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A classe de pesquisadores das leishmanioses.



“Problemas nao sdo obstaculos,
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RESUMO

Os parasitas do género Leishmania apresentam uma variabilidade de espécies na regido
Amazobnica e para sua correta identificacdo é necessario o0 isolamento dos mesmos.
Atualmente para o isolamento do parasita e posterior diagnostico da doenca tém se utilizado a
técnica de microcultivo in vitro. O objetivo de nosso trabalho foi otimizar a técnica de
microcultivo in vitro para o isolamento de Leishmania sp. Para o isolamento, além do
microcultivo, foi analisado a técnica de vacuo-aspiracdo adaptada e a viabilidade do parasita a
temperaturas abaixo de 25°C. No total foram utilizados 18 hamsters, infectados com amostras
de casos clinicos de Leishmaniose tegumentar americana, sendo 3 de Leishmania.
(Leishmania) amazonensis e 2 de Leishmania.(Viannia) braziliensis o qual foram realizados
56 cultivos por vacuo-aspiragdo em meio NNN, 12 em microtubos e 23 por microcapilares
com RPMI suplementado, mantidos entre 25° e 31°C. Para a segunda etapa, participaram 7
pacientes, totalizando 6 culturas por vacuo-aspiracao e 42 por microcapilares. Conservou-se a
baixa temperatura 7 tubos com NNN que foram mantidas a 5°C. Foi observado que 0s
isolamentos por vacuo-aspiragdo de amostras de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis em
hamsters foram sensiveis a adaptacdo da técnica, diferente das amostras de pacientes. A
positividade variou entre 2 a 8 dias e 4 e 5 dias respectivamente. Os microtubos apresentaram
positividade para as mesmas amostras de hamsters no periodo de 5 a 8 dias. Para as amostras
dos pacientes, 2/12 tubos por vacuo-aspiracdo foram positivos e para isolamento em
microcapilares 6/42, valores inferiores aos encontrados na literatura. A amostras conservadas
a 5°C apresentaram viabilidade até o 30° dia. Com estes resultados foi observado que o
microcultivo é vidvel para uso dentro de nossa regido, entretanto se mostrou limitado para o
isolamento de amostras provenientes de pacientes. Devem-se utilizar outros meios de cultivo,
de modo a observar o comportamento do parasito e também aperfeigoar a coleta do material
da leséo a fim de melhorar os resultados de isolamento.

Palavras-chave: Leishmania. Microcultivo. Vacuo-aspiragao.
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ABSTRACT

Leishmania parasites have variability of species in the Amazon region and its correct
identification is necessary to isolate them. Currently for the isolation of the parasite and
subsequent diagnosis of the disease have used the technique of in vitro microculture. Hence,
the aim of our study was to optimize the in vitro microculture technique for isolation of
Leishmania sp. to contribute to the identification of Leishmania (Leishmania) amazonensis
and Leishmania (Viannia) braziliensis circulating in the state of Para For isolation beyond the
microculture was analysed the technique of vacuum aspiration adapted, and parasite viability
at temperatures under 25°C. Was used 18 hamsters infected with samples from clinical cases
of CL, 3 L. (L). amazonensis 2 and L. (V). braziliensis which held 56 culture by vacuum-
aspiration in NNN media, 12 in microtubes and 23 in microcapillaries with RPMI media
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% Penicillin-Gentamicin maintained
between 25°C and 31°C. For the second stage, participated in seven patients, a total of 6
cultures by vacuum aspiration and 42 by microcapillary. It was remained at low temperature 7
tubes with NNN which were kept at 5°C. It was observed that the isolates by vacuum-
aspiration samples of L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis in hamsters were
susceptible to adaptation of the technique, differently of samples of patients. The positivity
ranged between 2-8 days and 4 and 5 days respectively. The microtubes were positive for the
same samples of hamsters in the period 5-8 days. For samples of patients, 2/12 tubes by
vacuum-aspiration were positive for isolation and in microcapillaries 6/42 less than the values
found in literature. The samples stored at 5°C showed viability until 30° day. Thus, we find
that the microculture IS viable for use within our region.

Keywords: Leishmania. Microculture. Vacuum aspiration
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1- INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses que representam um complexo espectro clinico
e diversidade epidemiologica, por isso considerada um grande problema de saude publica
atingindo mais de 14 milhdes de pessoas, onde vivem em areas de risco, cerca de 350 milhdes
de pessoas (BRASIL, 2007; WHO, 2008a)

O diagnostico das leishmanioses pode ser realizado através de provas imunoldgicas,
moleculares e parasitologicas (HERWALDT, 1999).

A correta identificacdo do parasita por critérios bioldgicos e bioquimicos reconhecidos
é superior em estudos de ecoepidemiologia especialmente onde leishmanias diferentes estdo
circulando na natureza (LAINSON e SHAW, 1978).

O isolamento do parasita em meios de cultura é muito utilizado nos centros de
pesquisa, e em laboratorios que dispde de recursos materiais para a implementacdo da mesma,
sendo importante por servir de base para determinadas técnicas de diagnostico molecular,
identificacdo do parasita por eletroforese de isoenzimas, imunofluorescéncia indireta por
anticorpos monoclonais e criopreservagdo de cepas para pesquisas parasitologicas em geral. O
cultivo in vitro do parasita do género Leishmania é realizado em tubos de ensaio considerado
por muitos pesquisadores como macrocultivo, em um ambiente com caracteristicas
laboratoriais, apresentando boas condi¢Ges de higiene e biosseguranca para 0 sucesso do

isolamento.

Atualmente para o isolamento do parasita e posterior diagnostico da doenca tém se
utilizado a técnica de microcultivo in vitro, que utiliza placas, microtubos e microcapilares,
que permitem o uso de um volume menor de meio de cultura e consequentemente um inferior

tempo de crescimento do parasita quando comparado ao método tradicional de cultura.

Neste ambito é importante que novas alternativas sejam encontradas para que ocorra
com sucesso 0 isolamento do parasita, visto que muitos estudos e avangos na pesquisa deste

género dependem disso.
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2 - JUSTIFICATIVA

O isolamento do parasita em meio de cultivo in vitro tem sido dificil pela alta
contaminagdo do material. Como alternativa para diminuir 0 nimero de contaminagdes €
utilizado o cultivo in vivo, onde um animal suscetivel, como por exemplo o hamster € usado
durante o processo de isolamento do parasita, entretanto devido a dificuldade ao acesso e
principalmente manutencdo desses animais em laboratdrios, ocorre em alguns casos a
restricdo do diagnostico apenas a dados provenientes de observacdes clinicas e parasitoscopia
direta.

Assim, devido iniUmeras necessidades do reconhecimento do parasita para estudos
epidemioldgicos da leishmaniose, que é endémica na regido amazonica, e para auxiliar nas
terapias de pacientes, € importante que haja sucesso no isolamento do parasita, que hoje é
restrito a técnica de cultivo in vitro e in vivo, e este sucesso atualmente depende da espécie a
ser isolada e da técnica e/ou manipulacdo do material coletado. Diante disto, decidimos buscar
novas alternativas, pois, torna-se cada vez mais necessario o investimento na aplicacdo de
novas técnicas de isolamento do parasito e que possa ser de facil uso ndo somente nas rotinas

dos laboratorios de referéncia.
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3-OBJETIVOS:

3.1 -GERAL

Otimizar a técnica de microcultivo in vitro para o isolamento de Leishmania sp

visando contribuir para a identificacdo das espécies circulantes na regido.

3.2 - ESPECIFICOS

- Padronizar a técnica de microcultivo no laboratorio de Biologia Molecular e Celular
do Nucleo de Medicina tropical da UFPA;

- Avaliar o método da microcultura comparado ao método utilizado no laboratério de
referéncia de Leishmaniose do IEC.

- Isolar Leishmania do sangue periférico de pacientes com LVA;

- Avaliar o grau de sucesso no isolamento de Leishmania do subgénero Viannia pelo
método de microcultura

- Avaliar o tempo de preservacao de cultura em temperatura abaixo de 25°C.
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4 - REFERENCIAL TEORICO

4.1 - ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses sdo zoonoses consideradas inicialmente, de transmisséo
essencialmente silvestre em ambientes rurais, apresentando hoje mudangas no padrédo de
transmissdo em decorréncia das modificagcbes sdcioambientais, como o desmatamento e 0
processo migratorio caracterizado pelo éxodo rural, levando o homem para as periferias das
grandes cidades (BRASIL, 2004).

A doenca é causada por protozoarios que sao parasitos intracelulares obrigatorios da
celulas do sistema fagocitico-mononuclear apresentando duas formas durante seu ciclo
bioldgico, promastigota (com flagelo livre) e amastigota (sem flagelo livre) (SHAW e
LAINSON, 1981; ARRUDA NETO e FARHAT, 1994).

No continente americano, as formas clinicas da doenca sdo conhecidas como
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana (LVA). A
LTA é uma doenca de evolugdo cronica, que acomete isoladamente ou em associacao, pele e
mucosas (FALQUETO e SESSA, 2004). A severidade da doenca varia de forma cutanea
benigna e de cura espontanea até formas severas, muitas vezes multilantes (DORVAL et al,
2006).

