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RESUMO 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença complexa com características 

clínicas e epidemiológicas que podem variar em cada região. Devido ao seu caráter focal é 

imprescindível a compreensão da dinâmica da doença em nível local assim como a 

disponibilidade de métodos de diagnóstico efetivos para a implementação de estratégias de 

controle e prevenção. A definição de caso é feita através de exames clínicos associados aos 

dados epidemiológicos e exames laboratoriais. O diagnóstico clínico da LTA é difícil, por 

assemelhar-se a outras doenças dermatológicas. A confirmação laboratorial baseia-se em análises 

parasitológicas, imunológicas e moleculares. Um dos pontos críticos do diagnóstico é a coleta 

das amostras para análise, que emprega métodos invasivos, de difícil operacionalização e 

desconfortáveis para os pacientes. O estudo propõe avaliar um método de coleta de amostras não 

invasivo em pacientes de área endêmica em Pernambuco, Brasil para o diagnóstico da LTA. A 

análise da literatura mostra que a doença é endêmica em todas as regiões geográficas do Estado 

com maior prevalência na Mata Atlântica ocorrendo surtos esporádicos ocasionais nessa região e 

no Agreste, disseminando-se para outras áreas e com o aumento da incidência em todo o estado; 

o principal agente etiológico da LTA em Pernambuco é a Leishmania (Viannia) braziliensis; 

diversas espécies de flebotomíneos vetores são amplamente distribuídas em todo o território do 

estado, predominando Lutzomyia whitmani no intra e peridomicílio e L. complexa, L. choti e L. 

sordelli em remanescentes florestais; roedores silvestres e comensais participam no ciclo de 

manutenção e transmissão da LTA em Pernambuco. De transmissão vetorial, a LTA também 

pode ser adquirida como acidente ocupacional pela contaminação com material das lesões dos 

pacientes e manejo de animais e/ou cultura no laboratório. Dois casos de acidentes ocupacionais 

por Leishmania spp. foram diagnosticados através de PCR a partir de amostras coletadas por 

swab, método não invasivo. Estas ocorrências comprovam o potencial de risco em ambiente de 

laboratório e campo, com a necessidade de rígidos procedimentos de biossegurança nas rotinas 

diárias. Comparando os resultados das análises em amostras de material de lesões cutâneas de 

pacientes foi observado que apesar de considerado padrão ouro, apenas 70,6% dos pacientes 

foram positivos pelo método direto. Pela técnica de PCR tendo como alvo kDNA de minicírculos 

de Leishmania (Viannia) foi observada uma positividade de 79,5%. A análise estatística para 

comparação do desempenho das técnicas de coleta de amostras pareadas por swab e biópsia para 

o diagnóstico da LTA por PCR revelou que a coleta por swab é uma alternativa válida. Os 

resultados permitem concluir que pela simplicidade da coleta de amostra por swab, associada à 

alta sensibilidade e especificidade da PCR, o procedimento constitui uma importante 

contribuição para aperfeiçoamento do diagnóstico e para o sucesso do controle da LTA em áreas 

endêmicas. 
 

Palavras chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Diagnóstico. Coleta de amostras. Swab. 

Biópsia. PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a complex disease with clinical and epidemiological 

characteristics that may vary in each region. As a focal disease, understanding its dynamics at 

local level, as well as, the availability of effective diagnostic methods, is essential for control and 

prevention strategies. Case definition bases on clinical features associated with epidemiological 

data and laboratory tests. ACL clinical diagnosis is difficult, due to the resemblance with other 

dermatological diseases. Laboratory diagnosis employs parasitological, immunological or 

molecular analyzes. One of the diagnosis weaknesses is the lesion samples collection for 

analysis, usually performed using invasive methods, of difficult performance and jeopardizes the 

patients. The study proposes to evaluate a non-invasive samples collection method to employ on 

ACL diagnosis in patients from endemic areas in Pernambuco state, Brazil. The literature shows 

that the disease is endemic in all geographic regions of the state with higher prevalence in the 

Atlantic Forest region and occasional sporadic outbreaks occurring there and in the ―Agreste‖ 

region. Furthermore, the disease is spreading to other areas and its incidence is increasing 

throughout the state. The main etiological agent of ACL in Pernambuco is Leishmania (Viannia) 

braziliensis; several species of sandflies vectors are distributed throughout the territory of the 

state, mainly Lutzomyia whitmani found indoor and outdoor premises and L. complex, L. choti 

and L. sordelli in forest remnants; wild and commensal rodents are involved in the maintenance 

and transmission cycle of ACL in Pernambuco. Although a vector borne disease, ACL can also 

be acquired though occupational accident by contamination handling patients‘ lesion material 

and animals and / or culture management in the laboratory. Two cases of occupational accidents 

by Leishmania spp. were diagnosed by PCR from samples collected by swab, a non-invasive 

method. These occurrences confirm the potential risk in laboratory and field activities and the 

need of strict biosecurity procedures in daily routines. Comparing results of analyzes of samples 

from patients skin lesions, although considered the gold standard, only 70.6 % of patients were 

positive by the direct parasitological method while PCR targeting Leishmania (Viannia) kDNA 

minicircles achieved 79.5 % positivity. Statistical analysis for comparison of PCR performance 

on paired samples collected by swab and by biopsy revealed that the swab collection method is 

an effective alternative for ACL diagnosis. Concluding, the results indicate that considering the 

simplicity of sample collection by swab, associated with PCR high sensitivity and specificity, the 

procedure is valuable for ACL diagnosis and will contribute for improving the disease control in 

endemic areas. 

Key words: American cutaneous leishmaniasis. Diagnostic. Sample collection. Swab. Biopsy. 

PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses estão no quadro das protozoonoses heteróxenos com alta prevalência 

em regiões tropicais e subtropicais. São parasitoses complexas que apresentam duas formas 

clínicas principais: a leishmaniose visceral (LV) mais agressiva que se não tratada é fatal, e a 

leishmaniose tegumentar (LT), denominada no Brasil leishmaniose tegumentar americana 

(LTA). A gravidade dessas formas clínicas varia de acordo com os agentes etiológicos, estado 

imunológico do paciente, manifestações clínicas, evolução da doença e resposta ao tratamento. 

Com a urbanização e expansão dessas patologias faz-se necessário o aperfeiçoamento de um 

diagnóstico diferencial, precoce, efetivo e mais sensível.   

Os métodos clássicos disponíveis para o diagnóstico da LTA não apresentam a eficácia e 

aplicabilidade desejadas. Sendo assim, é necessário avaliar a história epidemiológica 

(procedência), social (hábitos e profissão), aspectos clínicos (sinais e sintomas) e a confirmação 

laboratorial dos casos o que pode ser realizado através dos métodos parasitológicos (exame 

direto e cultura), imunológicos (Intradermoreação de Montenegro - IDRM, reação de 

imunofluorescência indireta - RIFI, testes imunuenzimáticos (Enzyme linked immunosorbent 

assay-ELISA) e Western blotting (W. blot) e moleculares. 

Entre os métodos moleculares desenvolvidos com alta sensibilidade, especificidade e 

rapidez dos resultados, a reação em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo aplicada no 

diagnóstico da LTA. A PCR permite a identificação de espécies de Leishmania em casos sub 

clínicos da doença, e/ou de baixa carga parasitária, o acompanhamento do tratamento e distinção 

entre infecções ativas e passadas. Apresenta-se como uma ferramenta muito valiosa para esse 

grupo. Em geral é precedida de uma biópsia para obtenção do material biológico, alvo da análise, 

porém existe o incômodo ao paciente inerente à retirada de tecido, gerando em algumas ocasiões, 

um processo inflamatório. Por outro lado, como a coleta ocorre, apenas, em determinado ponto 

da borda lesionada, não se assegura que neste local existam parasitos disponíveis. 

Neste contexto, a utilização de um procedimento não invasivo assume grande 

importância para o diagnóstico. A coleta de amostras utilizando swab de algodão é um 

procedimento prático, rápido e não invasivo, não acarreta incômodo ao paciente, pois o contato 

com a área lesionada durante a coleta de material é sutil e praticamente livre de risco de causar 

infecção bacteriana. O presente estudo propõe contribuir com os aspectos clínicos, 

epidemiológicos da LTA em Pernambuco e avaliar o desempenho do método de coleta de 
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amostras de lesões de pacientes utilizando swab em associação à técnica diagnóstica de PCR 

objetivando segurança adequada e precisão no diagnóstico da doença. 
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2 JUSTIFICATIVA 

As áreas de ocorrência da LTA estão em expansão, em consequência principalmente das 

modificações ambientais provocadas pelo homem, aos deslocamentos populacionais originados 

de áreas endêmicas e à insuficiente infra-estrutura da rede de assistência e vigilância em saúde. 

Rotineiramente, o diagnóstico laboratorial da LTA emprega procedimentos invasivos para coleta 

de amostras que podem apresentar riscos de infecção secundária ao paciente e dificuldade 

operacional. A biópsia da borda da lesão é realizada apenas por profissional médico em 

ambientes especialmente preparados para execução da técnica. Além disso, esse tipo de coleta 

pode ser mais difícil em crianças e em lesões de certas áreas do corpo (ex. pálpebras, cartilagens 

do pavilhão auricular). 

Assim, o caráter grave e crônico da doença justifica o desenvolvimento de um método 

não invasivo para coleta de amostras para o diagnóstico, que proporcione o mínimo incômodo ao 

paciente e não apresente riscos de infecção no local. Apesar da diversidade de métodos de coleta 

de amostras, procedimentos não invasivos ainda não foram validados para o diagnóstico da LTA. 

A ausência de validação desses métodos vem impossibilitando a implementação dos mesmos nas 

rotinas de diagnóstico laboratorial da doença em serviços públicos de saúde. O método proposto 

no nosso estudo permite a realização da coleta de amostras de maneira simples por um técnico 

qualificado de nível médio, e viabiliza o procedimento em locais de difícil acesso aos serviços de 

saúde. 

A proposta não pretende substituir a coleta de amostras por biópsia para o diagnóstico da 

LT, mas introduzir a coleta com swab como método de coleta de amostra associada ao 

diagnóstico por PCR, que confere sensibilidade e especificidade na identificação do parasita. 

Trata-se de uma pesquisa relacionada à inovação tecnológica que poderá trazer benefícios 

substanciais aos pacientes. O método desenvolvido poderá ser incorporado na rotina do Serviço 

de Referência em Leishmaniose do CPqAM/FIOCRUZ-PE e repassado para os laboratórios da 

rede do Ministério da Saúde (MS): os Laboratórios Centrais (LACEN), e demais serviços de 

saúde.  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 GERAL 

Contribuir para o conhecimento de aspectos clínicos e epidemiológicos da leishmaniose 

tegumentar americana em Pernambuco e, avaliar o uso associado de método de coleta não 

invasivo e a técnica de PCR, para o diagnóstico da doença.   

 

3.2 ESPECÍFICOS: 

 Expor o estado da arte do conhecimento acumulado sobre os aspectos clínicos e 

epidemiológicos da leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco; 

 Avaliar o método de coleta, por swab, de amostras de lesões cutâneas de pacientes para 

diagnóstico da LTA por PCR; 

 Estimar a concordância do emprego de PCR para o diagnóstico da LTA, considerando o 

uso dessa técnica associada aos métodos de coleta por swab e biópsia; 

 Comparar a sensibilidade e a especificidade entre a PCR em amostras coletadas por swab 

e exame direto.  
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4 REVISÃO DA LITERATURA 

Características gerais da LTA 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária, não 

contagiosa, causada por protozoário do gênero Leishmania, de transmissão vetorial, que acomete 

pele e mucosa. Considerada antes, uma zoonose entre animais silvestres também afeta o homem 

e outros animais em ambientes domiciliar e peridomiciliar (AGUILAR  et al., 1989; BARBOSA-

SANTOS et al., 1994; LAISON et al., 1994).  

É uma doença transmissível com quadro de persistência, em função das altas 

prevalências, ampla distribuição geográfica e potencial para evoluir para formas graves e 

mutilantes (WHO, 2012). No Brasil, foram registrados 259.738 casos no período de 2002 a 2012 

(Gráfico 1), e no Estado de Pernambuco 5.538 casos (Gráfico 2), no mesmo período (SINAN,  

2013). 

Gráfico 1. Distribuição dos casos notificados da leishmaniose tegumentar americana no Brasil no período de 2002 a 

2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SINAN, 2013 
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Gráfico 2. Distribuição dos casos notificados da leishmaniose tegumentar americana no estado de 

Pernambuco, no período de 2002 a 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Fonte: SINAN, 2013 

Modo de transmissão da LTA 

Atualmente são reconhecidas nas Américas, 14 espécies dermotrópicas de Leishmania 

causadoras de doença humana e oito espécies descritas, somente em animais. No Brasil foram 

identificadas sete espécies, sendo seis do subgênero Viannia e uma do subgênero Leishmania 

(LAINSON; SHAW 1987;1972). 

As principais espécies implicadas como agentes etiológicos de LTA no Brasil são 

Leishmania (L.) amazonensis (LAINSON; SHAW et al., 1972), L. (V.) guyanensis (FLOCH 

1954) e L. (V.) braziliensis (VIANNA, 1911). Outras espécies recentemente descritas como L. 

(V.) lainsoni (SILVEIRA et al., 1987; 1991), L. (V.) naiffi (NAIFF; FREITAS; ARIAS, 1989), L. 

(V.) shawi (SHAW et al., 1991) e L. (V.) lindembergi, também são responsáveis pelos casos de 

LTA no país (SILVEIRA et al., 2002). 

A L. (V.) braziliensis tem ampla distribuição no Brasil, desde o norte ao sul, tanto em 

áreas de colonizações antigas como recentes, estando associada à presença de animais 

domésticos e é transmitida por diversas espécies de flebotomíneos (LAINSON; SHAW, 1987). 

A LTA causada por essa espécie é frequentemente encontrada em zonas de cultivo de cana-de-

açúcar, cacau e banana. Em geral, a transmissão vincula-se com atividades profissionais  
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realizadas nestas regiões. Uma incidência significativa em crianças sugere que parte da 

transmissão ocorre no peridomicílio (BRANDÃO et al., 1999). Esta infecção é frequentemente 

contraída em terra firme, causa lesões cutâneas (raramente múltiplas) expansivas e persistentes, 

com tendência a produzir metástases em mucosa nasal, atingindo cerca de 3 a 5% dos casos 

(GOTO; LINDOSO, 2010). A enfermidade é conhecida por várias denominações: "úlcera de 

Bauru", leishmaniose cutâneo-mucosa, espúndia e ferida brava (LAINSON; SHAW, 1987; 

1998). 

