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Mello, C.X. Comparacao dos procedimentos de "imprint" e escaritacao no diagnastico
da leishmaniose tegumentar americandio de Janeiro, 2011 86 f. Dissertacao [Mestrado
em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] Ittt Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é umacménfecciosa, causada por parasitas
do géneroLeishmania que apresenta caracteristicas complexas em rtiésraspectos. O
diagnostico, sempre que possivel, deve ser feito lsase em evidéncias epidemioldgicas,
aspecto clinico e exames laboratoriais. Para pesqlireta do parasito, sdo utilizados os
procedimentos de escarificacadiraprint”, sendo a escarificacdo o método maisaapde
menor custo e de facil execucdo. Baseado nas edsticas dos exames diretos para a
confirmacdo dos casos de LTA, o Ministério da Sat@he incentivado a implantacdo do
procedimento de escarificagdo em todos os labdwat@entrais de saude publica, sendo
importantes tanto o conhecimento dos parametrosaalgacia deste meétodo quanto a
padronizacao relacionada a forma de coleta e éipara que possa ser aplicado de forma
uniformizada em todo o Brasil. Neste estudo, olgetios avaliar a sensibilidade dos
métodos diretos (“imprint’e escarificacdo), complasa com o teste padrdo de referéncia
(cultura). Além disso, buscamos estabelecer awiéde coleta e leitura com fins de
uniformizagdo do método para propor sua aplicagéodderentes regides brasileiras. A
populacao do estudo foi constituida de 110 pacerten suspeita clinica de LTA que foram
atendidos no Laboratério de Vigilancia em Leishroses (VigiLeish/IPEC/Fiocruz) para
avaliacdo clinica e coleta das amostras. Dentrellds pacientes analisados 40 foram
confirmados com LTA. O “imprint” foi positivo em 28acientes conferindo sensibilidade de
70%, a escarificacdo realizada em borda externpdsitiva em 17 pacientes e em borda
interna em 25 alcancando sensibilidade de 42,5%,%%6 respectivamente. Além de mais
sensivel o material obtido da borda interna daoleg&esentou uma maior quantidade de
células brancas e menos hemé@cias facilitandowrdeita lamina. Os par@metros de acuracia
encontrados para os meétodos diretos foram satigfatodemonstrando que essas
metodologias podem ser implantadas em todo o Bpasd o diagndéstico da leishmaniose
tegumentar americana.

Palavras-chave:l. Leishmaniose tegumentar americahd&xame direto. 3. Escarificacdo 4.
“Imprint". 5. Diagnostico.
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Mello, C.X. Comparison of procedures for "Imprint" and scrapingthe diagnosis of
American tegumentary leishmaniadigo de Janeiro, 2010 86 f. Dissertation [Masteegi@e
in Clinical Research in Infectious Diseases] Institof Clinical Research Evandro Chagas.

ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an ¢tifaus disease caused by parasites of
the genud.eishmaniawhich has complex characteristics in differergexss. The diagnosis,
whenever possible, should be based on epidemi@bgieidence, clinical aspect and
laboratory tests. Imprint and scraping proceduresuaed for direct detection of the parasite.
Scraping is the quickest, low-cost and easy to sohdased on the characteristics of direct
examination for the confirmation of ATL cases, tBeazilian Ministry of Health has
encouraged the implementation of the scraping phoee in all Central public health
laboratories. Thus the knowledge of the accuraawmaters of this procedure and the
standardization of collection and reading methods important for its application in a
uniform manner throughout Brazil. In this study, aned to evaluate the sensitivity of
direct methods (imprint and scraping), comparedlie reference standard test (culture).
Besides, we sought to establish collection and ingadtriteria with the purpose of
standardizing the method to propose its applicatiodifferent Brazilian regions. The study
population comprised 110 patients with clinical@a®n of ATL who were treated at the
Laboratory of Leishmaniasis Surveillance (VigiLeISHEC/Fiocruz) for clinical evaluation
and sample collection. Among the 110 patients stjd#0 were confirmed with ATL. The
imprint was positive in 28 patients granting sewisit of 70%, scraping conducted in the
outer edge was positive in 17 patients and in timeri edge in 25, reaching sensitivity of
42.5% and 62.5% respectively. The material obtaineeh the inner edge of the lesion was
more sensitive and presented a larger amount déwkRlls and lesser red cells, favoring slide
reading. Accuracy parameters found for the direethods were satisfactory showing that
they may be implemented in all Brazilian regionstfee diagnosis of American tegumentary
leishmaniasis.

Keywords: 1. American tegumentary leishmaniagiDirect examination. 3. Scraping 4.
Imprint 5. Diagnosis.
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1. INTRODUCAO

1.1.CONSIDERACOES GERAIS

As leishmanioses sdo doencgas infecciosas que &mome homem e animais,
representando um dos maiores problemas de salUdeapdle mundo, ocupando lugar de
destaque entre as seis doencas infecto-parasiti@iasior importancia (DESJEUX, 2001). Sdo
causadas por protozodarios do géneeishmania transmitidos ao homem e aos animais por
insetos conhecidos como flebotomineos, durantepaste sanguineo das fémeas, dos géneros
Phlebotomusiesponsaveis pela transmissdo no Velho Mundatzomyia no Novo Mundo.

Clinicamente, as leishmanioses, apresentam-se sab formas: leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT), que ocorrem difarentes ambientes, condicionadas a
inUmeros fatores, entre eles a espécie do pardsithas as formas ocorrem em todo o mundo,
principalmente em regides tropicais e subtropicaigle existe maior densidade de espécies
vetoras. A Organizacdo Mundial da Saude estimal@umilhdes de pessoas estejam infectadas
atualmente, com cerca de 1-2 milh6es de novos aasmmla ano, além dos 350 milhdes de
individuos que estdo sob risco de adquirir a doemga 88 paises ao redor do mundo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011).

O génerd_eishmaniafoi descrito por ROSS em 1903 e atualmente cooita inlmeras
espécies descritas, algumas associadas a doenigammem. Os parasitos desse género estao
classificados na ordem Kinetoplastida, que incluwtqgroarios com uma estrutura celular
peculiar, denominada cinetoplasto, formado por goraplexa rede de DNA, contido em uma
mitocondria Unica. A familia Trypanosomatidae demtse nesta ordem por conter agentes

etiologicos responsaveis por importantes doengasseces humanos e animais, entre elas as



leishmanioses (STUART et al., 2008). Os parasitbg&herd_eishmaniaestao classificados nos
subgénerod/iannia e Leishmania(LAINSON et al., 1987), cujo ciclo biolégico het&émico,
compreende formas promastigotas e paramastigdéaglddos que se desenvolvem no trato
alimentar dos insetos vetores e formas amastigstéas, flagelo livre, que parasitam células do
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) do hospedeirtebrado, multiplicando-se por divisdo
binaria em ambos hospedeiros.

Nas Américas, a doenca tegumentar € denominadastienlaniose tegumentar americana
(LTA) e esta presente desde o sul dos Estados Hrdth o norte da Argentina, com nitido
processo de expansao em todo o continente amel(RBAiRZOCHI & MARZOCHI, 1994). No
Brasil, a LTA é registrada em todos os estadosed@rcédo, associada a sete espécies de
Leishmania L. (V.) braziliensis L.(V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoh, (V.)
lindenbergi, L. (V.) shawieL.(L.) amazonensi@INISTERIO DA SAUDE, 2007)Leishmania
(V.) braziliensisé a espécie mais prevalente no Brasil e respoinpélee maioria dos casos de
LTA, com excecdo da Amazobnia. E composta por pgdels que apresentam elevada
variabilidade genética e causam, predominantemé¥ées cutdneas e em menor proprorcao,
lesbes mucosas.

As manifestacdes clinicas da LTA apresentam anggedaro, que pode ser um reflexo da
complexa interacdo entre a resposta imunologicpadiente e as caracteristicas genéticas das
espécies envolvidas na infeccdo (MINISTERIO DA SAE)2010). Devido a complexidade
clinica, alguns autores sugerem a classificacabTéha em grupos e subgrupo; considerando
diferentes abordagens, Marzochi & Marzochi (19943sificaram a doencga tegumentar sob duas
formas: leishmaniose cutanea e leishmaniose mucmsspectivas apresentacdes clinicas.

A Ulcera tipica da leishmaniose cutanea é Unicagdandada, indolor, medindo até alguns
centimetros, base infiltrada e endurecida, bordas delimitadas, elevadas e eritematosas, fundo
granuloso e avermelhado, e localizafldesao geralmente se inicia com um eritema nol ldaa
picada do flebotomineoem &reas expostas do corpo mais acessiveis aoses/ebade
posteriormente se desenvolve uma papula e entanddolo que tende a ulcerar em cerca de
duas semanas a dois meses. A infec¢cdo secunddeacposar dor local e produzir modificagfes
no aspecto classico da lesdo, que por sua vez tangmem se apresentar de outras formas,

como papulas, placas, verrucosa, eczematbide, entras (VEGA-LOPEZ, 2003). Lesbes



multiplas séo descritas, associadas a diversadgsado vetor ou a disseminagcdo em individuos
com baixa imunidade. LesGes satélites lembrandoresose também tém sido observadas.
(MARKLE & MAKHOUL, 2004). Tal diversidade de mangtacOes clinicas deve ser
considerada no diagnostico diferencial com outragndas como a sifilis, hanseniase,
paracoccidioidomicose, sarcoidose, cromoblastoraicosiceras decorrentes da anemia
falciforme, piodermites, tumores, vasculites, teb&ryse, esporotricose, etc. (MARKLE
MAKHOUL, 2004).

O estabelecimento da infec¢do primaria e o cursalaanca dependem de inimeros
fatores, entre eles a espécie associada e o estagwlogico do individuo infectado.
Dependendo da resposta imune mediada pelas células individuos podem variar de um
estado assintomatico a diferentes graus de susilidpiile a infeccdo. A forma cutanea
localizada se encontra no centro deste espectronanfida por uma resposta imune Thl que
confere resisténcia contra a infeccédo e favoregesagtados do tratamento com antimonial. Nos
polos deste espectro estdo a leishmaniose mucgsé@mbiperérgico e a leishmaniose difusa no
polo anérgico (SILVEIRA et al., 2008).

A leishmaniose mucosa se caracteriza por les6ésithess localizadas nas mucosas das
vias aéreas superiores e possui também diferelatesficacdes, de acordo com o quadro clinico
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Classicamente ocormeos apés o surgimento da lesdo
cuténea, sugerindo uma possivel disseminacdo desitaa por via hematica, embora possa
ocorrer de forma primaria ou concomitante a lesté@neasSILVEIRA et al., 2008.

A possibilidade da persisténcia parasitaria ap@sira clinica € um fato que tem sido
muito explorado ultimamente (MENDONCA et al., 200ERGEL et al., 2006). Fatos como
reativacdo espontanea das lesbes (WEIGLE et @5)1&ansmissao por transplante de érgéos
(Golino et al. 1992); casos em pacientes imunodegos (DA-CRUZ et al., 1992) e encontro do
parasita em lesdes cicatrizadas por longos peri(@ioslUBACH et al., 1998; SCHUBACH et
al., 2001), sugerem que a cura da LTA possa wdcarer do equilibrio entre os parasitos e
hospedeiro. Os fatores que levam a evolucdes ditssd€cura espontanea, persisténcia da lesao,
recidivas, desenvolvimento da forma mucosa) ainda sm grande desafio para os

pesquisadores.



Tratadas ou ndo, as Ulceras cutaneas tenderiamraa aam formacdo de cicatrizes
(MARSDEN et al., 1984). Tais cicatrizes tipicasiam®r atroficas; lisas; brilhantes; glabras;
deprimidas; arredondadas; com a presenca de rhiassds centrais e areas de hipo e de
hiperpigmentacao.

O tratamento das leishmanioses, também é mais safialepois conta com poucas opcoes de
escolha.Os antimoniais pentavalentes foram introduzidogratamento das leishmanioses na
década de 40 e constituem, até entdo, as droggsirdeira escolha, por recomendacdo do
Ministério da Saude brasileiro (MINISTERIO DA SAUDR010). Apesar da eficacia dos
antimoniais, observado na maioria dos casos, eetiaecidivas e de falha terapéutica tém sido
descritos, motivando estudos relacionados, prifroga@te, aos aspectos imunolégicos do
hospedeiro e a variabilidade genética dos parg€#@3 O& LINDOSO, 2010). O mecanismo de
acdo nao é bem conhecido, mas sabe-se que o familze@ atividade das vias glicolitica e de
oxidacdo dos &cidos graxos do parasito nas formastagotas. (GOT@& LINDOSO, 2010).
Emboraeficazes, geram uma grande quantidade de efetaterais incluindo artralgia, fadiga,
enj6o, elevacdo dos niveis das enzimas hepaticasmalidades no eletrocardiograma, entre
outros. Esquemas utilizando baixa dose do medicam®mg/Kg/dia ao invés de 20 mg/Kg/dia,
como preconiza 0 ministério da saude brasileinm, $&lo avaliados alcancando bons resultados
(OLIVEIRA-NETO et al., 1997; SCHUBACH et al., 1998)

Os padrbes epidemiolégicos da LTA variam de acaalo as caracteristicas da regido
geogréfica, das espéciesldgshmaniecirculantes e do envolvimento dos vetores e ras@mnos.

A prevaléncia da infeccdo humana também varia emcdfu dos diferentes padroes.

Tradicionalmente, a LTA era classificada como urnanpse que acometia acidentalmente o
homem, quando este entrava em contato com a #iopesharia. Entretanto, ao longo dos anos,
esse padrédo foi sendo modificado, devido a muligdide de fatores que envolvem a cadeia
epidemioldgica de transmissao (LAINSON et al. 1987)

No Brasil, segundo o Manual do Ministério da Sa(MENISTERIO DA SAUDE, 2010),
atualmente admite-se a ocorréncia de trés padrieeneiologicos distintos da LTA, que
compreende: 1) perfil silvestre, onde a transmissdmre em areas de vegetacdo primaria, 2)
perfil ocupacional ou de lazer, no qual a transausssta associada a atividades de exploracéo da

floresta e ao desenvolvimento de atividades agt@pess e de ecoturismo e, 3) perfil rural ou



periurbano, que ocorre em areas urbanas e peraspande houve adaptacdo do vetor nestes
ambientes, com o possivel envolvimento de animaisédticos e do préprio homem no ciclo de
transmissdo (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994).

O controle da LTA é extremamente complexo e regseatégias distintas e adequadas
ao contexto epidemioldgico de cada regidao, deveodsiderar diversos fatores, desde a espécie
do parasita, o envolvimento de animais doméstica@s fauna flebotominica, o que torna o
controle e o0 estudo da doenca tarefas igualmefiteeidi A expansdo geografica da doenca,
observada em diferentes regifes do mundo, é uexceflessa complexidade.