Na LTA, as manifestacfes clinicas se apresentam com lesBes por Ulceras simples e
Ulceras multiplas deformantes, como também forma anérgica difusa de dificil tratamento
(LLANOS-CONTAS et al., 1984; FRANKE et al., 1990). Suas manifestacdes variam por
meio de formas polares e intermediarias que vao desde a forma cutaneo mucosa hiperégica
(LCM) até a forma cutanea anérgica difusa (LCAD), passando pelas formas intermediarias
que sdo a forma cutaneo localizada normoreativa (LCL) e a forma cutdnea disseminada
boderline (LCDB) hiporeativa reversivel (SILVEIRA et al., 2002). A doenca pode acarretar
um grande namero de lesdes, chegando até 200, causando séria incapacidade e preconceito
social (WHO, 2008c).
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No Brasil a LVA é causada essencialmente por uma unica espécie, a Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi (BRASIL, 2004). Na LVA ha um aumento do bago e figado,
pancitopenia, edema facial, diarréia e dificuldade respiratéria (CUNNINGHAM, 2002), além
de febre irregular de longa duracdo e acentuado emagrecimento e palidez cutaneo-mucosa
(BADARO e DUARTE, 2004), levando o individuo a morte quando néo tratado (BADARO
etal., 1986., DE BEER et al., 1990).

As leishmanioses sdo um risco ocupacional para os trabalhadores da éarea rural
(LAINSON e SHAW, 1974) e de outras atividades como por exemplos pesquisadores, turistas
e cacadores (LAINSON, 1981). Como boa parte das zoonoses a intensidade com que a doenca
atinge o homem depende, principalmente das alteragdes do ambiente natural, comportando-se
de forma epidémica em areas recém desmatadas (PIGNATTI, 1995; GOMES, 1992 apud
PIGNATTI, 2004).

Com relagdo a origem e expansdo das leishmanioses na regido amazonica existem dois
tipos de hipoteses propostas a respeito da LTA, a tradicional, por meio da imigracdo e
geossistema amazonico e as mais modernas sobre as migra¢des na regido amazonica, sendo a
altima melhor aceita. (ALTAMIRO-INCISO, 2003). Outro estudo refere que a origem a
difusdo da leishmaniose humana, baseado em estudos epidemioldgicos e da distribuicdo
geografica do parasita, tenha se iniciado na regido amazonica a partir de sua regido ocidental
(MARZOCHI et al 1994).

Em relacdo a LVA existe uma grande polémica em torno de sua origem no novo
Mundo, se ela foi introduzida recentemente na época da colonizagdo européia por meio de
caes e causada pela espécie de Leishmania (Leishmania) infantum, ou ha varios milhGes de
anos, devendo a espécie ser classificada como Leishmania (L.) chagasi considerando a mesma
um caso autoctone (ADLER, 1940; LAINSON et al, 1987).

A LVA ¢é uma doenga emergente em varias areas urbanas brasileiras o que é explicado
pelas transformagdes ambientais associadas a movimentos migratorios e a 0 processo de
urbanizagdo (COSTA et al., 1990). Assim como pelo contato de cées abandonados que vagam
em areas periféricas e retornam ao centro da cidade proliferando a infeccdo entre cées e
humanos (COSTA et al., 2007).
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Ja a descoberta dos agentes etiologicos da leishmaniose, ocorreu no inicio do século
X1X, quando na india Cunningham (1885) observou a forma amastigota em um caso de
“calazar”, e na Rdussia, Borovsky (1898) demostrou que o agente etiolégico “Botdo do
Oriente” era um protozoario. Em 1901, Willian Leishman identificou determinados
organismos por meio da escarificacdo de lesdo proveniente de um paciente que morreu por
"febre dum-dum”. Naquele tempo "Dum-dum”, uma cidade ndo longe de Calcuta, foi
considerada particularmente insalubre, devido gravidade da doenca. Inicialmente estes
organismos foram identificados como novas formas de Trypanossomas, entretanto, em 1903,
W. Leishmam descreveu os corpusculos que hoje reconhecemos como Leishmania e Ronald
Ross relacionou estes organismos com o Kala-azar, que 0 nomeou de Leishmania Donovani,
classificado-os no género Leishmania. (SILVA, 1957 apud PIMENTA LEANDRO &
SHALL, 2007; WHO, 2008b).

4.2 - SISTEMATICA

A Classificacdo Taxonémica do parasita apresenta-se da seguinte forma (LAINSON,
1997b):

Reino: PROTISTA Haeckel 1866

Sub-Reino: PROTOZOA Goldfuss 1817

Filum: SARCOMASTIGOPHORA Honiberg e Balamuth 1963
Sub-Filum: MASTIGOPHORA Deising 1866

Classe: ZOOMASTIGOPHOREA Calkins 1909

Ordem: KINETOPLASTIDA Honigberg 1963, emend. Vickermam 1976
Sub-ordem TRYPANOSOMATINA Kent 1880

Familia TRIPANOSSOMATIDAE Doflein 1901, emed. Grobben 1905

Género Leishmania Ross 1903
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4.3 - BIOLOGIA

Os parasitos do género Leishmania sdo digenéticos apresentando alternancia de
evolucdo entre hospedeiros vertebrados e invertebrados. Nesse ciclo de desenvolvimento, a
Leishmania apresenta-se em dois aspectos, na forma flagelada denominada promastigota
(Figura 1) que sobrevive extracelularmente e é encontrada no trato digestivo do vetor
flebotomineo (hospedeiro invertebrado) e na forma amastigota (Figura 2) sem flagelo livre,
podendo ser encontrada nos macréfagos, na medula 6ssea e nas células do sistema fagocitico
mononuclear do hospedeiro vertebrado mamifero (SHAW,1982; PUENTES et al 2000).

Nos macrofagos, multiplica-se exclusivamente dentro de vacuolos por divisdo binaria
(LAINSON e SHAW, 1992; GENARO, 2003; BADARO e DUARTE, 2004).

Os amastigotas do género Leishmania sdo celulas pequenas, ovoéides e arredondadas,
de nucleos relativamente grandes e cinetoplastos em forma de bastdes, e sdo vistos no interior
de histiocitos (LOUREIRO, 1998). Esta forma caracteriza-se por apresentar poucas estruturas
internas, entre elas um cinetoplasto levemente achatado e de contorno ovoide, por vezes
eliptico ou fusiforme (REY, 2008). E um parasito pequeno, sem flagelo livre, vivendo e
multiplicando-se dentro de macréfagos localizados na pele, visceras ou no sangue de
hospedeiros mamiferos (LAINSON, 1997b).

A forma amastigota possui dimens6es de aproximadamente 2 a 6 um de comprimento
por 1,5 a 3 um de largura e a promastigota e 14 a 20 um de comprimento por 1,5 a 4 um
largura (Figura 3) (REY, 2008).



Figura 1 — Promastigota em cultura
Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.htm

Figura 2 — Forma amastigota
Fonte: http://www.ufrgs.br/para-site/lmagensatlas/Protozoa/Leishmania.htm
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Figura 3- Ultraestrutura das leishménias: A, forma amastigota; B, forma promastigota
Fonte: REY (2008).

Durante o ciclo biologico (Figura 4), a fémea do flebotomineo, inseto da ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e do género Lutzomya (LEWIS et al
1977), ap0s exercer repasto sanguineo, ocorre no intestino do mesmo a transformacéo da
forma amastigota para a promastigota, multiplicando-se em grande numero por divisdo
simples e assexuada, migrando posteriormente para a proboscida do inseto (LAINSON,
1997b). Ainda que as divisdes sejam sempre binarias e completas, estes parasitos
permanecem agrupados, formando aglomerados com aspecto de rosaceas, ocorre entdo uma
intensa multiplicacdo do parasito, que invadem as por¢Oes anteriores do estdbmago e o

proventriculo do flebotomineo, dificultando a ingestdo de sangue pelo parasito, e devido
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multiplicagdo parasitaria causar uma obstrugdo mecanica, o inseto torna-se faminto e procura

sugar e picar pessoas e animais (REY, 2008). No hospedeiro mamifero a infeccdo se inicia

quando a forma promastigota é inoculada pela fémea do inseto vetor apds repasto sanguineo.

Os parasitos penetram entdo nos macrdfagos da pele passando a assumir a forma amastigota,

que se multiplica também por divisdo assexuada

Estagio no vetor

Flebotomineo realiza repasto sanguineo
Divisao no intestino e inko the skim)
migracéo para

probéscida ﬁ Wﬂh

T

Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino

M @ ——
] h
|'*":.=!
Flebotomineo realiza repasto
sanguineo

Ingestdo de céula
parasitada

Estagio no humano

Promastigotas sao
fagocitadas por
macréfagos

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro de macrofagos

Amastigotas se multiplicam
em células hospedeiras

Figura 4 — Ciclo Biol6gico do parasito do género Leishmania

Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.htm
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4.4 - CLASSIFICACAO, IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS ESPECIES DE
LEISHMAANIAS.

O melhoramento de métodos para a deteccdo, isolamento e a identificacdo de
Leishmania, tem claramente indicado uma multiplicidade de espécie deste parasito
(LAINSON, 1997a). No Brasil a técnica mais empregada na caracterizagdo e identificacéo das
amostras de Leishmania em nivel de espécies é a eletroforese de izoenzimas que €
considerada padrdo ouro para a identificacdo (GARDNER et al, 1974; SHAW, 1985). No
entanto, para a realizacdo dessa caracterizacdo € necessario o isolamento do parasito em meio

de cultivo in vivo e/ou in vitro.