São considerados reservatórios da LTA as espécies de animais que garantam a circulação 

de Leishmania spp. na natureza, dentro de um recorte de tempo e espaço. Casos de infecção 

natural por L. (V.) braziliensis foram descritos em área endêmica de LTA, em várias regiões do 

Sudeste e Nordeste do Brasil (AGUILAR et al., 1989), cães (Canis familiaris) (MADEIRA et al., 

2006; TOLEZANO et al., 2007), e gatos domésticos (Felis catus) (DANTAS-TORRES et al., 

2006; SAVANI et al., 2004); cavalos (Equus caballus), jumentos (Equus asinus) (BRANDÃO-

FILHO et al., 2003; YOSHIDA et al., 1990), primatas não humanos (LAINSON; SHAW, 1998; 

SHAW et al., 1991)  

Diversos roedores silvestres e sinantrópicos têm sido relatados como hospedeiros e 

possíveis reservatórios naturais de L. (V.) braziliensis, pertencentes aos gêneros Akodon 

(FORATTINI et al., 1972b), Proechimys (LAINSON; SHAW, 1973), Rattus [LAINSON; 

SHAW, 1979; BRANDÃO-FILHO et al., 1994; VASCONCELOS et al., 1994), Oryzomys 

(FORATTINI et al., 1972b; LAINSON; SHAW, 1969; FORATTINI et al., 1973), Rhipidomys 

(LAINSON, R. et al., 1981b), roedores das espécies Nectomys squamipes (rato d´agua) 

(BRANDÃO-FILHO et al.,1994) e Bolomys lasiurus (rato-do-mato) [BRANDÃO-FILHO et al., 

1994), e marsupiais do gênero Didelphis (LAINSON; SHAW, 1973). 

Brandão-Filho et al. (2003) em estudo longitudinal realizado na Zona da Mata de 

Pernambuco isolaram pela primeira vez a L. (V.) braziliensis por cultura a partir de amostras de 

baço de roedores, obtendo cinco isolados do parasita em B. lasiurus (=3), N. squamipes (=1) e 

Rattus rattus (=1). Posteriormente, Lima et al. (2013) corroboraram o envolvimento das espécies 

N. squamipes, R. rattus e Holochilus sciureus como hospedeiros da Leishamania spp. em área de 

alta endemicidade em Pernambuco. 

O ciclo de transmissão do parasito é caracterizado como indireto com a participação de 

vetores pertencentes à ordem Diptera da subfamília Phlebotominae. As fêmeas da maioria das 

espécies são hematófagas e são responsáveis pela transmissão dos protozoários que causam  a 
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LTA (FORATTINI 1973). Nas Américas e no Brasil, as principais espécies envolvidas na 

transmissão da doença são Lutzomyia whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L. wellcomei, L. 

flaviscutellata, e L. migonei. Em Pernambuco foram identificadas 37 espécies de vetores 

distribuídas em todo estado, L. whitmani com predominância no domicílio e peri domicílio e L. 

complexa em focos de áreas remanescentes (GUIMARÃES et al., 2012; DANTAS-TORRES et 

al., 2010; BRANDÃO-FILHO et al., 1999; ANDRADE et al., 2005 ).  

Em ambiente de floresta o ciclo acontece sem a participação humana, caracterizando o 

foco silvestre, descrito como enzootia. Nos reservatórios silvestres, a infecção em geral é 

inaparente e benigna. No entanto, o homem e alguns animais domésticos (cães, gatos, equinos e 

jumentos) são considerados hospedeiros acidentais, quando esses entram em contato com áreas 

de transmissão de Leishmania (AGUILAR et al., 1989; LAINSON; SHAW, 1994). 

O ciclo biológico do parasito no hospedeiro vertebrado inicia-se quando a fêmea do 

flebotomíneo, previamente infectada realiza o repasto sanguíneo, inoculando os parasitos na 

forma promastigotas. Estes penetram nos macrófagos pela ação da fagocitose, e se transformam 

na forma amastigota, as quais se multiplicam por divisão binária. A infecção é mantida pelo 

rompimento da célula infectada, causada pelo excesso de parasitos, que podem ser novamente 

fagocitados por outras células macrofágicas mais próximas (KILLICK-KENDRICK, 1977; 

BEACH; KIILU; LEEUWENBURG; 1985). 

No hospedeiro invertebrado o ciclo ocorre quando as fêmeas dos flebotomíneos, durante 

sua alimentação sanguínea, ingerem os macrófagos parasitados encontrados na pele ou no sangue 

periférico. No tubo digestivo dos insetos, a forma amastigota modifica-se na forma promastigota, 

que se multiplica por divisão binária e migra para a probóscida, podendo ser transmitida ao 

vertebrado na próxima alimentação do inseto (AGUIAR 1986). 

Aspectos clínicas 

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas dependendo da espécie de 

Leishmania envolvida (LAINSON; SHAW, 1978; WEIGLE; SARAIVA,1996), da relação com 

o hospedeiro, da constituição genética e imunológica do paciente (BARRAL et al., 1991; REIS 

et al., 2008), dos vetores e das características epidemiológicas (BRANDÃO-FILHO et al., 1999). 

As manifestações clínicas abrangem desde formas inaparentes ou lesões de pele que podem 

evoluir para cura espontânea (COSTA et al., 1992), até formas com ulcerações múltiplas e 

comprometimento da mucosa, com tendência a recidivas (COUTINHO et al., 1987; PASSOS et 

al., 2001).  
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A lesão se desenvolve no local da picada do inseto vetor em áreas expostas na pele do 

hospedeiro. Após duas semanas a três meses de incubação, surge um nódulo ou pápula 

eritematosa, bem delimitada, às vezes arredondada, que pode evoluir aumentando de tamanho 

acompanhado ou não de adenite regional (MARZOCHI, 1992; COSTA et al., 2009). A lesão 

pode ser única ou múltipla, e mucosa. 

A forma mais prevalente é a cutânea localizada (LCL) caracterizada pela presença de 

lesão exclusivamente na pele em áreas expostas do corpo (Figura 1A). A lesão é geralmente 

única, mas pode ocorrer várias (1-10), de tamanho variado, apresentando em geral bordos 

elevados, tipo moldura, fundo granulomatoso, com ou sem exsudato (COSTA et al., 2009; 

GOTO; LINDOSO 2012). A LCL apresenta tendência à cura e boa resposta ao tratamento 

(MARZOCHI, 1992). 

Outras formas menos frequentes são as formas impetigóide, liquenóide, tuberculosa ou 

lupóide, nodular, vegetante, e ectimatóide (MARSDEN, 1986; SAMPAIO; RIVITT, 1998). 

A forma recidiva cútis (LRC) caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesões satélites 

próximo a parte lisa da lesão primária ou cicatriz (Figura 1B) após tratamento (COSTA et al., 

2009) e está relacionada à imunidade inerente ao hospedeiro, e/ou a persistência parasitária nas 

afecções por L. braziliensis, onde só há cura clínica, mas não parasitária (SCHUBATH et al., 

1998; MENDONÇA et al., 2004). 

A leishmaniose disseminada (LD) caracteriza-se pelo aparecimento de múltiplas (>10 

lesões) lesões papulares de aparência acneiforme por várias regiões do corpo, especialmente face 

e tronco (Figura 1C); ocorre posterioriormente à lesão primária, provavelmente por disseminação 

dos parasitos, via hemática ou linfática. A LD responde ao tratamento com antimoniato (COSTA 

et al., 1986; MARZOCHI, 1992; TURETZ; MACHADO; KO, 2006). 

A forma cutânea difusa (LCD) é uma manifestação rara, caracterizada por lesões 

nodulares, distribuídas na pele, ricas em parasitos (Figura 1D). Ocorre em indivíduos com 

deficiência imunológica; é de evolução crônica e sem resposta ao tratamento (CONVIT, 

KERDEL-VEGAS, GORDON, 1962; MARZOCHI, 1992; BARRAL et al., 1995; DESJEUX, 

2004; COSTA et al., 2009). 

Outra apresentação é o acometimento mucoso que na sua maioria advém das formas 

cutâneas podendo ocorrer simultaneamente (MARZOCHI, 1992). Estima-se que 3 a 5% dos 

casos de leishmaniose mucosa (LM) ocorrem após meses ou anos da LC. Compreende as formas 
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infiltrativas iniciais, ulcerosa, vegetantes e úlcero-vegetante (Figura 2). Acomete a região 

nasofaringea, laringe e cavidade oral, está relacionada de forma predominante com a L. 

braziliensis (MARSDEN 1994). Essa forma é de natureza metastática que pode ou não 

acompanhar os quadros cutâneos, o que dificulta o diagnóstico no início da doença (GOTO; 

LINDOSO, 2010). 

Figura 1. Fomas clínicas da leishmaniose tegumentar americana. 

 

Legenda: (A) Leishmaniose cutânea localizada. (B) Leishmaniose recidiva cútis. (C) Leishmaniose    

cutânea disseminada. (D) Leishmaniose cutânea difusa. 

Fonte: Brito, M.E.F. (A, e C), 2000; (B) 2012;Manual de LTA (D). 
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Figura 2. Forma clínica da leishmaniose. 

 

Legenda: Leishmaniose mucosa   

Fonte: Brito, M.E.F. (2013).  

 

 

Diagnóstico clínico, epidemiológico e laboratorial da LTA 

Classicamente o diagnóstico da doença está fundamentado em provas laboratoriais 

associadas a evidências clínicas e epidemiológicas. O diagnóstico definitivo requer a 

demonstração do parasito, às vezes de difícil visualização, quando existem poucos parasitos na 

lesão (GRIMALDI JR; TESH, 1993). 

O diagnóstico clínico pode ser feito com base nos sinais e sintomas de diferentes formas 

de lesões da LTA, que são confusos e frequentemente assemelham-se aos de outras doenças 

dermatológicas. As formas tegumentares dependem de alguns fatores como a espécie de 

Leishmania envolvida e a relação do parasito com seu hospedeiro (SARAIVA et al., 1989). A 

LTA produz um amplo espectro de lesões, o que torna o diagnóstico clínico nem sempre simples 

ou imediato devendo ser diferenciada de outras doenças dermatológicas (GONTIJO; 

CARVALHO, 2003; MARZOCHI, 1992).  

O diagnóstico epidemiológico baseia-se nas informações relacionados às atividades 

ocupacionais dos pacientes, procedência, residências anteriores e viagens a locais endêmicos 

para LTA (BRITO et al., 2008). Essas informações podem fornecer elementos importantes para 

elucidação diagnóstica (MARZOCHI, 1992; BRASIL, 2007). 

O diagnóstico laboratorial consiste na identificação direta do parasito pela visualização 

microscópica das formas amastigotas em material obtido da borda da lesão por escarificação, 

aspiração ou imprint de biópsia em lâminas coradas por Giemsa, Leishman ou Panótico (KAR, 

1995) e muitas vezes apresentam dificuldades, principalmente nos casos mais antigos, devido à 
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escassez de parasitos nas lesões (MARZOCHI, 1992), tendo em alguns casos, a resposta 

terapêutica específica incluída no diagnóstico da doença (KAR, 1995). 

Métodos de coleta de amostras 

A coleta de amostras das lesões para diagnóstico é realizada de diversas maneiras, mais 

frequentemente empregando métodos invasivos, mas também se pode recorrer a métodos não 

invasivos. 

Coletas invasivas 

Classicamente a coleta de material para diagnóstico é realizada através dos seguintes 

procedimentos: 

Escarificação - realizada com auxílio de lâmina de bisturi estéril executando movimentos 

de raspagem na borda das lesões, previamente tratadas antissepticamente com solução salina 

estéril (0,9 %) (Figura 4 - A). Com o material retirado faz-se esfregaço em lâmina de 

microscopia (BRASIL, 2007). 

Punção aspirativa da borda da lesão - realizada pela introdução de 0,3 mL de salina estéril 

através de seringa de 5 mL e agulha de 25x8G e aspiração (Figura 4 – B). O material aspirado é 

inoculado em meio de cultivo ou em animal de laboratório (hamster = Mesocricetus auratus), e 

feitos esfregaços em lâminas (MARZOCHI, 1992; ROMERO et al.,1999; BRASIL, 2007). 

Biópsias cutâneas - são realizadas através de punch de 2-8 mm de diâmetro (Figura 3). Os 

fragmentos são retirados da borda da lesão, após antissepsia com clorexidina e infiltração 

anestésica local com lidocaína (2 %), sob condições estéreis. Todos os procedimentos de 

obtenção de biópsia são realizados por profissional médico em ambiente ambulatorial e as 

amostras são acondicionadas a - 70 °C (Figura 4 – C). 

A retirada de fragmentos de tecido pode ainda ser feita utilizando lâminas de bisturi, 

tesoura cirúrgica, palito de madeira, shaving (SAMPAIO et al., 2002). A amostra coletada 

servirá para a confecção de imprint em lâminas pela aposição do material, cortes histológicos, 

inoculação em meio de cultura ou em hamster (NAVIN, 1990). Este procedimento deve ser 

praticado em lesões íntegras, sem infecções secundárias por fungos e/ou bactérias e que não 

tenham sido tratadas. A biópsia deve ser feita em lesões recentes e não traumatizadas (ALVES et 

al., 2011).  
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                   Figura 3 - Punch utilizado na coleta de amostras por biópsia. 

 

 

Fonte: www.fotosearch.com.br/fotos-imagens/punch html  

 

A biópsia constitui o principal recurso para obtenção de amostras para detecção do DNA 

do parasito de lesões cutânea e mucosa através da reação em cadeia da polimerase (PCR), para o 

diagnóstico da LTA (RODRIGUES et al., 2002). Embora esse método seja empregado na rotina 

diagnóstica possui vários inconvenientes tais como: causa desconforto ao paciente, apresenta 

riscos de sangramento no local, necessitando de uma sutura, não é recomendado em pacientes 

com deficiência de coagulação; apresenta dificuldade em áreas sensíveis de localização das 

lesões, na realização em crianças, e é feito exclusivamente por profissionais de saúde 

especializados (MANOCHA; BANSAL; FARAH, 2011). 

