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RESUMO

INTRODUCAO: As leishmanioses constituem um conjunto de doencas com diferentes
apresentacdes que incluem as leishmanioses cutdnea, mucocutanea, difusa e leishmaniose
visceral (LV) que é quase sempre letal se ndo for tratada. No periodo de 2001-2016 foram
reportados 55.530 casos humanos de LV nas Américas com uma média anual de 3.457 casos,
dos quais 96% dos casos ocorreram no Brasil. Por ser uma doenca de notificagdo compulsoria
e com caracteristicas clinicas de evolucdo grave, o diagnostico deve ser feito de forma precisa
e 0 mais precocemente possivel. Dentre os testes utilizados para o diagnostico da LV estdo os
imunoldgicos, moleculares e parasitolégicos. OBJETIVO: Validar técnicas de cultivo de
Leishmania spp para o diagnéstico parasitolégico da LV. METODOLOGIA: Foram
incluidos 101 pacientes; amostras de medula 6ssea foram utilizadas para a realizacdo da
pesquisa direta e cultivo de parasitas utilizando as técnicas de cultura tradicional, duas
técnicas utilizando medula centrifugada e duas técnicas usando culturas em tubos de
microhematdcrito. O teste imunocromatografico baseado em antigeno rK39 foi realizado em
soro. ReacOes em cadeia da polimerase foram realizadas utilizando medula dssea e sangue
periférico. Foram calculadas sensibilidade, especificidade, acuréacia, razdes de
verossimilhanga assim como o0 tempo necessario para a identificacdo de formas
promastigotas. RESULTADOS: O teste rapido apresentou em sensibilidade de 76,7% e
especificidade de 53,3%. Para a pesquisa direta a sensibilidade foi de 66,0%. Entre os
distintos métodos de culturas a sensibilidade foi de 68,8% para a cultura tradicional, de 74,0%
para a cultura centrifugada 3 vezes, e também de 77,5%, para a cultura centrifugada 4 vezes; a
microcultura e microcultura centrifugada apresentaram sensibilidade de 7,84% e 51,0%
respectivamente. A sensibilidade para PCR em material medular foi de 90,6% e em sangue
periférico de 72,2%. A especificidade de todos os exames parasitoldgicos foi, por definicao,
100%. O tempo médio para a positivacdo da cultura tradicional foi de 10 dias; na cultura
centrifugada 3 vezes foi 6,2 dias; para a cultura centrifugada 4 vezes foi 6 dias; na
microcultura foi 4,5 dias e na microcultura modificada foi 4,2 dias. CONCLUSAO: As
técnicas de cultura e microcultura apresentaram sensibilidade e especificidade semelhantes as
da cultura tradicional, porém apresentaram um tempo de positivagdo muito menor,
propiciando um diagndstico oportuno e mais precoce.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Doengas Parasitarias; Técnicas de Cultura de

Células.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um conjunto de doencas com diferentes apresentacGes
tendo a leishmaniose visceral (LV), a leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea
como as trés formas principais da doenca. Transmitidas pela picada de flebotomos fémeas
infectadas, sabe-se que mais de 90 espécies de flebtomos podem transmitir parasitas
protozoarios intracelulares obrigatorios de mais de 20 especies de Leishmania. A LV ¢ a
apresentacdo mais grave e quase sempre letal se ndo for tratada. A maioria das espécies que
causam LV pertence ao complexo Leishmania donovani: L. donovani (sin. Leishmania
archibaldi) e L. infantum (sin. L. chagasi) (LUKES et al., 2007; ALVAR et al., 2012; OMS,
2018a).

Dos 200 paises e territorios que reportam a OMS, 97 paises e territorios sdo endémicos
para leishmaniose. Isso inclui 65 paises que sdo endémicos tanto para LV quanto para LC e 10
paises que sdo endémicos apenas para LV (OMS, 2018b). A prevaléncia da LV, antes
predominantemente restrita a atividades de areas de floresta nativa, a ambientes rurais e
periurbanos, apresentou mudancgas importantes no padrdo de transmissdo, num processo de
rapida urbanizacdo nas Gltimas décadas. O notavel crescimento populacional e econémico faz
surgir novos dilemas relativos a sautde publica, que precisam de solugdes urgentes. (CONTEH
et al., 2010; GOMES et al., 2014; WHO, 2010a, 2010b).

Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram em todo o mundo a cada
ano. Em 2015 mais de 90% dos casos globais de VL foram relatados em sete paises: Brasil,
Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo. No periodo de 2001-2016 foram
reportados 55.530 casos humanos de LV nas Américas com uma média anual de 3.457 casos,
dos quais 96% dos casos ocorreram no Brasil, que desde 1999 tem vivenciado um forte
aumento no numero de casos de LV, antes com epidemias rurais em ciclos de 10 anos, mas
que agora aparece em areas urbanas ao tornar-se endémica em 20 Unidades Federadas
(ALVAR et al., 2012;; LAURENTI, 2009; OPAS/OMS, 2018; WHO, , 2018a).

Em 2016, foram registrados 3.200 casos de LV no Brasil, com uma incidéncia de 4,88
e 1,55 casos por 100.000 habitantes considerando a populacdo de areas de transmissdo e
populacéo total do pais, respectivamente. Dados do Ministério da Saude apontam que dos 27
Estados brasileiros, 21 ja notificaram casos autoctones da enfermidade em humanos,
principalmente nas regides Norte, Sudeste e Nordeste, com incidéncia da LV do ano de 2004
a 2014 nas regides Norte e Nordeste de 4,69 e 3,38 para cada 100 mil habitantes,
respectivamente (BRASIL, 2016; BRASIL, 2012; OPAS/OMS, 2018).
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Os individuos infectados com L. donovani ou L. infantum podem apresentar desde a
sintomatologia leve ou assintomatica até as formas graves, com alta prevaléncia de
complicacdes e morte. Podem ndo demonstrar quaisquer sinais e sintomas da doenca apos a
infeccdo, mas, em situacdes de reducdo da imunidade, evoluir com sintomatologia grave e
fatal. Em 2016 foi verificada uma taxa de letalidade de 7,9% nas Americas, considerada a
mais elevada quando comparada a outros continentes. Dos 26.112 casos de LV notificados no
Brasil entre os anos de 2007 a 2013, 1.550 evoluiram a 6bito; no Nordeste o nimero de casos
notificados foi de 13.050, com 672 6bitos e, 2.358 casos notificados no Piaui com 92 obitos
neste mesmo intervalo de tempo (BRASIL, 2016; OPAS/OMS, 2018; SARFARAZ; NAHID,
2013).

Por ser uma doenca de notificagdo compulsoria e com caracteristicas clinicas de
evolucdo grave, o diagnostico deve ser feito de forma precisa e 0 mais precocemente possivel,
sendo o diagnostico laboratorial essencial uma vez que a apresentacdo dos sinais e sintomas
iniciais podem ser inespecificos para diagnostico clinico (BRASIL, 2006; WHO, 2010a). A
confirmacdo da LV por meio de diagnosticos laboratoriais acurados torna-se de suma
importancia, também, com relacdo a implementacdo do plano terapéutico por dois motivos
principais: o primeiro estd relacionado aos resultados falso-negativos que podem atrasar o
inicio do tratamento,; e 0 segundo esta relacionado aos resultados falso-positivos que podem
expor o individuo ao tratamento toxico com eventos adversos graves que podem agravar a
doenca de base e contribuir para as complicacGes e a morte. (BOELAERT et al., 2004;
GOMES et al., 2014; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015). De fato, diferentes métodos
laboratoriais para diagnostico da LV foram desenvolvidos e melhorados durante as Gltimas
décadas. Contudo, ainda ndo se dispde um teste que seja barato, altamente sensivel e

especifico, e que possa ser facilmente implementado em areas de transmissdao endémicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Validar duas técnicas modificadas de cultura e duas técnicas de microcultura
utilizando medula 6ssea para o isolamento de cepas de Leishmania spp e diagndstico da LV

em pacientes internados em hospital de referéncia.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o desempenho (sensibilidade, especificidade e razdes de verossimilhanca)
da pesquisa direta de formas amastigotas, das culturas de Leishmania spp, do teste
imunocromatografico rapido e da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
diagnostico de LV;

e Comparar o desempenho e o tempo necessario para a identificacdo de formas
promastigotas de Leishmania spp usando a técnica de cultura tradicional a técnica de
cultura centrifugada 3 vezes;

e Comparar o desempenho e o0 tempo necessario para a identificacdo de formas
promastigotas de Leishmania spp usando a técnica de cultura tradicional a técnica de
cultura centrifulgada 4 vezes;

e Comparar 0 desempenho e o tempo necessario para a identificacdo de formas
promastigotas de Leishmania spp usando a técnica de cultura tradicional a técnica de
microcultura;

e Comparar o desempenho e o tempo necessario para a identificacdo de formas
promastigotas de Leishmania spp usando a técnica de cultura tradicional a técnica de

microcultura modificada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A LV apresenta um amplo espectro clinico e pode ser confundida com diversas
patologias. Apesar dos avangos cientificos, até 0 momento o diagndstico de LV é realizado
por uma associacdo de diferentes técnicas que se apoiam em parametros clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (métodos parasitoldgicos, sorologicos e moleculares). Dentre
0s meétodos laboratoriais utilizados, a falta de um teste com elevada sensibilidade e
especificidade para o diagnostico da doenca em diferentes populacdes acometidas constitui
grande limitacdo para o controle da doenca (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015;
SARFARAZ; NAHID, 2013; SZARGIKI et al., 2009).

3.1 Diagnostico Clinico

O diagnostico clinico da LV é complexo, pois a doenga pode apresentar-se com sinais
e sintomas que sdo comuns a outras doencas infecciosas, inflamatorias e linfoproliferativas
prevalentes nas areas onde incide a LV. Dentre os sinais e sintomas comumente encontrados
pode-se citar a febre prolongada, hepatomegalia, esplenomegalia, perda de peso, perda
ponderal, dor abdominal em quadrante superior esquerdo. Estes sinais e sintomas,
isoladamente ou em combinacao, ndo sdo especificos o suficiente para diferenciar a condi¢éo
de LV, maléaria crbnica, esquistossomose e outras doencas sistémicas (WHO, 2010b;
ZIJLSTRA 2016).

3.2 Diagnosticos Sorolégicos e imunoldgicos

Os primeiros testes de imunodiagndstico para a LV foram os testes de aldeido que, por
falta de sensibilidade e especificidade foram substituido na década de 1970 pelas tecnicas de
reacdo de imunofluorescéncia indireta e ensaios imunoenzimaticos (ELISA). No entanto, o
diagndstico por métodos imunoldgicos sdo considerados indicadores indiretos de infec¢éo por
Leishmania spp, uma vez que limitagcdes importantes podem levar ao diagnostico incorreto,
como perda de acurdcia em pacientes imunossuprimidos e reacfes cruzadas, especialmente
com espécies filogeneticamente relacionadas, tais como em soro de pessoas com leishmaniose
tegumentar americana, esquistossomose, doenca de Chagas, toxoplasmose e malaria (ESPIR
et al., 2016; PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015; WHO, 2010b).
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Para o Ministério da Saude (2014) e Paiva-Cavalcanti et al. (2015) ainda que
apresentem limitagGes importantes, os procedimentos imunoldgicos continuam sendo alvos de
estudo para o diagnostico de diversas doencas parasitoldgicas, dentre elas a LV, com a adogéo
de protocolos e tecnologias de aperfeicoamento continuo do diagndstico sorolégico, com o
intuito de garantir menores riscos de resultados falso-positivos ou falso-negativos aos
pacientes nos testes de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), aglutinacdo direta e
ELISA.

3.2.1 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta - RIFI

A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) baseia-se na deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania através do emprego de antigenos especificos e anticorpos secundarios
(anticorpos anti-imunoglobulina) conjugado com um corante fluorescente. O destaque para
este teste diagnostico diz respeito a detecgdo de anticorpos em pessoas assintomaticas com
infeccdo por LV em titulos baixos. Contudo, esta técnica tem se tornado menos explorada,
principalmente por causa de sua baixa especificidade, em contraste com a alta sensibilidade,
incompatibilidade ou ma reacdo entre o0s anticorpos secundarios e primarios ou do antigeno,
possibilidade de reacdo cruzada com outras infecgdes parasitoldgicas e flngicas, além da ma
adaptacéo para as configuracfes de campo (SZARGIKI et al., 2009; PAIVA-CAVALCANTI
etal., 2015; WHO, 2010a).

3.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA

O Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA foi base para a maioria das
técnicas imunoldgicas de deteccdo de anticorpos anti-Leishmania. A sensibilidade e
especificidade dos testes ELISA depende do antigeno utilizado. Neste contexto, varios
antigenos com pesos moleculares diferentes foram identificados para potencial utilizagdo no
diagnostico, cada um com sensibilidade e especificidade relacionada ao antigeno utilizado. O
p-ELISA utiliza um antigeno bruto ou crude também, para a deteccdo de anticorpos em uma
amostra. Um teste de ELISA mais recente tem sido desenvolvido utilizando a proteina
recombinante rK39 que demonstrou 100% de especificidade e 96% de sensibilidade para o
diagnostico de LV (SARFARAZ; NAHID, 2013; SRIVASTAVA et al., 2013; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015; ZUINARA M. et al., 2012).



16

3.2.3 Testes rapidos

Na década de 1980 surgiram duas tecnicas de diagndstico que ndo necessitavam de
laboratdrio qualificado e poderiam ser utilizadas com maior facilidade nas areas com poucos
recursos para o diagnostico laboratorial de LV, que foram a aglutinacdo direta de
promastigotas e deteccdo immunocromatografica por dip-stick do antigeno rK39
recombinante, clonado em meados da década de 1990 (WHO, 2010b).

A deteccdo imunocromatografica € conhecida atualmente por teste rapido para
diagndstico (TRD) e sdo definidos como dispositivos de diagndéstico livre de equipamentos,
utilizados largamente hoje em dia na rotina de hospitais. A facilidade relativa ao seu uso e
interpretacdo, bem como os resultados rapidos tém contribuido para a sua ampla aplicacéo,
especialmente para o rastreio. Os testes rapidos baseiam-se na deteccdo de anticorpos
especificos no soro ou no sangue periférico do paciente com LV, permitindo a visualizacdo
dos resultados a olho nu (BOELAERT et al., 2014; DIRO et al., 2015; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015; WHO, 2010b).

O antigeno rK39 é uma proteina recombinante constituida de uma sequéncia de 298
aminoacidos que se repetem 5,5 vezes, que foi isolada da forma amastigota do parasito,
possuindo peso molecular de 32,7Kda, tornando-se uma proteina recombinante bastante
utilizada para o diagndstico da LV, embora outros antigenos recombinantes, tais como rK9,
rk16, rK26 e rK28 também estejam sendo estudados. O antigeno rK39 foi usado pela
primeira vez como antigeno para ensaio de ELISA, mas a sua utilizacdo mais recente em
testes rapidos imunocromatrograficos, bastante utilizados no campo ou fora dos principais
centros, torna-o uma técnica barata e de fécil de execugdo.

A utilizacdo dos testes rapidos para o diagnostico de possivel recaida de LV em um
paciente que apresenta novamente febre ap6s cura inicial € uma de suas limitagfes, uma vez
que os anticorpos antileishmania diminuem lentamente ap0s o tratamento para LV,
permanecendo positivo ao teste por varios meses a anos apés o tratamento, ndo podendo ser
considerado como um diagnostico positivo verdadeiro. Em recente revisdo Cochrane (2014)
estimou a sensibilidade combinada do rK39-TRD em 85% e a especificidade agrupados em
91% para a regido do Leste Africano (BOELAERT et al., 2014; DIRO et al., 2015; PAIVA-
CAVALCANTI et al., 2015; SARFARAZ; NAHID, 2013; WHO, 2010b).