Foi proposto por Lainson e Shaw (1979), que o género Leishmania fosse classificado
em dois subgéneros: Viannia e Leishmania, de acordo com o desenvolvimento do parasito no
tubo digestivo do inseto vetor. Deste modo pertencem ao subgénero Leishmania as espécies
que desenvolvem o ciclo no vetor na porgdo anterior e média do tubo digestivo, e pertencem
ao subgénero Viannia espécies que apresentam fase proficua e prolongada de
desenvolvimento de promastigosta aderidos por hemisdemossomas flagelares a parede do

piloro e ileo, com migracéo para a regido do intestino medio e anterior do inseto vetor.

Atualmente na regido amazonica brasileira sdo conhecidas seis espécies pertencentes
ao subgénero Viannia: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V). lainsoni,
L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi e duas pertencentes ao subgénero
Leishmania: L. (Leishmania) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi (Tabela 1). Devido a
existéncia de multiplicidade de espécies de Leishmania, torna-se importante que seja realizada
a identificacdo e caracterizagdo das especies desse parasita. A identificacdo correta €
importante, ndo apenas para um melhor entendimento da epidemiologia desses agentes, mas
também para que seja feito o tratamento adequado aos pacientes, ja que certos parasitas
podem causar manifestacGes graves, como a Leishmaniose monocutanea ou leishmaniose
cutaneo difusa anérgica (LAINSON e SHAW, 1987, SILVEIRA et al, 2002).
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Tabela 1- Espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose no Brasil.

Subgénero Leishmania Ross, 1903 Subgénero Viannia Lainson & Shaw, 1987
L. (L.) amazonensis Laison & Shaw, 1972 * L. (V.) braziliensis Vianna, 1911 *
L. (L.) infantum chagasi Cunha e Chagas, 1937 L. (V.) guyanensis Floch, 1954 *

emend Shaw 2008 e
L. (V.) lainsoni Silveira et al, 1987 *
L. (V.) naiffi Lainson & Shaw, 1989*
L. (V.) shawi Lainson etal, 1989 *
L. (V.) lindenbergi Silveira et al, 2002 *

® Espécie causadora de leishmaniose visceral no Brasil

* Espécie causadora de leishmaniose tegumentar no Brasil

4.5 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E INCIDENCIA

A leishmaniose tem ampla distribuicdo na América, Africa, Asia, India, e
Mediterraneo, ocorre em 88 paises, tropicais e subtropicais, sendo difundida em 22 paises do
Novo Mundo e 66 nacdes do Velho Mundo (Fig. 5 e 6), sendo encontradas infec¢bes em
humanos em 16 paises na Europa, incluindo: Franca, Itdlia, Grécia, Malta, Espanha e
Portugal.

A LTA ocorre nas américas desde o sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina
(MONTENEGRO,1926 apud GOTIJO & CARVALHO, 2003). Conforme Dejeux (2001), ha
um alto nimero de casos de Leishmaniose Cutdnea no Brasil e no Peru. J& a leishmaniose
visceral esta distribuida em 19 estados da Federacdo, atingindo quatro das cinco regides
brasileiras (BRASIL, 2005).
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Figura 5 — Distribuicao geogréfica de LV no Velho e Novo Mundo.
Fonte: WHO, 2010

Figura 6 — Distribuicao da Leishmaniose cutanea e mucocutanea no Novo mundo.
Fonte: WHO, 2010.



28

Segundo Shaw (2007), o numero de casos de Leishmanioses tem crescido
globalmente, e é a razdo de alarmar as regides onde a Leishmaniose mostra-se como uma
doenca emergente contrariando as medidas de controle. Isso seria em fungédo dos elevados

niveis exposicao ao vetor.

Na LTA a coexisténcia de um duplo perfil epidemioldgico é observado, expresso pela
manutencdo de casos oriundos dos focos antigos ou de areas proximas a eles, e pelo
aparecimento de surtos epidémicos associados a fatores decorrentes do surgimento de
atividades econémicas como garimpos, expansdo de fronteiras agricolas e extrativismo, em
condi¢cbes ambientais altamente favoraveis a transmissdo da doenca (BRASIL, 2005).
Predomina na Amazonia, em zonas florestais dos paises vizinhos, na América Central e no
México (REY, 2008).

No Brasil, em funcdo de sua ampla distribuicdo geogréfica, a leishmaniose visceral
apresenta aspectos geograficos, climaticos e sociais diferenciados envolvendo as regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (BRASIL, 2005). No novo mundo, apesar da
deficiéncia no sistema de notificagdo das doencas transmissiveis, o Brasil é o pais que
apresenta maior incidéncia (DEJEUX, 1992), com registro na maioria dos estados brasileiros.
As estatisticas oficiais tem apresentado um aumento no numero de casos a cada ano e
confirmam entre 1998 e 2000, 99,5mil casos de leishmaniose registrados (BRASIL, 2002b)

A LTA no Brasil é considerada uma doenca em expansao por representar importante
causa de morbidade para a populagdo residente em area endémica (ANDRADE et al, 2005).
Nos paises do Novo Mundo e no Brasil a LTA constitui um sério problema de Saude Publica,
sendo diagnosticada em praticamente todos os estados brasileiros. Sua importancia nao reside
somente na sua alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também na possibilidade
de assumir formas que podem determinar lesbes destrutivas, desfigurantes e também
incapacitantes (LACERDA, 1994; GOTIJO e CARVALHO, 2003).

Nos ultimos dez anos, a média anual de casos de leishmaniose visceral foi de 3.383
casos; e a incidéncia, de 2,00 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2005).
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4.6 - CO-INFECCAO HIV/LEISHMANIOSE

Conforme Dejeux (2003), a co-infeccdo HIV/leishmanioses atinge 35 paises. Essa co-
infeccdo é considerada emergente, apresentando aspectos peculiares na apresentacéo clinica,

no perfil de diagndstico laboratorial e na resposta ao tratamento especifico (BRASIL, 2004).

Na co-infeccdo da LTA e AIDS se observa diversidades quanto ao comportamento
clinico e imunolégico, ilustrando diferentes apresentagdes clinicas, evolugdes e respostas
terapéuticas (SAMPAIO et al, 2002). A LVA em co-infeccdo com HIV é subestimado
causando uma subnotificagio (MARQUES et al.,, 2007). Para Borges et al., (1999) ¢
importante chamar a atencdo dos profissionais de saude, que trabalham em areas endémicas

de leishmaniose para a ocorréncia de casos de infec¢do HIV-Leishmania.

4.7 - TRATAMENTO

O medicamento de escolha atualmente é a administracdo de antiménio pentavalente
ou antimoniato de n-metilglucamina, que sdo moderadamente toxicos aos pacientes e foi
introduzido no século passado por Gaspar Viana (LAINSON e SHAW, 1978; FARAUT-
GAMBARELLI et al 1997, LIMA et al 2007). Estas injecOes podem ser feitas por via

parenteral, intramuscular ou endovenosa (BRASIL, 2007).
Quando ndo ha resposta satisfatoria com o tratamento do antimonial, nos casos de

resisténcia a droga de primeira escolha, utiliza-se como segunda escolha a anfotericina B e as
pentamidinas (BRASIL, 2002; LIMA, 2007; BRASIL, 2007).

4.8 - DIAGNOSTICO
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Para o diagnostico da LTA, o teste intradérmico de Montenegro pode ser especifico e
sensivel (LOUREIRO et al., 1998). O teste de Montenegro na LVA aguda € sempre negativo,
porém em areas endémicas ha positividade em casos de teste cutdneo, que implica em
infeccdo prévia (AKUFFO et al., 1995), é normalmente negativo no periodo de estado da
doenca, ndo sendo assim utilizado no diagnostico da LVA (BRASIL, 2005). O teste
intradérmico fundamenta-se na visualizacdo da resposta de hipersendibilidade celular
retardada, este teste geralmente persiste positivo apos tratamento, ou cicatrizacdo da leséo
cutanea tratada ou curada espontaneamente, podendo negativar nos individuos fracos-reatores
e nos precocemente tratados (BRASIL, 2007).

Os testes mais utilizados nos dias atuais, para diagndstico da LVA sdo os de
aglutinacdo direta (DAT), reacdo de imunoflurescéncia indireta (RIFI) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA), que utilizam antigenos brutos e limitam-se em termos de
produtibilidade e especificidade (SUDAR & RAI, 2002). O teste de ELISA é o mais utilizado
para o imunodiagnostico da LVA, e é um teste rapido, de execugdo e leitura facil, sendo um
pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que o RIFI (EL-AMIN et al 1986,
SILVEIRA et al 1997).

