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RESUMO

Dentre os diversos problemas associados a leishmaniose tegumentar americana (LTA), a
dificuldade para a obtencéo do diagnostico exerce destaque pelos varios metodos associados
para que se obtenha sua definicdo. A coleta do material biologico tem papel fundamental
neste processo, tendo em vista a severidade das lesdes aliada as comuns infec¢fes secundarias
observadas. O método de coleta empregado no servico de salde baseia-se no raspado da lesdo
e na obtencdo de bidpsia do local lesionado, caracterizado por promover riscos aos pacientes
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficAcia do método de coleta de amostra biolégica
através do swab para ao diagnostico molecular da LTA. Entre os meses de marco de 2011 a
junho de 2012 foram selecionados 88 pacientes, dos quais foram coletadas amostras de
biopsia, exsudatos cutaneos através do swab e raspado cutdneo. As amostras de bidpsia e
exsudatos foram avaliadas através da reacdo em cadeia da polimerase tendo como alvo o
minicirculo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania. As amostras de raspado cutaneo
foram avaliadas através da pesquisa direta microscépica do parasito. O perfil epidemioldgico
dos pacientes revelou a predominancia da doenca em individuos do sexo masculino (57,8 %)
e as faixas etarias acometidas com predominéncia foram a jovem e adulto, sendo 40,36 anos a
média das idades. A maioria dos pacientes foi procedente do municipio de Moreno, regido
metropolitana do Recife (70/ 79,54 %). Foram observadas majoritariamente lesGes ulceradas
com presenca de exsudato (90,9 %) e estas se concentraram nos membros inferiores (71,6 %).
Ao comparar o resultado do diagndstico molecular entre as amostras analisadas, obteve-se a
convergéncia de 86,36 %, sendo este valor estatisticamente significativo (p-value < 0,001). Os
resultados obtidos sugerem que o método de coleta de amostra bioldgica através do swab para
o diagnostico molecular da LTA apresenta excelente eficacia quando comparado com o
método de bidpsia e pode ser implantado em caréater auxiliar no servico de saude haja vista
sua simplicidade e facilidade de execuc¢do, ndo oferecendo riscos secundarios ao paciente.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea, Diagndstico, DNA de Cinetoplasto, Reacdo em cadeia

da polimerase.
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ABSTRACT

Among the many problems associated with american cutaneous leishmaniasis (ACL), the
difficulty in obtaining the diagnosis has highlighted due to the various methods associated to
obtain its definition. The collection of biological material is fundamental to this process in
view the severity of injuries coupled with common secondary infections observed. The
collection method employed in the health service is based on scraping and biopsy of the
injured site, and it is characterized by further risks to patients. The aim of this study was to
evaluate the effectiveness of the collection method of biological sample through swab to the
molecular diagnosis of ACL. Between March 2011 to June 2012, 88 patients were selected,
which were collected biopsy samples, swab exudates and scraping. The biopsy samples and
exudates were assessed by polymerase chain reaction targeting the minicircle of kinetoplast
DNA (kDNA) of Leishmania. The shaved skin samples were evaluated by direct microscopic
parasite research. The epidemiological profile of patients revealed the predominance of the
disease in males (57.8%) and the age groups affected were predominantly young adult, being
40.36 years the average age. Most patients were from the municipality of Moreno,
metropolitan area of Recife (70 / 79.54%). Were observed mostly ulcerated lesions with
exudate (90.9%) and these were concentrated in the lower limbs (71.6%). By comparing the
results of molecular diagnostics between the samples, there was obtained the convergence of
86.36%, and this value was statistically significant (p-value <0.001). The results suggest that
the method of collection of biological sample through swab for molecular diagnosis of ACL
shows excellent efficacy when compared with the biopsy method and can be deployed as an
auxiliary method in the health service, due to its simplicity and ease of implementation, not
offering secondary risks to the patient.

Key-words: Cutaneous leishmaniasis, Diagnosis, Kinetoplast DNA Minicircles, Polymerase
chain reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos historicos da leishmaniose tegumentar americana

Os primeiros métodos de taxonomia de Leishmania eram baseados nas diferencas
clinicas observadas por médicos em diferentes regides geograficas do mundo, sendo entdo, 0s
microrganismos nomeados de acordo com estas diferencas morfologicas causadas por eles
(SHAW, 2011).

O primeiro reconhecimento de que um parasito era o responsavel pela leishmaniose
cutanea foi realizado por um médico do exército russo, no entanto este parasito ndo recebeu
alguma identificacdo nominal (BOROVSKY, 1898 apud SHAW, 2011). Helicosoma
tropicum foi 0 nome dado em 1903 ao parasito causador da leishmaniose cutanea arménica, e
ao que estava associado ao calazar indiano, Piroplasma donovani (LAVERAN; MESNIL,
1903 apud SHAW, 2011). Ross (1903) criou o género Leishmania ao discordar de Laveran e
Mesnil, acreditando que o parasito se tratava de um novo esporozoario. No mesmo ano,
Leishman (1904) associou 0 mesmo parasito as diferentes formas das infe¢des causadas por
tripanosomas, e confirmou que este também se tratava de um tripanosoma apos a divulgacéo
de outros estudos com a informacdo de que estes microrganismos desenvolviam flagelo em
meio de cultivo.

A historia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil pode ser dividida
em trés periodos, sendo eles o “periodo das origens imprecisas”, “pré-microbioldgico” e
“microbiologico”, respectivamente (RABELLO, 1925 apud COSTA, 1992). O primeiro faz
referéncia a poucos registros que causam duvidas quanto a origem da doenga, se autoctone ou
introduzida, pois os documentos arqueoldgicos disponiveis ndo registram situagfes que
remetam a LTA tdo pouco ha relatos de cronistas e pesquisadores que assegurem a existéncia
da doenca. Segundo Costa (1992), a primeira evidéncia consistente quanto a leishmaniose em
nosso pais se refere a uma descricdo no Escrito Pastoral Religioso-Politico Geogréafico citado
no livro “Antiguidade de la Syphilis en el Pert” onde ¢ relatado que, durante uma viagem de
um missionario desde Tabatinga até o Peru, foram observadas em humanos lesdes ulceradas
provenientes de picadas de insetos, descricdo que sugere, na opinido de Rabello (1925) apud
Costa (1992), ndo somente a existéncia da doenca mas sua principal forma de transmisséo.

O periodo “pré-microbioldgico” inicia-se com Moreira (1895) apud Vale (2005), que,
estudando o chamado 'botdo da Bahia', o relacionou pela primeira vez ao 'botdo endémico dos
paises quentes'. A partir de 1909, Lindenberg (1909) apud Costa (1992) da inicio ao periodo
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microbioldgico quando encontra os chamados corpusculos de Leishman Wright em lesdes de
pacientes em Sdo Paulo no momento em que estas ulceragdes surgiram como uma epidemia
na regido de Bauru. Gaspar Vianna teve um papel fundamental na historia da LTA quando
deu 0 nome Leishmania braziliensis a um parasito observado em esfregacos de lesdo de
paciente de Minas Gerais (VIANNA, 1914 apud COSTA, 1992), e, continuando seus estudos,
obteve éxito na cura de pacientes instituindo o tratamento com téartaro-emético, o que,
segundo Costa (1992), elevou seu nome a imortalidade.

Pessoa (1961) apud Vale (2005) propunha a subdivisdo da Leishmania braziliensis nas
variedades braziliensis, guyanensis, peruviana, mexicana e pifanoi, que estariam relacionadas
a vérias formas clinicas da doenca no Brasil. Desde entdo, a classificagdo dos parasitos foi
impulsionada com a distingdo dos complexos mexicana e braziliensis, baseada em critérios
como as caracteristicas do comportamento do parasita em meios de cultura, experimentacdo
animal e vetores (LAINSON; SHAW, 1972).

Lainson e Shaw (1987), através da verificagdo de diferencas nas caracteristicas
bioldgicas, moleculares e bioquimicas, classificaram os parasitos do género Leishmania que
infectam mamiferos em dois subgéneros, Viannia e Leishmania.

Nas Américas, circulam onze espécies dermotrdpicas de Leishmania causadoras da
doenca humana e oito espécies descritas somente em animais. No Brasil ja foram verificadas
sete espécies que causam doenca no homem, sendo cinco do subgénero Viannia e duas do
subgénero Leishmania. A posicdo taxondmica das espécies de Leishmania que infectam o
homem esta resumida no Quadro 1 juntamente com suas caracteristicas de tropismo.

Leishmania (Viannia) braziliensis € o agente etiol6gico mais importante associado a
LTA, pela sua vasta distribuicdo, ocorrendo em diversas areas da América (LAINSON;
SHAW, 1998). Da mesma forma é reconhecido no Brasil, pois se trata da Unica espécie que
ocorre em todas as unidades federadas sendo a responsavel pela maioria dos casos registrados
no pais (BRASIL, 2007). Em Pernambuco, ha evidéncias que esta € a Unica espécie envolvida
na transmissdo da doenga com dez variantes circulantes (BRITO et al., 2009).
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Quadro 1 - Posicédo taxondmica e principais tropismos das espécies de Leishmania observadas em humanos.

Novo Grupo

N . . . . o o
Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia) Taxondmico™**

Velho Mundo donovani major
infantum tropica

killicki
aethiopica
infantum

Américas infantum infantum braziliensis braziliensis colombiensis
amazonensis guyanensis panamensis
mexicana panamensis
venezuelensis shawi
pifanoi* naiffi
garnhami* lindenbergi

peruviana
'FI)':L)np;Isprra:L Viscerotropica Dermotrdpica Dermotrépica Mucotropica \[/)ies::r:rc:)ttrr%%iiz

Fonte: Shaw (2011).

Nota: *Espécies cuja posicdo estd sob discussdo. **Parasitos pertencentes ao subgénero L. (Viannia) que
ocorrem somente nas Ameéricas. ***Descritas recentemente estando presente somente nas Américas e
apresentam parasitos que ndo infectam o homem.

1.2 Vetores e Hospedeiros

A principal forma de transmissdo de Leishmania spp. para mamiferos é através da
picada de fémeas de pequenos dipteros dos géneros Phlebotomus, Sergentomyia e Chinius no
Velho Mundo e, Lutzomyia, Brumptomyia e Warileya, no Novo Mundo (KILLICK-
KENDRICK, 1990; YOUNG; DUNCAN, 1994), conhecidos como flebotomineos
(GONTNO; MELO, 2004). De acordo com Guimardes (2011), os géneros Phlebotomus e
Lutzomyia, pela grande distribuicdo geogréafica e capacidade de transmitir Leishmania, sdo 0s
que apresentam maior importancia médica.

Mais de 400 espécies e subespécies foram descritas nas Américas e destas,
aproximadamente 40 estdo envolvidas na transmissdo de Leishmania spp. que causam a
doenca no homem, podendo, ainda, existir mais espécies de vetores nao identificadas
(SHAW:; LAINSON, 1987). Algumas espécies além de estarem envolvidas na transmissdo da
leishmaniose, s&o hospedeiras de outros microrganismos, como virus, nematoides, bactérias e
fungos (SHAW et al., 2003).
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Vérias espécies de flebotomineos sdo incriminadas na transmissdo da LTA no Brasil,
ressaltando-se como principais transmissoras: Lutzomyia intermedia, Lu. migonei, Lu.
whitmani, Lu. umbratilis, Lu. wellcomei, e Lu. flaviscutellata (RANGEL; LAINSON, 2003),
havendo, entretanto, o registro de infeccdo natural de outras espécies, como Lu. neivai e Lu.
fischeri (PITA-PEREIRA et al., 2009; ROCHA et al., 2010). Em Pernambuco, 37 espécies ja
foram identificadas, e ha predominancia de Lu. whitmani no intra e peridomicilio e Lu.
complexa em areas de floresta remanescentes de focos de LTA (ANDRADE; DANTAS-
TORRES, 2010; BALBINO et al., 2005; BRITO et al., 2012).

Existem vérias discussfes sobre o0s conceitos de hospedeiros e reservatorios
(ASHFORD, 1996; CHAVES et al., 2007; HAYDON et al., 2002; SHAW, 1988). O termo
hospedeiro é bem generalista e diz respeito a uma espécie que abriga ocasionalmente um

parasito oportunista que pode ou ndo comprometer sua sobrevivéncia (AVILA-PIRES, 2005).

De acordo com Ashford (1996), a relacdo reservatdrio-parasito € extremamente
complexa, haja vista que diversos fatores ambientais podem interferir nela, tornando-a entao
imprevisivel e dindmica. Os reservatérios da LTA variam de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida na transmissdo. Pequenos roedores, marsupiais e edentados séo
encontrados infectados naturalmente pelo parasito (ARIAS; NAITFFI, 1981; BRANDAO-
FILHO et al., 1994, 2003; LAINSON; SHAW, 1968, 1973, 1989, 1998; LAINSON et al.,
1981; NAIFFI et al., 1989; SILVEIRA et al.,, 1991), assim como primatas (LAINSON;
SHAW, 1998; SHAW et al., 1991). Ao mesmo tempo, 0 homem e alguns animais domésticos
como cdes (MADEIRA et al., 2006; TOLEZANO et al., 2007), equinos (BRANDAO-FILHO
et al., 2003; YOSHIDA et al., 1990;) e felinos (DANTAS-TORRES et al., 2006; SAVANI et
al., 2004) séo considerados hospedeiros acidentais.

1.3 Ciclo Biolégico

Leishmania spp. apresentam ciclo de vida digenético, e sdo encontrados sob as formas
promastigota e amastigota (Figura 1). A forma promastigota € observada naturalmente
apenas no inseto vetor e multiplica-se por divisdo binaria longitudinal dentro do seu tubo
digestivo. Possui estrutura alongada, com um unico nucleo e flagelo livre. A amastigota € a
forma ovalada de Leishmania, com flagelo ndo exteriorizado e que multiplica-se no interior
dos macrofagos, sendo intracelular obrigatdria nos hospedeiros vertebrados. Os protozoarios

do género Leishmania apresentam, além do Unico nucleo em seu citoplasma, o cinetoplasto,
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caracteristica tipica da ordem Kinetoplastida, que se trata de uma mitocdndria incomum
constituida de uma rede concatenada de DNA formado por minicirculos e maxicirculos
(SIMPSON, 1987).