3.3 Diagnostico Molecular - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
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Na década de 1990, a deteccdo de DNA (&cido desoxirribonucleico) do cinetoplasto de
leishmania por métodos moleculares, tais como 0s ensaios baseados na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) tonaram-se muito promissores. A PCR por se demonstrar uma técnica
muito mais sensivel, detecta 0 DNA do parasita no sangue ou aspirados de medula tornando-
se substancialmente mais sensivel que o exame microscépico. A PCR proporciona quase
100% de especificidade e sensibilidade que varia dependendo das amostras bioldgicas e por
esse motivo detecta mais infecgfes assintomaticas que o exame microscépico. A desvantagem
deste teste é o fato de estar restrito a hospitais de referéncia e centro de pesquisas, pois requer
instalaces laboratoriais com pessoal treinado. Entre 2011 e 2013, os protocolos de PCR
convencionais para LV apresentaram varia¢do da sensibilidade de 53,7 - 97,78% para 0s seres
humanos e de 72,2 - 98,7% para 0s cdes, e a especificidade variou de 61,82 - 100% para 0s
seres humanos e 83,3 - 96,4% para os cdes (PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015;
SARFARAZ; NAHID, 2013; WHO, 2010b; ZIJLSTRA, 2016).

3.4 Diagnostico parasitoldgico

3.4.1 Microscopia Direta ou Exame Direto

As técnicas parasitolégicas originais, parasitologico direto e cultura tradicional
(confirmacéo classica para leishmaniose) sdo ainda utilizadas como método de referéncia para
o diagnostico através da demonstracdo do parasita. Embora a especificidade de microscopia
direta seja elevada, sua sensibilidade tem variacdo nos aspirados de linfonodo, medula éssea e
do baco com, 53-58%, 53-89%, 95-97%, respectivamente. No exame direto uma gota do
material aspirado é colocada em uma das extremidades da lamina previamente limpa, e 0
material firmemente dispersado na outra direcdo. Apos secagem, o esfregaco é fixado em
alcool metilico e corado. Formas amastigotas do parasita podem ser visualizadas pelas
coloracdes de Giemsa ou Wright, Leishman, Panoptico. O encontro de parasitas por meio do
exame parasitoldgico direto depende da carga parasitaria no material examinado, do numero
de campos observados, e da experiéncia do examinador. (BRASIL, 2006; SZARGIKI et al.,
2009; WHO, 2010; ZIJLSTRA, 2016; ZIJLSTRA; EI-HASSAN, 2001). Além disso, a
precisdo do exame microscépico é influenciada pela qualificacdo do tecnico responsavel pela
busca, pela qualidade dos reagentes, além do tempo despendido na busca pelo parasita, como
confirma Da Silva et al. (2005) em sua pesquisa ao afimrarem que o encontro de parasitas no
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material examinado por um examinador experiente estd diretamente relacionado ao tempo

dedicado ao exame.

3.4.2 Isolamento em meio de Cultura (in vitro)

O cultivo in vitro do parasita do género Leishmania nas formas promastigotas,
também conhecido por macrocultivo, € realizado em tubos de ensaio a partir de amostra
coletada por meio de aspiracéo, seja de medula, linfonodo ou baco, semeados em meios de
cultura especiais. O meio de Novy, McNeal e Nicolle, designado pela sigla NNN, é o mais
comumente empregado para o isolamento e cultura das espécies do género Leishmania,
associado a outros meios liquidos como, por exemplo, o de Schneider. Apds serem semeados,
0s tubos devem ser incubados a uma temperatura entre 24°C e 26°C. Esse método de
isolamento do parasito apresenta por desvantagem o tempo de incubacao para a apresentacéo
das formas promastigotas, a necessidade de um ambiente com caracteristicas laboratoriais
com boas condicBes de higiene e biosseguranca para o sucesso do isolamento, além da
utilizacdo de meios especiais para o cultivo do parasito, que nao esta amplamente disponivel
na maioria regides endémicas da doenca (BAILONA, 2012; BRASIL, 2006; CASTRO, 2010;
REY 2013).

3.4.3 Técnicas aperfeicoadas — microculturas e técnicas modificadas

Allahverdiyev et al. (2004) desenvolveram uma nova técnica de cultura utilizando
tubos microcapilares como método para o cultivo. O ensaio foi realizado utilizando amostras
de pele de pacientes com suspeita de leishmaniose cutanea, com base na teoria de que 0s
tubos capilares alcangam condi¢cBes microaerofilicas durante a cultura do parasita, 0 que
facilita a transformacdo das amastigotas em promastigotas. Entende-se por condigdes
microaerofilicas um ambiente em que ocorre um aumento da PCO, e uma reducdo da PO,
que favoreca a sobrevivéncia de promastigotas e tem efeitos regulatorios sobre o metabolismo
da glicose em promastigotas. Dentre as vantagens deste ensaio destaca-se a utilizacdo de
menores quantidades de amostras e de meios de cultura, levando a uma reducdo de custos,
aumento da sensibilidade, mesmo quando a carga parasitaria € baixa e diminui¢do do tempo
de cultivo comparado a técnica tradicional de cultura.

Para o ensaio de Allahverdiyev et al. (2004) foram utilizados trés meios liquidos

diferentes: RPMI, NNN e Scheneider’s, nos tubos convencionais com a técnica de cultura
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tradicional como controle e nos tubos capilares de micro-hematocritos, chamada de método de
microcultura (MMC). A técnica tradicional de cultura apresentou sensibilidade entre 19,1% e
96,6% enquanto a microcultura apresentou sensibilidade de 83,3% a 100%, mostrando-se
mais sensivel em todos os grupos estudados, com resultados mais rapidos, em média de 4-7
dias.

Para o diagnostico de LV utilizando a técnica de microcultura, Allahverdiyev et al.
(2005) realizaram um estudo com amostras de sangue periférico e de medula Ossea de
pacientes com suspeita de LV, comparando o método de cultura tradicional (MCT) e o
método de microcultura (MMC). O ensaio foi realizado em tubos microcapilares utilizando
trés meios de cultivo para a microcultura e para a técnica tradicional de cultura com interago
destes com 0 NNN.

Neste estudo os autores alcancaram um periodo de incubacdo mais curto, em média de
2-7 dias com 0 MMC, em oposicéo a 4-35 dias no MCT. O MMC foi sensivel para todos o0s
grupos independentes de meios de densidade e de cultura. Além disso, este estudo tentou
substituir a medula 6ssea por sangue periférico, como a amostra de escolha para a deteccao de
promastigotas devido a sua natureza menos invasiva, que devido a baixa carga parasitaria em
circulacdo no sangue periférico, tornou-se mais dificil o crescimento (ALLAHVERDIYEYV et
al., 2005).

Hide et al. (2007) desenvolveram a técnica de microcultura em microplacas de 96
pocos para o isolamento de parasitas a partir do sangue periférico de 19 pacientes. Como
controle do estudo o inoculo nas microplacas também foi realizado utilizando aspirado
esplénico. A cultura a partir do aspirado de bago foi mais rapido em comparacdo a do sangue
periférico, 5-10 dias e 7-20 dias, respectivamente. Os cientistas concluiram que, enquanto eles
obtiveram resultados importantes, MMC deve ainda ser usada como uma ferramenta de
diagnostico complementar e que os resultados negativos devem ser confirmados por testes
adicionais com maior sensibilidade.

Utilizando protocolo e amostras semelhantes a de Allahverdiyev et al. (2005) e
Boggild et al. (2007) realizaram um ensaio utilizando tubos capilares com capacidade para
70uL e um meio liquido de fase unica (RPMI) para alcancar maior sensibilidade e menor
tempo de incubacdo, mesmo a baixa parasitemia, e, a técnica tradicional de cultura como
controle, sendo realizado uma duplicata, um tubo contendo meio NNN e o outro RPMI. A
técnica de microcultura apresentou 71,7% de sensibilidade e a técnica tradicional apresentou
54,7% de sensibilidade quando utilizado o meio NNN e 35,85 quando utilizado o0 meio RPMI

para cultivo.
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Em 2010, Gutierres avaliou a viabilidade da técnica de microcultura para o
crescimento primario de Leishmania spp, utilizando amostras de cdes de um centro de
zoonoses, e comparou a técnica de cultura tradicional, as técnicas sorologicas utilizadas para o
diagnostico da leishmaniose canina e o exame direto. A microcultura apresentou maior
positividade que a cultura tradicional, que o teste soroldgico e 0 exame direto.

Pagheh et al. (2014) criaram um método de microcultura melhorado, ndo invasiva,
utilizando raspagem das lesGes para o diagnostico de leishmaniose cutanea. Esse método foi
comparado ao esfregaco e a PCR, com sensibilidade e especificidade, 98,4% e 100%,
respectivamente na microcultura, 88,8% de sensibilidade e 100,0% de especificidade no
esfregaco e 100% de sensibilidade e especificidade para a PCR.

Embora a identificacdo de leishmania em tecidos seja o método diagndstico
conclusivo em pacientes com leshmaniose visceral, a pesquisa direta de leshmania apresenta
sensibilidade baixa e a cultura de leishmania € um processo lento, onde a positivacdo pode
demorar algumas semanas. Assim, este estudo pretende validar duas técnicas modificadas de
cultura e duas técnicas de microcultura para o isolamento de cepas de Leishmania spp e
diagnostico da LV, a fim de demonstrar a importancia de um diagnostico acurado, mais

rapido, com baixos custos e boa reprodutibilidade.
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4 JUSTIFICATIVA

A LV apresenta manifestacdes clinicas pouco especificas, semelhantes a muitas outras
doencas (maléria crénica, esquistossomose e outras infec¢des sistémicas), ndo sendo a clinica,
sozinha, capaz de firmar diagnostico na maioria dos casos, tornando-se necessaria a realizagao
de exames laboratoriais para confirmacdo do diagndstico e identificar individuos que
necessitam de tratamento. Os testes sorologicos, dentre eles o teste imunocromatografico com
antigenos recombinantes, foram um grande avanco para o diagndstico da leishmaniose, porém
possuem sensibilidade e especificidade limitadas (cerca de 85%) o que pode implicar em
resultados falso positivos ou falsos negativos e por sua vez interferir no tratamento de uma
doenca potencialmente letal. As técnicas moleculares (como por exemplo a Reacdo em Cadeia
da Polimerase) sdo caras e inacessiveis em muitas regifes onde a doenca é endémica. A
pesquisa direta de Leishmania spp € um excelente método para diagndstico, porém depende
de profissionais capacitados e muito tempo dedicado a busca microscopica do parasito, além
de apresentar limitagdes quando a busca ocorre em medula dssea com parasitismo reduzido
podendo resultar em diagndésticos falsos negativos. O método de cultura tradicional é o
método diagndstico que apresenta maior sensibilidade, contudo o tempo decorrido desde a
semeadura até a identificacdo das formas promastigotas pode variar de 4 a 35 dias, periodo de
espera demasiadamente longo em se tratando de doenca grave que rapidamente pode evoluir
para complicacBes clinicas e morte. Este estudo tem o objetivo de validar a cultura
centrifugada 3 vezes, a cultura centrifugada 4 vezes, a microcultura e a microcultura
modificada para o diagndstico da LV. Estes podem revelar-se mais simples, rapidos, sensiveis
e com prazos para resultados muito menores, que poderdo ajudar a elucidar o diagndstico dos
pacientes em um periodo de tempo mais curto do que € exigido pelas atuais técnicas de

cultura.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo transversal.

5.2 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Instituto de Doencgas Tropicais Natan Portella (IDTNP)
em Teresina - Piaui, hospital geral da Secretaria de Salude do Estado conveniado com a
Universidade Federal do Piaui (UFPI). O IDTNP é referéncia em doencas infecciosas e
parasitarias para o Piaui e para estados vizinhos, tem capacidade de 137 leitos sendo 23 deles
destinados a pediatria. Dispde de servigos de pronto atendimento para doencas infecciosas,
unidade de terapia intensiva e servicos de ambulatério especializado em infectologia. Possui
laboratdrio de analises clinicas com servigos de microbiologia, micologia e parasitologia. O
laboratdrio de leishmanioses (LabLeish) é um laboratério de pesquisa vinculado a UFPI com
sede no IDTNP e esta capacitado a realizar técnicas de entomologia, parasitologia, sorologia e
biologia molecular.

Aproximadamente 400 pacientes com LV s&o admitidos anualmente no IDTNP, o que
representa 90% dos casos notificados no Estado. Destes pacientes, aproximadamente a metade
provem de outros estados da federacdo, especialmente o Maranhdo. Os pacientes procedentes
do Piaui sdo residentes nos diversos municipios e apenas uma pequena parcela provém da

capital, Teresina.

5.3 Consideragdes éticas

O estudo foi conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da resolucéo
do Concelho Nacional de Saude - CNS 466/12 (BRASIL, 2012) que trata das diretrizes e
normas de pesquisas envolvendo seres humanos, da resolugdo CNS 347/05 que trata da
analise e conducdo ética de projetos de pesquisa que envolvam armazenamento de materiais
ou uso de materiais armazenados em pesquisas anteriores (BRASIL, 2005) e das
recomendacdes clinicas para a reducdo da letalidade da LV no Brasil, que trata do diagnéstico
e tratamento da LV no Brasil (BRASIL, 2011).
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O projeto foi autorizado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFPI sob o titulo
“Validagdo de testes parasitologicos para o diagnostico da LV”, e recebeu o nimero de
cadastro CAAE 61618416.8.0000.5214 (ANEXO A).

Todos os participantes ou seus representantes legais assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido TCLE (APENDICE A) e responderam ao questionario da
pesquisa (APENDICE B)

5.4 Calculo do poder e da precisao

Para o calculo amostral, assumiu-se a sensibilidade da cultura seria de 90% e que a
prevaléncia de leishmaniose em pessoas com febre e esplenomegalia no hospital seria de
20%. Para que o erro marginal maximo nao fosse superior a 7%, com nivel de confianca de
95%, seria necessario incluir 186 pessoas com febre e esplenomegalia neste estudo.

Contudo, durante o desenvolvimento do estudo, verificou-se que a prevaléncia de
leishmaniose em pessoas com febre e esplenomegalia no hospital foi 50% e que a
sensibilidade da cultura para Leishmania no LabLeish era 74% em estudo pregresso (COSTA,
2009), de forma que a populacdo amostral constituida por 101 participantes seria suficiente
para encontrar sensibilidade das novas técnicas ndo inferior a sensibilidade da técnica de
cultura tradicional com nivel de confianca de 95% e precisdo absoluta de 10%.

5.5 Etapas do processo de inclusao

A populacdo fonte foi constituida por todos os pacientes admitidos no IDTNP com
sinais e sintomas sugestivos de LV como: esplenomegalia, febre, palidez, pancitopenia e
emagrecimento, e com indicacdo de puncdo de medula 6ssea para confirmacdo laboratorial do
diagndstico de LV pelo medico assistente; nenhum exame laboratorial foi solicitado com o
objetivo Unico da pesquisa.