Amostra de sangue - coletada por punção intravenosa com seringa de 5 mL, agulha 25 x 

7G e após a coagulação do sangue, o soro é separado por cenrifugação e acondicionado a -20
o
C 

(Figura 4 – D), que podem ser utilizadas para testes imunológicos e moleculares para o 

diagnóstico da LTA (KAR, 1995; RODRIGUES  et al., 2002).  
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Figura 4 - Métodos de coleta de amostras biológicas utilizadas na rotina 

laboratorial para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana. 

 

Legenda: (A) Escarificação com lâmina de bisturi. (B) Punção aspirativa da 

borda da lesão. (C) Biópsia da borda da lesão (D) Coleta de sangue 

intravenosa.  

Fonte: Brito, M.E.F. (2000).  

.  

Coletas não invasivas 

 Diante da inconveniência dos métodos invasivos tem-se buscado o desenvolvimento de 

métodos não invasivos para coleta de material de lesões, que sejam simples, práticos, de menor 

desconforto para o paciente, além de seguros, eliminando a utilização de materiais perfuro – 

cortantes (MIMORI et al., 2002; GARCIA et al., 2007; STRAUSS-AYALI et al., 2004; 

FIGUEROA et al., 2009; BOGGILD et al., 2011; VALENCIA et al., 2012; LOMBARDO et al., 

2012;). 

Exsudatos da superfície das lesões ulceradas podem ser coletados com auxílio de swabs 

de algodão estéreis. O swab é movimentado em ―zig-zag‖ sobre a superfície da lesão de maneira 

que todo o exsudato da superfície da lesão seja impregnado no algodão (centro e borda) (Figura 

5). Para coleta em lesões sem exsudatos, utiliza-se o swab impregnado com solução salina estéril 

(0,9 %). Lesões crostosas, especialmente as consequentes de infecções secundárias, podem ser 

lavadas com solução salina estéril, depois se retira uma pequena parte da superfície crostosa, 

preferencialmente da borda, com auxílio de gaze umedecida e em seguida realiza-se a coleta dos 

exsudatos da área exposta. 
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O uso de swabs de algodão (cotonetes estéreis) foi descrito pela primeira vez como um 

método não invasivo para obtenção de exsudato de lesões ulceradas em pacientes em áreas 

endêmicas para LTA no Equador (MIMORI et al., 2002). O método foi considerado pelos 

autores uma melhor alternativa de coleta não invasiva de amostras para diagnóstico por PCR. 

Entretanto nesse procedimento é utilizada uma lâmina de bisturi para romper a crosta ressecada 

da lesão a fim de coletar os exsudatos, sendo então este procedimento tipicamente invasivo. 

Figueroa et al., (2009) relataram a coleta de amostras de exsudatos de mucosa nasal, 

amígdala e conjuntiva de pacientes de leishmaniose cutânea e mucocutânea utilizando swabs e as 

análises confirmaram a infecção por L. panamensis, L. guyannensis e L. braziliensis. 

Boggild et al., (2011) realizaram um estudo comparativo utilizando a técnica de PCR para 

diagnóstico de LM em pacientes em Lima (Peru), a partir de amostras obtidas por procedimentos 

invasivos (amostras de biópsia de pele) e não invasivo (amostras obtidas através de escova 

citológica comercial) observaram que o uso da escova citológica comercial tem como vantagens 

a rapidez, boa aceitação pelos pacientes e não oferece os riscos dos procedimentos invasivos. 

Esses mesmos autores (BOGGILD et al, 2011a) avaliaram o desempenho da coleta não 

invasiva, por impressão de lesões ulceradas e nodulares da LTA em impressão da lesão em papel 

de filtro (FPLI) e relataram melhores resultados em lesões ulceradas sem infecções secundárias e 

a necessidade de tratamento prévio das lesões que apresentarem infecções. 

A comparação do desempenho da coleta de amostras em pacientes atendidos no Hospital 

Nacional Cayetano Heredia, Peru, através de FPLI e escova citológica (não invasivos) e do 

raspado (invasivo) da borda da lesão da LTA revelou que os métodos não invasivos prestam-se 

como métodos de coleta alternativos. O FPLI mostrou-se rápido e bem tolerado, com potencial 

de ser utilizado no campo e em populações pediátricas (VALENCIA et al., 2012). 

Garcia et al. (2007) descreveram a utilização de palitos de madeira estéreis para a coleta 

de pequenos fragmentos superficiais de tecido cutâneo de lesões de LTA em um estudo 

desenvolvido em 44 pacientes da Bolívia através da técnica de RFLP restriction fragment lenght 

polymorphism dirigida para a proteína hsp70 (heat-shock protein 70). Os testes apresentaram 

95% de sensibilidade e 100% de especificidade. Apesar de ser considerada não invasiva, tal 

prática pode oferecer riscos, pela utilização de material com as extremidades pontiagudas. 

A detecção do agente causador da leishmaniose visceral humana (LV) em amostras 

coletadas por swabs de secreções nasais e orais foi relatada inicialmente em 1934 por Forkner. 
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Posteriormente, um estudo no Hospital Veterinário da Universidade de Jerusalém foram 

avaliadas e comparadas amostras obtidas por swab da conjuntiva de cães, com amostras obtidas 

por métodos invasivos, inclusive biópsia de tecido canino e o método de coleta não invasivo 

(swab) que se revelou uma alternativa para os estudos epidemiológicos no diagnóstico da 

leishmaniose visceral canina (LVC) (STRAUSS-AYALI et al., 2004). 

A avaliação do potencial da coleta não invasiva de amostras clínicas, por swab 

conjuntival, nasal, oral, e pele de orelha para o diagnóstico molecular da LVC, utilizando a PCR 

convencional, e a PCR em tempo real (qPCR) para verificar a carga parasitária, (FERREIRA et 

al., 2008; 2012) revelou o bom desempenho por ambas as técnicas, a partir do swab conjuntival 

de cães assintomáticos e constatou que este procedimento pode ser utilizado para diagnóstico em 

cães sem expressão clínica (LEITE et al., 2010). A coleta não invasiva por swab conjuntival 

também se mostrou um método sensível e prático em um estudo em um grupo de cães vacinados 

contra LVC permitindo a detecção por PCR do DNA de Leishmania spp. (LEITE et al., 2011). 

Através das análises imunológicas por citometria de fluxo em amostras de sangue e 

aspirados de linfonodos de cães das províncias da Caltanissetta, Palermo, Messina, Catania e 

Sicília, na Itália e amostras de swab oral e conjuntival foi considerado que a coleta não invasiva 

pode ser um método alternativo para detecção de L. infantum em cães e que o procedimento pode 

auxiliar no diagnóstico da LV em cães pela facilidade de coleta, rapidez e maior conforto aos 

animais (LOMBARDO et al., 2012). 

 Figura 5 - Método de coleta não invasivo 

 

 Legenda: Coleta de amostra não invasiva por swab utilizada 

no estudo. 

                                        Fonte: Brito MEF (2010). 
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Exames para o diagnóstico da LTA 

Pesquisa direta do parasito 

Pesquisa direta - A visualização do parasito por microscopia ótica em esfregaços de 

material das lesões é o padrão-ouro para o diagnóstico em todas as formas de leishmaniose. É um 

procedimento rápido, de baixo custo e de fácil execução, contudo, apresenta limitações, pois não 

permite distinguir espécies de Leishmania e possui baixa sensibilidade (50-79%). Nos casos de 

LTA por L. (V.) braziliensis a escassez de parasitos, aumenta a probabilidade de resultados falso-

negativo e a positividade é inversamente proporcional ao tempo de evolução da doença 

(BENSOUSSAN et al, 2006; MARZOCHI, 1992), exceto em pacientes que apresentam a forma 

difusa, pois neste caso os nódulos presentes na pele são ricos em parasitos (CUBA et al., 1981; 

1986). Na LTA a detecção das formas amastigotas pode também ser feita por técnicas 

imunocitoquímicas em tecidos de lesão e em imprints de tecido ou aspirado de lesão em 

membrana de nitrocelulose (SALINAS et al., 1989). 

Análise histopatológica - permite o diagnóstico da LTA, e é de grande utilidade no 

diagnóstico diferencial de processos ulcerativos indefinidos, especialmente para neoplasias 

(BADARÓ; DUARTE, 2005), entretanto apresenta limitações no diagnóstico da LTA, devido à 

baixa sensibilidade, por apresentar resultados semelhantes aos de outras doenças dermatológicas, 

de característica inflamatória e/ou granulomatosa. O diagnóstico histopatológico de certeza 

depende da identificação do parasito nos tecidos (WEIGLE et al., 1987). 

Isolamento e cultivo do parasito - o isolamento de promastigotas pelo cultivo em meio de 

cultura de fragmentos de material obtido através de biópsias e aspirados da borda de lesões é de 

grande importância por ser altamente específico. Além da confirmação do agente etiológico 

permite a identificação das espécies de Leishmania envolvidas (BARRAL et al., 1987; 

ROMERO et al., 1999). O método apresenta limitações do ponto de vista técnico: baixa 

sensibilidade em relação às diferentes espécies de Leishmania, em torno de 50% para L. (V.) 

braziliensis e de fácil contaminação. Esse procedimento exige laboratórios com infraestrutura e 

pessoal qualificados, o que torna inadequado para inquéritos epidemiológicos em larga escala 

(BRASIL 2007; BENSOUSSAN et al., 2006; RODRIGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2006). 

Outra forma de cultivo é a inoculação de material obtido das úlceras cutâneas por punção 

e/ou biópsias em animais experimentais, sendo o hamster (Mesocricetus auratus) o mais 

susceptível. Apesar de ser um método importante para a recuperação de parasitos (WEIGLE et 

al., 1987) necessita-se em média de dois a nove meses para a reprodução da lesão no modelo 
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animal e a eficácia do isolamento depende da espécie de Leishmania envolvida, podendo variar 

de 13 a 90% (CUBA; MARDSEN; BARRETO, 1981; WEIGLE et al., 1987; NAVIN; ARANA; 

MERIDA, 1990), portanto, é inadequado em rastreamento epidemiológico em grande escala, 

além de não ser de utilidade prática para a rotina laboratorial (RODRIGUES, 2002; 

BENSOUSSAN et al., 2006; BRASIL 2007). 

Exames imunológicos 

São métodos indiretos que auxiliam no diagnóstico da LTA, dentre esses se destacam a 

intradermorreação de Montenegro (IDRM), a reação de imunofluorescência indireta (RIFI), o 

teste imunoenzimático enzyme linked imunosorbent assay (ELISA) e o Western blotting (W. 

blot). Os três últimos são úteis para avaliação das respostas anticórpicas, mas em geral os testes 

baseados em resposta imune anticórpica, não distinguem entre infecção recente e passada 

(HARITH et al., 1987). 

A IDRM é amplamente empregada na confirmação da doença ativa, no diagnóstico 

retrospectivo e em inquéritos epidemiológicos em áreas endêmicas (FUNDAÇÃO NACIONAL 

DE SAÚDE, 1997; SASSI et al., 1999). Tem grande valor presuntivo no diagnóstico da LTA, 

por apresentar alta sensibilidade e especificidade (> 90%) (SILVEIRA et al., 1996), mas pode 

apresentar reação cruzada, principalmente em indivíduos com doença de Chagas e leishmaniose 

visceral (SHAW et al., 1975). Resultados falso-negativos também ocorrem quando a infecção é 

precoce (seis semanas ou menos) ou nos casos de LCD (SILVEIRA et al., 1991). A IDRM é útil 

nos casos em que os parasitos são escassos nas lesões ulceradas (VEGA-LÓPEZ, 2003), e na 

triagem de viajantes vindos de áreas endêmicas para LTA (KAR, 1995). Entretanto, em áreas de 

alta endemicidade é muito frequente encontrar reatividade ao teste na população.  

A RIFI e o ELISA são testes sorológicos uteis no diagnóstico nas formas clínicas com 

lesões extensas, múltiplas, nas lesões mucosas primárias e secundárias, (MENDONÇA et al., 

1988) e em casos de co-infecção LTA/HIV (LINDOSO et al., 2009). No entanto, apresentam 

reações cruzadas com leishmaniose visceral e doença de Chagas (BRITO et al, 2000; GONTIJO; 

CARVALHO, 2003). 

A RIFI não é eficiente no diagnóstico de LTA, devido aos baixos níveis de anticorpos 

circulantes (BRYCESON, 1970). No entanto, nos casos de LTA com múltiplas lesões os níveis 

de anticorpos detectáveis são mais elevados (MENZEL; BIENZLE, 1978; SHAW et al., 1975). 

Sua sensibilidade é estimada em 71 % e pode alcançar 100 % na LM, na qual a resposta 

imunológica do hospedeiro é intensa (MENDONÇA et al., 1988; BRITO et al., 2000). 
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O ELISA apresenta uma sensibilidade semelhante à da RIFI no diagnóstico da LTA, mas 

é mais conveniente para estudos epidemiológicos (HOMMEL et al, 1978; BRITO et al., 2000). 

O W. blot apresenta sensibilidade (91%) e especificidade (100%) superiores a RIFI e ao 

ELISA, mas possui limitações não distinguindo infecção presente da passada e apresenta reação 

cruzada com outros tripanosomatideos (BRITO et al., 2000; RODRIGUES et al., 2002). O W. 

blot é considerado útil no controle de cura após a terapêutica e cura clínica da forma cutânea, 

porém os títulos, quando positivos, diminuem ou desaparecem após alguns meses (BRITO et al., 

2001). 

A citometria de fluxo (CF) é uma tecnologia usada na análise quantitativa de anticorpos e 

vem sendo utilizada no diagnóstico sorológico da LTA. Estudos mostraram a importância dessa 

técnica no diagnóstico de pacientes com lesão ativa e para discriminar a LTA de outras infecções 

por outros tripanosomatideos (ROCHA et al., 2006). A CF foi usada em combinação com 

conjugados FC-ALPA-IgG e FC-AFPA-IgG para detecção de promastigotas vivos e fixados 

respectivamente de L. (V.) braziliensis e também utilizada com sucesso no monitoramento dos 

pacientes com LCL e da cura pós-terapêutica (PISSINATE et al, 2008; PEREIRA et al., 

2012; OLIVEIRA et al., 2013). 