Figura 1- Formas amastigota e promastigota de Leishmania.
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Fonte: Gontijo e Carvalho (2003).
Nota: (A) As setas indicam as formas amastigotas proximas a um macréfago. (B) Forma promastigota.

A infeccdo nos flebotomineos ocorre no momento em que a fémea, ao fazer o repasto
sanguineo essencial para maturacdo dos ovos, ingere macrofagos parasitados com
amastigotas. No intestino do vetor, as células se rompem liberando os parasitos que logo
iniciam o processo de transformacéo para formas flageladas, multiplicando-se e colonizando o
local. Ao final de seu processo evolutivo neste hospedeiro, atingem a proboscida do inseto,
iniciando a transmissao a um novo hospedeiro vertebrado no préximo repasto sanguineo (DA-
CRUZ; PIRMEZ, 2005).

No hospedeiro, as formas promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos e
transformam-se em amastigotas, capazes de multiplicarem-se no meio acido encontrado no
vacuolo digestivo das células fagocitarias (CHANG; BRAY, 1985). As amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria até provocarem o rompimento da célula. Os parasitos livres
sdo entdo fagocitados por novos macréfagos, e disseminados pelo organismo (ASHFORD,
2000). Dependendo da espécie do parasito envolvido, serdo provocadas lesdes que
caracterizam a leishmaniose tegumentar ou Orgdos viscerais serdo acometidos, se
estabelecendo assim, a leishmaniose visceral (LV), neste dltimo (Figura 2).

A maioria das leishmanioses sdo zoonoses, com excecdo daquelas causadas por
Leishmania (Leishmania) tropica e L. (L.) donovani, ambas ocorrentes no Velho Mundo
(BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007)
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Figura 2- Ciclo biologico de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Centers for Diseases Control and Prevention (2012).

1.4 Manifestac0es clinicas

A LTA apresenta variavel grau de comprometimento da salide humana manifestando-
se por diferentes formas clinicas (BARRAL; PEDRAL-SAMPAIO, 1991) que dependem da
espécie de Leishmania envolvida (LAINSON; SHAW, 1998), da dose infectante, do local do
indculo e da situacdo nutricional e imunolégica do hospedeiro (BEENAL et al, 2003;
COURRET et al, 2003; GHOSN; KURBAN, 2008). Sugere-se que espécies e linhagens de
Leishmania podem ser associadas a diferentes formas clinicas (SCHRIEFER; WILSON;
CARVALHO, 2008; VENDRAME et al., 2010) entretanto, esta relacdo ndo parece clara, haja
vista observar-se localidades onde varias espécies coexistem (GOTO; LINDOSO, 2012).

Ap0s a picada do inseto na pele do hospedeiro surge um pequeno nédulo ou papula
eritematosa, que pode ou ndo ser acompanhada de linfoadenomegalia. As lesbes podem ser
Unica ou mdltiplas, evoluindo para papulo-pustulosa, posteriormente Ulcero-crostosa e
assumindo ap0s isso 0 aspecto caracteristico de Ulcera com contornos circulares, bordas
infiltradas, indolor e fundo com granulacgdes grosseiras (COSTA et al., 2009).

Como se trata de uma doenca crénica, pode se apresentar inaparente ao longo de anos
ou evoluir para o surgimento de lesdes cutaneas, localizadas geralmente em areas mais

expostas do corpo, como 0s membros.
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As lesOes causadas por Leishmania spp. podem assumir quatro formas: localizada,
caracterizada pela lesdo Unica; disseminada, caracterizada por inUmeras lesdes dispersas por
todo o corpo do individuo; difusa, com apresentacdo nodular, e a recidiva cutis, caracterizada
pela reativacdo da lesdo. Ha ainda a forma mucosa, de natureza metastatica na qual pode
ocorrer a destruicdo do septo nasal e boca, resultando em deformidades severas (BRASIL,
2007; REY, 2001), podendo ou ndo acompanhar os quadros cutaneos ou apresentar-se anos
apos a lesdo inicial.

A forma cuténea localizada (LCL) caracteriza o acometimento da pele apos o inéculo
do parasito pela picada do inseto transmissor. A lesdo € geralmente ulcerada e pode se
apresentar de forma Unica ou multipla (até 10 lesbes). A forma disseminada (LD) é uma
expressao considerada rara, sendo observada em até 2 % dos casos (COSTA, 2011), que se
caracteriza pela apresentacdo de multiplas lesGes nodulares, estas que variam de 11 a
centenas. Neste caso, 0 parasito se dissemina pelo corpo do individuo infectado por via
hematica ou linfética, causando lesdes distantes do local da picada. A observacdo da forma
difusa da leishmaniose cutanea (LCD) é ainda mais rara, sendo causada, no Brasil, por L. (L.)
amazonensis. Esta forma ocorre em pacientes anérgicos, com deficiéncia na resposta imune
celular a antigenos de Leishmania (CONVIT, KERDEL-VEGAS; GORDON, 1962;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; SPITHILL; GRUMONT, 1984). A forma recidiva cutis
(LRC), ou metaleishmaniose, caracteriza-se pelo surgimento de leses nodulares, inicialmente
isoladas, em seguida confluentes, geralmente em torno da cicatriz de uma leséo anterior. Tem
desenvolvimento tardio e de longa duracdo (COSTA et al., 2009; COSTA, 2011).

E estimado que 3 % a 5 % dos casos de LCL desenvolverdo a leishmaniose mucosa
(LM) (MARSDEN, 1986), que é caracterizada por ser secundaria @ LCL, com inicio discreto
e com auséncia de sintomas. Esta manifestacdo produz uma destruicdo progressiva das
cartilagens e 0ssos na face, faringe e laringe (AMATO et al., 2007; TUON et al., 2008).

Classicamente, as lesdes possuem bordas elevadas, fundo granulomatoso, geralmente
com exsudacao, podendo curar espontaneamente ou evoluir, em geral apds alguns meses, para
uma doenca estabelecida, onde infec¢bes bacterianas secundarias sdo comuns (GONZALEZ
etal., 2009; GOTO; LINDOSO, 2010; 2012; PISCOPO; MALLIA, 2006).

A relevancia da doenca também esta associada, dentre outras caracteristicas, na
possibilidade de assumir formas graves que podem culminar em lesdes destrutivas,
desfigurantes e até incapacitantes, situacfes que podem, inclusive, interferir no campo
psicossocial do individuo (GONTIJO; CARVALHO, 2003).
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1.5 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar (LT)

A leishmaniose tegumentar apresenta distribuicdo mundial, ocorrendo principalmente
em regides tropicais e subtropicais, sendo registrada em todos os continentes, com excecao da
Oceania. A organizacdo mundial de saide (OMS) estima que 12 milhdes de pessoas em 98
paises ao redor do mundo estéo infectadas e que 350 milhdes de pessoas estdo sob o risco de
adquirir a doenga (ALVAR et al., 2012; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).
Noventa por cento dos casos ocorrem no Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria
(Figura 3) (DESJEUX, 2004). A OMS considera a doenga como emergente, recomendando
que as pesquisas se concentrem na geracao de novos conhecimentos e, sobretudo na aplicacao
de novas abordagens para seu controle (REMME et al., 2002; ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2010).

Figura 3- Distribui¢do da leishmaniose cutanea.

Fonte: Organizacdo Mundial da Salde (2007).
Nota: Os paises em azul mais escuro sdo responsaveis por mais de 90% dos casos de leishmaniose cutanea.

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo geografica com registro de casos em
todas as regides do pais com diferentes perfis epidemioldgicos. Apesar da subnotificagéo,
foram registrados 122.423 casos entre os anos 2007 e 2012". A doenca ocorre em todas as

faixas etarias, com predominéncia entre 0s jovens (20 a 39 anos) e do sexo masculino,

! Dados preliminares referentes ao ano de 2012: 8.277 casos. (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2012).
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representando 40,1% e 72,1% respectivamente (SISTEMA NACIONAL DE AGRAVOS DE
NOTIFICACAO, 2012).

Observa-se que as regides Norte e Nordeste concentram mais de 70 % do total do
numero de casos do pais (Grafico 1), locais que preservam caracteristicas propicias a

colonizagdo de hospedeiros e insetos vetores.

Grafico 1- Distribuicdo dos casos de LTA notificados no Brasil por regido, durante o periodo de 2007 a 2012.
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Fonte: Sistema de Informacéo Nacional de Agravos e Notificagdo (2012).
Nota: (N) Norte; (NE) Nordeste; (SE) Sudeste; (S) Sul; (CO) Centro Oeste.

Em Pernambuco, a doenca incide em todas as regides, entretanto, de acordo com
Brandao-Filho et al. (1999; 2003), a Zona da Mata €é responsavel por cerca de 60 % dos casos
registrados no Estado, onde, somente em 2011, foram notificados 459 ocorréncias de LTA
(SINAN, 2012). Em contrapartida, tem se observado uma substancial expansdo da doenca,
com o0 aumento do nimero de casos nos municipios do Sertdo (LEISHMANIOSE..., 2002).

Caracteristicas eco-epidemioldgicas proprias da regido, além daquelas resultantes das
modificacfes antrépicas ao longo dos anos, favorecem a manutencdo dos hospedeiros e
colonizacdo dos insetos vetores, que vem desenvolvendo alto grau de adaptacdo a diversos
ecotopos (GOMES et al., 1989; MARZOCHI, 1992).

1.6 Métodos de coletaem LTA

Como a LTA apresenta sintomatologia exclusivamente dermatoldgica, a bidpsia da

lesdo constitui o principal recurso para conduzir o diagndstico. Ela consiste na retirada de um
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fragmento do tecido que é encaminhado para exames especificos, como o histopatolégico,
pesquisa direta em imprint, cultivo in vitro e diagnéstico molecular.

Existem diferentes técnicas para a obtencdo da biopsia. Estes podem ser por
curetagem, utilizacdo de shaving, punch, 1dmina de bisturi ou de tesoura cirdrgica. Em casos
suspeitos de LTA, utiliza-se o punch (Figura 4) para o procedimento, por se tratar geralmente
de lesBes ulceradas. Classicamente, neste tipo de lesdo, obtém-se mais informacéo a nivel
histologico se a biopsia for realizada na borda e ndo no centro da lesdo, onde as alteragdes
poderdo ser inespecificas (ALVES et al., 2011).

Figura 4- Punchs descartaveis para obtencdo de fragmento cuténeo.

Fonte: EBOS Healthcare (2013).
Nota: Observa-se a extremidade circular cortante, em diferentes didmetros, que demarca o local a ser retirado.

A lesdo que necessite ser biopsiada deve ser a mais representativa possivel da doenca
suspeita, que ndo apresente infeccdo secundaria e que preferencialmente ndo tenha sido
tratada. A bidpsia deve ser efetuada em lesbes de aparecimento recente e ndo traumatizadas
(ALVES et al., 2011). Assim, existem condicdes especiais nas quais este procedimento seja
evitado ou até mesmo ndo realizado, como por exemplo, lesbes com tempo de evolugédo
extenso, que estejam escoriadas, ulceradas ou com alteragbes de pigmentacdo pos-
inflamatorias (ALVES et al., 2011), bem como em casos de melanoma. Além disso, em
pacientes com deficiéncia de coagulacdo, a biopsia também ndo €é recomendada
(MANOCHA; BANSAL; FARAH, 2011). Nao obstante, em lesbes que estejam localizadas

em areas muito sensiveis do corpo, como na face, a biopsia também ndo é apropriada,
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restando dessa forma, outros métodos para obtencdo do material, como os descritos mais
adiante.

A retirada de biopsia constitui-se na imposi¢do do punch na extremidade da lesdo com
posterior rotacdo da ferramenta, a0 mesmo tempo em que esta é introduzida até a
profundidade desejada pelo médico e retirada em seguida (BRASIL, 2007) (Figura 5). Sendo
realizado de forma correta, o procedimento engloba a epiderme, a derme e o tecido celular
subcutaneo. Desta forma, € um método extremamente invasivo, que oferece riscos ao
paciente, desde a complexidade do procedimento, considerado microcirargico, até pelos

cuidados necessarios ap0s a obtencdo do material.

Figura 5- Esquema do procedimento de bidpsia com auxilio de punch.

Fonte: Antonio (2012).
Nota: Destaca-se a profundidade do fragmento, que se estende até o tecido subcutaneo.

Outro método de coleta comum na LTA é a puncdo aspirativa da lesdo, que, de acordo
com o Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Tegumentar Americana (BRASIL,
2007) é realizada ap0s injecdo de 0,3 mL de solucdo salina estéril na borda da lesdo ou
linfonodo, utilizando-se de preferéncia seringa de 5 mL e agulha 25x8. O material aspirado €é
entdo inoculado em meio de cultivo ou em animal, neste caso, o hamster.

Hé ainda a escarificacdo, onde se utiliza uma Iamina de bisturi estéril para a raspagem
da borda interna da lesdo. O material obtido é posto em ldminas de microscopia, fixado,
corado e observado posteriormente em microscopia optica (BRASIL, 2007). Na figura 6

observam-se os métodos descritos.
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Figura 6- Métodos de coleta de amostras biologicas utilizadas na rotina laboratorial para o diagnostico da
leishmaniose tegumentar.

Fonte: Aradjo (2011a).
Nota: (A) Utilizagdo de ‘punch’ para bidpsia. (B) Retirada do fragmento com auxilio de pinga. (C) Puncédo
aspirativa da borda da lesdo. (D) Escarificagdo com lamina de bisturi.