Foi considerado caso suspeito de LV as pessoas que apresentassem febre ha mais de 7
dias associada a esplenomegalia. Foi considerado um caso confirmado de LV os participantes
que foram considerados casos suspeitos, confirmados por método parasitoldgico, a saber,
visualizacdo direta de parasitos em amostras de tecido ou em meios de cultura ou pela
deteccdo de acido desoxirribonucléico (DNA) em amostras de medula éssea ou sangue. Os
testes soroldgicos que detectam antigenos do parasito ou anticorpos antileishmania, como os

testes imunocromatograficos ndao foram considerados com a finalidade de confirmacgéo
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laboratorial do caso suspeito. Os critérios clinicos epidemioldgicos que, para 0 Ministério da
Saude referem-se a pacientes clinicamente suspeitos sem confirmacdo laboratorial,
provenientes de area com transmissdo de LV, mas com resposta favoravel ao tratamento
especifico, também ndo foram considerados para a confirmacdo diagndstica neste estudo
(BRASIL, 2011).

Como rotina adotada pelo IDTNP durante o periodo da pesquisa, participantes com
hipdtese de LV foram submetidos ao teste imunocromatografico (TR) para calazar (DiaMed
IT-LEISH®) e & triagem para o Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) através do teste
rapido (HIV TRI LINE- Quibasa Quimica Bésica LTDA, Belo Horizonte-MG, BRA,; ou, TR
DPP® HIV 1/2 — Bio-Manguinhos | Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, BRA). Ainda que rotina
adotada pelo IDTNP, ndo foi possivel realizar o TR para calazar de alguns pacientes por
indisponibilidade de TR na rede publica do SUS.

5.6 Procedimentos ap0s aspiracdo medular

A puncdo aspirativa de medula Ossea para a pesquisa direta e para cultura de
Leishmania foi realizada por indicacdo do médico assistente. O procedimento foi realizado
por médico seguindo os procedimentos operacionais padrdo do IDTNP (ANEXO B).

Aproximadamente 200 uL de MO aspiradas sem anticoagulante foram usadas para o
preparo de quatro extensdes em laminas, que posteriormente foram coradas com o corante
panotico seguindo as orientagdes do fabricante e examinadas em microscopio, como ja
estabelecido em rotina pelo LabLeish para o EPD (ANEXO C). (Figura 1)

A MO sem anticoagulante (150 pL) também foi utilizada para a semeadura dos
parasitos através do método de CT em meio Novy-MacNeal-Nicole (NNN) e meio Shneider’s
Drosophila, de acordo com rotina estabelecida no LabLeish para cultivo de parasitos
(ANEXO D). (Figura 1)

A amostra de MO heparinizada foi usada para os procedimentos de microcultura e
culturas modificadas de Leishmania. Foi adicionado 500 pL. de MO heparinizada a um
eppendorf estéril (E0) contendo 500 uL de meio RPMI 1640 suplementado com urina humana
estéril, soro fetal bovino, penicilina ou estreptomicina e gentamicina, seguindo o protocolo
estabelecido no LabLeish (ANEXO F) (Figura 1).

Uma aliquota de aproximadamente 200 pL da MO heparinizada coletada e uma
amostra de sangue periférico foram congeladas e armazenadas (ANEXO B), para a eventual

necessidade de realizar outros procedimentos, como por exemplo para a PCR (ANEXO E).
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Nesta pesquisa a extracdo de DNA para PCR foi realizada em sangue periférico quando as
amostras de MO apresentaram quantidades insuficientes para manipulacdo, ou quando a
amostra se apresentou inviavel para extracdo de DNA, ou quando a quantificacdo de DNA foi
insuficiente para a realizacdo da PCR.

Figura 1 — Procedimentos apds aspiracdo medular
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

5.7 Experimento

As técnicas utilizadas nesta pesquisa sdo uma adaptacdo da pesquisa realizada por
ALLAHVERDIYEV, A. M. et al. (2004).

5.7.1 Método de microcultura (MIC)
Em capela de fluxo laminar e utilizando os equipamentos de protecdo individual

(EPI’s) indicados, 300 pL da solugao contendo MO heparinizada + RPMI 1640 suplementado

foi retirada do EO e, reservada em segundo eppendorf estéril (E02) (Figura 2).



Figura 2 — Manipulac¢do do material para a obtencdo das MIC
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.
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Quatro tubos capilares de micro-hematdcritos foram preenchidos com 25-50 pL da

solugdo reservados no EO02. Os tubos foram posteriormente selados com parafina,

identificados e incubados a 27 °C em condi¢cfes atmosféricas. Em microscépio invertido cada

microtubo foi colocado diretamente sobre a platina e examinado utilizando lente ocular 10x e

objetiva 20x em intervalos de 24 a 72 horas. Foram considerados exames positivos aqueles

cujas formas promastigotas foram visualizadas, e exames negativos aqueles cujas formas

promastigotas ndo foram visualizadas ap6s 30 dias de incubacdo. (Figura 3)
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Figura 3 — Método para obtencdo e monitoramento da MIC
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

5.7.2 Método de cultura centrifugada trés vezes (CC3X)

Ainda em capela de fluxo laminar foi acrescentado meio RPMI 1640 ao E1, em uma
quantidade necessaria para obter a propor¢do 1:3 de MO heparinizada e RPMI 1640

suplementado. (Figura 4)
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Figura 4 — Manipulacdo do material para obtencdo da CC3X
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

Ap0s a adicdo de RPMI 1640, a solugdo (RPMI 1640 + MO) foi lavada trés vezes em
centrifugacdo durante 10 minutos a 1500 x g. Apds a terceira lavagem o sobrenadante foi

removido e o sedimento foi ressuspenso em meio RPMI 1640. (Figura 5)

Figura 5 — Manipulacdo do material para obtencdo da CC3X

Centrifugar trés vezes em ciclos de
10 minutos a 1500 x g. Realizar a
retirada do sobrenadante e
ressuspender com meio RPMI 1640
suplementado apoés cada ciclo

Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

Apos a ressuspensdo em meio RPMI 1640, 500 uL da solucéo foi retirada do EO1 e
adicionada ao tubo (T01) contendo o meio de cultura utilizado na CT de acordo com o
protocolo do Lableish (ANEXO D). O T01 foi incubado a 27 °C em condic¢Ges atmosféricas e
examinado em microscopio otico com lente ocular 10x e objetiva 20x, utilizando laminas e
laminulas, em intervalos de 24 a 72 horas. Foram considerados positivos 0s exames cujas
formas promastigotas foram visualizadas, e consideradas negativas o exame cujas formas

promastigotas ndo foram visualizadas ap6s 30 dias de incubacdo. (Figura 6)



Figura 6 — Método para obtengdo e monitoramento da CC3X
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

5.7.3 Método de cultura centrifugada quatro vezes (CC4X)

29

Apos a retirada dos 500 pL da solucdo para a confeccdo da CC3X, o restante da

solucéo do EO1 foi novamente centrifugado durante 30 minutos a 2000 x g. (Figura 7)
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Figura 7 — Manipulacdo do material para obtencdo da CC4X

Centrifugar o material que restou no
EO01 em um ciclo de 30 minutos a
2000 x g.

Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspenso com
RPMI 1640. Foram retirados 200 uL da solugdo e adicionados diretamente a outro tubo (T02)
contendo o meio de cultura utilizado na CT de acordo com o protocolo do Lableish (ANEXO
D). O T02 foi incubado a 27 °C em condi¢bes atmosféricas e examinado em microscopio
otico com lente ocular 10x e objetiva 20x, utilizando laminas e laminulas, em intervalos de 24
a 72 horas. Foram considerados positivos os exames cujas formas promastigotas foram
visualizadas, e consideradas negativas 0 exame cujas formas promastigotas ndo foram

visualizadas ap6s 30 dias de incubacdo. (Figura 8)
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Figura 8 — Método para obtengdo e monitoramento da CC4X
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

5.7.4 Microcultura modificada (MICMOD)

O restante da solugdo do EO1 que foi centrifugada quatro vezes foi utilizado para a
confeccdo das MICMOD. Foram preenchidos quatro tubos capilares de micro-hematdcritos
com 25-50 pL da solugdo, posteriormente selados com parafina e identificados.

Os tubos foram incubados a 27 °C em condigdes atmosféricas. Em microscopio

invertido cada microtubo foi colocado diretamente sobre a platina e examinado utilizando
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lente ocular 10x e objetiva 20x em intervalos de 24 a 72 horas. Foram considerados exames

positivos aqueles cujas formas promastigotas foram visualizadas, e exames negativos aqueles

cujas formas promastigotas nao foram visualizadas apds 30 dias de incubacdo. (Figura 9)

Figura 9 — Método para obtencdo e monitoramento da MICMOD
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Fonte: elaborada pelo autor, 2018.

5.8 Procedimentos estatisticos

Os dados coletados foram transportados para o programa Microsoft Windows Excell

2003®. A analise estatistica foi realisada pelo programa Stata/SE® 10.0 for Windows (College
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Station, Texas, USA).

Os dados quantitativos foram apresentados em valores absolutos, propor¢des, medias,
intervalos de confianca. O teste t de Student foi usado para comparar diferencas entre médias
de variaveis continuas de amostras independentes com distribuicdo normal. O teste de
Wilcoxon foi usado para comparar diferengas entre médias de variaveis com distribuicdes
ndo-paramétricas. Em todas as analises foram considerados os testes bi-caudais e um nivel de

significancia estatistica « de 0,05.
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6 RESULTADOS

Foram incluidos 101 participantes com idades que variaram entre 06 meses e 83 anos.
A média de idade foi 27,6 anos (IC 95% 23,5 — 31,8). A idade média entre as criancas com 15
anos ou menos foi de 3,3 anos (IC 95% 2,0 — 4,6) e, para participantes com mais de 15 anos a
idade média foi de 38,2 anos (IC 95% 34,6 e 41,9). No grupo de participantes maiores de 15
anos, 78,7% dos participantes eram do sexo masculino (p<0.001), enquanto no grupo de
participantes com idade inferior a 15 anos exatamente 50% dos participantes eram sexo
masculino e 50% do sexo feminino. Um participante foi incluido pds-morten, e somente as
culturas foram realizadas.

Quanto a procedéncia, 79% dos participantes desta pesquisa eram procedentes do
Piaui, 19% do Maranh&o e 1% do Ceard, dos quais 78% residiam em areas urbanas enquanto
21% residiam em &reas rurais. (Tabela 1)

Do total dos 101 participantes, 47 realizaram teste rapido para HIV durante a
internacdo e 30 apresentaram diagnostico positivo prévio para essa infeccdo. No total, 36
participantes apresentaram sorologia reagente para o HIV, sendo 06 (seis) deles
diagnosticados durante a internacdo para a investigacao diagnostica da LV, dos quais 03 (trés)
apresentram diagnostico positivo para LV. Dos 30 participantes com diagndstico prévio de
infeccdo pelo HIV, 07 (sete) também receberam diagndstico de LV. De 30 participantes ndo

foi possivel obter informacdes a respeito da realizacdo deste teste.
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Tabela 1 — Caracterizacdo demografica da populacéo de estudo, da populagdo com infeccdo

pelo HIV e da populacdo com diagnostico parasitolégico de LV. Teresina, 2018.

Populagéo Populagdo  Valordep
geral HIV+
n (%) n (%)
Género
Masculino 71 (71,0) 27 (75,0) 0,47
Feminino 29 (29,0 9 (25,0)
Sem informagéo 01 (1,0)
Idade
< 15 anos 30 (30,0) 1(2,7) <0,001
> 15 anos 69 (69,0) 35(97,3)
Slinformagéo 01 (01,0 -
Procedéncia
Piaui 80 (79,0) 31(86,1) 0,52
Maranh&o 19 (19,0) 5(13,9)
Ceara 01 (1,0 -
S/informagéo 01 (1,0) -
Local de residéncia
Urbana 79 (78,0) 29 (80,6) 0,71
Rural 21 (21,0) 7(19,4)
Sem informacgéo 01 (1,0)
Coinfecgdo HIV/LV*
Diagnostico anterior 7 (19,4) -
aLv
Diagnostico 3(8,3)
concomitante a LV
S/informacdo 30

*LV diagnosticada por critério parasitologico
Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

O TR foi realizado com o soro de sangue periférico em 60 participantes e mostrou-se

reagente em 23 (38,3%%) dos 60 que se submeteram ao exame; o EPD resultou positivo em
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33 (33%) dos 100 participantes que se submeteram ao exame. Das 65 amostras viaveis
utilizadas para a realizagdo da PCR em MO (PCR_MO) 29 amostras (44,6%) foram positivas
ao método; e, das 35 amostras utilizando sangue periferico para realizar a PCR (PCR_SP), 13
amostras (37,1%) foram positivas ao método.

Houve contaminacdo bacteriana de algumas culturas de forma que o nimero CT foi
reduzido para 96, a CC3X foi reduzida para 96 e a CC4X para 93. A CT resultou positiva em
34 (35%) amostras e a CC3X apresentou 37 resultados positivos (38,5%) dos 96 participantes
que realizaram o exame; a CC4X mostrou 38 resultados positivos (40,9%) de 93 participantes
que realizaram o exame. A MIC teve 4 resultados positivos (3,96%) e MICMOD teve 26
resultados positivos (25,74%) dos 101 participantes que realizaram o exame. A tabela 2

apresenta os resultados destes testes.
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Tabela 2 — Resultados dos testes diagnosticos para LV na populacéo de estudo.

Populagéo Geral Populacéo Populacéo Populacéo Valor
LV+* LV+/ HIV- LV+ HIV+ dep
Testes Testes validos ** Testes Positivo Testes Positivo Testes Positivo Testes
realizados (%) positivos (%) por positivos (%) por positivos (%) por positivos (%)
critério critério critério
diagndstico diagndstico diagndstico

Teste rK39 60 60 (100) 23 (38,3) 30 23 (76,7) 25 18 (72) 5 5 (100) 0,18
Microscopia direta 100 100 (100) 33 (33) 50 33 (66) 40 25 (62,5) 10 8 (80) 0,09
PCR de MO 65 65 (100) 29 (44,6) 32 29 (90,6) 27 24 (88,8) 5 5 (100) 0,43
PCR de SP 35 35 (100) 13 (37,1) 18 13 (72,2) 13 9 (69,2) 5 4 (80) 0,64
Cultura Tradicional 100 96 (95,0) 34 (35,4) 48 33 (68,8) 38 25 (65,8) 10 8 (80) 0,07
Cultura de MO 101 96 (95,0) 37 (38,5) 50 37 (74) 40 30 (75) 10 7 (70) 0,75
centrifugada 3x
Cultura de MO 101 93 (92,1) 38 (40,9) 49 38 (77,5) 39 30 (76,9) 10 8 (80) 0,83
centrifugada 4x
Microcultura de MO 101 101 (100,0) 4 (03,96) 51 4 (7,8) 41 3(7,3) 10 1(10) 0,78
Microcultura de MO 101 101 (100,0) 26 (25,7) 51 26 (51) 41 20 (48,8) 10 6 (60) 0,53

centrifugada

* Caso de LV definido como individuo com pelo menos um exame parasitologico posito ou PCR positiva
** Testes validos referem-se aos testes que puderam ser avaliados, visto que algumas culturas foram contaminadas por bactérias.

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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Como nesta pesquisa adotamos a presenca de pelo menos um exame parasitologico
positivo para a defini¢do de caso confirmado para LV, a especificidade destes exames foi, por
definicdo 100% em todos estes casos.