Métodos moleculares 

As limitações apresentadas pelos métodos de diagnóstico convencionais para a LTA 

exigem o desenvolvimento de novas abordagens, que sejam específicas e com elevada 

sensibilidade e reprodutibilidade. Nesse sentido têm sido realizados estudos comparando a PCR 

com os testes convencionais. 

Diversos estudos comprovaram a alta sensibilidade, especificidade e rapidez na detecção 

de DNA de Leishamania spp. pela PCR, considerada portanto, uma técnica confiável e segura 

para o estudo da leishmaniose (De BRUIJN et al., 1993; REED 1996; UEZATO et al., 1998) e 

para estudos taxonômicos, epidemiológicos e terapêuticos (RODRIGUEZ et al., 1994). 

Em uma análise comparativa da sensibilidade foi encontrado 88% para a PCR em relação 

à pesquisa direta (51%), cultura (47%) e o exame histopatológico (35%). A hibridização dos 

produtos amplificados com sondas de DNA aumenta a sensibilidade da PCR e permite identificar 

o gênero e o subgênero de Leishmania (DAVIES et al., 2000). 

Uma das vantagens da PCR é a possibilidade de amplificação de DNA oriundo de 

fragmentos de biópsias de tecidos congelados ou frescos, amostras fixadas em formol e ou 
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etanol, blocos parafinados, aspirado de linfonodos, baço, medula óssea e do sangue periférico 

(UEZATO et al., 1998; AVILLES et al., 1999; REITHINGER et al., 2000; MARTINS; 

ALEXANDRINO; GUIMARÃES, 2010). 

A persistência parasitária foi demonstrada por PCR em amostras de biópsias de 32 

indivíduos com cura clínica após tratamento, revelando que a resolução clínica, nem sempre 

implica em eliminação do parasito ou cura (ROSSEL, et al 1992; SHUBACH te al., 1998; 

MENDONÇA et al., 2004).  

Estudos em Centros de Referência em Leishmaniose sobre o desempenho da PCR, em 

paralelo aos métodos de diagnóstico convencionais em 130 amostras de pacientes com LTA 

revelaram sensibilidade de 92,3 % e especificidade de 93,3 % e a técnica PCR foi recomendada 

para os casos de diagnóstico parasitológico negativo (FAGUNDES et al., 2010). 

Um estudo de validação de dois procedimentos baseados na PCR, um para o gênero de 

Leishmania e o outro para o subgênero Viannia, em amostras de biópsias de pacientes de área 

endêmica de LTA de Pernambuco mostrou uma sensibilidade de 94,3 %, para o subgênero 

Viannia e de 89,6 % para o gênero Leishmania e especificidade de 100 % (RODRIGUES  et al., 

2002). 

A técnica de PCR exige cuidados inerentes ao procedimento, pois resultados falso-

positivos podem resultar da contaminação de DNA oriundo de outros organismos pertencentes à 

família Trypanosomatidae, além de artefatos que poderão comprometer à técnica. Por outro lado, 

resultados falso-negativos podem advir da presença de inibidores como as nucleases que causam 

degradação do DNA (YANG; ROTHMAN, 2004). 

Características genéticas da Leishmania 

Os tripanossomatídeos possuem dois tipos de genomas: nuclear e mitocondrial ou 

cinetoplasto. O cinetoplasto constitui cerca de 10-30 % do total do DNA celular, e é chamado 

DNA do cinetoplasto ou kDNA (RODGERS et al., 1990). 

A utilização do kDNA é importante como alvo para a identificação e classificação de 

espécies de Leishmania (DASGUPTA et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 1994; DE OLIVEIRA; 

BRANDÃO, 2013; RODRIGUES et al., 2013). O kDNA é constituído por um tipo peculiar de 

estrutura de DNA mitocondrial, próprio da família Trypanosomatidae e compreende 

maxicírculos com 20 a 40 kilobases (kb), presentes em 30-50 cópias e os minicírculos com 
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aproximadamente 850 pares de bases (pb), presentes em cerca de 10.000 cópias /célula, e 

representam cerca de 95 % do kDNA (RAY, 1987). 

Os minicírculos são constituídos de uma região conservada de aproximadamente 200 pb, 

e uma região variável, que apresenta heterogeneidade entre cepas da mesma espécie 

(FERNANDES et al., 1999). Sequências da região variável são utilizadas em diagnóstico 

molecular por hibridização com sondas e por PCR (STUART, 1983; BARKER; BUTCHER, 

1983; GRAMICCIA et al., 1992; RODRIGUES et al., 2002) e para taxonomia (RODRIGUEZ et 

al., 2000). A amplificação por PCR deste alvo, presente em múltiplas cópias, permite a detecção 

de Leishmania em amostras de material de pacientes e apresenta elevadas sensibilidade (> 95 %) 

e especificidade (100%) (RODRIGUES et al. 2002) servindo de alternativas para estudos 

clínicos e epidemiológicos da LTA (RODGERS; POPPER; WIRTH, 1990; DE BRUIJN; 

BARKER, 1992; DE BRUIJN et al., 1993; WILSON, 1995).  

No Brasil o mkDNA é o único alvo utilizado para o diagnóstico da LTA preconizado pelo 

Ministério da Saúde (BRASIL 2007; RODRIGUES et al., 2013). 

 

Figura 6 – Esquema dos métodos de diagnostico clínico, epidemiológico e laboratorial de LTA. 

 

Fonte: Brito, M.E.F 
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Avaliação de testes de diagnósticos 

Os testes diagnósticos são concebidos como um exame realizado em laboratório. É 

importante ressaltar que além da coleta e processamento das amostras deve-se verificar a 

informação clínica obtida através da história prévia, exame físico, e outros para que o conjunto 

dessas informações possa contribuir para um diagnóstico preciso. 

Ao realizar um diagnóstico precisa-se apresentar o resultado considerando sentenças do 

tipo ―normal-anormal‖, ―positivo-negativo‖, ―reator-não reator‖; ―imune-não imune‖; e 

―compatível-não compatível‖, porém deve-se considerar a precisão dessas sentenças, onde o 

nível de acerto deve ser mais elevado, registrando positivo quando positivo e negativo quando 

negativo. Neste contexto, a validação de um teste de diagnóstico é muito importante para avaliar 

acurácia e precisão do mesmo, por isso, vários parâmetros devem ser analisados (MISODOR, 

2013). 

A avaliação do desempenho de um teste diagnóstico depende intrinsecamente das 

hipóteses diagnósticas previamente estabelecidas, através do conhecimento antecipado da 

presença ou ausência da doença  Esta indicação da ―verdade‖ é denominada de ―padrão-ouro‖  

Algumas vezes o teste é validado a partir da descrição nosológica e ―somente depois de definir 

clinicamente o que se quer encontrar será possível reconhecer indivíduos portadores da 

condição clínica procurada” (ROUQUAYROL, 1992). Neste contexto, uma definição 

diagnóstica clínica pode ser utilizada como ―padrão-ouro‖ para comparação de resultados de 

testes (ROUQUAYROL, 1992). 

Atualmente, grande parte da pesquisa epidemiológica tem se ocupado da validação de 

testes utilizando marcadores biológicos, fase que necessariamente precede a sua utilização no 

diagnóstico etiológico, avaliação de riscos, prevenção e controle de doenças. 

A validade de um marcador se refere ao grau com que ele indica a presença do evento de 

interesse. Para validar a utilização de uma medida biológica, como um marcador, é necessário 

entender o relacionamento entre o marcador e o evento ou condição de interesse. Os marcadores 

biológicos podem ser validados no que se refere a eventos como doença, exposição a agentes 

danosos ou susceptibilidade às doenças (SCHULTE; PERERA, 1993). 

Em geral, a validação de marcadores biológicos, em particular os marcadores 

diagnósticos de infecção, é realizada em amostragens relativamente pequenas em que os grupos 

em estudo são categorizados com relação ao evento de interesse. Dessa forma, as características 



BRITO M.E.F                                                                                                                               39 

do marcador são determinadas, permitindo a sua utilização em estudos de grandes populações. 

Com o foco mais especifico nas doenças infecciosas, para que um marcador diagnóstico seja 

considerado válido, ele deve indicar a presença do agente infeccioso e se correlacionar com 

outras características relevantes da doença infecciosa. 

Uma das propriedades fundamentais dos testes diagnósticos são a sua validade que pode 

ser mensurada mediante o cálculo de sua sensibilidade, especificidade e valor preditivo 

(FEINSTEIN, 1977). A validade de um teste diagnóstico é medida pela sua habilidade em 

categorizar corretamente as pessoas realmente doentes como positivas e as sadias como 

negativas para o teste (HENNEKENS; BURING, 1987). Assim, a sensibilidade de um teste 

diagnóstico é definida pela capacidade de determinada abordagem detectar indivíduos 

verdadeiramente doentes, enquanto que, a especificidade, é a capacidade de o teste ser negativo, 

em indivíduos sadios (Figura 7). Quando o teste é sensível raramente deixa de encontrar pessoas 

doentes, e quando um teste é específico dificilmente dirá que pessoas sadias são doentes. Estas 

são características do teste e não da população em que está sendo aplicada, portanto fornecem 

resultados consistentes independente da prevalência da doença. 

Outros indicadores são também importantes e abordam aspectos diferentes da validade de 

um teste diagnóstico. Estes são o valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo 

(VPN) que expressam a probabilidade da doença estar presente ou ausente dado o resultado 

positivo ou negativo do teste. O VPP de um teste é a probabilidade de um indivíduo que 

apresente o teste positivo, seja realmente doente. O VPN é a probabilidade do indivíduo sadio 

quando o resultado do teste for negativo (MISODOR, 2013)  

Os valores preditivos sofrem influência de acordo com a prevalência do evento/doença 

em estudo, se a prevalência de uma doença é baixa, mesmo com um teste muito específico, 

obtém muitos resultados falso-positivos, devido o elevado número de indivíduos sadios. Se a 

prevalência é alta pode-se esperar um maior número de resultados falso-negativos, na aplicação 

de testes com boa sensibilidade (MISODOR, 2013). 

Nas condições de um ensaio para avaliação de um teste, dificilmente a proporção de 

casos entre os participantes da pesquisa coincide com a prevalência da condição/doença na 

população. A solução para este fato é calcular os valores preditivos corrigidos para cada 

prevalência possível, o que permite construir a ―curva de desempenho do teste‖ 

(ROUQUAYROL, 1992). 
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Os ensaios para validação de testes diagnósticos são, portanto etapas importantes para 

consolidação de procedimentos de saúde pública, na medida em que somente a partir daí é 

possível aplicar técnicas diagnósticas adequadas para estudos populacionais visando o 

―rastreamento‖ de indivíduos portadores de doenças em sua fase pré-clínica e outros propósitos 

diagnósticos. 

 

Figura 7 – Cálculo da propriedade da PCR para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana 

 

             Fonte: MISODOR, 2013       
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ARTIGO 1 

  

Leishmaniose cutânea no nordeste do Brasil: uma avaliação crítica dos estudos realizados 

no Estado de Pernambuco 

  

Cutaneous leishmaniasis in northeastern Brazil: a critical appraisal of studies conducted in State 

of Pernambuco. Maria Edileuza Felinto de Brito, Maria Sandra de Andrade, Filipe Dantas-

Torres, Eduardo Henrique Gomes Rodrigues, Milena de Paiva Cavalcanti, Alzira Maria Paiva de 

Almeida, Sinval Pinto Brandão-Filho. Rev Soc Bras Med Trop. 2012 Jul-Aug;45(4):425-9. Epub 

2012 Jul 26 

  

Esse artigo é uma revisão narrativa da epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana 

(LTA) no estado de Pernambuco, nordeste do Brasil. Apresenta um levantamento sobre o ciclo 

de transmissão da LTA envolvendo os diversos agentes etiológicos, numerosas espécies de 

vetores, reservatórios - hospedeiros, população humana e o diagnóstico da doença no período de 

1940 a 2012. 

Foi realizado um levantamento epidemiológico em bases eletrônicas: Medline, PubMed, Lilacs, 

BVS e Scielo sobre a LTA em Pernambuco. Esses artigos comprovam a complexidade do ciclo 

de transmissão da LTA nas regiões de estudo. 

A literatura mostra que a Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal espécie na região com 

diferentes zimodemas. Achados recentes incluem a L. (V.) shawi como uma das espécies de 

interesse epidemiológico. 

Diferentes espécies de flebotomíneos ocorrem em diversos ecótopos no Estado, predominando a 

Lutzomyia whitmani no intra e peridomicílio, enquanto que L. complexa, L. choti e L. sordelli 

predominam em áreas de resquícios de Mata Atlântica. 

A L. (V.) braziliensis foi identificada em roedores silvestres e sinantrópicos, nas espécies 

Nectomys squamipes, Bolomys lasiurus e Rattus rattus, os quais foram apontados como 

hospedeiros do parasito. 

Para o diagnóstico têm sido empregados testes imunológicos tradicionais: intradermoreação de 

Montenegro (IDRM) reação de imunofluorescência indireta (RIFI), enzyme linked imunosorbent 

assay (ELISA) e o Western blotting (W. blot). Em Pernambuco, foi validada a técnica de reação 
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em cadeia da polimerase (PCR) para o diagnóstico molecular de LTA, utilizando primers 

específicos para minicírculos do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania subgênero Viannia. 

Essa revisão fornece ampla visão sobre os conhecimentos acerca da LTA em Pernambuco e 

contribui para direcionar novos estudos, além de introduzir estratégias de controle da doença. 
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ARTIGO 2 

 

Publicado na Revista Case Reports in Dermatological Medicine 

 

Leishmaniose tegumentar americana adquirida ocupacionalmente 

 

Occupationally Acquired American Cutaneous Leishmaniasis. Case Report. Maria Edileuza 

Felinto de Brito, Maria Sandra Andrade, Éricka Lima de Almeida, Ângela Cristina Rapela 

Medeiros, Roberto Pereira Werkhäuser, Ana Isabele Freitas de Araújo, Sinval Pinto Brandão-

Filho, Alzira Maria Paiva de Almeida, and Eduardo Henrique Gomes Rodrigues. Case Reports in 

Dermatological Medicine, Volume 2012 (2012), Article ID 279517, 4 pages, 

http://dx.doi.org/10.1155/2012/279517. 

  

 Nesse artigo são relatados dois casos de acidentes ocupacionais de leishmaniose tegumentar 

americana (LTA): um adquirido por auto inoculação no ambulatório de dermatologia com 

amostra obtida de punção de lesão de paciente com LTA e o outro adquirido durante a coleta de 

aves durante estudos ecológicos em área endêmica da doença. 

O diagnóstico nos dois pacientes foi confirmado pela reação em cadeia da polimerase (PCR) 

utilizando primers específicos para minicírculos do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania 

subgênero Viannia a partir de amostras coletadas por método não invasivo (swab). 

Do paciente contaminado durante trabalho em campo em localidades do Pará foi obtido um 

isolado por cultura in vitro, o qual foi identificado e caracterizado por anticorpos monoclonais 

específicos e eletroforese de enzimas multilocus, como Leishmania (V.) naiffi, espécie até então 

não identificada em Pernambuco. 

Essa publicação mostra a viabilidade da coleta de amostras de exsudatos de lesões por swab para 

diagnóstico da LTA pela PCR e enfatiza a importância de proteção individual durante o 

desenvolvimento de trabalho em laboratório e no campo. 
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ARTIGO 3 

  

Submetido a revista Experimental Parasitology 

  

Coleta de amostras por swab, um procedimento não-invasivo para o diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar americana 

  

Sample collection by cotton swab, a safe non-invasive procedure for American cutaneous 

leishmaniasis diagnosis. Ana Isabele Freitas de Araújo, Maria Edileuza Felinto de Brito, Juliana 

Bezerra Medeiros Viana, Joanna Lúcia de Almeida Alexandre, Roberto Pereira Werkhäuser, 

Éricka Lima de Almeida, Ângela Cristina Rapela Medeiros, Alzira Maria Paiva de Almeida, 

Sinval Pinto Brandão Filho, Eduardo Henrique Gomes Rodrigues. 

  

Nesse artigo é comparado o desempenho da coleta de amostras de material de lesões de pacientes 

por método invasivo (biópsia) e não invasivo (swab) para o diagnóstico da leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) pela reação em cadeia da polimerase (PCR). 

O estudo envolveu 88 pacientes de área endêmica de LTA do estado de Pernambuco, nordeste do 

Brasil. De cada paciente foram coletadas amostras pareadas da mesma lesão através de biópsias e 

por swab. As amostras de exsudato coletadas por swab e fragmentos de tecido das lesões obtidos 

por biopsia utilizando punch foram analisadas por PCR utilizando primers específicos para 

minicírculos do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania subgênero Viannia. 

Os resultados foram analisados estatisticamente e permitem concluir que considerando o 

conforto do paciente, facilidade e segurança na execução, a implementação da coleta de amostras 

das lesões dos pacientes por swab poderá ser recomendada para o diagnóstico da LTA. 
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Tabela 1. Comparison of PCR results from biopsy and swab samples. 

PCR 
Total of agreement 

between results* 
% 

Biopsy Swab 

- + 18 

86.36 + + 58 

+ - 10 

- + 2 13.64 

Total of samples analyzed 88 100 

       

Note: (+) Positive result; (-) Negative result; (*) Similar result in both samples. 
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ARTIGO 4 

Sumeter a resvista PloS ONE  

 

Avaliação de diferentes métodos para diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana 

  

Evaluation of different methods for the diagnosis of American cutaneous leishmaniasis. Maria 

Edileuza Felinto Brito, Ana Isabele Freitas de Araújo, Juliana Bezerra Medeiros Viana, Joanna 

Lúcia de Almeida Alexandre, Angela Cristina Rapela Medeiros, Roberto Pereira Werkhäuser, 

Claudio Julio da Silva, George Tadeu Nunes Diniz, Sinval Pinto Brandão-Filho, Alzira Maria 

Paiva de Almeida, Eduardo Henrique Gomes Rodrigues. 

 

Este artigo apresenta um estudo realizado em 98 pacientes sendo 88 suspeitos de leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) provenientes de área endêmica e 10 de área não endêmica com 

outras patologias dermatológicas (grupo controle negativo). 

Nos pacientes suspeitos de LTA foram realizadas análises em amostras de material de lesões 

cutâneas através de técnicas tradicionais parasitológicas e imunológicas: exame direto por 

microscopia óptica em imprints, cultura e inoculação em animal de laboratório, 

imunofluorescência indireta (RIFI), ELISA e intradermoreação de Montenegro (IDRM). 

Apesar de ser considerado o padrão ouro, apenas 70,6 % dos pacientes foram positivos pelo 

método direto; o maior percentual de positividade (94 %) foi pela IDRM; menor positividade foi 

obtida pela RIFI (67,6 %) e pela cultura (30,7 %). 

Amostras pareadas de cada paciente foram coletadas da mesma lesão através de biópsias e por 

swab e analisadas pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação de 

minicírculos do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania subgênero Viannia. 

Em 58 pacientes as amostras pareadas obtidas por biópsia e swab foram positivas pela PCR e em 

18 pacientes foram negativas; de 10 pacientes apenas as amostras obtidas por biópsia foram 

positivas e de dois pacientes apenas as amostras obtidas por swab foram positivas. 

De acordo com o índice de Kappa a concordância entre os resultados da PCR a partir de 

amostras coletadas por swab e por biópsia foi de 86,36 %, sendo considerada substancial (Kappa 

= 0,66). 
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A divergência dos resultados nos 12 pacientes (apenas as amostras coletadas por biópsia foram 

positivas por PCR em 10 pacientes, e apenas as amostras obtidas por swab foram positivas em 

dois pacientes) pode ser atribuída à baixa quantidade de parasitos nos exsudatos, ou existência de 

pouco exsudato, uma vez que os parasitos não se encontram uniformemente distribuídos em toda 

a lesão, podendo haver áreas da lesão sem parasitos, o que pode ocasionar um resultado falso-

negativo. 

Apesar do exame direto ter se mostrado mais eficiente do que a PCR o procedimento empregado 

na coleta das amostras das lesões é um procedimento invasivo, exige maior capacitação dos 

técnicos e sua sensibilidade depende da espécie do parasito envolvido e do tempo de evolução da 

doença. 

A IDRM é um teste bastante utilizado em inquérito epidemiológico, pois aponta contato do 

indivíduo com o parasito. Apesar de fornecer maior percentual de positividade dentre os testes 

imunológicos apresenta importantes limitações técnicas para execução e interpretação dos 

resultados, desconforto para os pacientes e não distingue infecção presente da passada e não 

reage com os indivíduos imunossuprimidos. 

Em conclusão, os estudos revelaram a sensibilidade e a eficácia da combinação entre o 

procedimento de coleta de amostras por swab e a análise por PCR para utilização no diagnóstico 

da LTA. Dessa maneira, além da segurança e conforto para os pacientes e profissionais o 

emprego de procedimentos invasivos será reduzido. 
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RESUMO 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença infecto-parasitária complexa, que se 

destaca por apresentar diferentes formas clínicas e ser de difícil diagnóstico. A definição de caso 

é feita através de exames clínicos associados aos dados epidemiológicos e laboratoriais.  A 

obtenção de amostras para os testes laboratoriais na sua maioria é feita por métodos invasivos. 

Neste trabalho a metodologia empregada na coleta de amostras e diagnóstico da LTA foi 

avaliada objetivando validar um método de coleta não invasivo associado à técnica de PCR, para 

o diagnóstico da LTA. Estudos realizados em 88 pacientes suspeitos de LTA e 10 com outros 

tipos de lesões dermatológicas revelaram que a coleta por swab para diagnóstico por PCR é uma 

alternativa válida para o diagnóstico da LTA e poderá contribuir para o sucesso do controle da 

doença em áreas endêmicas. 

 

Palavras chaves: Leishmaniose tegumentar. Diagnóstico. PCR. Biópsia. Swab. 
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____________________________ 

Evaluation of different methods for the diagnosis of American cutaneous leishmaniasis 

 

Abstract 

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a complex parasite-infectious disease, displaying 

different clinical forms, and difficult diagnosis. ACL case definition based on clinical 

examination associated with epidemiological and laboratory data. Usually patients’ samples 

collection for laboratory testing is carried out by using invasive methods. In this work samples 

collection and diagnosis methodology, was assessed to validate a non-invasive method of sample 

collection associated with PCR for ACL diagnosis. Studies conducted on 88 ACL suspected 

patients and 10 patients with other dermatological diseases revealed that the swab collection 

method is a valid alternative for ACL diagnosis and may contribute to the successful control of 

the disease in endemic areas. 

 

Key words: American cutaneous leishmaniasis. Diagnostic. Sample collection. Swab. Biopsy. 

PCR. 

____________________________ 

 

Introdução 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma parasitose complexa por apresentar 

diversas manifestações clínicas e diferentes padrões epidemiológicos de ciclo de transmissão. O 

diagnóstico laboratorial da LTA é de fundamental importância, em virtude das dificuldades para 

a definição dos casos, que envolve os diagnósticos diferenciais com outras dermatoses 

granulomatosas e aos sérios efeitos colaterais dos medicamentos utilizados para o tratamento dos 

pacientes [1,2].   

O diagnóstico convencional é feito através da visualização do parasito por microscopia 

óptica em esfregaços ou imprints, exames histopatológicos, além de cultura em meio específico e 

inoculação em animal de laboratório [3,4], a partir de fragmentos de amostras teciduais coletadas 

das lesões por escarificação ou por biópsia. Exames imunológicos como, a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), ELISA e Western blotting, e a intradermorreação de 

Montenegro (IDRM), são métodos indiretos que também auxiliam no diagnóstico [1,5]. 

Esses procedimentos apresentam sensibilidade variada dependendo de fatores como o 

tempo de evolução da lesão, a espécie de Leishmania envolvida e as manifestações clínicas
 
[1].  

O exame direto é considerado ―padrão-ouro‖ para o diagnóstico da LTA
 [6,7]. 
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A PCR tem sido utilizada com sucesso no diagnóstico de LTA [8,9] apresentando alta 

sensibilidade e especificidade [9,10], principalmente quando realizada em amostras de biópsias
 

[11]. Entretanto esses resultados variam de acordo com as condições do operador e do laboratório
 

[3]. 

           O diagnóstico rápido e preciso da LTA por permitir o tratamento correto e precoce, pode 

contibuir para a melhoria do planejamento das ações e medidas de controle da doença
 [1] e para 

isso é necessário, além de métodos eficazes de identificação do parasito o emprego de 

procedimentos simples, seguros e de fácil execução para a coleta das amostras. 

         Uma importante limitação no diagnóstico da LTA é a coleta das amostras que emprega 

métodos invasivos que causam desconforto para o paciente e é particularmente de difícil 

execução em crianças e quando a lesão está localizada na face e ou em outras partes delicadas do 

corpo do paciente. Além disso, procedimentos como a biópsia exigem técnicos especializados e 

pode ser feita apenas por especialista em ambiente hospitalar, e ainda pode aumentar o risco de 

infecções secundárias por bactérias. 

A coleta de exsudatos das lesões cutâneas por meio de swab é um procedimento não 

invasivo
 
[12], de rápida e fácil execução. A utilização deste método permite a coleta de exsudato 

em toda extensão da lesão, pode ser de uso pediátrico e feito por um técnico qualificado na 

própria residência do paciente sem necessidade de deslocamento. Pela simplicidade, a coleta de 

amostra por swab, associada à alta sensibilidade e especificidade da PCR poderá contribuir para 

aperfeiçoamento do diagnóstico da LTA e auxiliar a rotina de diagnóstico nos serviços de saúde 

Nesse sentido o presente estudo valida o método de coleta não invasivo por swab associado à 

técnica de PCR, para o diagnóstico da LTA. 

 

Métodos 

Tipo de estudo: Seleção de pacientes por conveniência. 

Pacientes: O estudo envolveu 88 pacientes com sinais clínico e histórico epidemiológico 

de LTA procedentes de área endêmica, e 10 pacientes com outras patologias dermatológicas 

(úlcera de estase, úlcera tropical, úlceras traumáticas, hanseníase, esporotricose, tuberculose e 

neoplasias cutâneas) de área não endêmica para LTA. O diagnóstico clínico-epidemiológico com 

base na anamnese, características das lesões e dados dos pacientes (sexo, faixa etária, ocupação e 

procedência) foi realizado pelo dermatologista do ambulatório do Hospital Universitário 

Oswaldo Cruz (HUOC), Recife - PE, Brasil. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM/FIOCRUZ-PE) licença N
o
 41/08. 
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Os pacientes que participaram da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE). 

Coleta das amostras. De cada paciente foram coletadas amostras pareadas da mesma 

lesão (1): utilizando swabs de algodão estéreis obtidos comercialmente, acondicionados em 

tubos sem meio de cultura (Absorve), para a coleta do exsudato das lesões, (2) utilizando punch 

de 5mm (Fisher Scientif NC9151828) para obtenção de fragmentos de tecido das lesões 

(biópsia). Também foi obtido material de raspado da borda da lesão, e sangue venoso. 

          A coleta por swab foi realizada em toda a área das lesões ulceradas; nas ressecadas e/ou 

que não apresentavam exsudatos utilizou-se swab umedecido com soro fisiológico estéril; e nas 

crostosas a lesão foi previamente umedecida com compressa de gaze umedecida com soro 

fisiológico estéril, procedendo em seguida à retirada de uma pequena parte da crosta, 

preferencialmente da borda, a partir da área exposta foi feita a coleta do exsudato com swab. Os 

swabs foram estocados -20
o
C. 

As biópsias cutâneas foram realizadas utilizando punch de 5 mm de diâmetro. Os 

fragmentos foram retirados da borda da lesão, após antissepsia com clorexidina a 2 % e 

infiltração anestésica local com lidocaína a 2%. Logo após a coleta cada fragmento (5mm) de 

tecido das lesões obtido por biópsia foi dividido ao meio com lâmina de bisturi n
o 

11. Uma parte 

foi processada em cultura, e a outra parte estocada em criotubos a temperatura de -20
o
C para 

análise por PCR. 

Raspados da borda da lesão foram realizados com o auxílio de lâmina de bisturi estéril, 

previamente higienizada com soro fisiológico estéril e, com o material obtido foi feito esfregaço 

em duas lâminas microscópicas para exame direto. 

De cada paciente foi coletado 5mL de sangue venoso para a obtenção de soro que foi 

estocado a -20
o
C até o uso. As amostras coletadas foram transportadas em caixas com gelo sob 

refrigeração para o Serviço de Referência em Leishmaniose da FIOCRUZ – PE.  

Pesquisa direta. Os esfregaços (após secagem) foram fixados com metanol, corados com 

solução de Giemsa por 25 minutos e examinados em microscópio óptico com aumento de 100x. 

Cultura. Fragmentos de tecidos obtidos por biopsia foram picotados por bisturi e 

suspensos em 500µl de salina estéril contendo 1 % de penicilina (100UI/mL) e estreptomicina 

(100µg/mL, SIGMA
®
). 400µl foi inoculado em 4mL de meio NNN/modificado por Walton 

(1977) e incubado a 26
o
C. A cultura foi examinada em intervalo de cinco dias durante 20 dias 

para a visualização de promastigotas [14].   

Cem microlitos (100µL) do material foram inoculados por via intraperitoneal em 

hamsters (Mesocricetus auratus). Os animais foram mantidos em gaiolas ventiladas e observados 
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durante três meses no Biotério de Experimentação Animal da FIOCRUZ - PE. Os animais foram 

eutanasiados em câmara de CO
2
 e colhidas amostras de tecidos (pele, baço e fígado). Com os 

fragmentos do fígado foram feitos esfregaços em lâminas, como descrito acima para exame 

microscópico direto. Com o fragmento do baço foram feitos imprints por aposição em lâminas 

para exame microscópico e semeio em meio de cultura (NNN/modificado) como descrito acima 

para o isolamento e/ou recuperação do parasito. O procedimento teve autorização da Comissão 

Ética de Uso de Animais (CEUA), FIOCRUZ – PE (N
o 
17/10). 

Caracterização dos parasitos. Os isolados obtidos por cultura ou inoculação em hamster 

foram identificados em nível de espécie através de RIFI usando anticorpos monoclonais 

específicos anti-Leishmania e eletroforese de enzimas multilocus (MLEE) segundo descrito 

anteriormente [15-17]. 

Exames imunológicos. Pacientes foram submetidos a IDRM utilizando antígeno 

produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos-CPPI-Paraná seguindo as 

instruções do fornecedor. A leitura da reação foi feita após 48 h pelo método Socal
 
[18], 

considerando positivo a enduração com ≥ 5mm de diâmetro  

Amostras de soro de 69 pacientes foram analisadas por RIFI utilizando o kit RIFI–

Leishmaniose Humana produzido por Biomanguinhos seguindo instruções do fornecedor. Foram 

utilizados dois soros padrões (positivos e negativos) na diluição de 1:40, tendo sido considerado 

positivos aqueles que resultaram em fluorescência de Leishmania sp. nas lâminas a uma diluição 

sérica de 1:40. 

Análise por PCR. O DNA das amostras foi extraído diretamente a partir dos swabs, 

separados das hastes, e metade de cada amostra de biópsia (punch 5 mm diam), utilizando kit 

comercial (QIamp ® DNA Mini Kit - Qiagen, Valencia, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. As amostras de DNA obtidas foram suspensas em 50 µl de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 

mM (pH 8,0) e armazenadas - 20 ° C. 

As reações de PCR para amplificação de um segmento de 750 pares de base (pb) do 

kDNA para o subgênero Viannia foram realizadas como descrito [4]. 

Análise estatística. Os dados obtidos foram processados e analisados através do 

programa estatístico OpenEpi V.2.3 - http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm 

R – http://www.r-project.org. 

Para identificação dos verdadeiros positivos foi calculada a sensibilidade e para os 

verdadeiros negativos a especificidade, verificando a acurácia em relação aos testes de 

diagnóstico; os valores preditivos positivos e negativos também foram calculados. O Teste 

http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm
http://www.r-project.org/
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Kappa
 [19] foi utilizado para avaliação da concordância entre os testes de diagnóstico. Todas as 

conclusões foram tomadas em nível de significância de 5%. 

 

Resultados 

Diagnóstico clínico e epidemiológico dos pacientes. Dos 88 pacientes do estudo, com 

lesão de LTA, 52 (59,1 %) eram do sexo masculino e 36 (40,9%) do sexo feminino. A idade 

variou de sete a 80 anos sendo a faixa etária mais acometida a de 31-50 anos. 

De acordo com as manifestações clínicas, 86 (92,59 %) pacientes apresentavam a forma 

cutânea localizada, um paciente era portador de leishmaniose disseminada (56 lesões) e outro 

estava co-infectado (HIV/LTA).  

Quanto às características das lesões, 91,0 % dos pacientes apresentaram lesões ulceradas, 

7,95 % lesões crostosas, e 1,13 % lesão úlcera papulosa (Tabela 1). O período de evolução da 

lesão variou de oito dias a dois anos, sendo em média de 2,2 meses. 

 

Tabela 1: Distribuição dos resultados da PCR em amostras pareadas coletadas por Swab e por 

Biópsia nos diferentes tipos das lesões dos pacientes. 

 

Tipo de 

lesão 
Nº 

Swab Biópsia 

Positivo Negativo Positivo Negativo 

Ulcerada 80 52 28 61 19 

Crostosa 7 7 0 6 1 

Pápula-

ulcerada  

1 1 0 1 0 

   

Diagnóstico Parasitológico. Através do exame microscópico direto dos esfregaços em 

lâmina de material obtido por raspado da borda da lesão nos 88 pacientes, 62 (70,4%) foram 

positivos. No total 27 pacientes (30,7%) foram positivos por cultura in vitro e in vivo; das 

amostras coletadas por biópsia nos 88 pacientes e cultivadas in vitro e in vivo foram isoladas 27 

cepas: 16 pelo semeio no meio de cultura 11 pela inoculação em hamster. Os isolados foram 

caracterizados como L. (V.) braziliensis através de análise de isoenzimas e anticorpos 

monoclonais. 
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As culturas foram preservadas em meio de cultura com 8 % de glicerol em criotubos em 

nitrogênio líquido (-196ºC) no Banco de Cepas do SRL da FIOCRUZ - PE e depositadas na 

Coleção de Leishmaniose do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), Rio de Janeiro e no Instituto 

Evandro Chagas em Belém do Pará. 

Diagnóstico imunológico. A prova de IDRM foi realizada em 50 dos 88 pacientes do 

estudo, e desses 47 (94 %) foram positivos (Tabela 2). 

A RIFI para detecção de anticorpos específicos anti - Leishmania spp. foi realizada em 69 

dos 88 pacientes do estudo e desses 46 (68,11%) foram positivos (Tabela 2). 

Diagnóstico por PCR. Através das reações para amplificação do kDNA do subgênero 

Viannia, por PCR, um total de 70 pacientes (79,5%) se revelaram positivos; houve amplificação 

do segmento do tamanho esperado (750 pb) em 68 amostras (77,3%) obtidas por biópsia e 60 

(68,2%) por swab. 

A PCR foi positiva nas amostras pareadas obtidas por biópsia e swab de 58 pacientes, e 

negativa nas amostras pareadas obtidas por biópsia e swab de 18 pacientes; de 10 pacientes 

apenas as amostras obtidas por biópsia foram positivas e de dois pacientes apenas as amostras 

obtidas por swab foram positivas. 

Das amostras pareadas coletadas em 80 pacientes apresentando lesões ulceradas, 52 

amostras obtidas por swab e 61 obtidas por biópsia mostraram-se positivas por PCR; as amostras 

obtidas por swab de sete pacientes com lesões crostosas e seis obtidas por biópsia foram 

positivas, e as amostras pareadas obtidas por swab e biópsia em um paciente com lesão pápula 

ulcerada foram positivas por PCR (Tabela 2). 
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Tabela 2: Resultados dos diferentes testes diagnósticos (Exame direto, PCR, IDRM, RIFI, 

Cultura in vitro e in vivo) nos pacientes do estudo.  

EXAMES Nº examinado Nº Positivos % Positivos 

Pesquisa direta 88 62 70,6 

PCR 

Swab 88 60 68,2 

Biópsia 88 68 77,3 

TOTAL* 88* 70* 79,5* 

IDRM 50 47 94,0 

RIFI 69 46 67,6 

Cultura in vitro 88 16 18,2 

Cultura in vivo 88 11 12,5 

Cultura TOTAL** 88 27 30,7 

 

Total*: resultados combinados swab + biópsia  

Cultura TOTAL**: resultados combinados Cultura in vitro + in vivo 

 

A análise da concordância dos resultados da PCR nas amostras coletadas por biópsia e 

por swab, pelo teste kappa, mostrou conformidade em 86,37. O valor obtido dessa concordância 

foi estatisticamente significativo (p < 0,001). 

O exame direto, considerado padrão ouro para diagnóstico de LTA, foi positivo em 62 

(70,6%) amostras dos 88 pacientes. Das 88 amostras obtidas por swab 60 (68,2%) foram 

positivas por PCR. De acordo com o tipo de lesão, a pesquisa direta mostrou-se eficiente, sendo 

o parasito detectado em lesões ulceradas, crostosas e pápula ulcerada. 

Os resultados da pesquisa direta revelaram 74,19% de sensibilidade, 46,15% de 

especificidade, 65,91% de acurácia e IC de 55.53-74,96 %. O valor preditivo positivo foi de 

76.67 % e a razão de verossimilhança de 1,378 para um resultado de teste positivo e de 0,5591 

para um teste negativo. 

A análise dos resultados do diagnóstico por PCR em material obtido por swab e biópsia 

forneceu 85,29% de sensibilidade, 90% de especificidade, 86,36% de acurácia, e o IC 95%, foi 

de 77,39-92,75%. O valor preditivo positivo foi de 96,67% e a razão de verossimilhança foi de 

8,5290 para um resultado de teste positivo e de 0,1634 para um resultado de teste negativo. 
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DISCUSSÃO 

 Esse estudo demonstrou a sensibilidade e a eficácia da combinação entre o 

procedimento de coleta de amostras por swab e a análise por PCR para utilização no diagnóstico 

da LTA. Através da análise por PCR em material coletado por swab 60 de 88 amostras (68,2%) 

foram positivas, e por exame direto de esfregaço 62 de 88 pacientes foram positivos (70,6%). 

Apesar do exame direto ter se mostrado mais eficiente o procedimento empregado na coleta das 

amostras das lesões é um procedimento invasivo. O exame direto, padrão-ouro para o 

diagnóstico da LTA, apesar de rápido e fácil, exige técnicos capacitados
 
 [3] e sua sensibilidade 

depende da espécie do parasito envolvido e do tempo de evolução da doença.           

 A concordância entre o teste de PCR a partir de amostras coletadas por swab e biópsia 

foi considerada substancial (Kappa = 0,66), conforme índice de Kappa de Cohen
 [19]. O valor 

desse índice demonstra a eficácia significativa da técnica de coleta por swab em relação à biópsia 

[19]. A divergência dos resultados pode ser atribuída à baixa quantidade de parasitos nos 

exsudatos, ou existência de pouco exsudato, uma vez que estes não se encontram dispostos de 

forma uniforme na lesão, podendo existir áreas da lesão onde não haja a presença de Leishmania, 

o que pode conduzir a um resultado falso-negativo. Como descrito anteriormente, a quantidade 

de parasitos nas lesões é inversamente proporcional à duração da infecção [20] e lesões 

ressecadas e/ou crostosas são pobres em exsudato. Entretanto nesse  trabalho a característica das 

lesões não pareceu influenciar os resultados. 

          Estudos prévios demonstraram a elevada sensibilidade da PCR em material de raspagem 

de lesão em relação ao exame direto de esfregaço. A PCR além de ser capaz de detectar pequena 

quantidade de DNA dos parasitos em amostras de biópsia pode identificar a espécie do parasita 

sem necessidade de cultivo
 [9]. 

Nesse trabalho a positividade total por PCR das amostras obtidas em paralelo por swab e 

biópsia (70 amostras = 79,5%) foi superior a do exame direto (62/88 = 70,6%).  

A amplificação por PCR do DNA de L. (V.) braziliensis pode ser realizada a partir de 

amostras de sangue de pacientes
 
[21], entretanto a sensibilidade da PCR em sangue revelou-se 

baixa em comparação as amostras de biópsia de tecido, devido à escassez de parasitos circulantes 

[21], além disso, a coleta de sangue é um processo invasivo. Amplificação do DNA de L (V.) 

braziliensis também pode ser realizada em amostras de saliva de pacientes de LTA. A presença 

do parasito na saliva pode ser atribuída ao tropismo das espécies do subgênero Viannia [22]. 

A presença dos parasitos envolvidos na leishmaniose visceral (LV) tem sido detectada em 

amostras de tecidos, sangue, urina, fezes e a partir de amostras coletadas por swab de secreções 

orais e nasais
 
[22]. Strauss-Ayali et al., (2004), comparando os resultados dos exames de material 
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coletado por swab da conjuntiva de cães e amostras coletadas por métodos convencionais, 

inclusive a biópsia de tecido canino, concluíram que a coleta de amostras por swab associada ao 

diagnóstico por PCR pode ser uma alternativa para estudos epidemiológicos da LV canina
 

[24,25] e no futuro este procedimento poderá substituir a punção medular tradicional evitando 

risco e desconforto
 
para os animais. 

No presente estudo, os resultados das culturas in vivo e in vitro (27/88 = 30,68 %), e da 

RIFI (46/68 = 67,6 %) foram inferiores aos do exame direto (62/88 = 70,6 %). 

A IDRM foi positiva em 47/50 pacientes (94%) corroborando o diagnóstico clínico-

epidemiológico. A IDRM tem grande valor no diagnóstico presuntivo de LTA, sendo 

considerado um bom indicador para inquérito epidemiológico e permite o diagnóstico diferencial 

entre as doenças dermatológicas
 
[26].  

A RIFI é uma técnica sensível que apresenta especificidade variável (66 a 71%) na forma 

cutânea e 100% na forma mucosa [5,34]. Os resultados obtidos no presente estudo foram 

inferiores aos do padrão-ouro. As diferenças na especificidade e sensibilidade podem ser 

atribuídas a baixos níveis de anticorpos circulantes ou a reduzida antigenicidade dos parasitos 

[5,28]. 

A cultura embora seja o método de diagnóstico mais específico para LTA
 
[30,31], quanto 

à sensibilidade os resultados são discrepantes e a positividade das culturas pode variar de 13 a 

90%
 
[32,33]. Entre os fatores responsáveis dessa variabilidade apontam-se: diferentes meios de 

cultura utilizados e a diferença entre as espécies de Leishmania envolvidas
 
[3]. No nosso estudo 

os resultados das culturas in vitro e in vivo ficaram muito abaixo do padrão-ouro e dos outros 

testes em geral. 

Métodos alternativos de coleta de amostras biológicas para diagnóstico de LTA têm sido 

buscados com o objetivo de minimizar o desconforto dos pacientes. Alguns procedimentos como 

impressão em papel de filtro uso de escova citológica, palitos de madeira, para coleta de material 

de lesões para diagnóstico da LTA por PCR
 
forneceram valores de sensibilidade entre 95 a 99%, 

superior ao de exame direto em lâminas cuja sensibilidade foi de 47,9 % [12,34-36]. No entanto, 

a coleta utilizando palito de madeira e bisturis apresentam o inconveniente do uso de material 

perfuro-cortante. 

Esses resultados demonstram que a obtenção de amostras pelo método não invasivo por 

swab, associada aos testes moleculares pode representar um avanço substancial no diagnóstico 

laboratorial da LTA. Esse método: (a) evita o deslocamento do paciente, (b) pode ser realizado 

por diferentes profissionais devidamente habilitados, (c) pode ser utilizado em diferentes faixas 
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etárias, (d) é o mais seguro no ato da obtenção da amostra, e (e) possibilita o fácil transporte da 

amostra. 

O método de coleta por swab associado à técnica de PCR para o diagnóstico da LTA 

proposto no presente estudo é sensível, específico, fácil de execução e oferece segurança, 

conforto para os pacientes e profissionais de saúde, podendo ainda reduzir o número de coletas 

invasivas.   
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CONCLUSÕES 

  

 O presente estudo contribui para: 1) Ordenar e ampliar o conhecimento técnico 

científico sobre todos os aspectos clínicos e epidemiológicos da LTA em Pernambuco;               

2) O uso combinado do método de coleta por swab e a técnica de PCR de amostras de lesões 

cutâneas para o diagnóstico de leishmaniose é sensível, específico e de substancial concordância. 

3) Oferecer aos pacientes e profissionais da saúde um método de coleta prático e seguro; 4) O 

método proposto no presente trabalho permite que pequenos centros de saúde possam realizá-lo 

de forma rápida, fácil e a um custo mais baixo.  
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APÊNDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – Grupo Paciente 

 
 

 
 

 

  

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – Grupo Paciente  

 
Projeto: “Validação do método Swab para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana em pacientes 

de área endêmica de Pernambuco, Brasil”. 
 

Eu, ............................................................................................., concordo em participar voluntariamente neste 

projeto que será desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz 

(CPqAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido projeto é melhorar o diagnóstico molecular 

da leishmaniose tegumentar americana a partir de um método que não utiliza material que corte a pele, para 

identificação de Leishmania spp.  

Como faço parte do grupo de pacientes, serei submetido à coleta de leishmânias com a utilização de hastes 

flexíveis (cotonetes), sob condições estéreis, em toda a área da lesão. Todo procedimento será realizado com material 

estéril descartável e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para executá-lo.  

A presente proposta contribui para um melhor conhecimento da doença e diagnóstico mais rápido da 

leishmaniose tegumentar humana. Esse projeto levará a um tratamento mais rápido, com benefícios para o paciente, 

sendo considerado inovador, no que diz respeito ao procedimento de coleta de leishmânias. Antes de minha 

participação no referido projeto, fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional que julgasse necessário, 

esclarecido por um participante do mesmo. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em 

qualquer momento da investigação, sem qualquer punição ou prejuízo.  

Autorizo a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) a utilizar as informações obtidas através dos 

resultados dos procedimentos em reuniões, congressos e publicações científicas preservando, neste caso, a minha 

identidade. Autorizo, também o CPqAM/FIOCRUZ a estocar amostras biológicas para posteriores estudos. 

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

equipe. 

 

_______________________________________________    _______________ 

Assinatura do paciente ou menor       data 

_______________________________________________    _______________ 

Assinatura do responsável       data 

_______________________________________________                 _______________ 

Assinatura do médico responsável – CPqAM/Fiocruz    data 

 

Endereço profissional: Ambulatório de Dermatologia do  Hospital  Universitário  Oswaldo  Cruz (HUOC),   Rua:  

Arnaldo Marques, s/n Santo Amaro,Recife-PE.  Fone:(81) 3413-1300. 

_________________________________________________________________________________ 

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade 

Universitária, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife – PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (081) 2101 2640; 

http://www.cpqam.fiocruz.br. 

 

 

 

 

 

FIOCRUZ Centro de Pesquisas 

AGGEU MAGALHÃES 

Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde 

 

http://www.cpqam.fiocruz.br/
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APÊNDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – Grupo Controle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – Grupo Controle  

 

Projeto: “Validação do método Swab para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar americana em pacientes 

de área endêmica de Pernambuco, Brasil”. 
 

Eu, ............................................................................................., concordo em participar voluntariamente neste 

projeto que será desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz 

(CPqAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido projeto é melhorar o diagnóstico molecular 

da leishmaniose tegumentar americana a partir de um método que não utiliza material que corte a pele, para 

identificação de Leishmania spp. Eu farei parte do grupo controle, ou seja, grupo de indivíduos que não apresentam a 

doença e que servirão de comparação com os indivíduos doentes. Serei submetido a uma única coleta com a 

utilização de hastes flexíveis (cotonetes), sob condições estéreis, em toda a área da lesão. Todo procedimento será 

realizado com material estéril descartável e por profissionais de saúde de reconhecida capacidade para executá-lo. 

A presente proposta contribui para um melhor conhecimento da doença e diagnóstico mais rápido da 

leishmaniose tegumentar humana. Esse projeto levará a um tratamento mais rápido, com benefícios para o paciente, 

sendo considerado inovador, no que diz respeito ao procedimento de coleta de leishmânias. Estou ciente que poderei 

recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigação, sem qualquer punição ou prejuízo. 

Antes de minha participação no referido projeto, fui incentivado a pedir qualquer esclarecimento adicional que 

julgasse necessário, esclarecido por um participante do mesmo, sobretudo em relação à importância do grupo 

controle. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigação, sem 

qualquer punição ou prejuízo. 

Autorizo a Fundação Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUZ) a utilizar as informações obtidas através dos 

resultados dos procedimentos em reuniões, congressos e publicações científicas preservando, neste caso, a minha 

identidade. Autorizo, também o CPqAM/FIOCRUZ a estocar amostras biológicas para posteriores estudos. 

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

equipe. 

 

_______________________________________________    _______________ 

Assinatura do paciente ou menor       data 

_______________________________________________    _______________ 

Assinatura do responsável       data 

_______________________________________________                 _______________ 

Assinatura do médico responsável – CPqAM/Fiocruz    data 

 

Endereço profissional: Ambulatório de Dermatologia do  Hospital  Universitário  Oswaldo  Cruz   (HUOC),   Rua:   

Arnaldo Marques, s/n Santo Amaro,Recife-PE.  Fone:(81) 3413-1300. 

_________________________________________________________________________________ 

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade 

Universitária, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife – PE, Brasil. Tel.: (081) 2101 2500; Fax: (081) 2101 

2640; http://www.cpqam.fiocruz.br. 

 

 

 

 

 

FIOCRUZ Centro de Pesquisas 

AGGEU MAGALHÃES 

Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde 

http://www.cpqam.fiocruz.br/
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APÊNDICE C –  FICHA DE CADASTRO DE PACIENTE 

 

 

Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães/FIOCRUZ 

Cadastro do paciente leishmaniótico: informações relevantes 

 

Data: ________________________No.do registro:_________________________________ 

Paciente:_______________________________________ Data de nasc.:_________________ 

Profissão:_______Endereço:____________________________________________________ 

 

Testes imunológicos: 

Teste de Montenegro: 

______ mm 

IFI: ELISA: Immunobloting: 

 

Características das lesões: 

Cutânea Mucosa Cutâneomucosa Linfonodo regional 

Descrição: Tempo de evolução, primária ou recidivante, número, localização e diamêtro,  tipo 

ulcerada, vegetante, nodular, 

outros:_________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________

________________________________________________________ 

 

Material biológico coletado 

EXAME RESULTADO 

1. Biópsia 

 

2. Histopatologia 

 

 

Amastigotas presentes? 

Reação granulomatosa e linfoproliferativa? 

 

2. Pesquisa direta em esfregaço 

 

a) Raspado: 

 

b) Imprint de biópsia: 

 

 

3. Cultura (especificar meio de cultura) 

 

a) De biópsia: 

 

b) De punção: 

Cultivar até 30 dias e registrar dia positivação 

(5, 15, 30) 

4. Tipagem (especificar tipo): 

    Isoenzimas: 

    Monoclonais: 

    Genotipagem: 

 

5.Outros: 

    Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
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ANEXO B: COMPROVAÇÃO DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 3 

 
Dear Dr. Maria Edileuza Felinto de Brito, 
 
You have been listed as a Co-Author of the following submission: 
 
Journal:  Experimental Parasitology 
Title:  Sample collection by cotton swab, a safe non-invasive procedure for 
American cutaneous leishmaniasis diagnosis Corresponding Author:  Eduardo 
Rodrigues 
Co-Authors:  Ana Isabele Freitas de  Araújo, MSc; Maria Edileuza Felinto de 
Brito, MSc; Juliana Bezerra Medeiros Viana, BSc; Joanna Lúcia de Almeida 
Alexandre, BSc; Roberto Pereira Werkhäuser, MSc; Éricka Lima de Almeida, BSc; 
Ângela Cristina Rapela Medeiros, Ph.D.; Alzira Maria Paiva de Almeida, Ph.D.; 
Sinval Pinto Brandão Filho, Ph.D.;  
 
We would like to invite you to link your ORCID to this submission. If the 
submission is accepted, then your ORCID will be transferred to ScienceDirect and 
CrossRef and will be updated on your ORCID account. 
 
To go to a dedicated page in EES where you can link an existing ORCID, or sign-up 
for an ORCID, please click the following link: 
http://ees.elsevier.com/ep/l.asp?i=45711&l=KVCZ35D6 
 
Please note: If you did not co-author this submission, please do not follow the 
above link but instead contact the Corresponding Author of this submission at 
eduardohrodrigues@gmail.com;eduardoh@cpqam.fiocruz.br. 
 
What is ORCID? 
"ORCID is an open, non-profit, community-based effort to create and maintain a 
registry of unique researcher identifiers and a transparent method of linking 
research activities and outputs to these identifiers." 
http://www.ORCID.org 
 
More information on ORCID can be found on the ORCID website, 
http://www.ORCID.org, or on our ORCID help page: 
http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/2210/p/7923 
 
 
Thank you, 
 
Experimental Parasitology 
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ANEXO C: NORMAS PARA SUBMISSÃO NA REVISTA EXPERIMENTAL 

PARASITOLOGY
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ANEXO D: NORMAS PARA SUBMISSÃO NA REVISTA PloS ONE 

Plos Neglected Tropical - Author Infomation 

Preparation of Research Articles 

PLOS Neglected Tropical Diseases publishes original research articles of importance to the NTDs community and 

the wider health community. We will consider manuscripts of any length; we encourage the submission of both 

substantial full-length bodies of work and shorter manuscripts that report novel findings that might be based on a 

more limited range of experiments. 

The writing style should be concise and accessible, avoiding jargon so that the paper is understandable for readers 

outside a specialty or those whose first language is not English. Editors will make suggestions for how to achieve 

this, as well as suggestions for cuts or additions that could be made to the article to strengthen the argument. Our 

aim is to make the editorial process rigorous and consistent, but not intrusive or overbearing. Authors are 

encouraged to use their own voice and to decide how best to present their ideas, results, and conclusions. Although 

we encourage submissions from around the globe, we require that manuscripts be submitted in English. Authors 

who do not use English as a first language may contact us for additional information. As a step towards overcoming 

language barriers on acceptance of the paper, we encourage authors fluent in other languages to provide copies of 

their full articles or abstracts in other languages. We will publish these translations as supporting information and 

list them, together with other supporting information files, at the end of the article text. 

Cover Letter 

Please include a cover letter explaining why this manuscript is suitable for publication in PLOS Neglected Tropical 

Diseases. Why will your research paper inspire the NTDs community, and how will it drive the understanding of 

NTD pathobiology, epidemiology, prevention, treatment, control, or policy? 

If your study addresses an infection that is outside our detailed scope, you must first send a pre-submission 

inquiry indicating why you consider the infection to be a neglected tropical disease. 

Electronic Formats 

Our submission system supports a limited range of formats for text and graphics. The following file formats/types 

and manuscript information are required before submission. If you are concerned about the suitability of your files, 

please contact us at plosntds [at] plos.org. 

Manuscript and Table Files 

Articles can be submitted for review in DOC, DOCX, RTF, or PDF. Any articles that have been prepared in LaTeX 

will be accepted for review, but only in PDF format. After acceptance, only text files (RTF or DOC) of the revised 

manuscript and tables can be accepted for use in the production process. 

Math Equations and DOCX 

If your manuscript is or will be in DOCX and contains equations, you must follow the instructions below to make 

sure that your equations are editable when the file enters production. 

If you have not yet composed your article, you can ensure that the equations in your DOCX file remain editable in 

DOC by enabling ―Compatibility Mode‖ before you begin  To do this, open a new document and save as Word 97-

2003 (*.doc). Several features of Word 2007/10 will now be inactive, including the built-in equation editing tool. 

You can insert equations in one of the two ways listed below. 

http://www.plosntds.org/static/scope
http://www.plosntds.org/static/guidelines;jsessionid=E42673DBAD227CF463E064758D6776E3#presubmission
http://www.plosntds.org/static/guidelines;jsessionid=E42673DBAD227CF463E064758D6776E3#presubmission
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If you have already composed your article as DOCX and used its built-in equation editing tool, your equations will 

become images when the file is saved down to DOC. To resolve this problem, re-key your equations in one of the 

two following ways. 

1. Use MathType to create the equation. MathType is the recommended method for creating equations. 

2. Go to Insert > Object > Microsoft Equation 3.0 and create the equation. 

If, when saving your final document, you see a message saying ―Equations will be converted to images,‖ your 

equations are no longer editable and PLOS will not be able to accept your file. 

LaTeX 

Articles prepared in LaTeX may be submitted in PDF format for use during the review process. After acceptance, 

however, .tex files and formatting information will be required as a zipped file. Please consult our LaTeX 

Guidelines for a list of what will be required. 

Tables 

Tables must conform to our Guidelines for Figure and Table Preparation and placed at the end of the article DOC or 

RTF file. Accepted LaTeX submissions only should have table files—which must also conform to these 

guidelines—uploaded individually into the online submission system. 

Figure Files 

Graphics files can only be submitted in EPS or TIF format. For the article to be accepted for publication, the author 

will need to supply high-resolution versions of the figures. When preparing your figures, please ensure that the files 

conform to our Guidelines for Table and Figure Preparation. 

If you are uploading your files in EPS format, please use the "create outlines" option under the type menu in 

Illustrator so that all text and fonts appear as intended in print. If you need additional help with figure preparation, 

please contact figures [at] plos.org. 

Authors are encouraged to provide a striking image to accompany their article, if one is available. This image may 

be chosen to highlight the article on our journal Web site. 

PLOS does not accept vector EPS figures generated using LaTeX. We only accept LaTeX generated figures in TIFF 

format. Export your LaTeX files as PDFs, and then open them in GIMP or Photoshop and save as TIFF. In general, 

Figures must be generated in a standalone graphics application such as Adobe Illustrator, InkScape, PyMol, MatLab, 

SAS, etc. Please see our Figure Guidelines for more information. 

PLOS applies the Creative Commons Attribution (CC BY) license to all figures we publish, which allows them to 

be freely used, distributed, and built upon as long as proper attribution is given. Please do not submit any figures 

that have been previously copyrighted unless you have express written permission from the copyright holder to 

publish under the CC BY license. 

 

Financial Disclosure 

This section should describe sources of funding that have supported the work. Please include relevant grant numbers 

and the URL of any funder's Web site. Please also include this sentence: "The funders had no role in study design, 

data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript." If this statement is not correct, 

you must describe the role of any sponsors or funders, and amend the aforementioned sentence as needed. 

http://www.plosntds.org/static/latexGuidelines
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Abbreviations 

Please keep abbreviations to a minimum and define them upon first use in the text. Non-standard abbreviations 

should not be used unless they appear at least three times in the text. 

Nomenclature 

The use of standardized nomenclature in all fields of science and medicine is an essential step toward the integration 

and linking of scientific information reported in published literature. We will enforce the use of correct and 

established nomenclature wherever possible: 

 We strongly encourage the use of SI units. If you do not use these exclusively, please provide the SI value in 

parentheses after each value. 

 Species names should be italicized (e.g., Homo sapiens) and the full genus and species must be written out in 

full, both in the title of the manuscript and at the first mention of an organism in a paper; after that, the first letter of 

the genus name, followed by the full species name may be used. 

 Genes, mutations, genotypes, and alleles should be indicated in italics. Use the recommended name by 

consulting the appropriate genetic nomenclature database, e.g., HUGO for human genes. It is sometimes advisable 

to indicate the synonyms for the gene the first time it appears in the text. Gene prefixes such as those used for 

oncogenes or cellular localization should be shown in roman: v-fes, c-MYC, etc. 

 The Recommended International Non-Proprietary Name (rINN) of drugs should be provided. 

 

Accession Numbers 

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public resources. Please provide the 

relevant accession numbers (and version numbers, if appropriate). Accession numbers should be provided in 

parentheses after the entity on first use. Suggested databases include, but are not limited to: 

 ArrayExpress 

 BioModels Database 

 Database of Interacting Proteins 

 DNA Data Bank of Japan [DDBJ] 

 DRYAD 

 EMBL Nucleotide Sequence Database 

 GenBank 
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 Gene Expression Omnibus [GEO] 

 Protein Data Bank 

 UniProtKB/Swiss-Prot 

 ClinicalTrials.gov 

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities such as genes, 

proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database, for example: 

 Ensembl 

 Entrez Gene 

 FlyBase 

 InterPro 

 Mouse Genome Database (MGD) 

 Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) 

 PubChem 

Providing accession numbers allows linking to and from established databases and integrates your article with a 

broader collection of scientific information. 

Organization of the Manuscript 

Most articles published in PLOS Neglected Tropical Diseases are organized into the following 

sections: Title, Authors and Affiliations, Abstract, Author 

Summary, Introduction, Methods, Results, Discussion, Acknowledgments, References, Figure Legends, and Tables. 

Uniformity in format facilitates the experience of readers and users of the journal. To provide flexibility, however, 

the Results and Discussion can be combined into one Results/Discussion section. All manuscripts must contain line 

numbers. Although we have no firm length restrictions for the entire manuscript, we urge authors to present and 

discuss their findings concisely. 

Title (150 characters) 

The title should be specific to the study yet concise, and should allow sensitive and specific electronic retrieval of 

the article. It should be comprehensible to readers outside your field. Avoid specialist abbreviations if possible. 

Titles should be presented in title case, meaning that all words except for prepositions, articles, and conjunctions 

should be capitalized. If the paper is a randomized controlled trial or a meta-analysis, this description should be in 

the title. 

Examples: 

 Climate Change and Spread of Lymphatic Filariasis in Sub-Saharan Africa 

 A Cluster-Randomized Controlled Trial of a Nurse-Led Deworming Program for Soil-Transmitted Helminths 

Please also provide a brief Short Title of no more than 50 characters (including spaces). 

Authors and Affiliations 

Provide the first names or initials (if used), middle names or initials (if used), surnames, and affiliations—

department, university or organization, city, state/province (if applicable), and country—for all authors. One of the 

authors should be designated as the corresponding author. It is the corresponding author's responsibility to ensure 

that the author list, and the summary of the author contributions to the study are accurate and complete. If the article 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene
http://flybase.bio.indiana.edu/
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has been submitted on behalf of a consortium, all consortium members and affiliations should be listed after the 

Acknowledgments. 

(For authorship criteria, see Supporting Information and Materials Required at Submission) 

Abstract 

The abstract succinctly introduces the paper. We advise that it should not exceed 250 – 300 words. It should 

mention the techniques used without going into methodological detail and summarize the most important results 

with important numerical results given. The abstract is conceptually divided into the following three sections with 

these headings: Background, Methodology/Principal Findings, and Conclusions/Significance. Please do not include 

any citations in the abstract. Avoid specialist abbreviations. 

Author Summary 

We ask that all authors of research articles include a 150- to 200-word non-technical summary of the work, 

immediately following the Abstract. Subject to editorial review and author revision, this short text is published with 

all research articles as a highlighted text box. 

Distinct from the scientific abstract, the author summary should highlight where the work fits in a broader context of 

life science knowledge and why these findings are important to an audience that includes both scientists and non-

scientists. Ideally aimed to a level of understanding of an undergraduate student, the significance of the work should 

be presented simply, objectively, and without exaggeration. 

Authors should avoid the use of acronyms and complex scientific terms and write the author summary using the 

first-person voice. Authors may benefit from consulting with a science writer or press officer to ensure that they 

effectively communicate their findings to a general audience. 

Examples are available at: 

Pseudogenization of a Sweet-Receptor Gene Accounts for Cats' Indifference toward Sugar 

A Hybrid Photoreceptor Expressing Both Rod and Cone Genes in a Mouse Model of Enhanced S-Cone Syndrome 

Life in Hot Carbon Monoxide: The Complete Genome Sequence of Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901 

Introduction 

The introduction should discuss the purpose of the study in the broader context. As you compose the introduction, 

think of readers who are not experts in this field. Include a brief review of the key literature. If there are relevant 

controversies or disagreements in the field, they should be mentioned so that a non-expert reader can delve into 

these issues further. The introduction should conclude with a brief statement of the overall aim of the experiments 

and a comment about whether that aim was achieved. 

Methods 

This section should provide enough detail for reproduction of the findings. Protocols for new methods should be 

included, but well-established protocols may simply be referenced. Detailed methodology or supporting information 

relevant to the methodology can be published on our Web site. 

This section should also include a section with descriptions of any statistical methods employed. These should 

conform to the criteria outlined by the Uniform Requirements, as follows: "Describe statistical methods with enough 

detail to enable a knowledgeable reader with access to the original data to verify the reported results. When possible, 

http://www.plosntds.org/static/guidelines;jsessionid=E42673DBAD227CF463E064758D6776E3#supporting
http://www.plosgenetics.org/perlserv/?request=get-document&doi=10.1371/journal.pgen.0010003#toclink1
http://www.plosgenetics.org/perlserv/?request=get-document&doi=10.1371/journal.pgen.0010011#toclink1
http://www.plosgenetics.org/perlserv/?request=get-document&doi=10.1371/journal.pgen.0010065#toclink1
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quantify findings and present them with appropriate indicators of measurement error or uncertainty (such as 

confidence intervals). Avoid relying solely on statistical hypothesis testing, such as the use of P values, which fails 

to convey important quantitative information. Discuss the eligibility of research participants. Give details about 

randomization. Describe the methods for and success of any blinding of observations. Report complications of 

treatment. Give numbers of observations. Report losses to observation (such as dropouts from a clinical trial). 

References for the design of the study and statistical methods should be to standard works when possible (with 

pages stated) rather than to papers in which the designs or methods were originally reported. Specify any general-

use computer programs used." 

Results 

The results section should include all relevant positive and negative findings. The section may be divided into 

subsections, each with a concise subheading. Large datasets, including raw data, should be submitted as supporting 

files; these are published online alongside the accepted article. The results section should be written in past tense. 

As outlined in the Uniform requirements, authors that present statistical data in the Results section, should 

"...specify the statistical methods used to analyze them. Restrict tables and figures to those needed to explain the 

argument of the paper and to assess its support. Use graphs as an alternative to tables with many entries; do not 

duplicate data in graphs and tables. Avoid nontechnical uses of technical terms in statistics, such as "random" 

(which implies a randomizing device), "normal," "significant," "correlations," and "sample." Define statistical terms, 

abbreviations, and most symbols." 

Discussion 

The discussion should be concise and tightly argued. It should start with a brief summary of the main findings. It 

should include paragraphs on the generalisability, clinical relevance, strengths, and, most importantly, the 

limitations of your study. You may wish to discuss the following points also. How do the conclusions affect the 

existing knowledge in the field? How can future research build on these observations? What are the key experiments 

that must be done? 

Acknowledgments 

People who contributed to the work, but do not fit the criteria for authors should be listed in the Acknowledgments, 

along with their contributions. You must also ensure that anyone named in the acknowledgments agrees to being so 

named. 

Details of the funding sources that have supported the work should be confined to the funding statement provided in 

the online submission system. Do not include them in the acknowledgments. 
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Only published or accepted manuscripts should be included in the reference list. Papers that have been submitted but 

not yet accepted should not be cited. Limited citation of unpublished work should be included in the body of the text 

only as ―unpublished data ‖ All ―personal communications‖ citations should be supported by a letter from the 

relevant authors. 
Style information: 

 PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and first five authors, et al. 

 References are listed and numbered in the order that they appear in the text. 

 In the text, citations should be indicated by the reference number in brackets. 

 The parts of the manuscript should be in the correct order before ordering the citations: body, boxes, figure 

captions, tables, and supporting information captions. 
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 Abstracts and author summaries may not contain citations. 

 Journal name abbreviations should be those found in the NCBI 

databases: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals. 

Because all references will be linked electronically as much as possible to the papers they cite, proper formatting of 

the references is crucial. For convenience, a number of reference software companies supply PLOS style files 

(e.g., Reference Manager, EndNote). 
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1. Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, et al. (2011) cDNA, genomic sequence cloning and 
overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda (Ailuropoda melanoleuca). Genet 
Mol Res 10: 1576-1588. 

Note: Use of a DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in addition to traditional 

volume and page numbers. 

Accepted, unpublished papers 

Same as above, but “In press” appears instead of the page numbers. 
 

Electronic Journal Articles 

1. Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM (2005) The health impacts of globalisation: a conceptual 

framework. Global Health 1: 14. Available: http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14. Accessed 25 

January 2012. 

Books 

1. Bates B (1992) Bargaining for life: A social history of tuberculosis. Philadelphia: University of Pennsylvania 

Press. 435 p. 

Book Chapters 

1. Hansen B (1991) New York City epidemics and history for the public. In: Harden VA, Risse GB, editors. AIDS 

and the historian. Bethesda: National Institutes of Health. pp. 21-28. 

Figure Legends 

The aim of the figure legend should be to describe the key messages of the figure, but the figure should also be 

discussed in the text. An enlarged version of the figure and its full legend will often be viewed in a separate window 

online, and it should be possible for a reader to understand the figure without switching back and forth between this 

window and the relevant parts of the text. Each legend should have a concise title of no more than 15 words that can 

stand alone, without the use of figure part labels. The overall legend itself should be succinct, while still explaining 

all figure parts, symbols, and abbreviations. Avoid lengthy descriptions of methods. 

Tables 

All tables should have a concise title. Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations should be indicated 

using the same style as outlined above. Tables should not occupy more than one printed page; larger tables can be 

published as online supporting information. Tables must be cell-based; do not use picture elements, text boxes, tabs, 

or returns in tables. Please ensure that the files conform to our Guidelines for Figure and Table Preparation when 

preparing your tables for production. 
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Tables should be placed at the end of the manuscript file, rather than uploaded separately into the submission 

system. 

Multimedia Files and Supporting Information 

We encourage authors to submit essential supporting files and multimedia files along with their manuscripts. All 

supporting material will be subject to peer review, and should be smaller than 10 MB in size because of the 

difficulties that some users will experience in loading or downloading files of a greater size. 

Supporting files should fall into one of the following categories: Dataset, Figure, Table, Text, Protocol, Audio, or 

Video. All supporting information should be referred to in the manuscript with a leading capital S (e.g., Figure S4 

for the fourth supporting information figure). The numbered title and caption for each supporting information file 

should be included in the main article file, after the titles and captions for the main figures. 

Supporting files may be submitted in a variety of formats, but should be publication-ready, as these files are not 

copyedited. Carefully consider whether your supporting information needs to be searchable and/or editable, and 

choose the most suitable format accordingly. See the Supporting Information Guidelines for more details about our 

requirements for supporting information and multimedia files. 
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