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APRESENTAÇÃO

As obras “Aspectos das Doenças Tropicais II e III” abordam uma série de livros 
de publicação da Atena Editora. Em seu volume II e III, apresentam em seus capítulos, 
aspectos gerais e epidemiológicos das doenças tropicais analisados em algumas 
regiões brasileiras.

As doenças tropicais são assim designadas por se tratarem de um conjunto 
de doenças infecciosas que ocorrem nas regiões tropicais e subtropicais. Em uma 
ação que objetiva a avaliação dos indicadores globais e o combate e controle dessas 
doenças, a Organização Mundial da Saúde lançou uma classificação de “doenças 
tropicais negligenciadas” para agrupar as doenças tropicais endêmicas, causadas por 
agentes infecciosos ou parasitas principalmente entre a população mais carente e, 
cuja prevenção e controle são dificultados pela escassez de investimentos. 

Essas doenças afetam especialmente as populações pobres da África, Ásia e 
América Latina. Juntas, causando aproximadamente entre 500 mil a um milhão de 
óbitos anualmente, segundo dados da Organização Mundial da Saúde.  Segundo o 
relatório da Organização Mundial da Saúde de 2017, na América Latina e no Caribe, 
estima-se que 46 milhões de crianças vivem em áreas de alto risco de infecção ou 
reinfecção com helmintos transmitidos pelo solo e 70,2 milhões estão em risco de 
doença de Chagas. Mais de 33 mil novos casos de hanseníase e mais de 51 mil 
casos de leishmaniose cutânea são relatados nas Américas a cada ano. Além disso, 
70 milhões de pessoas na região estão em risco de doença de Chagas e 25 milhões 
sofrem de esquistossomose.

Neste volume III, dedicado às Doenças Tropicais, reunimos um compilado de artigos 
com estudos dirigidos sobre Doença de Chagas, Leishmaniose, Esquistossomose, 
Enteroparasitoses, Hanseníase e Raiva em regiões brasileiras, com o intuito de ampliar 
o conhecimento dos dados epidemiológicos, contribuindo assim para a formulação de 
políticas públicas de apoio dirigidas às diferentes características regionais deste país 
continental.

A obra é fruto do esforço e dedicação das pesquisas dos autores e colaboradores 
de cada capítulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminação de 
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma 
visão geral e regional das doenças tropicais e inspirar os leitores a contribuírem com 
pesquisas para a promoção de saúde e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO: A leishmaniose tegumentar 
americana (LTA) é uma dermatoparasitose 
causada por diferentes espécies de protozoários 
do gênero Leishmania. Nos últimos anos a 
reação em cadeia da polimerase (PCR), com sua 
elevada sensibilidade, se tornou uma técnica 
útil para estudos clínicos em leishmanioses e 
o seu diagnóstico. Diante da presença de DNA 
de parasitos em exsudatos tegumentares, 
estudos vêm propondo a utilização do método 
não invasivo de coleta com swab. Os pacientes 

selecionados foram atendidos no setor de 
dermatologia do Hospital Oswaldo Cruz/ UPE, 
no período de 2010 a 2014 e submetidos à 
coleta de escarificação da lesão, biópsia e 
exsudatos cutâneos coletados a partir de swab. 
O DNA das amostras de biópsia e swab foram 
extraídos e purificados para realização da PCR 
e o resultado foi evidenciado em gel de agarose 
através da eletroforese. Em 201 amostras de 
swab obtivemos positividade em 95 (47,2%) 
e em 182 amostras de biópsia, 90 (49,4%) 
de positividade. Comparando as técnicas de 
pesquisa direta (escarificação da lesão) e PCR 
(por swab) foi observada uma concordância 
de resultados em 122 (76,8%). Comparando 
os resultados entre os substratos swab e 
biópsia, houve convergência em 148 amostras 
e discordância em 34 delas. A utilização do 
método de coleta a partir de swab no Serviço 
de Referência em Leishmanioses do Instituto 
Aggeu Magalhães/FIOCRUZ - PE é pertinente 
ao desenvolvimento deste modelo prático e 
inovador de coleta de Leishmania spp. sendo 
um instrumento auxiliar na coleta de amostras 
para o diagnóstico de LTA durante a rotina 
laboratorial. 
PAlAVRAS-CHAVE: Leishmaniose tegumentar 
americana, diagnóstico, swab.

ABSTRACT: American cutaneous leishmaniasis 
(ACL) is a dermatoparasitosis caused by 
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different species of protozoa of the genus Leishmania. In recent years polymerase 
chain reaction (PCR), with its high sensitivity, has become a useful technique for 
clinical studies in leishmaniasis and its diagnosis. In view of the presence of parasite 
DNA in tegumentary exudates, studies have proposed the use of a non-invasive swab 
collection method. The selected patients were treated in the dermatology sector of the 
Hospital Oswaldo Cruz / UPE, from 2010 to 2014 and submitted to the collection of 
lesion scarification, biopsy and cutaneous exudates collected from swabs. The DNA 
from the biopsy and swab samples were extracted and purified for PCR and the result 
was evidenced on agarose gel through electrophoresis. In 201 swab samples we 
obtained positivity in 95 (47.2%) and in 182 biopsy samples, 90 (49.4%) of positivity. 
Comparing the techniques of direct investigation (lesion scarification) and PCR (by 
swab) a concordance of results was observed in 122 (76.8%). Comparing the results 
between the swab and biopsy substrates, there were convergence in 148 samples 
and disagreement in 34 of them. The use of the collection method from the swab 
Service Leishmaniasis of Aggeu Magalhães Institute FIOCRUZ PE is pertinent to the 
development of this innovative model collection Leishmania spp. being an instrument 
assist in the collection of samples for the diagnosis of ACL during routine laboratory.
KEYWORDS: American cutaneous leishmaniasis, diagnosis, swab.

1 |  INTRODUÇÃO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária 
causada por várias espécies de protozoários do gênero Leishmania.

O respectivo gênero compreende protozoários parasitos, com um ciclo de vida 
digenético, vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores 
(flebotomíneos), estes últimos sendo responsáveis pela transmissão desses agentes 
etiológicos de um mamífero a outro (REY, 2001). 

No Continente Americano há registro de casos desde o extremo sul dos Estados 
Unidos até o norte da Argentina, com exceção do Chile e Uruguai (BRASIL, 2012). 
Do total, 75% (38.235) estão concentrados no Brasil e nos países da sub-região 
Andina. Sendo uma doença tropical e subtropical, é considerada como negligenciada 
e de grande importância para a saúde pública (WHO, 2016). No nordeste do Brasil, 
Pernambuco se destaca por ser o 3° estado com maior número de casos de LTA.

A LTA é uma doença não contagiosa, de evolução crônica, que acomete as 
estruturas da pele, causando a forma clínica clássica da doença, a forma cutânea, além 
de comprometer cartilagens e mucosas da nasofaringe, causando a forma multilante e 
mais grave da doença, conhecida como cutaneomucosa ou mucocutânea (SILVEIRA 
et al., 2004).

O diagnóstico da LTA é formado pelos aspectos clínico-epidemiológicos e 
achados laboratoriais, podendo ser difícil, dada a similaridade com outras doenças 
que podem acometer a pele e também a mucosa. O diagnóstico de certeza pelos 
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testes parasitológicos somente é dado quando se visualiza o parasito nos tecidos, caso 
contrário às alterações histopatológicas são no máximo sugestivas do diagnóstico o 
que é explicado pela escassez de parasitos nas biópsias, comum principalmente em 
amostras de mucosa. 

Nos casos duvidosos é importante a realização de exames específicos para 
o isolamento e caracterização do parasito. Em Pernambuco a principal espécie 
circulante no estado é a L. (V). braziliensis (BRITO et al., 2009;2018). Para tal temos 
as técnicas moleculares, como: Reação em Cadeia de Polimerase (PCR), que possui 
altas sensibilidade e especificidade, através da análise molecular de minicírculos do 
kDNA (COSTA, 2009; RODRIGUES, 2002, 2013; SILVA, 2017). 

Em vista dos métodos de coleta ser considerados invasivos alguns estudos vêm 
propondo a utilização de uma técnica não invasiva como o método de coleta com swab 
bacteriológico para o diagnostico molecular da LTA através de PCR (BRITO et al., 
2012; CALDART et al., 2011; MIMORI et al., 2002).

Assim sendo, o presente estudo visou avaliar a utilização do método de coleta 
por swab no Serviço de Referência em Leishimanioses do Instituto Aggeu Magalhães/
FIOCRUZ - PE, para o diagnóstico da LTA, a fim de comprovar sua eficácia como 
alternativa diagnóstica. 

2 |  METODOlOGIA

Considerações Éticas e Seleção de Pacientes

O estudo apresenta parecer do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) que norteiam 
as pesquisas com seres humanos no Instituto Aggeu Magalhães IAM/FIOCRUZ, sob 
o número 38/2008. Cada indivíduo participante foi informado sobre a natureza do 
estudo, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

Os pacientes selecionados apresentaram diagnóstico clínico e lesão ativa, 
foram atendidos no Serviço de Dermatologia do Hospital Oswaldo Cruz (HUOC) da 
Universidade de Pernambuco – UPE, seguindo a rotina ambulatorial do Serviço de 
Referência em Leishmanioses (SRL) do Instituto Aggeu Magalhães. Os indivíduos 
foram provenientes de áreas endêmicas de Pernambuco, Zona da Mata e região 
Metropolitana do Recife, no período de março de 2010 a dezembro de 2014.