O teste rapido baseado em antigeno rK39 recombinante obteve uma sensibilidade de
76,7% (95% CI 61,6 -91,8). O mesmo teste foi ndo reagente em 14 dos 30 pacientes sem
diagndstico parasitologico de LV, conferindo-lhe especificidade de 53,3% (95% CI 35,4-
71,2).

Para o EPD a sensibilidade na populacdo estudada de foi de 66,0%. A sensibilidade
entre os distintos métodos de culturas foi de 68,8% para a CT, de 74,0% para a CC3X, e
também de 77,5%, para a CC4X; a MIC e MICMOD apresentaram sensibilidade de 7,84% e
51,0% respectivamente.

Considerando a CT como método de comparacao observou-se que a técnica de PCR
usando material medular foi mais sensivel do que a técnica de CT e que as técnicas de MIC e
MICMOD foram menos sensiveis que a técnica de CT. A Tabela 3 apresenta a sensibilidade e

a area sob a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) dos diversos testes.



Tabela 3 — Sensibilidade e area sob a curva ROC dos testes realizados

Testes realizados Testes positivos  Sensibilidade 95% IC Areasoba  1C95% area sob

Populacédo LV+ * (%) (%) sensibilidade  curva ROC acurva ROC
Teste rapido rK39 30 23 (76,7) 76,7 66,0-87,4 0,80 0,70-0,91
Microscopia direta 50 33 (66) 66,0 56,7-75,3 0,75 0,69-0,81
PCR de MO 32 29 (90,6) 90,6 0,84-0,98 0,78 0,70-0,86
PCR de SP 18 13 (72,2) 72,2 0,57-0,87 0,80 0,69-0,90
Cultura Tradicional 48 33 (68,8) 68,8 59,5-78,1 0,75 0,68 -0,81
Cultura de MO 50 37 (74) 74,0 65,2-82,8 0,77 0,71-0,84
centrifugada 3x
Cultura de MO 49 38 (77,5) 77,5 69,1-86,1 0,76 0,70-0,83
centrifugada 4x
Microcultura 51 4 (7,8) 7,84 2,6-13,0 0,67 0,62-0,72
Microcultura de MO 51 26 (51) 51,0 41,3-60,7 0,72 0,66 -0,78

centrifugada

* Caso de calazar definido como individuo com pelo menos um exame parasitoldgico positivo ou PCR positiva

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.
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A tabela 4 apresenta os resultados dos célculos de razdes de verossimilhanca dos testes
positivos e negativos. Conforme critério de diagnostico definido, os testes baseados em

identificacdo direta do parasito e PCR apresentam razdo de verossimilhanca positiva maxima.

Tabela 4 — Razao de verossimilhancas dos testes positivos e negativos

Sensibilidade  Especificidade RVP* RVN?
(%) T+

Teste rapido rK39 76,7 53,3 1,64 0.43
Microscopia direta 66,0 100 ~ 0 0,34
PCR de MO 90,6 100 ~ 0 0,10
PCR de SP 72,2 100 ~ 0 0,28
Cultura Tradicional 68,8 100 ~ 0 0,31
Cultura de MO 74,0 100 ~ 0,26
centrifugada 3x
Cultura de MO 775 100 ~ 0,23
centrifugada 4x
Microcultura 7,84 100 ~ 0,92
Microcultura de 51,0 100 ~ 0,49

MO centrifugada

1- Razdo de verossimilhanca do teste positivo; 2 — Raz&o de verossimilhanga do teste negativo

Com relagdo ao tempo decorrido entre a semeadura e a positivacdo observou-se que
dos 34 resultados positivos da CT obtidos ao final do estudo, nenhum resultado foi positivo
entre 1-3 dias ap6s semeadura, 1 (2,9%) foi positivo entre 4-6 dias ap6s a semeadura, 22
(64,8%) foram positivos com 7 dias apos a semeadura, 8 (23,5%%) foram positivos entre 8-
14 dias apds a semeadura, 3 (8,8%) foram positivos entre 15 e 21 dias e nenhum foi positivo
com mais de 21 dias ap6s a semeadura.

Dos 37 resultados positivos da CC3X obtidos ao final do estudo, 8 (21,7%) resultados
foram positivos entre 1-3 dias ap0s semeadura, 14 (37,8%) foram positivos entre 4-6 dias
apos a semeadura, 10 (27%) foram positivos com 7 dias ap6s a semeadura, 4 (10,8%%) foram
positivos entre 8-14 dias ap6s a semeadura, e 1 (2,7%) foi positivo com mais de 21 dias ap0s
a semeadura.

Dos 38 resultados positivos da CC4X obtidos ao final do estudo, 7 (18,4%) resultados
foram positivos entre 1-3 dias ap6s semeadura, 21 (53,3%) foram positivos entre 4-6 dias
apos a semeadura, 5 (13,2%) foram positivos com 7 dias ap6s a semeadura, 4 (10,5%) foram
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positivos entre 8-14 dias apds a semeadura e 1 (2,6%) foi positivo com mais de 21 dias ap0s a
semeadura.

Dos 4 resultados positivos da MIC obtidos ao final do estudo, 2 (50%) foram positivos
entre 1-3 dias ap0s semeadura, 1 (25%) foi positivo entre 4-6 dias apds a semeadura, 1 (25%)
foi positivo com 7 dias ap06s a semeadura e nenhum foi positivo apos 8 dias da semeadura.

Dos 26 resultados positivos da MICMOD obtidos ao final do estudo, 13 (50%) foram
positivos entre 1-3 dias apds semeadura, 5 (19,2%) foi positivo entre 4-6 dias apos a
semeadura, 8 (30,8%) foram positivos com 7 dias apds a semeadura e nenhum foi positivo
apos 8 dias da semeadura.

O numero médio de dias para a positivacdo da CT foi de 10 dias (IC 95% 8,5 — 11,5);
na CC3X o nimero médio de dias foi de 6,2 dias com IC de 4,9 — 7,4 dias significativamente
menor do que o tempo necessario para positivacdo na CT (p<0,0001); para a CC4X o nimero
médio de dias foi de 6 dias com IC de 4,7 — 7,2 dias dias significativamente menor do que o
tempo necessario para positivacdo na CT (p<0,0001); na MIC o nimero médio de dias foi de
4,5 dias com IC de 1,4 — 7.5 dias; e na MICMOD o numero médio de dias para positivacdo foi
de 4,2 dias com IC de 3,4 — 5,0 dias dias significativamente menor do que o tempo necessario
para positivacdo na CT (p<0,0001).

Considerando a CT como método de comparagdo observou-se que houve diferenca
estatisticamente significante com relagdo ao numero médio de dias para positivacdo quando
comparada aos outros métodos de culturas. O nimero médio de dias para a positivacdo na CT

foi superior ao demais métodos. (Tabela 5).
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Tabela 5 — Tempo decorrido entre a semeadura e a positivacdo das culturas de Leishmania spp

Tempo de 1-3 4-6 7dias 8-l4dias 15-21 >21 N° Intervalo Valor
positivacéo dias dias (%) (%) dias dias  médio de de P
(%) (%) (%) (%) de Confianca
dias de 95%

Cultura 0(0) 1(2,9) 22 8(235) 3(88) 0() 10 8,5-115 -
Tradicional (64.8)
Cultura de 8 14 10 4 (10,8) 0(0) 12,7 62 49-74 p< 0,001
MO (21,7)  (37,8) (27,0)
centrifugada
3x
Cultura de 7 21 5 4(105) 0(0) 1(26) 60 47-72  p<0,001
MO (18,4) (55,3) (13,2
centrifugada
4x
Microcultura 2(50) 1(25) 1(25) 0(0) 000) 0@ 45 14-75 p= 0,02
Microcultura 13 5 8 0 (0) 0 (0) 0(0) 4.2 34-5,0 p< 0,001
de MO (50)  (19.2) (30,8

centrifugada

Fonte: elaborada pelo autor, 2018.
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7 DISCUSSAO

A frequéncia da LV entre homens e mulheres demonstrados no presente estudo foi
predominantemente masculina com 71% dos casos e media de idade de idade de 27,6 anos,
corroborando com os dados de Luz et al. (2018), Araujo et al. (2016), Varani et al. (2017) e
OPAS/OMS (2018) em que claramente a maioria dos casos de LV ocorrem em pessoas do
sexo masculino.

Conforme descrito na literatura, neste estudo a frequéncia de LV foi maior entre
homens adultos, mas ndo houve diferenca na distribuicdo de sexos entre criangas com 15 anos
de idade ou menos. Dados semelhantes foram reportados na pesquisa realizada por Reis et al.
(2017) ao afirmar que frequéncia da LV nos homens aumenta com a idade e, Aradjo et al.
(2016) em que as porcentagens de LV em pacientes com menos de 9 anos foram semelhantes
entre os sexos masculino e feminino, enquanto pacientes entre 20 e 59 anos, obteve maior
frequéncia no sexo masculino.

Houve uma maior frequéncia da LV nos participantes que residiam nas zonas urbanas
(78%), quando comparados aqueles que residiam em areas rurais (21%), esse padrdo também
foi descrito nas pesquisas de Luz et al. (2018) e Reis et al. (2017) e justificado pela mudanca
no perfil epidemioldgico da doenca causado pelo aumento da urbanizacdo das cidades de
forma desordenada, ndo planejada e condi¢des sanitarias precarias (WERNECK, 2008).

Por se tratar de uma doenca cujos parasitas infectam células do sistema fagocitario
mononuclear, a leishmaniose costuma estar atrelada a infec¢do pelo virus do HIV, relacdo esta
ainda ndo totalmente esclarecida uma vez que a LV desencadeia uma supressdo temporaria e
especifica da imunidade mediada por células, ao passo que o HIV facilita a progressdo da LV
(BRASIL, 2009). Neste estudo, o percentual de pacientes coinfectados pelo HIV/LV
correspondeu a 14,08% dos sujeitos que participaram da pesquisa, porcentagem estatistica
esta superior ao encontrado por Luz et al. (2018) em que a coinfec¢do LV/HIV foi observada
em 9,9% dos casos de LV, e, semelhante aos 14,5% dos casos de coinfec¢do encontrados por
por Araujo et al. (2016), e com 0s15,9% casos registrados de coinfecgdo LV/HIV por Varani
etal. (2017).

Os estudos que avaliam o desempenho de testes laboratoriais para LV apresentam
resultados muito variaveis porque estes exames sdo muito influenciados pelo operador, pelo
tempo dedicado a analise, no caso da pesquisa direta de parasitos e pela variacdo nos
antigenos utilizados no caso de exames soroldgicos. Outra possivel explicagdo para esta

grande variabilidade inter-testes ¢ a prépria definicdo de caso confirmado de LV. Neste
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estudo, adotou-se somente 0s critérios parasitolégico e molecular para ndo se incorrer em
diagnosticos falso-positivos com muita frequéncia. O critério clinico epidemioldgico néo foi
levado em consideracdo nesta pesquisa como critério de diagnostico final para LV para fins
de calculos estatisticos, uma vez que tais dados comprometeriam a analise de sensibilidade e
especificidade dos testes diagnosticos laboratoriais aqui avaliados, mas é muito possivel que
alguns individuos que foram classificados como n&o sendo portadores de LV, na verdade o
fossem. Dessa forma as sensibilidades dos testes parasitoldgicos calculadas nesse estudo
muito provavelmente estdo superestimadas uma vez que os testes avaliados faziam parte da
definicdo de caso confirmado de LV.

De fato, nove individuos que foram classificados como ndo sendo casos de LV, foram
diagnosticados pelo teste rK39, tratados com medicacbes especificas e evoluiram com
melhora. Se estes individuos tivessem recebido o diagnostico de LV, a sensibilidade do teste
imunocromatografico teria sido de 81,1 (IC 95% 0,71-0,90). E possivel ainda que outros
individuos que tiveram todos o0s testes negativos fossem portadores de LV e que a
sensibilidade dos testes tenha sido de alguma forma superestimada. Da mesma forma, é
possivel que alguns individuos diagnosticados pelo método molecular, sem confirmacéo
parasitoldgica, tenham tido falso-diagndsticos. Analisamos as conclusdes finais dos médicos
assistentes e vimos que todos os pacientes com PCR positiva na medula éssea ou no sangue
receberam o tratamento especifico. Um deles faleceu, mas a hipdtese diagnostica do médico
assistente se manteve. Por outro lado, 14 participantes que ndo foram diagnosticados como
LV apresentaram o teste imunocromatografico reagente como Unico exame sugestivo da
infecgdo. Destes, 11 receberam o tratamento com boa resposta clinica, mas trés evoluiram
para a morte apesar do tratamento. Estas dlvidas sdo justificadas visto que o médico
assistente, diante da possibilidade de doenca potencialmente letal conforme estabelecido pelo
Ministério da Satde (BRASIL, 2011), prefere tratar o paciente sem confirmagdo diagndstica
ao invés de vé-lo evoluir para situacGes de maior gravidade enquanto se pesquisa outros
diagnosticos.

Os exames sorologicos sdo0 uma arma importante para o diagnéstico, mas suas
especificidades deixam a desejar, uma vez que muitos falsos positivos podem acontecer. Em
nossa pesquisa a sensibilidade global do TR com rK39 foi de 76,7% e especificidade de
53,3%. Uma sensibilidade semelhante foi descrita na pesquisa de Elmahallawy et al. (2014)
em que sensibilidade foi de 75 — 98% e especificidade de 79 — 89%; e um pouco maior que 0S
resultados de Varani et al. (2017) em que a sensibilidade foi de 52,4% para TR realizado.

Elmahallawy et al. (2014) ressalta que as diferencas nas sensibilidades do ensaio
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imunocromatografico podem estar relacionadas as diferencas nas respostas de anticorpos
observadas em diferentes grupos étnicos.

A pesquisa direta de Leishmania spp continua sendo em qualquer tecido, mas
principalmente na medula, a grande ferramenta para o diagndstico precoce e preciso da
doenca, porém necessita de um rigoroso treinamento de profissionais além de ser influenciada
pela carga parasitaria que o material apresenta, € um diagndstico tempo dependente, uma vez
que se o profissional ndo obtiver treinamento suficiente e ndo dedicar tempo suficiente a
busca por parasitos, a pesquisa direta pode ser de sensibilidade muito pequena. A
identificacdo de Leishmania spp em pesquisa microscopica direta apresentou neste estudo
uma sensibilidade de apenas de 66,0%, sensibilidade baixa quando comparada aos dados de
outros autores, que apresentaram uma sensibilidade 88,8% (IC 95% = 84,2-92,2%) e
especificidade de 100,0% nos esfregacos (EPD) de lesdes de pacientes com suspeita de LC
(PAGHEH et al., 2014) e de 53 a 86% em exame microscépico (EPD) de material de
aspirado MO corada com Giemsa (ELMAHALLAWY et al, 2014; SAKKAS;
GARTZONIKA; LEVIDIOTOU, 2016), mas semelhante a sensibilidade de 63,33% para
diagnostico de LV encontrada por Da Silva et al. em 2018.

Para que ocorra o diagnostico de LV em todos os pacientes sdo necessarias a utilizacao
de duas ou mais técnicas com principios diferentes, uma vez que os métodos diagnosticos
utilizados para o diagndstico de LV carecem em sensibilidade e especificidade. Nesta
pesquisa as duas técnicas de microcultura avaliadas apresentaram uma sensibilidade baixa de
7,8% e 51,0% respectivamente, valores muito inferiores quando comparados aos resultados
obtidos por outras pesquisas que demonstraram uma sensibilidade de 98,4% (IC 95% = 96,1-
99,1%) e especificidade de 100% no diagnéstico de LC (PAGHEH et al., 2014) e no
diagnostico de LV (ALLAHVERDIYEYV et al., 2005).

