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Resumo:

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca endémica no
Brasil. Seu agente, Leishmania (V.) braziliensis, € um parasita intracelular
obrigatorio, de células do sistema fagocitario mononuclear. O Laboratério de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas (Lepac) € o centro de referéncia
para o diagnostico de LTA na 15° Regional de Saude do estado do Parana.
O intuito deste estudo foi diagnosticar e comparar trés técnicas
rotineiramente utilizadas em laboratério clinico para o diagnostico de LTA,
comparando-as a técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Assim, foram estudadas as técnicas de Imunofluorescéncia indireta (IFl),
Intradermorreacdo de Montenegro e a Pesquisa direta (PD) correlacionando-
as com a PCR. A PCR foi executada concomitantemente ao diagnostico de
rotina do laboratério. O estudo contemplou 121 pacientes encaminhados ao
Lepac-UEM advindos da 15° Regional de Saude, e todos foram testados
para IFl, IDMR PD e PCR. A técnica de PCR embora tenha custo mais
elevado, quando se torna positiva confirma o caso de LTA, indicando
também a espécie infectante. Conclui-se, portanto que a técnica de PCR
poderia ser utilizada como técnica “Padrao ouro” para LTA.
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Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca endémica no
Brasil e no Estado do Parand ja foi registrada em todos 0s municipios,
especialmente no Norte e Noroeste. Segundo o Ministério da Saude o
Paran& é responséavel por 98% dos casos de LTA na regido Sul do pais. A
escassez de recursos financeiros e laboratoriais, além da falta de pessoal
treinado representa obstaculo importantes para o diagnostico e tratamento
precoces, elevando o risco do aparecimento das formas mucosas e graves
da doenga.

A LTA é causada por protozoarios do género Leishmania, parasitas
intracelulares obrigatérios de células do sistema fagocitario mononuclear. E
uma doenca ndo contagiosa, transmitida pela picada de insetos
flebotomineos e se apresenta como leishmaniose visceral (6rgdos e
visceras) e leishmaniose cutanea (pele e mucosa).

O diagnostico de LTA abrange aspectos epidemiologicos, clinicos e
laboratoriais. A otimizacdo do diagnostico laboratorial precoce de LTA
advém de fatores como o aumento de sensibilidade e especificidade das
técnicas. A definicdo de uma técnica “padrdo ouro” é importante para
orientar os estudos e nortear o diagndstico. O objetivo deste estudo foi
comparar trés técnicas rotineiramente utilizadas em laboratério clinico para o
diagnostico de LTA, comparando-as a técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Assim, foram estudadas as técnicas de
Imunofluorescéncia indireta (IFI), Intradermorreacdo de Montenegro e a
Pesquisa direta (PD) correlacionando-as com a PCR.

Materiais e métodos

Diagnostico padrdo ou de rotina: o estudo contemplou 121 pacientes
encaminhados ao Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringa (Lepac/UEM), oriundos da 15° Regional
de Saude. Foi aplicado um questionario no momento da coleta, abordando
aspectos clinicos como numero de lesdes e tempo de evolucdo e dados
epidemioldgicos como idade, sexo, local de infeccdo, entre outros. Os
métodos utilizados foram a IFI, IDRM e PD. Todos os pacientes foram
submetidos a pelo menos um dos métodos para o diagnostico.
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Diagnostico por PCR: foram usadas células leucocitarias do sangue
periférico. A coleta de sangue para a obtencéo de leucdcitos foi realizada em
um tubo contendo DEXTRAN/EDTA. A técnica PCR foi realizada em todos
os 121 pacientes, com os iniciadores MP3H/MP1L.

Resultados e Discussao

O diagnostico inicial mostrou 53 (43,8%) pacientes com resultados positivos
para LTA. A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi realizada em 117 e foi
positiva em 43 pacientes (36,8%), 91 realizaram a Microscopia Direta (PD),
positiva em 34 (37,4%) e 105 realizaram a Intradermorreagdo de
Montenegro (IDRM), positiva em 50 (47,6%). A maioria dos pacientes
apresentava a forma cutanea da LTA (109 ou 90,1%) e 68 (56,2%) tinham
apenas uma lesdo. Dezessete pacientes apresentaram positividade em trés
testes. Quarenta e cinco (37,2%) pacientes adquiriram a infeccdo em
atividade de lazer e destes, 41 (33,9%) residiam em areas urbanas (Tab. 1).

Tabela 1- Resultados obtidos nos testes de diagndstico laboratorial em
121pacientes suspeitos de LTA

Exames IFI IDMR PD Diagnostico final PCR
Positivo 43 50 34 53 53
Negativo 74 55 57 68 68
NR 3 15 31 - -

NR: N&o realizado; IFI: Imunofluorescéncia indireta; IDRM: intradermorreagdo de Montenegro; PD: microscopia
direta.

A pesquisa direta define o diagnostico positivo, pela presenca do parasita na
lesdo. Mas esse meétodo, embora confirme o diagnéstico de LTA, nao
permite identificar a espécie do parasita. Observa-se também que chance de
deteccdo do parasito é inversamente proporcional ao tempo de duracdo da
leséo, reduzindo-se a sensibilidade desse método com tempo.

Os métodos convencionais apresentam baixa especificidade, no caso da IFI
podem ocorrer reacdes cruzadas, especialmente com o Trypanosoma cruzi,
agente da doenca de Chagas, e com a L. chagasi, agente da leishmaniose
visceral. A IDMR é um método muito utilizado por seu baixo custo, porém
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somente indica infeccdo presente ou passada, além de apresentar baixa
especificidade. A técnica de PCR embora com custos mais elevados, tem
alta positividade, contribuindo para o diagnéstico devido a sua sensibilidade
e especificidade.

Conclusodes

A técnica de PCR atende os requisitos necessarios para ser utilizada como
teste “Padrao Ouro” para o diagnostico de LTA.
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