Os critérios utilizados para inclusão no estudo incorporaram pacientes que além 
de atenderem a critérios clínico-epidemiológicos, apresentavam lesões ativas. Foram 
excluídos pacientes diagnosticados com outra doença dérmica que não incluía a LTA.

Coleta de amostras

Para a escarificação das lesões cutâneas, estas foram previamente tratadas com 
assépticos e, posteriormente, foi realizada a raspagem da borda da lesão utilizando 
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lâmina de bisturi estéril e o material coletado posto em lâmina de microscopia. Já 
os exsudatos cutâneos foram coletados com swab obtidos sob condições estéreis 
em toda a área da lesão ativa, inclusive no centro e na borda. Em pacientes que 
apresentaram lesões ressecadas o swab foi embebido em soro fisiológico. Os 
swabs foram estocados individualmente em tubos de 1,5 mL e transportados para o 
Laboratório de Imunoparasitologia do IAM, onde permaneceram estocados a -20º C, 
até a utilização.

As biópsias cutâneas foram realizadas com o auxílio do punch de 4-5 mm de 
diâmetro. Após assepsia com álcool iodado e aplicação de anestesia local (lidocaína 
a 2% sem vaso constritor) foi realizada uma incisão e retirado um pequeno fragmento 
que foi armazenado em tubos de 1,5 mL e transportado para o Laboratório de 
Imunoparasitologia do IAM/FIOCRUZ, e estocados a -80ºC. 

Diagnóstico Parasitológico (Pesquisa direta)

 Das amostras obtidas por escarificação foram confeccionados os esfregaços 
em lâmina de microscopia. Os esfregaços foram fixados com álcool metílico e corados 
pelo método de Giemsa. A Pesquisa Direta (PD) de formas amastigotas de Leishmania 
spp. foi realizada através de microscopia óptica em objetiva de 100x utilizando óleo de 
imersão. 

Diagnóstico Molecular

O DNA genômico das amostras, de exsudatos cutâneos coletados por swab 
e biópsias, foram extraídos e purificados com o kit QIamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, 
Valencia, USA), seguindo as instruções do fabricante. As amostras devidamente 
purificadas foram quantificadas com o espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 
Scientific®, modelo 2000c).

Uma vez purificado, o DNA genômico foi submetido à amplificação por PCR, 
utilizando um termociclador automático (Eppendorf®, modelo Master Cycler gradient), 
que permite a amplificação do kDNA do parasito pertencentes ao subgênero Viannia. 

O mix de PCR consistiu em 23 mL de uma solução contendo Tris-HCl 10 mM, 
pH 8,3; MgCl2 1,5 mM, gelatina 0,01 %; 0,2 mM de cada dNTP; 100 ρmoles de 
cada oligonucleotídeo iniciador (DE BRUIJN; BARKER, 1992) e 0,5 U de Taq DNA 
polimerase (DE BRUIJN; BARKER, 1992, DE BRUIJN et al, 1993). A essa mistura 
foram adicionados 2 µL de amostra de DNA de cada paciente. Um controle negativo 
(sem DNA) foi utilizado na reação juntamente com um controle positivo (1ng/μL) de 
DNA genômico de L. (V.) braziliensis da cepa de referência (IOC-L-566-MHOM/BR/75/
M2903).

A PCR foi realizada em 35 ciclos (94 oC, 1 min; 65 oC, 1 min; 72 oC, 1 min) 
(ERESH et al, 1994), precedidos de uma desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC. Os 
oligonucleotídeos iniciadores utilizados: LEIB1 (5’-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3’) 
e LEIB2 (5’-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’) amplificaram todo minicírculo do kDNA 
de Leishmania (Viannia) spp., equivalente a 750 pares de base (DE BRUIJN; BARKER 
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1992). 
Após amplificação, 10μL do produto de PCR foram analisados através de 

eletroforese em gel de agarose a 1% com tampão TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM) 
corados por solução de brometo de etídio a 10mg/mL (SAMBROOK et al, 1989). As 
bandas de DNA separadas por eletroforese foram visualizadas em um transiluminador 
de luz ultravioleta e digitalizadas através de um sistema de documentação Kodak®, 
modelo Gel Logic 100 Imagem System.