Para a cultura de parasitos realizada em tubos com meio NNN e Schneidrs, também
conhecida por macrocultura (CT), a partir de material medular houve uma sensibilidade de
68,8%, valor equivalente ao apresentado por pesquisas que utilizaram a mesma técnica de
cultivo e apresentaram sensibilidade de 77,77% (DA SILVA et al., 2018) e de 70 a 80%
(MAURYA et al., 2010).

Observamos em nosso estudo uma sensibilidade de 90,6% na PCR convencional
realizadas em amostras de MO e uma sensibilidade de72,2% na PCR em amostras de SP,
valor pouco inferior ao encontrado por outros autores, que relataram sensibilidade de 100%
em amostras do bago ou da medula e de 70% a 100% nas amostras que utilizando sangue
periférico. (ELMAHALLAWY et al., 2014).
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O grande valor deste estudo foi demonstrar que as culturas que utilizaram material
medular lavado e concentrado por meio de centrifugacdo (CC3X, CC4X, MIC e MICMOD)
guando comparadas a mielocultura tradicional (CT) apresentaram tempo menor de
positivacdo entre semeadura e o diagnostico, o que pode, apesar da sensibilidade reduzida,
justificar o emprego desta técnica pela possibilidade de diagndstico parasitoldégico mais
precoce. Muitos fatores podem ter contribuido para que as culturas centrifugadass obitivessem
um tempo de resposta menor e isso nos disperta para a necessidade de uma investigaca mais
aprofundada a respeito da influencia das diluicdes e centrifugacfes seriadas para um melhor
crescimento dos parasitos. Maurya et al. (2010) discorre que um menor tempo de positivagéo
pode ser justificado pelo fato de as diluicbes e centrifugacOes seriadas melhorarem o
crescimento do parasita ao propiciarem condicdes de cultura para o crescimento das
promastigotas ao removerem as células sanguineas que morrem como resultado das condicgdes
de cultura com sangue periferico e tornam o ambiente toxico para os parasitas, além de,
concentrar a amostra nas preparacdes enriquecidas de leucocitos.

Ainda que as proporcBes de microculturas positivas nesta pesquisa tenha sido
insatisfatorias, 75% dos resultados da MIC e 69,2% dos resultados da MICMOD foram
verificados em menos de 7 dias pos-semeadura, com media de 4,5 dias e 4,2 dias
respectivamente para verificacdo de resultados positivos, um tempo de positivacao
significativamente inferior ao tempo necessario para positivacdo da CT que apresentou media
de 10 dias para verificacdo de resultado positivo, corroborando com outras pesquisas em que
0 tempo necessario para positivacdo da MIC no diagndéstico da LC foi de 2 a 7 dias em 83 a
97% das amostras (PAGHEH et al., 2014; ALLAHVERDIYEYV et al., 2004), e no diagnostico
da LV que demonstrou um periodo de tempo médio de incubacédo para detectar promastigotas
muito menor na MIC quando comparada a CT, de 2 a 7 dias versus 2 a 30 dias
(ALLAHVERDIYEV et al., 2005).

A CC3X e a CC4X apresentaram um desempenho satisfatorio em relagdo ao periodo
de incubacéo necessario para a deteccdo das promastigotas. Em 59,4% dos resultados obtidos
por meio da CC3X o tempo necessario para positivacdo foi de menos de 7 dias e, na CC4X
esse percentual foi ainda maior, com 71,7% dos resultados foram obtidos antes do 7° dia p6s-
semeadura. A CT, contudo, precisou de um periodo de incubacdo maior, uma vez que apenas
2,9% dos diagnosticos por CT foram positivos antes do 7° dia pés-semeadura. Dos
diagnésticos realizados por meio da CT, 88,3% s6 foram determinados no 7° ou 14° dia p6s-

semeadura, 64,8% e 29,7% respectivamente.
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Com a utilizacdo do método de CC3X ou de CC4X a maioria dos participantes com
resultados positivos recebem o diagndstico antes do periodo minimo necessario para a
positivacdo do método de CT uma vez que niumero médio de dias para a positivacao da CT foi
de 10 dias e 0 da CC3X e CC4X foi de 6,2 dias e 6 dias, respectivamente. Diante destes fatos
é essencial chamar a atencdo para o periodo de incubagdo necessario para o aparecimento das
promastigotas com a utilizacdo das técnicas centrifugadas, levando-nos a acreditar que a
utilizacdo destas técnicas sera uma promissora ferramenta para o diagnostico precoce do LV,
principalmente para aqueles pacientes que ndo tiveram um diagnostico atraves de pesquisa
direta e que ndo podem aguardar duas ou trés semanas para um diagnostico por meio de uma
cultura tradicional devido a gravidade da doenca. Ainda que apresentem baixa sensibilidade,
essas tecnicas prometem muito em benéfico aos pacientes por apresentarem um tempo menor
para o resultado quando associada a outras técnicas diagnosticas.

Por ndo existir um padrdo ouro no diagndéstico de LV, os estudos que trabalham com
os valores de sensibilidade e especificidade podem variar bastante, uma vez que 0s critérios
de definicdo de caso também variam muito, assim quando os critérios de definicdo de casos
sdo muito exigentes ou ndo tdo exigentes pode ocorrer um aumento de casos falsos positivos
ou falsos negativos. Por esse motivo a variacdo nos critérios de definicdo da doencga pode
gerar também uma ndo comparabilidade da sensibilidade e especificidade dos testes.

Vale relatar aqui que, logo depois da realizagdo desse estudo, os colaboradores do
mesmo laborat6rio em que esta pesquisa foi realizada, preocupados com a baixa sensibilidade
da técnica de cultura tradicional em comparacdo com periodos anteriores, hipotetizaram que
uma das possiveis explicacGes seria a adicdo de gentamicina, aminoglicosideo com acédo
leishmanicida reconhecida, aos meios de cultura preparados (Anexo D). Esta sendo realizado
uma avaliacdo para a possibilidade de um melhor crescimento de parasitos com a retirada da
gentamicina, ainda quem em concentracOes baixas, do protocolo de suplementacdo de meios,
contudo os resultados deste procedimento ainda ndo foram analisados. Se este pressuposto for
verdadeiro, é possivel que o regular desempenho destas técnicas de culturas tenha sido
ocasionado pela inibicdo do crescimento do protozoario associada & acdo leishmanicida da
gentamicina, 0 que nos leva a crer que se esse trabalho for repetido sem o acréscimo de
gentamicina podera apresentar uma sensibilidade e uma especificidade ainda melhor do que

as encontradas.



48

8 CONCLUSAO

O grande valor deste estudo reside, em suma, na proposta de técnicas de microculturas
e culturas centrifugadas de Leishmania spp com possibilidade de resultados confirmatérios
em tempo muito mais reduzido do que é necessario pelas técnicas tradicionais em uso. As
culturas centrifugadas mostraram-se muito uteis com um tempo entre a semeadura e a
positivacdo muito inferior e, sensibilidade néo inferior a cultura tradicional, levando-nos a um
diagnostico mais oportuno, que € desejavel a essa populacdo em se tratando de uma doenca

grave que pode progredir rapidamente para situacfes de gravidade e para a morte.
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das duas técnicas de microcultura para diagnostico de leishmaniose visceral;
3. Comparar o tempo para positivagdo da cultura para leishmania em meio NNN com duas técnicas de

cultura modificadas e duas técnicas de microcultura para diagnostico de leishmaniose visceral.
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ANEXO B - Procedimento Operacional Padrao (POP) para coleta de material medular

para exame direto e cultura para diagndéstico de leishmaniose

1.0Dbjetivo

Avaliar a presenca de protozoarios do género Leishmania em pacientes com suspeita de
leishmaniose visceral.

2. Siglas

IDTNP — Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella

LABLEISH - Laboratorio de Pesquisa em Leishmanioses

POP — Procedimento Operacional Padrao

EPIs — Equipamento de Protecéo Individual

NNN — Meio de Fase Sélida a base de agua com sangue

EDTA -
mL — Mililitro
ML — Microlitro

3.Responsabilidades
3.1. Profissional responsavel:
v" Puncdo aspirativa: Médico devidamente treinado e autorizado pelo IDTNP.
v Processamento do material coletado: Técnico devidamente treinado e autorizado pelo
LABLEISH.
4.Procedimentos
4.1. Material necessario para realizacao:

Puncéo aspirativa:

<\

Luvas para procedimento cirargico
Gaze

Xilocaina 2%

2 Seringas de 5 mL

1 seringa de 3 mL

Agulha com mandril

Povidine

Agulhas estéreis

Heparina

AN N NN SR NEN

Processamento do material coletado:

v Laminas para microscopia
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<\

Lamparina e fosforo/isqueiro

Tubos de hemocultura estéreis com tampa contendo meio de cultura NNN adicionado
com meio de Schneider’s

Caixa de transporte

Lapis para identificacdo das laminas

Caneta para registro no livro de cultura

Tubos de EDTA-K3 para coleta de sangue venoso
Tubos sem anticoagulante e com gel separador
Eppendorf estéril contendo uma gota de EDTA
Agulha estéril

Alcool a 70%

Seringa de 5 mL

<\

AN N N U N NI

\

4.2. EPIs

v" Luvas descartaveis

v' Mascara

v" Jaleco de mangas compridas
v’ Sapatos fechados

4.3. Coleta de material medular
4.3.1. Local de realizagéo:
Ambulatério ou hospital

4.3.2. Técnica de coleta de material medular

4.3.2.1. Pungéo aspirativa
Antissepsia: 0 médico, usando luvas esterilizadas e mascara, procede a limpeza do local da
puncdo com povidine (respeitando a regra de limpeza do centro para a periferia e nunca

retornando ao centro com a gaze ja utilizada).

Anestesia: anestesiar o local da puncdo com 0,5mL a 1,0 mL de xilocaina 1%, iniciando pelos

tecidos superficiais e terminando com infiltracdo do periosteo.

LOCAIS DO CORPO QUE DEVEM SER PUNCIONADOS

12 OPCAO - PUNCAO DE CRISTA ILIACA:
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* Recomendada para adultos e criangas de qualquer idade, sendo satisfatoria inclusive em
lactentes;

Puncéo de crista iliaca anterior, apesar de ser menos satisfatoria, pode ser utilizada caso ndo
seja possivel realizar a puncédo na crista iliaca posterior.

* Nao estd recomendada em pacientes obesos ou com imobilidade.

» Com o polegar posicionado abaixo da crista iliaca e o indicador acima da crista

iliaca para firmarem a pele, penetrar a epiderme com a agulha, posiciona-la em

90° e proceder a introducdo desta em 0sso, com firmeza.

* Quando a agulha estiver firmemente posicionada no osso, retirar o mandril, conectar a
seringa e primeiramente aspirar 0,1 a 0,2 mL de medula, para a confec¢do das laminas e
semeio em meio de cultura utilizando a seringa estéril e sem aditivos, trocar a seringa e

aspirar 0,5 mL de material medular para estocagem no LABLEISH.

* Vantagens: menos doloroso e mais seguro que a puncao esternal.

* Risco: existe a rara possibilidade de ultrapassar a tdbua dssea interna e atingir

a alca intestinal.

22 OPCAO — PUNCAO ESTERNAL

* Recomendada para pacientes obesos ou com imobilidade, usando-se agulha com protecdo de
profundidade.

* Nao se recomenda essa pung¢ao em criangas menores de 2 anos.

* Esterno, na altura do primeiro, do segundo ou do terceiro espaco intercostal.

* Com o dedo minimo na furcula e o polegar e o indicador nos espagos intercostais, penetrar a
epiderme com a agulha posicionada em 90° e proceder

a introducdo desta no 0sso, com firmeza, porém com delicadeza.

* Quando a agulha estiver firmemente posicionada no osso, retirar o mandril, conectar a
seringa e primeiramente aspirar 0,1 a 0,2 mL de medula, para a confecgdo das laminas e
semeio em meio de cultura utilizando a seringa estéril e sem aditivos, trocar a seringa e

aspirar 0,5mL de material medular para estocagem no LABLEISH.

Vantagem: é de facil execucdo e a tabua dssea delgada pode ser penetrada com

facilidade.
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* Risco: ultrapassar a tabua dssea interna e atingir vasos nobres (risco menor na

puncdo do manubrio, porque o es6fago encontra-se posterior).

32 OPCAO — PUNCAO TIBIAL

* Recomendada para criangas menores de 2 meses ¢ na impossibilidade da

puncao na crista iliaca.

* Deve ser feita na superficie medial e achatada da diafise proximal (1/3 superior), um a dois
centimetros abaixo da tuberosidade tibial.

» Com o polegar e o indicador posicionados para firmarem a pele, penetrar a

epiderme com a agulha, posiciona-la em um angulo de 10° a partir do plano

vertical, no sentido caudo-cranial, e proceder a introducdo desta no 0sso, com

firmeza, porém, com delicadeza.

* Quando a agulha estiver firmemente posicionada no osso, retirar o mandril, conectar a
seringa e primeiramente aspirar 0,1 a 0,2 mL de medula, para a confeccdo das laminas e
semeio em meio de cultura utilizando a seringa estéril e sem aditivos, trocar a seringa e

aspirar 0,5mL de material medular para estocagem no LABLEISH.

« Riscos: osteomielite, hematomas, abscesso subcutaneo e fratura 6ssea sdo

complicacdes raras.

4.4. Processamento do material medular aspirado

- Quando solicitado pelo IDTNP, o técnico do LABLEISH devera organizar e colocar na
caixa de transporte o material necessario para o processamento da amostra coletada descrito
no item 4.1.2;

- Na sala de pequena cirurgia do IDTNP, equipar-se de jaleco, luvas e mascara;

- Proceder com a limpeza da bancada a ser utilizada com alcool a 70%, em seguida forrar a
bancada com papel toalha, organizando o material necessario;

- Registrar no livro de cultura do LABLEISH as seguintes informac6es: codigo do aspirado;

nome completo do paciente; bloco, enfermaria, leito referente a internagdo; idade do paciente;
data do aspirado e 0 nome do médico que realizou o procedimento.
- Identificar as laminas, tubos de coleta de sangue venoso, tubos de hemocultura e eppendorf,

com o mesmo cdédigo, nome completo do paciente e data do aspirado registrado no livro;
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- Receber do médico duas seringas: a seringa com material medular sem aditivo devera ser
utilizada para o semeio de Leishmania em cultura e confeccdo de esfregacos, ja a segunda
seringa com aditivo(heparina);

-Descartar as seringas que foram utilizadas na caixa de perfurocortante;

4.4.1. Semeio de Leishmania em cultura

- Receber do médico a primeira seringa sem aditivos, acender a lamparina e proximo a chama,
transferir para o tubo de cultura com NNN + Schneider’s de duas a trés gotas de material
medular, e com o restante do material confeccionar os esfregacos;

- As culturas deverdo ser levadas ao LABLEISH e acondicionadas em estufa a 25°C.

4.4.2. Confeccédo de esfregacos de medula dssea

- Com as laminas devidamente identificadas com o cddigo e nome completo do paciente,
realizar o esfregaco confeccionando 5 laminas para cada paciente;

- Uma das laminas deveréa ser entregue no Laboratorio de bioquimica do IDTNP junto com a
requisicdo médica, as demais laminas deverao ser levadas ao LABLEISH.