Cabe ressaltar o constrangimento no qual os pacientes sdo submetidos, no que se
refere a exposi¢do demasiada para o diagnostico da doenga, além do sofrimento inerente a
situacdo de enfermidade.

Nos ultimos anos, tem se discutido sobre técnicas ndo invasivas para obtencdo de
material bioldgico de pacientes portadores de LT visando o diagnéstico (CORVALAN et al.,
2011; GARCIA et al., 2007; MIMORI et al., 2002). No entanto, ha dificuldades para a
validagdo de alguns destes métodos, que podem decorrer devido a escassez de pacientes nas
areas cujos trabalhos foram realizados. Além disso, pouco foi comentado no que se refere a
avaliacdo da eficacia dos mesmos.

Relata-se 0 uso do swab bacteriolégico para a coleta de material bioldgico destinado
ao diagnostico de algumas doencas, como tuberculose (SALEM et al., 2007) e coqueluche
(ALMEIDA et al., 2011; BRASIL, 2005), na analise citoldgica cervical (ALVES, 1999), em
LT, para a analise de infeccBes secundarias (EDRISSIAN et al., 1990; GONCALVES et al.,
2009; VERA; SANTOS; MACEDO, 2001) e mais recentemente, também para o diagndstico
molecular desta dltima (MIMORI et al., 2002). Verifica-se também o uso desta ferramenta



ARAUJO, A. 1. F. Avaliagio do método de coleta através do swab... 26

para o diagndéstico da LV canina (FERREIRA et al., 2008; LEITE et al., 2011), a partir da

coleta de material da conjuntiva ocular dos animais e posterior analise molecular por PCR.

1.7 Diagnostico laboratorial

Devido as diversas manifestacfes clinicas da LTA, observa-se muita similaridade com
outras patologias, como furinculos, piodermites, paracoccidioidomicose, esporotricose, lUpus
vulgaris, sifilis, tuberculose cutanea, entre outras. Neste sentido, o diagndstico clinico nem
sempre é simples e imediato (GONTIJO; CARVALHO, 2003), sendo necessaria a associa¢ao
com dados epidemioldgicos e a demonstracdo do parasito através de exames laboratoriais para
chegar a conclusédo diagnostica. A identificacdo da presenca de Leishmania spp. é importante
para a administragdo do tratamento de forma rapida, tendo em vista tanto a toxicidade do
tratamento quanto a gravidade da manifestacdo cutdnea da doenca (NAVIN; ARANA; DE
MERRIDA, 1990).

E descrito que os casos de LTA causados por L. (V.) braziliensis manifestam-se com
uma gravidade clinica maior, além de apresentar resisténcia ao tratamento quimioterapico
(ROMERO et al., 2001). Dessa forma, a identificacdo da espécie de Leishmania traz um valor
adicional de fator progndstico, no momento em que é estimada a resposta clinica a terapéutica

a ser instituida.

1.7.1 Diagnéstico parasitologico

A visualizacdo do parasito por meio de exame direto representa atualmente o padrédo
ouro no diagndstico das leishmanioses. Esta visualizacdo € realizada em microscopia éptica
através da pesquisa direta de formas amastigotas em material obtido por escarificacdo,
imprints, puncdo aspirativa e bidpsia da borda da lesdo sugestiva de LTA (BRASIL, 2007;
COSTA, 1992; MEDEIROS; ROSELINO, 1999). A identificacdo de Leishmania spp. por este
método € rapida e facil, entretanto ndo discrimina espécies e sua sensibilidade, que é de
apenas 60 a 65 % (SINGH, 2006), apresenta-se inversamente proporcional ao tempo de
evolugéo da lesdo, com excecdo dos pacientes que desenvolvem a forma difusa da doenca,
pois neste caso 0s nodulos presentes na pele sdo ricos em parasitos (CUBA CUBA et al.,
1981; 1986).

O exame histopatoldgico, realizado a partir da biopsia da lesdo, embora seja

empregado para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania spp., € muito mais Gtil para
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o diagndstico diferencial, pois é utilizado rotineiramente como técnica diagndstica para o
estudo de processo ulcerativo desconhecido, estabelecendo, assim, outras etiologias
(WEIGLE et al., 1987). Além disso, a sensibilidade do exame histopatolégico é baixa devido
a escassez de parasitos ou distor¢do de amastigotas ao fixar o tecido (RODRIGUES, 2000).
Neste quadro, h& ainda a tentativa do isolamento do parasito in vivo, inoculando o
material obtido de lesGes em animais susceptiveis como o hamster (Mesocricetus auratus), ou
in vitro, no qual é utilizado geralmente o meio NNN (BRASIL, 2003; GONTWO;
CARVALHO, 2003; NICOLLE, 1908; NOVY; McNEAL, 1904). Entretanto, a cultura nao é
muito sensivel, comprometendo o resultado final (DE BRUIIN et al., 1993). Este método
apresenta sensibilidade em torno de 50% para L.(V.) braziliensis (MONTENEGRO, 1926).

1.7.2 Diagnéstico imunoldgico

Técnicas imunoldgicas proporcionam pardmetros indiretos para o diagndéstico da LTA
(CASTRO, 2011). No Brasil, os mais utilizados incluem a Intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM), Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), Enzyme linked immunossorbent
assay (ELISA) e Western blot para deteccdo de anticorpos circulantes especificos contra
antigenos parasitarios.

A IDRM avalia a presenca de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania.
Apesar de ndo discriminar doenca atual de passada e de ser negativo nas formas cutaneo-
difusas e nos pacientes imunodeprimidos, possui grande valor presuntivo no diagnéstico da
LTA, sendo atil em inquéritos epidemioldgicos nas areas endémicas (KAR, 1995;
MARZOCHI et al., 1980; SHAW; LAINSON, 1975). Em contrapartida, é frequente a
observacao de reatividade nas populacdes de areas endémicas, de tal forma que esta técnica
ndo é util no diagndstico de lesdo ativa.

A RIFI e 0 ELISA sdo técnicas mais sensiveis, menos invasivas e de execu¢do mais
simples quando comparadas com 0s exames parasitolégicos. Entretanto, as metodologias néo
sdo espécie-especificas, existindo a possibilidade de reacdes cruzadas com outros
tripanosomatideos, dificultando assim o seu uso em &reas endémicas onde ocorrem a doenca
de Chagas e leishmaniose visceral (LV) de forma simpatrica (FURTADO, 1994; GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

A RIFI geralmente ndo tem sido muito eficiente no diagnostico de LTA, devido aos
baixos niveis de anticorpos circulantes (BRYCESON, 1970). No entanto, os niveis de

anticorpos detectaveis sdo mais elevados nos casos de LTA com multiplas lesdes (MENZEL,;
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BIENZEL, 1978) e muito baixos nos casos de LTA localizada (SHAW,; LAINSON, 1975).
Sua sensibilidade ¢é estimada em 71 % e pode alcangar 100 % na LM, na qual a resposta
imunolodgica do hospedeiro é intensa (MENDONCA et al., 1988).

O ELISA tem uma sensibilidade similar a RIFI, entretanto € mais conveniente para
estudos epidemiolégicos (HOMMEL et al., 1978). Em 2000, Brito e colaboradores
propuseram um teste diagnostico através de western blot, em que alguns antigenos se
destacaram como potencialmente relevantes para o diagnéstico de LTA.

Rocha et al. (2006) descreveram o uso da citometria de fluxo como técnica de
diagndstico sorolégico. Foi destacado que o método permite a andlise quantitativa dos
anticorpos, sendo o procedimento Util no diagndstico da leishmaniose cutanea ativa, além de
ser uma ferramenta sorologica adicional na discriminacdo entre infeccBes por outros

tripanosomatideos.

1.7.3 Diagndstico molecular

Diante da complexidade da LTA, ha necessidade do desenvolvimento de métodos de
diagnostico mais acurados no sentido de identificar espécies de Leishmania e que satisfagam
0s seguintes critérios: i) identificacdo rapida e direta dos parasitos nos vetores, reservatorios e
amostras teciduais, particularmente bidpsias de lesdes recentes ou que cicatrizaram
espontaneamente; ii) capacidade de distinguir diferentes espécies patogénicas; iii)
possibilidade de automacdo permitindo a andlise de um grande nimero de amostras e iv)
facilidade de realizacdo em areas endémicas (RODRIGUEZ et al., 1994).

Com o avanco da biotecnologia, o diagnéstico molecular constitui o método mais
sensivel e especifico entre os convencionalmente utilizados no diagndéstico das leishmanioses.
Neste contexto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) constitui o principal teste devido a
sua alta sensibilidade e especificidade, podendo detectar DNA ou RNA do parasito antes
mesmo de surgirem sintomas ou sinais clinicos (SINGH; SIVAKUMAR, 2003).

A disponibilidade de métodos de PCR permitem também maior rapidez no diagnostico, além
da identificacdo de espécies de Leishmania e a utilizagdo a partir de diferentes substratos
(BERRAHAL et al., 1996; FISA et al., 2001; LACHAUD et al., 2002).

Vérios estudos tém demonstrado a importancia do uso do DNA do cinetoplasto
(kDNA) como alvo para a identificacdo e classificacdo de espécies de Leishmania
(DASGUPTA et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 1994). O kDNA (Figura 7) consiste em um

tipo incomum de DNA mitocondrial que compreende dois componentes: os maxicirculos e 0s



ARAUJO, A. 1. F. Avaliagio do método de coleta através do swab... 29

minicirculos, sendo este ultimo utilizado em diagnostico molecular por hibridizacdo com
sondas moleculares, por PCR (STUART, 1983; BARKER; BUTCHER, 1983; GRAMICCIA
et al., 1992; RODRIGUES et al., 2002) e por taxonomia (RODRIGUEZ et al., 2000). Os
maxicirculos tem de 20 a 40 kb, estdo presentes de 30 a 50 cdpias e os minicirculos tem
aproximadamente 850 pares de base (pb) e estdo presentes em cerca de 10.000 copias/ célula,
representando cerca de 95 % do KDNA (RAY, 1987). Nos minicirculos, existe uma regido de
aproximadamente 200 pb que é conservada, enquanto que a regido restante € considerada
variavel, sendo heterogénea mesmo entre cepas de uma mesma espécie (FERNANDES et al.,
1999). Desta forma, a amplificacdo por PCR deste alvo presente em multiplas cdpias permite
a deteccdo de infeccdo por Leishmania com maior sensibilidade. Esta técnica, com suas
extraordinarias sensibilidade e especificidade, que chegam a 95,4 e 100 %, respectivamente
(RODRIGUES et al. 2002) e 100 % de positividade e especificidade (DE OLIVEIRA et al.,
2003), oferece novas possibilidades e alternativas para estudos clinicos e epidemiolégicos em
leishmaniose (DE BRUIIN; BARKER, 1992; DE BRUIIN et al.,, 1993; RODGERS;
POPPER; WIRTH, 1990; WILSON, 1995). Além disso, 0s custos vém diminuindo
rapidamente, o que proporciona a sua ampla utilizacdo em laboratérios de centros de
pesquisas.

Figura 7- Micrografia eletronica do kDNA de Leishmania spp. composto por uma rede compacta de
maxicirculos e minicirculos.

Fonte: Barker (1989).
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A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) tem sido utilizada nos altimos anos, sendo
capaz de promover a quantificacdo acurada e o monitoramento do alvo amplificado em
amostras provenientes de humanos, cées e flebotomineos para diferentes analises como em
estudos de infeccdo natural e interacdo parasito-hospedeiro (FRANCINO et al., 2006;
PENNISI et al., 2005; PITA-PEREIRA et al., 2012; RANASINGHE et al., 2008).

Neste contexto, a utilizacdo do diagndstico molecular, através de PCR convencional,
na LTA é bastante atraente, por ter a capacidade de processamento de varias amostras

simultaneamente, com alta sensibilidade, seguranca e rapidez.

1.8 Tratamento e estratégias de controle

O tratamento da LTA é implementado somente quando ha a definicdo de caso apos
uma série de etapas de diagnostico (Figura 8).

Ele é realizado através de quimioterapia por antimoniais pentavalentes (SbV), o qual
proporciona ao paciente a cura clinica, ou seja, a cicatrizacdo das lesbes e reepitelizacdo do
local. Os antimoniais sdo as drogas de escolha desde 1945 para o tratamento das
leishmanioses (LIMA et al., 2007), os quais sdo disponibilizados sob as formas de
antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) e estilboglocunato de sédio (Pentostan®),
porém, em caso de gestantes e pacientes coinfectados com HIV, a anfotericina B ¢
considerada a droga de primeira escolha para o tratamento da LTA (BRASIL, 2011 a).
Contraindicacdes para 0 uso de antimoniais pentavalentes incluem, além de gravidez,
insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica (GOTO; LINDOSO, 2012). Novas formulacGes da
anfotericina B, como a anfotericina B lipossomal, tém sido empregadas com sucesso
(SUNDAR et al., 2006). Porém, o alto custo dessas formulacdes tem sido um fator limitante,
inclusive no Brasil, sendo recomendada apenas em casos especiais (BRASIL, 2006).

Ha& ainda a utilizacdo do miltefosine, o qual demonstrou cura efetiva em estudo com
LV na india (PRASAD et al., 2004), e altas taxas de cura da LTA no Brasil e na Bolivia
(MACHADO et al., 2010; SOTO et al., 2008). Esta droga apresenta a vantagem de ser de uso
oral e bem tolerada, embora seja considerada teratogénica, 0 que limita a sua utilizacdo por
gravidas e nutrizes (PRASAD et al., 2004).

A quimioterapia deve ser feita sob vigilancia, pois as drogas sdo altamente toxicas e
muitas vezes causam reacdes adversas graves, que compreendem artralgia, mialgia, nausea,
vomito, sensacdo de plenitude gastrica, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, dor abdominal,

insuficiéncia renal aguda por alteracdo da liberacdo do horménio antidiurético e alteragdes
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dose-dependentes do eletrocardiograma (LIMA et al., 2007), inclusive com relato de 6bito
(OLIVEIRA et al., 2005) . Dessa maneira, 0 uso das drogas em diversos grupos de pacientes,
como criangas e idosos € limitado, levando em algumas ocasides a interrupcao do tratamento
(BRASIL 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Figura 8 — Etapas para o diagndstico conclusivo da leishmaniose tegumentar.

Lesdes cutaneas sugestivas de

leishmaniose associados a
dados epidemiologicos

Exame laboratorial a partir de
|

\%

Escarificagao Aspirado Biopsia
Cultura e/ou PCR

Exame Cultura ou
direto PCR
e/ou histopatologia

Negativo e/ou
imunohistoquimica

Positivo

Negativo

Tratamento

Diagndstico
diferencial

Recentemente, um relatério da reunido da OMS foi publicado e, nele, recomenda-se o

Fonte: Goto e Lindoso (2012).

tratamento baseado no grau de evidéncia, distribuicdo geogréafica, manifestagdo clinica e
espécies de Leishmania envolvida (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010). O
Brasil adota politica de tratamento (Tabela 1), distribuindo o Glucantime® em doses
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recomendadas de acordo com as manifestacdes clinicas apresentadas pelo paciente (BRASIL,
2006; 2007; GONTIJO; MELO, 2004).

Tabela 1- Dose recomendada das drogas de primeira linha para o tratamento da LTA de acordo com a
Organizagdo Mundial de Salde e o Ministério da Sadde do Brasil.

Forma Antimonial Pentavalente Anfotericina B Pentamidina
Clinica
OMS Brasil OMS Brasil OMS Brasil
LCL 20 mg/kg/ 10-20 ND Img/kg/dia 4mg/kg/ 4mg/kg/dia
dia por 20 mg/kg/dia (15 Dose total: 1- dia Dose total
dias mg/kg/dia) por 15g méaxima: 2 g
20 dias
LCD 20 mg/kg/ 10-20 ND Img/kg/dia ND 4dmg/kg/dia
dia por 20 mg/kg/dia por Dose total: 1- Dose total
dias 20 dias l.og maxima: 2 g
LD 20 mg/kg/ 20 mg/kg/dia ND 1mg/kg/dia ND ND
dia por 20 por 20 dias Dose total; 1-
dias 1.5g
LM ND 10-20 ND 1mg/kg/dia ND 4dmg/kg/dia
mg/kg/dia por Daose total: 2.5- Daose total
20 dias 3g maxima: 2 g

Fonte: Goto e Lindoso (2010).
Legenda: LCL - Leishmaniose Cutanea Localizada/ LCD - Leishmaniose Cutanea Disseminada/ LD -
Leishmaniose Difusa/ LM - Leishmaniose Mucosa/ ND - N&o determinado.

O sucesso para a cura depende, além do correto tratamento, da resposta imunoldgica
do paciente, da relacdo espécie de Leishmania envolvida versus dose infectante, cronicidade
das lesdes, além de outros aspectos. O critério de cura considerado pelo Ministério da Salude é
clinico e baseado na completa cicatrizacdo das lesdes com reepitelizacdo do local, que deve
acontecer até trés meses depois do tratamento. Se ndo houver o desfecho esperado, o caso é
considerado como recidiva e entdo um novo tratamento € iniciado (BRASIL, 2011 b). Estudos
indicam que ndo ha cura parasitolégica na leishmaniose cutdnea, podendo o parasito ser
encontrado em pacientes curados clinicamente apds varios anos (SCHUBACH et al., 1998;
MENDONCGCA, 2004).

Outro aspecto que merece atencdo aponta a qualidade de vida das pessoas que estéo
envolvidas com esta enfermidade, onde a pobreza é um elemento primordial que contribui
para sua disseminacdo, inclusive sendo considerada como principal fator para sua
manutencdo (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006).

Em virtude das caracteristicas epidemioldgicas peculiares da LTA, as estratégias de
controle devem ser flexiveis e distintas, adequadas para cada regido endémica ou foco
epidémico, em particular. A diversidade de agentes etiologicos, hospedeiros, vetores e de

caracteristicas ecoldgicas, aliadas ao conhecimento ainda insuficiente sobre véarios destes
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aspectos, evidencia a complexidade do controle (BRASIL, 2007; BRANDA-FILHO et al.,
1999; 2003; GONTHO; CARVALHO, 2003).

Estratégias que incluam a vigilancia epidemioldgica, com répida identificacdo e
tratamento dos casos, aliadas as medidas educativas promovendo a utilizacdo de protecdo
individual e distanciamento das construgdes em relacdo a mata podem auxiliar a diminuigéo
do numero de casos, sobretudo em areas consideradas endémicas. Outro fator importante é a
capacitacdo dos profissionais de saude, para que tenham além da técnica, uma visdo critica e
cientifica, auxiliando a populacdo tanto na educacdo em salde quanto na identificacdo de
potenciais vetores e hospedeiros. Cabe ressaltar ainda, a importancia do desenvolvimento de
uma vacina que proporcione cobertura junto a populacdo (BASANO; CAMARGO, 2004;
NEVES, 2005; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar americana vem sendo documentada em praticamente todo
0 estado de Pernambuco, ampliando sua distribuicdo progressivamente, inclusive com a
ocorréncia de surtos epidémicos em diversos municipios.

A amostra bioldgica utilizada para o diagnéstico da doenca &€ majoritariamente a
obtencdo de uma bidpsia da borda da lesdo, procedimento extremamente invasivo e que
apresenta riscos ao paciente, como a infecgdo do local examinado. Além disso, trata-se de um
procedimento microcirdrgico, devendo ser realizado apenas por profissional médico em
estabelecimentos de salde de média e alta complexidade, necessitando, desta forma, o
deslocamento de pacientes para estes locais. Ressalta-se, ainda, a inviabilidade da pratica da
coleta em criancas e em individuos nos quais as lesfes localizam-se em areas sensiveis do
corpo.

Ao tratar-se de uma doenca infecciosa, € necessaria a identificacdo do parasito
envolvido para que seja administrado o tratamento de forma pontual, sendo esta identificacdo
realizada, dentre outros, por método parasitoldgico, através da pesquisa direta do parasito, ou
por método molecular com a utilizacéo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Este dltimo se constitui 0 mais apropriado para a identificacdo de Leishmania spp. por
apresentar altas taxas de sensibilidade e especificidade, inclusive, tendo sido validado em
pacientes do estado de Pernambuco, com a utilizacdo do KDNA do parasito como alvo
diagnostico. Apesar da timida utilizacdo desta técnica no servigo de saide, os centros de
pesquisas vém a utilizando amplamente, inclusive com investimentos para sua otimizacdo,
promovendo, desta forma, a reducdo de seus custos rapidamente, o que favorece a
implantacdo gradual deste método em conjunto com as demais técnicas utilizadas na rotina.

Diante de sua manutencdo, a LTA vem causando um grande impacto na salde publica
do Estado, sobretudo nas areas endémicas, e este fato aliado ao carater crénico da doenca,
justifica o empenho em estudar um método ndo invasivo de coleta de amostras biologicas que
possa auxiliar o diagnéstico de rotina da LTA, proporcionando conforto ao paciente durante a
coleta e baixo risco de infeccdo subsequente, além de evitar que grande numero de individuos

infectados seja submetido ao procedimento de bidpsia.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o desempenho do método de coleta de Leishmania spp. através do swab para o
diagnostico molecular da LTA?
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o método de coleta de Leishmania spp. através do swab para o diagndstico da

leishmaniose tegumentar americana utilizando a técnica de PCR.

4.2 Objetivos Especificos

a) Descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes selecionados no periodo do estudo.

b) Analisar o diagnoéstico parasitoldgico da LTA, através da pesquisa direta em amostras

de escarificacéo.

c) Comparar o desempenho entre substratos (bidpsia e exsudato cutdneo) no diagnostico

molecular da LTA.

d) Analisar o desempenho do método de coleta através do swab para o diagnostico

molecular da LTA.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho experimental

Foi realizado um estudo descritivo, tipo série de casos, como forma de avaliar o
desempenho do método swab para a coleta de amostra bioldégica humana no diagnostico
molecular da LTA em regides endémicas do estado de Pernambuco.

Com o intuito de comparar o desempenho do método de coleta proposto com o método
de rotina, em cada paciente selecionado realizou-se a coleta de trés amostras paralelamente:
exsudatos cutaneos através do swab e biopsia para o diagnostico molecular; e escarificacdo da

lesdo para a pesquisa direta de amastigotas (Figura 9).

Figura 9- Coleta de material biolégico dos pacientes selecionados no estudo.

bordagem

Escarificacdo parasitoldgica

anea Biopsia hordagem

molecular
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Fonte: Autora.

5.2 Selecdo de Pacientes

Entre os meses de marco de 2011 e junho de 2012, pacientes do Setor de Dermatologia
do Hospital Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco (HUOC/ UPE), provenientes de
areas endémicas de LTA no estado de Pernambuco e que apresentaram lesdo cutanea
sugestiva da doenca ativa foram convidados a participar do estudo. Como critérios de
inclusdo, adotou-se o diagnostico clinico-epidemiologico positivo para LTA e a aptiddo do
paciente para coleta das amostras. Foram excluidos do estudo criancgas e individuos portadores

de outras doencas cutaneas.
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5.3 Coleta de amostras

5.3.1 Coleta de Leishmania spp. em swab

Exsudatos cuténeos presentes na superficie das lesdes ulceradas foram coletados com
auxilio de swabs sob condicfes estéreis. Cuidadosamente, o swab foi movimentado no leito
da lesdo em forma de ‘zig-zag’ de modo que exsudatos presentes em toda sua extensdo
(centro e borda) fossem coletados (Figura 10). Para a realizacdo da coleta em lesdes que néao
apresentaram exsudatos, precedeu-se imersdo do swab em solucdo salina estéril (0,9 %),
realizando-se posteriormente a coleta.

Em lesbes crostosas, especialmente aquelas decorrentes de infecgdes secundarias, a
lesdo foi lavada com solucgéo salina estéril, sendo entdo feita a retirada de uma pequena parte
da superficie crostosa, preferencialmente de sua borda, com auxilio de lamina de bisturi
estéril, com bastante cuidado para que ndo houvesse sangramento. Posteriormente, realizou-se
a coleta dos exsudatos cutaneos a partir do local exposto.

Apds serem embebidos com os exsudatos, os swabs foram estocados em tubos de 1,5
mL e transportados para o laboratério de Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/ Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/ FIOCRUZ), onde permaneceram a
temperatura de - 4 °C até o seu processamento, realizado em 24 h ap6s a coleta. Para este
processamento, foi retirada a haste flexivel do swab com o auxilio de uma lamina de bisturi

estéril e utilizado apenas o substrato de algodao.

Figura 10- Coleta de exsudatos cutaneos através de swab bacterioldgico.

16/02/2011 16/02/2011

Fonte: Aradjo (2011b).
Nota: (A) Coleta na borda da lesdo. (B) Coleta no centro da lesdo.
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5.3.2 Escarificagdo

A escarificacdo foi realizada com auxilio de lamina de bisturi estéril, sendo executados
movimentos de raspagem na borda das lesdes, previamente tratadas antissepticamente com
solucdo salina estéril (0,9 %). O material retirado foi entdo posto em l&mina de microscopia
em forma de esfregaco. Na figura 11 observa-se o procedimento descrito.

Figura 11- Procedimento de escarificagdo da borda da leséo.

Fonte: Aradjo (2011c)
Nota: (A) Escarificagcdo com lamina de bisturi. (B) Esfregaco do material em I[d&mina de microscopia.

5.3.3 Bidpsia

As biopsias cutaneas foram realizadas através de punch de 5 mm de didmetro. Os
fragmentos foram retirados da borda da leséo, apds antissepsia com clorexidina e infiltragdo
anestésica local com lidocaina (1 %), sob condicGes estéreis. Todos os procedimentos de
obtencdo de bidpsia foram realizados no Servico de Dermatologia do HUOC/ UPE por
profissional médico e as amostras acondicionadas em tubos de 1,5 mL e transportadas para o
laboratdrio de Imunoparasitologia (CPqAM/ FIOCRUZ), onde permaneceram a temperatura
de - 70 °C até o seu processamento. Observa-se na figura 12 o procedimento de biopsia.

Destaca-se que os trés procedimentos de coleta descritos seguiram esta mesma ordem
de processamento no paciente: 1) coleta de exsudatos; 2) escarificacdo e 3) biopsia.
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Figura 12- Obtenc&o de bidpsia da borda da lesdo cutdnea com auxilio de punch.

Fonte: Aradjo (2011d).
5.4 Diagnostico clinico-epidemioldgico

O diagnostico clinico foi realizado pelo profissional médico através da anamnese, e
baseou-se nas caracteristicas da lesdo associada aos dados epidemioldgicos do paciente
(procedéncia, faixa etaria, ocupacao e localizacdo de residéncia).
5.5 Diagnostico laboratorial
5.5.1 Abordagem parasitoldgica

Os esfregacos feitos em laminas de microscopia com o material coletado pela
escarificacdo foram fixados com &lcool metilico absoluto e posteriormente corados pelo
Giemsa. A pesquisa direta de amastigotas foi realizada através de microscopia éptica, na
objetiva 100 x, com a utilizacdo de 6leo de imerséo.
5.5.2 Abordagem molecular
5.5.2.1 Extracédo e purificacdo de DNA

A extracdo e purificagdo de DNA das amostras de exsudatos cutaneos e bidpsias se

baseou no protocolo estabelecido pelo Qlamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, USA).
Para afericdo da pureza e concentracdo de DNA adequada a teécnica de PCR, o DNA
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genémico de todas as amostras foi quantificado através de espectrofotdbmetro Nano Drop
(Thermo Scientific ©, modelo 2000 c).

5.5.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA contido nas amostras de bidpsias e exsudatos foram submetidos a
amplificacdo em um termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf). Utilizou-se
oligonucleotideos iniciadores especificos que permitem a amplificacdo do kDNA de
Leishmania pertencente ao subgénero Viannia LEIB1 (5’- GGGTTGGTGTAATATAGTGG
- 3’) e LEIB2 (5’ - CTAATTGTGCACGGGGAGG - 3’) tendo como alvo de detecgdo
moléculas de minicirculos inteiros (regides conservada e variavel) do kDNA do parasito,
equivalente a 750 pb, de acordo com as condicGes descritas por De Bruijn e Barker (1992).

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL contendo Tris - HCI (10 mM), KCI
(50 mM), gelatina (0,1 mg/mL), MgCl; (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), 25 pmoles de cada um
dos oligonucleotideos iniciadores e 2,5 U da enzima Taq DNA Polimerase. A essa mistura
foram adicionados 2 pL da amostra de DNA a ser analisada numa concentracdo igual ou
superior a 10 pg/ul. A amplificagdo constituiu-se de 35 ciclos: 94 °C (1 min), 65 °C (1 min) e
72 °C (1 min) (ERESH; McCALLUM; BARKER, 1994), precedidos de uma desnaturagéo
inicial de 5 minutos a 94°C.

Além disso, um controle negativo (sem DNA) foi adicionado a reacdo, juntamente a
dois controles positivos (10 pg/uL e 1 pg/uL) de DNA gendmico de L. (V.) braziliensis
oriundos da cepa de referéncia (I0C-L-566-MHOM/BR/75/M2903).

5.5.2.3 Andlise dos produtos da PCR

Apbs a amplificagdo, 10 puL dos produtos da PCR foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose a 1,0 % para o alvo de 750 pb com tampdo TAE 1 x (Tris-
Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) e corados pelo brometo de etideo a 0,05 pg/mL
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). As bandas de DNA separadas por
eletroforese foram visualizadas em um transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas com

o sistema Kodak®, modelo Gel Logic 100 Imagem System.
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5.6 Analise dos dados

Os dados obtidos foram processados e analisados através do programa estatistico
Epilnfo, versdo 6.0 e Excel® (Microsoft) para a construcdo de graficos e tabelas. Para avaliar

o nivel da concordancia dos testes realizados foi utilizado o indice Kappa.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto seguiu todos os preceitos éticos atraves da sua aprovacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies (CEP —
CPgAM), sob o nimero 38/ 2008 (Anexo A). Cada individuo convidado a participar do
estudo foi devidamente informado sobre a natureza do estudo e seu envolvimento na pesquisa
e ap6s a leitura e concordancia assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice A). Os laudos médicos foram entregues ao médico assistente e os pacientes foram
encaminhados para a administracdo do tratamento adequado.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes

Foram selecionados 88 pacientes com lesdo de LTA, sendo a maioria destes (52/ 59,1
%) do sexo masculino e 36 (40,9 %) do sexo feminino. O municipio de Moreno, regido
metropolitana do Recife, foi o local de onde procedeu a maioria dos pacientes selecionados
(80,7 %). Entretanto, também foram observados pacientes oriundos do municipio do Cabo e
de Camaragibe, este ultimo representado pelo seu distrito, Aldeia, ambos também localizados
na regido metropolitana do Recife; municipio de Amaraji, Zona da Mata Sul do Estado e
Bonanca, Zona da Mata Norte.

De acordo com a faixa etaria acometida, foi observada prevaléncia da LTA em
individuos adultos (> 30 anos), sendo a média de idade observada de 40, 36 anos. E relatada
na literatura maior prevaléncia em individuos do sexo masculino e na faixa etaria menor do
gue a encontrada (BENICIO et al., 2011; BRITO et al., 2008; SILVA; MUNIZ; 2009).

As lesbes foram mais prevalentes em areas expostas do corpo, como membros
inferiores (71,6 %) e membros superiores (20,45 %), embora tenham sido observadas, em
alguns pacientes, lesdes na cabeca e térax. Estes dados sdo relatados com frequéncia na
literatura, sendo facilmente associados a maior exposicdo destas areas do corpo ao inseto
transmissor (CASTRO et al., 2002; GOMES et al., 2008; ANDRADE et al., 2009). Destaca-
se a identificacdo de um paciente diagnosticado como portador de leishmaniose disseminada
(> 50 lesBes) e outro soropositivo para o virus HIV, entretanto, este ultimo ndo apresentou
sintomas da coinfeccéo.

De acordo com as caracteristicas clinicas das lesdes, foi observada predominancia das
lesbes ulceradas (80/ 91 %) frente as lesdes crostosa (7/ 7,95 %) e nodular (1/ 1,13 %). O
tempo de evolucado das lesGes relatado pelos pacientes variou de oito dias a dois anos, sendo a
média de 2,2 meses.

Foi observado que a maioria dos pacientes reside em éarea rural (63/ 71,59 %),
sobretudo engenhos, o que revela a ocupagdo destes nas atividades agricola e/ ou pecuaria.
Estas caracteristicas sdo associadas comumente em areas endémicas para LTA, onde as
pessoas estdo constantemente expostas ao risco de transmissdo, seja pelas atividades que
desempenham ou local que residem. Estes habitos constituem aspectos propicios a
sobrevivéncia de hospedeiros reservatorios e vetores do parasito. Os dados clinicos e

epidemioldgicos dos pacientes estudados estdo sumarizados na tabela 2.
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Tabela 2 - Distribuicdo das caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes selecionados no estudo.

Caracteristicas Positivo™ Negativo™
n=79 n=9
Sexo
Masculino 48 4
Feminino 31 5
Idade** (anos)
<15 8 0
16 - 30 20 1
31-50 25 4
51-60 13 2
> 61 12 1
Habitacao
Rural 58 5
Urbana 21 4
Lesdes
Local
Membros inferiores 54 9
Membros superiores 19 0
Torax 3 0
Cabeca 3 0
Todo o corpo ( > 5) x> 0
Tipo
Ulcerada 71 9
Nodular 1 0
Crostosa 7 0
Presenca de exsudagdo
Sim 71 9
N&o 8 0
Evolucdo****
<1més 38 3
2 meses — 2 anos 40 6

Fonte: Autora.

Nota: (*) Considerou-se aqui “positivo” paciente que obteve ao menos um dos testes laboratoriais positivo para
leishmaniose tegumentar americana e “negativo” quando todos os testes realizados obtiveram resultado negativo.
(**) Um paciente ndo informou a idade. (***)Paciente diagnosticado com leishmaniose disseminada. (****) Um
paciente ndo informou quanto tempo havia decorrido entre o surgimento da leséo e o dia da consulta.
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7.2 Diagnostico laboratorial

7.2.1 Abordagem parasitologica

Das 88 laminas observadas pelo método de microscopia Optica, observaram-se formas
amastigotas de Leishmania em 62 (70,45 %), enquanto que 26 (29,54 %) nédo as apresentaram.
Estes resultados corroboram com Gomes et al. (2008) que relataram positividade de 69 % (36/
52) em pacientes de area endémica de Séo Paulo.

A dificuldade na visualizacdo de Leishmania em microscopia ocorreu, devido,
principalmente, a presenca de infec¢des secundarias, sobretudo bacterianas, nas lesdes. Além
disso, este método requer habilidade do operador para a identificacdo do parasito de forma
segura.

No presente estudo, ndo foi observada associacdo entre positividade das lesdes e seu
tempo de evolugéo, sendo encontradas formas amastigotas em laminas de pacientes com lesédo
de aproximadamente dois anos. Dos 62 pacientes que foram positivos neste teste, foi
observado tempo de evolucdo médio de 70,6 dias (pouco mais de dois meses). Ja 0s que ndo
apresentaram formas amastigotas (n = 25), tiveram tempo médio de evolucgdo de 55,8 dias,
variando de 15 dias a sete meses. De acordo com o tipo de lesdo, a pesquisa direta mostrou-se
eficiente, sendo o parasito detectado em les6es crostosas, nodulares e ulceradas (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacgdo dos resultados da pesquisa direta provenientes de amostra de escarificacdo, em relacéo
ao tipo de lesdo, de pacientes de area endémicas do Estado de Pernambuco entre os meses de margo de 2011 a
junho de 2012.

Pesquisa Direta

Tipo de
Lesdo - +
Crostosa 1 6
Nodular 0 1
Ulcerada 25 55

Fonte: Autora.
Nota: (+) Resultado positivo. (-) Resultado negativo.

Apesar de ser um método rapido, apresentar baixo custo e ser recomendado pelo
Ministério da Salde como método de primeira escolha para o diagndstico das leishmanioses

(BRASIL, 2007), esta técnica apresenta diversas limitacbes como as apresentadas
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anteriormente, além de necessitar de um tempo relativo para que o diagndstico seja
confirmado. Baseados em ensaios experimentais e clinicos, autores sugerem que ndo ha um
método padrdo-ouro para a leishmaniose (MARQUES et al., 2006; POURMOHAMMADI et
al., 2010; RODRIGUEZ-CORTES et al., 2010), sendo concluido que um padrdo-ouro deve
ser o conjunto dos testes laboratoriais convencionais e suplementares associados ao

diagnostico clinico e epidemiolégico (WEIGLE et al., 2002).

7.2.2 Abordagem molecular

Ao avaliar a sensibilidade da deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) spp., foi

obtido no presente estudo o limite de 10 fg/ uL (Figura 13).

Figura 13- Eletroforese em gel de agarose a 1 % corado pelo brometo de etideo, mostrando bandas especificas
para Leishmania (Viannia) braziliensis com limite de deteccdo de 10 fg de DNA padréo.

2

Fonte: Autora.
Nota: PM (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb, Invitrogen) (2072, 1500, 600, 100 pb), linhas 1 a 7
(concentragfes de DNA: 10 ng/uL, 1 ng/uL, 10 pg/uL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL e 1 fg/uL).

Todas as 176 amostras coletadas (88 de biopsia e 88 de swab) foram submetidas ao
processo de purificacdo de DNA para o diagnostico molecular por PCR. A comparacdo dos
resultados do diagnostico molecular a partir dos diferentes substratos revelou a
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compatibilidade deles em 86,37 % (Tabela 4), sendo este dado estatisticamente significante
(valor p =0,001).

Tabela 4- Comparacdo dos resultados da PCR provenientes de amostras de bidpsia e exsudatos cutaneos de
pacientes de &rea endémicas do Estado de Pernambuco entre os meses de margo de 2011 a junho de 2012.

PCR Quantidade de

., N . %
Biopsia Swab pacientes
Resultados concordantes
) ) 18 86,36
+ + 58
Resultados discordantes
+ -
10 13,64
- + 2
Total de amostras analisadas 88 100

Fonte: Autora.
Nota: PCR - Reacdo em cadeia da polimerase. (+) Resultado positivo. (-) Resultado negativo.

A concordancia entre o teste de PCR com o0s substratos swab e bidpsia foi avaliada
através do indicador Kappa (K), onde a méxima proporcdo de concordancia ndo devida ao
acaso € o maximo valor encontrado para k (k=1). Para o calculo, dividiu-se o numero total de
observacBes concordantes pelo nimero total de observacBes. O valor obtido a partir desta
analise foi de 0,66, o que de acordo com Landis e Koch (1977), é considerado substancial.
Este indice demonstra a eficacia significativa da técnica de coleta por swab em relacdo a
bidpsia.

Amostras de 58 pacientes apresentaram resultado positivo tanto na bidpsia quanto no
swab e 18 apresentaram compatibilidade de resultados negativos nos dois substratos. Assim,
dos 88 pacientes que tiveram suas amostras analisadas, 76 apresentaram o mesmo resultado,
independente do tipo de amostra utilizada para o diagnostico. Em contrapartida, dez deles
apresentaram resultado positivo somente na bidpsia, enquanto que dois foram positivos
apenas no swab. Na figura 15 observam-se produtos amplificados de amostras provenientes
de swab e na figura 16, amostras positivas e negativas provenientes de bidpsia e swab.

A divergéncia dos resultados em 12 pacientes, onde se observa em dez deles
positividade apenas nas amostras de biopsia, pode ser explicado por possiveis dificuldades
durante a obtengdo dos exsudados cutdneos ou por ndo haver, no momento da coleta,
guantidade substancial de parasitos na sua superficie, uma vez que esta quantidade é

inversamente proporcional a duracéo da infeccdo (RODRIGUEZ et al., 1994).
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando produtos de PCR de
amostras de swab amplificado a partir de iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

= B dp Sa 60768 =9 o104 lwm]2 13 14 =15

Fonte: Autora.

Nota: (PM) Marcador de peso molecular DNA Ladder 100pb, Invitrogen - 2072, 1500, 600, 100pb. (C*)
Controle positivo -1ng/uL. (C) Controle negativo - sem DNA. (2, 3, 4, 6, 7, 8, 10 e 13) Amostras de DNA
provenientes de swab positivas. (1, 5, 9, 11, 12, 14 e 15) Amostras de DNA provenientes de swab negativas. O
produto de amplificacdo do fragmento de 750 pb encontra-se indicado por seta.

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando produtos de PCR de
amostras de swab e bidpsias amplificados a partir de iniciadores especificos para o subgénero Viannia.

8 9 10 11 1213 14 15 16

Fonte: Autora.

Nota: (PM) Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb, Invitrogen - 2072, 1500, 600, 100 pb. (C™)
Controle positivo forte - 1 ng/uL. (C*) Controle positivo fraco - 10 pg/uL. (C") Controle negativo - sem DNA. (1,
2, 3, 4, 6) Amostras de DNA provenientes de bidpsias positivas. (8, 9, 10, 12, 13, 15) Amostras de DNA
provenientes de swab positivas. (5, 7, 11, 14, 16) Amostras negativas. O produto de amplificacdo do fragmento
de 750 pb encontra-se indicado por seta.
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Quanto aos dois pacientes que apresentaram resultado positivo no swab, mas negativo
na bidpsia, € possivel sugerir que, embora o procedimento de bidpsia consiga obter uma maior
quantidade de substrato em relacdo ao swab, que neste caso, dependera da disponibilidade de
exsudato cutaneo, ele ndo assegura a captacao de grande quantidade de parasitos, uma vez que
estes ndo se encontram dispostos de forma uniforme na lesdo, podendo existir &reas da lesdo
onde ndo haja a presenca de Leishmania, o que pode conduzir um resultado falso-negativo.

Neste quadro, a coleta com o swab assegura que exsudatos presentes em toda a area da
lesdo sejam coletados, incluindo aqueles que estejam concentrados no centro da leséo, onde é
praticamente impossivel efetuar a remocao de fragmentos por intermédio da bidpsia, embora
seja este o0 local onde se acredita ter uma grande concentracdo de Leishmania disponivel.

Desta forma, ao mesmo tempo em que ndo se pode garantir que nos exsudatos
cutaneos haja a presenca do parasito e sua consequente detec¢do, assim como ndo se garante
que no fragmento de bidpsia também o tenha, na coleta com o swab pode-se ter a garantia de
que exsudatos cutaneos de toda a area da lesdo, ndo somente de um Unico local de sua borda
serdo coletados, aumentando, consequentemente, a probabilidade da captacdo do parasito.

Os métodos desenvolvidos no presente estudo seguiram a sequéncia empregada na
rotina laboratorial, com excegdo do método de swab. A coleta de exsudatos foi a primeira a
ser realizada, seguida pela escarificagdo e posteriormente a bidpsia. Este procedimento
operacional foi desenvolvido para que fosse garantida a integridade da lesdo para a coleta da
biopsia sendo importante ndo somente para o diagnéstico molecular como também para o
diagnostico diferencial, e para que os demais métodos nao sofressem interferéncias
provenientes da bidpsia, como sangramento, caso esta Ultima fosse realizada em primeiro
momento. A opcdo por esta sequencia no emprego dos diferentes métodos foi baseada na
discussao acerca da disponibilidade de parasitos na lesdo, pois, a partir do momento em que a
biopsia obtém uma maior quantidade de tecido, pode-se possivelmente, prejudicar a
disponibilidade de Leishmania para as outras coletas.

A utilizagdo de exsudatos cutaneos torna-se relevante como uma ferramenta auxiliar
para a coleta bioldgica de rotina, sobretudo em casos especiais, quando as lesbes estdo
localizadas na face do paciente ou em outras areas sensiveis, nas quais o procedimento de
biopsia apresente-se inadequado. O método proposto no presente trabalho permite ainda que
0S pequenos centros de saude possam realiza-lo de forma rapida e, por conseguinte, fornecer
material para o diagnéstico definitivo com maior facilidade.

Considerando a praticidade e simplicidade desta coleta, de forma que profissionais

técnicos da salde possam executa-lo, ha uma probabilidade de que um maior numero de



ARAUJO, A. 1. F. Avaliagio do método de coleta através do swab... 51

amostras possa ser coletado num menor espaco de tempo, quando comparado com o
procedimento de bidpsia, pois este Ultimo necessita, como parte de sua execucao, da aplicacdo
de anestesia local e, consequentemente, de um profissional médico responsavel, uma vez que,
ao se tratar de um procedimento cirargico que objetiva a retirada de um fragmento do 6rgao
cuténeo, dependendo do local lesionado, da evolugdo da lesdo e das caracteristicas clinicas
observadas, pode haver complicagdes posteriores, como sangramento e infec¢do do local.
Desta forma, proporciona ao paciente um elevado desconforto, sendo por vezes, a razdo da
recusa ao diagnostico.

Neste contexto, observa-se ainda o tempo de recuperacdo necessitado pelos pacientes
ap6s serem submetidos ao procedimento de bidpsia. E recomendada, em muitos casos, a
administracdo de antibidticos e o repouso por alguns dias (a depender do local lesionado).
Estas recomendacGes privam ainda mais o conforto e o bem estar de pacientes portadores da
leishmaniose cutanea e suas variagoes.

Mimori et al. (2002) demonstraram, pela primeira vez, a utilidade do swab para o
diagnostico de leishmaniose cutanea, no entanto, naquele estudo, houve utilizacdo de lamina
de bisturi para a remocéo de exsudados cutaneos antes do emprego do swab. Embora a pratica
do uso da lamina de bisturi seja comum para a escarificacdo cutanea, observa-se, nesta
associacao de ferramentas, a facil possibilidade de sangramento no centro da lesdo, o que
favorece a captacdo de sangue além do exsudato cutdneo presente, sendo este um fator de
confusdo quando se questiona qual o substrato cujo parasito estava presente. Nao obstante,
promove maior facilidade de inflamacdo por expor ainda mais o local injuriado a
microorganismos patogénicos, embora se apresente menos invasivo quando comparado ao da
bidpsia.

Garcia et al. (2007) descreveram a utilizacdo de palitos de madeira estéreis para a
coleta de material biologico a partir das lesdes de leishmaniose com vistas ao diagndstico da
doenca, sendo, este material, pequenos fragmentos superficiais de tecido cutaneo. Este estudo
foi desenvolvido com 44 pacientes da Bolivia e, com a utilizacdo da técnica hsp70 PCR
RFLP, apresentou 95 % e 100 % de sensibilidade e especificidade, respectivamente. Apesar
de ser considerada ndo invasiva, tal pratica pode oferecer riscos iminentes para as lesdes
ativas, principalmente pelo fato de a ferramenta possuir a extremidade pontiaguda, o que, ao
menor movimento do paciente ou do operador, pode dar seguimento ao agravamento da
ferida.

Recentemente, autores descreveram a utilizacdo do swab para o diagnéstico da LV em

caes, atraves da coleta de material da conjuntiva destes animais (FERREIRA et al., 2008;
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2012; LEITE et al., 2010, 2011; PILATTI et al., 2009; STRAUSS-AYALI et al., 2004). Essa
préatica auxilia o diagndstico da LV em cdes pela praticidade da coleta, uma vez que o
diagnostico de rotina € realizado principalmente através de material da medula dssea dos
animais. A coleta por swab neste caso propicia maior rapidez na coleta, conforto aos animais
e, sobretudo, priva-0s dos riscos inerentes ao procedimento de pungdo medular.

O método proposto no presente estudo é utilizado geralmente para verificar a presenca
e gravidade de infeccBes secundarias, especialmente as bacterianas (VERA; SANTOS;
MACEDO, 2001) nas lesdes de leishmaniose cutanea. No entanto, embora o procedimento
descrito para esta abordagem seja rapido e simples, podendo captar uma grande variedade de
microorganismos presentes na superficie da lesdo e, sobretudo, de forma nédo invasiva, nada
foi discutido acerca de sua utilizacdo para o diagndstico da doenca, com excecado da utilizacdo
prévia de lamina de bisturi, como descrito anteriormente (MIMORI et al., 2002).

Associado aos varios métodos de coleta, a técnica de PCR tem se tornado cada vez
mais popular devido a sua alta sensibilidade, rapidez e eficiéncia em compara¢do com outros
métodos, e oferece novas possibilidades e alternativas para estudos clinicos e epidemioldgicos
da leishmaniose (DE BRUIJN et al., 1993; RODGERS; POPPER; WIRTH; 1990; WILSON,
1995). Numerosos estudos demonstram a aplicabilidade desta técnica em estudos de
diagndstico da doenca (DE OLIVEIRA et al., 2011; FAGUNDES et al., 2010; FELIPE et al.,
2011; FERREIRA et al., 2010; LIMA-JUNIOR et al., 2009; NEFFATI et al., 2011;
ROELFSEMA et al., 2011).

A técnica de PCR utilizada no presente estudo foi validada em amostras clinicas no
estado de Pernambuco por Rodrigues et al. (2002) que demonstraram sensibilidade e
especificidade de 94,3 % e 100 %, cujos intervalos de confianca séo 86,5 — 97,9 % e 86,3 —
100 %, respectivamente. A utilizacdo do KDNA de Leishmania como alvo diagnéstico
apresentou excelente eficiéncia, por estar presente em inimeras copias na célula, facilitando
desta forma, a sua deteccéo.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se afirmar que a coleta de
exsudados cutaneos por swab é eficaz quando comparado ao método de bidpsia, sendo uma
excelente opcdo no auxilio no diagndstico molecular da LTA em &reas endémicas, haja vista a
praticidade de execucéo, e o fato de ndo ser um método invasivo, contribuindo para 0 menor
numero de pacientes submetidos ao procedimento de biopsia e consequentemente

promovendo menos danos a sua saude.
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8 CONCLUSOES

a) O metodo de coleta através do swab apresentou-se eficaz para o diagnostico
molecular da LTA em varios tipos de lesbes, superando a impossibilidade de realizacdo da
biopsia cutdnea em situacdes cujas lesdes encontram-se localizadas em areas sensiveis do

corpo, e demonstra potencial de aplicacdo no diagndstico da doenca em servigos de saude.

b) O perfil epidemioldgico dos pacientes indicou a prevaléncia da doenca em
individuos do sexo masculino, residentes de areas rurais e as lesdes foram observadas em sua

maioria nos membros inferiores.

c) O diagnoéstico molecular por PCR através dos substratos analisados apresentou
maior positividade em relacdo ao diagndstico parasitoldgico direto, apresentando também

melhor nivel de automacao.

d) A comparagdo do resultado do diagndstico molecular entre os substratos biopsia e

swab revelou elevado indice de concordancia, apresentando-se estatisticamente significativo.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes

Cémi 2 de Et ‘;a
em Pesq@iftulo do Projeto: Validac&o do método Swab para o diagnostico da leishmaiose

tegumentar americana em pacientes de area endémica de Pernambuco, Brasil.
Pesquisador responsavel: Eduardo Henrique Gomes Rodrigues

Instituicdo onde serd realizado o projeto: Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées
Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ)

Data de apresentag@o ao CEP: 20/05/2008

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 41/08

Registro no CAAE: : 0040.0.095.000-08

PARECER N° 38/2008

Apos apreciagdo e aprovagdo do relatorio parcial emitido pelo pesquisador
responsavel onde o mesmo solicita a extensdo do prazo da pesquisa com
justificativa bem fundamentada, o Comité avaliou que o projeto em questdo estd
condizente com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres
humanos, de acordo com o Cédigo de Etica, Resolugio CNS 196/96, e
complementares.

O projeto estd aprovado para ser realizado de acordo com o protocolo de
pesquisa que foi apresentado ao CEP e este parecer tem a validade até 22 de
julho de 2014. Em caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar
relatdrio e atualizag@o do projeto.

Recife, 22 de julho de 2011

Coordenadora do CEP/CPqAM/FIOCRUZ

Gigalle Cempozana Gouvela
Feammecdutica
Coorden

Mat SIAPE )
CPaAm / FI
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

G Fundagcdo Oswaldo Cruz — Ministério da Satde m

Centro de Pesquisas
AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente

Projeto: “Padronizagio do método Swab para o diagnostico da leishmaniose tegumentar americana em
pacientes de drea endémica de Pernambuco, Brasil”.

L PSS , concordo em participar
voluntariamente neste projeto que serd desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacéo
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido projeto é melhorar o
diagndstico molecular da leishmaniose tegumentar americana a partir de um método que ndo utiliza material que
corte a pele, para identificacdo de Leishmania spp.

Como faco parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de leishmanias com a utilizacdo de
hastes flexiveis (cotonetes), sob condicBes estéreis, em toda a area da lesdo. Todo procedimento serd realizado
com material estéril descartavel e por profissionais de salide de reconhecida capacidade para executa-lo.

A presente proposta contribui para um melhor conhecimento da doenga e diagndstico mais rapido da
leishmaniose tegumentar humana. Esse projeto levara a um tratamento mais rapido, com beneficios para o
paciente, sendo considerado inovador, no que diz respeito ao procedimento de coleta de leishmanias. Antes de
minha participagdo no referido projeto, fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional que julgasse
necessario, esclarecido por um participante do mesmo. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu
consentimento, em qualquer momento da investigacéo, sem qualquer puni¢do ou prejuizo.

Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) a utilizar as informacdes obtidas através dos
resultados dos procedimentos em reunides, congressos e publicacfes cientificas preservando, neste caso, a minha
identidade. Autorizo, também o CPgAM/FIOCRUZ a estocar amostras biolégicas para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra

com a equipe.

Assinatura do paciente ou menor data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel - CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HUOC),
Rua: Arnaldo Marques, s/n Santo Amaro,Recife-PE. Fone:(81) 3413-1300.

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n ,
Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.
Tel.: (081) 2101 2566; Fax: (081) 2101 2640; http://www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE B - Tabela 6

Tabela 6 - Relagdo dos pacientes analisados, com suas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, incluindo os resultados dos exames laboratoriais (continua).