3 |  RESUlTADOS

 Foram coletadas e analisadas 201 amostras de swab, destas 182 possui 
amostras de biópsias e 163 amostras de escarificado de lesão, de pacientes portadores 
de LTA.

Análise comparativa do diagnóstico parasitológico (pesquisa direta) com o 
diagnóstico molecular por PCR de exsudatos cutâneos coletados com swab

A pesquisa direta na busca de formas amastigotas de Leishmania spp., foi 
realizada em 163 amostras do total de pacientes selecionados para o estudo, devido 
as características das lesões cutâneas serem eritematosas e/ou nodulares. Nestas 
amostras foi observada positividade em 92(56,5%) lâminas e resultado negativo em 
71 (43,5%). 

Na análise realizada através da PCR deste mesmo número de paciente coletados 
com o método de swab, obteve-se positividade em 73 amostras (44,7%) e resultado 
negativo em 90 (55,3%). 

Comparando as técnicas de PD (Pesquisa Direta) e PCR foi observada uma 
concordância de resultados em 122 (76,8%) e divergência em quarenta e uma (23,2%) 
destas amostras como evidenciado na tabela 1.

Métodos Total de 
amostras % 

Pesquisa Direta PCR (Swab)
+ + 62

76,8
- - 60
+ - 30

23,2
- + 11

Total de amostras pareadas analisadas 163 100

Tabela 1- Comparação dos resultados do diagnostico parasitológico por pesquisa direta e do 
diagnóstico molecular através de PCR em amostras coletadas a partir de swab.
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Análise comparativa entre substratos (biópsia e exsudatos cutâneos).                                                                  

Através de PCR foram analisadas 182 amostras de biópsias e exsudatos cutâneos 
(coletados com swab) dos pacientes selecionados para o estudo. Ao todo 86 (47,3%) 
amostras de exsudatos cutâneos coletados a partir de swab e 90 (49,5%) amostras de 
biópsias foram positivas, algumas dessas amostras podem ser visualizadas na fi gura 
1. 

Figura 1- Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etídeo, mostrando 
produtos amplifi cados, originários de amostras de biópsia e swab, a partir de oligonucleotídeos 

iniciadores específi cos para o subgênero Viannia.
legenda: Controle positivo (C+) controle negativo (C-), amostras de biópsia (1-5) e amostras de swab (6-10). O 
produto de amplifi cação de 750pb encontra-se indicado por seta. PM: marcador de peso molecular + Low DNA 

Mass Ladder (2000, 1200, 800, 400, 200 e 100 bp).

Ao comparar os resultados da PCR de amostras de exsudatos cutâneos e de 
biópsia nos pacientes analisados, observa-se concordância em 148 (81,3%) amostras 
e discordância em 34 (18,7%), onde 77 amostras obtiveram resultado negativo nos dois 
métodos e 71 resultados positivos em ambos, porém 15 amostras obtiveram resultados 
positivos apenas pelo swab com negatividade na biópsia e apenas 19 amostras foram 
positivas pela biópsia e negativas pelo swab como pode ser observado na tabela 2.

PCR
Total de amostras % 

Biópsia Swab
- - 77

81,3
+ + 71
+ - 19

18,7
- + 15

Total de amostras pareadas analisadas 182 100

Tabela 2- Comparação dos resultados do diagnóstico molecular através de PCR em amostras 
coletadas a partir de swab e biópsia.
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DISCUSSÃO E CONCIDERAÇÕES FINAIS

Este estudo, além de analisar métodos laboratoriais clássicos (parasitológico 
pela pesquisa direta e o molecular a partir de biópsia) de uso rotineiro na pesquisa em 
leishmaniose tegumentar americana para o Serviço de Referência em Leishmanioses 
(SRL – IAM/FIOCRUZ), incluiu também a análise realizada pelo método de swab para 
coleta de Leishmania spp., que passou a ser incorporado no SRL em 2010.  Com 
relação ao swab aplicado em LTA, são poucos os trabalhos que apontam este método 
como um instrumento na coleta desses parasitos e, além disso, não há constatação 
da técnica ter sido preconizada por órgãos de saúde pública para a enfermidade em 
questão (FERREIRA et al. 2008, 2012; GOMES et al., 2016; LEITE et al., 2010, 2011; 
LOMBARDO et al., 2012; MIMORI, 2002).

Os critérios utilizados para inclusão no estudo incorporaram pacientes que além 
de atenderem a critérios clínico-epidemiológicos, apresentavam lesões ativas. Dessa 
forma, 201 pacientes foram selecionados como portadores de LTA com base no 
diagnóstico clínico e epidemiológico.

Em uma análise comparativa em 163 amostras, entre a técnica parasitológica 
de pesquisa direta e a técnica molecular de PCR a partir de amostras coletadas por 
swab, o estudo obteve uma concordância em 76,8% das amostras, estes dados 
colaboram com recente pesquisa realizada por Viana (2013), onde em 31 amostras a 
concordância obtida pelas duas técnicas foi de 77,42%. 

As diferenças encontradas em nosso estudo entre os resultados acerca da 
positividade destas duas de técnicas podem estar correlacionadas ao tempo de 
evolução da lesão cutânea. Weigle e Colaboradores (2002) analisaram o tempo de 
evolução da infecção com o número de Leishmania presentes em lesões de LTA. 
As lesões de até seis meses obtiveram 56% de sensibilidade comparada a 8,7% em 
lesões com tempo igual ou superior a seis meses, sugerindo que a quantidade de 
parasitos presentes nas lesões pode se apresentar inversamente proporcional ao 
tempo de evolução destas. Neste estudo a média de evolução da lesão foi de 4,3 
meses, justificando o número alto de positividade.

Segundo a Organização Mundial de Saúde, torna-se oportuno que as pesquisas 
se concentrem no desenvolvimento de novos conhecimentos, principalmente no 
emprego de novos modelos diagnósticos para a LTA, pois trata-se de uma doença 
emergente e negligenciada (REMME et al. 2002). 

Através da análise comparativa em 182 amostras, dos substratos coletados por 
swab e biópsia para o diagnóstico molecular da LTA, o estudo observou uma positividade 
de 86 amostras coletadas por swab. Estes dados sugerem que a abundância de 
Leishmania spp. no centro da lesão ativa de LTA possibilita segurança na obtenção 
de DNA de parasitos disponíveis, uma vez que um determinado local da borda da 
lesão poderá não ter disponibilidade de Leishmania. A alta concordância entre estes 
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métodos (81,3%) aponta a possibilidade de uma associação entre os dois métodos de 
coleta, aumentando assim a garantia de um teste mais sensível.

Ressaltamos ainda que em 38 pacientes não foi possível a coleta de Leishmania 
spp. a partir de escarificação da lesão devido a algumas limitações, tais como, lesões 
inflamadas, nodulares e eritematosas. Em alguns casos, a lesão encontrava-se em 
processo de cicatrização, o que impedia a raspagem do tegumento. Em dezenove 
pacientes não foi possível a coleta de biópsia cutânea, devido as mesmas características 
supracitadas. Em situações especiais como crianças e idosos a coleta desse substrato 
foi descartada. Enquanto a coleta de exsudatos cutâneos por swab foi realizada em 
todos os pacientes, tendo em vista que não possui as limitações citadas e preferíveis 
por parte dos pacientes por ser um método não invasivo (SILVA, 2015).

O primeiro relato da utilização do swab para LTA em humanos foi feito por Mimori 
e colaboradores (2002), contudo a coleta de exsudato cutâneo somente foi possível 
com a raspagem prévia da lesão, a fim de romper a borda da lesão. Embora tenha 
utilizando o swab, o uso do bisturi foi essencial para a escarificação na lesão, sendo 
invasivo. Porém recentes estudos que utilizam de swab para detecção de Leishmania 
spp. sem a necessidade prévia da utilização de bisturi, corroboram com os métodos 
e achados apresentados em nossa pesquisa (ARAÚJO, 2013; BRITO et al., 2012; 
VIANA, 2013).

Observamos que a coleta de exsudatos foi realizada apenas com o swab, em 
todos os pacientes de maneira não invasiva e em toda a superfície da lesão. O método 
é adequado para centros de saúde pública desprovidos de condições necessárias à 
realização de coleta de biópsia. Além disso, a coleta por swab pode ser realizada por 
qualquer profissional de saúde habilitado e treinado, enquanto que a biópsia exige a 
presença de um profissional médico, especificamente um dermatologista.

Vale salientar que, Gomes et al., 2016 fizeram um estudo de validação em 
amostras coletadas por biópsias e swabs, utilizando os testes moleculares como 
PCR convencional e qPCR (Sybr Green e Taq Man), ambas para o alvo de kDNA de 
Leishmania, concluíram que apresentaram sensibilidade similares e que o desempenho 
de qPCR foi superior ao da maioria das técnicas utilizadas para a detecção de 
Leishmania.

Neste contexto, a utilização do método de coleta a partir de swab no Serviço de 
Referência em Leishmanioses (SRL) do Instituto Aggeu Magalhães da FIOCRUZ PE 
é pertinente ao desenvolvimento deste modelo inovador de coleta de Leishmania spp.
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