4.4.3 Coleta de sangue

- Identificar os tubos de coletas (EDTA-K3/tampa roxa e sem anticoagulante/tampa vermelha)
com o codigo, nome completo do paciente e a data;

-ldentificar o melhor local para pungéo venosa, colocar as luvas e garrotear o individuo;

- Solicitar ao individuo para abrir e fechar a méo até a veia ficar mais proeminente, lembrando
que o garroteamento ndo podera ultrapassar 1 minuto;

-Realizar a antissepsia da regido, em posse de seringa de 10mL e agulha descartaveis, retirar o

protetor da agulha e puncionar a veia com o bisel da agulha voltado para cima;

-Coletar:

Adultos: até 10 mL de sangue;

Criancas e neonatos: a retirada de 2,5 a 3 mL/kg a cada puncéo é considerada segura ou,
ainda, 3 a 7% do volume de sangue circulante total. Para casos envolvendo coletas mdaltiplas,

sugere-se que 5 a 10% do volume de sangue total possa ser retirado no prazo de um més;
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Volume por coleta

Volume retirado em

Volume total de isolada (ml) 4 a 6 semanas [mL)
Peso (k) sangue (mL) (3 miLfleg) 536
=< 1,8 < 207 =& = 1O
LBa=y 135 8 207 Gad & ang
z7a3b 20z a 396 Eamn 1o 3 20
3.5 3 4.5 IFo A 495 11 ang Lr -7
4.5a 68 338 a 748 13 a 20 16 a 38
5.8 aqa [ L= = R T @ 2 26 & 46
Q1 a4 &8z a1.140 27 A 34 34 a 56
1.4 a8 13.56 B55 @ 1.360 T4 3 41 41 a &8
13.6 @ 15.9 =T T 41 a 48 5o @ Bo
159 18,2 119z a 1-EBzo 48 a 55 6o & gz
18.2 a 20,4 1.36%5 @8 2o 55 a &1 &8 a 1oz
204 8 22T 1530 3 2170 &1 a 68 76 a 1ol
22 F B 25,0 1.580 a 2 250 68 a 75 Boanz
ZRO @ 2 .2 .75 3 2448 75 a 8= EE a2z
ZF.2 B8 20,5 1oy 3 2655 Bz a BE g0 a 1532
zq.5 a31.8 2065 a 2862 BE a g5 Ty 3 144
n.Bazqo 2126 a z EBo 0% 38 102 e 3 1.48
3408 36,3 =3 L - T 1OZ a 110G LR C=F- L7
36,3 a 38.6 2 360 a 3088 1og a 1s 18 a 154
38,6 a 40,9 2_GOg 3 F.2F2 G a 123 126 & 164
409 3 431 z. 658 & 5.448 123 @ 129 132 8 172
43.7 8 454 2. 800 a 3.632 129 a 136 140 a 182

- Desgarrotear, remover a agulha e pressionar o local da puncdo com algoddo orientando o

paciente a ndo dobrar o braco;

-Transferir

anticoagulante/tampa vermelha);

0 sangue para o0s tubos de coletas (EDTA-K3/tampa

- Descartar a seringa e agulha utilizada na caixa de perfurocortante;

-Levar o sangue coletado para ser processado e estocado no LABLEISH;

5.Precauc0es de seguranca

roxa € Ssem

-Manipule com precaucdo os materiais e amostras de origem humana. Considerando que néo

existe nenhum método de teste passivel de garantir uma total auséncia de agentes infecciosos,

considere todas as amostras criticas como potencialmente infecciosa.

- Realize a assepsia das méos e a troca de luvas entre o atendimento dos pacientes;

6. Referéncias Bibliograficas
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ANEXO C - Procedimento Operacional Padrao (POP) de exame parasitoldgico direto

para diagnostico de leishmaniose visceral

OBJETIVO: Avaliar a presenca de protozoarios do género Leishmania em laminas com

material medular de pacientes com suspeita de leishmaniose visceral

MATERIAL:

O N o g bk~ W Dd e

Luvas de procedimento

Mascara

Caixa para transporte

Laminas para microscopia

Léapis para identificacdo de laminas
Oculos de protecio.

Corante Panotico Rapido

Microscopio oOtico

PROCEDIMENTOS:

1.
2.
3.

Separa laminas conforme o pedido e o protocolo.

Aguardar um médico habilitado realizar a puncéo para aspiracao de MO

Pegar a seringa com o material medular e adicionar um pouco do contedo em quatro
laminas devidamente limpas e desengorduradas

Apos adicionar uma gota do material medular em cada 1dmina, pega-se outra ldmina e
faz-se confeccdo dos esfregagos das ldminas

Com fita adesiva pregar as laminas na requisi¢cdo médica de realizacdo do exame
Realizar o transporte das laminas em caixa térmica para o laboratdrio de pesquisa de
Leishmaniose

Separar duas laminas para enviar para o laboratério de analises clinicas

No laboratério de pesquisa, espera-se as laminas secar e depois procede-se a coloragdo
das mesmas usando corante Panotico rapido (Laborclin produtos para laboratdrios
Itda, Pinhais — Parana, BRA)

Para tanto mergulha-se a laminas durante 30 segundos na solucdo 1, depois 30

segundos na solugédo 2 e mais 30 segundos na solucéo 3

10. Lava-se em agua corrente para retirar o excesso de corante

11. Colocar as laminas inclinadas para secar
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12. Apos secarem, proceder a leitura das mesmas em microscopio otico, varrendo toda a
lamina
13. Realizar o registro do resultado em livro proprio;

14. Guardar as laminas em arquivos de cartolina devidamente identificados e em um

armario especifico no laboratorio
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ANEXO D - Procedimento Operacional Padrdo (POP) para cultura tradicional para

diagndstico de leishmaniose visceral por meio do cultivo de parasitos

OBJETIVO: Isolar cepas de Leishmania spp usando o método tradicional

MATERIAL:

Laminas para microscopio

Microscopio otico

Frascos para cultura

Meio Shneider"sDrosophyla

Meio Novy, McNealand Nicolle (NNN)
Urina humana estéril

Soro Bovino fetal

Gentamicina

© 0 N o g b~ w0 DR

Aspirado de medula 6ssea (de acordo com protocolo estabelecido em rotina pelo
IDTNP)

PROCEDIMENTOS:

1.

Os frascos com meio de cultura contendo 1,0 mL de meio NNN com 15% de sangue de
carneiro desfibrinado e 1,0 ML de meio Schneider’s Drosphila suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SBF), 2 % de urina humana estéril e 2g/mL de gentamicina devem estar
preparados com antecedéncia e guardados na geladeira, ao abrigo da luz.

O operador deve usar luvas e mascaras durante o procedimento.

Retirar da geladeira 2 frascos de meio de cultura para cada paciente e deixa-los a
temperatura ambiente por 30 minutos

Identificar os frascos com 0 NOME COMPLETO do paciente e a DATA da COLETA
para cada paciente. Coloque a etiqueta na lateral do frasco.

Adicionar 2 gotas (150 pL) do aspirado de medula éssea dentro de cada frasco antes de
realizar o esfregaco para evitar contaminacdo. Fechar o frasco de cultura imediatamente
apos a inoculagéo do aspirado de medula.

Ap0s esse procedimento realizar o esfregago.

Enviar os frascos de cultura para o Laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de Doengas
Infecciosas 0 mais rapido possivel.

No laboratdrio, incubar os frascos semeados a 27°. C em condic¢des atmosféricas
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9. Examinar em microscépio 6tico a cada 7 dias.
10. Considerar o exame positivo quando formas promastigotas forem visualizadas
11. Considerar 0 exame negativo se ndo se observar formas promastigotas apds 30 dias de

incubacéo.

Observagdes: Mantenha os frascos contendo o meio de cultura em geladeira ao abrigo
da luz. Recomenda-se retirar a lampada das geladeiras utilizadas para manutencdo de meios
de cultura. A luz causa degradacdo de substancias presentes no meio como por exemplo

aminodcidos e antibidticos.

REFERENCIA
POP — LRNTL/CLIOC- 022. Colec¢do de Leishmania do Instituto Osvaldo Crus
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ANEXO E —Protocolo para PCR Convencional

1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA da MO ou do SP seguiu o protocolo do Kit de Extracdo da

QIAGEN QlAamp® DNA Mini Kit seguindo o protocolo descrito (Qiagen Inc., Hilden,
Alemanha)

2 PCR

A PCR foi realizada utilizando o primers 150: 5’GGG (G / T) AGGGGCGTTCT (C / G)
CGAA3'e152:5'(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT (A/T) TTACACCA

ACCCC 3’

Pré- PCR

1)

2)

3)

4)

5)

Apos a extracdo e quantificagdo do DNA, cerca de 2 pL de DNA foi misturado ao Master

Mix (contendo Primers, dNTPS (nucleotideos) e a enzima Taq Polimerase), seguindo o

protocolo vigente no LabLeish para os Primers 150 e 152.

Em seguida o material foi levado a Termocicladora para replicagdo do DNA (duracdo:

1°26”)

« Enquanto o DNA estava sendo replicado, foi preparado o tampdo de corrida — TBE

1x (500mL), utilizado para o processo de eletroforesse em gel; e o gel de agarose
2%, também utilizado para o processo de eletroforese em gel (gel a 2% feito com
100 mL de TBE 1x)

Apos os ciclos de replicacdo, 5 uL de DNA foi misturado a 5 pL de Gel Red (proporcao

1:1)

As amostras foram entdo adicionadas aos pocos do gel, para que ocorresse 0 processo de

eletroforese em gel (duragao de 1°25”)

OBS:
= No primeiro pogo foi colocado o peso molecular misturado ao gel red (mesma

proporcéo das amostras)
= As demais amostras ficaram na sequéncia.
= A ultima amostra de cada fileira de pocos correspondia ao controle negativo
Apdbs 0 tempo necessario para que ocorresse 0 processo da eletroforese em gel, o gel foi
retirado da cuba e analisado sob luz UV.
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ANEXO F - Procedimento Operacional Padrédo (POP) para preparo de meio de cultura

fase liquida

1 Objetivo: estabelecer procedimentos para a preparagao de meios de cultura SHNEIDER'’S,
utilizado para manutengdo “in vitro” de espécimes/cepas de Leishmania spp. no LABLEISH

2 Siglas

IDTNP: Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela
LABLEISH: Laboratério de Pesquisas em Leishmanioses
POP: Procedimento Operacional Padrao

EPIs: Equipamentos de Protecdo Individual

NNN: meio de cultura de fase solida a base de &gar e sangue
mL: mililitro

pL: microlitro

g? gramas

°C: graus Celsius

3 Profissional responsavel

Técnico devidamente treinado e autorizado pelo LABLEISH

4 Procedimentos necessarios para o preparo de 500 mL de meio de cultura liquido
4.1 Equipamentos

a) Cabine de seguranca bioldgica

b) Pipetas automaticas

¢) Banho maria

d) Sistema de filtragdo a vacuo com capacidade de 500mL
e) Tubos de Falcon 50 mL

f) Seringa 10mL

g) Filtro para seringa

h) Estante para tubos de 50 mL

i) Membrana com poro de 0,22uM

j) Bomba a vacuo

4.2 Substancias necessarias

a) Soro fetal bovino inativado — 50 mL
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b) Urina humana masculina — 10mL

¢) Penicilina—1mL

d) Gentamicina 80mg—2 mL

e) Meio Shneider’s Insect Medium — 1 frasco de 500mL

4.3 EPIs

a) Luvas de procedimentos descartaveis
b) Jaleco de mangas compridas
c) Sapato fechado

4.4 Para o preparo da solucéo

e Organizar antecipadamente todo o material que seré utilizado e na cabine de seguranca
realizar os procedimentos a seguir:

a) Filtrara a urina, utilizando o filtro para seringa

b) Retiras uma aliquota de 50 mL de meio de cultura do frasco de 500ml de meio
Shneider’s e transferi-lo para um tubo Falcon de 50 mL, previamente
esterilizado, e identifica-lo por meio SHNEIDER’S NAO ATIVADO

c) Em seguida conecte a bomba a vacuo ao sistema de filtracdo e transferir
450mL de meio Shneider’s, ImL de penicilina, 10mL de urina humana
masculina filtrada, 50mL de soro bovino fetal inativado e 80mg de
gentamicina. OBS: realizar todo o procedimento préximo a chama do bico de
Bunsen, evitando o risco de contaminacéo.

d) Apés a filtracdo do meio, transferir para tubos de Falcon de 50 mL estéreis,
identificando a tampa com a DATA do preparo do meio ¢ SHNEIDER’S
ATIVADO.

e) Armazenar no refrigerador 01 — meios de cultura e teste rapido

5.0 Precauc0es de seguranca

e Usar as técnicas de assepsia conhecidas para o bom andamento do preparo, evitando
assim uma contaminacgao
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para Criancas e Pessoas Incapacitadas de Decidir e

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Titulo da pesquisa: Validacdo de testes parasitoldgicos para o diagnostico da
leishmaniose visceral
Pesquisadores responsaveis: Amanda de Andrade Gomes Silva e Dorcas Lamounier
Costa

Telefone: (86) 98125 9995

e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

Informacges ao voluntario

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores da Universidade Federal do Piaui do Programa de Pds-
graduacdo - Mestrado em Ciéncias e Salde. A pesquisa tem como objetivo validar duas
técnicas de cultura modificadas e duas técnicas de microcultura para diagnostico de
leishmaniose visceral em pacientes internados em hospital de referéncia do Piaui.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € uma doenca causada por
um parasita chamado leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto
chamado flebétomo (também conhecido como mosquito palha). O doente apresenta febre,
palidez, emagrecimento, cansaco e crescimento do abdome. O diagndstico é feito pelo exame
do material da medula 6ssea, que é a parte interior de um dos 0ssos do corpo, geralmente da
bacia ou do térax. O diagnostico pode também ser feito por exame de sangue.

A doenca tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil sdo
realizados alguns diagnosticos laboratoriais para a deteccdo da leishmaniose visceral dos
guais podemos citar os testes parasitologicos e testes imunoldgicos — dentre eles
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM); e ainda de maneira complementar o0 hemograma.

No Brasil os diferentes métodos para diagnéstico de leishmaniose visceral e suas
respectivas taxas de sensibilidade e especificidade, nos despertou a necessidade de validar

quatro testes parasitologicos para o diagnostico da leishmaniose visceral que podem revelar-se
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mais simples e rapido, muito sensivel e com prazo para resultados muito menores, que podera

ajudar a elucidar o diagnoéstico dos pacientes em um prazo de 48 a 72 horas.

Descricdo do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criangas que
apresentarem esplenomegalia associada ou ndo a febre que define o quadro suspeito para
calazar, com indicacéo de puncao de medula 6ssea para fins diagnosticos, apds a identificacdo
e admiss&o hospitalar no Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela (IDTNP).

Apenas os pacientes com indicacdo medica para diagnostico de doencas a partir de
aspirado de medula dssea serdo convidados a participar do estudo, uma vez que o material
(aspirado de medula dssea) necessario para o presente estudo sera obtido na puncdo medular
como pratica de diagndstico no IDTNP, ndo sendo os participantes submetidos a nova puncgao
medular, procedimento doloroso e invasivo, somente com a finalidade de pesquisa —
NENHUM PROCEDIMENTO SERA REALIZADO SOMENTE COM A FINALIDADE DE
PESQUISA.

