

de Janeiro, alertando os setores responsáveis pelo controle. A partir dos casos humanos 

descritos em Barra Mansa, uma série de ações foram disparadas para conter o avanço da LV 

nessa região. Nesse contexto, o papel que o cão doméstico assume no ciclo de transmissão da 

LV é conhecido e assim, a realização do inquérito canino em Barra Mansa foi realizado, 

visando interromper o ciclo de transmissão, através da eutanásia de cães sororeatores. O 

objetivo deste artigo foi relatar os resultados iniciais do inquérito canino realizado em Barra 

Mansa, alertando para explosão desses casos ocorridos no período de 2011 a 2013. 

No período, 3103 cães foram avaliados sorologicamente, dos quais 141 (4,54%) foram 

positivos e encaminhados para eutanásia na Fiocruz. Desses animais, foram coletadas 

amostras de diferentes sítios para cultura e os resultados mostraram o isolamento e 

identificação de L. chagasi (sin L. infantum) em 116 casos.  

A publicação deste artigo foi importante para a confirmação de Leishmania chagasi 

como agente responsável pelos casos de LV ocorridos não só nos casos caninos, mas também 

nos casos humanos descritos em Barra Mansa.  Além disso, a sequência de eventos mostrados 

neste artigo sugere que a epidemia possivelmente já estava instalada em Barra Mansa, 

espalhando-se silenciosamente, tornando mais difícil o seu controle. 

 

Esse artigo responde parcialmente ao objetivo nº 2 desta tese. 
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4.6. ARTIGO 6 

 

Thick smear is a good substitute for the thin smear to parasitological confirmation in 

canine visceral leishmanasis 

 

Artigo submetido ao periódico “The American Journal of Tropical Medicine and 

Hygiene”  

 

No Brasil, a LV é considerada uma doença emergente, cujos padrões epidemiológicos 

mostram características de difícil controle com tendência a urbanização. O diagnóstico deve 

ser precoce e o tratamento dos casos humanos deve ser instituído rapidamente visando 

diminuir os índices de letalidade. Recentemente foi descrito um surto de LV no município de 

Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro e um inquério canino foi iniciado nessa região, 

recolhendo os cães sororeatores. Os animais foram encaminhados para a Fiocruz para 

confirmação parasitológica. Avaliaram-se técnicas de concentração da amostra biológica 

como a gota espessa e a citocentrifugação empregando medula óssea objetivando criar 

alternativas rápidas para o exame direto. Exames clássicos como a cultura e o esfregaço foram 

utilizados para as análises. 

Dos 92 cães estudados, 85,9% foram positivos na cultura, sendo L. chagasi (sin L. 

infantum) a espécie confirmada em todos os casos. Os exames de esfregaço, citocentrifugação 

e gota espessa alcançaram índices de sensibilidade de 52,8% 47,1% e 77% respectivamente. 

A confirmação parasitológica da leishmaniose visceral canina (LVC) ainda é desafio, 

principalmente pelo volume de trabalho que é gerado, seja pelos exames diretos ou outra 

ferramenta parasitológica. Nesse contexto, o desenvolvimento de metódos que sejam de fácil 

aplicação e que deêm uma rápida resposta torna-se relevante. A técnica de gota espessa e da 

citocentrifugação, aqui avaliadas, representam alternativas que certamente poderão dar maior 

agilidade ao processamento dos exames diretos na LVC. 

Esse artigo responde integralmente ao objetivo nº 4 desta tese. 
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4.7. OUTROS RESULTADOS 

Nesta seção apresentaremos os resultados preliminares relacionados à padronização e 

aplicação da técnica de citocentrifugação com raspados de lesão. 

Inicialmente as condições para citocentrifugação foram padronizadas e, com relação às 

soluções testadas para o processamento, observou-se que com a utilização de ácido acético 

2%, álcool 70%, formalina 10%, formalina 2% e saponina 0,4% ocorreu grande destruição 

celular e prejuízo na coloração. Quando foi empregada solução fisiológica, não foi observada 

destruição celular, entretanto por não possuir potencial hemolítico, a dispersão das células não 

foi adequada, ficando as células umas sobre as outras, prejudicando a visualização de formas 

amastigotas. 

A utilização da solução de cloreto de amônio (0,87%) produziu hemólise adequada. 

Após a centrifugação, observou-se boa dispersão das células, sem prejuízo para a integridade 

celular, além de não ter prejudicado a coloração. O cloreto de amônio foi então selecionado 

para o processamento utilizando 50µL do material coletado em solução salina adicionados a 

150µL de cloreto de amônio durante 5 minutos. 

Foram incluídos no estudo 41 pacientes, dos quais 56% (n=23) pertenciam ao gênero 

masculino e 68,2% (n=28) residiam no município Rio de Janeiro. A média do tempo de 

evolução das lesões foi de 7,2 meses e a mediana 2,75 meses. Com relação a localização das 

lesões 61% (n=25) se apresentavam nas pernas, 24,4% (n=10) se apresentavam nos braços, 

12,2% (n=5) no tronco e 2,4% (n=1) na face. 

Os principais diagnósticos encontrados foram LTA (n=11,26%), esporotricose 

(n=8;19,5%), piodermite (n=8;19,5%) e pioderma gangrenoso (n=3;7,3%). 

Dos 12 tiveram diagnóstico final de LTA, 8 apresentaram crescimento de formas 

promastigotas em cultura, 6 foram positivos no exame direto pela citocentrifugação e 5 no 

exame direto pelo raspado de lesão cutânea demonstrando sensibilidade de 72,7%, 54,5% 

45,4% respectivamente.  

Dez amostras apresentaram crescimento de fungos e 1 teve crescimento bacteriano em 

cultura. Todas as formas promastigotas isoladas foram caracterizadas e 7 apresentaram perfil 

compatível com L. braziliensis e 1 com L. guyanensis. Os resultados de cada um dos 

pacientes podem ser observados na tabela 1. 
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Tabela 1: Resultados dos 42 pacientes estudados relacionados ao diagnóstico parasitológico e 

diagnóstico final atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI, 

FIOCRUZ, RJ) no período de Abril/2012 a Novembro/2013. 

Código 
Resultado 

Cultura 

Caracterização 

Isoenzimas 

Escarificação 

clássica 
Citocentrifugação Resultado final-

clínico 
Resultado Qtf* Resultado Qtf* 

1 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

2 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Piodermite 

3 Positivo L. guyanensis Positivo 12 Negativo - Leishmaniose 

4 Positivo L. braziliensis Positivo 4 Positivo 12 Leishmaniose 

5 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

6 Negativo - Negativo - Negativo - Úlcera de estase 

7 Negativo - Negativo - Negativo - 
Leishmaniose 

cutâneo-mucosa 

8 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

9 
Contaminado 

bactéria 
- Negativo - Negativo - 

Doença 

linfoproliferativa 

10 Negativo - Negativo - Negativo - 
Pioderma 

Gangrenoso 

11 Negativo - Negativo - Negativo - Úlcera de estase 

12 Negativo - Negativo - Negativo - Leishmaniose 

13 Positivo L. braziliensis Positivo 13 Positivo 16 Leishmaniose 

14 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

15 Positivo L. braziliensis Negativo - Negativo - Leishmaniose 

16 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

17 Negativo - Negativo - Positivo 3 Leishmaniose 

18 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

20 Negativo - Negativo - Negativo - 

Ulceração 

inespecífica - 

automutilação 

21 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 
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Código 
Resultado 

Cultura 

Caracterização 

Isoenzimas 

Escarificação 

clássica 
Citocentrifugação Resultado final-

clínico 
Resultado Qtf* Resultado Qtf* 

22 Negativo - Negativo - Negativo - 
Pioderma 

Gangrenoso 

23 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

24 Positivo L. braziliensis Negativo - Negativo - Leishmaniose 

25 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

27 Positivo L. braziliensis Negativo - Negativo - Leishmaniose 

28 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

29 
 

- Negativo - Negativo - Esporotricose 

30 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Histoplasmose 

31 Negativo - Negativo - Negativo - Crioglobulinemia 

32 Positivo L. braziliensis Positivo 55 Positvo 12 Leishmaniose 

33 Negativo - Negativo - Negativo - Piodermite 

34 Negativo - Negativo - Negativo - 
Micetoma/esporot

ricose 

35 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - 

Úlcera 

Flebostática 

36 Negativo - Negativo - Negativo - 
Úlcera de anemia 

falciforme 

37 Negativo - Negativo - Positivo 9 
Pioderma 

gangrenoso 

38 Negativo 
 

Negativo - Negativo - Piodermite 

39 Positivo L. braziliensis Positivo 13 Positvo 18 Leishmaniose 

40 Negativo - Negativo - Negativo - 
Papulose 

Linfomatóide 

41 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

42 
Contaminado 

Fungo 
- Negativo - Negativo - Esporotricose 

43 Negativo - Negativo - Negativo - Esporotricose 

*Qtf=quantificação de formas amastigotas
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5. DISCUSSÃO 

Historicamente, os métodos parasitológicos diretos constituíram as primeiras 

abordagens utilizadas para o diagnóstico das leishmanioses e o nosso estudo visou valorizar a 

utilidade desses exames, propondo, nesse contexto, alternativas de amostras clínicas e de 

formas de processamento.   

Os métodos diretos se caracterizam pela simplicidade de execução, justificando 

investimentos para melhorar o desempenho e a sensibilidade desses testes. O material a ser 

analisado varia em função da supeita clínica – leishmaniose visceral ou tegumentar – e 

facilidade para obtenção do material clínico. Na leishmaniose cutânea, é consenso que a  

coleta de raspados na lesão cutânea é uma forma simples e pouco invasiva para o exame 

direto (de MELLO et al, 2012; GARCIA et al, 2007; DURDU et al., 2009; ANGELINE & 

BONAMONTE, 2011). Entretanto, para o exame direto na suspeita de LV, o espécime a ser 

coletado para o exame pode variar em função do hospedeiro. Na LV humana, a medula óssea 

(MO) é a amostra mais empregada para esse fim, mas no cão doméstico é comum serem 

utilizados, além da MO, amostras puncionadas de ganglios (SARIDOMICHELAKIS et al., 

2005).   

A sensibilidade diagnóstica dos exames diretos normalmente fica abaixo da cultura 

que constitui o padrão de referência, no entanto, esses exames podem ser uma boa opção em 

inúmeros aspectos. Na leishmaniose cutânea a sensibilidade do exame direto é relatada em 

torno de 31% a 71,4 % (NAVIN et al., 1990, de MELLO et al, 2012; BOGGILD et al., 2010) 

e na LV humana em torno de 77% a 83,6% (MACHADO DE ASSIS et al., 2012; 

BRUSTOLONI et al, 2007).  

Apesar dos métodos diretos serem considerados de baixa complexidade na sua 

preparação, o mesmo não pode ser atribuído à leitura das lâminas (AL-JITAWI et al., 1995; 

BRUSTOLONI et al., 2007). Por se tratar de um exame que está sujeito a interpretações 

subjetivas, o nível de experiência do microscopista exerce influência nos parâmetros de 

acurácia desse exame. A capacitação contínua dos profissionais que exercem essa atividade é 

uma forma de contornar essa desvantagem do método (BRUSTOLONI et al., 2007; 

Oraganização Mundial de Saúde, 2010, NAMAGEMBE et al., 2012).  O Laboratório de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saridomichelakis%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16014839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saridomichelakis%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16014839
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Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses (LapClinVigileish) participa dos programas 

de capacitação de profissionais envolvidos no diagnóstico parasitológico das leishmanioses. 

Essa atividade é feita desde 2004 e, durante sua execução percebemos a importância da 

produção de material informativo voltado para esses profissionais. Assim, neste estudo, nos 

propusemos a elaborar e disponibilizar pranchas coloridas em apoio à prática microscópica. 

Esse tipo de material é comum para agravos como a malária (MINISTÉRIO DA SAÚDE; 

2009a), entretanto para as leishmanioses, isso ainda não existia, representando uma lacuna nos 

manuais de controle, que são disponibilizados pelo Ministério da Saúde. Foram produzidas 2 

pranchas, buscando destacar aspectos morfológicos das formas amastigotas do gênero 

Leishmania e como essas formas se apresentam nos exames direto. Além disso, chamamos 

atenção para estruturas que possam ser confundidas com essas formas. Esse material é 

apresentado no artigo nº 1 que compõe esta tese.  Nos exames diretos, além de artefatos, 

estruturas leveduriformes podem também ser confundidas com formas amastigotas (de 

MELLO et al, 2011). Em regiões onde a esporotricose é endêmica, como é o caso do Rio de 

Janeiro (BARROS et al., 2010), tal encontro pode ser um grande inconveniente para os 

exames diretos, podendo até mesmo gerar resultados falso positivos. Esse aspecto também foi 

abordado no artigo nº 1, no qual apresentamos fotomicrografias de formas de leveduras de 

Sporothrix schenckii e Candida sp. Na literatura, também existem relatos de que H. 

capsulatum pode causar confusão com formas amastigotas. Entretanto, esse agente não foi 

encontrado nas lâminas estudadas, não sendo apresentado nas pranchas (SÃO TIAGO et al., 

1998).  

Considerando os aspectos acima mencionados, é essencial que os programas de 

controle das leishmanioses incorporem atividades que visem manter a competência dos 

microscopistas. Várias abordagens podem ser empregadas para essa finalidade, e o material 

por nós produzido poderá ser de grande valor. Nesse contexto elaboramos um artigo de 

opinião (artigo 2) que entre outros aspectos discute a importância do treinamento contínuo 

para realização dessa atividade. Achamos importante ressaltar esse ponto bem como a questão 

do custo dos exames diretos baseados na experiência que temos acumulado ao longo desses 

anos. 

Implementar e manter tais programas não é uma tarefa fácil, se levarmos em conta a 

diversidade epidemiológica e econômica nas áreas endêmicas brasileiras. Trabalhos 

científicos que abordem esse tema, também são raros. Em nossa pesquisa, encontramos um 

estudo realizado em Belo Horizonte - Minas Gerais, que avaliou a implantação de treinamento 

das equipes médica, laboratorial e de assistência primária, relacionado ao diagnóstico da LV. 
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Belo Horizonte é uma região com elevadas taxas de prevalência e letalidade da LV, 

justificando tal avaliação. Um resultado interessante apresentado nesse estudo foi a 

demonstração que a letalidade da LV diminuiu cerca de 84,5% nos municípios que 

implementaram na sua rotina as ações propostas no programa, (LUZ et al.,2009). Esse 

resultado mostra a importância dos programas de capacitação.  

As imagens apresentadas no nosso artigo poderão ser um primeiro ensaio para 

confecção de um atlas contendo imagens microscópicas, semelhantes aos que já existem para 

o diagnóstico clínico e diferencial da LTA (MINISTÉRIO DA SAÚDE; 2006c) e, de fato 

atingir os profissionais que se beneficiarão dessas imagens. Essa iniciativa pode ser um 

diferencial para os programas de capacitação e cursos de reciclagem, constituindo mais uma 

ferramenta de auxílio nesse processo. 

A participação do LapClin Vigileish em programas de capacitação influenciou o 

desenvolvimento de estudos baseados na padronização e otimização do exame direto. Em um 

desses estudos, propusemos a padronização do procedimento de escarificação (de MELLO et 

al, 2012). Devido à facilidade com que os raspados de lesão são obtidos e, por constituir um 

procedimento pouco invasivo para o paciente, resolvemos avaliar a utilização dos raspados 

cutâneos em técnicas como a citocentrifugação objetivando otimizar o uso desse espécime 

clínico. Os resultados obtidos ainda são preliminares para a redação de um artigo e, por essa 

razão foram apresentados nesta tese na forma de “resultados adicionais”. 

A citocentrifugação é uma forma excelente de concentração de células em suspensão, 

permitindo leituras mais rápidas (SARAIVA-ROMANHOLO et al. 2003). Utilizando 

raspados processados por citocentrifugação, observamos que os índices de sensibilidade, bem 

como a quantificação de formas amastigotas, foram semelhantes ao encontrado para os 

procedimentos clássicos de distensão em lâmina, com a vantagem de reduzir a área para 

leitura. A diminuição do tempo gasto com a leitura das lâminas foi um dos ganhos que a 

citocentrifugação trouxe para o exame direto da LTA. Observamos uma redução de 1/3 no 

tempo despendido para a leitura o que diminui o desgaste do profissional responsável pelo 

diagnóstico. 

 A diminuição do número dos casos de LTA no Rio de Janeiro (SINAN, 2014a) 

prejudicou a inclusão de pacientes no estudo e consequentemente algumas análises que seriam 

realizadas para avaliar os resultados. Por conta da escassez de amostras não foi possível 

realizar todos os ensaios de padronização necessários e isso acabou gerando perda de 

amostras no pequeno grupo estudado.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luz%20ZM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19488502
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Embora a LTA esteja em declínio no estado do Rio de Janeiro a LV (humana e canina) 

está em expansão, causando preocupação nos setores de vigilância e controle do estado. 

Apesar da leishmaniose visceral canina ser descrita desde a década de 70, nos últimos anos 

casos de LVC estão sendo relatado em municípios como Angra dos Reis e Mangaratiba 

(MADEIRA et al., 2006), Maricá (de PAULA et al., 2009), Cachoeira de Macacu (SILVA 

DA et al., 2011), Volta Redonda (de CAMPOS et al., 2013) e, em áreas urbanas da capital, 

como nos bairros de Laranjeiras e Caju (FIGUEIREDO et al., 2010; Brazil, 2013). Esses 

dados mostram a expansão da doença no estado do Rio de janeiro, mobilizando ações da 

Secretaria Estadual de Saúde (SES/RJ). O primeiro caso de LV humana no estado do Rio de 

Janeiro ocorreu em 1977 na região do maciço da Pedra Branca, entretanto, a partir de 1997 

raros registros de casos humanos foram realizados (MARZOCHI et al, 2009, SINAN, 2014b). 

A facilidade do deslocamento e a alta capacidade de adaptação do vetor têm sido os principais 

motivos para a dispersão da LV no Brasil e, o estado do Rio de Janeiro não foge a essa regra. 

L. longipalpis tem sido encontrada em áreas completamente urbanizadas nesse estado (Brazil, 

2012).  

 Recentemente foi registrado o primeiro caso humano na área urbana da cidade do 

Rio de Janeiro, no bairro do Caju (da SILVA et al, 2014), e em outros municípios do estado 

na região do Vale do Paraíba. Os casos relatados nessa microregião são descritos nos artigos 

nº 3 e 4 desta tese e o nosso objetivo foi descrever a aplicabilidade do exame direto para o 

diagnóstico da LV. 

Volta Redonda, Resende, Barra Mansa e Barra do Piraí contituem as principais 

cidades do Vale do Paraíba do Sul Fluminense. Essa região tem sido alvo de investigações 

devido aos casos de LV recentemente relatados. No ano de 2011 foi registrado um caso 

autóctone de LV humana em Volta Redonda, município que faz conurbação com Barra 

Mansa. Esse caso está descrito no artigo nº 3 dessa tese. Nesse relato um dos aspectos que 

mais chama atenção é o fato de o paciente ter sido submetido a vários procedimentos, sem que 

a suspeita de LV tivesse sido levantada. Esse caso foi solucionado a partir do exame direto em 

amostra de medula óssea, coletada numa terceira intervenção. Tal fato ressalta a importância 

de incluir a LV na investigação de casos com febre de origem indeterminada e também no 

diagnóstico diferencial de leucemia aguda em crianças (SHEIKH et al., 2003; CHANDRA et 

al., 2013; VASCONCELOS et al., 2014). Vasconcelos et al. (2014), avaliando uma coorte de 

437 crianças, do nordeste, sudeste e centro-oeste do Brasil, com leucemia encontraram 24 

amostras de casos de co-infecção por L. chagasi (sin L. infantum). Esse resultado chama a 

atenção principalmente por serem duas doenças graves e para o fato que o parasito possa 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Volta_Redonda
http://pt.wikipedia.org/wiki/Resende_(Rio_de_Janeiro)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Barra_Mansa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Barra_do_Pira%C3%AD
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constituir fator de risco para o desencadeamento do processo de malignidade nas células da 

medula óssea. Aqui também é importante lembrar a importância do material informativo 

produzido por nós, o qual poderia auxiliar o profissional que talvez não tivesse conhecimento 

da morfologia do parasito nas duas intervenções anteriores.  

No ano de 2013 foi diagnosticado mais um caso de LV na cidade de Volta Redonda 

em um paciente do sexo feminino com 23 anos. A paciente negou viagens para fora da cidade 

e informou ter adotado dois cães de rua doentes cerca de dois meses antes do início dos 

sintomas. No final de 2014, outro caso foi diagnosticado no município, desta vez em uma 

criança de 1 ano e 8 meses, que evolui a óbito. Esses casos novamente sugerem o 

estabelecimento do ciclo da LV nesse município. 

Na cidade ao lado, Barra Mansa, no período de 2010-2013, foram relatados 9 casos 

humanos de LV, dos quais, quatro evoluíram para óbito. Esses resultados concordam com 

MARTINS-MELO et al. (2014) que observaram elevada letalidade da LV em regiões não 

endêmicas devido, principalmente ao diagnóstico tardio e falta de conhecimento da equipe de 

saúde. Dos 9 casos ocorridos em Barra Mansa, 7 foram diagnosticados pelo exame direto. 

Assim, o exame direto foi responsável por elucidar 77% dos casos que estão descritos no 

artigo nº4. Em um paciente o exame direto foi negativo, entretanto esse paciente tinha apenas 

15 dias de evolução da doença e, possivelmente uma carga parasitária baixa para ser 

identificado por essa técnica. Nesse caso, a cultura, que possui maior sensibilidade, 

apresentou resultado positivo e concluiu o caso. Nosso laboratório participou ativamente na 

realização do diagnóstico dos pacientes de Barra Mansa. Dos 7 pacientes que realizaram o 

exame direto descritos no artigo 3, fomos responsáveis por 5 deles com cerca de 70% dos 

casos positivos ocorridos neste periodo, sem levar em consideração as suspeitas que não se 

confirmaram. Em todas essas análises foram visualizadas inúmeras formas amastigotas nas 

preparações, o que tornou o diagnóstico fácil e rápido.  

Nos casos apresentados aqui, o exame direto se apresentou como uma ferramenta de 

grande utilidade, pois permitiu o diagnóstico rápido, com baixo custo e com processamento 

fácil.     

O controle do reservatório doméstico é primordial para conter a expansão da LV em 

áreas urbanas. Casos de LVC recentemente diagnosticados na zona urbana do município do 

RJ, no bairro do Caju, (SILVA et al., 2014; LYRA et al., 2015) têm sido associados a 

migração de cães infectados oriundos da região Sul do estado, que foram abandonados nessa 

localidade. Lu. longipalpis também já foi encontrada na região do Caju (Brazil, 2013).  



82 

 

 

Por conta disso as ações desencadeadas em Barra Mansa foram importantes. A 

investigação considerou cães domésticos, a partir de um raio de aproximadamente 100 metros 

de cada caso humano. O resultado da investigação dos cães nessa região, durante o período 

2011-2013 foi apresentado no artigo 4 dessa tese. Foi encontrada uma alta prevalência (4,5%) 

entre os cães o que está de acordo com outros estudos que mencionam que a elevada 

prevalência canina antecede os casos humanos (BARATA et al., 2013, de ARAUJO et al., 

2013). Nesse caso não podemos afirmar que os casos caninos precederam os casos humanos, 

pois se trata de um estudo seccional. O alto número de casos caninos diagnosticados indica 

que a epidemia nos cães estava se instalando silenciosamente. Em estudo realizado por 

Figueiredo et al. (2009), no ano de 2005 no bairro de Santa Rita de Cássia município de Barra 

Mansa, foi relatado 10% de positividade sorológica em 177 cães, corroborando a hipótese 

acima levantada. Um dado interessante, foi o não isolamento de L. chagasi (sin L. infantum) e 

o encontro de 1 cão com lesão cutânea, comprovando também a presença de L. braziliensis 

nessa região. Já em nosso estudo, todas as amostras isoladas na cultura dos cães oriundos dos 

inquéritos, foram caracterizadas como L. chagasi (sin L. infantum) confirmando a etiologia 

dos casos de LV na região. Essa etapa foi importante para caracterizar a dinâmica da infecção 

no local e disparar ações de controle específicas. 

Todos os animais sororeatores, oriundo do inquérito em Barra Mansa, foram 

encaminhados para eutanásia, prática recomendada pelo Ministério da Saúde brasileiro 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006a). Tal recomendação tem sido criticada por grupos de 

proteção a animais que alegam a inexistência de dados científicos que comprovem a eficácia 

de tal medida, moderada sensibilidade dos testes sorológicos, a possibilidade de reações 

cruzadas desses testes e a limitação em distinguir doença ativa de infecção (ROMERO & 

BOLEART, 2010; SALAM et al., 2012). Por essa razão, a confirmação parasitológica desses 

cães foi importante para confirmar a circulação do agente em Barra Mansa. Para esse fim, 

utilizamos não somente a cultura, mas também realizamos o exame direto com algumas 

modificações, cujos resultados estão mostrados no artigo nº 6. 

A LV é um agravo importante que necessita de intervenções rápidas.  O cão doméstico 

possui papel de reservatório, entretanto a confirmação parasitológica desses animais ainda é 

um desafio. Diversas técnicas empregando diferentes espécimes têm sido avaliadas com essa 

finalidade, como a utilização de creme leucocitário para pesquisa direta em lâmina (SALAM 

et al., 2012) e a utilização de “swabs” com material obtido de conjuntiva, orelha e boca para 

PCR (FERREIRA et al., 2013). 
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Sabendo da importância do exame direto nesse contexto, decidimos avaliar a 

aplicabilidade dos exames diretos em amostras de medula óssea em 92 cães eutanasiados 

oriundos do município de Barra Mansa. O diferencial dessa etapa foi adaptar a utilização da 

gota espessa e da citocentrifigação nesse exames. Encontramos uma sensibilidade de cerca de 

75% com a utilização da gota espessa. A gota espessa possui uso consagrado no diagnóstico 

da malária, utilizando sangue periférico. Durante um estudo envolvendo o diagnóstico desse 

agravo foi relatado uma amostra contendo formas amastigotas de Leishmania (SHEIKH et al., 

2003). Esse dado também aponta para a utilidade da gota espessa para o diagnóstico de 

parasitos do gênero Leishmania.  

A gota espessa foi descrita em 1903 e se popularizou pela sua facilidade de execução, 

baixo custo e elevada sensibilidade quando comparada ao esfregaço tradicional. Em nosso 

estudo além de utilizar outro espécime clínico (medula óssea) realizamos algumas 

modificações na técnica como associar as etapas de desemoglobinização e coloração em um 

único passo. Isso foi fundamental para diminuir o desprendimento do material depositado na 

lâmina durante o processamento, já que se trata de material não fixado. Ainda assim, muitas 

vezes, o esfregaço foi danificado durante o processamento e foram necessárias novas 

preparações. A realização de arranhaduras na lâmina com a ponta de uma outra lâmina no 

momento da preparação da gota espessa tem aumentado a aderência do especime clínico 

(NORGAN et al., 2013).  

Com relação à concentração por citocentrifugação, a diminuição do tempo gasto com a 

leitura das lâminas foi um dos ganhos que a técnica trouxe, embora a sensibilidade tenha sido 

semelhante ao esfregaço tradicional. Tal resultado pode ser explicado pelo tratamento com 

cloreto de amônio que pode ter gerado a destruição de formas amastigotas, apesar do rígido 

controle de tempo que realizamos durante o processamento da amostra.  

Os exames parasitológicos não são utilizados rotineiramente nos inquéritos pois 

demandam grande volume de trabalho, já que  um grande número de cães é avaliado. 

Entretanto, as metodologias aqui apresentadas constituem alternativas para confirmação 

parasitológica de fácil aplicação e com resposta rápida. Se considerarmos a complexidade da 

LV e a possibilidade da ocorrência de reações cruzadas nos testes sorológicos, sobretudo em 

áreas onde ocorrem outros tripanosomatídeos (MADEIRA et al., 2009) e o fato de que o 

diagnóstico correto é uma das principais estratégias para o controle, a utilização de tais 

exames torna-se importante. Adicionalmente, os testes facilitariam a realização do exame 

direto para definição de áreas novas de transmissão como recomendado pelo Ministério da 

Saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2006a).  
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Os valores de sensibilidade dos exames diretos aqui apresentados demonstram o 

potencial da gota espessa empregando a MO para o diagnóstico da LVC, e por conta disso 

torna-se relevante a avaliação dessa metodologia para o diagnóstico da LV humana em 

estudos futuros.  

O diagnóstico das leishmanioses é complexo devido ao amplo espectro de 

manifestações clínicas, seja a forma tegumentar ou visceral. Apesar de algumas limitações 

como a sensibilidade moderada, o exame direto é, uma das ferramentas mais importantes para 

o diagnóstico das leishmanioses como foi sugerido pelos trabalhos aqui apresentados. 

Constitui um exame de certeza, alta especificidade, baixo custo, fácil implantação e necessita 

de procedimentos pouco invasivos para a coleta dos espécimes. Considerando tais aspectos e 

a realidade do sistema de saúde brasileiro, entendemos que estudos para otimização da técnica 

e sua utilização ainda devem ser encorajados. O nosso estudo visou reconhecer o valor desses 

exames, contribuindo também, com alternativas que poderão dar maior agilidade às etapas de 

processamento e de leitura. 
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6. CONCLUSÕES 

1. Foram produzidas pranchas, contendo fotomicrografias de formas amastigotas típicas 

e atípicas de Leishmania, estruturas leveduriformes e bactérias de diagnóstico 

diferencial, para utilização em programas de capacitação profissional para diagnóstico 

das leishmanioses pelo exame direto; 

2. Os exames diretos se mostraram válidos para o diagnóstico das leishmanioses, 

inclusive para dar respostas rápidas em situações de surtos;  

3. A técnica de citocentrifugação empregando raspados de lesões cutâneas foi 

padronizada, e possibilitou diminuição no tempo de leitura das lâminas, no entanto, 

são necessários mais estudos com maior número de amostras para melhor avaliação 

dos parâmetros de acurácia da técnica; 

4. A técnica de gota espessa e citocentrifugação empregando amostras de medula óssea 

foram padronizadas, podendo ser alternativas em potencial na confirmação 

parasitológica da LVC. A utilização da gota espessa pôde aumentar a sensibilidade da 

pesquisa direta e diminuir o tempo gasto com a leitura das lâminas. 
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