Os diagndsticos moleculares possuem efeitos significantes onde se constituem uma
ferramenta diagnostica oportuna e exata, sendo criticas para o resultado e tratamento dos
pacientes (YANG e ROTHMAN, 2004). O método utilizado tanto para LTA como para LVA
é 0 método de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). O PCR ¢ a técnica molecular mais
aperfeicoada até agora, e tem uma larga escala potencial e aplica¢Ges clinicas, incluindo a
detecgdo de patogenos especificos, a avaliacdo de novas infecgdes emergentes etc. (YANG e
ROTHMAN, 2004). Tem sido bem usado para detectar 0 DNA de Leishméania em uma
variedade de amostras clinicas (OSMAN et al, 1997). Este apresenta 95% de sensibilidade
mas sua utilidade pratica no ajuste clinico e do campo € limitada pois precisa de condi¢des e
aparelhos apropriados (MURRAY, 2005). Seus resultados dependem também de algumas
variaveis envolvidas como: area endémica, tipo de amostra, o alvo do DNA utilizado para
amplificacdo e o metodo de extracdo de DNA (BRASIL, 2003). Esta técnica necessita de
equipe especializada e infra-estrutura adequada, estando distante de entrar na préatica da
rotina diaria (SAMPAIO et al 2002).
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Nos exames parasitologicos busca-se evidenciacdo do parasito por meio de exame

direto e indireto com a finalidade de confirmar a causa da doenca (SAMPAIOQO, et al 2002)

Dois métodos parasitolégicos importantes sdo o esfregaco em lamina (URJEL et al.,
1983) e o crescimento da Leishmania em cultura obtida pela inoculacdo do material retirado
da puncéo aspirativa da leséo ou da biopsia triturada (CUBA et al, 1986). O método simples e
seguro de diagnosticar a doenca ainda é a demonstracdo do parasito em esfregaco corado. No
entanto, esta pratica ndo permite a identificacdo das especies de Leishmania, isoladas tanto do
homem quanto de animais silvestres, o que € absolutamente necessario para 0s estudos
epidemioldgicos (LAINSON et al, 1986). O parasito da leishmaniose pode ser visualizado por
meio de exame direto por diversos métodos de coloracdo a base de Romanosvsky. Giemsa,

Leishman e Wrigth séo os corantes mais utilizados (BRASIL, 2002).
4.9 - ISOLAMENTO E CULTIVO DE LEISHMANIA

O isolamento inicial é o processo onde os microorganismos do género Leishmania sdo
removidos do seu hospedeiro e transferidos para um animal experimental (isolamento in vivo)
ou para cultura (isolamento in vitro) ocorrendo assim a multiplicacdo do parasito (EVANS,
1989).

4.9.1 - Cultivo in vivo

A inoculagdo em hamster (Mesocrycetus auratus), que é o animal de escolha por

desenvolver lesdes ricas em parasitos, é inoculado na pata e focinho (SILVEIRA, 1997).

O inoculo deve ser obtido a partir de uma suspensdo homogeneizada do material de
biopsia em solugéo salina. As lesdes do hamster desenvolvem-se tardiamente (a partir de um
més), sendo este método reservado para pesquisas (BRASIL, 2002a).

4.9.2 - Cultivo in vitro

O isolamento do parasita in vitro € um método de confirmacdo do agente etioldgico

permitindo posterior identificacdo da espécie de leishmania envolvida a partir de provas
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especificas (SILVEIRA et al, 1997; BRASIL, 2007). Este metodo contribui
consideravelmente para o conhecimento da biologia do parasito (PUENTES et al 2000). Para
Sampaio et al (2002), ha mais possibilidade de sucesso no achado do parasito em cultura do
que no esfregaco pois 0s parasitos podem ser escassos principalmente em lesdes antigas,
podendo ocorrer diagnosticos falso-negativos. No entanto, o crescimento de diferentes
espécies da Leishmania pode variar extremamente em diferentes tipos meios de cultura, e 0s
pesquisadores devem verificar aqueles que sdo os mais apropriados para 0s parasitos

encontrados em suas areas de estudo (LAINSON et al, 1994).

Os meios de cultura usados para as leishmanias estdo divididos em trés grandes
categorias principais: semi-sélido, bifasico, e liquido. Quanto ao meio de cultura bifasico e
semi-solido ambos precisam de sangue, um fator importante para a reproducdo do parasito,
sendo que a maioria dos meios exige soro bovino fetal ou eritrocitos lisados (SADIGURKY
& BRODSKYN, 1986), podendo também ser enriquecido com &gua de coco (Cocos nucifera)
e urina humana (SCHUSTER e SULLIVAN, 2002; GARCIA, 2007)

Para o crescimento inicial de uma cepa de leishmania em condicdes artificiais €
indicada a adocdo de meio bifasico com sangue. O meio de cultura bifasico NNN (Nicolle,
Novy e Mac Neal) que é bifasico, contendo uma fase solida a base de Agar e sangue de
coelho desfibrinado e uma fase liquida, conhecido como liquido de condensagdo tem sido
amplamente utilizado em diferentes regiGes endémicas (RAMIREZ et al 2000; SCHUSTER e
SULLIVAN, 2002).

Estdo disponiveis comercialmente os meios de cultura RPMI 1640, meio 199, e meio
da droséfila de Schneider (BERENS, BIRUN e KRASSNER 1976). Assim como 0 meio de
cultura bifasico NNN, especialmente utilizado na producdo de parasitos obtidos atraves de
aspirados de medula dssea, puncdo esplénica e biopsia de pele (LIMONCU et al 1997,
BRASIL, 2006). Embora sendo este ultimo bastante utilizado e completamente apropriado
para o isolamento dos parasitos, ndo produz uma grande quantidade de promastigotas em um
curto periodo de tempo, mesmo em pacientes com amostras ricas de parasitas, tornando-se
para muitos estudos necessario isolamento de parasita em meio de cultivo liquido, pois
produzem grandes quantidades de promastigotas em um curto espaco de tempo (LIMONCU

et al 1997). O meio RPMI 1640, meio de cultura em fase liquida, tem sido empregado com
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adicdo de soro bovino fetal (SBF) inativado, para alguns organismos mais exigentes quanto
aos requisitos nutricionais como a L. (V.) braziliensis (SCHUSTER e SULLIVAN, 2002).

Para a LVA usa-se a técnica de puncdo aspirativa de medula déssea, que pode ser
atraves de puncéo esternal, puncgéo de crista iliaca e puncéo tibial, ocorre através da anestesia
no local pungéo com 0,5 a 1 ml de anestésico. Uma gota do material aspirado deve ser diluido
em 0,5ml de solucdo salina (PBS ou NaCl a 0,9%) na prépria seringa, em seguida 0,1ml
desta solucéo deve ser inoculada em condicdes estéries, em dois tubos de cultivo com NNN e
mantidas entre 24-26°C (BRASIL, 2003).

Os fragmentos cutaneos obtidos por bidpsia da borda Ulcera sdo inoculados em meio
de cultivo NNN e LIT (Liver infusion Triptose) entre 24°C e 26°C, nos quais 0s parasitas
crescem relativamente bem. Conforme Cuba (1986), realizar trés aspirados em diferentes
locais da lesdo aumenta a sensibilidade do isolamento das promastigostas em culturas de
lesGes cutaneas. Apds o 5° dia, dependendo da espécie, podem ser encontradas formas
promastigotas do parasito (BRASIL, 2007). Brustoloni (2007) cita que apds suplementado
com 20% de soro bovino fetal e incubado a 20°C, em meio NNN, a cultura deve ser
semanalmente examinada por microscopio para detectar a presenca de parasita em até 8

semanas.

O material obtido através de puncdo aspirativa pode ser inoculado diretamente no
meio de cultivo, enquanto que o material obtido por bidpsia deve ser colocado sem solucéo
salina com antibidticos durante 24 h, a temperatura de 4°C. Apds esse procedimento coloca-se
o material no meio de cultivo (BRASIL, 2006).

A taxa de replicacdo do parasita no meio de cultura varia conforme a especie. De
acordo com Nifio e Camacho (2005), a taxa de replicacdo da Leishmania (L.) amazonensis foi
similar em dois meios de cultura, ocorrendo em 48h e a Leishmania (V.) braziliensis ocorre
em 72 a 96h.

Diferentes experimentos com meios de cultura in vitro foram realizados nos ultimos
tempos, como o0 meio de cultura P-Y, a base de peptona, extrato de levedura e sais,
demonstrando preparacdo imediata e viabilidade de aproximadamente um més (LIMONCU et

al 1997) e a introducdo de novas solugBes como infusdo de cérebro, coracéo e solucdo de
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urina humana (GARCIA, 2007), que permitiram crescimento primario de Leishmania sp em

quase todas as solucdes.

Recentemente, um novo método de cultura in vitro tem sido estudado e comparado
com o metodo tradicional de cultura. Boggild et al (2008) demonstraram que a técnica
aperfeicoada de microcultura e um método novo de minicultura oferecem alternativas
sensiveis aos sistemas bifasicos tradicionais da cultura. Estes estudos demonstram que o
método de microcultura in vitro é superior ao método tradicional de cultivo para detecgéo de
promastigota de LVA que foram obtidas por meio de amostras de medula 0ssea e sangue
periférico (ALLAHVERDIYEV et al., 2005; GUTIERRES, 2008), e amostras de leséo
cutanea para os casos de LTA (ALLAHVERDIYEV et al., 2004; BOGGILD et al., 2007;
IHALAMULLA et al., 2008), e também com amostras de aspirados esplénicos de cachorros
atraves de um Centro de Zoonozes (GUTIERRES, 2008), pois apresentou sensibilidade mais

elevada e crescimento de promastigotas em um intervalo de tempo mais rapido.

Este novo método de microcultivo in vitro tem sido usado como base para isolamento
do parasito de lesfes cutaneas e de casos de leishmaniose visceral para que posteriormente
este seja utilizado para outros fins, como caracterizacao de espécie pelo método do Estudo do
Polimorfismo do fragmento de restricdo (RFLP), criopreservacdo etc., que servirdo para

estudos epidemioldgicos das leishmanioses (SERIN et al., 2005).