Apb6s o consentimento do paciente no estudo, sera realizado o procedimento de
aspiracdo de medula 6ssea como ja estabelecido em rotina pelo IDTNP, e verificado em
prontuario se ja foi realizado o teste rapido para leishmaniose (rotina estabelecida na admisséo
hospitalar), se sim, sera registrado o resultado, se ndo, o pesquisador ira realiza-lo de acordo
com as orientagcfes do teste utilizado pelo IDTNP. O material coletado (aspirado de medula
Ossea) sera semeado em Método de Cultura Tradicional (MCT), como ja realizado pelo
IDTNP e uma aliquota serd destinada ao experimento a ser realizado pelo presente estudo.
Seré realizada também a coloracdo das laminas para 0 exame parasitoldgico direto como ja
estabelecido em rotina pelo Laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de Doencas Infecciosas

do IDTNP e sera realizado a PCR como ja estabelecido em rotina.

Riscos possiveis

No que se refere aos riscos considerando Resolucdo 466/12 quando diz que toda
pesquisa envolvendo seres humanos representa riscos ao participante, o presente estudo
representard riscos minimos aos participantes. Desse modo, serd devidamente esclarecido ao

paciente a possibilidade de possivel sensacdo de incomodo, duvidas ou possiveis
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constrangimentos pela revelacdo de questfes relacionadas ao questionario e ao procedimento
de aspiracdo de medula dssea, riscos estes que foram evitados e minimizados por meio da
adocdo de intervencbes como: a garantia de sigilo, confidencialidade e realizacdo da
entrevista em locais que asseguraram a seguranca, além da aplicacdo de uma abordagem livre
de julgamentos e valores. Além disso, a maior parte dos exames que serdo realizados, fazem
parte de uma rotina para qualquer pessoa com a possibilidade de estar com calazar. Uma
pequena quantidade a mais de sangue e de medula 6ssea vai ser necessaria para os testes. E
importante que vocé saiba que hé riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes
da pesquisa. O calazar é quase sempre fatal quando ndo tratado e o tratamento, embora quase
sempre seja eficaz, ocasionalmente pode falhar.

Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de medula 6ssea que serdo utilizadas para confirmar o diagnostico da
leishmaniose visceral e para a realizacdo desta pesquisa, serdo guardadas no laboratério de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de
pacientes com diagnostico confirmado de leishmaniose, principalmente para desenvolver
novos métodos de diagndstico que permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem de

leishmaniose visceral no Brasil e em outras partes do mundo.

Esclarecimentos sobre garantias aos pacientes que aceitarem participar do estudo.

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de salde, em qualquer momento,
se tiver alguma davida em relacdo a participacdo na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e
resultados.

2. Sua participagdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais
participar da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai
trazer nenhum prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de salde aonde
vem sendo tratado. Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participacdo dos
pacientes voluntarios neste estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para vocé.

3. Todas as informacdes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a néo ser
para 0s pais ou responsaveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente

o grupo de estudo, o Ministério da Satde (Brasil) e os Comités de Etica terdo acesso as
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informagdes confidenciais que identificam o paciente pelo nome. VVocé ndo sera identificado
em qualquer relatério ou publicacéo que resulte deste estudo.

4. Se voce tiver qualquer davida com relacao a pesquisa entrar em contato com:

Nome: Amanda de Andrade e Dorcas Lamounier

Telefone: (86) 98125-9995;e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

5. A participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, vocé ndo recebera
nenhuma gratificacdo pela participacéo no estudo.

6. O uso das amostras de sangue e outras que serdo guardadas nos laboratérios dos
centros de referéncia so serdo utilizadas para novos estudos ap6s a aprovacdo dos respectivos
comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre as informacGes particulares de cada pessoa que
participou da pesquisa sera mantido. Em cada centro serdo mantidas as informacdes de
contato de cada um dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade
de informa-lo sobre novos resultados de exames realizados ap6s a finalizacdo do estudo que
possam ser de beneficio no cuidado da sua saude.

8. Os pacientes internados receberdo atestado médico, frente as implicacbes

trabalhistas, devido a falta no trabalho durante o periodo de internacéo.

Observacgdes complementares

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petrénio
Portella - Bairro Ininga. Centro de Convivéncia L09 e 10. CEP: 64.049-550. Teresina—PI.

Tel.: (86) 3215.5734. email: cep.ufpi@ufpi.br. web: www.ufpi.br/cep

“VALIDACAO DE TESTES PARASITOLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL”

Formulario de contato com o paciente

No do paciente em estudo: Registro do IDTNP:
Nome do paciente:

Data de nascimento: / /
Sexo:
Nome da mae:
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Nome do pai:

Informante/

Acompanhante:

Parentesco: Telefone:
Tel.residencial:( ) Tel.comercial:( )

Endereco para correspondéncia:

Ponto de referéncia:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos

Declaragéo do paciente
Eu, , com 18 anos de idade ou mais,

(nome do voluntario)

em pleno gozo das minhas faculdades mentais, concordo em participar como voluntario no

estudo denominado “Valida¢ao de testes parasitologicos para o diagndstico da leishmaniose
visceral”. As implicagdes de minha participagdo voluntaria, incluindo a natureza, duragdo e
objetivo do estudo, os métodos e meios através dos quais ele serd4 conduzido, assim como as
inconveniéncias e riscos esperados foram explicados a mim. Tive a oportunidade de
esclarecer todas as davidas que eu tinha a respeito do estudo. Estou de acordo de que uma
amostra da minha medula 6ssea seja armazenada para pesquisas futuras. Entendo que em
qualquer momento posso desistir de participar do estudo sem sofrer nenhuma punigéo ou

perda de meus direitos. Eu recebi uma copia deste termo de consentimento.

Nome do voluntario Assinatura ou impressdo digital do voluntario

/ / as horas

Data Hora
Declaracgéo da testemunha:
Eu presenciei a explicagdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida

ao voluntario de fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impresséo digital da testemunha

/ / as horas

Data Hora
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Declaragéo do investigador:
Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento,
ele entendeu o objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também

que o paciente recebeu uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do investigador Assinatura do investigador

/ / as horas

Data Hora
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Criancas e Pessoas incapacitadas de
Decidir

Titulo da pesquisa :Validacdo de testes parasitoldgicos para o diagnostico da
leishmaniose visceral
Pesquisadores responsaveis: Amanda de Andrade Gomes Silva e DorcasLamounier
Costa

Telefone: (86) 98125 9995

e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

Informacdes ao voluntario

Estamos convidando para participar como voluntario

de um projeto de pesquisa desenvolvido por pesquisadores da Universidade Federal do Piaui
do Programa de Pds-graduacdo - Mestrado em Ciéncias e Saude. A pesquisa tem como
objetivo validar duas técnicas de cultura modificadas e duas técnicas de microcultura para
diagnostico de infeccdo e/ou doenga da Leishmaniose visceral em pacientes internados em
hospital de referéncia do Piaui.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, ¢ uma doenca causada por
um parasita chamado leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto
chamado fleb6tomo (também conhecido como mosquito palha). O doente apresenta febre,
palidez, emagrecimento, cansaco e crescimento do abdome. O diagndstico € feito pelo exame
do material da medula dssea, que € a parte interior de um dos 0ssos do corpo, geralmente da
bacia ou do térax. O diagnostico pode também ser feito por exame de sangue.

A doenca tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil sdo
realizados alguns diagnosticos laboratoriais para a deteccdo da leishmaniose visceral dos
quais podemos citar os testes parasitologicos e testes imunologicos — dentre eles
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e Intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM); e ainda de maneira complementar o hemograma.

No Brasil os diferentes métodos para diagnéstico de leishmaniose visceral e suas
respectivas taxas de sensibilidade e especificidade, nos despertou a necessidade devalidar
guatro testes parasitologicos para o diagnostico da leishmaniose visceral que podem revelar-se
mais simples e rapido, muito sensivel e com prazo para resultados muito menores, que podera

ajudar a elucidar o diagnostico dos pacientes em um prazo de 48 a 72 horas.
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Descricéo do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criancas que
apresentarem esplenomegalia associada ou ndo a febre que define o quadro suspeito para
calazar, com indicacdo de puncdo de medula dssea para fins diagndsticos, apés a identificacdo
e admissao hospitalar no Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela (IDTNP).

Apenas 0s pacientes com indicacdo medica para diagnostico de doencas a partir de
aspirado de medula déssea serdo convidados a participar do estudo, uma vez que o material
(aspirado de medula Gssea) necessario para o presente estudo sera obtido na puncdo medular
como pratica de diagnostico no IDTNP, ndo sendo os participantes submetidos a nova puncgéo
medular, procedimento doloroso e invasivo, somente com a finalidade de pesquisa —
NENHUM PROCEDIMENTO SERA REALIZADO SOMENTE COM A FINALIDADE DE
PESQUISA.

Apbs 0 seu consentimento para a participacao de

no estudo, sera realizado o procedimento de

aspiracdo de medula 6ssea como ja estabelecido em rotina pelo IDTNP, e verificado em
prontuario se ja foi realizado o teste rapido para leishmaniose (rotina estabelecida na admisséo
hospitalar), se sim, sera registrado o resultado, se ndo, o pesquisador ira realiza-lo de acordo
com as orientagcfes do teste utilizado pelo IDTNP. O material coletado (aspirado de medula
Ossea) sera semeado em Método de Cultura Tradicional (MCT), como ja realizado pelo
IDTNP e uma aliquota serd destinada ao experimento a ser realizado pelo presente estudo.
Serd realizada também a coloracdo das laminas para parasitoldgico direto como ja
estabelecido em rotina pelo Laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de Doencas Infecciosas

do IDTNP e sera realizado a PCR como ja estabelecido em rotina.

Riscos possiveis

No que se refere aos riscos considerando Resolucdo 466/12 quando diz que toda
pesquisa envolvendo seres humanos representa riscos ao participante, o presente estudo
representara riscos minimos aos participantes. Desse modo, sera devidamente esclarecido ao
paciente a possibilidade de possivel sensacdo de incomodo, dividas ou possiveis
constrangimentos pela revelacdo de questfes relacionadas ao questionario e ao procedimento
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de aspiracdo de medula 6ssea, riscos estes que foram evitados e minimizados por meio da
adocdo de intervengfes como: a garantia de sigilo, confidencialidade e realizacdo da
entrevista em locais que asseguraram a seguranca, além da aplicacdo de uma abordagem livre
de julgamentos e valores. Além disso, a maior parte dos exames que serdo realizados, fazem
parte de uma rotina para qualquer pessoa com a possibilidade de estar com calazar. Uma
pequena quantidade a mais de sangue e de medula 6ssea vai ser necessaria para os testes. E
importante que vocé saiba que ha riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes
da pesquisa. O calazar é quase sempre fatal quando ndo tratado e o tratamento, embora quase

sempre seja eficaz, ocasionalmente pode falhar.

Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de medula déssea que serdo utilizadas para confirmar o diagnostico da
leishmaniose visceral e para a realizacdo desta pesquisa, serdo guardadas no laboratério de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de
pacientes com diagndstico confirmado de leishmaniose, principalmente para desenvolver
novos métodos de diagndstico que permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem de

leishmaniose visceral no Brasil e em outras partes do mundo.

Esclarecimentos sobre garantias aos pacientes que aceitarem participar do estudo.

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saide, em qualquer momento,
se tiver alguma davida em relacdo a participacdo na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e
resultados.

2. A participagéo de nesta pesquisa é totalmente

voluntaria. Se vocés decidirem por ndo mais participar da pesquisa, pode-se retirar seu
consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai trazer nenhum prejuizo ao atendimento
rotineiro, a que tem direito na unidade de salde aonde vem sendo tratado. Os responsaveis
pelo estudo poderdo interromper a participacdo dos pacientes voluntarios neste estudo se eles
acharem que esta seja a melhor conduta para vocé.

3. Todas as informacdes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a ndo ser
para 0s pais ou responsaveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente

o grupo de estudo, o Ministério da Satde (Brasil) e os Comités de Etica terdo acesso as
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informagdes confidenciais que identificam o paciente pelo nome. VVocé ndo sera identificado
em qualquer relatério ou publicacéo que resulte deste estudo.

4. Se voce tiver qualquer davida com relacao a pesquisa entrar em contato com:

Nome: Amanda de Andrade e DorcasLamounier

Telefone: (86) 98125-9995;e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

5. A participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, vocé ndo recebera
nenhuma gratificacdo pela participacéo no estudo.

6. O uso das amostras de sangue e outras que serdo guardadas nos laboratérios dos
centros de referéncia so serdo utilizadas para novos estudos ap6s a aprovacdo dos respectivos
comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre as informacGes particulares de cada pessoa que
participou da pesquisa serd mantido. Em cada centro serdo mantidas as informacdes de
contato de cada um dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade
de informa-lo sobre novos resultados de exames realizados ap6s a finalizacdo do estudo que
possam ser de beneficio no cuidado da sua saude.

8. Os pacientes internados receberdo atestado médico, frente as implicacbes

trabalhistas, devido a falta no trabalho durante o periodo de internacéo.

Observacgdes complementares

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petrénio
Portella - Bairro Ininga. Centro de Convivéncia L09 e 10. CEP: 64.049-550. Teresina—P1I.

Tel.: (86) 3215.5734. e mail: cep.ufpi@ufpi.br web: www.ufpi.br/cep

“VALIDACAO DE TESTES PARASITOLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL”

Formulario de contato com o paciente

No do paciente em estudo: Registro do IDTNP:
Nome do paciente:

Data de nascimento: / /
Sexo:
Nome da mae:
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Nome do pai:

Responsavel Legal:

Parentesco: Telefone:
Tel.residencial:( ) Tel.comercial:( )

Endereco para correspondéncia:

Ponto de referéncia:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Criancas e Pessoas Incapacitadas de
Decidir

Declaracédo do responsavel

Eu, , com 18 anos de idade ou

(nome do responséavel)

mais, detentor de integral competéncia para decidir por

torno-o um voluntério para participar do

nome do paciente)

estudo denominado “Validagao de testes parasitoldgicos para o diagnostico da leishmaniose
visceral”. As implicagdes desta participagdo voluntaria, incluindo a natureza, duragdo e
objetivo do estudo, os métodos e meios através dos quais ele serd conduzido, assim como as
inconveniéncias e riscos esperados foram explicados a mim. Tive a oportunidade de
esclarecer todas as davidas que eu tinha a respeito do estudo. Estou de acordo de que uma
amostra do sangue e da medula dssea sejam armazenados para pesquisas futuras. Entendo
gue em qualquer momento posso desistir da participacdo neste estudo sem que este individuo
sofra nenhuma punicdo ou perda de seus direitos. Eu recebi uma copia deste termo de

consentimento.

Nome do voluntério Assinatura ou impressdo digital do responsavel

/ / as horas

Data Hora
Declaracgéo da testemunha:
Eu presenciei a explicacdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida
ao responsavel pelo paciente de fazer perguntas neste documento e testemunhar a assinatura

do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impressdo digital da testemunha
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/ / as horas

Data Hora

Declaragéo do investigador:

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento,
ele entendeu o objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também

que o responsavel paciente recebeu uma cépia do termo de consentimento.

Nome do investigador Assinatura do investigador

/ / as horas

Data Hora
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Termo de assentimento livre e esclarecido

(destinado aos pacientes de 07 a 17 anos de idade)

Titulo da pesquisa: Validacdo de testes parasitologicos para o diagnostico da
leishmaniose visceral
Pesquisadores responsaveis: Amanda de Andrade Gomes Silva e Dorcas Lamounier
Costa

Telefone: (86) 98125 9995

e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

Informacdes ao voluntario participante da pesquisa

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores da Universidade Federal do Piaui do Programa de Poés-
graduacdo - Mestrado em Ciéncias e Saude. Nds discutimos esta pesquisa com seus pais ou
responsaveis e eles sabem que também estamos pedindo seu acordo.

