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Mello, C.X. Comparação dos procedimentos de "imprint" e escarificação no diagnóstico 
da leishmaniose tegumentar americana. Rio de Janeiro, 2011 86 f. Dissertação [Mestrado 
em Pesquisa Clínica em Doenças Infecciosas] Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas. 
 

RESUMO 
 
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecciosa, causada por parasitas 
do gênero Leishmania, que apresenta características complexas em diferentes aspectos. O 
diagnóstico, sempre que possível, deve ser feito com base em evidências epidemiológicas, 
aspecto clínico e exames laboratoriais. Para pesquisa direta do parasito, são utilizados os 
procedimentos de escarificação e “imprint”, sendo a escarificação o método mais rápido, de 
menor custo e de fácil execução. Baseado nas características dos exames diretos para a 
confirmação dos casos de LTA, o Ministério da Saúde tem incentivado a implantação do 
procedimento de escarificação em todos os laboratórios centrais de saúde pública, sendo 
importantes tanto o conhecimento dos parâmetros de acurácia deste método quanto a 
padronização relacionada a forma de coleta e leitura, para que possa ser aplicado de forma 
uniformizada em todo o Brasil. Neste estudo, objetivamos avaliar a sensibilidade dos 
métodos diretos (“imprint”e escarificação), comparados com o teste padrão de referência 
(cultura). Além disso, buscamos estabelecer critérios de coleta e leitura com fins de 
uniformização do método para propor sua aplicação em diferentes regiões brasileiras. A 
população do estudo foi constituída de 110 pacientes com suspeita clínica de LTA que foram 
atendidos no Laboratório de Vigilância em Leishmanioses (VigiLeish/IPEC/Fiocruz) para 
avaliação clínica e coleta das amostras. Dentre os 110 pacientes analisados 40 foram 
confirmados com LTA. O “imprint” foi positivo em 28 pacientes conferindo sensibilidade de 
70%, a escarificação realizada em borda externa foi positiva em 17 pacientes e em borda 
interna em 25 alcançando sensibilidade de 42,5% e 62,5% respectivamente. Além de mais 
sensível o material obtido da borda interna da lesão apresentou uma maior quantidade de 
células brancas e menos hemácias facilitando a leitura da lâmina. Os parâmetros de acurácia 
encontrados para os métodos diretos foram satisfatórios demonstrando que essas 
metodologias podem ser implantadas em todo o Brasil para o diagnóstico da leishmaniose 
tegumentar americana. 
 
 
Palavras-chave: 1. Leishmaniose tegumentar americana. 2. Exame direto. 3. Escarificação 4. 
"Imprint". 5. Diagnóstico. 
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Mello, C.X. Comparison of procedures for "Imprint" and scraping in the diagnosis of 
American tegumentary leishmaniasis. Rio de Janeiro, 2010 86 f. Dissertation [Masters Degree 
in Clinical Research in Infectious Diseases] Institute of Clinical Research Evandro Chagas. 
 

 

ABSTRACT 
 

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease caused by parasites of 
the genus Leishmania, which has complex characteristics in different aspects. The diagnosis, 
whenever possible, should be based on epidemiological evidence, clinical aspect and 
laboratory tests. Imprint and scraping procedures are used for direct detection of the parasite. 
Scraping is the quickest, low-cost and easy to conduct. Based on the characteristics of direct 
examination for the confirmation of ATL cases, the Brazilian Ministry of Health has 
encouraged the implementation of the scraping procedure in all Central public health 
laboratories. Thus the knowledge of the accuracy parameters of this procedure and the 
standardization of collection and reading methods are important for its application in a 
uniform manner throughout Brazil. In this study, we aimed to evaluate the sensitivity of 
direct methods (imprint and scraping), compared with the reference standard test (culture). 
Besides, we sought to establish collection and reading criteria with the purpose of 
standardizing the method to propose its application in different Brazilian regions. The study 
population comprised 110 patients with clinical suspicion of ATL who were treated at the 
Laboratory of Leishmaniasis Surveillance (VigiLeish/IPEC/Fiocruz) for clinical evaluation 
and sample collection. Among the 110 patients studied, 40 were confirmed with ATL. The 
imprint was positive in 28 patients granting sensitivity of 70%, scraping conducted in the 
outer edge was positive in 17 patients and in the inner edge in 25, reaching sensitivity of 
42.5% and 62.5% respectively. The material obtained from the inner edge of the lesion was 
more sensitive and presented a larger amount of white cells and lesser red cells, favoring slide 
reading. Accuracy parameters found for the direct methods were satisfactory showing that 
they may be implemented in all Brazilian regions for the diagnosis of American tegumentary 
leishmaniasis. 
 
 
Keywords: 1. American tegumentary leishmaniasis 2. Direct examination. 3. Scraping 4. 
Imprint 5. Diagnosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 As leishmanioses são doenças infecciosas que acometem o homem e animais, 

representando um dos maiores problemas de saúde pública do mundo, ocupando lugar de 

destaque entre as seis doenças infecto-parasitárias de maior importância (DESJEUX, 2001). São 

causadas por protozoários do gênero Leishmania, transmitidos ao homem e aos animais por 

insetos conhecidos como flebotomíneos, durante o repasto sanguíneo das fêmeas, dos gêneros 

Phlebotomus, responsáveis pela transmissão no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo. 

Clinicamente, as leishmanioses, apresentam-se sob duas formas: leishmaniose visceral 

(LV) e leishmaniose tegumentar (LT), que ocorrem em diferentes ambientes, condicionadas a 

inúmeros fatores, entre eles a espécie do parasita. Ambas as formas ocorrem em todo o mundo, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais, onde existe maior densidade de espécies 

vetoras. A Organização Mundial da Saúde estima que 12 milhões de pessoas estejam infectadas 

atualmente, com cerca de 1-2 milhões de novos casos a cada ano, além dos 350 milhões de 

indivíduos que estão sob risco de adquirir a doença em 88 países ao redor do mundo 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2011). 

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

espécies descritas, algumas associadas à doença no homem. Os parasitos desse gênero estão 

classificados na ordem Kinetoplastida, que inclui protozoários com uma estrutura celular 

peculiar, denominada cinetoplasto, formado por uma complexa rede de DNA, contido em uma 

mitocôndria única. A família Trypanosomatidae destaca-se nesta ordem por conter agentes 

etiológicos responsáveis por importantes doenças nos seres humanos e animais, entre elas as 
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leishmanioses (STUART et al., 2008). Os parasitos do gênero Leishmania estão classificados nos 

subgêneros Viannia e Leishmania (LAINSON et al., 1987), cujo ciclo biológico heteroxênico, 

compreende formas promastigotas e paramastigotas, flagelados que se desenvolvem no trato 

alimentar dos insetos vetores e formas amastigotas, sem flagelo livre, que parasitam células do 

Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado, multiplicando-se por divisão 

binária em ambos hospedeiros. 

Nas Américas, a doença tegumentar é denominada de leishmaniose tegumentar americana 

(LTA) e está presente desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com nítido 

processo de expansão em todo o continente americano (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). No 

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

Leishmania: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainson, L. (V.) 

lindenbergi,  L. (V.) shawi  e L.(L.) amazonensis (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007). Leishmania 

(V.) braziliensis é a espécie mais prevalente no Brasil e responsável pela maioria dos casos de 

LTA, com exceção da Amazônia. É composta por populações que apresentam elevada 

variabilidade genética e causam, predominantemente, lesões cutâneas e em menor proprorção, 

lesões mucosas.  

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

complexa interação entre a resposta imunológica do paciente e as características genéticas das 

espécies envolvidas na infecção (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Devido à complexidade 

clínica, alguns autores sugerem a classificação da LTA em grupos e subgrupo; considerando 

diferentes abordagens, Marzochi & Marzochi (1994) classificaram a doença tegumentar sob duas 

formas: leishmaniose cutânea e leishmaniose mucosa e respectivas apresentações clínicas.  

A úlcera típica da leishmaniose cutânea é única, arredondada, indolor, medindo até alguns 

centímetros, base infiltrada e endurecida, bordas bem delimitadas, elevadas e eritematosas, fundo 

granuloso e avermelhado, e localizada. A lesão geralmente se inicia com um eritema no local da 

picada do flebotomíneo, em áreas expostas do corpo mais acessíveis aos vetores, onde 

posteriormente se desenvolve uma pápula e então um nódulo que tende a ulcerar em cerca de 

duas semanas a dois meses. A infecção secundária pode causar dor local e produzir modificações 

no aspecto clássico da lesão, que por sua vez também, podem se apresentar de outras formas, 

como pápulas, placas, verrucosa, eczematóide, entre outras (VEGA-LÓPEZ, 2003). Lesões 
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múltiplas são descritas, associadas a diversas picadas do vetor ou a disseminação em indivíduos 

com baixa imunidade. Lesões satélites lembrando esporotricose também têm sido observadas. 

(MARKLE & MAKHOUL, 2004). Tal diversidade de manifestações clínicas deve ser 

considerada no diagnóstico diferencial com outras doenças como a sífilis, hanseníase, 

paracoccidioidomicose, sarcoidose, cromoblastomicose, úlceras decorrentes da anemia 

falciforme, piodermites, tumores, vasculites, tuberculose, esporotricose, etc. (MARKLE & 

MAKHOUL, 2004).  

O estabelecimento da infecção primária e o curso da doença dependem de inúmeros 

fatores, entre eles a espécie associada e o estado imunológico do indivíduo infectado. 

Dependendo da resposta imune mediada pelas células T, os indivíduos podem variar de um 

estado assintomático a diferentes graus de susceptibilidade à infecção. A forma cutânea 

localizada se encontra no centro deste espectro e é mantida por uma resposta imune Th1 que 

confere resistência contra a infecção e favorece os resultados do tratamento com antimonial. Nos 

pólos deste espectro estão a leishmaniose mucosa no pólo hiperérgico e a leishmaniose difusa no 

pólo anérgico (SILVEIRA et al., 2008). 

A leishmaniose mucosa se caracteriza por lesões destrutivas localizadas nas mucosas das 

vias aéreas superiores e possui também diferentes classificações, de acordo com o quadro clínico 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Classicamente ocorre anos após o surgimento da lesão 

cutânea, sugerindo uma possível disseminação dos parasitas por via hemática, embora possa 

ocorrer de forma primária ou concomitante a lesões cutâneas (SILVEIRA et al., 2008).  

A possibilidade da persistência parasitária após a cura clínica é um fato que tem sido 

muito explorado ultimamente (MENDONÇA et al., 2004, VERGEL et al., 2006). Fatos como 

reativação espontânea das lesões (WEIGLE et al., 1985); transmissão por transplante de órgãos 

(Golino et al. 1992); casos em pacientes imunodeprimidos (DA-CRUZ et al., 1992) e encontro do 

parasita em lesões cicatrizadas por longos períodos (SCHUBACH et al., 1998; SCHUBACH et 

al., 2001), sugerem que  a cura da LTA possa vir a ocorrer do equilíbrio entre os parasitos e 

hospedeiro. Os fatores que levam a evoluções diferentes (cura espontânea, persistência da lesão, 

recidivas, desenvolvimento da forma mucosa) ainda são um grande desafio para os 

pesquisadores.  
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Tratadas ou não, as úlceras cutâneas tenderiam à cura com formação de cicatrizes 

(MARSDEN et al., 1984). Tais cicatrizes típicas seriam atróficas; lisas; brilhantes; glabras; 

deprimidas; arredondadas; com a presença de raias fibrosas centrais e áreas de hipo e de 

hiperpigmentação.  

O tratamento das leishmanioses, também é mais um desafio, pois conta com poucas opções de 

escolha. Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos no tratamento das leishmanioses na 

década de 40 e constituem, até então, as drogas de primeira escolha, por recomendação do 

Ministério da Saúde brasileiro (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Apesar da eficácia dos 

antimoniais, observado na maioria dos casos, relatos de recidivas e de falha terapêutica têm sido 

descritos, motivando estudos relacionados, principalmente, aos aspectos imunológicos do 

hospedeiro e à variabilidade genética dos parasitas (GOTO & LINDOSO, 2010). O mecanismo de 

ação não é bem conhecido, mas sabe-se que o fármaco inibe a atividade das vias glicolítica e de 

oxidação dos ácidos graxos do parasito nas formas amastigotas. (GOTO & LINDOSO, 2010). 

Embora eficazes, geram uma grande quantidade de efeitos colaterais incluindo artralgia, fadiga, 

enjôo, elevação dos níveis das enzimas hepáticas, anormalidades no eletrocardiograma, entre 

outros. Esquemas utilizando baixa dose do medicamento, 5mg/Kg/dia ao invés de 20 mg/Kg/dia, 

como preconiza o ministério da saúde brasileiro, tem sido avaliados alcançando bons resultados 

(OLIVEIRA-NETO et al., 1997; SCHUBACH et al., 1998)  

Os padrões epidemiológicos da LTA variam de acordo com as características da região 

geográfica, das espécies de Leishmania circulantes e do envolvimento dos vetores e reservatórios. 

A prevalência da infecção humana também varia em função dos diferentes padrões. 

Tradicionalmente, a LTA era classificada como uma zoonose que acometia acidentalmente o 

homem, quando este entrava em contato com a floresta primária. Entretanto, ao longo dos anos, 

esse padrão foi sendo modificado, devido à multiplicidade de fatores que envolvem a cadeia 

epidemiológica de transmissão (LAINSON et al. 1987). 

No Brasil, segundo o Manual do Ministério da Saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010), 

atualmente admite-se a ocorrência de três padrões epidemiológicos distintos da LTA, que 

compreende: 1) perfil silvestre, onde a transmissão ocorre em áreas de vegetação primária, 2) 

perfil ocupacional ou de lazer, no qual a transmissão está associada a atividades de exploração da 

floresta e ao desenvolvimento de atividades agropecuárias e de ecoturismo e, 3) perfil rural ou 
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periurbano, que ocorre em áreas urbanas e periurbanas, onde houve adaptação do vetor nestes 

ambientes, com o possível envolvimento de animais domésticos e do próprio homem no ciclo de 

transmissão (MARZOCHI & MARZOCHI, 1994). 

O controle da LTA é extremamente complexo e requer estratégias distintas e adequadas 

ao contexto epidemiológico de cada região, devendo considerar diversos fatores, desde a espécie 

do parasita, o envolvimento de animais domésticos e a fauna flebotomínica, o que torna o 

controle e o estudo da doença tarefas igualmente difíceis. A expansão geográfica da doença, 

observada em diferentes regiões do mundo, é um reflexo dessa complexidade.  

No Brasil, o controle está pautado na investigação e no conhecimento dos aspectos 

epidemiológicos e de seus determinantes para que ações específicas sejam então desencadeadas 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010) 

 

1.2. O DIAGNÓSTICO 

 Devido às caracteristicas imunobiológicas e ao grande espectro de manifestações 

clínicas apresentadas pela LTA, o seu diagnóstico nem sempre é uma tarefa fácil.  Quando 

baseado somente em aspectos clínicos o diagnóstico tem baixa exatidão já que outras infecções 

mimetizam lesões de LTA (LUZ et al., 2009). Dessa forma o diagnóstico deve, sempre que 

possível, estar apoiado nos exames laboratoriais, aspectos clínicos e evidências epidemiológicas. 

Dentre as abordagens possíveis para o diagnóstico da LTA a  intradermorreação de 

Montenegro (IDRM) possui alto valor presuntivo no diagnóstico da doença. Foi descrita em 1926 

por MONTENEGRO com o objetivo de ser uma ferramenta auxiliar no diagnóstico da 

leishmaniose mucosa e se tornou um dos testes mais utilizados na rotina ambulatorial para o 

diagnóstico da forma cutânea. Esse teste induz  reações de hipersensibilidade tardia uma vez que 

a resposta imune característica da LTA é predominatemente do tipo celular (CARVALHO et al., 

1995). É realizada através da aplicação de 0,1 mL de antígeno na face anterior do antebraço com 

leitura após 48-72 horas sendo considerada positiva quando se detecta enduração igual ou 

superior a 5mm. A medida da enduração deve ser feita com utilização de caneta esferográfica de 

acordo com o método descrito por SOKAL (1975); com decalque em papel, que foi 
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posteriormente introduzido na rotina de leitura da reação e tem apresentado bons resultados além 

de permitir a documentação do resultado e controle de qualidade da técnica (FAGUNDES et al., 

2010). Apesar de sua ampla utilização, a IDRM apresenta restrições por não discriminar doença 

de  infecção e  doença atual de pregressa, podendo permanecer positiva mesmo após o tratamento 

além de apresentar resultados positivos em pacientes com outras patologias. Durante uma 

epidemia na cidade do Rio de Janeiro, DE LIMA BARROS et al, (2005) descreveram 52 casos de 

pacientes com esporotricose confirmada por isolamento de Sporohtrix schenckii em cultura, que 

apresentaram IDRM positivo. Em pacientes com leishmaniose cutâneo-difusa e em 

imunodeprimidos, o resultado pode ser negativo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). Foram 

observados processos de alergia, associados ao tipo de preservante utilizado no teste, acarretando 

resultados falso positivos, fato que levou o fabricante a trocar o thimerosal pelo fenol 

(FAGUNDES et al., 2003). Em casos recentes, com menos de um mês de evolução, a IDRM 

também pode apresentar resultados negativos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 

Devido ao seu baixo custo, simplicidade de execução e de leitura, em muitas regiões do 

país o diagnóstico da LTA é baseado, muitas vezes, somente neste método.  Isso se torna um 

preocupante problema, uma vez que a IDRM, avaliada de forma isolada, pode não ser conclusiva 

para o caso, principalmente em regiões com sobreposição de áreas endêmicas para outras doenças 

como esporotricose, como no caso do Rio de Janeiro.  

Semelhantemente à IDRM que tem seu fundamento na detecção de resposta imune celular 

ao parasito, os métodos sorológicos são baseados na detecção da resposta imune humoral, ou 

seja, de anticorpos anti-Leishmania no soro humano. Estes testes possuem alta sensibilidade, mas 

baixa especificidade, por conta disso existem controvérsias na literatura a respeito do valor dessas 

técnicas no diagnóstico da LTA. Entretanto, quando empregadas associadas a outros métodos, 

podem ser de grande utilidade. A limitação das ferramentas sorológicas está relacionada aos 

baixos níveis séricos de anticorpos específicos registrados na LTA e às frequentes reações 

cruzadas (GONTIJO & CARVALHO, 2003). As técnicas sorológicas podem ser utilizadas em 

diferentes abordagens como testes rápidos, imunodifusão, testes de aglutinação direta, ensaio 

imunoenzimático conhecido como ELISA e reação de fluorescência indireta (RIFI) (KAR, 1995; 

GOTO & LINDOSO, 2010), sendo estes dois últimos os mais utilizados como ferramentas 

auxiliares para o diagnóstico de LTA e acompanhamento de pacientes sob tratamento 
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(BARROSO-FREITAS, 2009). Apesar disso, não existe um teste de ELISA disponível 

comercialmente, ficando sua utilização restrita a centros de pesquisa. Com o objetivo de melhorar 

a sensibilidade e especificidade da técnica de ELISA, estudos têm avaliado o desempenho do 

teste utilizando diferentes frações antigênicas purificadas (BOUVIER et al., 1985; JENSEN et al., 

1996; MONTOYA et al., 1997, REY-LADINO et al., 1997). Recentemente, frações obtidas de 

cepas infectivas de L. braziliensis foram avaliadas, pelo nosso grupo, obtendo bons parâmetros de 

acurácia para o diagnóstico da LTA (CATALDO et al., 2010.).  

Com relação a avaliação do prognóstico dos pacientes durante o tratamento e após cura 

clínica, o ELISA tem se mostrado uma ferramenta de grande valor. Estudo realizado por nossa 

equipe, mostram que pacientes que sofreram recidiva apresentaram pequena redução da 

intensidade da reação após a cura clínica, seguida, a partir do sexto mês, por um aumento de 

intensidade das reações que atingiram patamares mais elevados na ocasião da recidiva. 

Comportamento contrário ao grupo de pacientes que se mantiveram com suas lesões cicatrizadas: 

sendo que neste último grupo, ao final de dois anos mais da metade tornaram-se não reatores e os 

outros fracamente reatores (MOUTA-CONFORT, 2009).  

As técnicas moleculares, entre elas a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) vêm tendo 

cada vez mais aplicabilidade no campo do diagnóstico de várias doenças, entre elas a LTA, 

devido principalmente à elevada sensibilidade. A técnica procura reproduzir o que ocorre na 

natureza e consiste na amplificação “in vitro”, de forma  exponencial, do material genômico do 

parasito e posterior visualização dos produtos amplificados em gel de agarose corado por 

brometo de etídio. Geralmente o alvo para realização de técnicas moleculares na identificação de 

parasitas do gênero Leishmania são regiões conservadas do DNA do cinetoplasto (KDNA). A 

PCR pode ser aplicada em uma grande variedade de amostras clínicas tanto humanas quanto de 

animais, sendo mais sensível que os métodos convencionais de diagnóstico (AL-JAWABREH et 

al., 2006; SHAHBAZI et al, 2008). Uma outra vantagem da PCR é possibilitar a diferenciação 

das espécies de Leishmania envolvida na infecção, que pode ser feito através da utilização de 

oligonucleotídeos específicos e do uso de enzimas de restrição (RODRIGUEZ et al., 1994; DE 

ANDRADE et al., 2006). 

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

É uma técnica que requer infraestrutura laboratorial adequada e insumos específicos de custo 
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bastante elevado, constituindo esta uma das desvantagens do método. Características como 

incapacidade de diferenciar infecção passada e atual, possibilidade de reações positivas na 

ausência da doença e a dificuldade de formulações de kits comerciais são outras desvantagens do 

método que restringem seu emprego na rotina laboratorial, sendo mais utilizada em instituições 

de pesquisa e universidades. 

Atualmente, variações da PCR tradicional têm sido utilizadas, não só no campo do 

diagnóstico, mas também em inúmeras pesquisas envolvendo as leishmanioses. Novos alvos 

genômicos (ITS-PCR e spliced leader mini-exon PCR) (BENSOUNAN et al., 2006), o uso da 

PCR em tempo real (WORTMANN et al., 2005), que pode avaliar a carga parasitária e técnicas 

como a PCR multiplex (HARRIS et al, 1998) e a LSSP-PCR (BAPTISTA et al., 2009) tem sido 

muito exploradas nesse contexto. 

O diagnóstico parasitológico é considerado de certeza ou definitivo, pois se baseia na 

evidenciação do parasita de forma direta ou indireta. Na LTA, confirmação parasitológica se faz 

necessária devido principalmente ao grande espectro de manifestações clínicas, que podem ser 

confundidas com outras doenças que possam causar lesões cutâneas. 

Dentre os métodos parasitológicos, o exame histopatológico tem grande valor para o 

diagnóstico diferencial. Sob o ponto de vista histológico, as lesões de LTA apresentam reação 

inflamatória crônica granulomatosa, cujo infiltrado dérmico é constituído predominantemente por 

linfócitos, plasmócitos e histiócitos (SCHUBACH et al., 2001). Em muitas situações, devido à 

escassez parasitária e à retração tecidual induzida pelos fixadores reduzindo ainda mais o 

tamanho do parasito (DA-CRUZ & PIRMEZ, 2005) o método histopatológico é pouco sensível 

para o diagnóstico das leishmanioses.  

O isolamento de Leishmania em cultura constitui uma das formas de pesquisa indireta, 

sendo considerado padrão de referência para o diagnóstico da doença, pois além de permitir a 

visualização do parasito, permite o isolamento e armazenamento deste para caracterização da 

espécie e utilização em estudos futuros. O isolamento em cultura consiste na inoculação de 

fragmentos de biópsia ou aspirado de lesão em meios de cultura específicos, que expostos a 

temperaturas adequadas, simulam condições do organismo do hospedeiro invertebrado, 

proporcionando a diferenciação e multiplicação do parasito, que é facilmente observado em 

exames a fresco por microscopia ótica. As amostras de Leishmania isoladas, tanto de pacientes 
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quanto de animais, são importantes para fins de vigilância epidemiológica, pois a caracterização 

destas permite o mapeamento das espécies e/ou variantes de espécies de Leishmania que circulam 

entre os hospedeiros humanos e animais envolvidos no ciclo de transmissão (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010). 

Os meios de cultura geralmente utilizados para o isolamento e manutenção desses 

parasitos, são uma combinação de meio sólido NNN com uma fase líquida acrescida de soro fetal 

bovino. O meio NNN ou 3N’s foi descrito em 1904 por NOVY E MCNEAL e modificado por 

Nicole em 1908 (apud HOCKMEYER et al., 1987), é composto por uma base de agar acrescido 

de sangue de coelho desfibrinado. A fase líquida pode ser composta por diversos meios de cultura 

líquidos, sendo os mais comuns o BHI (infusão de cérebro e coração; STEINDEL & GRIZARD, 

2001), Senekjie’s (WEIGLE et al., 1987), RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

(IHALAMULLA et al., 2005) ou meio Schneider (Schneider's Drosophila Medium; GOTO & 

LINDOSO, 2010) que é um dos mais ricos em nutrientes disponíveis no mercado e apontado 

como o meio que proporciona maior sensibilidade e o isolamento mais rápido do parasito 

(LIGHTNER et al., 1982). 

O primeiro relato de isolamento de Leishmania em cultura foi feito por Rogers em 1904; 

em 1979, Hendricks e Wright usaram o meio Schneider pela primeira vez para o diagnóstico da 

LTA, e em 1981 foi a vez de Hockmeyer et al. utilizarem o mesmo meio de cultura para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral. Por ser uma técnica parasitológica por definição, possui 

100% de especificidade apresentando valores de sensibilidade variando de 47,1% (ROMERO et 

al., 1999) a 86,2% (SHABAZZI et al., 2008).  

A sensibilidade da técnica aumenta quando são tomados cuidados técnicos na coleta, tais 

como desinfecção prévia da lesão, acondicionamento do fragmento em solução salina com 

antibiótico, transporte sob refrigeração e processamento do material em condições assépticas. 

Essas medidas diminuem a possibilidade de contaminação das culturas por bactérias e fungos, 

que dificultam o crescimento da Leishmania e consequentemente diminuem a possibilidade de 

isolamento (DA-CRUZ & PIRMEZ, 2005). Adicionalmente, se a lesão apresentar sinais de 

contaminação secundária, é importante suspender a biopsia e recomendar ao paciente que a lesão 

seja lavada abundantemente com água e sabão diariamente, durante uma semana. Nos casos com 

exsudato purulento é recomendado antibioticoterapia. 
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Visando diminuir o índice de contaminação secundária das culturas, o que inviabiliza o 

exame, as biópsias são colocadas em solução fisiológica contendo antibióticos associados 

(benzilpenicilina e estreptomicina) e um antifúngico (fluorocitosina), permanecendo nessa 

condição durante 24 horas em geladeira. Somente após esse período, as biopsias são semeadas 

nos meios de cultura, que também contêm antibióticos. Entretanto a concentração de 

antimicrobianos utilizada tem sido empírica e sem padronização (MÄSER et al., 2002), além de o 

uso de antifúngicos não ser difundido devido a relatos de inibição do crescimento do parasito 

(PALOMINO et al., 1983). Trabalhos prévios do nosso grupo têm mostrado que qualquer 

antimicrobiano utilizado em altas concentrações pode inibir o crescimento do parasito, entretanto 

a concentração de 200µg/mL de fluorocitosina e estreptomicina e 200U/mL de penicilina não 

exercem efeitos negativos no crescimento, se mostrarando seguras para o uso em meio de cultura 

para isolamento de Leishmania (MELLO et al., 2010) 

Além da possibilidade de contaminação das culturas, outro inconveniente deste método é a 

necessidade de infraestrutura laboratorial dispensada para sua realização, impedindo sua 

aplicação em regiões carentes como é o caso da maioria das regiões afetadas pela leishmaniose. 

Nesse contexto a evidenciação do parasito pela forma direta passa a ser a alternativa mais 

adequada.  

A pesquisa direta de formas amastigotas de Leishmania pode ser feita em material clínico 

obtido das lesões, através do procedimento de escarificação (NAIFF, 1996), por punção 

aspirativa (KASSI et al., 2004), pelo método de Tzanck (“slit skin smear”) (BENSOUSSAN et 

al., 2006; UL BARI & BER RAHMAN, 2006; DURDU  et al., 2009),  coleta com sonda dentária 

(“dental broach”)  (GRIFFITHS & DUTZ, 1975; NAVIN, 1990) ou ainda em  impressões com 

fragmentos de tecido (“imprint”). Todos os métodos citados empregam preparações em lâminas 

de vidro, fixadas e coradas por corantes derivados do Romanowsky para posterior visualização de 

formas amastigotas. 

Apesar da literatura indicar baixa sensibilidade, os métodos diretos constituem alternativas 

poderosas para o diagnóstico da leishmaniose (RUOCCO et al., 2010). São métodos simples, 

rápidos, baratos e confiáveis para o diagnóstico de muitas doenças dermatológicas, quando 

realizado por mãos experientes (BRITO et al., 2009). Além disso, o procedimento é bem tolerado 

pelos pacientes por causar trauma ou desconforto insignificantes, podendo ser utilizado, e até 
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repetido se necessário, em crianças e em locais de topografia pouco acessível (RUOCCO et al., 

2010). Os métodos diretos foram uma das primeiras abordagens a serem utilizadas no diagnóstico 

da leishmaniose (SILVA, 1915) e permanecem ainda como o método mais acessível para o 

diagnóstico definitivo da leishmaniose (RAMIREZ et al., 2000; MINISTÉRIO DA SAUDE, 

2010). 

Dentre os exames diretos,  o procedimento de escarificação constitui um dos métodos mais 

simples e um dos mais antigos (SILVA, 1915). Consiste em pesquisar o parasita em material 

obtido de raspados das lesões, sem a necessidade de anestesia local. Algumas variações para 

obtenção de material para o exame direto são descritas. O método de Tzanck (SCHNEIDER, 

2010) foi inicialmente utilizado para o diagnóstico de câncer de pele, herpes  e dermatites e hoje 

é largamente utilizado nas doenças dermatológicas incluindo as leishmaniose. Para obtenção do 

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

raspado feito na superfcie interna do corte. A coleta com dental broach é outra variação e  

emprega uma sonda dentária com extremidade semelhante a arame farpado que é inserida e 

retirada da borda da lesão com movimentos suaves de rotação, trazendo particulas de tecido, 

células e possíveis parasitas.  

A sensibilidade dos métodos diretos, embora tida como baixa, quando comparado com a 

cultura, é muito variada e pode estar condicionada a inúmeros fatores, entre eles, a carga 

parasitária, a espécie de Leishmania envolvida, o tempo de evolução da lesão (RAMIREZ et al., 

2000), sítio da lesão onde o parasito é pesquisado (RAMIREZ et al., 2000), qualidade do material 

coletado, o tipo de corante utilizado (CASTILLO & ROJAS, 1997), o tempo e o número de 

campos microscópicos examinados e a experiência do profissional que realiza o exame.  (AL-

JITAWI et al., 1995; BRUSTOLONI et al., 2007). Além disso, a falta de padronização do 

procedimento de escarificação para o diagnóstico da LTA dificulta a comparação dos resultados 

entre os diferentes estudos, cuja literatura relata valores de sensibilidade que variam de 32,7% 

(WEIGLE et al., 1987) a 90,4% (RAMIREZ et al, 2000). O quadro 1 apresenta diversos estudos 

da comparação da sensibilidade de diferentes técnicas utilizadas para o diagnóstico da LTA.
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Quadro 1 – Sensibilidade de técnicas utilizadas para o diagnóstico da LTA reportada em diferentes estudos. (Valores expressos 
em percentuais). 

(-): Não avaliado no estudo, BL: Exame realizado na borda da lesão, CL: Exame realizado no centro da lesão, IDRM: Intradermo reação de montenegro , Escarificação BI: 
Escarificação em borda interna da lesão, HE: Exame histopatológico, * Em 30% das culturas houve crescimento de fungos e bactérias, ** Alvo molecular: KDNA, *** 
Alvo molecular: Região ITS (Internal transcribed space). 

Técnicas utilizadas 

Métodos diretos Cultura Técnica padrão de 
 referência (no estudo) Método 

de 
Tzanck 

Sonda 
dentária Escarificação 

Escarificação 
BI  

e "imprint"  
Imprint Aspirado Biópsia 

HE PCR 
Referência 

Quadro clínico - 81,0 - - - -  - - 
Griffiths; Dutz, 

 1974 
Qualquer técnica 

parasitológica 
32,7/BL - - - 27,9 85,0 72,7  21,4 - 

Weigle et al., 
 1987 

Quadro clínico 40,0/BL 
31,0/BL 
37,0/CL 

31/BL 
40/CL 

- -  40,0 - - 
Navin et al., 

 1990 

Quadro clínico - - 34,8/BL - - 41,3  - - 
Al jitawi et al.,  

1993 

IDRM (+) - - - - 63,0  43,0* - 97,0** 
Rodriguez et al., 

 1994 
Cultura 

 ou “Imprint" 
- - - - 72,4 - 62,0 - - 

Bahamdan et al., 
 1996 

Quadro clínico 55,0/BL - - - 48,0 - - 76,0 86,0** 
Andersen et al., 

 1996 
Escarificação BI  

ou "imprint" 
- - - 59,4 - - - - - 

Silveira et al, 
 1999 

Qualquer técnica 
utilizada no estudo 

78,3/BL 
90,4/CL 

- - - - 67,5 - 
64,3/ 
BL 

80,8/CL** 
57,7/BL** 

Ramirez et al.,  
2000 

Cultura, escarificação  
ou PCR 

- - 
69,0/BL 
85,0/CL 

- - 69,0 - - 
58/BL** 
81/CL** 

Ramirez et al., 
 2002 

Cultura, exame direto  
ou histopatológico 

- - - 65,0 - - 84,0 82,0 100,0** 
Faber et al., 

 2003 
Cultura, exame direto 
 ou 2 PCR’s positivos 

74,4 - - - - - 62,8 - 98,7** 
Bessounan et al., 

 2006 
Qualquer técnica 

utilizada no estudo 
- - - - 79,3 - 86,2 - 98,8*** 

Shabazzi et al., 
 2008 

IDRM ou "imprint"  - - - - 63,1 - 69,7 - 80,0** 
Luz et al., 

 2009 
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Dentre os fatores que afetam a sensibilidade o número de campos microscópicos 

examinados é um dos que possuem maior influência. Por conta disso a Organização 

Mundial de Saúde (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1999) sugere a leitura 

de 1000 campos microscópicos em aumento de 1000 vezes antes da liberação do 

resultado negativo em caso de suspeita de leishmaniose visceral, entretanto para 

amostras de lesão cutânea não existem orientações. O aumento da sensibilidade 

proporcional ao número de campos é tão significativo que NAVIN et al.(1990), 

utilizando a leitura de 5 lâminas conseguiu identificar todos os casos positivos pelo 

isolamento em cultura. Outro fator que também influencia na sensibilidade dos exames 

diretos está relacionado ao sítio da lesão onde é realizada a coleta do material. 

Diferentes estudos têm abordado esse parâmetro realizando coleta em diferentes locais 

da lesão como borda interna, borda externa e centro da lesão obtendo variações nos 

valores de sensibilidade (RAMIREZ et al.; 2000; ROBINSON et al., 2002; NAVIN et 

al., 1990). O manual de vigilância em leishmanioses do Ministério da Saúde brasileiro 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010) recomenda a realização da escarificação na borda 

interna da lesão, ainda assim, são observadas variações na forma de coleta em diferentes 

regiões do país.  

Apesar de ser um método de simples aplicação, recursos humanos treinados e 

leituras cuidadosas são extremamente importantes, pois outros microrganismos podem 

estar presentes na lesão, seja como contaminantes, seja como agente etiológico de outras 

doenças, podendo gerar confusão no diagnóstico. Estruturas leveduriformes de 

Histoplasma capsulatum (SÃO THIAGO et al.,1998), de Candida sp e de Sporothrix 

schenckii podem ser confundidas com formas amastigotas de Leishmania sp por um 

microscopista pouco experiente (MELLO et al., 2011). 

Tendo em vista os dados apresentados, o exame direto pode ser considerado um 

método de grande aplicabilidade em áreas carentes de recursos laboratoriais. Por essa 

razão, o Ministério da Saúde tem incentivado todos os laboratórios centrais de saúde 

pública (LACENS) a implantarem o método da escarificação para o diagnéstico da 

LTA, principalmente por não necessitar de intervenção cirúrgica para coleta do 

material.   

 O Laboratório de Vigilância em Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clínica 

Evandro Chagas da Fundação Oswaldo Cruz (VigiLeish/IPEC/Fiocruz) integra a rede 

de Laboratórios de Referência do Ministério da Saúde e vem participando de atividades 

de capacitação de profissionais dos LACENS por todo o país.  Tal capacitação inclui 
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treinamento na técnica de escarificação de borda da lesão, confecção das lâminas, 

fixação, coloração pelo método de Giemsa e leitura do exame direto. Nestas ocasiões, 

alguns questionamentos surgem com frequência: Existe diferença entre o material 

obtido da borda interna ou da borda externa da lesão? Qual a quantidade de material que 

deve ser coletado? O exame de mais de uma lâmina melhora a sensibilidade da técnica? 

O procedimento de “imprint” é tão sensível quanto a escarificação? Embora seja 

provável que a ausência de padronização para o procedimento da escarificação possa 

interferir na qualidade do diagnóstico, não encontramos na literatura nenhuma avaliação 

sistemática comparando diferentes formas de coleta e seu impacto no desempenho da 

técnica. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. GERAL 

Padronizar a técnica de escarificação e avaliar a sensibilidade dos exames 

parasitológicos diretos, “imprint” e escarificação, para o diagnóstico da leishmaniose 

tegumentar americana, utilizando como padrão de referência o isolamento em cultura.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Determinar e comparar a sensibilidade do método de escarificação, realizado em 

dois locais da lesão (borda interna e externa) e do “imprint”, tendo como padrão 

de referência o isolamento em cultura; 

2) Avaliar o procedimento de escarificação com relação à facilidade de coleta do 

material e à qualidade dos esfregaços obtidos na borda interna e externa da 

lesão; 

3) Avaliar e comparar a frequência de sangramento e intensidade de dor no 

procedimento de escarificação realizado na borda interna e na borda externa da 

lesão;  

4) Determinar a sensibilidade dos exames diretos (“imprint” e escarificação) em 

relação ao número de campos microscópicos lidos; 

5) Padronizar o procedimento de escarificação, propondo uma uniformização do 

método, relacionado à forma de coleta e leitura microscópica; 

6) Identificar, por eletroforese de isoenzimas, os parasitos isolados em cultura. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudo possui aprovação do CEP/IPEC/FIOCRUZ sob o número de 

protocolo: 0033.0.009.000-09 e integra um projeto maior intitulado: “Estudo para 

sistematização do atendimento de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana 

no Centro de Referência em LTA – Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - 

Fiocruz”. Todos os pacientes foram informados sobre o propósito da investigação e 

manifestaram sua aceitação em participar do estudo através da assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido.  

 

3.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO 

Estudo diagnóstico seccional, sem repetições, para determinação da sensibilidade 

dos exames diretos (escarificação e “imprint”) frente ao padrão de referência 

(isolamento em cultura). A população do estudo foi constituída por pacientes atendidos 

no laboratório de Vigilância em Leishmanioses (Vigileish)/IPEC/Fiocruz.  

 
 

3.3. SUJEITOS DA PESQUISA 

A população do estudo foi constituída por pacientes que procuraram atendimento 

no ambulatório do  VigiLeish/IPEC/Fiocruz, no período de 2009-2010. 
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3.4. TAMANHO AMOSTRAL 

Para a comparação da diferença entre as sensibilidades dos três testes diagnósticos 

(imprint, escarificação da borda externa e escarificação da borda interna) foram 

realizados dois diferentes cálculos amostrais utilizando o programa estatístico “R” 

2.12.1. Em ambos, o número amostral de 102 lesões foi suficiente para afirmar 

diferenças entre as sensibilidades, ao nível de significância de 5% e poder de 80%. Em 

ambos os cálculos foram considerados que os dados são pareados e que existe uma 

concordância na positividade entre os testes. 

3.5. CRITÉRIO DE ELEGIBILIDADE E SELEÇÃO DA AMOSTRA 

Foram considerados elegíveis todos os pacientes acima de 10 anos, apresentando 

lesões cutâneas ulceradas, atendidos no ambulatório do VigiLeish/IPEC/Fiocruz, no 

período compreendido entre 2009-2010, que tiveram coletadas amostras clínicas para os 

procedimentos de isolamento em cultura, “imprint” e escarificação, em dois locais da 

lesão, e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Foram desconsiderados 

aqueles que por qualquer motivo, não tenham coletado material para todos os métodos. 

 

3.6. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA O 

DIAGNÓSTICO 

 

3.6.1. ESCARIFICAÇÃO 

Este procedimento foi realizado em ambiente ambulatorial, por profissional 

treinado. Inicialmente fez-se anti-sepsia com álcool etílico 70% (Rioquimica, São 

Paulo, Brasil) na lesão. A escarificação foi realizada na área mais infiltrada da borda da 

lesão utilizando-se lâmina de bisturi de ponta fina (nº 11) (Embramed, São Paulo, 

Brasil). O procedimento foi realizado em duas etapas considerando sempre o mesmo 

local da lesão: primeiro foi confeccionado uma lâmina com material obtido da borda 

externa (BE) da lesão e posteriormente outra, confeccionada com material obtido da 
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borda interna (BI). O material obtido foi distendido na lâmina de vidro, realizando-se 

pequenos esfregaços sem sobreposição obedecendo a uma sequência pré-estabelecida. 

Ao final de cada etapa do procedimento de escarificação, realizado em BE e BI, o 

paciente indicou o nivel de dor, através de um cartão de escala análoga visual (CFDIS 

Association of America, 2010) que variou de 0 a 10 pontos (Figura 1). Considerou-se o 

intervalo de 0-1 como “nenhuma” intensidade de dor; de 2-3 “leve”; de 4-5 “moderada”, 

6-7 “intensa” e 8-10 “insuportável”. O procedimento foi realizado sem hemostasia em 

ambos os locais e a ocorrência de sangramento foi registrada, sendo considerada 

positiva quando houve a necessidade de interromoper o procedimento por duas vezes 

para estancar o sangramento com auxílio de compressão com gaze. 

 

 

Figura 1 - Cartão de escala análoga visual de dor para indicação, pelo paciente, da 

intensidade de dor durante o procedimento de escarificação realizado em borda externa 

e interna da lesão (CFDIS Association of America, 2010) 

 

Para preparação das lâminas para os exames diretos (escarificação e “imprint”), 

foram utilizadas lâminas de microscopia com áreas demarcadas. Cada área (casela) 

possui 250 campos (aumento de 1000 vezes) totalizando 3000 campos por lâmina. As 

lâminas utilizadas foram previamente limpas e desengorduradas. A confecção de ambos 

os procedimentos foi realizada considerando a sequência apresentada na Figura 2. 

 
 

Início do 
preparo e leitura

6mm

121110

65321

97 8

7

Início do 
preparo e leitura

6mm

121110

65321

97 8

7

6mm

121110

65321

97 8

7

 
 

Figura 2 - Representação esquemática da lâmina de micoscopia, com 12 áreas 

demarcadas (caselas) utilizadas para confecção dos exames diretos (imprint e 

escarificação). Cada área possui 6mm e corresponde a 250 campos microscópicos 

(x1000). 
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Após confecção das lâminas, as mesmas foram encaminhadas ao laboratório em 

caixas apropriadas e imediatamente submetidas à fixação, empregando álcool metílico 

P.A. (Vetec Duque de Caxias, Brasil) durante 5 minutos. Quando completamente secas, 

as lâminas foram coradas pelo método de Giemsa (Merck, Darmstadi, Germany) 

considerando a diluição de duas gotas do corante para cada 1 mL de tampão fosfato 

(pH=7,2) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) e imersas nessa solução por 20 minutos com 

posterior lavagem em água corrente.  

A leitura das lâminas foi feita com objetiva de imersão (x1000) seguindo a 

mesma sequência indicada no esquema da figura 2, examinando-se todos os campos das 

áreas demarcadas da lâmina e registrando-se a casela onde foi encontrado o primeiro 

parasito. 

 

3.6.2. CULTURA  

A biópsia da lesão,  de responsabilidade do médico foi realizada após o 

procedimento de escarificação, considerando o mesmo local que foi escarificado. Foi 

mantida a mesma lesão para todos os métodos propostos neste estudo. A Figura 3 

mostra, em representação esquemática, os locais da lesão onde foram realizados os 

procedimentos de escarificação e da biopsia . 

 

Escarificação – Borda interna

Biópsia (Fragmento retirado do local onde 
foram realizadas as escarificações )

Lesão
Escarificação – Borda externa

Escarificação – Borda interna

Biópsia (Fragmento retirado do local onde 
foram realizadas as escarificações )

Lesão
Escarificação – Borda externa

 

 

Figura 3 - Representação esquemática do local da lesão onde foram realizados os 

procedimentos de escarificação em borda externa (BE) e interna (BI) e de realização da 

biópsia para cultura e o “imprint”. 
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Após o procedimento de escarificação, foi realizada nova anti-sepsia com álcool 

etílico 70% (Rioquimica, São Paulo, Brasil) e anestesia local com lidocaína 2% 

(Hypofarma, Minas Gerais, Brasil) e, com auxílio de um “punch”, foi  retirado um 

fragmento de cerca de 5-6 mm de diâmetro, que foi dividido em duas partes, sendo uma 

utilizada para realização do “imprint” e outra para o isolamento em cultura.  

 O fragmento para o isolamento em cultura foi imediatamente colocado em 

solução fisiológica (NaCl 0,85%) (Vetec, Duque de Caxias, Brasil) contendo o 

antifúngico 5’fluorocytosine (150µg/mL) (Sigma, Steinhein, Germany) e os antibióticos 

penicilina (200U/mL) e estreptomicina (200µgmL) (Sigma, Steinhein, Germany) onde 

permaneceu por 24 horas a temperatura de 4ºC. Após esse período, o fragmento foi 

seccionado e transferido assepticamente para três tubos contendo meio de cultura 

bifásico Novy, MacNeal, Nicolle (NNN) acrescido de meio Schneider’s (Sigma,  

Steinhein, Germany) suplementado com 10% de soro fetal bovino -SFB-  (LAC 

Biotecnologia, São Paulo, Brasil) e submetidos a temperatura de 26-28ºC em estufa 

BOD (FANEN , Brasil). Os exames das culturas foram realizados a fresco 

semanalmente durante 30 dias. As amostras isoladas foram criopreservadas e 

posteriormente identificadas por eletroforese de isoenzimas. 

 

3.6.3. "IMPRINT"  

A impressão em lâmina foi realizada imediatamente após a biópsia. Se 

necessário, após a excisão cirúrgica, o fragmento foi ligeiramente pressionado sobre 

uma gaze ou papel de filtro para retirada do excesso de sangue ou exsudato. Com 

auxílio de uma pinça, realizou-se compressão (“carimbo”) do fragmento sobre cada 

casela da lâmina, mantendo-se a mesma sequência utilizada para o procedimento de 

escarificação. Os movimentos de aposição do fragmento sobre a lâmina foram feitos 

delicadamente sem sobreposição. A fixação, coloração e exame das lâminas foram 

realizados como descrito no item 3.6.1. 
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3.6.4. IDENTIFICAÇÃO DOS PARASITOS ISOLADOS POR 

ELETROFORESE DE ISOENZIMAS (MLEE) 

Todos os isolados obtidos durante o estudo foram armazenados no Banco de 

Amostras do VigiLeish/IPEC/Fiocruz e analisados por eletroforese de enzimas. Para 

caracterização os isolados foram cultivados em meio apropriado para obtenção de cerca 

de 109 parasitas e, posteriormente submetidos a lavagens em tampão próprio, sob 

centrifugação até a obtenção de um sedimento que foi armazenado em botijões de 

nitrogênio líquido (N2) até a realização da técnica. Para a corrida eletroforética, foi 

preparado um gel de agarose Tipo V (Sigma, Steinhein, Germany) a 1%, em tampão, de 

acordo com a enzima estudada e colocado sobre um filme de poliestireno (Gel Bond – 

Amershan Bioscience, EUA) onde a amostra teste foi aplicada. Foram empregados seis 

sistemas enzimáticos: 6PGDH (6-fosfogluconato desidrogenase, EC.1.1.1.43); GPI 

(fosfoglucose isomerase, EC.5.3.1.9) ; NH (nucleosideo hidrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1); 

G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase, EC.1.1.1.49) e PGM (fosfoglucomutase, EC. 

1.4.1.9) cuja metodologia foi baseada em protocolos já definidos na literatura 

(CUPOLILO et al., 1994). Amostras de referência de Leihmania braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2903), Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania 

guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147) foram empregadas em todas as corridas 

eletroforéticas. A revelação da atividade enzimática das amostras foi feita colocando-se 

diretamente sobre o gel uma mistura contendo os substratos, transportadores e 

receptores de elétrons, cofatores e tampões próprios para cada enzima, sendo a reação 

interrompida pela adição de ácido acético a 5% (Vetec, Duque de Caxias, Brasil). A 

mobilidade eletroforética das amostras foi comparada com o padrão das amostras de 

referência utilizadas nos ensaios. 

  

3.6.5. CRITÉRIO DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 

As análises consideraram o grupo total de pacientes incluídos no estudo (GT) e o 

grupo de pacientes com diagnóstico final de leishmaniose (GL). 

 A análise exploratória dos dados foi realizada através de freqüências das 

variáveis: diagnóstico final, local de moradia, sexo, número de lesões, tempo de 

evolução das lesões, localização das lesões, ocorrência de sangramento e intensidade de 



 
 

 
 

22 

dor para o procedimento de escarificação. A idade dos pacientes foi expressa através da 

média e desvio-padrão.  

O teste exato de Fisher foi empregado na avaliação da associação entre a 

ocorrência de sangramento e o local da escarificação (BE e BI).  Na avaliação entre 

tempo de evolução da lesão e o resultado do imprint e escarificação (positivo ou 

negativo) considerou-se apenas o grupo com leishmaniose (GL). 

A comparação entre a intensidade de dor em BE e BI foi realizada através do 

teste não paramétrico de Wilcoxon. 

Para determinar a positividade relacionada ao número de campos microscópicos 

examinados nos exames diretos, foi estabelecido como ponto de corte a área demarcada 

da lâmina onde foi encontrada a primeira forma amastigota. O total de casos positivos 

acumulados (Nacum) em relação ao número de áreas demarcadas examinadas foi 

expresso em percentual (%) permitindo a determinação de um número mínimo de 

campos microscópicos a serem examinados.  

Para avaliação da concordância entre os exames diretos ("imprint" e 

escarificação) e a cultura, empregou-se e teste kappa simples baseado nos critérios de 

Landis e Koch (LANDIS & KOCH, 1977) onde k < 0,20 (concordância pobre); 0,21 < k 

< 0,40 (fraco); 0,41< k < 0,60 (moderado); 0,61< k < 0,80 (substancial) e k >0,80 (quase 

pefeita).   

Os parâmetros de acurácia dos ensaios utilizados neste estudo: sensibilidade, 

especificidade, concordância simples, valores preditivo positivo (VPP) e negativo 

(VPN) e seus respectivos intervalos de confiança (IC95%) foram calculados através do 

software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 16.0.  P-valores < 

0,05 indicaram associações estatisticamente significativas. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. DADOS CLINICO-EPIDEMIOLÓGICOS 

Foram incluídos no estudo 110 pacientes com suspeita clínica de LTA atendidos 

no Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas- IPEC, FIOCRUZ.  

Noventa e oito (98%; n=108) dos pacientes residiam no estado do Rio de Janeiro, 

enquanto 2% (n=2) residiam no estado da Bahia e Maranhão. Dentre os residentes no 

estado do Rio de Janeiro, 57% (n=62) residiam no município do Rio de Janeiro e os 

outros 43% (n=38) foram oriundos dos demais municípios do estado.  

Com relação ao diagnóstico final, 36,4% (n=40) dos pacientes analisados 

obtiveram diagnóstico de leishmaniose, 17,3% (n=19) diagnóstico de esporotricose, 

16,4% (n=18) piodermite, 8,2% (n=9) úlcera de etiologia vascular, 13,5% (n=15) foram 

diagnosticados com outras patologias e 8,2% (n=9) não obtiveram diagnóstico 

(inconclusivo). 

Dos 40 pacientes confirmados com LTA, 38 residiam no estado do Rio de 

Janeiro, 1 no estado do Maranhão e 1 na Bahia. 

A idade média dos pacientes foi de 39,9 ± 3,5 anos no grupo total (n=110), e de 

37,6 ±5,8 anos dentre os pacientes com leishmaniose (n=40). 

No grupo de pacientes com leishmaniose foi observado maior acometimento do 

sexo masculino e maior acometimento dos membros superiores e inferiores quando 

comparado ao grupo total de pacientes.  

A tabela 1 apresenta as variáveis avaliadas no grupo total de pacientes estudados 

(GT;n=110) e pacientes com diagnóstico de leishmaniose  (GL; n=40) 
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Tabela 1 - Variáveis avaliadas no grupo total de pacientes estudados (GT;n=110) e 

pacientes com diagnóstico de leishmaniose  (GL; n=40), atendidos no Instituto de 

Pesquisa Clínica Evandro Chagas - IPEC, FIOCRUZ, RJ (2009-2010) 

Resultados por grupo 
Variáveis 

GL (n=40) 
%(n) 

GT (n=110) 
% (n) 

Sexo   
Feminino 30,0 (12) 59,1 (65) 
Masculino 70,0 (28) 40,9 (45) 

Número de lesões   

1-3 lesões 85,0 (34) 92,8 (17) 
Acima de 3 lesões 15,0 (6) 7,2 (8) 

Tempo de evolução das 
lesões 

  

1-3 meses 65,0 (24) 62,7 (69) 
Acima de 3 meses 35,0 (14) 36,4 (40) 
Não informado 0 0,9 (1) 

Localização da lesão   

Face/Pescoço 12,5 (5) 7,3 (8) 
Braços 55,0 (22) 6,4 (7) 
Pernas 25,0 (10) 34,5 (8) 
Tronco 7,5 (3) 51,8 (57) 

Ocorrência de sangramento 
BE 

  

Sim 70,0 (28) 58,2 (64) 
Não 30,0 (12) 41,8 (46) 

Ocorrência de sangramento 
BI  

  

Sim 30,0 (12) 25,0 (28) 
Não 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 isolamento em meio de cultura de 

Leishmania sp., dos quais 34 foram positivos ao primeiro exame da cultura (7° dia) e 6 

ao segundo exame (14° dia). Nenhum paciente apresentou exames positivos nas leituras 

realizadas no 3° ou 4° exames (21° e 30° dia). Estes resultados podem ser observados na 

tabela 3. 

Das 40 amostras de Leishmania sp. isoladas e analisadas pela técnica de 

isoenzimas, 39 apresentaram perfil eletroforético compatível com a cepa de referência 

de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e uma com a cepa referência L. 

amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)  em todos os seis sistemas estudados.  

A cultura de amostras de 15 pacientes apresentou crescimento de outros 

microorganismos, sendo em 14 amostras observado o crescimento de fungos e em uma 

amostra, crescimento de bactérias. Das 14 amostras com crescimento fúngico, dez 

foram enviadas ao laboratório de Micologia Médica (IPEC/FIOCRUZ), e em nove, foi 

confirmado a presença de Sporotrix schenckii e em uma amostra a presença de Candida 

sp. Quatro amostras não foram encaminhadas, uma vez que o crescimento fúngico 

demonstrou características visuais de possíveis contaminantes, sendo o diagnóstico de 

hanseníase virchoviana, esporotricose disseminada, úlcera de etiologia vascular e 

carcinoma espinocelular posteriormente confirmado nesses quatro pacientes. 

Em dois dos 15 pacientes que tiveram a cultura contaminada pelo crescimento 

de fungos, foram visualizadas, nas lâminas para o exame direto, estruturas 

leveduriformes passíveis de confusão com formas amastigotas de Leishmania. 

 No primeiro caso, o paciente era do sexo masculino, 44 anos, HIV (+) e 

apresentou lesão na coxa, palato e pé esquerdo. Esse paciente foi posteriormente 

diagnosticado com esporotricose disseminada. A observação das lâminas de “imprint” e 

escarificação do material obtido da lesão da coxa revelou a presença de inúmeras 

estruturas elipsóides e arredondadas, localizadas no interior e no exterior de 

macrófagos. A figura 4 mostra a lesão de onde foram coletadas amostras para o exame 

direto (a) e as estruturas fungicas observadas no exame direto (b). 
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Figura 4 - a - Lesão ulcerada em coxa direita de paciente HIV (+) com esporotricose  

atendido no Laboratório Vigileish/IPEC/FIOCRUZ. b – Inúmeras estruturas fúngicas 

elipsóides e arredondadas, localizadas dentro de leucócito observadas em lâminas de 

exame direto coradas pela técnica de Giemsa (x1000). 

 
 
 
Embora semelhantes a formas amastigotas em tamanho e formato, tais estruturas 

não apresentavam cinetoplasto, característica fundamental para identificação dos 

parasitas do gênero Leishmania.  

No segundo caso, o paciente era do sexo feminino 51 anos, com extensa úlcera 

localizada na perna direita, cujo diagnóstico de úlcera de estase foi dado pelo exame 

histopatológico.  No exame direto, tanto das lâminas de “imprint” como de escarificação 

foram observadas estruturas elípticas, com halo transparente ao redor, A figura 5 mostra 

a lesão (a) de onde foram coletadas amostras para o exame direto e estruturas 

observadas ao microscópio (b, c, d).  
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Figura 5 - a - Extensa úlcera localizada na perna direita de paciente com úlcera de 

estase atendida no laboratório Vigileish/IPEC/FIOCRUZ. b, c e d: estruturas elípticas, 

apresentando halo transparente ao redor, observadas em lâminas de exame direto 

(x1000). 

 
 
 

Os resultados laboratoriais de confirmação dos pacientes com leishmaniose pelo 

isolamento em cultura podem ser observados na tabela 2. 
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Tabela 2 - Resultados dos métodos parasitológicos (cultura, "imprint" e escarificação) 

dos 40 pacientes confirmados com leishmaniose pelo isolamento em cultura atendidos 

no Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - IPEC, FIOCRUZ, RJ (2009-2010). 

 

 BI = Borda interna da lesão 
BE = Borda externa da lesão 
* amostras identificadas por isoenzimas como L. braziliensis 
** amostra identificada por isoenzimas como L. amazonensis 
 

Exame direto 
Escarificação 

Código 
da 

amostra 

Cultura 
 “imprint” 

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 
47 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 
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Com relação aos exames diretos, 28 pacientes foram positivos no “imprint”, 

demostrando uma sensibilidade de 70%. As lâminas de escarificação em BE 

apresentaram resultados positivos em 17 pacientes, o que proporcionou uma 

sensibilidade de 42,5%. Já as lâminas de escarificação em BI foram positivas para 25 

pacientes com sensibilidade de 62,5%.  Quando a positividade dos três exames diretos 

foi combinada, o valor da sensibilidade alcançou 77,5%. Estes resultados podem ser 

observados na tabela 3. 

Foi observada maior ocorrência de sangramentos quando a escarificação foi 

realizada em BE da lesão (p=0,04).  

A intensidade de dor indicada pelo paciente para o procedimento de 

escarificação realizado em borda interna foi maior do que em borda externa da lesão 

(p=0,029). 

Não foi encontrada significância estatística entre o tempo de evolução da lesão e 

a positividade nos exames diretos ("imprint" e escarificação) (p>0,05). 

As lâminas de escarificação BI de maneira geral apresentaram maior quantidade 

de células brancas e menos hemácias que as lâminas realizadas com material obtido de 

BE, o aspecto geral típico de ambas as preparações podem ser observado na figura 6. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Aspecto geral típico de uma lâmina de escarificação, após coloração pelo 

Giemsa realizada em borda externa (a) e interna (b) da lesão (400X). 

 
 
 

A leitura de 1500 campos microscópicos foi suficiente para concluir 93% e 92% 

dos casos que apresentaram resultados positivos para o “imprint” e escarificação em BI, 

respectivamente. Esses resultados são apresentados na tabela 3.  

Os demais parâmetros avaliados (concordância, kappa, valor preditivo positivo - 

VPP e negativo –VPN) são apresentados na tabela 4. 

a b 
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Tabela 3 - Relação entre as áreas examinadas e a positividade para os exames diretos 

("imprint", escarificação em BI e BE) em um grupo de pacientes com exame direto 

positivo ("imprint" ou escarificação) atendidos no Instituto de Pesquisa Clínica Evandro 

Chagas - IPEC, FIOCRUZ, RJ (2009-2010). 

Exames diretos 
Escarificação 

Caselas* (nº 
de campos 

microscópicos) Imprint 
BE BI 

 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) 28 100,0 17 100,0 25 100,0 

*corresponde a área da lâmina, ilustrada na figura 1. Cada casela contém 250 campos microscópicos (x 1000) 
N acum: número de casos positivos acumulados em relação ao número de áreas demarcadas examinadas. 
 
 
 
 
 

Tabela 4 - Sensibilidade, concordância simples, Kappa, valor preditivo positivo (VPP) 

e negativo (VPN) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) para as técnicas 

de “imprint” e escarificação em borda externa (BE) e borda interna (BI) da lesão em 

110 pacientes atendidos no Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - IPEC, 

FIOCRUZ, RJ  (2009-2010). 

Técnicas Sensibilidade 
(%) 

Concordância 
simples(%) 

Kappa VPP (%) VPN (%) 

"Imprint" 70,0 (61,4-78,5) 87.2 (84,0-90,4) 
0,730 

(Substancial) 
100,0 (100-100) 81,8 (74,6-89,0) 

Escarificação      

BE 42,5 (33,3-51,7) 75,5 (67,5-79,6) 
0,461 

(Moderado) 
100,0 (100-100) 70,1 (61,5-78,6) 

BI 62,5 (53,4-71,5) 84.0 (77,1-90,8) 
0,659 

(Substancial) 
100,0 (100-100) 78,2 (70,4-85,9) 
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5. DISCUSSÃO 

Neste estudo comparamos as sensibilidades das técnicas de “imprint” e 

escarificação realizada em dois locais da lesão (BE e BI) em relação ao padrão de 

referência (isolamento em cultura) para o diagnóstico da LTA em um grupo de 110 

pacientes atendidos no laboratório de Vigilância em Leishmanioses no período de 2009-

2010. O diagnóstico de leishmaniose tegumentar foi confirmado em 36,4% dos 

pacientes. 

Esporotricose e piodermite foram, após a leishmaniose, os diagnósticos mais 

comuns, ressaltando-se a importância do diagnóstico diferencial entre estas doenças e a 

LTA, em especial a esporotricose, que no estado do Rio de Janeiro adquiriu há alguns 

anos proporções epidêmicas envolvendo pessoas e animais e se superpondo a áreas de 

incidência de LTA (BARROS et al., 2010). Os dados clínico-epidemiológicos 

observados no grupo de pacientes com diagnóstico de leishmanioses concordam com os 

padrões descritos para a doença no município do Rio de Janeiro: a) ocorrência em 

bairros, os quais já são conhecidos por serem áreas endêmicas para a LTA, com casos 

frequentemente descritos (KAWA & SABROZA, 2002, de OLIVEIRA-NETO et al., 

2000). b) maior freqüência de acometimento do sexo masculino e, c) ocorrência de 

lesões, com maior freqüência nos membros superiores e inferiores (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010).  

O tempo médio de evolução das lesões foi de 1-3 meses para 65% dos pacientes 

confirmados com leishmaniose (GL). O tempo de evolução das lesões de LTA tem sido 

associado à positividade dos exames parasitológicos (RAMIREZ et al., 2000). Neste 

estudo, apesar de termos encontrado maior positividade, nos exames diretos, em lesões 

recentes (1-3meses), quando tratado estatisticamente, tais resultados não demonstram 

associação significativa, discordando da literatura. É importante ressaltar que o tempo 

de evolução das lesões descrito no prontuário médico, foi dado pelo paciente, devendo-

se considerar que muitas vezes o início dos sintomas pode passar despercebido pelo 

mesmo. 
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Para o diagnóstico das leishmanioses o isolamento em cultura, devido a sua 

elevada sensibilidade, capacidade de demonstração do parasita e possibilidade de 

armazenamento dos isolados para estudos futuros é tido como método padrão de 

referência, entretanto, possui como inconvenientes a possibilidade de contaminações, o 

custo e o tempo necessário para conclusão do exame (cerca de 30 dias). Em nosso 

estudo, em todos os casos diagnosticados pela cultura a observação do parasita ocorreu 

até o 14º dia de cultivo; essa característica vem sendo observada em nosso laboratório e 

corrobora resultados de outros estudos (LUZ et al., 2009). Tal resultado mostra que o 

isolamento em cultura, após duas semanas, constitui um evento raro para os parasitos do 

gênero Leishmania. A partir do isolamento em cultura foi possível identificar as 

amostras pela técnica de eletroforese de isoenzimas, técnica também considerada de 

referência para caracterização de Leishmania. Das 40 amostras isoladas, 39 foram 

identificadas como L. braziliensis, confirmando a incriminação dessa espécie como 

responsável pela maior parte dos casos de LTA no sudeste do país (LUZ et al., 2009). 

Uma única amostra apresentou perfil compatível com o de Leishmania amazonensis.  

A amostra caracterizada como L. amazonensis foi isolada de um paciente que 

chegou ao serviço apresentando uma possível reativação clínica da doença, que havia 

sido adquirida e tratada pela primeira vez no estado do Maranhão. A reativação foi 

confirmada e a espécie identificada como L. amazonensis, que é endêmica no estado do 

Maranhão (SALDANHA et al., 1995; SALDANHA et al.,1992). Tal espécie causa na 

maioria dos casos, formas típicas de leishmaniose cutânea, entretanto, excepcionalmente 

pode causar um grave quadro de leishmaniose dependendo do indivíduo infectado, a 

forma cutânea difusa. No estado do Rio de Janeiro foi registrado apenas um caso 

autóctone desta doença e da infecção por L. amazonensis no ano de 2006 (AZEREDO-

COUTINHO et al., 2007). Esse resultado ressalta a importância da caracterização 

etiológica e monitoramento das espécies de Leishmania que são endêmicas nas 

diferentes regiões do país e que podem estar sofrendo migrações conforme o 

deslocamento humano.  

Para o isolamento de Leishmania sp, utiliza-se meio de cultura extremamente 

rico em aminoácidos e proteínas, que favorece o crescimento de qualquer 

microrganismo infeccioso. O crescimento de fungos e bactérias é possível, uma vez que 

lesões cutâneas ulceradas são altamente suscetíveis a contaminação secundária (ZIAIE 

& SADEGHIAN, 2008). De outro lado, lesões cutâneas podem também ser causadas 

por diferentes agentes fúngicos, devendo-se ficar atento ao seu crescimento. Por essa 
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razão, quando observamos crescimento fúngico em amostras processadas para o 

diagnóstico da LTA, encaminhamos a cultura da amostra para o laboratório de 

Micologia Médica (IPEC/FIOCRUZ) para que este possa ser identificado. Dessa forma 

em 14 pacientes cujas amostras apresentaram crescimento de fungos, confirmou-se a 

presença de Sporotrix shenckii em nove pacientes.  Essa alta taxa de isolamento de S. 

shenckii é favorecida, como já dito anteriormente, pela utilização de um meio de cultura 

rico em nutrientes como também pela baixa eficácia do antifúngico fluorocitosina, que é 

utilizado na solução salina usada para coleta da biópsia (ALVARADO-RAMIREZ & 

TORRES-RODRIGUEZ, 2007). Esse fluxo de amostras e parceria estabelecidos entre 

os laboratórios tem sido bastante útil para o diagnóstico final dos pacientes atendidos no 

IPEC-FIOCRUZ.  

O exame direto constitui uma ferramenta de extrema utilidade para o diagnóstico 

da LTA, entretanto, o fato de ser uma técnica simples não dispensa a necessidade de 

pessoal qualificado para sua realização, já que o resultado final pode ser influenciado 

pela experiência do observador. A presença de determinadas estruturas nos exames 

diretos para LTA, pode constituir um fator de confusão e gerar erros no diagnóstico 

final, principalmente quando tais estruturas assemelham-se a formas amastigotas. Nessa 

situação, a visualização do cinetoplasto é decisiva para o diagnóstico de certeza, 

ressaltando, a importância da qualidade da coloração das preparações para o exame 

direto para LTA (MELLO et al, 2011). De outro lado, o relato pelo microscopista da 

presença dessa estruturas pode ser um alerta para o diagnóstico do paciente, uma vez 

que determinados agentes fúngicos podem ser confundidos com formas amastigotas. 

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

Candida sp e de S. schenckii (MELLO et al, 2011) tem sido relatadas como agentes que 

podem ser confundidos com formas amastigotas de Leishmania sp nos exames diretos. 

Apesar do encontro de leveduras de S. schenckii nos exames diretos ser um fato raro 

(MORRIS-JONES, 2002; PANG et al., 2004), em nosso estudo tais estruturas foram 

encontradas   em um paciente HIV positivo (MELLO et al., 2011). Além disso, relatos 

de co-infecção por Leishmania sp. e S. schenckii (Agudelo, Restrepo et al. 1999) e 

infecções secundárias (bacterianas ou fúngicas)  são também relativamente frequentes 

em lesões de LTA (ZIAIE & SADEGHIAN, 2008) o que pode inviabilizar o diagnóstico 

através da cultura. Nestas situações, o exame direto pode determinar o diagnóstico final 

de LTA. 
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Apesar de todas as vantagens, os exames citológicos diretos, apresentados neste 

estudo e também descritos na literatura, são tidos como métodos de baixa sensibilidade, 

já que estão diretamente relacionados à carga parasitária. No entanto, são métodos de 

grande aplicabilidade em vários aspectos e, nesse contexto, o procedimento de 

escarificação pode se apresentar como uma ferramenta poderosa, principalmente pela 

facilidade da implantação deste método nos níveis primários de assistência. Além de ser 

um método rápido, este método necessita de pequena infraestrutura, tem baixo custo e o 

material para exame é de fácil obtenção. Além disso, por ser pouco invasivo, pode 

permitir repetições do exame, sem a necessidade de recorrer a centros de referência 

especializados.  Neste estudo, encontramos valores de sensibilidade de 70,0% para o 

“imprint” e de 42,5% e 62,5% para o procedimento de escarificação realizado em BE e 

BI, respectivamente. Estes resultados reforçam a importância dos métodos diretos para 

o diagnóstico de parte dos casos de LTA.   Quando os três exames (“imprint, 

escarificção em BI e BE) foram associados, geraram uma sensibilidade de 77,5%, 

mostrando que a associação de diferentes métodos tende a aumentar a sensibilidade 

diagnóstica da LTA, como já revelado em outros estudos (RAMIREZ et al, 2000; 

FAGUNDES et al, 2010). 

Os parâmetros de sensibilidade dos exames diretos para LTA podem ser 

extremamente variados, com índices de 32,7% (WEIGLE et al., 1987) a 90,4% 

(RAMIREZ et al, 2000). Sabe-se que tal variação pode estar relacionada a inúmeros 

fatores, entre eles o tempo de evolução da lesão, espécie de Leishmania responsável 

pelo caso, carga parasitária, sítio da lesão onde o parasita é pesquisado e, não podemos 

deixar de mencionar, a experiência do observador e o número de campos microscópicos 

e/ou lâminas examinadas (BRUSTOLONI et al., 2007). Na literatura científica, essas 

informações nem sempre são fornecidas, dificultando a comparação entre os resultados 

obtidos entre os vários estudos publicados. Ao compararmos o procedimento de 

escarificação realizado em dois locais da lesão, observamos índices de acurácia 

diferentes, demonstrando que o sítio para coleta na lesão é um aspecto que deve ser 

considerado, como já demonstrado previamente. RAMIREZ et al., 2000, observaram 

que no exame microscópico direto, os valores de sensibilidade saltaram de 78,3% para 

material obtido por biópsia realizada na borda da lesão para 90% por biópsias realizadas 

no centro da lesão. Adicionalmente, é também conhecido que os parasitas do gênero 

Leishmania distribuem-se de forma irregular nas lesões cutâneas (MENGISTU et al, 

1992), característica que pode, também, influenciar os níveis de sensibilidade, de acordo 
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com o local da lesão em que é feito a coleta. Para o procedimento de escarificação, é 

sugerido que o raspado seja feito em mais de um local da lesão, visando dar mais 

chance de encontro do parasita, entretanto, em nosso estudo, optamos em realizar o 

procedimento de escarificação em um único local de BI e BE para que os resultados 

pudessem ser comparados com a cultura do fragmento de biópsia que foi retirado do 

mesmo local escarificado.  

Embora o procedimento de escarificação para o diagnóstico da LTA não 

necessite de intervenção anestésica, não encontramos, na literatura, nenhuma referência 

à intensidade de dor gerada pelo procedimento. Tal aspecto, avaliado neste estudo, 

demonstrou que o procedimento realizado na borda interna da lesão foi mais doloroso 

do quando realizado na borda externa, ainda assim a realização cotidiana do 

procedimento revelou boa aceitabilidade da maioria dos pacientes e a facilidade de 

realização em indivíduos de diferentes idades e portadores de lesões localizadas em 

sítios que conferem maior sensibilidade.  

Diferentemente da análise da dor que é voltada para o bem estar do paciente, o 

registro da ocorrência de sangramento é importante para a qualidade do material 

coletado para a análise. Apesar de ser aconselhável realizar a coleta com isquemia 

digital a fim de evitar sangramentos, neste estudo as coletas ocorreram sempre sem 

isquemia, por fatores ligados a localização das lesões, e a realização de procedimento 

por um único profissional. Os sangramentos foram mais freqüentes quando a 

escarificação foi realizada na borda externa da lesão em relação ao procedimento 

realizado na borda interna. Isto ocorreu provavelmente porque no primeiro local foi 

necessário romper o tecido para coletar o material e esse procedimento acaba por atingir 

pequenos vasos sanguíneos gerando liberação de sangue. Dependendo da quantidade, a 

presença de hemácias pode atrapalhar a leitura das lâminas. No procedimento realizado 

na borda interna a coleta foi mais fácil fornecendo um material muito rico em células 

brancas e parasitos, com pouquíssimas hemácias, facilitando a leitura microscópica.  

A escarificação em BI da lesão se mostrou superior em diferentes aspectos em 

relação a realizada em BE, como maior sensibilidade, menor ocorrência de 

sangramentos e melhor qualidade do material coletado, tendo em vista todos esses 

aspectos apontamos esse local como de eleição para realização do procedimento. 

Outro fator já citado que influencia na sensibilidade do exame direto é o número 

de campos microscópicos lidos por lâmina para emissão dos resultados. Navin et al 

(1990), em seu estudo observou uma substancial elevação nos índices de positividade 
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que foi proporcional ao número de lâminas (campos microscópicos) examinadas. A 

OMS recomenda a leitura de 1000 campos microscópicos em objetiva de imersão antes 

que seja liberado um resultado negativo para amostras de baço em pacientes com 

suspeita de leishmaniose visceral (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 1999), 

entretanto para leishmaniose cutânea não há qualquer referência na literatura sobre o 

número de campos a serem examinados, ficando o profissional forçado a examinar toda 

a lâmina. Por esse motivo, neste estudo, estabelecemos critérios de confecção da lâmina 

e das leituras das mesmas, visando uma uniformização dos métodos, a fim de avaliar se 

existe um número ideal de campos microscópicos a serem lidos, antes da liberação de 

resultados negativos 

Os critérios utilizados, tanto para confecção das lâminas, assim como para as 

leituras, nos indicaram que o exame de cerca de 1500 campos microscópicos foi 

suficiente para concluir 93% e 92% dos casos que apresentaram resultados positivos 

para o “imprint” e escarificação em BI, respectivamente. Exames diretos costumam 

despender certo tempo e esse dado torna-se relevante se consideramos a demanda de 

laboratórios que realizam esse exame na rotina diagnóstica. Otimizando o tempo gasto 

com a leitura das lâminas e diminuindo o desgaste do profissional responsável pelo 

diagnóstico, já que é recomendado que a visualização das formas amastigotas, nos 

exames diretos, seja realizada por no mínimo duas pessoas antes da liberação do 

resultado final, pode-se melhorar a qualidade do resultado. 

Já que o diagnóstico precoce constitui uma das medidas mais eficazes no 

controle da doença, a adoção de métodos eficientes e de baixo-custo torna-se essencial, 

principalmente em níveis primários da assistência (SZARGIKI et al., 2009). Os 

parâmetros de acurácia apresentados neste estudo apontam que os métodos diretos 

podem ser empregados com segurança no diagnóstico da LTA, em especial, o 

procedimento de escarificação em BI, devido a facilidade de confecção e ao baixo custo 

do exame, além de permitir repetições do procedimento em diferentes momentos, 

aumentando a chance de encontro do parasito, contribuindo para o diagnóstico dos 

casos de LTA. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1) Os valores de sensibilidade obtidos, aliados à facilidade de execução e 

aplicabilidade das técnicas de “imprint” e escarificação em borda interna de lesão 

mostram que essas metodologias podem ser empregadas com segurança e utilizadas 

para o diagnóstico de parte dos casos da LTA; 

2) O procedimento de escarificação foi de fácil execução, independente do local, 

entretanto, a qualidade do material coletado na borda interna foi superior à coleta em 

borda externa;  

3) A comparação da sensibilidade diagnóstica para o procedimento de escarificação 

realizado em dois locais da lesão aponta a borda interna como local de eleição para a 

realização do procedimento; 

4) A ocorrência de sangramentos foi menor quando a escarificação foi realizada em BI 

da lesão, entretanto esse local foi indicado como mais doloroso pelos pacientes; 

5) Leishmania braziliensis foi a espécie de maior prevalência no grupo estudado, 

corroborando dados da literatura que apontam essa espécie como principal 

responsável pelos casos de LTA no estado do Rio de Janeiro; 

6) O encontro de um isolado de Leishmania amazonensis ressalta a importância da 

vigilância epidemiológica no monitoramento das espécies circulantes no Brasil; 

7) A visualização de estruturas semelhantes a amastigotas em pacientes com outros 

diagnósticos indica que, mesmo nesta metodologia, o treinamento e experiência a 

equipe seja fundamental para o correto diagnóstico da infecção; 

8) Os critérios para confecção e para leitura dos exames diretos permitiram estabelecer 

um número de campos mínimos para emissão dos resultados e demonstrou que o 

método de escarificação deve ter esses critérios padronizados e uniformizados, 

garantindo qualidade do diagnóstico que é realizado em diferentes regiões do Brasil; 
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9) Nossos resultados permitem propor a implantação do exame padronizado como 

técnica de rotina diagnóstica, principalmente nos locais onde o acesso a métodos 

mais complexos é limitado. 
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ANEXO 1 – TERMO DE OUTORGA RELACIONADO AO AUXILIO 

CONCEDIDO PELA FAPERJ AO PROJETO “COMPARAÇÃO DOS 

PROCEDIMENTOS DE "IMPRINT" E ESCARIFICAÇÃO NO 

DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA” 

- PROGRAMA APQ1/PROCESSO E26/ 110.892/2009 
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ANEXO 2 – DIVULGAÇÃO DE RESULTADOS PARCIAIS DESTA 

DISSERTAÇÃO – XLVI CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA 

DE MEDICINA TROPICAL 2010, FOZ DO IGUAÇU-PR, BRASIL. 

 
 

1. MELLO CX, SCHUBACH AO, PIMENTEL MIF, LYRA MR, 

VASCONCELLOS ECF, MADEIRA MF. Diagnóstico parasitológico direto da 

leishmaniose tegumentar americana (LTA). artefatos e outros parasitas podem 

dificultar o exame? [Apresentação no XLVI Congresso da Sociedade Brasileira 

de Medicina Tropical; 2010 mar14-11; Paraná, Brasil]. 

 

2. MELLO CX, SCHUBACH AO, OLIVEIRA RVC, CONCEIÇÃO-SILVA F, 

PIMENTEL MIF, LYRA MR, VASCONCELLOS ECF, MADEIRA MF. 

Avaliação comparativa da sensibilidade do "imprint" e escarificação no 

diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana (LTA) em pacientes 

atendidos no laboratório de Vigilância em Leishmanioses do Instituto de 

Pesquisa Clínica Evandro Chagas, Fiocruz [Apresentação no XLVI Congresso 

da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical; 2010 mar14-11; Paraná, Brasil]. 
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ANEXO 3 – DIVULGAÇÃO DE RESULTADOS PARCIAIS DESTA 

DISSERTAÇÃO – XLVII CONGRESSO DA SOCIEDADE 

BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL 2011, NATAL - RN, 

BRASIL. 

 
 

3. MELLO CX, SCHUBACH AO, OLIVEIRA RVC, CONCEIÇÃO-SILVA F, 

PIMENTEL MIF, LYRA MR, VASCONCELLOS ECF, MADEIRA MF. 

Comparação da sensibilidade do "imprint" e da escarificação no diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar americana em um centro de referência no Rio de 

Janeiro, Brasil [Apresentação no XLVI Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina Tropical; 2011 mar 23-26; Rio Grande do Norte, Brasil]. 
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ANEXO 4 – PUBLICAÇÃO RELACIONADA AOS RESULTADOS 

PARCIAIS DESTA DISSERTAÇÃO 

 

Can yeast-like form of Sporothrix schenckii confuse the direct parasitological diagnosis 

of American cutaneous leishmaniasis? 

Publicado na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 

 

Este artigo relata o encontro de estruturas fungicas, que poderiam gerar confusão com 

formas amastigotas, que foram visualizadas durante a leitura das lâminas de “imprint” e 

escarificação de um paciente com suspeita clínica de LTA. Esse encontro ressalta a 

importância do treinamento e qualificação de pessoal para realização do exame direto 

para o diagnóstico da LTA. 
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ANEXO 5 – PUBLICAÇÃO RELACIONADA AOS RESULTADOS 

DESTA DISSERTAÇÃO 

 

Comparação da sensibilidade do "imprint" e da escarificação no diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar americana em um centro de referência no Rio de Janeiro, 

Brasil. Artigo submetido à revista Parasitology Research 

   
 O diagnóstico parasitológico da LTA pode ser realizado através da pesquisa 

direta do parasito utilizando os procedimentos de “imprint” e escarificação, sendo este 

último o método mais rápido, de menor custo e de fácil execução. Por conta disso o 

Ministério da Saúde tem incentivado a implantação do procedimento de escarificação 

em todos os LACENS, sendo importantes tanto o conhecimento dos parâmetros de 

acurácia deste método quanto a padronização relacionada a forma de coleta e leitura, 

para que possa ser aplicado de forma padronizada em todo o Brasil. 

Objetivos: 

 Este artigo avalia a sensibilidade dos métodos diretos (escarificação em borda 

interna e externa da lesão e “imprint”) tendo como padrão de referência o isolamento 

em cultura, além disso, visa estabelecer critérios de coleta e leitura para o procedimento 

de escarificação, com fins de uniformização do método para propor sua aplicação em 

diferentes regiões brasileiras. 

Principais resultados: 

 Dentre os 110 pacientes analisados 40 foram confirmados com leishmaniose. O 

“imprint” foi positivo em 28 pacientes conferindo-lhes sensibilidade de 70%, a 

escarificação realizada em borda externa foi positiva em 17 pacientes e em borda 

interna em 25 alcançando sensibilidade de 42,5% e 62,5% respectivamente. Além de 

mais sensível o material obtido da borda interna da lesão apresentou uma maior 

quantidade de células brancas e menos hemácias facilitando a leitura da lâmina. Os 

parâmetros de acurácia foram satisfatórios demostrando que esses métodos podem ser 

empregados com segurança em locais onde não existe acesso a metodologias mais 

complexas. 
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