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 - DESENHO EXPERIMENTAL
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5.2 - CEPAS DE LEISHMANIA

Foram isoladas do criobanco do Laboratério de Leishmanioses da Secdo de
Parasitologia do Instituto Evandro Chagas (IEC) — SVS, duas cepas referéncia de Leishmania
causadora da LTA compreendendo as especies L. (V.) brazilienses (M17323; M17593) e L.
(L.) amazonensis (PH8, H21, M26361) e uma de LVA referente a espécie Leishmania (L.)

infantum chagasi.

5.3 - HAMSTERS

Foram utilizados hamsters (Mesocrycetus auratus) (Figura 7) de trés a cinco semanas

de idade do biotério Central do Instituto Evandro Chagas (IEC) -SVS no total de 20 animais.

Estes animais foram mantidos em gaiolas em condicdo apropriadas de saude e
conforto no biotério experimental do laboratorio de Leishmanioses-IEC sob condi¢fes
adequadas de racédo e agua, conforme orientacao do responsavel pelo Biotério do IEC.

Cada animal foi inoculado, intradermicamente, 0,1 mL de cada in6culo preparado, em
cada pata, recebendo uma carga total de 4 x 10° promastigotas. Os animais foram observados
semanalmente para a avaliagdo do surgimento e desenvolvimento de lesdo (Figura 8) ou

algum sinal de infecgéo no local da inoculagéo.

Figura 7: Mesocrycetus auratus Figura 8: Pata traseira com leséo.
Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal
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5.4 - CULTIVO IN VITRO E IN VIVO

As cepas de Leishmania foram retiradas do nitrogénio e transferidas para 0 meio
de cultura bifasico de agar-sangue Difco B45, preparado conforme descrito por Walton et al.,
(1997). Para recuperar a viruléncia das cepas, formas promastigostas de Leishmania na fase
estacionaria foram retiradas diretamente da cultura e inoculadas por injegdo intradérmica na
face dorsal da pata traseira, esquerda e direita, de hamsters jovens. Apds 1 semana de
inoculacdo, de cada dois hamsters, foram retirados fragmentos da pele do local inoculado e

passados novamente para o meio de cultura tradicional Difco B45 e microcultura.

O crescimento e a morfologia do parasito (forma promastigota) foram observados
em intervalos regulares de dois dias. Apos atingirem a fase estacionaria de crescimento, foi

realizada a caracterizagéo do parasito por teste de imunofluorescéncia indireta (IFI).

5.5 - PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

5.5.1 - Meio bifasico Difco B45

O meio foi dissolvido por aquecimento 40g de Difco 0044-17-9 (Heart Infusion
Agar Deydrated) em 1000 mL de &gua bidestilada. Apds isso autoclavado por 5 minutos a
uma temperatura de 121°C. Em uma camara de fluxo laminar, foi adicionado 12% de sangue
de coelho desfibrinado. Foi distribuido 3 mL do meio em cada tubo estéril de 10 mL e
mantido ligeiramente inclinados até a solidificacdo. Os tubos foram mantidos por 24 horas na
posicdo vertical para a formacdo de liquido de condensacdo e depois mantidos a 52C até o

momento do uso.
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5.5.2 - Meio Liquido RPMI:

O meio RPMI foi diluido em 1000 mL de agua destilada autoclavada, 8,4 g de RPMI e
2 g de bicarbonato de sodio. Ajustado pH e suplementado com 1% do volume de RPMI d L-

Glutamina; 1% de Penicilina-Gentamicina e 10% de Soro Bovino Fetal.

5.6 - MANUTENCAO DOS MEIOS DE CULTIVO

Foram mantidos os tubos (2 ou 4) em meio NNN, ap0s repique em temperatura de 24°

a 27°C conforme o sistema tradicional observando o crescimento em intervalos de 2 a 3 dias.

Tambeém foram mantidos 1 ou 2 tubos com meio NNN em dois tempos, apés
aparecimento de promastigota (dia zero) e apds fase estacionaria (dia trés) em refrigerador em
temperatura de 5°C e observados previamente 2 vezes por més conforme Muniaraj et al

(2005) para examinar a viabilidade do parasita.

5.7 - PROCEDIMENTOS DIAGNOSTICOS E ISOLAMENTO DAS LEISHMANIAS A
PARTIR DE ANIMAIS INFECTADOS.

Esfregacos foram obtidos a partir de material de visceras, para 0s que estavam
inoculados com cepas de LVA e material de pele para os que estavam inoculados com cepas
causadoras de LTA. Os esfregacos foram corados com solugdo de Giemsa e analisados com

microscopia Optica para observar presenca de forma amastigota.

Foram colhidas amostras de sangue e lesdo de hamsters infectados para o isolamento

e Leishmania em microcultivo e por meio de dispositivo de vacuo-aspiracéo (Figura 9 e 10).



39

5.8 - ISOLAMENTO DE LEISHMANIA A PARTIR DE PACIENTES

Foram coletados material de pacientes positivos para LTA, conforme parasitoscopia
direta, atendidos no ambulatério do Laboratério de Leishmanioses do Instituto Evandro
Chagas (IEC), o qual poderiam ou néo ter iniciado o tratamento. Dos pacientes com LTA

foram colhidos material de lesdo de pele.

O numero de amostra de pacientes foram 7, obtidos atraveés da demanda passiva do

laboratorio de leishmanioses.

5.9 - COLETA DE MATERIAL POR MEIO DA VACUO-ASPIRACAO

Foi realizada coleta de material da lesdo dos pacientes por meio da técnica de vacuo
aspiracdo com tubos contendo 2 mL de meio NNN conforme técnica de Marzochi et al (1993)
(Figura 11) alterando apenas angulacéo do bisel de 45° para aproximadamente 20° em relacéo
a lesdo (Figura 12). Para realizagdo da mesma foi aplicado tratamento com antibiotico topico
Neomicina e realizado assepsia local com povidine. Posteriormente os tubos foram mantidos a
27°C e sua leitura realizada de 2 a 3 dias através de aliquota retirada com auxilio de pipeta

Pasteur e inserida entre 1dmina e laminula para posterior leitura em microscopio optico.



Figura 9 : agulha e dispositivo para
vacuo-aspiracdo montados.
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 11 : Técnica de vacuo-aspiracdo
por Marzochi et al (1993).
Fonte: Marzochi et al (1993)

Figura 10: Técnica de vacuo-aspiragdo em
lesdo nodular de hamsters
Fonte: Arquivo pessoal

Figura 12 : Técnica de vacuo-aspiracdo
adaptada de Marzochi et al (1993)
com angulagéo de 20°.

Fonte: llustracdo de Nadile de Castro

40
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5.10 - MICROCULTIVO IN VITRO

Para coleta de material da lesdo de humanos a mesma foi previamente tratada com
antibidtico Neomicina tépico 3 dias antes, e limpa com polvidine no dia da coleta. O material
da lesdo foi colhido com auxilio de uma seringa de 1 mL contendo 0,1 mL de RPMI
suplementado, por meio de aspiracdo de material a baixo da borda da leséo que foi
posteriormente inoculado em tubos microcapilares. Foram inoculados entre 25 a 50 uL do
material (RPMI + amostra) (Figura 13) na parte média do tubo microcapilar, selando suas
bordas com chama. Os mesmos foram mantidos em posi¢do horizontal em temperatura de
27°C realizando-se sua leitura entre 1 e 3 dias através de microscopio invertido Motic com
auxilio de uma lamina para fixacdo do tubo, com ocular de 10x e objetiva de 20x, de acordo
com Allahverdiyev et al (2005). Estas culturas foram examinadas até o periodo de 35 dias,
sendo consideradas negativas ap0s este periodo. Para coleta de material de hamsters o

protocolo foi 0 mesmo, apenas ndo havendo uso prévio de antibiotico tépico na lesdo.

Para a realizacdo do cultivo em microtubos (Figura 14), foi coletado por meio da
aspiracdo de material da lesdo da pata traseira de hamsters, com auxilio de uma seringa de
insulina contendo 0,2 mL de RPMI o material da leséo nodular e transferido para microtubos
de centrifuga de 500 pL. Para a visualizacdo do material foi retirado uma aliquota do material

entre 3 a 5 dias. As culturas que permaneceram por até 35 dias negativas foram desprezadas.

Figura 13: Tubos microcapilares com Figura 14: Microtubos de centrifuga com
meio RPMI meio RPMI
Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal
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5.11 - IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LEISHMANIA

Foram organizado um painel de 23 anticorpos monoclonais contra Leishmania que
foram preparados e gentilmente cedidos pela Dr? Diane McMahon da Yale University, USA e
OMS.

Inicialmente, os parasitos, ao atingirem a fase de crescimento estacionaria, foram

lavados por trés vezes com PBS, até obterem uma suspenséo de 10° parasitas/mL.

O procedimento para o teste de imunofluorescéncia indireta (IFI), utilizando os

anticorpos monoclonais foi realizado conforme descrito por Shaw et al., (1998).

5.12 - ANALISE DOS DADOS

Os resultados obtidos foram analisados pela observagédo do crescimento das amostras

em cada meio de cultivo e aplicagdo de teste estatistico, teste G e Qui-quadrado.

5.13 - ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi inserido no projeto intitulado: “Leishmaniose Tegumentar
Americana: Isolamento e caracterizacdo das espécies de Leishmania da Regido Sudoeste do
Estado do Para.”, aprovado no Comité de ética em Pesquisa com Seres Humanos do Nucleo
de Medicina Tropical (NMT), com protocolo n. 55/2007 e submetido e aprovado no Comité
de Etica e Pesquisa com Animais — CEPAN do Instituto Evandro Chagas, parecer n°
006/2009, registro 0048/2009, e Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos de
NMT, protocolo n° 032/2008 (Apéndice A e B).
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6 - RESULTADOS

6.1-ISOLAMENTO DE LEISHMANIA DE HAMSTERS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE

6.1.1 - Por meio da técnica de vacuo-aspiragao.

Foram utilizados 18 hamsters, sendo 12 hamsters infectados com cepas de L.(L.)
amazonensis (6 com PH8, 4 com H21 e 2 com M26361) e 6 hamsters infectados com L. (V.)
braziliensis ( 4 hamsters com M17323 e 2 com M17593). De cada hamsters foram colhidos
materiais de lesdo por vacuo-aspiracdo, perfazendo um total de 33 culturas de L. (L).
amazonensis e 23 de L. (V.) braziliensis. Das culturas com L. (L). amazonensis, 32 (96.9%)
foram positivas e com L. (V.) braziliensis 9 ( 39.1% ) foram positivas, conforme apresentado

na tabela 2 e 3.

A positividade, presenca de promastigotas, das culturas foi verificada entre 2 a 8 dias,

com aproximadamente 30 parasitos por campo.

Foi verificado que dos 56 cultivos, 1 apresentou contaminacdo e 2 ndo obtiveram

crescimento (Tabela 4)

Tabela 02. Taxa de isolamento de cepas de L (L.) amazonensis de hamsters por vacuo-aspiracao.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
HAMSTERS DE CULTIVO POSITIVAS (%)
PH8 6 21 21/21 (100%)
H21 4 6 5/6 (83.3%)
M26361 2 6 6/6 (100%)

TOTAL 12 33 32/33 (96.9%)
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Tabela 03. Taxa de isolamento de cepas de L (V.) braziliensis de hamsters por vicuo-aspiracéo.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
HAMSTERS DE CULTIVO POSITIVAS (%)
M17323 4 12 0/12 (0.0%)
M17593 2 11 9/11 (81.8%)
TOTAL 6 23 9/23 (39.1%)

Tabela 04. Taxa de sensibilidade da técnica de vacuo-aspiragdo no isolamento de L. (L.) amazonensis e L. (V.)

braziliensis.
RESULTADO DO L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis TOTAL (%)
CULTIVO
POSITIVA 32/33 (96,9%) 9/23 (39.1 %) 41/56 (73.2%)
CONTAMINADA - 01/23 (4.3%) 01/56 (1.7%)
SEM CRESCIMENTO 01 /33 (3,03%) 01/23 (4,3%) 02/56 (3.5%)

6.1.2. Em microtubos de centrifuga

Foram utilizados 5 hamsters, sendo 3 infectados com L.(L.) amazonensis (1 com PHS,
1 com H21 e 1 com M26361) e 2 com L. (V.) braziliensis (1 com M17323 e 1 com M17593).
De cada hamsters foi colhido material da lesdo perfazendo um total de 6 culturas de L.(L.).
amazonensis e 6 de L. (V.) braziliensis. Das culturas com L. (L.). amazonensis, 5 (55.5%)

foram positivas e com L. (V.) braziliensis 1 (16.6%) foi positiva conforme tabela 5 e 6.

A positividade, presencga de promastigotas, das culturas foi verificada entre 5 a 8 dias

com aproximadamente 20 parasitos por campo.

Observou-se crescimento de promastigotas em 50% dos cultivo, conforme tabela 7.
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Tabela 05. Taxa de isolamento de cepas de L (L.) amazonensis de hamsters por microtubos.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
HAMSTERS DE CULTIVO POSITIVAS (%)
PH8 1 2 2 12 (100%)
H21 1 3 3 /3 (100%)
M26361 1 1 0/1 (0%)
TOTAL 3 6 5 /6 (83,3%)

Tabela 06. Taxa de isolamento de cepas de L (V.) braziliensis de hamsters por microtubos.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
HAMSTERS DE CULTIVO POSITIVAS (%)
M17323 1 3 1/3 (33.3%)
M17593 1 3 0/3 (0.0%)
TOTAL 2 6 1/6 (16.6%)

Tabela 7 Taxa de sensibilidade de isolamento em microtubos para as espécies de L. (L.) amazonensis e L. (V.)

braziliensis.
RESULTADO DO CULTIVO L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis TOTAL (%)
POSITIVA 5/6 (83,3%) 1/6 (16,6%) 6/12 (50%)
CONTAMINADA - - -
SEM CRESCIMENTO 1/6 (16,6%) 5/6(83,3%) 6/12 (50%)

6.1.3. Em tubos microcapilares

Foram utilizados 8 hamsters, sendo 6 hamsters infectados com cepas de L.(L.)
amazonensis (2 com PH8, 2 com H21 e 2 com M26361) e 2 hamsters infectados com L. (V.)
braziliensis ( 2 hamsters com M17593). De cada hamster foi colhido material de lesdo por

aspiracdo com seringa de 1 ml, perfazendo um total de 17 culturas de L. (L). amazonensis e 6
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de L. (V.) braziliensis. Das culturas com L. (L). amazonensis 17 (100%) foram positivas e
com L. (V.) braziliensis 6 ( 100% ) foram positivas, conforme apresentado nas tabelas 8, 9 e
10.

A positividade, presenca de promastigotas, das culturas foi verificada entre 2 a 7 dias.

Tabela 08. Taxa de isolamento de cepas de L (L.) amazonensis de hamstes por microcapilares.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS
HAMSTERS DE CULTIVO AMOSTRAS

POSITIVAS(%
PHB 2 6 6/6 (100%)
H21 2 7 717 (100%)
M26361 2 4 4 14 (100%)
TOTAL 6 17 17 /17 (100%)

Tabela 09. Taxa de isolamento de cepas de L. (V.) braziliensis de hamsters por microcapilares.

AMOSTRA NUMERO DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
HAMSTERS DE CULTIVO POSITIVAS(%)
M17593 2 6 6/6 (100%)
TOTAL 2 6 6/6 (100%)

Tabela 10. Taxa de sensibilidade de isolamento em tubos microcapilares para as espécies de L. (L.) amazonensis

e L. (V.) braziliensis.

RESULTADO DO L. (L.) amazonensis L. (V.) braziliensis TOTAL(%)
CULTIVO
POSITIVA 17 (100%) 06 (100%) 23/23 (100%)

CONTAMINADA - - -
SEM CRESCIMENTO - - -
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6.2. ISOLAMENTO DE AMOSTRAS DE LEISHMANIA DE PACIENTES COM LTA.

6.2.1. Por meio da técnica de vacuo-aspiracao

Num total de seis pacientes apresentando lesdo cutanea localizada, apés confirmacéo
do diagndstico de LTA pela parasitoscopia direta foi realizada a coleta de material por meio
da técnica de vacuo-aspiracdo.Todos as amostras foram coletadas em duplicata, obtendo um
total de 12 coletas, 10 apresentaram-se negativas e 2 positivas. A positividade das amostras

foi observada entre 4 a 5 dias (Tabela 11). Ndo houve casos de contaminacao de material.

Tabela 11: Taxa de isolamento de amostras de Leishmania sp coletadas de pacientes por meio da técnica de

vacuo-aspiracao.

AMOSTRA DE NUMERO DE TUBOS AMOSTRAS
PACIENTES POSITIVAS
MHOM/BR/ 2010/M27004 ¥ (50%)
MHOM/BR/2010/M27017 1/2(50%)
MHOM/BR/2010/M26969 0
MHOM/BR/2010/M27041 0
MHOM/BR/2010/M27031 0
MHOM/BR/2010/M27074 0
TOTAL 12 2/12 (16.6%)

6.2.2. Em tubos microcapilares.

Amostras de sete pacientes positivos para LTA foram coletadas por meio de uma
seringa de 1 mL contendo 0,1 mL de RPMI e transferidas para tubos microcapilares,
totalizando 42 microcapilares, sendo que destes apenas 6 foram positivos, 4 da amostra
MHOM/BR/2010/M27004 e 2 da amostra MHOM/BR/2010/M27017 (Tabela 12).

O tempo de positividade observadas em cada cultura variou entre 5 e 10 dias.
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Tabela 12. Taxa de sensibilidade das amostras de pacientes em tubos microcapilares.

AMOSTRA DE PACIENTES NUMERO DE TUBOS POSITIVO (%)
MHOM/BR/2010/M26981 06 -
MHOM/BR/2010/M27004 06 416 (66,6%)
MHOM/BR/2010/M27017 06 2/6 (33,3%)
MHOM/BR/2010/M26969 06 -
MHOM/BR/2010/M27031 06 -
MHOM/BR/2010/M27041 06 -
MHOM/BR/2010/M27074 06 -

TOTAL 42 6/42 (14.2%)

6.2.3. Conservacao de cepas isoladas submetidas a baixa temperatura.

Um total de 7 tubos de meio NNN com material colhido de lesdes de hamster
infectados com cepas de L. (L.) amazonensis (5 de PH8) e L. (V). braziliensis (2 de M17323),
foram mantidos em refrigerador a 5 °C sendo observados no 15°, 30°, 35° e 40° dias. Foram
encontradas promastigotas viaveis no periodo maximo de 30 dias. Ndo Foi observada
diferencas ao comparar o dia o qual foram submetidas a baixa temperatura, pds dia de

positividade (entre os dias zero a trés).

6.3. ISOLAMENTO DE AMOSTRAS DE LVA.

Foram utilizados 12 hamsters, infectados com cepas de Leishmania (Leishmania)
infatum chagasi (M2269). De cada hamsters foram colhidos materiais por puncdo cardiaca,

perfazendo um total de 24 culturas.

Né&o foi observado crescimento de promastigotas em 16 culturas e 8 contaminaram.
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6.4 - COMPARACAO ENTRE TECNICAS DE ISOLAMENTO DE LEISHMANIA

Foram realizadas comparag6es entre as técnicas de isolamento com vacuo-aspiracédo e

microcapliares; vacuo-aspiracdo e microtubos e microtubos e microcapilares. Na tabela 13,

14 e 15 observamos que conforme o teste G e Qui-quadrado as diferengas ndo séo

significantes quando comparadas entre espécies isoladas.

Tabela 13.Comparacdo entre as técnicas de vacuo-aspiragdo e microcapilar

AMOSTRA/ Vacuo-aspiracao Microcapilar X? P
TECNICA
L.(L.) amazonensis 32/33 17/17 0.005 0.8895
L. (V.) braziliensis 9/23 6/6 1.859 0.3143
Teste G (p) =0.3203
Tabela 14. Correlacdo entre as técnicas de vacuo aspiragao e microtubos
AMOSTRA/ Vacuo-aspiracao Microtubos G P
TECNICA
L.(L.) amazonensis 32/33 5/9 0.845 0.5326
L. (V.) braziliensis 9/23 1/6 0.577 0.7781
Teste G (p) =0.7748
Tabela 15. Comparacéo entre as técnicas de microcapilar e microtubos
AMOSTRA/ Microtubos Microcapilar X? P
TECNICA
L.(L.) amazonensis 5/9 17/17 0.815 0.5591
L. (V.) braziliensis 1/6 6/6 2.423 0.2874

Teste G (p) =0.2770.
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7. DISCUSSAO

Buscar otimizar a técnica de microcultivo, in vitro, e também a técnica de vacuo-
aspiracdo, além de outros meios de conservagao do parasito, como por exemplo a conservagao
do parasito a temperatura inferiores a 25°C, através de analises observacionais em cultivo in
vitro de amostras positivas oriundas de hamster e posteriormente de pacientes em inicio de
tratamento para as leishmanioses, foram os objetivos elucidados na pesquisa, com o intuito de
direcionar os resultados para os centros de pesquisas de modo a expandir as formas de
isolamento do subgénero Leishmania e Viannia, tornando estas com um instrumento mais

sensivel para o diagndstico e tratamento.

Dentre estas apresentagdes, a pungdo aspiratdria para o isolamento de Leishmania tem
sido bem referida como o0 método eficaz para os casos com lesdes cutaneas (HENDRICKS e
WRIGHT, 1979; CUBA-CUBA et al., 1986; BARRAL et al., 1987). A proposta utilizada por
Marzochi et al., (1993) para a técnica de vacuo-aspiragdo em lesdes cutdneas apresenta
angulacdo do bisel de 45° modificada em nosso trabalho de acordo com consideracdes de
Romero et al., (1999), para angulacdo de aproximadamente 20° associada a movimentos de
homogeneizacao, permitindo que a fase liquida do meio alcancasse o exsudado. As mudancas
tiveram o objetivo de contribuir para a sensibilidade da técnica, juntamente com a reducéo do

volume de meio por tubo e dos custos.

Nesta pesquisa, foram utilizadas cinco amostras concernentes as especies L. (L.)
amazonensis e L (V). braziliensis provenientes de lesdo de hamsters experimentalmente
infectados, a qual apresentaram respectivamente 96,9% e 39,1% de cepas isoladas através da
técnica de vacuo aspiracdo em meio NNN, expressando assim o grau de isolamento da espécie
L. (L.) amazonensis superior a do subgénero Viannia. O resultado relativo a diversidade das
amostras demonstrou que para a especie L. (L.) amazonensis independentemente da amostra, a
mesma alcangou resultados semelhantes de isolamento, diferente das amostras da espécie L.
(V.) braziliensis. O estudo ainda apontou a taxa de contaminagdo durante a etapa de
padronizacédo de 1,7%, valor este expresso exclusivamente por amostras pertencentes a L. (V.)
braziliensis, e media de surgimento e observacdo de promastigotas nas amostras coletadas da
lesdo de hamster entre 2 a 8 dias, onde ndo se registrou variacdo de intervalo diferenciado

entre as espécies.



51

Observamos que a sensibilidade da técnica em lesdes de hamsters infectados com L.
(L.) amazonensis possuiam condigdes o qual favoreciam o isolamento, como lesdes nodulares
e alta parasitemia, esta Ultima observada durante analise da amostra por esfregaco em lamina,
condicdes por vez ndo encontrada em lesbes de pacientes, mostrando claramente a vantagem

da técnica em condicOes favoraveis.

Para as mesmas amostras de hamsters isoladas em microtubos, observou-se uma
dificuldade na leitura dos mesmos no microscopio, em virtude da curvatura e opacidade do
tubo, otimizado pela retirada de uma aliquota para leitura entre laminula e lamina. Esses
cultivos para a espécie do subgénero Leishmania foram mais sensiveis quando comparados ao
subgénero Viannia semelhante ao resultado de outras técnicas, o quanto a dificuldade de

isolamento e espécies deste subgénero.

Assim como Boggild et al., (2008), percebemos que o cultivo de leishméanias em
microtubos mostram-se menos sensiveis que o isolamento em tubos microcapilares, embora

promovam facil acesso a amostra, além do baixo custo.

Da coleta para cultivo em microcapilares, obtivemos um resultado satisfatério para as
espécies estudadas, tanto em termos de amostras positivas (100 %) quanto de amostras sem
contaminagéo (0%), estes resultados foram confirmados para amostras em sua totalidade por
espécie, quanto para amostragem isolada. Isto pode ser justificado pela coleta de material em
lesbes nodulares, que sdo lesbes fechadas, onde ndo ha contaminagdo bacteriana. O uso da
técnica asseptica, como limpeza do local com alcool a 70% e troca de agulha da seringa,

também contribuiram para a auséncia de contaminacéo.

Quanto a variagdo no crescimento interespecifico das amostras coletadas de hamsters e
introduzidas em tubos microcapilares ndo foram encontradas diferencas entre as espécies
L.(V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis. No geral os tubos microcapilares apresentaram em
média 10 parasitos por campo. O tempo de positividade para microcapilares encontrado nas
amostras de hamsters infectados variou entre 2 a 7 dias, valores bem mais inferiores aos
encontrados no meio de cultura tradicional usado no IEC para biopsia de hamsters, detectando

um intervalo de tempo inferior a outros métodos, contudo com parasitemia claramente baixa.
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E relevante ressaltar que foi evidenciado em outros estudos que para o subgénero
Viannia o desenvolvimento do parasita é pobre em cultivo no meio NNN e em amostras de
hamsters experimentalmente infectados (MARZOCHI et al., 1993), entretanto em Nnossos
resultados esse episddio foi observado nas duas outras técnicas, todavia por meio de tubos
microcapilares ndo houve essa confirmagéo, sugerindo que a técnica € sensivel ao subgénero

Viannia.

E relevante dizer que em nosso estudo, utilizamos amostras isoladas da Amazonia
brasileira caracterizadas como L. (L.) amazonensis e L.(V). braziliensis. Embora outros
autores tenham observado o comportamento de outras espécies, 0 uso de parasitos autoctones
é mais adequado para otimizacdo, visto que seu crescimento varia de acordo com a espécie
(WATON, 1977, SERIN et al., 2005; HIDE et al., 2007; IHALAMULLA et al., 2008).

Além destes fatos para o isolamento das amostras em microcapilares, o meio utilizado
foi o RPMI 1640, ja referenciado com resultados satisfatorios de isolamentos em tubos
microcapilares e em microplacas de exames soroldgicos, mostrando a eficacia deste meio
junto a estas novas propostas (ALLAHVERDIYEV et al., 2004, 2005; SERIN et al., 2005;
HIDE et al., (2007), BOGGILD et al., 2007, 2008; IHALAMULLA et al., 2008). Este meio
tem sido comparado a outros meios como NNN e Schneider, apresentado resultados positivos,
com alta parasitemia e com curto intervalo entre a semeadura do meio e o aparecimento de
promastigota (BRENS et al., 1976; MARKEL et al., 1992; LIMONCU et al., 1997). Para o
enriquecimento do meio de cultivo foi suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF). Esta
adicdo na concentracdo de 10% torna o método de microcultivo com meio RPMI mais eficaz
(BOGGILD et al., 2007, 2008). Os resultados confirmaram a sensibilidade do meio RPMI,

apontando intervalos de positividade mais curtos quando comparado a técnicas tradicionais.