Vocé pode discutir qualquer coisa deste formulario com seus pais, amigos ou qualquer
um com quem Vvocé se sentir a vontade de conversar. Pode haver algumas palavras que ndo
entenda ou coisas que vocé quer que seja explicado melhor, porque vocé ficou mais
interessado ou preocupado. Quando tiver qualquer duvida pare a leitura e peca explicacao.

A pesquisa tem como objetivo “testar” duas técnicas de cultura modificadas e duas
técnicas de microcultura para o diagnostico de leishmaniose visceral em pacientes internados
em hospital de referéncia do Piaui.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é uma doenca causada por
um arasita chamado leishmania que infecta o ser humano por meio da picada de um inseto
chamado fleb6tomo (também conhecido como mosquito palha). O doente apresenta febre,
palidez, emagrecimento, cansaco e crescimento do abdome. O diagndstico é feito pelo exame
do material da medula 6ssea, que é a parte interior de um dos 0ssos do corpo, geralmente da
bacia ou do térax (proximo a regido do “peito”’). O diagnostico pode também ser feito por
exame de sangue.

A doenca tem cura, mas pode ser grave e pode matar se ndo for tratada. No Brasil sdo
realizados alguns diagnosticos laboratoriais para a deteccdo da leishmaniose visceral como

por exemplo os testes parasitologicos e testes imunoldgicos — dentre eles Imunofluorescéncia
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Indireta (IFI), Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) e Intradermorreagdo de Montenegro
(IDRM); e ainda de maneira complementar o hemograma.

No Brasil os diferentes métodos para diagndstico de leishmaniose visceral e suas
respectivas taxas de sensibilidade e especificidade, nos despertou a necessidade de “testar”
quatro testes parasitoldgicos para o diagndstico da leishmaniose visceral que podem ser mais
simples e rapido, muito sensivel e com tempo para resultados muito menores, com resultado

do diagndstico dos pacientes em um tempo de 48 a 72 horas.

Descricdo do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens, mulheres e criancas que
apresentarem esplenomegalia associada ou ndo a febre que define o quadro suspeito para
calazar, com indicacdo de puncdo de medula 6ssea para fins diagnosticos, apds a identificacdo
e admiss&o hospitalar no Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela (IDTNP).

Apenas 0s pacientes que 0 medico pedir o exame para diagnostico de doencas usando a
medula dssea serdo convidados a participar do estudo, pois a medula 6ssea que precisamos
para o estudo, j& vai ser coletada como pratica de diagnostico no hospital (IDTNP), ndo sendo
realizado uma nova coleta da medula dssea, procedimento doloroso e invasivo, somente com
a finalidade de pesquisa — NENHUM PROCEDIMENTO SERA REALIZADO SOMENTE
COM A FINALIDADE DE PESQUISA.

Apds o consentimento do paciente no estudo, serd realizado o procedimento de
aspiracdo de medula 6ssea como ja estabelecido em rotina pelo IDTNP, e verificado em
prontuario se ja foi realizado o teste rapido para leishmaniose (rotina estabelecida na admisséo
hospitalar), se sim, sera registrado o resultado, se ndo, o pesquisador ira realiza-lo de acordo
com as orientagOes do teste utilizado pelo IDTNP. O material coletado (aspirado de medula
0ssea) sera semeado em Método de Cultura Tradicional (MCT), como ja realizado pelo
IDTNP e uma aliquota serd destinada ao experimento a ser realizado pelo presente estudo.
Serd realizada também a coloracdo das laminas para parasitolégico direto como ja
estabelecido em rotina pelo Laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de Doencas Infecciosas

do IDTNP e sera realizado a PCR como ja estabelecido em rotina.

Riscos possiveis
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No que se refere aos riscos considerando Resolucdo 466/12 quando diz que toda
pesquisa envolvendo seres humanos representa riscos ao participante, o presente estudo
representara riscos minimos aos participantes. Desse modo, serd devidamente esclarecido ao
paciente a possibilidade de possivel sensacdo de incomodo, ddvidas ou possiveis
constrangimentos pela revelacdo de questfes relacionadas ao questionario e ao procedimento
de aspiracdo de medula dssea, riscos estes que foram evitados e minimizados por meio da
adocdo de intervencbes como: a garantia de sigilo, confidencialidade e realizacdo da
entrevista em locais que asseguraram a seguranca, além da aplicacdo de uma abordagem livre
de julgamentos e valores. Além disso, a maior parte dos exames que serdo realizados, fazem
parte de uma rotina para qualquer pessoa com a possibilidade de estar com calazar. Uma
pequena quantidade a mais de sangue e de medula 6ssea vai ser necesséria para os testes. E
importante que vocé saiba que ha riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes
da pesquisa. O calazar é quase sempre fatal quando néo tratado e o tratamento, embora quase
sempre seja eficaz, ocasionalmente pode falhar.

Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de medula dssea que serdo utilizadas para confirmar o diagnostico da
leishmaniose visceral e para a realizacdo desta pesquisa, serdo guardadas no laboratério de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de
pacientes com diagndstico confirmado de leishmaniose, principalmente para desenvolver
novos métodos de diagndstico que permitam facilitar o cuidado aos pacientes que sofrem de

leishmaniose visceral no Brasil e em outras partes do mundo.

Esclarecimentos sobre garantias aos pacientes que aceitarem participar do estudo.

1. Vocé pode pedir esclarecimento aos profissionais de satde, em qualquer momento,
se tiver alguma davida em relacdo a participacdo na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e
resultados.

2. Sua participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais
participar da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai
trazer nenhum prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de salde aonde
vem sendo tratado. Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participacdo dos

pacientes voluntarios neste estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para voce.
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3. Todas as informacfes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes, a ndo ser
para 0s pais ou responsaveis, no caso dos menores de idade. Se for solicitado por lei, somente
o grupo de estudo, o Ministério da Satde (Brasil) e os Comités de Etica terdo acesso as
informagdes confidenciais que identificam o paciente pelo nome. VVocé ndo sera identificado
em qualquer relatério ou publicacdo que resulte deste estudo.

4. Se voce tiver qualquer davida com relacdo a pesquisa entrar em contato com:

Nome: Amanda de Andrade e Dorcas Lamounier

Telefone: (86) 98125-9995;e-mail: a.manda.andrade@hotmail.com

5. A participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, vocé ndo recebera
nenhuma gratificacdo pela participacéo no estudo.

6. O uso das amostras de sangue e outras que serdo guardadas nos laboratérios dos
centros de referéncia so serdo utilizadas para novos estudos ap6s a aprovacao dos respectivos
comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre as informagGes particulares de cada pessoa que
participou da pesquisa serd mantido. Em cada centro serdo mantidas as informacdes de
contato de cada um dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras caso haja necessidade
de informa-lo sobre novos resultados de exames realizados ap6s a finalizacdo do estudo que
possam ser de beneficio no cuidado da sua saude.

8. Os pacientes internados receberdo atestado médico, frente as implicacdes

trabalhistas, devido a falta no trabalho durante o periodo de internacéo.

Observagdes complementares

Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFPI - Campus Universitario Ministro Petrénio
Portella - Bairro Ininga. Centro de Convivéncia L09 e 10. CEP: 64.049-550. Teresina—P1I.

Tel.: (86) 3215.5734. email: cep.ufpi@ufpi.br web: www.ufpi.br/cep

“VALIDACAO DE TESTES PARASITOLOGICOS PARA O DIAGNOSTICO DA
LEISHMANIOSE VISCERAL”

Formulario de contato com o paciente

No do paciente em estudo: Registro do IDTNP:
Nome do paciente:




Data de nascimento: /

Sexo:

Nome da mae:

Nome do pai:

Informante/
Acompanhante:

Parentesco:

Telefone:

Tel.residencial:( )

Endereco para correspondéncia:

Tel.comercial:( )

Ponto de referéncia:
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Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

(destinado aos pacientes de 11 a 17 anos de idade)

Declaracdo do paciente

Eu, , com idade entre 07 e 17 anos em pleno

(nome do voluntario)

gozo das minhas faculdades mentais, concordo em participar como voluntario no denominado

“Validagdo de testes parasitologicos para o diagndstico da leishmaniose visceral”. As
implicacdes de minha participacdo voluntaria, incluindo a natureza, duracdo e objetivo do
estudo, os métodos e meios através dos quais ele serd conduzido, assim como as
inconveniéncias e riscos esperados foram explicados a mim. Tive a oportunidade de
esclarecer todas as davidas que eu tinha a respeito do estudo. Estou de acordo de que uma
amostra da minha medula 6ssea seja armazenada para pesquisas futuras. Entendo que em
qualquer momento posso desistir de participar do estudo sem sofrer nenhuma punigéo ou
perda de meus direitos. Eu recebi uma cdpia deste termo de consentimento.

Nome do voluntério Assinatura ou impressdo digital do voluntario

/ / as horas

Data Hora

Declaracdo da testemunha:

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida

ao voluntario de fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impresséo digital da testemunha

/ / as horas

Data Hora
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Declaragéo do investigador:
Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento,
ele entendeu o objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também

que o paciente recebeu uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do investigador Assinatura do investigador

/ / as horas

Data Hora



1.

No. do paciente no estudo:

Nome:

APENDICE B — Questionario

QUESTIONARIO
IDENTIFICACAO

. NUmero do prontuario no IDTNP:

Procedéncia (UF) :

2.

Data do nascimento: [/ [/ Data da admissao: /

Municipio :

Sexo: ( )M ( )F
_

HISTORIA CLINICA

Tempo de doenca: dias
Perda de PESO........ciiiieierierie i
Se sim, quantificar: g

Se sim duracédo da febre: dias
(08 1 -1 1 4 0 LSS
PalITRZ. ... oo

Fadiga / Stenia........cccooeiiriiicieeee e
VOMITOS....eeiieeeieeee ettt sae e e e
SONOIENCIA. ...cvveee e
INSONIA ..o
INAPETENCIA. ..o
Aumento do volume abdominal...........cccooeiiiiniiiinnnn
DIAITEIA. ...cvveeee e
Constipacdo intestinal............cccooeiiiiiiiiii e

Dor abdominal.......cceeeeeee e

DISPNEIA. .....eicvieiececee e
Alteracao da Cor da Urina.........ccoceeeeiverieneiineniseeeeee,

(@] 110U ¢ T TSR

e N e e N e T e T T e T e e T e )

Datadaalta: __ /
) 1.Sim 2. Néo
) 1. Sim 2. Ndo
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Néo
) 1. Sim 2. Néo
) 1. Sim 2. Néao
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Néo
) 1. Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Né&o
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Né&o
) 1.Sim 2. Né&o
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Néo
) 1.Sim 2. Né&o
) 1. Sim 2. Ndao
) 1. Sim 2. Ndo

© O© © O O© O© O© O O O O O O ©o O o o

/
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. Ignorado

. Ignorado

. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado

. Ignorado



3.

Queda de Cabel0........cccveviiicee ( ) 1.Sim 2.Néo
EeMa......o e ( ) 1.Sim 2.Nao
PELEQUIAS. .. eevvecveeieeie et ( ) 1.Sim 2.Nao
EQUIMOSES.....cviivieciieie et ( ) 1.Sim 2.Nao
EPISTAXE. ..o s ( ) 1.Sim 2.Nao
Sangramento gengival...........ccocoviiiiiieninincer e ( ) 1.Sim 2.Nao
Sangramento em locais de punGao...........ccccceevvevvervvennenne ( ) 1.Sim 2.Nao
Sangramento digestiVO........ccoovvevvereiiere e ( ) 1.Sim 2.Nao
Hematlria macroSCOPICA. .........corveeririereeiinienieesie e, ( ) 1.Sim 2.Néo
EXAME FiSICO

Peso: ., kg Estatura: _ _cm PA:_ x  mmHg FC:___ bpm FR:_____ irpm
Temperatura axilar maxima durante a internacdo _ oC

Estado geral ( ) 1.Bom 2. Regular 3. Comprometido

Consciente () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Cor das mucosas

(

) 1. Normocoradas 2. Palidez leve/moderada 3. Palidez acentuada

Ictericia ( ) 1.Sim 2. Nd&o 9. Ignorado

Perfusdo periférica () 1. Boa 2. Cianose de extremidades

Lesdes de pele / Especificar () 1.Sim 2. Nao 9. Ignorado

3. Cianose generalizada

© ©O© ©O© O ©O© O ©O© O ©
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. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado

. Ignorado

Se sim, especificar (tipo da lesdo, localizagdo, tamanho, forma, contornos, ulceragdo, elevacéo,

secrecdo)

Alopecia () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Linfonodomegalia ( ) 1. Ausente 2. Em 1-2 cadeias 3. Em mais de 3 cadeias

Hidratacdo ( ) 1. Hidratado 2. Desidratado |

Edema ( ) 1. Ausente 2. Edemade MMII 3. Edema generalizado

Estado nutricional: () 1. Eutréfico 2. Desnutrido | 3. Desnutrido Il 4. Desnutrido 111 9. Ignorado

Dispnéia () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Se sim, retragdes intercostais ou subdiafragmaticas ( ) 1. Sim 2. N&o 9. Ignorado

Ausculta pulmonar () Normal ( ) Estertores crepitantes () Estertores bolhosos
() Sibilos ( ) Roncos

Outras:

3. Desidratado 11 4. Desidratado Il 9. Ignorado

Ausculta cardiaca () Normal ( ) Sopro ( ) Arritmia ( ) Ritmo de galope ( ) Frémito

() Atrito pericardico ( ) Abafamento de bulhas

() Outras:

Esplenomegalia ( ) 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Se sim, baco a

cm do BCE, na linha hemiclavicular, em direcdo a ponta



Hepatomegalia ( ) 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado
Se sim, figado a cmdoBCD e cm do apéndice xifoide

Outros dados relevantes:
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Diagnostico anterior de LV: () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

4. TERAPEUTICA UTILIZADA 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

Terapia de suporte:

Data: /[

Terapia especifica

() Antibidticos () Antimonial de N metil glucamina
() Concentrado de hemacias Data: [/ |
() Concentrado de plaquetas () Desoxicolato de anfotericina B
() Plasma Data: [/ [
() Vitamina K () Anfotericina B lipossomal
() Complexo protrombinico Data: /|
() Acido acetil salicilico ou terapia anticoagulante () Miltefosina
Data: [/ [
() Outras:
5. COMPLICACOES 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

) Infeccéo urinéria

) Insuficiéncia renal

) Pneumonia

) Infeccdo cuténea ou do tecido celular subcutaneo
) Sepse

) Hemorragia

) Convulsdes

) Outra:

AN N AN N N N N N

6. CO-MORBIDADES 1.Sim 2.Nao 9. Ignorado
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( )HIV/aids
() Uso de drogas imunossupressoras
( ) Cancer.

Especificar:

( ) Transplante.

Especificar:

() Doenca renal crénica

() Doenca hepatica cronica

( ) Outra:
7. EVOLUCAO CLINICA

Numero de dias de febre apds o inicio da terapia especifica: dias

Tamanho do baco a saida do hospital: cm do RCE

Tamanho do figado a saida do hospital: cm do RCD

() Alta hospitalar com melhora

() Alta hospitalar sem melhora

() Transferéncia para UTI

() Transferéncia para outro servico

() Obito

Em caso de obito, data do dbito: ] Causa

mortis:

Comentarios:




