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LIMA, E.C.B. Avaliacdo do desempenho dos exames parasitolégico e molecular em
amostras do aspirado de medula déssea no diagnostico de leishmaniose visceral em
pacientes com e sem HIV/Aids. 2012. Dissertacdo (Mestrado Académico em Salde Publica)
— Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2012,

RESUMO

Os casos suspeitos de leishmaniose visceral tém como suporte diagnostico o exame direto da
Leishmania sp., que é o padrdo ouro, mas apresenta sensibilidade variando de 60% a 85%. A
mielocultura é indicada para aumentar a sensibilidade do diagnéstico parasitolégico. Ja o uso
da técnica da PCR vem se mostrando promissora, entretanto, ainda ndo ha um sistema
validado para o diagnoéstico dessa parasitose. Assim, ndo se dispde de exame rapido, sensivel
e que dispense a realizacdo da coleta invasiva. Desta forma, um estudo foi conduzido com o
objetivo de avaliar o desempenho dos exames parasitologico e molecular, utilizando amostras
do aspirado de medula 6ssea no diagndstico de leishmaniose visceral em pacientes com e sem
HIV-Aids. Para responder ao objetivo foi desenvolvido um estudo descritivo, com amostra de
conveniéncia dos casos suspeitos de calazar, internos nos hospitais em Recife, Pernambuco.
Com o aspirado de medula 6ssea foi realizado diagndstico parasitologico (exame direto,
cultura NNN e caracterizacdo do parasito) e o molecular, baseado na PCR, utilizando os
primers RV1 e RV2. Um total de 22 pacientes com suspeita clinica de calazar foi incluido no
estudo, com idade variando de 8 meses a 63 anos, sendo 59% do sexo masculino. Estes
individuos foram divididos em dois grupos de acordo com a presenca (Grupo ) ou auséncia
(Grupo I1) de HIV/Aids. Nove pacientes realizaram a comparacdo das trés técnicas. O exame
direto conseguiu diagnosticar dois casos, sendo apenas um positivo na cultura. Um caso de
co-infeccdo teve resultado positivo nas duas técnicas parasitologicas. Ja a PCR identificou
cinco casos, trés que ndo foram diagnosticados pelo exame parasitologico. O parasito isolado
do caso de co-infeccdo procedente de Santa Cruz do Capibaribe, foi caracterizado como L.
infantum (sin. L. chagasi). Sugerimos que caso haja a indicagdo clinica da puncdo external
para coleta do aspirado de medula ossea, a PCR deva ser utilizada em conjunto com 0s
exames parasitologicos para facilitar o diagndstico e a conducéo clinica desses pacientes.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Sindrome de Imunodeficiéncia adquirida, Exame de

medula 6ssea, Reag¢do em cadeia da polimerase.



LIMA, E.C.B. Performance avaliation by parasitological and molecular tests on samples
of bone marrow aspirate in the diagnosis of visceral leishmaniasis in patients with and
without HIV/Aids. 2012. Dissertation (Academic Master in Public Health) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2012.

ABSTRACT

Suspected cases of visceral leishmaniasis diagnosis are supported by direct examination of
Leishmania sp., which is the gold test, but has a sensitivity ranging from 60% to 85%. The
mielocultura is indicated to increase the sensitivity of parasitological diagnosis. But the use of
PCR has proven to be promising, however, there is still no validated system for the diagnosis
of the disease. Thus, there are no exam rapid, sensitive and that does not invasive blood
sampling. Thus, a study was conducted in order to compare the performance of parasitological
and molecular tests, using samples of bone marrow aspirate in the diagnosis of visceral
leishmaniasis in patients with and without HIV-AIDS. To meet the objective was to develop a
descriptive study with a convenience sample of suspected cases of leishmaniasis, built
hospitals in Recife, Pernambuco. With the bone marrow aspirate was performed
parasitological diagnosis (direct examination, culture and characterization of parasite NNN)
and molecular-based PCR by using the primers RV1 and RV2. A total of 22 patients with
clinical suspicion of kalazar was included in the study, ranging in age from 8 months to 63
years, 59% were male. These individuals were divided into two groups according to the
presence (Group 1) or absence (Group II), HIV / Aids. Nine patients underwent a comparison
of three techniques. Direct examination could diagnose two cases, only one positive culture.
A case of co-infection was positive in both parasitological techniques. Have PCR identified
five cases, three who were not diagnosed by stool examination. The parasite isolated from the
case of co-infection coming from the Santa Cruz Capibaribe, was characterized as L. infantum
(syn. L. chagasi). We suggest that if there is clinical indication of external puncture for
collection of bone marrow aspirate, PCR should be used in conjunction with parasitological
examinations to facilitate the clinical management of these patients.

Keywords: Leishmaniasis visceral; Acquired Immunodeficiency Syndrome, Bone marrow

examination, Polymerase Chain Reaction.
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1 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

1.1 Aspectos taxondmicos, epidemioldgicos e clinicos da leishmaniose visceral

A Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é uma doenga
negligenciada que tem 0s seguintes parasitos responsaveis pela doenca: Leishmania (L.)
chagasi, L. (L.) infantum e L. (L.) donovani. A espécie responsavel pela doenca nas Américas
é a Leishmania (L.) chagasi e no Velho mundo a L. (L.) donovani (DOURADO et al., 2007;
GONTHNO; MELO, 2004;).

Existem duas correntes cientificas em relacdo a taxonomia do género Leishmania.
Através de dados genéticos e enzimaticos, a primeira corrente considera que L. (L.) infantum e
L. (L.) chagasi representam a mesma espécie (LUKES et al., 2007; MAURICIO;
STOTHARD; MILES, 2000) e, por isso, devem ser utilizadas como sinbnimas. A segunda
defende que esses parasitos sdo espécies diferentes, e decidiram separd-los em duas
subespécies, atribuindo os nomes L. (L.) infantum infantum e L. (L.) infantum chagasi
(LAINSON; RANGEL, 2005), estando esta nomenclatura correta (SHAW,2006).

Esta separacdo de L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum em duas subespécies é em parte
aceitavel, contudo, estas devem ser consideradas sindnimas até que uma nova classificacao
para 0 género Leishmania seja proposta (DANTAS-TORRES, 2006; LUKES et al., 2007,
MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). Por isso, no presente estudo adotaremos a
nomenclatura L. infantum (sin. L. chagasi) como o agente causador da LV nas Américas.

A principal forma de transmissdo da LV ocorre por intermédio de um reservatorio
animal, principalmente canideo, para humanos através da picada das fémeas de diversas
espécies de pequenos dipteros da familia Psychodidae, dos géneros Phlebotomus, no Velho
mundo e da Lutzomya, no Novo mundo (GONTIJO; MELO, 2004) (Figura 1). Outras formas
de transmissdo relatadas sdo: congénita, transfusional, através de transplantes de Grgaos
(ANTINORI et al., 2008) e pelo compartilhamento de agulhas/seringas contaminadas para
uso de drogas ilicitas injetaveis. Esta Gltima vem sendo a principal forma de transmissao de
LV em paises do Mediterraneo (ALVAR et al., 2008; CRUZ et al., 2006). Na india o ciclo de
transmissdo principal é através da antroponose, ocorrendo de forma direta pessoa a pessoa
(BORA, 1999).
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Figura 1: Fémea de Lutzomya longipalpis, principal vetor, da leishmaniose visceral no Novo Mundo

Fonte: Brasil (2006)

A infeccdo do vetor ocorre quando este, ao realizar o repasto sanguineo em um
hospedeiro infectado, ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania
sp. No interior do inseto, estas se diferenciam em formas promastigotas, e se reproduzem por
processos sucessivos de divisdo binaria (BRASIL, 2006). Ao realizar um novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado, o inseto vetor libera as formas promastigotas, que
serdo fagocitadas pelos macréfagos do hospedeiro. No interior dos macr6fagos ocorre a
diferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas, que irdo se multiplicar intensamente
até o rompimento dos macrdfagos, levando a liberacdo das formas amastigotas que poderdo se
disseminar para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario, como
linfonodos, figado, baco e medula dssea ou ser ingeridas por novos insetos vetores (Figura 2)
(MICHALICK; GENARO, 2005).
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Figura 2: Ciclo de vida do género Leishmania
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Fonte: Chappuis et al. (2007).

Nota: A forma promastigota do parasito é transmitida por uma fémea de fleb6tomo. Apds a transmisséo, os
parasitas sdo internalizados pelos macréfagos, mudando para a forma amastigota. As formas
amastigotas se multiplicam, destroem a célula hospedeira e infectam outras células fagociticas, se disseminando

nos sistemas linfatico e vascular ou re-infectando o inseto vetor.

Esta parasitose apresenta uma distribuicdo mundial, principalmente nas zonas tropicais
e subtropicais e no mediterraneo. E uma doenca considerada negligenciada com uma
incidéncia anual de 500.000 e 59.000 mortes por ano, sendo considerada nivel trés de
prioridade para Organizacdo Mundial de Satde (2007) e por Faucher e Piarroux (2010). Na
figura 3 observa-se que aproximadamente 90% dos casos de LV ocorrem em Bangladesh,
Brasil, India, Nepal e Suddo (DESJEUX, 2004; SRIVASTAVA et al., 2011). O nGmero de
pessoas expostas a infeccdo ou infectadas sem sintomas é em algumas areas muito maior do
que o numero de casos detectados (MORENO et al., 2002). A doenga é mais frequente em
menores de 10 anos e o0 sexo masculino é proporcionalmente o mais afetado (GONTHO;
MELO, 2004). A importancia da LV reside ndo somente nesta alta incidéncia e ampla
distribuicdo, mas também na possibilidade de assumir formas graves e letais quando associada

ao quadro de ma nutricdo e infeccdes concomitantes (DESJEUX, 2004).
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Figura 3: Distribuicdo geogréafica da leishmaniose visceral humana nos paises do Velho e Novo mundo

Fonte: Organizacdo Mundial de Sadde (2010)

A LV vem se expandindo para areas urbanas de médio e grande porte e se tornou um
crescente problema de salude publica no Brasil e em outras areas do continente americano,
sendo uma endemia em franca expanséo geografica (BRASIL, 2010). A mudanca do tipo de
espacos endémicos, ou seja, de transmissdo da L. infantum (sin. L. chagasi) de areas rurais
para urbanas e periurbanas tem ocorrido ao longo do tempo. Vérios fatores podem ter
contribuido para essa mudanca de distribuicdo geografica, como a migracdo e as alteraces
ambientais. Periodos ciclicos de estiagem associados ao fenémeno climatico EI Nifio também
estdo envolvidos no impacto ecoldgico do desmatamento e da ocupacdo das margens fluviais
para fins de habitacdo. Associado a esses fatores, a Lutzomya adaptou-se as moradias urbanas
e as condi¢Bes de superpovoamento em conglomerados urbanos, aumentando sua eficiéncia
como vetor (COSTA et al., 2000).