NO_ do Sexo | ldade Local de origem Tipo de leséo Local TempoNde — I?CR PD
paciente evolugéo |Bidpsia | Swab
1 m 35 |Recife Ulcerada Méo 5 meses + + +
2 f 63 | Engenho Timbd/ Moreno Ulcerada Perna 15 dias + + -
3 f 10 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
4 m 27 | Engenho Buscau/ Moreno Ulcerada Regido 2 meses + + +
escapular
5 m 43 Eﬂnc?reemo Massaranduba/ Ulcerada Pescogo 3 meses + + +
6 f 34 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
7 m 56 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 1 ano + + +
8 f 35 [Jardim Sédo Paulo/ Recife Ulcerada Perna 1 més - - +
9 f 32 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 2 mMeses + + -
10 f 27 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Méo 3 meses + + -
11 f 34 |Bonanga — Centro Ulcerada Perna 2 meses - - +
12 m 47 | Massaranduba/ Moreno Ulcerada Braco 2 mMeses + + +
13 m 29 |Brejo/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + -
14 m 35 |Engenho Cumaru/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + + -
15 f 32 | Javunda/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + - +
16 m 18 | Engenho Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 3 meses + - -
17 f 28 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
18 f 57 | Engenho Jussara/ Moreno Ulcerada Pé 1 més + + +
19 f 66 |Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 1 més - + -
20 m 21 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 1 més + + +
21 m 43 Eﬂnc?rir:\rgo Jaboatdozinho/ Ulcerada Perna 2 meses + - +
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Tabela 6 - Relagdo dos pacientes analisados, com suas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, incluindo os resultados dos exames laboratoriais(continuagéo)

N° do Sexo | ldade Local de origem Tipo de leséo Local Tempo~de — PCR PD
paciente evolucdo | Bidpsia | Swab
22 m 22 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Braco 20 dias + + -
23 m 56 |Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
24 m 38 |Bonanga — Centro Ulcerada Perna 1 més + + +
25 m 35 | Massaranduba/ Moreno Ulcerada Braco 15 dias + + +
26 m 73 | Engenho Bonanga/ Moreno Ulcerada Perna 1 més - - +
27 m 19 | Engenho Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
28 m 52 | Iltaquaritinga Crostosa Todo o corpo | 2 meses + + +
29 m 49 | Massaranduba/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
30 m 28 | Carnijo/ Moreno Ulcerada Braco 15 dias + + +
31 f 56 |Jussara/ Moreno Ulcerada Braco 8 dias + + +
32 m 44 | Moreno — Centro Ulcerada Braco 1 més + + +
33 m 38 |Recife Ulcerada Perna 2 mMeses - - -
34 m 20 | Moreno — Centro Crostosa Braco 2 meses + + +
35 f 16 |Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Brago 1 més + + +
36 m 35 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 3 meses + + +
37 m 75 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 2 meses - - +
38 m 59 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Perna 15 dias + + +
39 m 44 | Engenho Canzanza/ Moreno Ulcerada Cabeca 2 mMeses + + +
40 m 60 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 15 dias + + +
41 f 50 |Moreno — Centro Crostosa Perna 1 ano - + +
42 f 44 | Engenho Canzanza/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + + +
43 m 57 | Macujé/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + + +
44 m NI | Moreno — Centro Ulcerada Perna NI + + -
45 m 23 |Recife Ulcerada Perna 2 meses + + +
46 m 55 | Engenho Jardim/ Moreno Crostosa Perna 2 meses + + -
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Tabela 6 - Relagdo dos pacientes analisados, com suas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, incluindo os resultados dos exames laboratoriais(continuagéo)

NO. do Sexo | Idade Local de origem Tipo de lesdo Local Tempo~de — I.DCR PD
paciente evolugdo | Bidpsia | Swab
47 f 43 | Jardim Sé&o Paulo/ Recife Ulcerada Perna 2 meses - - -
48 f 13 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 3 meses - - +
49 f 21 | Sitio Mimoso/ Moreno Ulcerada Perna 1 més - - -
50 f 26 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + + -
51 f 43 | Jaboatdozinho/ Moreno Ulcerada Perna 15 dias + + -
52 f 15 | Jussara/ Moreno Ulcg;%dualgom Braco 1 més + + -
53 f 48 | Engenho Buscal/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
54 m 7 Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
55 f 12 | Engenho Jardim/ Moreno Ulcerada Face 15 dias + + +
56 f 66 |Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 2 mMeses + - +
57 m 22 | Engenho Timbd/ Moreno Ulcerada Braco 1 més + + +
58 m 61 |Engenho Pavao/ Moreno Ulcerada Méo ~ 2 anos + - +
59 f 17 II\E/In(?reeT(I)O Oiteiro de Pedrof Ulcerada Perna 15 dias + + N
60 m 22 |Recife Ulcerada Perna 1 més + + +
61 m 80 | Aldeia/ Camaragibe Ulcerada Pé 2 meses + - +
62 m 56 |Recife Ulcerada Méo 2 meses + + +
63 f 40 |Olinda Ulcerada Perna 40 dias - - -
64 m 68 |Engenho Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 4 meses - - -
65 m 15 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + - -
66 m 23 | Engenho Camardo/ Moreno Nodular Perna 1 més + + +
67 f 68 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 15 dias - - +
68 f 63 | Engenho Canzanza/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
69 m 70 | Amaraji — Centro Ulcerada Perna 3 meses + - +
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Tabela 6 - Relagdo dos pacientes analisados, com suas caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, incluindo os resultados dos exames laboratoriais.

NO. do Sexo | Idade Local de origem Tipo de leséo Local Tempo~de — I.DCR PD
paciente evolugdo | Bidpsia | Swab
70 m 32 | Sitio Imbiribeira/ Bonito Crostosa Braco 4 meses + + +
Engenho . o
n m 42 Jabgoatéozinho/Moreno Ulcerada pe 1 mes * * *
72 f 49 | Amaraji — Centro Ulcerada Pé 2 meses + - -
73 f 71 | Moreno — Centro Ulcerada Perna 2 meses - - -
74 f 31 |Riachdo do Norte/ Amaraji Ulcerada Braco 1 més + + +
75 m 27 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Pé 15 dias - - +
76 m 43 | Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Brago 2 meses + + +
77 m 44 | Jaboatdozinho/ Moreno Ulcerada Perna 15 dias - - -
78 f 58 | Jaboatdozinho/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + +
79 m 13 | Jaboatdozinho/ Moreno Ulcerada Perna 1 més + + -
80 f 11 |Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Braco 3 meses + + +
81 m 19 |Jaboatdozinho/ Moreno Crostosa Orelha 3 meses + + +
82 f 60 | Chao de Alegria/ Camaragibe Ulcerada Perna 1 més - - -
83 m 21 Engenho Jaboataozinho/ Ulcerada Térax 3 meses + - +
Moreno
84 m 25 | Itapoama — Cabo Ulcerada Perna 7 meses - - -
85 m 53 |Engenho Pinto/ Moreno Ulcerada Perna 2 meses + + -
86 m 74 | Engenho Pinto/ Moreno Crostosa Perna 2 meses + + +
87 f 69 |Engenho Jussara/ Moreno Ulcerada Perna 3 meses - - +
88 f 59 | Engenho Rinoceronte/ Moreno Ulcerada Perna 4 meses - - +

Legenda: PCR - Reagdo em cadeia da polimerase. PD - Pesquisa direta. (m) - sexo masculino. (f) - sexo feminino. (+) - resultado positivo. (-) - resultado negativo.
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We report two occupationally acquired cases of American cutaneous leishmaniasis (ACL): one accidental laboratory
autoinoculation by contaminated needlestick while handling an ACL lesion sample, and one acquired during fiedd studies on bird
biology. Polymerase chain reaction (PCR) assays of patient lesions were positive for Leishmania, subgenus Viannia. One isolate
was obtained by culture (from patient 2 biopsy samples) and characterized as Leishmania ( Viannia) naiffi through an indirect
immunofluorescence assay (IFA) with species-specific monoclonal antibodies (mAbs) and by multilocus enzyme electrophoresis
(MLEE). Patients were successfully treated with N-methyl-gluocamine. These two cases highlight the potential risks of laboratory
and field work and the need to comply with strict biosafety procedures in daily routines. The swab collection method, coupled
with PCR detection, has greatly improved ACL laboratory diagnosis.

1. Introduction

Health professionals such as physicians, nurses, and lab-
oratory workers and researchers and students in the bio-
logical sciences are at risk of a number of occupational
infections [1]. Accidents involving contaminated “sharps”
are, in general, extremely dangerous duc to the high
likelihood of infectious agent transmission. Exposure to
blood-borne pathogens represents an especially serious risk.
Needlestick and sharps contamination accidents involving
at least 20 different pathogens, most commonly hepatitis
B and C or human immunodeficiency virus (HIV), have
been reported [1]. Some occupational accidents with Leish-
mania spp. related to percutancous injurics, contaminated

animal/culture handling, or lesion sample collection have
also been reported [2].

ACL diagnosis is based on clinical, epidemiological, and
laboratorial criteria. However, clinical diagnosis is often
difficult due to the varied presentation of the disease, and the
epidemiological criteria may go unnoticed because clinicians
are not aware of the existence or nature of the disease [3, 4].

Laboratory diagnosis includes the direct identification of
amastigotes through direct examinations of stained smears
from imprints or histological sections, isolation of pro-
mastigotes by culture, and immune-based methods {e.g.,
ELISA, Western blot, indirect immunofluorescence (IFAT),
and delayed hypersensitivity or Montenegro intradermore-
action (MIDR), [5, 6].
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Case 1: lesion untreated

Case |: new lesion prior and posttreatment

Figure 1: (Al1): papule on 2nd left finger. (A2)-(AS): four months evolution prior to treatment. (A6)-(A10): lesion healing. (B1):
reoccurrence, new lesion detection thirty days post treatment. {(B2): healed lesion. {C1): lesion on 3rd right finger. (C2): healed lesion.

Laboratory procedures may be hindered by the scarcity
of amastigotes in the wounds, especially in late stages of the
discase and secondary infections, or by the low sensitivity
and cross reactivity of scrological tests. Furthermore, the
MIDR test does not distinguish between current and past
infections, and it is usually negative in patients with the
diffuse form of the disease or who arc immunosuppressed
[5].

Polymerase-chain-reaction (PCR-) based methods pro-
vide high sensitivity and specificity, especially when per-
formed in biopsy samples [7, 8]. However, the collection
of biopsy material is painful, requiring anesthesia, and
it can only be performed by physicians in nosocomial
environment, which may increase the risk of iatrogenic
bacterial infections. Sample collection using a cotton swab
is noninvasive, simple, rapid, and casy, does not require
hospitalization, and is associated with low infection risk and
patient discomfort [9].

Here, we report a successful combination of non-invasive
sample collection using the “swab” method and PCR for the
diagnosis of ACL in two occupationally acquired cases.

2. Case Reports

2.1. Case I. Case 1 is a 60-year-old female residing in Recife,
PE, Brazil and who has worked for more than 20 years in an
ACL research laboratory.

Five weeks after a needlestick accidental auto-inoculation
while processing a sample from a patient ACL lesion, she
developed a papule at the point of inoculation on the 2nd
finger of the left hand. The papule evolved into an ulcer with
high edges, measuring 2.0 x 3.0mm, with production of
exudates (Figure 1, (A1)}—{A5)), adjacent lymphangitis, and
left-axillary ganglion swelling.

X-rays and magnetic resonance imaging revealed no
bone degradation {data not shown). Exudates culture
revealed Acinetobacter baumannii and Enterococcus faecalis.
Tigecycline was administered but did not promote wound
healing. A lesion sample was collected using sterilized swab,
and PCR testing was positive for Leishmania, subgenus Vian-
nia [10]. Two treatment cycles with N-methyl-glucamine
(15mg Sb*/kg/day) for twenty days were necessary for
complete healing. The lesion began to heal at day 15 and
completed by day 18 (Figure 1, (A6)—{A10)). However, one
month later, a new lesion measuring 1.0 % 1.0 mm presented
in the night forcarm (Figure 1, (B1)). Swab collection and
PCR ACL dectection again returned a positive result for
Leishmamia, subgenus Viannia [10]. Complete remission of
the lesion and clinical resolution were achieved at day 20
of the second treatment cycle (Figure 1, (B2)). During the
treatments, the patient reported symptoms that may have
been related to side effects of the medication, such as asthenia
and arthralgia; nevertheless, the treatments were concluded
successfully.
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2.2 Case 2. A 35-year-old male doctoral student noticed the
emergence of an ulcerated lesion with high edges, measuring
2.0 ¥ 1.5mm (Figure 1, (Cl)) with exudates on the 3rd
finger of the right hand, suggestive of ACL. The lesion was
first noted two months after ficldwork capturing birds in the
forests in Paranati, Mato Grosso, Brazil.

Routine clinical and laboratory examinations comprising
immunological and parasitological tests were carried out in
the SRL (Leishmaniasis Reference Laboratory. FIOCRUZ-
PE, Redife, PE, Brazil), and lesion samples were collected
both by biopsy and the swab method. Optical microscopy
showed amastigote parasites on Gicmsa-stained smears;
MIDR was positive within 48 h, and biopsy sample culturing
in NNN/Schneider media for 5 days at 26°C enabled par-
asite isolation. The isolate was characterized as Leishmania
(Viannia) naiffi through IFA with species-specific mono-
clonal antibodies (mAbs) [11] and by multilocus enzyme
clectrophoresis (MLEE) [12]. PCR reactions from biopsy and
swab samples were both positive for Leishmania, subgenus
Viannia [10].

The patient was treated with N-methyl-glucamine
(15mg Sb**/kg/day) for 20 days. Injury healing began at
day 11 and completed after the completion of treatment
(Figure 1, (C2)).

The patient had some complaints of asthenia and
arthralgia during the treatment that were related to side
cffects of the medication.

2.3. Ethical Considerations. The present study was approved
by the Research Ethics Committee of FIOCRUZ-PE, Recife,
PE, Brazil (CEP-FIOCRUZ/PE, 41/2008).

3. Discussion

“Occupational discasc” defines a change in a worker’s health
caused by chemical, environmental, biological, psychologi-
cal, or other work-related factors. Cutancous leishmaniasis
and mucocutancous leishmaniasis are listed as occupational
diseases by the Brazilian Health Ministry [13]. Agricultural
and forestry work in endemic arcas and other specific
situations, such as deforestation work for building roads,
fieldwork for research biologists and military training are
examples of situations with a nisk of occupational exposure
to Leishmania braziliensis [14]. Laboratory or nosocomial
environment work-related accidents with Leishmania spp.
involve percutancous accidental contamination while han-
dling fluids, culture, and/or laboratory animals [2].

In this paper, we report two different occupationally
acquired ACL cases: one accidental laboratory contamina-
tion while handling an infected sample and one infection
acquired during field studies unrelated to ACL.

Linking ACL to occupational accidents may be impaired
by a lack of epidemiological ground knowledge, its similarity
to other dermatological injures, or coinfection with other
pathogens [15]. Association with fungi and bactenia is com-
mon in ACL lesions and constitutes a complicating factor for
the clinical diagnosis and treatment of leishmaniasis.

For example, strains of A. baumannii and E. faecalis
were identified by culture in the ACL lesion in Case 1.

However, they were excluded as causative agents because
tigecycline administration failed to heal the lesion. Response
to the antimonial therapy is an auxiliary ACL diagnosis
criterion, and the two cases were successfully healed in this
way.

Although several Leishmania species are in circulation in
Brazil, L. (V.) braziliensis is the most medically important
species; it is distributed nationwide and causes a more severe
form of the disease than do the other drculating species
[3, 15]. L. (V) naiffi is alleged to produce a mild infection
in humans, and its spread is restricted to the Para and
Amazonas states [16].

Early and accurate ACL diagnosis is essential for rapid
and effective treatment. PCR-based procedures can distin-
guish Leishmania species and subspecies in samples from
different sources and have proved useful for confirming the
persistence of the parasite in scars [17-21].

A persistence of the parasite in spite of lesion healing
occurred in Case 1, and the patient developed a new lesion
onc month after completion of the first antimonial treatment
cycle. Complete clinical cure was achieved at end of a second
treatment cycle.

In our work, the combination of the swab sample
collection technique and PCR proved to be an efficient means
for ACL diagnosis in the two patients. Implementation of the
swab method for routine sample collection is feasible and has
many advantages: it can be performed by any health-care,
nonphysician professional; it does not require anesthesia;
the procedure can be carried out at the patient’s home or
In an outpatient setting, without the discomfort of patient
displacement and hospitalization.

The swab technique allows collection from the full extent
of the lesion. Unlike invasive methods such as tissue biopsy,
swab collection minimizes the risk of iatrogenic infections
that may compromise diagnosis and patient recovery [8].
Furthermore, because it does not use any “sharps” devices,
this method is safer for the professionals involved on
biological material collection.

In conclusion, this paper illustrates the need for individ-
ual protective procedures by health care professionals dealing
with ACL patients. The swab method for wound sample
collection would reduce the risk of accidental infection
during the collecting and handling of diagnostic samples.
The importance of the proper use of personal protective
cquipment (PPE) by exposed workers should be duly
emphasized and its use should be required, both in clinical
settings and in ficld or laboratory activities.
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Abstract

Background American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an important infectious disease and,
although widely distributed in tropical and subtropical areas mostly in sub-developed
countries, it remains a neglected disease. The correct identification of the parasites is highly
important for the patient’s treatment which is extremely slow and toxic. However the current
methods for samples collection for diagnosis are very invasive and troublesome both for the
health staff and patients. This study aimed to standardize and apply a swab based collection
method for ACL diagnosis by polymerase chain reaction (PCR). Methods Swabs and biopsy

samples were obtained in parallel from 88 patients from endemic areas of Pernambuco State,
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Brazil and were analyzed by PCR targeting KDNA minicircle of Leishmania (Viannia) spp.
Dermal scrapings were also taken and used for microscopic examination of parasites
amastigotes. Results A 86.36% concordance and 13.64% discordance was observed between
the results from the two sample collection procedures. The direct analysis revealed positive in
70.45% of the patients. Conclusion The swab collection method revealed useful for ACL
diagnosis and should be recommended for the routine of samples collection instead of biopsy.

Key-words: American cutaneous leishmaniasis. Swab. Diagnosis. PCR.

Introduction

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is an infectious disease caused by several
Leishmania species transmitted by the bite of infected insects of the genus Lutzomyia. The
spectrum of the clinical manifestations depends on the parasite species involved, the
infectious dose, the site of inoculation and the host nutritional and immune status [1-3].
Humans, exhibit a wide spectrum, from mild to severe, clinical manifestations [4]; usually
occurring the development of single or multiple, dry and crusted or exudative lesions,
sometimes unnoticed. The initial lesion may resolve spontaneously or progress to a more
severe form of the disease, including treatment resistance.

ACL is distributed worldwide in tropical and subtropical areas mostly in sub-
developed countries. It is recorded throughout Brazil where Leishmania (Viannia) braziliensis
IS the species most commonly associated with the disease. L. (Leishmania) amazonensis has
high prevalence in the North region but it is also reported in the Northeast, Southeast and
Midwest regions [5-8]. From 2009-2010 a total of 45,574 autochthonous cases of ACL were
reported in Brazil, of which 980 in Pernambuco State [9].

The routine diagnosis of ACL based on clinical and epidemiological evidence,

however, the identification of the parasite is crucial for the correct treatment [10, 11,12].
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The “gold standard” for Leishmania identification is the direct smear. Other classical
methods are the parasite culture and immunological techniques as enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), indirect immunofluorescence (11F) and western blot [13; 14].

The polymerase chain reaction (PCR) based procedures are highly sensitive and
specific and allows the parasites detection directly from samples containing only a few
parasites [13]. Furthermore, it avoids cross-reaction with other Trypanosomatidae as may
occur in the immunological techniques.

Usually the patient’s samples for diagnosis are collected by biopsy. However, this
procedure is painful, requiring anesthesia, and it can only be performed by physicians in
nosocomial environment. Furthermore, this invasive procedure lend to the inflammation and
even reactivation of the lesions and secondary bacterial infection. The aim of this study was to

compare the performance of swab and biopsy collection samples for ACL diagnosis by PCR.

Material and Methods
Casuistic

Outpatients assisted at the Hospital Oswaldo Cruz, Universidade de Pernambuco -
UPE, Recife, PE, Brazil during the period of March 2011 to June 2012. The patient’s
inclusion criteria for the study were: epidemiological or clinical evidence for ACL and
positive results in direct smear or PCR. The project was approved by the Ethics Committee of
the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPQAM/FIOCRUZ) (n° 38/2008), and the

individuals involved signed an informed consent form.

Sample collection
Samples were collected under sterile conditions and prior treatment. From each patient

parallel samples from the same active lesion were collected by scraping, swab and biopsy.
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Exudates from the lesion surfaces were thoroughly collected moving the swab in “zig-zag”
throughout the lesion surface (Figure 1). In case of dry lesions the swabs were previously
soaked into sterile normal (0.8%) saline. Biopsy samples were collected by skin-punch of 4-6
mm diam. specimens at the border of the lesion under local anesthesia (3% prilocaine
chloridrate). Samples were stored in 1.5 ml tubes at -4°C (swabs) and -70°C (biopsy) for
PCR. The scrapings were performed with disposable sterile scalpels Surgical blade stainless
no. 10 (Feather Safety Razor CO., LTD) and the samples obtained were spread on microscope

slides, fixed with methanol and stained with Giemsa for direct microscopic examination.

Figure 1. Cutaneous exsudates collection throught swab. Abbreviations: (A) Indicates the
collection at the edge of the lesion and (B) in the center of the lesion.

DNA extraction and PCR analysis

Genomic DNA was extracted from skin biopsies and swabs using a commercial kit
(Qlamp® DNA Mini Kit - Qiagen, Valencia, USA) following the manufacturer’s instructions.
The primers LEIB1 (5’-GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG-3’) and LEIB2 (5’-CTA ATT
GTG CAC GGG GAG G-3’) directed to Leishmania (Viannia) spp. KDNA minicircles [15,
16] were used in the PCR reactions. PCR mixtures were prepared in a 25 pL volume
containing 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 0.1 mg of gelatin per ml, 1.5 mM MgCl, 0.2 mM of

deoxynucleoside triphosphate, 25 pmol of each primer, and 2.5 U of Tag DNA polymerase
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(Amersham Pharmacia Biotech). Amplification was carried out in an Eppendorf®
thermocycler, Master Cycler gradient model following 35 cycles.

Negative and positive controls were included each PCR run to detect false-positive
results due to contamination or variations in sensitivity. Negative control was the PCR mix
without DNA and positive control was 1 ng /uL and 10 pg /uL DNA from the reference strain
IOC-L-566-MHOM/BR/75/M2903 (Leishmania (Viannia) braziliensis). The amplified
fragments (10 pL) were separated by electrophoresis at 6 VV/cm in 1% agarose gels in 1X TAE
(40 mM Tris-Acetate, 1 mM EDTA). Ethidium bromide-stained gels were visualized and
photographed under UV and digitized using a Kodak® documentation system, Model 100 Gel

Image System Logic.

Results

A total of 88 patients: 52 males (59.1%) and 36 females (40.9%) were selected for the
study. Most of them (80.7%) were from Moreno and 19.3% from Amaraji and neighborhood,
located in the “Zona da Mata region ”, coastal area of Pernambuco State and endemic area for
L. (V.) braziliensis. Altogether, 176 samples (88 swabs and 88 biopsies) were analyzed by
PCR as above described.

A total of 68 biopsies (77.27 %) was positive in PCR whereas 20 were negative.
Comparing to the swab samples, 60 were positive (68.18 %) and 28 negative. The direct
analysis, considering to be the gold standard, revealed positive in 70.45% of the 88 patients.

The comparison of the PCR results showed a compatibility of up to 86% and 13.64%
of discordance (Table 1). These data were statistically significant (p value > 0.001). The value
obtained from Kappa analysis between the PCR results from swab and biopsy samples (0.66)
was substantial. Figures 2 and 3 show the 750 bp specific band for Leishmania (Viannia)

braziliensis kDNA minicircle from representative swab and biopsy samples.
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Discussion

Usually biological samples for ACL diagnosis are collected by scraping or biopsy
from the edges of the active lesions. Biopsy, although the mostly used, is a microsurgical
procedure, extremely invasive requiring special pre and pos-care. Moreover, secondary
infections, especially the bacteriological infections can impair or mislead the parasite
diagnosis.

PCR-based diagnosis procedures from samples collected by varied methods become
increasingly popular due to the high sensitivity, speed and efficiency compared to other
methods, and offer new possibilities and alternatives for clinical and epidemiological studies
of leishmaniasis [13, 19-21].

The use of sterile toothpicks as reported for samples collection from patients from
Bolivia [14] entails risks of injury of the active lesions. Mimori et al [20] demonstrated for the
first time the usefulness of cotton swab collection samples for ACL diagnosis. However,
sterile scalpel blades were used to remove cutaneous exudates prior to the swabing. The
routine collection of skin exudates is important mainly in special cases of facial or other
sensitive location lesion sites and the biopsy collection is inadvisable. Additionally the swab
method for routine sample collection has other advantages: it can be performed by any health-
care, non-physician professional; it does not require anesthesia; and the procedure can be
carried out at the patient’s home or in an outpatient setting, without the discomfort of patient
displacement and hospitalization [21].

The development of a noninvasive collection method coupled with a high sensitive
and specific diagnosis technique is of the utmost importance. In a previous work [21] we

showed the usefulness of cotton swabs collection coupled with PCR for ACL diagnosis.
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In the present study, parallel samples from 88 patients were collected by biopsy and
swab and analyzed by PCR. The direct analysis, the gold standard for ACL, diagnosis
revealed positive in 70.45% of the 88 patients.

The PCR results from skin biopsy samples and swab from exudates were compared.
The value obtained from Kappa analysis was 0.66 which, according to Landis and Koch [22],
is considered substantial. This index shows the significant effectiveness of the swab collection
technique compared to biopsy. Actually, among the positive and negative results, 86.36%
were compatible demonstrating the high efficiency of the swab collection technique. In
13.64% of the cases the results were discordant: 10 biopsy samples PCR positives were
negative from the swab samples, whereas two opposite results were also obtained (biopsy
negative/swab positive). This divergence (higher biopsy positive results) could be attributed
to some shortcomings during swab exudates collection or by the parasites scarcity on the
exudates, for the parasites amount is inversely proportional to the infection time length [23;
24].

Concerning the two biopsy negative and swab positive patients one can speculate that
in spite of more tissue is obtained by biopsy it is not a rule to obtain a higher number of
parasites, for they are not evenly spread over the lesion area.

Actually, the evenly parasite presence throughout the lesion area is unlikely. Hence,
parasites absence in small biopsy collected fragments and false negative results must be
admitted.

On the other hand, the swab technique allows exudates collection throughout the
lesion, even from the lesion center from where the removal of fragments is not usually
technically encouraged in spite of the known high parasites concentration.

In conclusion, the results from the present study proved that the collection of skin

lesion exudates by swab for ACL diagnosis is technically feasible and provided better results
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than biopsy. The implementation of this simple and safe procedure coupled with PCR instead
of biopsy should be encouraged. These results may contribute for ACL diagnosis and the

control success in endemic areas.
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Figure Legends

Figure 2. PCR products of swab samples amplified using specific primers for Leishmania
(Viannia) spp. kDNA minicircles in ethidium bromide stained 1% agarose gel electrophoresis.
Abbreviations: PM 100bp DNA Ladder, Invitrogen: 2072, 1500, 600 and 100 bp; C+: Positive
control (1ng/ul); C-: negative control; 1, 5, 9, 11 and 12: negative samples; 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10

and 13: positive samples. The amplified 750bp fragment is indicated by the arrow.

Figure 3. PCR products of biopsy and swab samples amplified using specific primers for
Leishmania (Viannia) spp. KDNA minicircles in ethidium bromide stained 1% agarose gel
electrophoresis. Abbreviations: PM 100bp DNA Ladder, Invitrogen: 2072, 1500, 600 and 100
bp; C++: Positive control (1ng/uL); C+: Positive control (10pg/uL). C-: negative control; 1, 2,
3, 4, 6: positive biopsy samples and 8, 9, 10, 12, 13, 15: positive swab samples. The amplified

750bp fragment is indicated by the arrow.