No Brasil, o controle estd pautado na investigagdmo conhecimento dos aspectos
epidemioldgicos e de seus determinantes para dies aspecificas sejam entdo desencadeadas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010)

1.2.0 DIAGNOSTICO

Devido as caracteristicas imunobiolégicas e andgaespectro de manifestacoes
clinicas apresentadas pela LTA, o seu diagnést@n sempre € uma tarefa facil. Quando
baseado somente em aspectos clinicos o diagndsticbaixa exatiddo ja que outras infec¢des
mimetizam lesdes de LTA (LUZ et al.,, 2009). Dessamfa 0 diagndstico deve, sempre que
possivel, estar apoiado nos exames laboratorgpectos clinicos e evidéncias epidemioldgicas.

Dentre as abordagens possiveis para o diagnoséichTéd a intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) possui alto valor presuntivo naghostico da doenca. Foi descrita em 1926
por MONTENEGRO com o objetivo de ser uma ferrameatxiliar no diagndstico da
leishmaniose mucosa e se tornou um dos testesuti@ados na rotina ambulatorial para o
diagnostico da forma cutanea. Esse teste indugdesade hipersensibilidade tardia uma vez que
a resposta imune caracteristica da LTA é predosmimatite do tipo celular (CARVALHO et al.,
1995). E realizada através da aplicacéo de 0,1 endntigeno na face anterior do antebrago com
leitura ap0s 48-72 horas sendo considerada podifiando se detecta enduracdo igual ou
superior a 5mm. A medida da enduracéo deve serdein utilizacdo de caneta esferogréafica de

acordo com o método descrito por SOKAL (1975); coecalque em papel, que foi



posteriormente introduzido na rotina de leituraetcdo e tem apresentado bons resultados além
de permitir a documentacao do resultado e conttelqualidade da técnica (FAGUNDES et al.,
2010). Apesar de sua ampla utilizacdo, a IDRM amtasrestricbes por ndo discriminar doenga
de infeccdo e doenca atual de pregressa, pogamdmnecer positiva mesmo apés o tratamento
além de apresentar resultados positivos em pasierden outras patologias. Durante uma
epidemia na cidade do Rio de Janeiro, DE LIMA BARSRE al, (2005) descreveram 52 casos de
pacientes com esporotricose confirmada por isol&an@aSporohtrix schenckiem cultura, que
apresentaram IDRM positivo. Em pacientes com le@shose cutédneo-difusa e em
imunodeprimidos, o resultado pode ser negativo (@TERIO DA SAUDE, 2010). Foram
observados processos de alergia, associados agetipeservante utilizado no teste, acarretando
resultados falso positivos, fato que levou o fabrie a trocar o thimerosal pelo fenol
(FAGUNDES et al., 2003). Em casos recentes, comosele um més de evolucdo, a IDRM
também pode apresentar resultados negativos (MERI® DA SAUDE, 2010).

Devido ao seu baixo custo, simplicidade de exececée leitura, em muitas regides do
pais o diagnéstico da LTA é baseado, muitas vesaente neste método. Isso se torna um
preocupante problema, uma vez que a IDRM, avatiad@rma isolada, pode ndo ser conclusiva
para o caso, principalmente em regides com sohigguode areas endémicas para outras doencgas
como esporotricose, como no caso do Rio de Janeiro.

Semelhantemente a IDRM que tem seu fundamentoteagd® de resposta imune celular
ao parasito, os métodos sorolégicos sdo baseaddsteecdo da resposta imune humoral, ou
seja, de anticorpos ariteishmaniano soro humano. Estes testes possuem alta sefzilil mas
baixa especificidade, por conta disso existem owgtsias na literatura a respeito do valor dessas
técnicas no diagnéstico da LTA. Entretanto, quaechpregadas associadas a outros métodos,
podem ser de grande utilidade. A limitacdo dasafeentas soroldgicas esta relacionada aos
baixos niveis séricos de anticorpos especificosstragos na LTA e as frequentes reacles
cruzadas (GONTIJ@ CARVALHO, 2003). As técnicas sorolégicas podem wlizadas em
diferentes abordagens como testes rapidos, imwsddif testes de aglutinacdo direta, ensaio
imunoenzimatico conhecido como ELISA e reacao derfiscéncia indireta (RIFI) (KAR, 1995;
GOTO & LINDOSO, 2010), sendo estes dois ultimosnuas utilizados como ferramentas

auxiliares para o diagnéstico de LTA e acompanhémefe pacientes sob tratamento



(BARROSO-FREITAS, 2009). Apesar disso, ndo exista teste de ELISA disponivel
comercialmente, ficando sua utilizacdo restritargros de pesquisa. Com o objetivo de melhorar
a sensibilidade e especificidade da técnica de AL&tudos tém avaliado o desempenho do
teste utilizando diferentes fracdes antigénicadipadas (BOUVIER et al., 1985; JENSEN et al.,
1996; MONTOYA et al., 1997, REY-LADINO et al., 199 Recentemente, fracbes obtidas de
cepas infectivas de. braziliensisforam avaliadas, pelo nosso grupo, obtendo bordsros de
acurdcia para o diagnostico da LTA (CATALDO et 2010.).

Com relacdo a avaliacdo do progndstico dos pasighteante o tratamento e apds cura
clinica, o ELISA tem se mostrado uma ferramentgrdede valor. Estudo realizado por nossa
equipe, mostram que pacientes que sofreram recidp@sentaram pequena redugcdo da
intensidade da reacdo apos a cura clinica, segaigarstir do sexto més, por um aumento de
intensidade das reacbes que atingiram patamares eb@vados na ocasido da recidiva.
Comportamento contrario ao grupo de pacientes gueasitiveram com suas lesdes cicatrizadas:
sendo que neste ultimo grupo, ao final de dois aras da metade tornaram-se néo reatores e 0s
outros fracamente reatores (MOUTA-CONFORT, 2009).

As técnicas moleculares, entre elas a Reacéo emiada Polimerase (PCR) vém tendo
cada vez mais aplicabilidade no campo do diagr@ste varias doencas, entre elas a LTA,
devido principalmente a elevada sensibilidade. éit&a procura reproduzir 0 que ocorre na
natureza e consiste na amplificacao “in vitro”,fdema exponencial, do material genémico do
parasito e posterior visualizagdo dos produtos ifingdos em gel de agarose corado por
brometo de etidio. Geralmente o alvo para realzagitécnicas moleculares na identificacdo de
parasitas do génetoeishmaniasao regides conservadas do DNA do cinetoplastoNiD A
PCR pode ser aplicada em uma grande variedade agtrasclinicas tanto humanas quanto de
animais, sendo mais sensivel que os métodos canwaie de diagndéstico (AL-JAWABREH et
al., 2006; SHAHBAZI et al, 2008). Uma outra vantagda PCR € possibilitar a diferenciacéo
das espécies deeishmaniaenvolvida na infeccdo, que pode ser feito atralgsitilizacdo de
oligonucleotideos especificos e do uso de enzimagsiricio (RODRIGUEZ et al., 1994; DE
ANDRADE et al., 2006).

Apesar das inumeras vantagens, a PCR ainda n&ué es larga escala no diagnostico.

E uma técnica que requer infraestrutura labordtadaquada e insumos especificos de custo



bastante elevado, constituindo esta uma das degea® do método. Caracteristicas como
incapacidade de diferenciar infeccdo passada d, giassibilidade de reagdes positivas na
auséncia da doenca e a dificuldade de formulagdégisicomerciais sdo outras desvantagens do
método que restringem seu emprego na rotina laly@htsendo mais utilizada em instituicdes
de pesquisa e universidades.

Atualmente, variacdes da PCR tradicional tém sitizadas, ndo s6 no campo do
diagnéstico, mas também em inimeras pesquisasvemdal as leishmanioses. Novos alvos
gendmicos (ITS-PCR e spliced leader mini-exon PEEHNSOUNAN et al., 2006), o uso da
PCR em tempo real (WORTMANN et al., 2005), que padaliar a carga parasitaria e técnicas
como a PCR multiplex (HARRIS et al, 1998) e a LISFR (BAPTISTA et al., 2009) tem sido
muito exploradas nesse contexto.

O diagnéstico parasitologico é considerado de zartai definitivo, pois se baseia na
evidenciacdo do parasita de forma direta ou iralifda LTA, confirmacao parasitologica se faz
necessaria devido principalmente ao grande espdetmmanifestacdes clinicas, que podem ser
confundidas com outras doengas que possam caséasleutaneas.

Dentre os meétodos parasitolégicos, o exame hisiltgato tem grande valor para o
diagnostico diferencial. Sob o ponto de vista higfico, as lesées de LTA apresentam reagao
inflamatéria crénica granulomatosa, cujo infiltradermico é constituido predominantemente por
linfécitos, plasmécitos e histiécitos (SCHUBACH adt, 2001). Em muitas situacdes, devido a
escassez parasitaria e a retracdo tecidual indymtzs fixadores reduzindo ainda mais o
tamanho do parasito (DA-CRUZ PIRMEZ, 2005) o método histopatoldgico € poucosiast
para o diagndstico das leishmanioses.

O isolamento dé.eishmaniaem cultura constitui uma das formas de pesquidizeta,
sendo considerado padrao de referéncia para odditigm da doenca, pois além de permitir a
visualizagdo do parasito, permite o isolamentoreaaenamento deste para caracterizagdo da
espécie e utilizacdo em estudos futuros. O isoleonem cultura consiste na inoculacdo de
fragmentos de bidpsia ou aspirado de lesdo em naeiosultura especificos, que expostos a
temperaturas adequadas, simulam condicbes do snganido hospedeiro invertebrado,
proporcionando a diferenciacdo e multiplicacdo doagito, que é facilmente observado em
exames a fresco por microscopia o6tica. As amosgdishmaniaisoladas, tanto de pacientes



guanto de animais, sdo importantes para fins di&naja epidemiologica, pois a caracterizagao
destas permite 0 mapeamento das espécies e/ontearike espécies deishmaniaque circulam
entre os hospedeiros humanos e animais envolvida@icto de transmissdo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Os meios de cultura geralmente utilizados paraotangsento e manutencdo desses
parasitos, sdo uma combinacdo de meio sélido NNiNwma fase liquida acrescida de soro fetal
bovino. O meio NNN ou 3N’s foi descrito em 1904 pd@OVY E MCNEAL e modificado por
Nicole em 1908 (apud HOCKMEYER et al., 1987), é posto por uma base de agar acrescido
de sangue de coelho desfibrinado. A fase liquidie ger composta por diversos meios de cultura
liquidos, sendo os mais comuns o BHI (infusédo delsé e coracdo; STEINDEL & GRIZARD,
2001), Senekjie's (WEIGLE et al., 1987), RPMI (Re#iwPark Memorial Institute)
(IHALAMULLA et al., 2005) ou meio Schneider (Schder's Drosophila Medium; GOT®
LINDOSO, 2010) que é um dos mais ricos em nutrgisponiveis no mercado e apontado
como 0 meio que proporciona maior sensibilidade sotamento mais rapido do parasito
(LIGHTNER et al., 1982).

O primeiro relato de isolamento deishmaniaem cultura foi feito por Rogers em 1904;
em 1979, Hendricks e Wright usaram o meio Schngidkx primeira vez para o diagnostico da
LTA, e em 1981 foi a vez de Hockmeyer et al. wilean 0 mesmo meio de cultura para o
diagnostico da leishmaniose visceral. Por ser wmnaid¢a parasitologica por definicdo, possui
100% de especificidade apresentando valores débselasle variando de 47,1% (ROMERO et
al., 1999) a 86,2% (SHABAZZI et al., 2008).

A sensibilidade da técnica aumenta quando séo tmsnaddados técnicos na coleta, tais
como desinfec¢do prévia da lesdo, acondicionaméatdragmento em solugdo salina com
antibiotico, transporte sob refrigeracdo e processéo do material em condicbes assépticas.
Essas medidas diminuem a possibilidade de contgfondas culturas por bactérias e fungos,
gue dificultam o crescimento daeishmaniae consequentemente diminuem a possibilidade de
isolamento (DA-CRUZ& PIRMEZ, 2005). Adicionalmente, se a lesdo apresesinais de
contaminacdo secundaria, € importante suspendepside recomendar ao paciente que a lesdo
seja lavada abundantemente com agua e sabédo dgiateggrdurante uma semana. Nos casos com

exsudato purulento € recomendado antibioticoterapia
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Visando diminuir o indice de contaminacdo secuaddas culturas, o que inviabiliza o
exame, as bidpsias sdo colocadas em solucdo fjgialccontendo antibidticos associados
(benzilpenicilina e estreptomicina) e um antifagiffluorocitosina), permanecendo nessa
condicdo durante 24 horas em geladeira. Somente egs& periodo, as biopsias sdo semeadas
nos meios de cultura, que também contém antibgtidéntretanto a concentragdo de
antimicrobianos utilizada tem sido empirica e saarpnizacdo (MASER et al., 2002), além de o
uso de antifungicos ndo ser difundido devido ateslale inibicdo do crescimento do parasito
(PALOMINO et al., 1983). Trabalhos prévios do nogpopo tém mostrado que qualquer
antimicrobiano utilizado em altas concentracdesepoibir o crescimento do parasito, entretanto
a concentragdo de 200pg/mL de fluorocitosina eetmicina e 200U/mL de penicilina n&o
exercem efeitos negativos no crescimento, se mastta seguras para 0 uso em meio de cultura
para isolamento deeishmaniag MELLO et al., 2010)

Além da possibilidade de contaminacdo das cultwaisp inconveniente deste método € a
necessidade de infraestrutura laboratorial displngsara sua realizagdo, impedindo sua
aplicacdo em regides carentes como é o0 caso daiandé&s regides afetadas pela leishmaniose.
Nesse contexto a evidenciacdo do parasito pelaafalimeta passa a ser a alternativa mais
adequada.

A pesquisa direta de formas amastigotag eiehmaniapode ser feita em material clinico
obtido das lesdes, através do procedimento de ifesagiio (NAIFF, 1996), por puncdo
aspirativa (KASSI et al., 2004), pelo método dentka(“slit skin smear”) (BENSOUSSAN et
al., 2006; UL BARI & BER RAHMAN, 2006; DURDU et al2009), coleta com sonda dentaria
(“dental broach”) (GRIFFITHS & DUTZ, 1975; NAVINL990) ou ainda em impressdes com
fragmentos de tecido (“imprint”). Todos os métoddados empregam preparacées em laminas
de vidro, fixadas e coradas por corantes derivddd@omanowsky para posterior visualizagéo de
formas amastigotas.

Apesar da literatura indicar baixa sensibilidade méétodos diretos constituem alternativas
poderosas para o diagnéstico da leishmaniose (RWDECal., 2010). Sdo métodos simples,
rapidos, baratos e confidveis para o diagndsticandéas doencas dermatoldgicas, quando
realizado por maos experientes (BRITO et al., 2088m disso, o procedimento é bem tolerado

pelos pacientes por causar trauma ou desconfastgnificantes, podendo ser utilizado, e até
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repetido se necessario, em criancas e em locaspdgrafia pouco acessivel (RUOCCO et al.,
2010). Os métodos diretos foram uma das primebasdagens a serem utilizadas no diagndstico
da leishmaniose (SILVA, 1915) e permanecem aindaoco método mais acessivel para o
diagnostico definitivo da leishmaniose (RAMIREZ ait, 2000; MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

Dentre os exames diretos, o0 procedimento de &segéo constitui um dos métodos mais
simples e um dos mais antigos (SILVA, 1915). Cdas&sn pesquisar 0 parasita em material
obtido de raspados das lesbes, sem a necessidaai®geskesia local. Algumas variagbes para
obtencdo de material para o exame direto sdo thesc método de TzancECHNEIDER,
2010 foi inicialmente utilizado para o diagnosticoancer de pele, herpes e dermatites e hoje
é largamente utilizado nas doencas dermatologidsindo as leishmaniose. Para obtencdo do
material, realiza-se um corte de profundidade deacde 3mm na borda da lesdo, sendo o
raspado feito na superfcie interna do corte. Ateom dental broaché outra variagdo e
emprega uma sonda dentaria com extremidade serteelhaarame farpado que é inserida e
retirada da borda da lesdo com movimentos suavestdedo, trazendo particulas de tecido,
células e possiveis parasitas.

A sensibilidade dos métodos diretos, embora tidaccbaixa, quando comparado com a
cultura, € muito variada e pode estar condicionadaumeros fatores, entre eles, a carga
parasitaria, a espécie teishmaniaenvolvida, o tempo de evolucao da lesdo (RAMIREZl ¢
2000), sitio da leséo onde o parasito é pesquiGaMIREZ et al., 2000), qualidade do material
coletado, o tipo de corante utilizado (CASTILL& ROJAS, 1997), o tempo e 0 numero de
campos microscépicos examinados e a experiéncigrafssional que realiza o exame. (AL-
JITAWI et al.,, 1995; BRUSTOLONI et al., 2007). Alédisso, a falta de padronizacdo do
procedimento de escarificagdo para o diagnosticoTdadificulta a comparacao dos resultados
entre os diferentes estudos, cuja literatura relatares de sensibilidade que variam de 32,7%
(WEIGLE et al., 1987) a 90,4% (RAMIREZ et al, 2000) quadro 1 apresenta diversos estudos

da comparacdo da sensibilidade de diferentes #&cnitilizadas para o diagndstico da LTA.
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Quadro 1 — Sensibilidade de técnicas utilizadas para ondistico da LTA reportada em diferentes estudodof€a expressos

em percentuais).

Técnicas utilizadas

Técnica padrao de Métodos diretos Cultura Referancia
referéncia (no estudo) | Método Sonda Escarificacdo HE PCR
de dentari Escarificagcao BI Imprint | Aspirado |Bi6psia
entéria W
Tzanck e "imprint
- Griffiths; Dutz,
Quadro clinico - 81,0 - - - - - - 1974
Qualquer técnica | 35 7/ . . . 27,9 85,0 727 | 214 . Weigle et al,
parasitologica 1987
L 31,0/BL 31/BL Navin et al.,
Quadro clinico 40,0/BL 37.0/CL 40/CL - - 40,0 - - 1990
- Al jitawi et al.,
Quadro clinico - - 34,8/BL - - 41,3 - - 1093
Rodriguez et al.
- - - - * - *% 1
IDRM (+) 63,0 43,0 97,0 1994
Cultura Bahamdan et al.,
ou “Imprint" i i i i 2.4 i 62,0 i i 1996
Quadro clinico 55,0/BL - - - 48,0 - - 76,0 86,0 A”defg%%et al.
Escarificacdo Bl ) ) _ 59 4 ) ) _ _ ) Silveira et al,
ou "imprint" ' 1999
Qualquer técnica 78,3/BL ) ) . ) 675 ) 64,3/ | 80,8/CL** Ramirez et al.,
utilizada no estudo 90,4/CL ’ BL 57,7/BL** 2000
Cultura, escarificagdo ) ) 69,0/BL ) ) 69.0 i ) 58/BL** Ramirez et al.,
ou PCR 85,0/CL ' 81/CL** 2002
Cultura, exame direto ) ) ) ) ) - Faber et al.,
ou histopatoldgico 65,0 84,0 82,0 100,0 2003
Cultura, exame direto ) _ i ) ) ) x Bessounan et al.,
ou 2 PCR’s positivos 74,4 62,8 98,7 2006
Qualquer técnica ) ) ) ) ) ) - Shabazzi et al.,
utilizada no estudo 9.3 86,2 98,8 2008
L Luz et al.
n 11 - - - - - - *% L
IDRM ou "imprint 63,1 69,7 80,0 2009

(-): N&@o avaliado no estudo, BL: Exame realizadborala da lesdo, CL: Exame realizado no centresgol IDRM: Intradermo reacdo de montenegro , Hseado BI:
Escarificacdo em borda interna da lesdo, HE: Extaistepatoldgico, * Em 30% das culturas houve cresaito de fungos e bactérias, ** Alvo molecular: KBN**
Alvo molecular: Regido ITS (Internal transcribeccp).
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Dentre os fatores que afetam a sensibilidade o ralohe campos microscopicos
examinados € um dos que possuem maior influénolacéhta disso a Organizacao
Mundial de Satde (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 199 sugere a leitura
de 1000 campos microscopicos em aumento de 1006svaates da liberacdo do
resultado negativo em caso de suspeita de leisbs®nvisceral, entretanto para
amostras de lesdo cutanea nao existem orienta@@esumento da sensibilidade
proporcional ao numero de campos € tdo signifioatiwe NAVIN et al.(1990),
utilizando a leitura de 5 laminas conseguiu ide#if todos 0os casos positivos pelo
isolamento em cultura. Outro fator que também erfltia na sensibilidade dos exames
diretos esta relacionado ao sitio da lesdo ondeaézada a coleta do material.
Diferentes estudos tém abordado esse parametiparedd coleta em diferentes locais
da lesdo como borda interna, borda externa e celatriesdo obtendo variacbes nos
valores de sensibilidade (RAMIREZ et al.; 2000; RBON et al., 2002; NAVIN et
al., 1990). O manual de vigilancia em leishmaniateMinistério da Saude brasileiro
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010) recomenda a realizagho escarificacdo na borda
interna da lesédo, ainda assim, séo observadag®esiaa forma de coleta em diferentes
regides do pais.

Apesar de ser um método de simples aplicacdo, sesurumanos treinados e
leituras cuidadosas sao extremamente importantés,optros microrganismos podem
estar presentes na lesdo, seja como contaminaaj@s€,o0mo agente etiolégico de outras
doencas, podendo gerar confusdo no diagnosticautists leveduriformes de
Histoplasma capsulaturfBAO THIAGO et al.,1998), d€andidasp e deSporothrix
schenckiipodem ser confundidas com formas amastigotaket&maniasp por um
microscopista pouco experiente (MELLO et al., 2011)

Tendo em vista os dados apresentados, o exame gdodé ser considerado um
método de grande aplicabilidade em é&reas carestesadirsos laboratoriais. Por essa
razdo, o Ministério da Saude tem incentivado tam®daboratérios centrais de saude
publica (LACENS) a implantarem o método da esaa@@o para o diagnéstico da
LTA, principalmente por ndo necessitar de interéengirdrgica para coleta do
material.

O Laboratorio de Vigilancia em Leishmanioses dstifato de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas da Fundacé&o Oswaldo Cruz (VigiLU&iB@/Fiocruz) integra a rede
de Laboratoérios de Referéncia do Ministério da $agigem participando de atividades

de capacitacdo de profissionais dos LACENS por mgais. Tal capacitacdo inclui
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treinamento na técnica de escarificacdo de bordéesho, confeccdo das laminas,
fixacdo, coloragdo pelo método de Giemsa e leitor@xame direto. Nestas ocasides,
alguns questionamentos surgem com frequéncia: eexigerenca entre o material

obtido da borda interna ou da borda externa daPeQdial a quantidade de material que
deve ser coletado? O exame de mais de uma lamihanmaa sensibilidade da técnica?
O procedimento de “imprint” € tdo sensivel quanteszarificagdo? Embora seja
provavel que a auséncia de padronizacdo para @gimento da escarificagdo possa
interferir na qualidade do diagndéstico, ndo en@mds na literatura nenhuma avaliacao
sistematica comparando diferentes formas de celetau impacto no desempenho da

técnica.
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2. OBJETIVOS

2.1GERAL

Padronizar a técnica de escarificacdo e avaliaemsilsilidade dos exames
parasitologicos diretos, “imprint” e escarificacg@ra o diagnostico da leishmaniose

tegumentar americana, utilizando como padréo @eé&etia o isolamento em cultura.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar e comparar a sensibilidade do metodesdarificacédo, realizado em
dois locais da lesdo (borda interna e externa) ‘@ngjarint”, tendo como padrao

de referéncia o isolamento em cultura;

2) Avaliar o procedimento de escarificagdo com relagdacilidade de coleta do
material e a qualidade dos esfregacos obtidos ndahiaterna e externa da

lesdo;

3) Avaliar e comparar a frequéncia de sangramentotensidade de dor no
procedimento de escarificacdo realizado na borggna e na borda externa da

lesdo;

4) Determinar a sensibilidade dos exames diretos (fmtipe escarificacdo) em

relacdo ao numero de campos microscopicos lidos;

5) Padronizar o procedimento de escarificacdo, prapamda uniformizacdo do

método, relacionado a forma de coleta e leituraoagdpica;

6) ldentificar, por eletroforese de isoenzimas, oagi#ws isolados em cultura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1ASPECTOS ETICOS

Este estudo possui aprovacdo do CEP/IPEC/FIOCRUZ sonumero de
protocolo: 0033.0.009.000-09 e integra um projetaiom intitulado: “Estudo para
sistematizacdo do atendimento de pacientes corhrbaisiose Tegumentar Americana
no Centro de Referéncia em LTA — Instituto de PesqClinica Evandro Chagas -
Fiocruz”. Todos os pacientes foram informados sabnqgroposito da investigacéo e
manifestaram sua aceitacdo em participar do esttrdeés da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo diagnostico seccional, sem repetices, gat@minacdo da sensibilidade
dos exames diretos (escarificacdo e “imprint”) teerao padrdo de referéncia
(isolamento em cultura). A populacéo do estudadwmistituida por pacientes atendidos

no laboratorio de Vigilancia em Leishmanioses (Migh)/IPEC/Fiocruz.

3.3SUJEITOS DA PESQUISA

A populacéo do estudo foi constituida por pacieqtes procuraram atendimento
no ambulatério do VigiLeish/IPEC/Fiocruz, no peldade 2009-2010.
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3.4TAMANHO AMOSTRAL

Para a comparacao da diferenca entre as sendilediadtos trés testes diagnosticos
(imprint, escarificacdo da borda externa e escagfio da borda interna) foram
realizados dois diferentes calculos amostraiszatiilo o programa estatistico “R”
2.12.1. Em ambos, o numero amostral de 102 lesdesuficiente para afirmar
diferencas entre as sensibilidades, ao nivel defisi@ncia de 5% e poder de 80%. Em
ambos os célculos foram considerados que os da@ipgaeados e que existe uma

concordancia na positividade entre os testes.

3.5CRITERIO DE ELEGIBILIDADE E SELECAO DA AMOSTRA

Foram considerados elegiveis todos os pacientegabe 10 anos, apresentando
lesbes cuténeas ulceradas, atendidos no ambulatoridigiLeish/IPEC/Fiocruz, no
periodo compreendido entre 2009-2010, que tiver@etadas amostras clinicas para o0s
procedimentos de isolamento em cultura, “imprinsearificacdo, em dois locais da
les&o, e assinaram o termo de consentimento lieselarecido. Foram desconsiderados

agueles que por qualquer motivo, nao tenham calatederial para todos os métodos.

3.6.PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA O

DIAGNOSTICO

3.6.1.ESCARIFICACAO

Este procedimento foi realizado em ambiente amtwiddt por profissional
treinado. Inicialmente fez-se anti-sepsia com dlatdico 70% (Rioquimica, Sao
Paulo, Brasil) na lesé@o. A escarificacdo foi reae na area mais infiltrada da borda da
lesdo utilizando-se lamina de bisturi de ponta fina 11) (Embramed, Sao Paulo,
Brasil). O procedimento foi realizado em duas etapansiderando sempre o0 mesmo
local da lesdo: primeiro foi confeccionado uma gencom material obtido da borda
externa (BE) da leséo e posteriormente outra, comeada com material obtido da
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borda interna (BI). O material obtido foi distenalida lamina de vidro, realizando-se
pequenos esfregacos sem sobreposicdo obedecemda sequéncia pré-estabelecida.
Ao final de cada etapa do procedimento de escagdic, realizado em BE e Bl, o
paciente indicou o nivel de dor, através de umicadie escala analoga visual (CFDIS
Association of America, 2010) que variou de 0 g&ftos (Figura 1). Considerou-se 0
intervalo de 0-1 como “nenhuma” intensidade de der2-3 “leve”; de 4-5 “moderada”,

6-7 “intensa” e 8-10 “insuportavel”. O procedimeritd realizado sem hemostasia em
ambos os locais e a ocorréncia de sangramentoetpstrada, sendo considerada
positiva quando houve a necessidade de interronmpeocedimento por duas vezes

para estancar o sangramento com auxilio de condforessn gaze.

Nenhuma Leve Moderada Intensa Insuportavel

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 1 - Cartdo de escala analoga visual de dor para ig&bcgpelo paciente, da
intensidade de dor durante o procedimento de ésegéo realizado em borda externa
e interna da leséo (CFDIS Association of Ameri€d,®

Para preparacdo das laminas para os exames dist@gificacdo e “imprint”),
foram utilizadas laminas de microscopia com areamalcadas. Cada area (casela)
possui 250 campos (aumento de 1000 vezes) totdbza®00 campos por lamina. As
laminas utilizadas foram previamente limpas e dgseturadas. A confec¢cdo de ambos

os procedimentos foi realizada considerando a setuéapresentada na Figura 2.

Inicio do
preparo e leitur]

@-@--@--@--@--@;
OO0~

Figura 2 - Representacdo esquematica da lamina de micoscopm, 12 areas
demarcadas (caselas) utilizadas para confeccao edasmes diretos (imprint e
escarificacdo). Cada area possui 6mm e correspand®0 campos microscopicos
(x1000).
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Apos confeccdo das laminas, as mesmas foram enftadais ao laboratdrio em
caixas apropriadas e imediatamente submetidasagaiix empregando alcool metilico
P.A. (Vetec Duque de Caxias, Brasil) durante 5 meswuQuando completamente secas,
as laminas foram coradas pelo método de GiemsackMd@armstadi, Germany)
considerando a diluicdo de duas gotas do coramte qaala 1 mL de tampéo fosfato
(pH=7,2) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e imersssa solucdo por 20 minutos com
posterior lavagem em agua corrente.

A leitura das laminas foi feita com objetiva de is@ (x1000) seguindo a
mesma sequéncia indicada no esquema da figurajeando-se todos os campos das
areas demarcadas da lamina e registrando-se @ caxi# foi encontrado o primeiro

parasito.

3.6.2.CULTURA

A biopsia da lesdo, de responsabilidade do méthcorealizada apos o
procedimento de escarificacdo, considerando o mdsoab que foi escarificado. Foi
mantida a mesma lesdo para todos os métodos poeposste estudo. A Figura 3
mostra, em representacdo esquemadtica, os locdissda onde foram realizados os

procedimentos de escarificacao e da biopsia .

Bidpsia (Fragmento retirado do local onde
foram realizadas as escarificagoes )

“u“’ Escarificagao — Borda interna

Escarificacdo — Borda externa

Figura 3 - Representacdo esquematica do local da lesdo omdm fieealizados os
procedimentos de escarificagdo em borda externpdBiierna (Bl) e de realizacdo da

bidpsia para cultura e o “imprint”.
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ApoOs o procedimento de escarificacao, foi realizaolaa anti-sepsia com alcool
etilico 70% (Rioquimica, Sao Paulo, Brasil) e aesist local com lidocaina 2%
(Hypofarma, Minas Gerais, Brasil) e, com auxilio wla “punch”, foi retirado um
fragmento de cerca de 5-6 mm de diametro, queivaido em duas partes, sendo uma
utilizada para realizacdo do “imprint” e outra parngolamento em cultura.

O fragmento para o isolamento em cultura foi iratdnente colocado em
solucdo fisiolégica (NaCl 0,85%) (Vetec, Duque dexi@s, Brasil) contendo o
antifungico 5’fluorocytosine (150pg/mL) (Sigma, iBteein, Germany) e os antibidticos
penicilina (200U/mL) e estreptomicina (200pugmL)gi8a, Steinhein, Germany) onde
permaneceu por 24 horas a temperatura de 4°C. ég8®&s periodo, o fragmento foi
seccionado e transferido assepticamente para ut#ss tcontendo meio de cultura
bifasico Novy, MacNeal, Nicolle (NNN) acrescido deeio Schneider's (Sigma,
Steinhein, Germany) suplementado com 10% de sda B®vino -SFB- (LAC
Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) e submetidosmaptratura de 26-28°C em estufa
BOD (FANEN , Brasil). Os exames das culturas forasalizados a fresco
semanalmente durante 30 dias. As amostras isoléal@sn criopreservadas e

posteriormente identificadas por eletroforese dernigimas.

3.6.3."IMPRINT"

A impressdo em lamina foi realizada imediatamenp@saa biopsia. Se
necessario, apds a excisao cirurgica, o fragmesitdigeiramente pressionado sobre
uma gaze ou papel de filtro para retirada do excesssangue ou exsudato. Com
auxilio de uma pinga, realizou-se compresséo (fdaol) do fragmento sobre cada
casela da lamina, mantendo-se a mesma sequéndadatipara o procedimento de
escarificacdo. Os movimentos de aposicado do fragmawbre a lamina foram feitos
delicadamente sem sobreposi¢cdo. A fixagdo, coloraz@&xame das laminas foram
realizados como descrito no item 3.6.1.
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3.6.4.IDENTIFICACAO DOS PARASITOS ISOLADOS POR
ELETROFORESE DE ISOENZIMAS (MLEE)

Todos os isolados obtidos durante o estudo foramazgnados no Banco de
Amostras do VigiLeish/IPEC/Fiocruz e analisados platroforese de enzimas. Para
caracterizagao os isolados foram cultivados em m@iopriado para obtencéo de cerca
de 10 parasitas e, posteriormente submetidos a lavagemgampdo proprio, sob
centrifugacdo até a obtencdo de um sedimento quarrfmazenado em botijoes de
nitrogénio liquido (M) até a realizacdo da técnica. Para a corridaoébeética, foi
preparado um gel de agarose Tipo V (Sigma, SteiniBermany) a 1%, em tampao, de
acordo com a enzima estudada e colocado sobrelme die poliestireno (Gel Bond —
Amershan Bioscience, EUA) onde a amostra testadlicada. Foram empregados seis
sistemas enzimaticos: 6PGDH (6-fosfogluconato deg&hase, EC.1.1.1.43); GPI
(fosfoglucose isomerase, EC.5.3.1.9) ; NH (nucbkasihidrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1);
G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase, EC.1.1).2495M (fosfoglucomutase, EC.
1.4.1.9) cuja metodologia foi baseada em protocqébsdefinidos na literatura
(CUPOLILO et al.,, 1994). Amostras de referéncia deihmania braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), Leishmania amazonens{$FLA/BR/67/PH8) eLeishmania
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147) foram empregadas em todas asridas
eletroforéticas. A revelacao da atividade enzinaatias amostras foi feita colocando-se
diretamente sobre o gel uma mistura contendo ostrembs, transportadores e
receptores de elétrons, cofatores e tampdes psdpa@ cada enzima, sendo a reacao
interrompida pela adicdo de &acido acético a 5%€d/ebuque de Caxias, Brasil). A
mobilidade eletroforética das amostras foi compareaim o padrdo das amostras de

referéncia utilizadas nos ensaios.

3.6.5.CRITERIO DE ANALISE DOS RESULTADOS

As analises consideraram o grupo total de pacieémtgsdos no estudo (GT) e 0
grupo de pacientes com diagnostico final de leishosa (GL).

A analise exploratoria dos dados foi realizadavas de frequéncias das
variaveis: diagnostico final, local de moradia, sexumero de lesdes, tempo de

evolucéo das lesdes, localizacdo das lesdes, ac@rde sangramento e intensidade de
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dor para o procedimento de escarificacao. A idadepacientes foi expressa através da
média e desvio-padrao.

O teste exato de Fisher foi empregado na avali@ggi@ssociagdo entre a
ocorréncia de sangramento e o local da escarificB& e Bl). Na avaliacdo entre
tempo de evolucdo da lesdo e o resultado do impriescarificacdo (positivo ou
negativo) considerou-se apenas o grupo com leislos®@(GL).

A comparacéo entre a intensidade de dor em BE feiBkalizada atraves do
teste ndo parameétrico de Wilcoxon.

Para determinar a positividade relacionada ao nugercampos microscopicos
examinados nos exames diretos, foi estabelecido gmmto de corte a area demarcada
da lamina onde foi encontrada a primeira forma égwa. O total de casos positivos
acumulados (R"™ em relacdo ao numero de areas demarcadas exawiriad
expresso em percentual (%) permitindo a determaag um namero minimo de
campos microscépicos a serem examinados.

Para avaliacdo da concordancia entre os examegodir@€imprint” e
escarificacdo) e a cultura, empregou-se e testpakainples baseado nos critérios de
Landis e Koch (LANDIS& KOCH, 1977) ondé < 0,20 (concordéancia pobre); 0,2k<
< 0,40 (fraco); 0,41« < 0,60 (moderado); 0,61k< 0,80 (substancial) k>0,80 (quase
pefeita).

Os parametros de acuracia dos ensaios utilizadste mstudo: sensibilidade,
especificidade, concordancia simples, valores pvedipositivo (VPP) e negativo
(VPN) e seus respectivos intervalos de confianC@3%0) foram calculados através do
software Statistical Package for the Social Scier{&SS), version 16.0. P-valores <

0,05 indicaram associacdes estatisticamente sigtiifas.
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4. RESULTADOS

4.1 DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Foram incluidos no estudo 110 pacientes com saspkitica de LTA atendidos
no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro ChagdsC|FFIOCRUZ.

Noventa e oito (98%; n=108) dos pacientes residiamestado do Rio de Janeiro,
enquanto 2% (n=2) residiam no estado da Bahia efid@o. Dentre os residentes no
estado do Rio de Janeiro, 57% (n=62) residiam npicfpio do Rio de Janeiro e os
outros 43% (n=38) foram oriundos dos demais muitisigo estado.

Com relacdo ao diagnostico final, 36,4% (n=40) gesientes analisados
obtiveram diagnostico de leishmaniose, 17,3% (n=difgndstico de esporotricose,
16,4% (n=18) piodermite, 8,2% (n=9) Ulcera de eti@ vascular, 13,5% (n=15) foram
diagnosticados com outras patologias e 8,2% (n=&) opbtiveram diagndstico
(inconclusivo).

Dos 40 pacientes confirmados com LTA, 38 residiamestado do Rio de
Janeiro, 1 no estado do Maranh&o e 1 na Bahia.

A idade média dos pacientes foi de 39,9 + 3,5 aogrupo total (n=110), e de
37,6 £5,8 anos dentre os pacientes com leishma(neg®).

No grupo de pacientes com leishmaniose foi obserwaaior acometimento do
sexo masculino e maior acometimento dos membrosrisups e inferiores quando
comparado ao grupo total de pacientes.

A tabela 1 apresenta as variaveis avaliadas nadoigl de pacientes estudados

(GT;n=110) e pacientes com diagnaostico de leishasani(GL; n=40)
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Tabela 1 - Variaveis avaliadas no grupo total de pacienssdados (GT;n=110) e

pacientes com diagndstico de leishmaniose (GL;0p=dtendidos no Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC, FIOCRUZ2B09-2010)

Resultados por grupo

variaveis GL (n=40) GT (n=110)
%(n) % (n)
Sexo
Feminino 30,0 (12) 59,1 (65)
Masculino 70,0 (28) 40,9 (45)
NuUmero de lesdes
1-3 lesdes 85,0(34) 92,8 (17)
Acima de 3 lesGes 15,0 (6) 7,2 (8)
Tempo de evolugao das
lesGes
1-3 meses 65,0 (24) 62,7 (69)
Acima de 3 meses 35,0 (14) 36,4 (40)
N&o informado 0 0,9 (1)
Localizacao da lesdo
Face/Pescoco 12,5 (5) 7,3 (8)
Bracos 55,0(22) 6,4 (7)
Pernas 25,0 (10) 34,5(8)
Tronco 7,5 (3) 51,8 (57)
Ocorréncia de sangramento
BE
Sim 70,0 (28) 58,2 (64)
Nao 30,0 (12) 41,8 (46)
Ocorréncia de sangramento
BI
Sim 30,0 (12) 25,0 (28)
Nao 70,0 (28) 75,0 (82)
Intensidade de dor BE
0-1 60,0 (66) 60,0 (24)
2-3 23,6 (26) 20,0 (8)
4-5 10,9 (11) 20,0(8)
6-7 1,8 (2) 0
8-10 3,6 (4) 0
Intensidade de dor BI
0-1 61 (55,5) 55,0 (22)
2-3 23(20,9) 22,5(9)
4-5 15 (13,7)  2,5(1)
6-7 3,6 (4) 7,5 (3)
8-10 6,3 (7) 0
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4.2 RESULTADOS LABORATORIAIS

Dos 110 pacientes estudados, 40 apresentaram esgiaem meio de cultura de
Leishmaniasp., dos quais 34 foram positivos ao primeiro exaa cultura (7° dia) e 6
ao segundo exame (14° dia). Nenhum paciente apoeserames positivos nas leituras
realizadas no 3° ou 4° exames (21° e 30° dia) sEswiltados podem ser observados na
tabela 3.

Das 40 amostras deeishmaniasp. isoladas e analisadas pela técnica de
isoenzimas, 39 apresentaram perfil eletroforétmmmativel com a cepa de referéncia
de Leishmania braziliensigMHOM/BR/75/M2903) e uma com a cepa referénicia
amazonensi@dFLA/BR/67/PH8) em todos os seis sistemas estslad

A cultura de amostras de 15 pacientes apresentesciorento de outros
microorganismos, sendo em 14 amostras observadesoimento de fungos e em uma
amostra, crescimento de bactérias. Das 14 amostras crescimento fungico, dez
foram enviadas ao laboratorio de Micologia MédiEEC/FIOCRUZ), e em nove, foi
confirmado a presenca &porotrix schenckie em uma amostra a presenc&dedida
sp. Quatro amostras ndo foram encaminhadas, umajuez crescimento fungico
demonstrou caracteristicas visuais de possiveimmimantes, sendo o diagnéstico de
hanseniase virchoviana, esporotricose disseminaldara de etiologia vascular e
carcinoma espinocelular posteriormente confirmagkses quatro pacientes.

Em dois dos 15 pacientes que tiveram a culturaacoinbida pelo crescimento
de fungos, foram visualizadas, nas laminas para xame direto, estruturas
leveduriformes passiveis de confusdo com formastigotas deeishmania

No primeiro caso, 0 paciente era do sexo mascuHdo.anos, HIV (+) e
apresentou lesdo na coxa, palato e pé esquerde. gessente foi posteriormente
diagnosticado com esporotricose disseminada. Aroedg@o das laminas de “imprint” e
escarificacdo do material obtido da lesdo da cexelou a presenca de inUmeras
estruturas elipséides e arredondadas, localizadasinterior e no exterior de
macrofagos. A figura 4 mostra a lesdo de onde faaletadas amostras para 0 exame

direto (a) e as estruturas fungicas observadagaraedireto (b).
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Figura 4 - a - Leséo ulcerada em coxa direita de pacietie(iH) com esporotricose
atendido no Laboratorio Vigileish/IPEC/FIOCRUZ. blrimeras estruturas fangicas
elipsdides e arredondadas, localizadas dentro wgdéo observadas em laminas de

exame direto coradas pela técnica de Giemsa (x1000)

Embora semelhantes a formas amastigotas em tanediohmato, tais estruturas
nao apresentavam cinetoplasto, caracteristica foed@l para identificacdo dos
parasitas do géneteishmania

No segundo caso, o paciente era do sexo feminirenb6%, com extensa Ulcera
localizada na perna direita, cujo diagnéstico dmnal de estase foi dado pelo exame
histopatolégico. No exame direto, tanto das lamsoha“imprint”como de escarificacao
foram observadas estruturas elipticas, com hatspeaente ao redor, A figura 5 mostra
a lesdo 4) de onde foram coletadas amostras para 0 exane¢o d&r estruturas

observadas ao microscopim €, d).
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Figura 5 - a - Extensa Ulcera localizada na perna diretgpaciente com Ulcera de
estase atendida no laboratério Vigileish/IPEC/FIQZRb, c e d: estruturas elipticas,
apresentando halo transparente ao redor, obsenadatiminas de exame direto
(x1000).

Os resultados laboratoriais de confirmacao dosp#es com leishmaniose pelo

isolamento em cultura podem ser observados naatabel
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Tabela 2 - Resultados dos métodos parasitolégmdtuca, "imprint" e escarificacao)
dos 40 pacientes confirmados com leishmaniose ipelamento em cultura atendidos
no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro ChagR&€l FIOCRUZ, RJ (2009-2010).

Codigo Exame direto
Cultura P
da “imprint” Escarificagdo
amostra BE BI

1 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
3 Positivo 1°exame** Positivo Positivo Positivo
9 Positivo 2°exame* Negativo Negativo Negativo
11 Positivo 1°exame* Negativo Negativo Negativo
17 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
20 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
24 Positivo 1°exame* Negativo Negativo Negativo
31 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
32 Positivo 1°exame* Negativo Negativo Negativo
33 Positivo 2°exame* Negativo Negativo Negativo
38 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
40 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
41 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Negativo
a7 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
50 Positivo 2°exame* Positivo Negativo Negativo
51 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
53 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
56 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
58 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
59 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
63 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
66 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
67 Positivo 1°exame* Negativo Positivo Positivo
68 Positivo 1°exame* Negativo Positivo Positivo
71 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
74 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
76 Positivo 2°exame* Negativo Negativo Negativo
77 Positivo 1°exame* Negativo Negativo Negativo
78 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
80 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo
83 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Negativo
87 Positivo 1°exame* Negativo Negativo Negativo
88 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
89 Positivo 2°exame* Negativo Negativo Negativo
90 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Negativo
91 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Negativo
93 Positivo 2°exame* Negativo Negativo Negativo
100 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
106 Positivo 1°exame* Positivo Positivo Positivo
107 Positivo 1°exame* Positivo Negativo Positivo

Bl = Borda interna da leséo

BE = Borda externa da les&o

* amostras identificadas por isoenzimas cdmbraziliensis
** amostra identificada por isoenzimas comeamazonensis
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Com relacdo aos exames diretos, 28 pacientes fpasitivos no “imprint”,
demostrando uma sensibilidade de 70%. As laminasestmarificacdo em BE
apresentaram resultados positivos em 17 pacierdegjue proporcionou uma
sensibilidade de 42,5%. Ja as laminas de escgéaficam Bl foram positivas para 25
pacientes com sensibilidade de 62,5%. Quando itividesde dos trés exames diretos
foi combinada, o valor da sensibilidade alcancoib%/? Estes resultados podem ser
observados na tabela 3.

Foi observada maior ocorréncia de sangramentosdquanescarificacdo foi
realizada em BE da lesao (p=0,04).

A intensidade de dor indicada pelo paciente pargprocedimento de
escarificagcédo realizado em borda interna foi mdmrque em borda externa da lesé&o
(p=0,029).

N&o foi encontrada significancia estatistica eattempo de evolucao da lesédo e
a positividade nos exames diretos ("imprint" e gBcacéo) (p>0,05).

As laminas de escarificacdo Bl de maneira gerasgmtaram maior quantidade
de células brancas e menos hemacias que as larealasdas com material obtido de

BE, o0 aspecto geral tipico de ambas as preparagilesn ser observado na figura 6.

Giemsa realizada em borda externa (a) e internda(blgséao (400X).

A leitura de 1500 campos microscopicos foi sufiteguara concluir 93% e 92%
dos casos que apresentaram resultados positiva® ganprint” e escarificagdo em B,
respectivamente. Esses resultados sédo apresentatiizela 3.

Os demais parametros avaliados (concordancia, kapfma preditivo positivo -

VPP e negativo —VPN) s&o apresentados na tabela 4.
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Tabela 3- Relacédo entre as areas examinadas e a positvjgld os exames diretos

("imprint", escarificacdo em Bl e BE) em um grupe placientes com exame direto
positivo ("imprint" ou escarificacdo) atendidos Inetituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas - IPEC, FIOCRUZ, RJ (2009-2010).

Caselas* (n°

Exames diretos

de campos . Escarificacéo
microscopicos) Imprint BE Bl
nacum % nacum % nacum %

1 (250) 12 42,9 9 52,9 14 56,0

2 (500) 16 57,1 12 70,6 15 60,0

3 (750) 19 67,9 12 70,6 17 68,0
4 (1000) 23 82,1 12 70,6 21 84,0
5 (1520) 24 85,7 13 76,5 23 92,0
6 (1500) 26 92,9 14 82,4 23 92,0
7 (1750) 26 92,9 14 82,4 24 96,0
8 (2000) 26 96,4 16 94,1 24 100,0
9 (2250) 27 96,4 16 94,1 25  100,0
10 (2500) 27 96,4 16 94,1 25 100,0
11 (2750) 27 96,4 16 94,1 25  100,0
12 (3000) 28 1000 17 1000 25 100,0

*corresponde a area da lamina, ilustrada na figut@ada casela contém 250 campos microscépico0() 10
N ™ niimero de casos positivos acumulados em relacéidraero de areas demarcadas examinadas.

Tabela 4 -Sensibilidade, concordancia simples, Kappa, valediivo positivo (VPP)

e negativo (VPN) e seus respectivos intervalosamdianca (IC 95%) para as técnicas
de “imprint” e escarificacdo em borda externa (BH)orda interna (Bl) da lesdo em

110 pacientes atendidos no Instituto de Pesquisaic&l Evandro Chagas - IPEC,
FIOCRUZ, RJ (2009-2010).

A Sensibilidade  Concordancia 0 0
Técnicas (%) simples(%) Kappa VPP (%) VPN (%)
"Imprint” 70,0 (61,4-78,5) 87.2 (84,0-90,4) (Su0’730 100,0 (100-100) 81,8 (74,6-89,0)

Escarificacéo

BE

Bl

42,5 (33,351,7) 755 (67,5796 ,

bstancial)

0,461

62,5 (53,4-71,5) 84.0 (77,1-90,8) (SUO'659

bstancial)

oderado)

100,0 (100-100)

100,0 (100-100)

70,1 (61,5-78,6)

78,2 (70,4-85,9)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo comparamos as sensibilidades dascasécumie “imprint” e
escarificacdo realizada em dois locais da leséo €BE) em relacdo ao padrao de
referéncia (isolamento em cultura) para o diagondstia LTA em um grupo de 110
pacientes atendidos no laboratério de VigilanciaLemshmanioses no periodo de 2009-
2010. O diagnéstico de leishmaniose tegumentarctmifirmado em 36,4% dos
pacientes.

Esporotricose e piodermite foram, apds a leishnsanios diagnosticos mais
comuns, ressaltando-se a importancia do diagnddiiecencial entre estas doencas e a
LTA, em especial a esporotricose, que no estadBidale Janeiro adquiriu ha alguns
anos proporcgdes epidémicas envolvendo pessoasnaiare se superpondo a areas de
incidéncia de LTA (BARROS et al, 2010). Os daddfia-epidemiolégicos
observados no grupo de pacientes com diagnostitzistenanioses concordam com o0s
padrbes descritos para a doenca no municipio dodRidaneiro: a) ocorréncia em
bairros, os quais ja sdo conhecidos por serem éresmicas para a LTA, com casos
frequentemente descritos (KAW& SABROZA, 2002, de OLIVEIRA-NETO et al.,
2000). b) maior freqiiéncia de acometimento do semsculino e, c) ocorréncia de
lesdes, com maior freqiiéncia nos membros superoieteriores (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

O tempo médio de evolucéo das lesdes foi de 1-@seemra 65% dos pacientes
confirmados com leishmaniose (GL). O tempo de eamwdas lesGes de LTA tem sido
associado a positividade dos exames parasitologRAMIREZ et al., 2000). Neste
estudo, apesar de termos encontrado maior positigidnos exames diretos, em lesdes
recentes (1-3meses), quando tratado estatisticamid resultados ndo demonstram
associacao significativa, discordando da literatiramportante ressaltar que o tempo
de evolucao das lesGes descrito no prontuario mgéfticdado pelo paciente, devendo-
se considerar que muitas vezes o inicio dos sirdgmode passar despercebido pelo

mesmo
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Para o diagnostico das leishmanioses o isolament@wdtura, devido a sua
elevada sensibilidade, capacidade de demonstragéparchsita e possibilidade de
armazenamento dos isolados para estudos futuradoécomo método padrdo de
referéncia, entretanto, possui como inconvenieategssibilidade de contaminacdes, o
custo e o tempo necessario para conclusdo do ef@emm de 30 dias). Em nosso
estudo, em todos os casos diagnosticados pelaaaltobservagéo do parasita ocorreu
até o 14° dia de cultivo; essa caracteristica \v@ama observada em nosso laboratério e
corrobora resultados de outros estudos (LUZ e8D9). Tal resultado mostra que o
isolamento em cultura, apos duas semanas, constit@vento raro para os parasitos do
género Leishmania A partir do isolamento em cultura foi possivekrntficar as
amostras pela técnica de eletroforese de isoenzi@asica também considerada de
referéncia para caracterizacdo ldeishmania Das 40 amostras isoladas, 39 foram
identificadas comd.. braziliensis,confirmando a incriminacdo dessa espécie como
responsavel pela maior parte dos casos de LTA dessel do pais (LUZ et al., 2009).
Uma Unica amostra apresentou perfil compativel cataLeishmania amazonensis

A amostra caracterizada comho amazonensifoi isolada de um paciente que
chegou ao servigco apresentando uma possivel re@ivainica da doenca, que havia
sido adquirida e tratada pela primeira vez no estinl Maranh&o. A reativacao foi
confirmada e a espécie identificada com@mazonensjsjue € endémica no estado do
Maranh&o (SALDANHA et al., 1995; SALDANHA et al.98). Tal espécie causa na
maioria dos casos, formas tipicas de leishmaniggaea, entretanto, excepcionalmente
pode causar um grave quadro de leishmaniose demmd® individuo infectado, a
forma cutanea difusa. No estado do Rio de Janeirgegistrado apenas um caso
autoctone desta doenca e da infeccad_pamazonensiao ano de 2006 (AZEREDO-
COUTINHO et al.,, 2007). Esse resultado ressaltanportancia da caracterizacao
etioldogica e monitoramento das espécies Lédshmaniaque sao endémicas nas
diferentes regibes do pais e que podem estar dofrenigracbes conforme o
deslocamento humano.

Para o isolamento deeishmaniasp, utiliza-se meio de cultura extremamente
rico em aminoacidos e proteinas, que favorece ascionento de qualquer
microrganismo infeccioso. O crescimento de fungbaatérias é possivel, uma vez que
lesbes cutaneas ulceradas sdo altamente suscetiv@igaminacéo secundaria (ZIAIE
& SADEGHIAN, 2008). De outro lado, lesbes cutaneadem também ser causadas

por diferentes agentes fangicos, devendo-se figamt@ ao seu crescimento. Por essa
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razdo, quando observamos crescimento flngico emsteasoprocessadas para 0O
diagnostico da LTA, encaminhamos a cultura da amopara o laboratério de
Micologia Médica (IPEC/FIOCRUZ) para que este passaidentificado. Dessa forma
em 14 pacientes cujas amostras apresentaram ceesoirde fungos, confirmou-se a
presenca d&porotrix shenckiem nove pacientes. Essa alta taxa de isolamen® d
shenckiié favorecida, como ja dito anteriormente, pelézagdo de um meio de cultura
rico em nutrientes como também pela baixa eficdgiantifingico fluorocitosina, que é
utilizado na solucéo salina usada para coleta dpsta (ALVARADO-RAMIREZ &
TORRES-RODRIGUEZ, 2007). Esse fluxo de amostrasregpia estabelecidos entre
os laboratdrios tem sido bastante Gtil para o diatico final dos pacientes atendidos no
IPEC-FIOCRUZ.

O exame direto constitui uma ferramenta de extretiidade para o diagnostico
da LTA, entretanto, o fato de ser uma técnica smpido dispensa a necessidade de
pessoal qualificado para sua realizacdo, j4 quesoltado final pode ser influenciado
pela experiéncia do observador. A presenca de ndigi@das estruturas nos exames
diretos para LTA, pode constituir um fator de cad@in e gerar erros no diagnostico
final, principalmente quando tais estruturas asfieanese a formas amastigotas. Nessa
situacdo, a visualizacdo do cinetoplasto é decipaa o0 diagnostico de certeza,
ressaltando, a importancia da qualidade da colorded preparacdes para o exame
direto para LTA (MELLO et al, 2011). De outro ladwm relato pelo microscopista da
presenca dessa estruturas pode ser um alerta phagrwstico do paciente, uma vez
qgue determinados agentes fungicos podem ser cadmdom formas amastigotas.
Estruturas leveduriformes dtistoplasma capsulatuf8AO THIAGO et al, 1998 de
Candidasp e desS. schenckiifMELLO et al, 2011) tem sido relatadas como agegtes
podem ser confundidos com formas amastigotdsetdhmaniasp nos exames diretos.
Apesar do encontro de leveduras3leschenckinos exames diretos ser um fato raro
(MORRIS-JONES, 2002; PANG et al., 2004), em nosstod® tais estruturas foram
encontradas em um paciente HIV positivo (MELLGalet 2011). Além disso, relatos
de co-infeccdo poLeishmaniasp. eS. schencki{Agudelo, Restrepo et al. 1999) e
infeccBes secundérias (bacterianas ou fungicae)tas@bém relativamente frequentes
em lesdes de LTA (ZIAIR SADEGHIAN, 2008) o que pode inviabilizar o diagtiés
atraveés da cultura. Nestas situacdes, 0 exame g¢liogte determinar o diagnostico final
de LTA.
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Apesar de todas as vantagens, 0s exames citoladjietes, apresentados neste
estudo e também descritos na literatura, sdo tido® métodos de baixa sensibilidade,
ja que estéo diretamente relacionados a cargaifdaicasNo entanto, sdo métodos de
grande aplicabilidade em varios aspectos e, nesséexto, o procedimento de
escarificacdo pode se apresentar como uma ferranpexierosa, principalmente pela
facilidade da implantagdo deste método nos nivaisapios de assisténcia. Além de ser
um método rapido, este método necessita de pednfemestrutura, tem baixo custo e o
material para exame é de facil obtencdo. Além dipso ser pouco invasivo, pode
permitir repeticbes do exame, sem a necessidadecderer a centros de referéncia
especializados. Neste estudo, encontramos vatleresensibilidade de 70,0% para o
“imprint” e de 42,5% e 62,5% para o procedimenteesiearificacdo realizado em BE e
Bl, respectivamente. Estes resultados reforcamparitéincia dos métodos diretos para
o diagnostico de parte dos casos de LTA. Quarslar@s exames (“imprint,
escarificcdo em Bl e BE) foram associados, geravama sensibilidade de 77,5%,
mostrando que a associacdo de diferentes métodde te aumentar a sensibilidade
diagndstica da LTA, como ja revelado em outros desstu(RAMIREZ et al, 2000;
FAGUNDES et al, 2010).

Os parametros de sensibilidade dos exames diredos IPTA podem ser
extremamente variados, com indices de 32,7% (WEI@LEal.,, 1987) a 90,4%
(RAMIREZ et al, 2000). Sabe-se que tal variacaoepestar relacionada a inUmeros
fatores, entre eles o tempo de evolucdo da lesp@ce de_eishmaniaresponsavel
pelo caso, carga parasitaria, sitio da lesdo onuasita € pesquisado e, ndo podemos
deixar de mencionar, a experiéncia do observadani@mero de campos microscopicos
e/ou laminas examinadas (BRUSTOLONI et al., 200l8.literatura cientifica, essas
informacBes nem sempre séo fornecidas, dificultamdomparacéo entre os resultados
obtidos entre os varios estudos publicados. Ao emanmos o procedimento de
escarificacdo realizado em dois locais da lesdaserehmos indices de acuracia
diferentes, demonstrando que o sitio para coletkes@ é um aspecto que deve ser
considerado, como ja demonstrado previamente. RAMIRt al., 2000, observaram
gue no exame microscopico direto, os valores dsilsédade saltaram de 78,3% para
material obtido por bidpsia realizada na bordaeddd para 90% por bidpsias realizadas
no centro da lesdo. Adicionalmente, é também cadbegque os parasitas do género
Leishmaniadistribuem-se de forma irregular nas lesbes caMENGISTU et al,

1992), caracteristica que pode, também, influerngariveis de sensibilidade, de acordo
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com o local da lesdo em que é feito a coleta. Bgreocedimento de escarificacdo, é
sugerido que o raspado seja feito em mais de ual e lesdo, visando dar mais
chance de encontro do parasita, entretanto, eno restsdo, optamos em realizar o
procedimento de escarificacdo em um unico locaBlde BE para que os resultados
pudessem ser comparados com a cultura do fragndentmopsia que foi retirado do

mesmo local escarificado.

Embora o procedimento de escarificacdo para o d&igpo da LTA néo
necessite de intervencdo anestésica, ndo encomstramdteratura, nenhuma referéncia
a intensidade de dor gerada pelo procedimento.a3pécto, avaliado neste estudo,
demonstrou que o procedimento realizado na boreania da lesédo foi mais doloroso
do quando realizado na borda externa, ainda assimeabzacdo cotidiana do
procedimento revelou boa aceitabilidade da maidaa pacientes e a facilidade de
realizacdo em individuos de diferentes idades tagores de lesGes localizadas em
sitios que conferem maior sensibilidade.

Diferentemente da analise da dor que é voltada @éem estar do paciente, o
registro da ocorréncia de sangramento € importpata a qualidade do material
coletado para a analise. Apesar de ser aconselhdaigtar a coleta com isquemia
digital a fim de evitar sangramentos, neste esagl@oletas ocorreram sempre sem
isquemia, por fatores ligados a localizacado da@elese a realizacdo de procedimento
por um unico profissional. Os sangramentos foramis nfeeqiientes quando a
escarificacdo foi realizada na borda externa déolesm relacdo ao procedimento
realizado na borda interna. Isto ocorreu provavetmeorque no primeiro local foi
necessario romper o tecido para coletar o mat&ake procedimento acaba por atingir
pequenos vasos sanguineos gerando liberacdo dees@®ependendo da quantidade, a
presenca de hemacias pode atrapalhar a leitur@masas. No procedimento realizado
na borda interna a coleta foi mais facil fornecendo material muito rico em células
brancas e parasitos, com pouquissimas hemacidsafao a leitura microscopica.

A escarificacdo em Bl da lesdo se mostrou supenoidiferentes aspectos em
relacdo a realizada em BE, como maior sensibilidagenor ocorréncia de
sangramentos e melhor qualidade do material calet@hdo em vista todos esses
aspectos apontamos esse local como de eleicdogadizacao do procedimento.

Outro fator ja citado que influencia na sensibifidalo exame direto é o nUmero
de campos microscoépicos lidos por lamina para émisos resultados. Navin et al

(1990), em seu estudo observou uma substanciagiewnos indices de positividade
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que foi proporcional ao numero de laminas (campagascopicos) examinadas. A
OMS recomenda a leitura de 1000 campos microsc®gigoobjetiva de imersédo antes
que seja liberado um resultado negativo para aasste baco em pacientes com
suspeita de leishmaniose visceral (ORGANIZACAO MUND DE SAUDE, 1999),
entretanto para leishmaniose cutanea ndo ha quaieigeéncia na literatura sobre o
namero de campos a serem examinados, ficando isgoovfal forcado a examinar toda
a lamina. Por esse motivo, neste estudo, estabebsceritérios de confecgdo da lamina
e das leituras das mesmas, visando uma unifornizégsi metodos, a fim de avaliar se
existe um numero ideal de campos microscopicoseasbdos, antes da liberacdo de
resultados negativos

Os critérios utilizados, tanto para confeccdo d@asirlas, assim como para as
leituras, nos indicaram que o0 exame de cerca d® tB@hpos microscopicos foi
suficiente para concluir 93% e 92% dos casos guesaptaram resultados positivos
para o “imprint” e escarificacdo em BI, respectieste. Exames diretos costumam
despender certo tempo e esse dado torna-se redesmrdonsideramos a demanda de
laboratorios que realizam esse exame na rotinandstiga. Otimizando o tempo gasto
com a leitura das laminas e diminuindo o desgast@rdfissional responsavel pelo
diagnostico, j& que é recomendado que a visuabizaed formas amastigotas, nos
exames diretos, seja realizada por no minimo dessoas antes da liberacdo do
resultado final, pode-se melhorar a qualidade doltado.

Ja que o diagndéstico precoce constitui uma das dagdmais eficazes no
controle da doenga, a adoc¢do de métodos eficientesbaixo-custo torna-se essencial,
principalmente em niveis primérios da assistén8ZARGIKI et al.,, 2009). Os
parametros de acuracia apresentados neste estodtarapque os métodos diretos
podem ser empregados com seguranca no diagnostichTd, em especial, o
procedimento de escarificagcdo em BI, devido aitiadlle de confeccdo e ao baixo custo
do exame, além de permitir repeticdes do procednem diferentes momentos,
aumentando a chance de encontro do parasito, lmeingio para o diagnéstico dos

casos de LTA.
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CONCLUSOES

Os valores de sensibilidade obtidos, aliados alidade de execucdo e
aplicabilidade das técnicas de “imprint” e esceaiféo em borda interna de leséo
mostram que essas metodologias podem ser empregadageguranca e utilizadas
para o diagnostico de parte dos casos da LTA;

O procedimento de escarificacdo foi de facil exé@oygndependente do local,
entretanto, a qualidade do material coletado ndebimterna foi superior a coleta em
borda externa,

A comparacdo da sensibilidade diagnostica paraooegdimento de escarificacao
realizado em dois locais da lesdo aponta a botdemancomo local de elei¢cdo para a
realizacdo do procedimento;

A ocorréncia de sangramentos foi menor quandoaiésacao foi realizada em Bl
da lesao, entretanto esse local foi indicado corais noloroso pelos pacientes;
Leishmania braziliensigoi a espécie de maior prevaléncia no grupo estda
corroborando dados da literatura que apontam espécie como principal
responsavel pelos casos de LTA no estado do Riarmkro;

O encontro de um isolado desishmania amazonensigsssalta a importancia da
vigilancia epidemiologica no monitoramento das em®ecirculantes no Brasil;

A visualizacdo de estruturas semelhantes a amtsigon pacientes com outros
diagnosticos indica que, mesmo nesta metodologtegimamento e experiéncia a
equipe seja fundamental para o correto diagnédadafeccéao;

Os critérios para confeccéo e para leitura dos egatiretos permitiram estabelecer
um numero de campos minimos para emissdo dosadssile demonstrou que o
método de escarificacdo deve ter esses critéridsopaados e uniformizados,
garantindo qualidade do diagnéstico que é realizmlaiferentes regides do Brasil;
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9) Nossos resultados permitem propor a implantaca@xdone padronizado como
técnica de rotina diagndstica, principalmente rumsik onde 0 acesso a métodos

mais complexos é limitado.
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AMERICANA (LTA): ARTEFATOS E OUTROS PARASITAS PODEM
DIFICULTAR O EXAME?
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Palavras Chave:
Leishmaniose cuténea, diagnéstico, exame direto

Resumo:

Introdug@o: As técnicas de imprint e escarificagdo sédo sem duvida, as mais
utilizadas para o diagnéstico da LTA, principalmente pelo baixo custo e facilidade de
implantacéo do método.

Objetivo: Relatar caracteristicas do exame citologico direto no diagnostico da
LTA, onde o encontro de estruturas fungicas poderia gerar interpretacdes confusas
no diagnéstico final.

Material e Métodos: Trés pacientes, portadores de lesSes cutaneas, foram
atendidos no Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses(IPEC/FIOCRUZ).

Realizaram-se os procedimentos de escarificacéo e coletaram-se fragmentos de
biopsia para imprint, cultura (leishmania, bactérias e fungos) e histopatologia.

As |&minas foram fixadas em metanol, coradas pelo Giemsa e examinadas por
microscopia 6ptica (MO-1000X).

Resultados:Caso 1: O exame citolégico por MO revelou a presenga de inimeras
estruturas elipsdides e arredondadas com presenca de nlcleo, localizadas no
interior e exterior de macréfagos.

Tais estruturas embora com grande semelhanga a formas amastigotas, n&o
apresentavam cinetoplasto.

O diagnostico final de esporotricose foi dado pela cultura para fungos.

Caso 2. Observaram-se estruturas seguramente compativeis com formas
amastigotas, e elementos flngicos dispersos no material com grande semelhanga
estrutural ao citado no caso 1, porém com halo transparente ao redor.

A cultura para Leishmania sp apresentou crescimento bacteriano e o cultivo para
fungos revelou crescimento de Candida sp.

O diagnéstico final de LTA foi dado pelo exame direto.

Caso 3: Elementos fungicos com presenga de halo transparente foram
observados.

A cultura para Leishmania sp apresentou crescimento flingico e o cultivo
micolégico foi negativo.

O diagnostico final foi dado pela histopatologia, que revelou caracteristicas
compativeis com Ulcera de estase, no tecido.

Conclusdo: A realizagdo de exames diretos necessita de pessoal treinado e
leituras cuidadosas, observando determinadas caracteristicas morfoldgicas, as
quais podem ser importantes para a conclus&o do caso.

E fundamental que tais resultados sejam combinados com a histéria clinica,
epidemioldgica e quando possivel com outros exames laboratoriais
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AVALIACAO COMPARATIVA DA SENSIBILIDADE DO IMPRINT E
ESCARIFICACAO NO DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA (LTA) EM PACIENTES ATENDIDOS NO LABORATORIO DE

VIGILANCIA EM LEISHMANIOSES DO INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA
EVANDRO CHAGAS, FIOCRUZ.

Autores:

Cintia X Mello, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS — IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Armando O Schubach, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS — IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Raquel Vc QOliveira, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS - IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Fatima Conceigdo-silva, INSTITUTO OSWALDO CRUZ - 10C, FUNDAGAO OSWALDO CRUZ-
FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Maria If Pimentel, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS - IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Marcelq R Lyra, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS - IPEC,
FUNDACAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Erica Cf Vasconcellos, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS - IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Maria De F Madeira, VIGILEISH - INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS - IPEC,
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ- FIOCRUZ, RIO DE JANEIRO, BRASIL

Palavras Chave:
Leishmaniose cuténea, diagnostico, escarificagéo

Resumo:

Introduc&o: Na LTA a demonstragdo do parasito & importante para o diagnostico
de certeza, ja que a infeccdo apresenta uma variedade de manifestagées clinicas
que podem ser confundidas com outras doengas.

Os métodos parasitolégicos diretos sdo de grande utilidade nesse contexto.

Objetivos: Comparar a sensibilidade dos procedimentos de imprint e
escarificacdo frente a cultura e avaliar dois locais da lesdo (borda interna e externa)
para escarificacéo, considerando aspectos como dor, sangramentos e encontro do
parasita.

Material e métodos: Foram avaliados pacientes com suspeita clinica de LTA
atendidos no Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses-IPEC/FIOCRUZ.

Apbs exame clinico, foi realizado o procedimento de escarificagéo, inicialmente
na borda externa e em seguida na borda interna, cujo nivel de dor foi avaliado
apresentando ao paciente uma escala de 0 a 10.

Posteriormente, considerando o local escarificado, foi realizada biopsia para
realizacdo do imprint e cultura.

As laminas para o exame direto foram fixadas em metanol e coradas pelo
Giemsa.

Resultados: Trinta pacientes foram avaliados, dos quais 12 foram positivos na
cultura, identificados como L.

braziliensis e 6 tiveram a cultura contaminada por fungos, sendo trés
diagnosticados como esporotricose.

Pelo imprint, 9(75%) pacientes foram positivos e na escarificagio, 7(58%) foram
positivos ao exame de borda externa e 8(66%) em borda interna, todos, positivos a
cultura.

Quanto ao nivel de dor ao procedimento de escarificacdo realizado na borda
externa, 16 pacientes relataram niveis variarando de 1 a 7 (média=1,5), ja na borda
interna, 20 pacientes identificaram niveis mais elevados, variando de 1 a 10
(média=2,9).
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Em ambos as bordas ndo houve diferenca no nivel de sangramento.

Conclusdes: Os resultados demonstram que os exames diretos séo capazes de
resolver parte dos casos de LTA e que a coleta do procedimento de escarificagéo
deve ser unifomizado para que possa ser empregado, principalmente em locais com
poucos recursos laboratoriais.
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ANEXO 3 — DIVULGACAO DE RESULTADOS PARCIAIS DESTA
DISSERTACAO — XLVII CONGRESSO DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL 2011, NATAL - RN,
BRASIL.

3. MELLO CX, SCHUBACH AO, OLIVEIRA RVC, CONCEICAO-SILW F,
PIMENTEL MIF, LYRA MR, VASCONCELLOS ECF, MADEIRA MF
Comparacédo da sensibilidade do "imprint" e da &sgdo no diagndstico da
leishmaniose tegumentar americana em um centroef@éncia no Rio de
Janeiro, Brasil [Apresentacdo .Vl Congresso da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropical; 2011 mar 23-26; Rio Grande datRoBrasil].
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TITULO: COMPARACAO DA SENSIBILIDADE DO "IMPRINT" E DA ESCARIFICAGAO NO DIAGNOSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
AMERICANA EM UM CENTRO DE REFERENCIA NO RIO DE JANEIRO, BRASIL

AUTOR (ES): CINTIA XAVIER DE MELLO, ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH, RAQUEL DE VASCONCELLOS CARVALHAES DE
OLIVEIRA, FATIMA CONCEIGAO-SILVA, MARIA INES FERNANDES PIMENTEL, MARCELO ROSANDISK LYRA, ERICA CAMARGO
FERREIRA E VASCONCELOS, MARIA DE FATIMA MADEIRA,

INSTITUICAO: FUNDAGAO OSWALDO CRUZ

Introdugdo: No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) & uma doenga em expansao, cujo diagnostico de certeza implica na
demonstragdo do parasito. A implantagdo dos métodos diretos & uma necessidade em muitas regides do Pais, principalmente por constituirem
metodos de execugao simples e de baixo custo operacional e por permitirem repetigdes do procedimento, em diferentes momentos, aumentando a
chance de encontro do parasito. Os objetivos deste estudo foram comparar a sensibilidade do exame direto realizado através do imprint e da
escarificagio realizada em borda externa (BE) e da borda interna (BI) da lesao cutanea. Material e métodos: Os pacientes foram atendidos no
ambulatdrio do IPEC/FIOCRUZRIo de Janeiro (2009-2010). A escarificagdo foi realizada em Bl e BE da lesdo cutdnea, com registro de
ocoréncia de sangramento e relato de dor através de escala andloga visual. A bidpsia foi realizada no mesmo local das escarificacbes e
fracionada para preparagZo do imprint e cultura. O isclamento de Leishmania em cultura com posterior caracterizagao por isoenzimas foi utilizado
como padrao de referencia para o calculo da sensibilidade do exame direto. Os exames diretos foram confeccionados, de forma sequencial, em
laminas de vidro com éreas demarcadas e com numero de campos conhecidos. Resultados: Dos 110 pacientes incluidos no estudo, 40 foram
diagnosticados com leishmaniose cuténea por isolamento em cultura, sendo 39 causados por Leishmania braziliensis € 1 por L. amazonensis. Os
exames diretos apresentaram sensibilidade de 70,0%, 62,5 e de 42,5% para o imprint, escarificacdo em Bl e BE, respectivamente. A Bl da lesdo
apresentou maior desconforto para a coleta do material, menor ocorréncia de sangramentos e maior sensibilidade para o encontro de formas
amastigotas (P- valores<0,05), quando comparada com BE. Foi necessario o exame de cerca de 1500 campos Microscopicos para concluir 93%
& 92% dos casos positivos para o imprint e escarificagao BI, respectivamente. Discussao: Os resultados encontrados demonstram que a
mudanga do sitio de coleta de material exerce influéncia no encontro de formas amastigotas, sendo importante considerar este aspecto. Apesar de
ter sido apentado como mais doloroso, a escarificagao em Bl apresentou menor acorréncia de sangramento, melhor qualidade do material, além
de maior sensibilidade apontando esse local como de eleigdo para o procedimento de escarificagao. Adicionalmente, nossos resultados sugerem
oue a leitura de 1500 campos microscopicos seja suficiente para conclusao da maioria dos casos. Concluséo: Além de apresentaram relativa
sensibilidade, os metodes diretos, em especial, 0 procedimento de escarificagao em Bl, podem ser empregados com seguranga no diagnostico da
forma cutanea da LTA.
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ANEXO 4 — PUBLICACAO RELACIONADA AOS RESULTADOS
PARCIAIS DESTA DISSERTACAO

Can yeast-like form aBporothrix schenckgonfuse the direct parasitological diagnosis
of American cutaneous leishmaniasis?

Publicado na Revista da Sociedade Brasileira dadihedTropical

Este artigo relata o encontro de estruturas fusgigae poderiam gerar confusdo com
formas amastigotas, que foram visualizadas dueatdgdura das laminas de “imprint” e

escarificacdo de um paciente com suspeita clinicdTh. Esse encontro ressalta a
importancia do treinamento e qualificacdo de pdgsaa realizacdo do exame direto

para o diagnostico da LTA.
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Can yeast-like form of Sporothrix schenckii confuse the direct
parasitological diagnosis of American cutaneous leishmaniasis?

Estruturas leveduriformes de Sporothrix schenckii podem gerar confusio no diagnéstico
parasitologico direto da leishmaniose tegumentar americana?

A 44 year-old HIV-positive male patient with ulcerated lesions in
the palate, third left toe and right thigh (Figure A) was treated at the
Leishmaniasis Clinic of the Evandro Chagas Clinical Research Institute,
Oswaldo Cruz Foundation (IPEC/FIOCRUZ) for diagnostic
investigation. A biopsy of the thigh and palate lesion was performed
for culture isolation of Leishmania, fungi and mycobacteria, while for
direct examination, scarification and imprint slides were prepared with
material from the thigh lesion. Following fixation by methanol and
Giemsa staining, scarification and imprint slides of the thigh lesion
were examined undera light microscope with an immersion objective
(x 1.000). Analysis revealed the presence of numerous rounded and
ellipsoid structures located inside and outside macrophages (Figare B).
Although these structures are similar to amastigotes in size and shape,
they presented no kinetoplast, which is a key feature for Leishmania
parasite confirmation. The mycological culture of fragments of the
palate and thigh lesion was positive for Sporothrix schenckii.

In the State of Rio de Janeiro, both sporotrichosis and American
tegumentary leishmaniasis (ATL) occur in overlapping areas. This
affects different animal species, including man, and is a confounding
factor in the diagnosis (clinical and laboratory) of both diseases. In the
present study, probably due to the HIV infection, numerous structures
of yeast-like form of S. schenckii were observed. The presence of such
structures in the direct examination is a rare event; however, they
indicate the need for skilled professionals and thorough analyses of
direct examinations, taking into account the morphological features
specific to the parasite, in order to adequately diagnose the case.
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ANEXO 5 — PUBLICACAO RELACIONADA AOS RESULTADOS
DESTA DISSERTACAO

Comparacao da sensibilidade do "imprint" e da €sgao no diagndstico da
leishmaniose tegumentar americana em um centrefei€ncia no Rio de Janeiro,

Brasil. Artigo submetido a revista Parasitology Research

O diagndstico parasitologico da LTA pode ser paalo através da pesquisa
direta do parasito utilizando os procedimentosid®fint” e escarificacdo, sendo este
altimo o método mais rapido, de menor custo e dé &ecucdo. Por conta disso o
Ministério da Saude tem incentivado a implantagd@ubcedimento de escarificacao
em todos os LACENS, sendo importantes tanto o acymemto dos parametros de
acuracia deste método quanto a padronizacao netam@aoa forma de coleta e leitura,

para que possa ser aplicado de forma padronizadadeno Brasil.
Objetivos:

Este artigo avalia a sensibilidade dos métodastatir(escarificacdo em borda
interna e externa da lesédo e “imprint”) tendo cqradréo de referéncia o isolamento
em cultura, além disso, visa estabelecer crit@l#osoleta e leitura para o procedimento
de escarificagdo, com fins de uniformizacdo do detfoara propor sua aplicacdo em

diferentes regides brasileiras.
Principais resultados:

Dentre os 110 pacientes analisados 40 foram coadios: com leishmaniose. O
“imprint” foi positivo em 28 pacientes conferindoels sensibilidade de 70%, a
escarificacdo realizada em borda externa foi pasiém 17 pacientes e em borda
interna em 25 alcancando sensibilidade de 42,5%,%%6 respectivamente. Além de
mais sensivel o material obtido da borda internaledéio apresentou uma maior
guantidade de células brancas e menos hemacidisafatn a leitura da lamina. Os
parametros de acuracia foram satisfatorios demmukirgue esses métodos podem ser
empregados com seguranca em locais onde ndo exisgso a metodologias mais

complexas.
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Abstract American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease that presents a wide
spectrum of clinical manifestations, parasitological tests being important for its diagnosis. Direct
examination, although considered of low sensitivity is still employed mainly in areas with poor laboratory
infrastructure. I[n this study, we sought to standardize the collcctio; method and readings of the scraping
procedure and (o compare its sensitivity, conducting it at two sites of the lesion (outer edge-OE and inner
edge-1E) and of imprint against the reference method (isolation in culture) in a group of 110 patients
treated at a Referral Center in Rio de Janeiro. Brazil. ATL diagnosis was confirmed in 40 patients
(36.4%), 39 cases were caused by L. braziliensis and 1 by L. amazonensis. Imprint was positive in 28
patients and scraping in OF in 17 and in IE in 25 patients, resulting in sensitivity of 70%, 42.5% and 62.5
% respectively. When the (hree direct examinations were combined, sensitivity value reached 77.5%. This
study also raised and discussed aspects related to the ease and quality of the collected material, pain
intensity and frequency of bleeding of the scraping procedure. The accuracy parameters presented
indicate that the direct methods can be used safely in ATL diagnosis, mainly seraping in IE, due to the
ecase of conduction and low cost of the examination, besides allowing repetitions of the procedure in

different times. increasing the chance of finding the parasite. thus contributing 1o resolve ATL cases.

Key-words: American Tegumentary Leishmaniasis, sensitivity. direct examination, scraping. imprint.
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Introduction

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease which occurs in countries localized

+ - . o o " » 5 . B
in tropical and subtropical areas (Brazil 2007). The parasite, Leishmania sp.. is transmitted through the

bite of a sand [Ty with inoculation of promastigote forms which differentiate (o amastigotes in the tissue of

the vertebrate host. causing a wide spectrum ol clinical manifestations.

The diagnosis of ATL is not always an easy task, and should, wherever possible be supported in
clinical aspects, epidemiologic evidence in combination with laboratory tests, considering also the
differential diagnosis with other diseases that cause tegumentary lesions (Markle and Makhoul 2004:
Schubach et al. 2008). For these reasons, the demonstration of the parasite confirms the infection and
parasitological methods are essential in this context (Reithinger et al. 2007; Brazil 2007).

Direct investigation for Leislunania amastigotes can be done in clinical material obtained [rom the
lesions through scraping procedure (Naiff 1996), needle aspiration (Kassi et al. 2004), imprint with tissue
fragments (Marzochi and Marzochi 1994) or still through slit skin smear. known as Tzanck test ( Durdu
et al. 2009: Bensoussan et al. 2006; ul Bari and ber Rahman 2006) or collection with dental broach
(GrifTiths and Dutz 1975; Navin et al. 1990). All mentioned methods employ preparations on glass slides,
fixed and stained with Romanowsky-derived mixtures. The sensitivity ol these methods varies greatly and
is conditioned to several factors, among which, the parasite load, lesion evolution time, site where the
parasile is investigated, quality of the collected material and the experience of the responsible technician
(Brustoloni et al. 2007: Al-Jitawi et al. 1993).

In Brazil. ATL is a growing disease with cases and vectors being reported throughout the country
(Brazil 2007) and, although laboratory diagnosis employs tools with different complexities, the
application of these tools depends on the infrastructure and local resources of the affected regions. In
some Brazilian regions is still common ATL diagnosis based only on the clinical presentation of lesions,
supported by the intradermal reaction of Montenegro (IDRM). However, these evidences are not

sufficient to confirm the diagnosis in areas with overlapping of etiological agents with similar clinical

presentation. For this reason, the Brazilian Ministry of Health has been concentrating its efforts on the

implementation ol direct examination as a tool o support ATL diagnosis mainly because they are
methods of simple execution and low operational cost. However. it is essential that such methods are
standardized and their sensitivity indices known. so they can be safely applied throughout the country.

In this manner. conside

ng the importance ol parasitological methods for ATL diagnosis. we
sought 1o standardize the collection and reading methods ol the scraping procedure, compare its
sensitivity when employed in two lesion sites (outer and inner edge) and, to assess the sensitivity of the
direct methods (imprint and scraping) against the reference standard technique (isolation in culture) in a
group of patients treated at the Laboratory of Leishmaniasis Surveillance of the Evandro Chagas Clinical

Research Institute of the Oswaldo Cruz\ Foundation, Rio de Janciro, Brazil (VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ).
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Materials and methods

Patients

The study population consisted of 110 patients with ulcerated lesions consistent with ATL treated at the
Laboratory ol Leishmaniasis Surveillance (VigiLeish) - Evandro Chagas Clinical Rescarch Institute
(IPEC/FIOCRUZ). Rio de Janeiro. Brazil in the period 2009-2010. The routine protocol of this study was
submitted and approved by the Ethics in Rescarch Committee ol the IPEC/FIOCRUZ under n'
0033.0.009.000-09. All participants signed a [ree and clarified consent term.

The calculated sample size was of at least 102 patients, obtained from previous results of this study
(considering 70% positivity between imprint and culture and 62.5% and 43.5% for the scraping procedure

and culture) with a significance level of 5% and 80% power.

Scraping procedure

This procedure was conducted with the help of a escapel blade. number 11 (Embramed. Sdo Paulo,
Brazil) in two lesion sites: outer edge (OE) and inner edge (1E) (Figure la) which were smoothly scraped
and the material smeared onto a glass slide with 12 delimited arcas. whose preparation followed a
standardized sequence (Figure 1b). Each areca has 6mm and corresponds to 250 microscopic fields,
totaling 3000 fields per slide (x1000). The procedure was performed without hemostasis at both edges
and the occurrence ol bleeding was registered, being considered positive when it was necessary (o
interrupt the procedure twice to stop bleeding with the aid of compression with gauze.

At the end of each procedure conducted in OE and IE, the patient indicated the level of pain,
through a visual analog scale card ranging from 0 - 10 (CFDIS Association of America 2010), where the
interval 0-2 was considered as “minimum” pain intensity; 3-5 as “medium™; 6-8 “moderate” and 9-10
“worst possible™. The slides were fixed with methyl alcohol reagent (Vetee, Duque de Caxias, Brazil) and
when completely dry were stained with Giemsa (Merck, Darmstadi, Germany ).

Slide reading was performed with an oil immersion objective (x1000) (Eclipse E200 Microscope -
Nikon, China) following the same sequence indicated in the diagram ol figure 1b, registering the

delimited area where the [irst parasite was found.
Biopsy
Biopsy was performed at the edge of the skin lesion. after anesthesia with 2 % lidocaine, removing a

fragment of about 5 mm considering the same scraping place in OE and IE (figure la). The sample was

divided into two fragments, for imprint and isolation in culture.
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Linprine

The imprint was prepared by performing soft compressions ol the lissue fragment on the slide delimited
areas, maintaining the same sequence shown in figure 1b. Slide f‘li(illioﬂ, staining and examination were
conducted as described for the scraping procedure

The same technician prepared and examined scraping and imprint slides to avoid variations in the

way of collecting and reading.
Isolation in culture and identification of Leishmania by Multilocus enzyme eletrophoresis (MLEE)

Parasite isolation was performed from the culture of the biopsy fragment in biphasic culture medium
NNN (Novy-Neal-Nicolle) and Schneider’s Drosophila medium (Sigma, Steinhein, Germany) containing
10% of fetal call serum (Cultilab, Sao Paulo. Brazil) and used as reference method. After inoculation of
the samples. the media were incubated at 26 - 28°C, and weekly examined during a maximum of 30 days
(Madeira et al. 2006).

All 1solates obtained were characterized through enzyme electrophoresis (Cupolillo et al. 1994),
using six enzyme systems: 6PGDH  (6-phosphogluconate  dehydrogenase, EC.1.1.1.43); GPI
(phosphoglucese isomerase, EC.5.3.1.9) ; NH (nucleoside hydrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1); G6PDH
(Glucose-6-phosphate dehydrogenase, EC.1.1.1.49) and PGM (phosphoglucomutase, EC. 1.4.1.9) —
(Sigma, Steinhein, Germany). Reference strains of Leihmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903),
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PHS) and Leishmania guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147)

were used in all electrophoretic runs.
Analysis of results
The analysis ol resulls considered the total group of patients included in the study (TG) and the subgroup

ol patients with final diagnosis of leishmaniasis (LG).

The exploratory data analysis was performed using frequencies ol qualitalive variables: final

diagnosis, place of residence. sex, number of lesions (1 lesion, 3 lesions and up to 3 lesions). duration of

lesions (1-3 months and over 3 months), location of lesions, occurrence of bleeding and pain intensity
(range 0-10) for the scraping procedure. The age of patients was expressed through the media.

Fisher exact test was used (o evaluale the associalion between the occurrence of bleeding and the
site of scraping (OE and IE). Only the subgroup with leishmaniasis (LG) was considered in the
evaluation of the relation between time of evolution of the lesion and imprint or scraping result (positive

or negative).

Wilcoxon test was employed to evaluate the association between intensity of pain and site of

scraping (OE and [E).

To determine the positivity ol direct examination in relation (o the number ol microscopic fields

examined, the delimited area ol the slide where the first amastigote was found was established as cut off

point. The cumulative total of positive cases (N““") in relation to the number of delimited areas
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examined was expressed in percentage (%). allowing the determination of a minimum number of
microscopic fields to be examined.

Simple kappa statistics with strength of agreement classified according criteria of Landis and Koch
(Landis and Koch 1977): k < 0.20 (poor agreement); 0,21 < k < O),JO (slight; 0.41< k < 0.60 (moderate);

0.61< & < 0,80 (substantial) and £ >0.80 (almost perfect) and simple agreement were used 0 ass

SS
agreement between direct examination (imprint and scraping) and culture.

The test accuracy paramelers used in this study: sensitivity, specificity. simple agreement, Kappa,
positive predictive value (PPV) and negative (NPV) were calculated using Sratistical Package for the
Soctal Sciences (SPSS), version 16.0 software.

P-values < 0.05 indicated associations statistically significant.

Results

The mean age of the 110 patients evaluated was 39.91 (36.4 — 43.3) years for the total group (TG) and
37.6 (31.8-43.4) for the subgroup with ATL diagnosis (LG). Leishmaniasis was confirmed in 36.4%
(n=40) patients through culture, test that was considered as reference standard. Sporothrichosis was
diagnosed in 17.3% (n=19) patients; pyodermitis in 16.4% (n=18): ulcers with vascular etiology in 8.2%
(n=9) and in 21.7% patients (n=24) other diseases. Mosl patients were [rom the state ol Rio de Janeiro,
and from these 38 were confirmed with ATL. Two patients (2%) were [rom other Brazilian states (Bahia
and Maranhio), and these were also confirmed with ATL. Other variables that were assessed for both
groups are presented in table 1.

From 40 ATL cases, 39 were caused by Leishunania braziliensis and one by Leishinania
IMAZONENSEs

The imprint was positive in 28 patients and the scraping procedure performed in OF was positive in
17 patients and in IE in 25, showing diagnosis sensitivity for ATL of 70.0%. 42.5% and 62.5%,
respectively. When the positivity of the three direct examinations was combined, the sensitivity value
reached 77.5%. By definition. the parasitological exams are considered 100% speeific (Faber et al. 2003).
Other parameters (simples agreement, kappa, positive predictive value (PPV) and negative (NPV) are
presented in table 2.

There was higher occurrence of bleeding when scraping was conducted in the lesion OE (p<0.05).
No statistical dilference was found between time of lesion evolution and positivity ol direct exams
(imprint and scraping); or between pain intensity and site of the scraping procedure (OE and IE) (p>0.05).

The positivity of the direct exams (imprint, and scraping in OE and IE) in relation to the number of
delimiled areas examined in the slide showed that readings of around 1500 microscopic fields are enough
to conclude 93% and 92% of the cases that were positive for imprint and scraping in IE. respectively.

These results are presented in table 3.
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Discussion

In this study. we compared the sensitivity of imprint and scraping procedure conducted at two different
" " -5 3 i & > x - o . .

sites of the lesion (OE and IE) against the reference standard (isolation in culture) for ATL diagnosis in a

group of 110 patients. Tegumentary leishmaniasis was diagnosed in 40 patients, from which 39 cases

were caused by Leishmania braziliensis and one by L. amazonensis. In the municipality of Rio de

Janeiro, L. braziliensis is the species with highest prevalence of cases of ATL (Marzochi and Marzochi

1994: Oliveira-neto el al. 2000) and our results confirm this observation Although L. amazonensis was

recently reported in this city (Azeredo-Coutinho et al. 2007), the only case described in this study was
obtained from a patient from the state of Maranhdo. This result emphasizes the importance of ctiologic

characterization for the surveillance and monitoring of Leishmania species that are endemic in different

regions of the country and that may be migrating accompanying human dislocation.

Direct cytological examinations, although of great applicability for the diagnosis of ATL are
referred as low sensitivity methods. In this study, we found sensitivity values of 70.0% for imprint and
42.5% and 62.5% for the scraping procedure conducted in OE and IE respectively. When these three
exams were associated they yielded a sensitivity of 77.5%, demonstrating thal the association of different
methods tends to increase the diagnostic sensitivity (Ramirez et al. 2000)

The sensitivity parameters of the direct exams found in literature are widely varied presenting
indices from 32.7% (Weigle ct al. 1987) (0 90.0% (Ramirez et al. 2000). But this variation may be
related to several factors such as time of lesion evolution, Leishmania species responsible for the case,
parasite load, site of the lesion where the parasite is investigated, experience of the responsible technician
and number of microscopic fields and/ or slides examined (Brustoloni et al. 2007). However, this
information is not always supplied in the reports, making more difficult the comparison ol the results
among different authors. In this study, when we compared the results of the scraping procedure conducted
in two different sites of the lesion, we observed different accuracy indices, which demonstrate that the site
of the lesion where the samples are collected is an important aspect to be considered as has already been
mentioned in literature (Ramirez et al. 2002, 2000). In this respect. another important aspeet is the
number of microscopic [ields examined to report the results. Navin et al. (1990) observed a substantial
increase in rates ol positivity. proportional to the number of slides examined. In our study. the criteria
used to make the slides and the readings indicuted that about 1500 microscopic fields was sufficient 1o

conclude 93% and 92% of the cases that were positive for the imprint and the scraping in 1E, respectively.

Direct examinations usually take some time, then above data is relevant when we consider the demand of

the laboratories that conduct these examinations as diagnosis routine. and the need to optimize the time
spent with slide readings, decreasing the weariness of the professional responsible for the diagnosis.
Although the scraping procedure is widely employed in ATL diagnosis, we could not find in the
literature any mention to the intensity of the pain generated by the procedure, once it is used without
anesthesia. In this study, this aspect was assessed and we demonstrated that the intensity of the pain
informed by the patient was similar when the scraping procedure was conducted in OE or IE of the lesion.
The procedure was well accepted by most patients and easy to conduct in individuals of different ages and

even with lesions localized in areas with greater sensitivity.
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Unlike the analysis of pain, a fact that is related 0 the welfare of the patient, the occurrence of

bleeding is an important aspect in the quality of the material collected for direct examination. Bleeding
was more frequent when scraping was conducted in OE than when performed in IE, probably because in
OE it was necessary (0 rupture the tissue to collect the mutcriul,‘affccung small blood vessels. When
scraping was conducted in IE. the collection was casy, obtaining richer cellular material and with few red
blood cells, which facilitated microscopic examination. The inner edge was (he site of the lesion that

presented highest sensitivity for [inding amastigotes when compared 1o OE.

The time of the evolution of ATL lesions is also considered a factor that interferes the sensitivity of

parasitological examinations (Ramirez et al. 2000). Although we found higher positivity in recent lesions
(1 = 3 months), when thesc results were statistically analyzed no association was found among these
parameters (time of evolution and a positive test), in disagreement with literature. It is important to
consider that the time of lesion evolution was informed by the patients being therefore a subjective one
and often the early symptoms may go unnoticed by them.

Although the method presents good sensitivity, isolation of the parasite in culture has as
inconvenience the need for specific reagents and equipment, not always available in endemic areas,
besides the possibility ol contamination. Thus, it is always important to consider other etiologies such as
Mycobacterium berculosis, Mycobacterium leprae, Sporotriv schenckii, Paracoccidioides brasiliensis
and several bacteria that can cause tegumentary lesion that may be circulating concurrently in the same
endemic area. In this study. 70 cases of skin lesions had other diagnoses. As an example, 19 patients were
diagnosed as sporotrichosis and the cultures of 9 presented [ungal growth. which may be a warning signal
for the differential diagnosis of ATL. Likewise, the presence of fungal elements on direct examination

may also lead to confusion with Leishmania amastigotes. We recently published an article demonstrating

the presence of several structures that could be confused with amastigotes by an inexperienced examiner
(Mello et al. 2010). Thus. even alter standardization of the scraping technique, the training of personnel

is extremely important because it may be a source of false-negatives or false-positives results.

Since carly diagnosis is one of the most effective measures for infection control, adoption of

efficient and low cost methods is essential, principally at primary levels of care (Szargiki ct al. 2009).

Acecuracy paramelers presented in this study indicate that direct methods can be used safely in the

diagnosis of ATL, in particular. the scraping procedure in IE, due to the ease of conduction and low cost
of the examination, besides allowing repetitions at different times, increasing the chance to find the

parasite, helping to confirm and solve ATL cases
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Fig. 1 a Diagram of the local of the lesion where the scraping procedure in outer edge (OE) and
inner edge (IE), biopsy for culture and imprint were conducted. b Diagram of the microscopy slide
with 12 delimited areas used in the direct examinations (imprint and scraping). Each area has 6mm
and corresponds te 250 microscopic fields (x1000)
152x50mm (150 x 150 DPI)
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Table 1 Variables assessed in the group of total patients studied (TG:n=110) and subgroup of patients with

diagnoses of tegumentary leishmaniasis (LG: n=40), treated

Leishmaniasis Surveillance of the Evandro Chagas Clinical Research Institute, RJ (2009-2010)

Results for group

Leishmaniasis Group

Total Group (n=110)

Variables (n=d0) % (n)
% (n)
Sex
Female 30,0 (12) 59,1 (65)
Male 70,0 (28) 40,9 (45)

Number of lesions

1-3 lesions

Up to 3 lesions
Duration of lesions

1-3 months

Over 3 months

no information*
Location of lesions

Face/Neck

Arms

Legs

Body
Ocurrence of bleeding during
scraping - OF

Yes

No
Ocurrence of bleeding during
scraping - [E

Yes

No
Pain intensity - QE**

0-2

3-5

6-8

9-10
Pain intensity - [E#*

0-2

3-5
6-8
9-10

85,0 (34)
15,0 (6)

65,0 (24)
35.0 (14)
0

12,5 (5)
55,0 (22)
25,0 (10)
75(3)

70.0 (28)
30,0(12)

30,0 (12)
70,0 (28)

75,0 (30)
25,0 (10)
0,0 (0)
0,0 (0)

92.8(102)
7,3(8)

62,7 (69)
36,4 (40)
0,9 (1)

7,3 (8)
6.4 (7)
34,5 (8)
51.8(57)

58,2 (64)
41.8 (46)

12,7 (80)
20,9 (23)
4,5 (5)
1,81(2)

64,5 (71)
5,5(28)

)
)

(SO}

o
3 (6

* | patient was unable to specify the time of lesion evolution
## Evaluation through visual analog scale (0-10 points)
OE - out edge of lesion; IE - inner edge of lesion

at the outpatient clinic of the Laboratory of

Page 12 of 14




Page 13 of 14

©CoO~NO U~ wWwN —

71

Parasitology Research

Table 2 Sensitivity, simple agreement, Kappa, positive predictive value (PPV) and negative (NPV) for the
techniques of imprint and scraping in the outer edge (OE) and inner edge (IE) of the lesion applied to 110

patients treated at the Evandro Chagas Clinical research Institute, RI{2009-2010)

Technics Sensitivity (IC:95%)  Simple agreement  Kappa PPV NPV
Imprint 70,0% (61,4-78,5) 87.2% 0,730 100.0% 81.8%
Scraping
OE 42,5% (33,3-51,7) 75.5% 0.461 100,0% 70,1%
e 62,5% (53,4-71,5) 84.0% 0,659 100,0% 78.2 %

many,
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Table 3 Relation between areas examined and positive results for direct examination (imprint and scraping in
OE and IE) in a group of patients with positive direct examination (imprint or seraping) treated at the Evandro

Chagas Clinical research Institute, RJ (2009-2010)

*Corresponds to the area of the slide shown in figure 1. Each area corresponds (o 250 microscopic fields (x
1000). OE - outer edge; 1E - inner edge
number of cumulated positive cases in relation to number of delimited areas examined

N et

Parasitology Research

Delimited areas®*  Direct exams
(number of Imprint Scraping
microscopics
fields) OF s

it % st o i %e
1 (250) 12 429 9 52.9 14 56,0
2 (500) 16 571 12 70,6 15 60,0
3(750) 19 67,9 12 70,6 g7 68.0
4 (1000) 23 82,1 12 70,6 21 84.0
5(1520) 24 85,7 13 76,5 23 92,0
6 (1500) 26 02.9 14 824 23 92,0
7 (1750) 26 2.9 14 82.4 24 96,0
8 (2000) 26 96,4 16 94,1 24 100,0
9 (2250) 25 96,4 16 94,1 25 100,0
10 (2500) 27 96,4 16 94.1 25 100,0
11 (2750) 27 96,4 16 941 25 100,0
12 (3000) 28 100,0 17 100,0 20 100,0
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