No Brasil, a leishmaniose visceral € uma doenca endémica. Esta distribuida em 21
unidades da federacdo, atingindo as quatro regides brasileiras. Em um levantamento no
periodo de dez anos, 1999 a 2009, foi observado que a media anual de casos foi de 3.379
casos e a incidéncia de 1,9 casos por 100.000 habitantes. A letalidade aumentou de 3,4%, em
1994, para 5,5%, em 2008, o que representou um incremento de 61,8%. A letalidade média de
2005 a 2009 foi de 6,3% (ALVARENGA et al., 2010). A primeira grande epidemia urbana

registrada no pais ocorreu em Teresina, seguida posteriormente, por epidemias em Natal e S&o
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Luis, e subsequentemente registrou-se 0 mesmo comportamento epidemiol6gico em outras
regides do pais (WERNECK, 2010).

Das regides brasileiras, o Nordeste representa uma grande preocupacao,
principalmente, pela questdo das condicGes favoraveis do clima na proliferacdo do vetor
conhecido como mosquito palha e transmissdo da doencga. As capitais dessa regido em sua
maioria localizam-se no litoral, caracterizadas por um clima Umido e com temperaturas
elevadas, condicdes climaticas favoraveis ao vetor de transmissdo (SPYRIDES et al., 2011).
Atualmente, a regido é responsavel por 48% dos casos confirmados do pais (BRASIL, 2010).

Em Pernambuco a LV encontra-se amplamente distribuida em todas as regides
geogréficas, atingindo em maior nimero as criancas (DANTAS-TORRES, 2006). Foi descrito
a evolucao da distribuicdo geogréafica da LV no estado, entre 1990 e 2000. Nesse periodo, 119
municipios registraram casos, indicando a presenca da doenga em praticamente todo territorio
pernambucano. Além da histérica concentracdo de casos no Sertdo, observa-se, o registro de
1.190 casos no Agreste e na Regido Metropolitana de Recife (DANTAS-TORRES, 2006).
Atualmente a distribuicdo geografica da LV em Pernambuco ratifica a superacdo do
paradigma da doenca tipicamente da zona rural. Neste Estado, o ciclo zoon6tico encontra-se
claramente estabelecido em areas urbanas e periurbanas, como nos municipios de Petrolina
(CESSE, et al.,, 2001) e Paulista (DANTAS-TORRES; ALMEIDA, BRANDAO-FILHO,
2005).

A apresentacdo clinica da LV caracteriza-se por um amplo espectro, que pode variar
desde as manifestacdes discretas (oligossintomaticas), moderadas e graves que pode levar o
paciente & 6bito (BRASIL, 2010). E indicado a realizacdo do diagnostico laboratorial para
leishmaniose visceral em pacientes com procedéncia de area endémica, com historico de
febre, hepatoesplenomegalia e pancitopenia (SILVA et al., 2011). O primeiro sinal de
visceralizacdo é febre baixa recorrente, com dois ou trés picos diarios, que persiste com
remissfes durante toda infeccdo. Esplenomegalia € o achado mais importante e comum no
calazar e em geral a dimensdo do 6rgdo tem relagdo proporcional com o tempo de doenca. Em
pacientes ndo tratados, ocorre progressiva desnutricdo multifatorial devido a inapeténcia,
presenca de vomitos, diarréia e o proprio catabolismo decorrente da doenca, sendo causa
importante do aumento da susceptibilidade as infec¢bes secundarias (BERN, 2010; SEAMAN
etal., 1996).

Devido a apresentacdo do quadro clinico da LV ndo ser bem definido, testes de

confirmacdo sdo necessarios para decidir quais pacientes devem ser tratados. Esses testes
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devem ser sensiveis (> 95%) e especificos, pois 0s medicamentos para o tratamento da LV
sdo toxicos (CHAPPUIS et al., 2007).

Para o tratamento da LV no Brasil, o antimoniato-N-metil glucamina e a Anfotericina
B sdo as drogas de escolha primaria e secundaria, respectivamente, sendo a primeira
distribuida gratuitamente pelo Ministério da Satde na rede publica de saude (BRASIL, 2006).
Todo esse tratamento € garantindo a todos os portadores de LV ou da co-infecgdo LV-
HIV/AIDS se enquadrando nas recomendacOes terapéuticas vigentes no Brasil e s6 deve ser
administrado em hospitais de referéncia (BRASIL, 2004).

1.2 Co-infecgédo LV-HIV/Aids

A pandemia do HIV/Aids tem modificado a historia natural da leishmaniose visceral
no mundo. Até o momento, a maior prevaléncia de LV/HIV-Aids tem sido relatada no
Mediterraneo (CRUZ et al., 2006). Na Etidpia, a taxa de co-infeccdo em pacientes é de 15 a
30% (LYONS; VEEKEN; LONG, 2003). A situacdo é alarmante no sudoeste da Europa, no
sul da Asia, no sudeste e no sudoeste da Africa e nas Américas (BRASIL, 2006).

Em 2006, o Ministério da Saude realizou o levantamento dos casos de LV/Aids.
Foram relacionados 16.210 casos de LV, relacionamento aos bancos de dados da
leishmaniose e da Aids foi possivel identificar 176 casos com co-infeccdo LV/Aids, o que
representa 1,1% dos casos de LV. Apesar da ndo disponibilidade de um banco de dados com
as informacdes sobre a infeccdo pelo HIV, esta avaliacdo permitiu conhecer a magnitude da
LV/Aids no Brasil, apontando para a necessidade e aprimoramento da vigilancia (BRASIL,
2011).

Nos individuos imunossuprimidos a LV € considerada uma infec¢do oportunista, e
apresenta como fator de risco recidiva de LV com a contagem de CD4" inicial <100 cél/uL
(ALVAR et al., 1997; HORST et al., 2008). A avaliacdo do conjunto de manifestacdes cli-
nicas da LV em pacientes portadores de HIV indica que ndo existe um perfil definido que
possa ser indiscutivelmente associado com a co-infec¢do. A doenca pode se apresentar com
surtos irregulares de febre, perda de peso substancial, hepatoesplenomegalia, pancitopenia,
hipergamaglobulinemia e anemia de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (2007). As
drogas para o tratamento de LV nos casos de co-infeccdo sdo as mesmas utilizadas em
pacientes imunocompetentes (BRASIL, 2010).

No Brasil, 0 nimero de casos de LV aumentou nitidamente e invadiu areas urbanas,

onde coexistem outras endemias inicialmente urbanas, como HIV/Aids (MAIA-ELKHOURY,
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2008). Um aumento dos relatos dessa co-infeccdo vem ocorrendo desde a primeira descricao
em 1999 (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010; BERMAN, 2006; BORGES et al.,
1999; CARRANZA-TAMAYO et al., 2009; CAVALCANTI et al., 2012; DAHER et al.,
2009; RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003; ORSINI et al., 2002; PINTADO et al., 2001).
Mudancas epidemioldgicas, tais como 0 aumento da popula¢do em zonas suburbanas, onde o
vetor e o reservatorio sdo abundantes, aumentaram esta sobreposi¢do (CRUZ et. al., 2006).

No periodo de 2001 a 2005, 16.210 casos de LV foram identificados no Brasil, e
desses, 315 (2%) apresentavam co-infeccdo pelo HIV. Entre os co-infectados, 78%
pertenciam ao sexo masculino, com idade média de 38 anos e 56,3% da infeccao pelo HIV foi
atribuida a transmissdo heterossexual (ALVAR et al., 2008). Uma avaliacdo de 83 casos de
pacientes com LV no Brasil, registrados em 12 estados da federacdo, no ano de 2004 mostrou
que 37,3% apresentaram a LV/HIV. Em 18% dos pacientes o diagnostico de leishmaniose
antecedeu o de HIV, e em 41% o diagndstico das duas infeccbes foi simultaneo (BRASIL,
2004).

Em relacdo a confirmacdo do diagndstico em pacientes co-infectados brasileiros, um
estudo apresenta o enfoque na avaliacdo das técnicas de exame direto e cultura, na
identificacdo de um novo caso, relacionando com as principais manifestacdes clinicas
apresentadas pelo paciente (PINTADO et al.,, 2001). No entanto, outros dois estudos no
mundo utilizando amostras de medula dssea e sangue, realizaram a PCR utilizando os primers
RV1 e RV2 como ferramenta para detec¢do de casos e demonstraram que esta técnica
apresentou uma maior sensibilidade em amostras de medula dssea (CAKAN et al., 2010;
FAUCHER; PIARROUX, 2010).

Borges et al., 1999 avaliaram a concomitancia de leishmanioses e infeccdo pelo
HIV/Aids em um relato de quatro casos no Brasil, em que dois foram confirmados com
LV/HIV-Aids, através da realizacdo do exame direto. J& Pintado et al., 2001 realizaram um
estudo comparativo entre pacientes com e sem co-infeccdo, descrevendo caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais, onde apresentaram resultados semelhantes para o0s
dois grupos em relacdo aos sintomas clinicos e ao diagndstico através do exame direto e
cultura do aspirado da medula déssea. Em outros dois levantamentos, foi observado a
ocorréncia da co-infeccdo da LV/HIV-Aids no Brasil (DEDET; PRATLONG, 2000;
RABELLO; ORSINI; DISCH, 2003).

Em Brasilia foi identificado uma alta freqtiéncia da co-infeccdo LV/HIV-Aids, em que
16% dos 163 individuos investigados foram confirmados, através de uma das técnicas

testadas (IFI, ELISA e PCR de sangue) reforcando a importancia do diagnéstico precoce da
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LV neste grupo de pacientes, devido a alta letalidade encontrada (CARRANZA-TAMAYO et
al., 2009). J4 em Campo Grande-Mato Grosso, foi realizado um estudo descritivo de 23 casos
com LV/HIV-Aids, sendo 20 confirmados através do exame direto e 23 pela cultura NNN. Os
pacientes co-infectados apresentaram um quadro clinico semelhante aqueles encontrados em
outras regides endémicas, com uma contagem das células T-CD4" baixa, além da febre e
hepatoesplenomegalia (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010).

Orsini, et al., (2002), descreveram um caso de co-infeccdo Leishmania/HIV com
manifestacdes cutaneas e visceral, que foi diagnosticada pelo encontro do parasito através de
amostras de medula 6ssea utilizando cultura e exame direto, bem como por meio da PCR
através dos primers 13A e 13B. Um estudo de série de casos descreveu a ocorréncia da co-
infeccdo em 15 pacientes no Brasil, realizando um levantamento dos aspectos clinicos e
epidemioldgicos (DAHER et al., 2009). Outro estudo realizado durante 2007 e 2008 em todas
as regides do Brasil, demonstrou que de 7.556 casos de LV, 3,7% eram co-infectados com
HIV. Este levantamento possuiu um enfoque epidemioldgico, clinico e laboratorial
descrevendo que o perfil desses pacientes ndo difere daqueles com LV classica, a excecdo da
letalidade (BERN, 2010).

Uma série de 10 casos HIV/Aids foram examinados em Pernambuco, utilizando como
ferramentas diagnosticas: o exame direto, DAT, IFI, rk39, PCR e KAtex. Cinco dos 10 casos
foram diagnosticados co-infectados. Dentre esses exames, 0 KAtex foi positivo em todos os
casos de co-infeccdo testados. J& o DAT foi reativo nos cinco casos de co-infeccdo e em
quatro de HIV/AIDS (CAVALCANTI et al., 2012).

Apesar da LV ser conhecida ha algum tempo, o arsenal terapéutico é limitado. As
drogas utilizadas como primeira escolha para o tratamento da LV no Brasil sdo os
antimoniais. Em pacientes co-infectados, a droga de escolha € a anfotericina B lipossomal.
Em decorréncia da toxicidade dessas drogas utilizadas, recomenda-se a avaliacdo
eletrocardiogréafica, hepética, pancreatica e renal, antes de se instituir a terapéutica (BRASIL,
2011).

1.3 Diagnostico laboratorial da Leishmaniose visceral

O diagnostico laboratorial da LV é conduzido quando existem indicativos clinicos
e/ou epidemioldgicos. Existem varios métodos diagndsticos para a LV, porém nenhum deles
apresenta 100% de sensibilidade. O diagnostico definitivo de rotina requer a deteccdo das

formas amastigotas em esfregagos preparados a partir de amostras biologicas (GONTIO;
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MELO, 2004). Para o diagnostico se disponibiliza os seguintes exames laboratoriais:
soroldgico, antigénico, parasitoldgico e molecular. Na Rede de Atencdo no Brasil, o
diagnostico € baseado em exame imunoldgicos: Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e o Teste Imunocromaografico Rapido (rk39-ICT) e parasitologicos (exame direto)
(BRASIL, 2010).

1.3.1 Diagnéstico soroldgico

Os principais exames sorolégicos utilizados para a deteccdo de anticorpos circulantes
anti-leishmania sdo os seguintes: ensaio imunoenzimatico (ELISA), RIFI, teste de aglutinacdo
direta (DAT) e rK39-ICT.

No diagnostico de LV o ensaio imunoenzimatico é uma técnica sensivel, mas a sua
especificidade depende do antigeno empregado (SRIVASTAVA et al., 2011). Apresenta uma
sensibilidade de 90% e uma especificidade bastante variada entre 71% a 90%, permitindo a
deteccdo de baixos titulos de anticorpos. O método é pouco preciso na deteccdo dos casos
inaparentes e dos oligossintomaticos, como é o caso dos co-infectados (CARRANZA.-
TAMAYO et al., 2009).

A RIFI, utilizada a partir da década de 1960 (DUXBURY; SADUN, 1964) é um teste
indireto que detecta anticorpos circulantes. No Brasil é um dos exames utilizados para o
diagnostico pela Rede de Laboratorios do SUS (BRASIL, 2006). Este método possui
limitacbes em termo de especificidade e reprodutibilidade, podendo apresentar diversas
reacOes cruzadas com leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, malaria, esquistossomose
e tuberculose pulmonar (DOURADO et al., 2007) e sua sensibilidade e especificidade variam
entre 82% a 95% e 78% a 92% respectivamente (ASSIS et al, 2008). Porém, em pacientes co-
infectados, a sensibilidade varia de 50 a 60%. (BRASIL, 2004).

O teste de aglutinacdo direta foi primeiramente descrito por Allain e Kagan e adaptado
por El Harith et al na década de 1980 (ALLAIN; KAGAN,1975; HARITH et al., 1986) e
desde entdo vem mostrando-se eficaz para o diagnéstico de LV. Estudos demonstraram que o
DAT apresenta em torno de 100% de sensibilidade, sendo mais especificos que a IFI e ELISA
(DOURADO et al., 2007). Estudos comprovam a alta sensibilidade (97,1%) conhecida e uma
especificidade de 93,7% (BOELAERT et al., 1999; BOELAERT et al., 2004). Entretanto
foram observados alguns resultados falso-negativos através do DAT, em pacientes co-
infectados quando comparados ao exame direto e PCR em amostras de sangue (HAILU;
BEHER, 2002; SUNDAR et al., 2011).
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A baixa especificidade é a desvantagem mais comum nos métodos que utilizam
antigenos ndo purificados, causada pela reatividade cruzada e persisténcia de anticorpos ap6s
a cura. Para tentar minimizar esse problema, alguns antigenos purificados sintéticos ou
recombinantes tém sido identificados, entre eles, a proteina recombinante K39. A presenca de
IgG anti-rk39 através do rk39, caracteriza um resultado positivo. Atraves deste método tém
sido observada uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de 97%, em individuos com
LV (ASSIS et al., 2008). Foi observado que o teste de rk39-ICT apresentou 0 mesmo
resultado do exame direto em todos 0s casos investigados com recorréncia de co-infec¢do em
uma série de casos de Pernambuco (CAVALCANTI et al., 2012). Entretanto, O rk39-ICT
ainda ndo foi validado no contexto da co-infeccdo (BRASIL, 2004).

Em geral, encontram-se titulos baixos de anticorpos para Leishmania sp. em pacientes
com co-infeccdo, uma vez que a infeccdo pelo HIV ¢ associada com disturbios pronunciados
do sistema imune, incluindo a ativacdo de células B policlonais e comprometimento da
apresentacdo de antigenos (ALVAR et al., 2008; DENIAU et al., 2003). Entre estes pacientes,
mais de 50% ndo tém niveis detectaveis de anticorpos para Leishmania sp. (ALVAR et
al.,1997; MEDRANO et al., 1998).

1.3.2 Diagndstico antigénico

O exame de urina para detec¢do do antigeno de Leishmania sp., que € denominado de
teste de aglutinacdo do latex (KAtex), € um procedimento ndo invasivo, no qual a auséncia de
aglutinacdo define o resultado negativo do teste. Esta ferramenta tem sido indicada como
promissora, mesmo nas dificeis condigdes de campo (GAVGANI; KHADEMVATAN;
GHAZANCHAEI, 2008).

Foi observado em estudos com amostras de pacientes co-infectados na Espanha que o
KAtex apresentou uma sensibilidade variando de 85,7% a 100%, quando a carga parasitaria
era alta (RIERA et al., 2004; VILAPLANA et al., 2004). O uso do KAtex em amostras de
pacientes co-infectados LV/HIV-Aids em Pernambuco demonstrou que todos foram
diagnosticados por este exame (CAVALCANTI et al., 2012).
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1.3.3 Diagnéstico parasitologico

1.3.3.1 Exame direto

O exame microscopico direto revela a forma amastigota, normalmente encontrada
dentro de células fagociticas. O parasito caracteriza-se pela presenca simultanea de ndcleo
redondo ou oval e cinetoplasto puntiforme ou alongado (FAUCHER; PIARROUX, 2010). A
busca microscopica do parasito permanece como metodo de referéncia no diagnostico da LV,
embora necessite de procedimento invasivo, requeira laboratorista experiente, seja laborioso e
néo apresente sensibilidade ideal (ASSIS et al., 2008). Foi observado que o exame direto, ndo
é suficiente como Unica ferramenta para confirmacdo de LV (CAKAN et al., 2010). Vérios
motivos sdo relatados para limitacdo de sensibilidade do exame direto, tais como: O pequeno
nimero de células infectadas por Leishmania sp. como conseqliéncia da pancitopenia;
amostra hemodiluida devido a coleta inadequada, ou a baixa carga parasitaria quando o
paciente recebe tratamento (LACHAUD et al., 2009).

Para a confirmacao do diagnostico é realizado o isolamento do agente etiol6gico com
0 material de aspirado de medula Gssea, sendo considerado o padrdo ouro com uma
especificidade de 100% e uma sensibilidade variando entre 60% a 85% (DOURADO et al,
2007). A sensibilidade no grupo sem a co-infecgdo é maior (79,4%) que com a co-infeccdo
(67,1%) (PINTADO et al., 2001). No Brasil ha relato da falha em diagnosticar a LV atraves
do exame direto em individuos com LV/HIV-Aids, sendo a cultura NNN capaz de
diagnosticar 100% dos casos investigados (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010).

1.3.3.2 Mielocultura

Essa técnica aumenta a sensibilidade para identificacdo da espécie no aspirado de
medula 6ssea, utilizando a cultura Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) (DENIAU et al., 2003).
Ademais, possibilita um estudo detalhado das espécies de Leishmania sp. (em termos de
identificacdo, epidemiologia, filogenia, suscetibilidade as drogas, biologia molecular e
bioquimica) bem como permite a realizagdo da criopreservacdo dos isolados para futuras
comparagOes e experimentos (DENIAU et al., 2003; SUNDAR et al., 2011). Alguns autores
recomendam a sua realiza¢do rotineira em aspirado de medula dssea para o diagndstico de
Leishmania sp. (BERENGUER et al., 1989; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
1997). A sensibilidade demonstrada para medula éssea e aspirados de linfonodos séo
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estimadas em 70-80% e 60-70%, respectivamente (MAURYA et al., 2010). Em pacientes co-
infectados por Leishmania/HIV-AIDS, a cultura apresentou uma sensibilidade de 67% de
acordo com LOpez-Vélez et al. (1998).

Um estudo realizado em pacientes com e sem co-infeccdo HIV/Aids na Espanha,
demonstrou que a cultura foi capaz de detectar a doenca em 62,9% dos pacientes co-
infectados e em 66,6% naqueles sem a co-infeccdo em relacdo ao diagnostico através do
exame direto (PINTADO et al., 2001). No Brasil, um estudo realizado no Mato Grosso do Sul
realizou o isolamento por meio da cultura, mas ndo realizou a caracterizacdo
(ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA, et al. 2010). J& em outro estudo, foi realizado o
isolamento e caracterizagdo da L. (L.) chagasi através das seguintes técnicas bioquimica:
analise de isoenzimatica, analise de restricdo do DNA de cinetoplasto (KkDNA) e hibridizacédo
molecular (SILVA et al., 2001).

1.3.4 Diagndstico molecular

Devido as dificuldades existentes no diagndstico soroldgico, antigénico e
parasitoldgico de LV, nos ultimos anos, tém-se buscado testes sensiveis e especificos, como
aqueles baseados em métodos moleculares. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma
ferramenta que tem sido utilizada para a deteccdo do DNA da Leishmania sp. em uma
variedade de amostras clinicas (SILVA et al., 2010; OSMAN et al., 1997; CAKAN et al.,
2010). Devido a ampla variedade de alvos e iniciadores disponiveis no diagnéstico molecular,
ainda ndo ha um procedimento padrdo ouro, o que dificulta a insercdo desse ensaio na rotina
dos servigos de saude (CAKAN et al., 2010).

O diagndstico molecular utilizando a PCR apresenta-se promissor para 0s portadores
de LV, utilizando primers com alvos em uma diversidade de genes, por exemplo, genes de
rRNA e o DNA do cinetoplasto (KDNA) (ATTAR et al., 2001). Diversos estudos consideram
0 uso do KDNA como uma boa estratégia para o diagndstico da LV (GOMES et al., 2008;
SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006), e este ja foi testado em uma variedade de amostras
bioldgicas tais como aspirados de medula éssea, bago e linfonodos, em sangue periférico e em
urina, apresentando otimos resultados (DOURADO et al., 2007; MOADDEB; BEHZAD-
BEHBAHANI, 2008). Ja foram publicados diversos estudos (ANDRESEN et al., 1997,
ATTAR et al., 2001; BARKER et al., 1991; DOURADO et al., 2007; FAKHAR et al., 2008;
FISA et al., 2008; FISSORE et al., 2004; KAZEMI et al., 2008; KONGKAEW et al., 2007;
LIMA JUNIOR et al., 2009; MARY et al., 2004; MOADDEB; BEHZAD-BEHBAHANI,
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2008; MOTAZEDIAN et al., 2008; ONUMA et al., 2001) utilizando iniciadores desenhados a
partir do KDNA, dentre eles os iniciadores RV1 e RV2, desenhados por Ravel et al. (1995), e
adaptados por Le Fichoux et al. (1999), tendo como alvo a regido conservada dos
minicirculos do kDNA de L. (L.) chagasi e que tém apresentado uma sensibilidade variando
de 88% a 100%, sendo bastante utilizado para o diagnostico da LV

A PCR de amostras sangue da Turquia, utilizando os primers 13A e 13B, mostrou-se
melhor que a microscopia direta, cultura, e os testes soroldgicos, particularmente em amostras
com baixas cargas parasitarias para o diagnostico da LV (KOLTAS et al., 2009). No Brasil,
esta técnica, utilizando amostras de aspirado de medula dssea vem se mostrando promissora
na deteccdo de novos casos, particularmente em pacientes co-infectados (DAHER et al.,
2009). Ademais, ha relato na literatura da utilizacdo de um sistema de detec¢do da infeccédo
por L. infantum utilizando os sistemas Linf 1A, Linf 1B e Linf 2, no qual foi observado que o
desempenho do sistema Linf 1B em amostra de sangue de cées, apresentou uma sensibilidade
de 100% e especificidade de 83,33% (CAVALCANTI, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral € endémica em varias localidades do pais, sendo mais
prevalente no Nordeste brasileiro. Para que esta doenca possa ser devidamente controlada e
monitorada, é essencial que se disponha de métodos diagndsticos cada vez mais acurados.
Devido a elevada casuistica e letalidade dessa endemia é necessario o desenvolvimento de
novos testes diagnadsticos, assim como o aprimoramento dos ja existentes.

Os casos suspeitos de leishmaniose visceral ttm como suporte diagndstico o aspirado
de medula 6ssea, utilizando o exame direto da Leishmania sp., que € o padrdo ouro, mas que
apresenta limitacdes devido as falhas na coleta, baixa carga parasitaria ou uso prévio de
drogas. A mielocultura € indicada como diagnostico parasitoldgico de calazar. J& o uso da
técnica de PCR vem se mostrando promissor para a deteccdo de casos de infeccdo e doenca,
entretanto, ainda ndo ha um sistema validado para o diagnostico dessa parasitose. Ademais,
um grande obstaculo enfrentado € o diagnostico da doenca em pacientes infectados por
HIV/Aids. Desta forma, ndo se dispGe de exame rapido, sensivel e que dispense a realizacdo
do procedimento invasivo para seu diagnostico. Diante desse cenario, defende-se aqui que o
material obtido do aspirado de medula 6ssea deva ser utilizado num conjunto de testes como
forma de aperfeicoar o diagnostico e acompanhamento dos pacientes imunocompetentes e nos
imunosuprimidos. Por isso a importancia do desenvolvimento de um estudo de avaliacdo do
desempenho entre os exames parasitoldgicos e molecular utilizando amostras do aspirados de

medula 6ssea no diagndstico de leishmaniose visceral em pacientes com e sem HIV/Aids.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o desempenho dos exames parasitoldgico e molecular utilizando amostras do

aspirado de medula 6ssea no diagnostico de leishmaniose visceral em pacientes com e sem

HIV/Aids.

3.2 Especificos

a) Identificar o perfil clinico, epidemioldgico e laboratorial dos pacientes em estudo;

b) Caracterizar os pacientes com e sem a infec¢do por HIV/Aids;

c) Descrever o desempenho dos exames parasitologicos em amostra de aspirado de

medula 6ssea em pacientes com e sem co-infeccdo leishmaniose visceral/HIV-Aids;

d) Descrever o desempenho do exame molecular baseado em PCR em amostras de
aspirados de medula Osseas em pacientes com e sem co-infeccdo leishmaniose
visceral/HIV-Aids.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o desempenho dos exames parasitolégico e molecular utilizando amostras do
aspirado de medula 6ssea no diagnostico de leishmaniose visceral em pacientes com e sem
HIV/Aids?
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo

O estudo é do tipo descritivo.

5.2 Local do estudo

A procedéncia dos pacientes internos foi do estado de Pernambuco, tendo como
hospitais de referencia localizados em Recife (vide detalhe no item 5.3). Os exames foram
realizados nos proprios hospitais (exame direto, vide detalhe no item 5.3.1); Laboratorio de
Imunoparasitogia - LIMP, Departamento de Imunologia, do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes —, CPQAM/FIOCRUZ-PE (mielocultura, vide detalhe no item 5.3.2); Instituto
Evandro Chagas — IEC, Belém — PA (identificacdo do parasito, vide detalhe no item
5.3.2.1.b); Instituto Oswaldo Cruz — IOC/Fiocruz-RJ (caracterizacdo do parasito, vide detalhe
no item 5.3.2.1.c), e Laboratério de Doencas Transmissiveis - LDT, Departamento de
Parasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPgAM/Fiocruz-PE (reacdo de
cadeia de polimerase, vide detalhe no item 5.3.3).

5.3 Populacéo de estudo e periodo de referéncia

A populacdo de estudo foram os pacientes com suspeita clinica e/ou epidemiolégica
de leishmaniose visceral internos nos hospitais localizados em Recife. A amostra de
conveniéncia (ndo probabilistica) foi composta pelo universo dos casos suspeitos de LV,
através da demanda espontanea hospitalar no periodo de 2011-2012. Foram compostos dois

grupos:

a) Grupo I-Pacientes HIV positivo com suspeita clinica e/ou epidemiolégica para LV:

Composto por pacientes com HIV/Aids, hospitalizados, com idade igual ou superior a
18 anos, com suspeita clinica e/ou epidemiolédgica de LV e com indicacdo do médico
assistente para realizar puncéo esternal. Estes casos foram acompanhados em cinco servicos
localizados em Recife — Pernambuco: o Hospital Universitario Oswaldo Cruz, da

Universidade de Pernambuco (HUOC-UPE), Hospital Correia Picangco que € vinculado ao
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SUS (HCP/SUS-PE), o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC/UFPE), Hospital Geral Otavio de Freitas, vinculado ao SUS (HGOF/SUS-PE) e Hospital
Bardo de Lucena, vinculado ao SUS (HBL/SUS-PE).

b) Grupo Il - Pacientes HIV negativo com suspeita clinica e/ou epidemioldgica para
LV:

Foi realizada nos pacientes com exame de HIV/Aids negativo, hospitalizados, com
suspeita clinica e/ou epidemioldgica de LV e com indicacdo do médico assistente para realizar
puncdo esternal. Estes casos eram internos nos seguintes hospitais de referéncia: Hospital
Universitario Oswaldo Cruz (HUOC/UPE), Hospital das Clinicas (HC/UFPE), Hospital Geral
Otavio de Freitas (HGOF/SUS-PE), Hospital Agamenon Magalhdes, vinculado ao SUS
(HAM/SUS-PE), Hospital Bardo de Lucena (HBL/SUS-PE) e Hospital Correia Picango
(HCP/SUS-PE).

5.4 Definicéo de caso

A identificacdo das formas amastigotas de Leishmania sp. em aspirado de medula
6ssea foi 0 exame que definiu um caso de LV. Este método, também denominado de exame
direto, é o considerado referéncia na identificacdo de caso (BRASIL, 2010). Este diagnostico
foi realizado pelo médico responsavel vinculado ao hospital no qual o paciente estava interno.

Para a definicdo de caso com HIV foi utilizado como critério a presenca de dois testes
de triagem reagentes ou um confirmatério para deteccdo de anticorpos anti-HIV (BRASIL,
2007). Sao considerados testes de triagem para deteccdo de anticorpos anti-HIV: varias
geracOes de ensaio por imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA). Os testes confirmatorios
sdo: imunofluorescéncia indireta; imunoblot; Western Blot; teste de amplificacdo de acidos
nucleicos como, por exemplo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a amplificacdo
sequencial de é&cidos nucleicos-Nucleic Acid Sequence Based Amplification, NASBA
(BRASIL, 2010).

5.5 Amostras Biologicas

A puncao esternal para coleta do aspirado da medula 6ssea foi realizada nos hospitais que

0s pacientes estavam internos. Com o aspirado de medula 0ssea foi realizado o diagndstico
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parasitologico e o molecular. O diagndstico parasitologico envolveu duas técnicas: o exame
direto, buscando visualizar as formas amastigotas de Leishmania sp.(BRASIL, 2006) e o cultivo
em meio de cultura especifico NNN (BRASIL, 2006). O diagndstico molecular foi realizado com
a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers RV1 e RV2 (LE
FICHOUX et al., 1999; RAVEL et al., 1995).

5.5.1 Exame direto

Este método diagnostico foi o padrdo ouro, servindo como referéncia para o estudo
comparativo e para a definicdo de caso. Para realizacdo do exame direto utilizou-se uma gota
(50 ul) por ldamina do sangue proveniente da puncdo para realizar um esfregaco ou impressao
sobre trés laminas de vidro, sendo entdo fixado com metanol, por trés minutos, e corado pela
solugéo de Giemsa ou Leishman (BRASIL, 2006). Em seguida, as laminas foram examinadas
em microscopio optico com 6leo de imersao, objetiva de 100x para a visualizagdo das formas
amastigotas do parasito. Esse exame foi realizado pelo médico hematologista do hospital,

sendo o resultado disponibilizado posteriormente para 0 nosso estudo.

5.5.2 Mielocultura

O material coletado da puncdo esternal foi utilizado para o exame parasitoldgico
indireto, que consiste na inoculacdo em meios de cultura NNN. Formas amastigotas do
parasita quando inoculadas em meios de cultura especiais, contendo agar e sangue de coelho,
transformam-se em formas promastigotas. Os 200ul da amostra foram inoculados no meio
NNN e foi adicionado 500 pl de meio bi-fasico NNN/Schneider, com a finalidade de
aumentar e acelerar a positividade da cultura. As culturas foram mantidas a temperatura entre
24-26°C em estufa BOD (demanda bioguimica de oxigénio) e a visualizacdo da forma
promastigota foi feita atraveés da microscopia éptica utilizando 10 ul da cultura, examinadas
entre 1dmina e laminula, apds cinco dias da incubacdo e acompanhadas por 21 dias, sendo
observadas em intervalos de trés a cinco dias (BRASIL, 2010). Apoés esse periodo, as culturas
com resultado negativo foram desprezadas, e as positivas seguiram para identificacdo e
caracterizacdo do parasito. Esse exame foi realizado no Departamento de Imunologia,
Laboratorio de Imunoparasitologia — LIMP, do CPqAM/FIOCRUZ-PE.
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5.5.2.1 Identificagéo e caracteriza¢éo do parasito

a) Obtencao de parasitos

Os promastigotas cresceram em meio Schneider’s, até atingir a fase exponencial, as
culturas foram examinadas em microscopio bifasico e em seguida foram transferidas duas
aliquotas de 200ul da cultura para tubos estéreis, ambos foram identificados e datados. Esse
procedimento foi realizado em fluxo laminar. As referidas amostras foram enviadas via sedex
ao Instituto Evandro Chagas - IEC, Belém-PA para ser identificada por anticorpos
monoclonais especificos e para IOC/FIOCRZ- RJ para a caracterizagdo por eletroforese

enzimatica.

b) Anticorpos monoclonais

As amostras foram caracterizadas através do teste de imunofluorescéncia indireta com
fluorocromo conjugado com avidina/biotina utilizando um painel de 23 anticorpos
monoclonais especificos anti-leishmania (B2, B5, B12, B11, B13, B18, B19, CO1, CO2,
CO3, D13, L1, LA2, M2, N2, N3, V1, WA2, W1, W2, WH1, WIC e T3), de acordo com
Shaw et al. (1987).

c) Eletroforese enzimatica (MLEE).

Os métodos utilizados para preparar as amostras e estudar a mobilidade eletroforética
de algumas enzimas em géis de agarose, foi padronizado e descrito por Cupolillo et al.
(1994). A identificacdo da variacdo alélica de cada cepa foi testada através de um painel de
quatro enzimas: Glucose-fosfato isomerase (GPIl, E.C.5.3.1.9), glucose-6-fosfato
dehidrogenase (G6PDH, E.C.1.1.1.49), isocitrato dehidrogenase com NAD e NADP
(IDHNAD & IDHNADP,E.C.1.1.1.42) e (6PGDH,E.C.1.1.1.43). Cada isolado foi testado e
comparado com as cepa de referéncia de diferentes espécies do Instituto Oswaldo Cruz,
Leishmania donovani (MHOM/ET/1967/HU3) e Leishmania infantum
(MHOM/TN/1980/IPT1).
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5.5.3 Reagédo em cadeia da polimerase (PCR)

5.5.3.1 Extracéo e purificacdo de DNA

Para a realizacdo da PCR foi utilizado como material biol6gico, 200 pl do aspirado da
medula dssea. A extracdo e purificacdo do DNA dos organismos foram realizadas com o kit
comercial de extragdo “illustraTM tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit” (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as recomendacdes do fabricante. Em um
microtubo contendo a amostra, foram adicionados 100ul da solugdo de lise tipo 1 e 10ul de
proteinase K. Em seguida esse conteudo foi levado ao vortex e colocado em banho-maria a
60°C, por 1h. Apos esse periodo, o material foi submetido a uma centrifugacdo rapida (spin).
Foram adicionados 5ul de RNAse A, incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente.
Depois, foram adicionados 500ul de solugao de lise tipo 2, e esperou mais 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se o material por 10 segundos a 11.000 rpm.
Apdbs esta etapa, o conteido do microtubo foi transferido para a coluna do kit, montada
juntamente com o tubo coletor. Submeteu-se a uma centrifugacdo por um minuto a 11.000
rpm, sendo o liquido desprezado. Adicionaram-se 500ul de solug¢do de lise tipo 2, e
novamente este foi submetido a centrifugacdo nas mesmas condi¢des, sendo o sobrenadante
novamente descartado. Apos isso, foram adicionados 500ul de solugdo de lavagem,
centrifugando por trés minutos a 11.000 rpm. O tubo coletor foi descartado, e a coluna foi
transferida para um microtubo. Adicionou-se na coluna 200ul de solugdo de eluigdo pré-
aquecido a 70°C, e incubou-se por um minuto em temperatura ambiente, e submeteu-se a
centrifugagdo por um minuto a 11.000 rpm, e a coluna foi descartada, ficando com o
microtubo contendo o DNA. Este tubo foi armazenado a -20°C. Esse protocolo foi baseado
em RAVEL et al., 1995 e LE FICHOUX et al., 1999. A reacdo de cadeia da polimerase foi
realizada nas dependéncias no Laboratério de Doencas Transmissiveis - LDT, Departamento
de Parasitologia do CPqAM/FIOCRUZ-PE.

5.5.3.2 Amplificacéo do kDNA da Leishmania sp.

A amostra de DNA extraido foi amplificado para Leishmania sp. Foram utilizados 1,5
mM de MgCl,, KCI 50mM, Tris — HCI 10 mM, pH 8,3, 2mM de dNTPs, 2,5 unidades de Taq
DNA polimerase e 25 pmols de cada primer, em um volume final de 25ul. Como controle

negativo, em todas as reacdes foram utilizados os reagentes sem adi¢cdo de amostra de DNA.
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A PCR foi realizada de acordo com as condicGes descritas por Le Fichoux et al. 1999, com
desnaturacéo inicial 94° C por cinco minutos e 35 ciclos: 94° C por 30s; 67° C por um minuto;
72° C 30s e uma extensao final a 72° C por cinco minutos. Utilizou os primers RV1 (senso; 5'-
CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3") e RV2 (anti-senso; 5
CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3), cujo alvo é uma regido conservada do kDNA de L.
chagasi. Esses oligonucleotideos iniciadores produzem um fragmento de aproximadamente
145 pares de base (pb) (LACHAUD et al., 2002; LE FICHOUX et al., 1999; RAVEL et al.,
1995).

5.5.3.3 Anélise dos produtos da PCR

Dez microlitros do produto amplificado foi analisado através de eletroforese em gel de
agarose a 2%, em tampdo TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 2mM), e corados com blue
Green. Esses produtos amplificados foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
e fotografadas com um sistema de documentagéo Polaroid MP4+ System™ (Sigma St. Louis,
MA, USA).

5.6 Consideracdes éticas

O estudo foi realizado dentro dos padrdes de ética em seres humanos, sendo a coleta
do material bioldgico realizada ap6s a concordancia verbal e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) do sujeito da pesquisa (Anexo A). Cada individuo
recebeu os resultados dos exames em formulario préprio, sendo outra cOpia anexada ao
prontudrio do mesmo no Servico de Saude, como informacao aos médicos assistentes.

Com a identificacdo de novos casos de LV ou LV/Aids, todo o tratamento e
assisténcia foram prestados no Servigo de Salde a que o paciente estava vinculado, sendo
fomentado pela rede do SUS-PE. O presente projeto foi aprovado pelo Comité de ética em
pesquisa (CEP). — CAEE 0091.0.095.000-10 (Apéndice A).

5.7 Processamento e analise dos dados
Foi utilizado o Microsoft Excel 2003 produzido pela Microsoft Corporation para

tabulacdo dos dados. Com o objetivo de verificar se havia diferenca entre as idades dos

grupos HIV positivo e HIV negativo, realizamos o teste estatistico de Wilcoxon, onde
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testamos a Hipotese nula (Ho) = A média de idade dos grupos HIV positivo e HIV negativo é
a mesma contra a Hipotese alternativa (H1) = H& diferenca na média de idade entre os grupos.
Para analisar a comparacdo do desempenho da PCR em relacdo ao exame direto e a
mielocultura nos grupos investigados calculamos o indicador de kappa (K), considerando a
PCR como o teste de referéncia para o diagndstico de LV. Adicionalmente, foi testada a
significancia de cada coeficiente k. Para tanto foi utilizado o programa SPSS verséo 11.5. Em
que temos como Ho (k=0) = N&o ha concordancia nenhuma entre os exames; e a Hi (k>0) =
Existe a concordancia entre os exames. Foi adotado como nivel de significancia estatistica o

valor convencional de 5% (p < 0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Perfil clinico, epidemioldgico e laboratorial dos pacientes com suspeita de

leishmaniose visceral

Foram investigados 22 pacientes com suspeita clinica de LV, oriundos dos seguintes
hospitais: Hospital das Clinicas (HC/UFPE), Hospital Agamenon Magalhdes (HAM/SUS-
PE), Hospital Bardo de Lucena (HBL/SUS-PE), Hospital Geral Otavio de Freitas
(HGOF/SUS-PE) e Hospital Correia Pican¢co (HCP/SUS-PE) e Hospital Universitario
Oswaldo Cruz (HUOC/SUS-PE). Os casos foram procedentes dos municipios de Bom
Conselho, Buenos Aires, Canhotinho, Feira Nova, Garanhuns, Gloria do Goita, lgarassu,
Jaboatdo dos Guararapes, Recife, Santa Cruz do Capibaribe, Serra Talhada, Surubim,
Ouricuri, Timbauba, Vicéncia e Vitoria de Santo Antdo (Quadro 1).

Quanto as mesorregides, 0s casos suspeitos distribuiram-se da seguinte forma: Regido
metropolitana do Recife, Sertdo, Agreste e Zona da Mata. A faixa etaria foi compreendida
entre 8 meses a 63 anos. (X = 37,4; DP£17,3 e mediana de 22,3 anos). Treze casos (59%)

foram do sexo masculino e nove (41%) feminino (Quadro 1).



Quadro 1: Perfil epidemioldgico dos pacientes com suspeita de leishmaniose visceral

atendidos nos hospitais do Recife, PE, em 2011.

Paciente Procedéncia Idade Sexo Hospital Setor
1 Recife 52 F HC Clinica médica
2 Serra Talhada 30 F HC Clinica médica
3 Surubim 27 M HGOF Infecto-parasitaria
4 Vicéncia 8 meses F HAM Pediatria
5 Buenos Aires 51 M HBL Clinica médica
6 Garanhuns 61 F HUOC  Infecto-parasitéria
7  Santa Cruz do Capibaribe 21 F HBL Infecto-parasitéria
8 Recife 36 M HC Infecto-parasitaria
9 Recife 31 M HC Clinica médica
10 Bom Conselho 35 M HUOC  Infecto-parasitéria
11 Serra Talhada 63 M HCP Infecto-parasitéria
12 Ouricuri 24 F HC Infecto-parasitéria
13 Jaboatdo dos Guararapes 58 M HC Infecto-parasitaria
14 Jaboatdo dos Guararapes 39 F HC Clinica médica
15 Feira Nova 18 M HUOC Infecto-parasitaria
16 Recife 34 F HCP  Infecto-parasitaria
17 Recife 04 F HBL Pediatria
18  Vitdria de Santo Antdo 58 M HC Clinica médica
19 Canhotinho 63 M HC Infecto-parasitéria
20 Timbatba 24 M HC Infecto-parasitaria
21 Gléria do Goita 43 M HGOF Infecto-parasitaria
22 lgarassu 44 M HGOF Infecto-parasitéria

Fonte: Elaborado pela autora
Notas: HAM — Hospital Agamenon Magalhaes; HC — Hospital das Clinicas; HGOF —

Hospital Geral Otavio de Freitas; HUOC — Hospital Universitario Oswaldo Cruz; HCP —

Hospital Correia Picango; HBL — Hospital Bardo de Lucena
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Em relacdo as manifestacdes clinicas foi observado a presenca de pelo menos um dos

seguintes sinais e sintomas: febre, hepatomegalia, esplenomegalia, palidez cutanea, astenia e

pancitopenia. Do grupo total investigado, obtivemos as seguintes proporcGes para cada

apresentacdo clinica a seguir: febre (90,9%), esplenomegalia (81,8%), astenia (63,6%),

hepatomegalia (59%) e palidez cutdnea (50%). Em relagdo as alteragbes hematoldgicas
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obtivemos os seguintes valores: eritropenia (81,8%), leucopenia (59%) e trombocitopenia

(22,7%).

6.2 Caracterizacdo dos pacientes com e sem HIV/Aids

Dos 22 casos avaliados, nove foram confirmados HIV/Aids (Quadro 3).

Quadro 2: Procedéncia e resultado da presenca de HIV/Aids nos pacientes
investigados nos hospitais do Recife, PE, em 2011.

Paciente HIV/Aids Procedéncia Mesorregido

1 + Recife RMR

2 - Serra Talhada Sertéo

3 - Surubim Agreste

4 - Vicéncia Mata

5 - Buenos Aires Mata

6 - Garanhuns Agreste

7 + Santa Cruz do Capibaribe  Agreste

8 + Recife RMR

9 + Recife RMR
10 - Bom Conselho Agreste
11 - Serra Talhada Sertdo
12 - Ouricuri Sertéo
13 + Jaboatdo dos Guararapes RMR
14 + Jaboatdo dos Guararapes RMR
15 - Feira Nova Agreste
16 + Recife RMR
17 - Recife RMR
18 - Vitéria de Santo Antao Mata
19 - Canhotinho Agreste
20 - Timbalba Mata
21 + Gléria do Goita Mata
22 + Igarassu RMR

Fonte: Elaborado pela autora

Nota: RMR = Regido Metropolitana de Recife
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Para melhor caracterizacdo, a partir desse ponto serédo abordados os dois grupos de
estudo (Tabela 1): O Grupo | (HIV/Aids positivo) que apresentou media de idade de 39,8
anos (DP£10,5) e o Grupo Il (HIV/Aids negativo) com média de 35,8 anos (DP+14,5). A
analise das médias das idades dos individuos para os dois grupos mantiveram-se muito

semelhantes entre si, ndo havendo significancia estatistica entre os grupos (p > 0,01).

Tabela 1: Variaveis relacionadas ao sexo, faixa etaria, mesorregides de Pernambuco, clinica e aspectos
hematolégicos dos pacientes com e sem HIV/Aids, durante o periodo de 2011-2012 em Pernambuco.

HIV/Aids
Variaveis Grupo | Grupo Il Total
(positivo) (negativo)
N % N % N %
Sexo
Masculino 5 55,5 8 61,5 13 59
Feminino 4 44,5 5 38,5 9 41
Total 9 100 13 100 22 100
Faixa etaria (anos)
0-10 0 0 2 15,5 2 9
11-20 0 0 1 7,7 1 4,5
21-30 1 11,1 4 30,7 5 22,7
31-40 4 445 1 1,7 5 22,7
41-50 2 22,2 0 0 2 9
51-60 2 11,1 2 15,5 4 18,1
61-70 0 0 3 22,9 3 14
Total 9 100 13 100 22 100
Mesorregides
de Pernambuco
Agreste 1 11,1 5 38,5 6 27,2
Mata 1 11,1 4 30,8 5 22,8
RMR 7 77,8 1 17,7 8 36,4
Sertéo 0 0 3 23 3 13,6
Total 9 100 13 100 22 100
Clinica
Pacientes investigados 9 100 13 100 22 100
Febre 8 88,8 12 92 20 90,9
Hepatomegalia 4 44 4 9 69,2 13 59
Esplenomegalia 7 77,7 10 76,9 17 77,2
Palidez cutanea 3 33,3 8 61,5 11 50
Astenia 7 77,7 7 53,8 14 63,6
Aspectos hematoldgicos
Pacientes investigados 9 100 13 100 22 100
Leucopenia 3 33,3 10 76,9 13 59
Eritropenia 6 66,6 12 92,3 18 81,8
Trombocitopenia 1 11,1 4 30,7 5 22,7

Fonte: Elaborado pela autora
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Foi observada a predominancia do sexo masculino em ambos os grupos (Tabela 1).
Obteve-se no Grupo | um maior nimero de pacientes com a faixa etaria maior que 30 anos. Ja
no Grupo Il a maior freqiiéncia foi até 30 anos.

Em relacdo as mesorregides de origem dos investigados, a maioria dos casos suspeitos
foi da RMR com 36,4%. Em relacéo a cada grupo investigado, no Grupo | o maior nimero de
casos suspeitos foi da RMR e no Grupo Il do Agreste (Tabela 1).

Do total de pacientes investigados, o percentual de individuos com suspeita clinica de
LV sem HIV-Aids foi maior. Em relagdo aos aspectos clinicos, no Grupo | os pacientes
apresentaram: 8 (88,8%) febre, 7 (77,7%) astenia e esplenomegalia, 4 (44,4%) hepatomegalia
e 3 (33,3) palidez cutdnea. J& no Grupo Il os pacientes apresentaram: 12 (92%) febre, 9
(69,2%) hepatomegalia, 10 (76,9%) esplenomegalia, 8 (61,5%) palidez cutanea e 7 (53,8%)
astenia (Tabela 1). A andlise dos aspectos hematoldgicos demonstrou que a eritropenia foi a

caracteristica mais encontrada em ambos 0s grupos, sendo maior para 0 Grupo Il (92,3%).

6.3 Descricdo do desempenho dos exames parasitologico e molecular entre os grupos

estudados

O exame direto foi realizado nos 22 pacientes que foram investigados com suspeita
clinica de LV. A PCR foi positiva em dois pacientes com HIV/Aids e em quatro sem HIV-
Aids (Tabela 2).
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Tabela 2: Freqiiéncia absoluta e relativa dos exames parasitolégico e molecular entre 0s grupos com
e sem HIV/Aids, no periodo de 2011-2012, em Pernambuco.

HIV/Aids
Variaveis Grupo | Grupo Il Total
(positivo) (negativo)
N % N %
Exame direto
Leishmania sp.
Positivo 2 22,2 4 30,7 6
Negativo 7 77,8 9 69,3 16
Total 9 100 13 100 22
Mielocultura
Leishmania sp.
Positivo 1 25 0 0 1
Negativo 3 75 5 100 8
Total 4 100 5 100 9
PCR
Leishmania sp.
Positivo 2 50 4 57,2 6
Negativo 2 50 3 42,8 5
Total 4 100 7 100 11

Fonte: Elaborado pela autora

6.3.1 Descricao dos resultados do exame direto

Do total de 22 casos suspeitos, seis (27,2%) foram confirmados com LV através do
exame direto. Em relagdo a cada grupo analisado isoladamente, no Grupo | foram 2 (22,2%)
casos positivos e no Grupo Il 4 (30,8%) casos. A visualizacdo da forma amastigota do

parasita na medula 6ssea em objetiva com aumento de 1000x.

6.3.2 Descricao dos resultados da cultura

A técnica da mielocultura foi realizada em 11 dos 22 pacientes estudados. Entretanto,
em dois desses 11 exames ocorreu contaminacdo do material durante o periodo de incubacéo.
Foram realizados nove exames, sendo 1 (9%) positivo para LV através desta técnica A figura
5 mostra a forma promastigota da Leishmania do paciente que apresentava a co-infeccdo
LV/HIV. A mesma foi caracterizada como L. infantum — sin. L. chagasi através de isoenzimas

e confirmada através de anticorpos monoclonais especificos.
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Figura 4 : Forma promastigota de Leishmania em meio de cultura de paciente com
co-infecgdo LV/HIV-Aids, no periodo de 2011-2012, em Pernambuco.

Forma
[promastigota

Fonte: Elaborado pela autora

6.4 Descricdo do desempenho do exame molecular baseado na PCR entre 0s grupos

estudados

A técnica da PCR foi realizada em 11 dos 22 pacientes investigados, possibilitando o
diagnostico de seis casos. A figura 6 ilustra a eletroforese em gel de algumas das amostras
investigadas, demonstrando em 1, 3, 4 e 11 os pacientes que foram positivos € em 2 0
resultado negativo. O tamanho do fragmento amplificado foi de 145pb.

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose mostrando a amplificacdo do DNA de L. infantum (sin. L. chagasi)
utilizando algumas amostras de medula dssea através da PCR com os primers RV1 e RV2, no periodo
de 2011-2012, em Pernambuco.

145pb

Fonte: Elaborado pela autora
Notas: Faixas de 1 a 11 demonstram os pacientes investigados. CP corresponde ao
controle positivo e CN o controle negativo da reacdo. PM - Peso Molecular.
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6.5 Avaliacdo do desempenho da PCR em relacdo ao exame direto e a mielocultura nos
grupos estudados

Comparando o exame direto com as demais técnicas testadas foi observado que houve
discordancia com o resultado da PCR em trés (33,3%) pacientes. E em um caso houve a
concordancia de resultado positivo e quatro com resultado negativo nas trés técnicas testadas
(Tabela 3).

Em relacdo a mielocultura houve a discordancia de resultado com a PCR em quatro
casos, sendo um no Grupo | e trés no Grupo Il . Desta forma, a PCR detectou trés casos, que
foram negativos para o exame direto e quatro para a mielocultura. No diagndstico de LV nos

individuos com e sem HIV-Aids foi vista a importancia do uso das trés técnicas (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo dos resultados das técnicas diagndsticas entre os individuos pesquisados no periodo de 2011-
2012 em Pernambuco.

Paciente Procedéncia Sexo Idade Exame direto PCR Mielocultura
1 Recife F 52 - + -
Grupo | 7 Santa Cruz do Capibaribe F 21 + + +
8 Recife M 36 - - -
9 Recife M 31 - - -
3 Surubim M 27 - + -
Grupo 1l 4 Vicéncia F 8 meses + + -
6 Garanhuns F 61 - - -
10 Bom Conselho M 35 - - -
11 Serra Talhada M 63 - + -

Fonte: Elaborado pela autora
Notas: PCR = Reacdo em cadeia da Polimerase

Para o Grupo |, ao nivel de 5%, aceitamos a hip6tese de ndo haver concordancia (k=0)
entre os testes PCR e exame direto/ PCR e mielocultura (p valor = 0,0091). Da mesma forma,
para o Grupo Il, ao nivel de 5%, aceitamos a hipdtese de ndo haver concordancia (k=0) entre
os testes PCR e exame direto (p valor = 0,148) (Tabela 4).
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Tabela 4: Avaliacdo do desempenho da PCR em relagdo ao exame direto e mielocultura no Grupo I e Il no
periodo de 2011-2012, em Pernambuco.

PCR Kappa*
N N k p
0 @
Exame direto ) 1 1
Grupo | (+) 0 2 0,5 0,0091
Mielocultura ) 1 1
) 0 2 0,5 0,0091
Grupo Il Exame direto  (-) 1 2
(+) 0 2 0,29 0,148
Mielocultura ) 0 3
(+) 0 2 NR NR

Fonte: Elaborado pela autora

Notas: N= Quantidade de pacientes, (-) = Resultados do teste negativo, (+) = Resultado do teste positivo,
PCR = Reacdo em cadeia da polimerase, k = coeficiente kappa, p = Valor da probabilidade

(Programa SPSS 11.5), * Correlacdo do kappa e a probabilidade de significancia.
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7 DISCUSSAO

As leishmanioses compreendem uma das dez endemias mundiais prioritarias para a
Organizacdo Mundial de Saude sendo considerada uma doenca negligenciada. No Brasil o
programa de controle da leishmaniose visceral tem varios desafios, como por exemplo, dispor
de um diagndstico réapido, especifico e sensivel que possibilite o tratamento seguro dos casos
(BRASIL, 2006; 2010).

O paciente interno na rede publica com suspeita clinica de calazar tem como suporte
diagndstico o exame parasitologico (exame direto) e os soroldgicos, IFI e rk39-ICT (ASSIS et
al., 2008; BRASIL, 2004; 2006). O exame direto, que é o0 mais utilizado na rotina diagnostica,
ndo é suficiente como Unica ferramenta para confirmacdo de leishmaniose visceral
(ANTINORI et al., 2008). Sua sensibilidade varia de 60 a 85% (DOURADO et al., 2007),
sendo motivada principalmente pelo pequeno numero de células infectadas por Leishmania
sp., como consequéncia da pancitopenia; amostras hemodiluidas devido a coleta inadequada,
ou pela baixa carga parasitaria quando o paciente recebe tratamento (LACHAUD et al., 2009;
SUNDAR et al., 2011).

Anélises comparativas entre métodos diagnosticos utilizando o aspirado de medula
Ossea ainda sdo escassos (PIARROUX et al., 1994). Os dados dessa pesquisa demonstraram
que o exame direto conseguiu diagnostica dois casos, desses apenas um foi positivo na
cultura. Deniau et al. (2003), relatam que a mielocultura aumenta a sensibilidade na
identificacdo da Leishmania sp. em aspirado de medula dssea.

Um estudo comparando os resultados da cultura e do exame direto em paciente
imunocompetente demonstrou uma sensibilidade de 66,6% e 79,4%, respectivamente
(PINTADO et al., 2001). No nosso estudo o exame direto diagnosticou um caso, mas que foi
negativo na mielocultura. Romero e Boelaert (2010), realizaram uma revisdo sistematica de
leishmaniose visceral e identificaram que sete de oito relatos da literatura da América tinham
0 exame parasitoldgico com definidor do diagnostico humano.

Na Espanha um estudo em pacientes LV/HIV-Aids comparando cultura e exame
direto mostrou uma sensibilidade de 62,9% e 67,1%, respectivamente (PINTADO et al.,
2001). No Brasil, dois grupos utilizaram o exame direto e/ou a cultura para definir caso de co-
infeccdo (ALEXANDRINO-DE-OLIVEIRA et al., 2010; CARRANZO-TAMAYO et al.,
2009), ja outros utilizaram exclusivamente o exame direto como método diagndstico
(BORGES et al., 1999; CAVALCANTI et al., 2012; DAHER et al., 2009; NASCIMENTO et

al., 2011). O caso de co-infeccdo do presente estudo teve resultado positivo nas duas técnicas
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parasitologicas. Uma revisdo sistemética relata a auséncia de consenso na literatura dos
critérios parasitologicos, exame direto ou mielocultura, na defini¢do de caso de co-infecgéo,
também refere a utilizacdo da PCR em sangue periférico e em aspirado de medula éssea como
diagnostico de calazar em pacientes infectados com HIV (COTA, SOUSA, RABELLO,
2011).

O presente estudo mostra que a PCR utilizando o aspirado de medula 6ssea identificou
cinco casos, ou seja, trés que ndo foram diagnosticados pelo exame parasitologico. Esses trés
casos sao dois de LV e um de co-infeccdo. Uma explicacdo para esses casos diagnosticados
seria a constatacdo de Reithinger e Dujardim (2007), que relatam que a PCR vem
consistentemente se mostrado melhor do que a microscopia e cultura, particularmente em
amostras com baixas cargas parasitarias.

A sensibilidade da PCR foi reportada de 82%-100%, quando comparada ao exame
direto (PAL et al., 2004; PIARROUX et al., 1994), quando se compara o exame direto e a
PCR em sangue, mostra-se a precisdo do método molecular no diagnéstico de pacientes com
leishmaniose visceral (OSMAN et al., 1997).

Antinori et al. (2008) em estudos verificaram que o diagnostico da leishmaniose
visceral pela PCR utilizando sangue parece ser pelo menos equivalente ao aspirado de medula
Ossea, em amostras de pacientes imunocomprometidos e nos imunocompetentes.

Sugere-se que 0s casos suspeitos de LV com indicagdo de puncdo external deverdo
utilizar a PCR associada aos métodos de rotina para o diagndstico e o0 acompanhamento da
doenca. Ademais, a deteccdo mais facil e rapida dos casos por PCR pode conduzir a
investigacOes sobre o papel da Leishmania sp. em pacientes infectados com HIV que vivem
em areas onde o calazar é endémico, como o Nordeste do Brasil, e assim facilitar o
atendimento ao paciente.

Em relacdo a avaliacdo do desempenho dos exames parasitolégico e molecular o
presente estudo demonstrou que para 0s grupos investigados, a PCR foi a técnica com a
melhor capacidade de diagnosticar um caso (k=0,29 e k=0,5 e p<0,001). Cakan et al., (2010),
compararam a PCR com o exame direto e a cultura, confirmando que a técnica molecular
apresenta o0 melhor desempenho.

O Nordeste brasileiro ainda concentra 0 maior nimero de casos de leishmaniose
visceral no Brasil (ALVARENGA et al., 2010; BRASIL, 2010). No presente estudo os 22
casos com suspeita de leishmaniose visceral foram procedentes de quatro mesorregides de
Pernambuco. As procedéncias desses corroboram a descricdo de casos de leishmaniose

visceral no estado (DANTAS-TORRES, 2006). Entre os casos confirmados pelo exame direto
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temos um caso de co-infeccdo LV/HIV-Aids de Santa Cruz do Capibaribe e outro de calazar
de Vicéncia, municipios ja reconhecidos como area endémica no estado (DANTAS-TORRES,
2006).

Entretanto, observando os casos diagnosticados exclusivamente pelo PCR temos como
procedéncia os municipios de Recife, Surubim e Serra Talhada. Dantas-Torres (2006),
descrevendo a leishmaniose visceral em Pernambuco, ja relatavam casos na Regido
Metropolitana do Recife, demonstrando que os individuos doentes migram para a capital em
busca de tratamento especializado. O caso de co-infecgdo LV/HIV-Aids reside em Recife vem
ratificar os achados de Cavalcanti et al. (2012), que identificaram dois entre cinco casos
residentes na capital pernambucana. Esse achado vem a suscitar os relatos de Dantas-Torres
(2006) e de Cesse et al. (2001) sobre a expansdo da leishmaniose visceral no espaco urbano
do estado, trazendo um novo cenario a eco-epidemiologia da co-infeccdo LV/HIV-Aids em
Pernambuco.

Os fatores que influenciam a eco-epidemiologia da leishmaniose visceral, ndo estdo
inteiramente elucidados, mas provavelmente as variacGes genéticas de ambos, hospedeiro e
parasito sdo importantes neste contexto. Estudos sobre o polimorfismo genético conduz para
uma melhor compreenséo da estrutura populacional do parasita (GUPTA et al., 1997).

Como o parasito € estruturalmente similar tanto nas formas amastigotas quanto
promastigotas, sendo impossivel a identificacdo da espécie por técnicas microscopicas, desta
forma, no passado foram utilizados caracteres extrinsecos para nominar espécie ou para a
classificacdo das mesmas dentro do género. Somente a partir de 1980 com a utilizacdo de
isoenzimas e depois com as técnicas moleculares foi possivel usar caracteres intrinsecos na
identificacdo do parasito (MORENO et al., 2002).

A partir das isoenzimas foi possivel organizar a classificacdo para o0 género
(THOMAZ-SOCCOL, 1993), permitindo identificar as espécies do parasito. Essa técnica é
considerada padrdo ouro para a identificacdo das espécies segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (2009). Com base no perfil isoenziméatico de cepas do parasito isoladas no Novo e
Velho Mundo, demonstrou-se que o parasito € semelhante a L. infantum (MORENO et al.
2002). Assim, Rioux et al. (1990), propuseram uma nova classificacdo para o género e
sugerem que L. chagasi passe a ser sinonimia de L. infantum por respeito as regras de
nomenclatura. Thomaz-Soccol et al. (1993) em sua classificacdo geral para leishmanioses do
Novo Mundo propuseram a manutencao de sinonimia.

Estudos mais recentes recomendam a revisdo da taxonomia de L. chagasi. Varios

autores propdem que L. chagasi seja vista como sinénimo de L. infantum (MAURICIO et al.,
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2000; DANTAS-TORRES, 2006), ou que L. chagasi seja considerada como subespécie de L.
infantum (SHAW, 2006). De acordo com essas propostas adotamos no presente estudo a
classificacdo das espécies como sindnimas, desta forma, o parasito isolado de um caso de co-
infeccdo procedente de Santa Cruz do Capibaribe, Agreste pernambucano, o &rea endémica
para leishmaniose visceral foi caracterizado como L. infantum (sin. L. chagasi).

De fato, é imprescindivel que mais estudos sejam realizados para padronizar e validar
as novas ferramentas moleculares no diagnostico da leishmaniose, tanto em pacientes
imunocompetentes como nos imunodeprimidos. Parece claro que a incorporagéo da cultura do
aspirado de medula Ossea aperfeicoa o diagnostico dessa parasitose, possibilitando o
conhecimento da variabilidade genética interespecifica baseada em andlises isoenzimaticas ou
com anticorpos monoclonais. Esses fatos ndo descartam a necessidade de uma investigacao
mais ampla, envolvendo um nimero maior de amostras para melhor caracterizacao das cepas

parasitarias circulantes nas Américas e em particular no Brasil.



o1

8 CONCLUSOES

a) Demonstrou-se a importancia da realizacdo de mais de um exame diagnostico,

utilizando o material do aspirado de medula 6ssea, para a confirmacéo da doenca.

b) A cepa circulante num caso de co-infeccdo LV/HIV-Aids em Pernambuco foi de L.

chagasi (sin. L. infantum).
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Mirisl¢rio du Saude

FIOCRUZ
Funda¢ao Oswaldo Cruz

Cenlro rde Pesguisa Aggen Magalhaes

Eu , acompanhado no Hospital
, aceito em participar do projeto de pesquisa COMPARACAO
ENTRE O DESEMPENHO D OS EXAMES PARASITOLOGICO E MOLECULAR EM
AMOSTRAS DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA NOS PACIENTES COM E SEM CO-
INFECCAO POR LEISHMANIOSE VISCERAL/HIV-Aids, coordenado por Elaine Bomfim, cujo
objetivo € avaliar se consegue achar o microbio do calazar (Leishmania) através do crescimento no
meio no qual ele serd4 colocado, permitindo o diagnostico da infecgdo por Leishmania chagasi.
Informo que seré realizada uma puncéo da regido do térax, onde sera coletado 2 ml de sangue, que é
equivalente a 1 colher de cha, através de uma agulha estéril (“sem infec¢do”) e descartavel. Esse
procedimento é praticamente isento de risco, pois todo material utilizado € descartavel, e sera realizada
anestesia no local. Podendo sentir um leve desconforto e dor local apds a realizacdo da coleta,
podendo algumas vezes causar uma pequena mancha roxa (hematoma) no local da “picada” da agulha
que desaparece em alguns dias sem qualquer tratamento. Fui informado que depois da coleta de meu
sangue, 0 mesmo seré distribuido em dois tubos como também sera feito 3 1dminas para a realizacdo
dos exames laboratoriais. Também fui informado que o meu sangue serd examinado para a presenca
do micrdbio, através do exame direto, assim como serd cultivado em um meio especifico para
observagdo do crescimento dele, bem como seré realizada a pesquisa do material genético (DNA) —
reacdo em cadeia de polimerase (PCR). Fui informado ainda que, se o microbio de calazar for
encontrado no meu sangue, caracterizando a doenga denominada leishmaniose visceral, sera de grande
auxilio esta identificacdo para orientar a conduta médica relacionada ao tratamento. Estou ciente,
também que os exames e 0 tipo de tratamento utilizados na pesquisa sdo 0s recomendados
(padronizados) pelo Ministério da Salde e sdo necessarios para o diagndstico e o tratamento do meu
caso. Fui informado que os meus dados serdo preservados em sigilo absoluto quando da publicagdo do
resultado da pesquisa. Também fui informado que tenho liberdade de recusar ou retirar o
consentimento sem sofrer nenhum tipo de penalizagdo ou pressdo e que ndo receberei nenhuma
compensagdo financeira para participar deste estudo. Autorizo a Fundagdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ) a conservar, sob sua guarda, qualquer amostra de sangue e liquido de medula
para exame de laboratorio, e caso esse material seja utilizado em futuras pesquisas serei contactado
para autorizagdo desse uso. Como também autorizo que as informacdes médicas obtidas de minha
pessoa sejam usadas em reuniBes, congressos e publicagbes cientificas preservando, neste caso, a
minha identidade.Finalmente, assinarei esse termo de consentimento em duas vias, sendo que uma
ficard sob a minha guarda e a outra serd arquivada pelo CPgAM/FIOCRUZ. Atesto que entendi o
conteudo deste termo de consentimento livre e esclarecido, concordo de livre e espontanea vontade em
participar desse estudo e que esclareci todas as minhas duvidas com o pesquisador responsavel.

Recife, de de20 .

Assinatura do Paciente

Assinatura do responsavel pelo projeto

Duvidas ou outras informac@es posteriores poderdo ser obtidas com:

Elaine Cristina Bomfim de Lima, bi6loga e mestranda do Centro de Pesquisas Aggeu Médico responsavel:
Magalhdes/ FIOCRUZ Contato: 2101-2995 / 86044525. Dr° Demdcrito Miranda Filho, médico infectologista do
Dra. Zulma Medeiros, biomédica, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ Hospital Oswaldo Cruz. Contato: 2101-1339/1300

Contato: 2101-2662

Esse projeto antes de seu inicio foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées, podendo ser
confirmado no site www.saude.gov.br/sisnep
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ANEXND A - Parecer do Comuté de Etica em Pesquusa - CpgAM FIDCRUZPE
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Comig d:?ufﬁ{fa PARECER DE RELATORIO FINAL
Titulo do Projeto: Analise comparativa entre metodologias diagnosticas
em pacientes com e sem co-infecgdo por Leishmania chagasi / HIV.
Pesquisador Responsével: Elaine Cristina Bonfim Lima
Nimere do CAEE: 0091.0.095.000-10
Data de Aprovacdo pelo CEP-CPgAM 02.02.2011
Institui¢io onde foi realizado o Projeto: CPqAM/FIOCRUZ

Recife, 09 de margo de 2012.

Prezada Sra. Elaine Cristina Bonfim Lima,

Apés analisar o relatorio final referente ao projeio em pauta na
reunifio do CEP/CPqAM que ocorreu dia 07 de margo de 2012,
informamos que o relatorio final foi aceito, pois se encontra em
concordincia com a Resoluglio sobre diretrizes e normas regulamentadoras
de pesquisas envolvendo seres humanos, nimero 196, de 10 de outubro de
1996 (HTTP://www.cpqam.fiocruz.br/aggew/doc/resolucan] 96-96.doc).

Alenciosamente,

o }\s-uui./[uw‘"k

(i,lselle Campnzana Gouveia
Coordenadora CEP/CPgAM/FIOCRUZ