O meio RPMI possui um preparo menos exigente que o método tradicional, em virtude
de ndo requerer sangue de coelho desfibrinado. Esta analise nos leva a afirmar que a técnica
de microcultivo possui etapas que facilitam a sua execugdo, 0 que a torna viavel para
isolamento do parasita em tempo reduzido, tornando a técnica ndo SO apropriada a
laboratorios de referéncia, mas util no diagndstico e tratamento. Merece ainda especial
atencdo a ndo necessidade de animais de laboratorio nas etapas do microcultivo in vitro, em
virtude do mesmo utilizar apenas meio RPMI para o isolamento, e em pouca quantidade

(aproximadamente 75ul) o que proporciona a diminuicdo dos custos para isolamento de
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Leishmania. Boggild et al (2007), afirmaram que a técnica de microcultivo mostrava-se mais
sensivel e econdbmica quando comparado a métodos tradicionais usados para diagnostico do
género Leishmnania. E interessante ressaltar que, novos meios liquidos ou mistos, de baixo
custo e de facil preparo devam ser testados em tubos microcapilares para comparacao de sua

eficacia juntamente com meio RPMI 1640 nas espécies circulantes na nossa regiao.

Foi observada tambeém a disposi¢cdo dos tubos microcapilares durante a fase de
crescimento, referente distribuicdo da massa de parasitos no tubo. Procuramos manter os
mesmos em posicdo horizontal, visto que quando colocados verticalmente percebemos um
acumulo de massa de parasita na borda da extremidade inferior, sendo que horizontalmente ha
um crescimento exponencial homogéneo. Estas consideracbes seguiram as bases teoricas

mencionadas por Ihalamulla et al ( 2005).

Alguns cuidados devem ser referidos, visto que apesar de varios autores realizarem a
selagem dos microcapilares por meio de flambagem com sucesso (ALLAVERDIYEV et al.,
2004, 2005; SERIN et al., 2005; BOGGILD et al., 2007, 2008 ; IHALAMULLA et al.,
2008), vale ressaltar que durante a introducdo do meio RPMI, deve-se padronizar o volume e
a localizacdo do mesmo no terco médio do tubo microcapilar de modo a evitar transferéncia
de calor para o meio de cultura, evitando assim a morte do parasito. Além de cuidados gerais
que o manipulador deve ter como aquecimento excessivo, cuidado com queimaduras,

precaucdes universais.

Allaverdiyev et al (2004) utilizaram a técnica de inoculagdo de solucdo salina no
tecido subcutaneo e imediata aspiragdo do homogeneizado. Desde que usando a técnica
asséptica, poderiamos ter utilizado os mesmos fundamentos para 0 meio RPMI, inoculando-o
na borda da lesdo do paciente e aspirando imediatamente depois, entretanto, este meio de
cultura contém substancias cujas propriedades e/ou eventos adversos ndo sao conhecidos
quando inoculados no tecido subcutaneo humano. Além disso, o Ministério da Saude
reconhece apenas a solugédo salina como segura para auxilio na aspiracdo de lesdes nodulares
(BRASIL, 2007).

Dos resultados das amostras dos pacientes apenas 6 (14,2%) apresentaram-se positiva,

diferente dos resultados obtidos quando trabalhados com material de hamsters. A parasitemia
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em animais de laboratério € maior que a de humanos para a Leishmania em face a
suscetibilidade deste modelo experimental a infeccdo do parasita. Também sdo fatores
inerentes a estes achados; o tempo da doenga, a busca dos pacientes por terapias alternativas e
a resposta imunoldgica individual determinados geneticamente (JERONIMO et al., 2008).
Esses valores, sdo diferentes dos encontrados por Allahveriyev et al., (2004, 2005), quando
relacionado ao uso de microcapilar com o meio RPMI, pois seus resultados demonstraram

valores entre 90,5% e 100% para amostras positivas de LTA.

Contudo, valores semelhantes foram encontrados por Allahverdiyev et al., (2004,
2005) e Boggilld et al., (2007), relativo ao tempo de positividade para promastigotas, que
variou entre 2 a 7 dias e 2 a 10 dias, respectivamente. Estes resultados demonstram

sensibilidade do método para amostras de leishmaniose tegumentar.

Entretanto, existem outros fatores que podem influenciar no tempo de deteccdo das
amostras. Akman et al., (2000) e Weigle et al., (2002), citam que o método tradicional de
cultivo possui uma sensibilidade que depende de diferentes fatores, como o tipo de leséo e
espécie do parasita. Esses fatos foram encontrados também em observados em leishmaénias do
Novo Mundo que possui uma varidvel quantidade de espécies e manifestacdes clinicas. O
resultado da sensibilidade do microcultivo depende do processo de obtencdo do parasita da

lesdo, pois uma coleta bem realizada apresentara resultados satisfatorios.

Devemos considerar também a temperatura a qual os tubos microcapilares com
amostras com Leishmania provenientes de hamsters foram submetidos, pois foram mantidos a
temperatura entre 27° e 31°C, diferente das temperaturas evidenciadas por outros autores, 24°
a 26°C (BRASIL, 2006; 2007), o que n&o interferiu no isolamento das amostras. A
temperatura tem um papel importante na forma extracelular das leishméanias (ECHEVERRY e
HENRIQUE, 1997) assim como na multiplicacdo de amostras por meio do cultivo in vitro,
guando expostas a temperaturas elevadas em torno de 35° a 37°C (BERMAN e NEVA, 1981).
Cabe aqui ressaltar que este fato ndo foi realizado nas amostras dos pacientes, no qual
permaneceram em temperatura padrdo de cultivo deste protozoario (24 a 26 °C), visto que
foram cultivados em laboratorio cujas condi¢cdes ndo sdo interferidas devido a presenca de

outras amostras da rotina.
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A justificativa para tal temperatura a qual foram mantidos os microcapilares deve-se
ao fato da pesquisa criar a estratégia de um ambiente o qual ndo se tenha infra-estrutura dos
laboratdrios-referéncia de cultivo in vitro, que podem conduzir a resultados diferentes dos do
campo. Considerando os resultados das duas etapas, sendo o primeiro satisfatorio, é

interessante que haja um estudo mais aprofundado sobre este tema.

Das sete amostras provenientes de pacientes, 6 foram possiveis de coleta, e apenas
16,6% das amostras pode-se observar promastigotas sem contaminagdo. Quando comparados
aos de Marzochi et al., (1993), observamos similaridade ao resultado das 14 amostras do
género Leishmania,, que tiveram 28,6% de positividade. Entretanto, a nossa pesquisa
apresentou-se diferente dos achados encontrados por Romero et al., (1999) no qual o resultado
foi de 47,1% de amostras positivas em 68 pacientes. Infelizmente com a ndo caracterizagao

das especies deste trabalho ndo foi possivel atribuir essa diferenca a nenhum fato.

A taxa de contaminacdo foi nula (0%) demonstrando que as condic¢des controladas do
ambiente podem influenciar em resultados satisfatérios. Romero et al., (1999) apresentaram
valores semelhantes, diferente da pesquisa inicial por Marzochi et al., (1993), onde se obteve
28,6% de contaminacdo. Deve-se considerar que resultados com problemas de contaminacao
do material devem-se a manipulacdo e/ou manuseio do material durante a coleta,
processamento do meio de cultura no laboratoério, assim como a concentracdo de antibioticos
(SHAW e LAINSON ,1981).

O intervalo de positividade das amostras foi entre 4 a 5 dias, menor do que o
observado por Romero et al., (1999,) que foi de 2 a 26 dias. Este intervalo diferenciado
expressa que as espécies isoladas foram mais sensiveis do que os achados dos referenciados

autores.

Ainda observando a realizacdo da técnica, realizada sem anestesia local, percebemos
que os pacientes referiram incdmodo e dor local durante sua realizagdo, o que fez com que
alguns pacientes ndo aceitassem a coleta pelo profissional, sobretudo quando a leséo era

localizada na mucosa.

Da conservagdo do parasita em baixa temperatura pertencentes a isolados de hamsters

infectados, obtivemos da analise de 7 tubos das espécies L.(L.) amazonensis e L. (V.)
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braziliensis, um ensaio a 2°C, o qual ndo houve sucesso na conservacao do parasito ao longo
dos 30 dias, entdo foi adotada a temperatura de 5°C, a qual apds 30 dias pode-se observar a
viabilidade do parasita para posterior repique, multiplicacdo e/ou criopreservacdo da amostra.
A observacdo se estendeu até o 40° dia no qual ndo foi observado viabilidade. Isso confirma o
que alguns estudos j& destacavam, a baixa temperatura na conservacao do parasita em meio
NNN como mais uma alternativa eficaz (MOST et al., 1964; LAZ et al., 2009).

A conservagdo do parasito a temperatura de 5°C permite que amostras procedentes de
regibes distantes dos laboratorios de referéncia sejam coletadas e armazenadas com
leishmanias viaveis em até 30 dias em geladeira comum até a possibilidade de transporte do
servico de saude local, facilitando o diagndstico de determinados pacientes sem condi¢des de
acesso ao servico de referéncia, fato comum em nossa regido devido grande extensdo

territorial.

Das amostras de LVA, ndo houve crescimento de promastigota por meio de pungéo
cardiaca dos hamsters experimentalmente infectados com Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, diferente de resultados encontrados por Allandiveyv et al., (2007), que conseguiu

isolar o parasito de sangue periférico.

Para medir a correlagdo entre os resultados das amostras provenientes de hamsters
infectados, foram aplicados o teste G e teste do qui-quadrado, que considerou n&o significante
a correlacdo, ou seja, os resultados das amostras ndo apresentaram dependéncia entres as
relacbes realizadas, entre técnicas e espécies. Conforme Romero et al., (1999) outras
comparagOes podem ser realizadas para correlacionar as amostras, como o tempo da leséo,

namero de lesBes, diametro da reacdo do teste de Montenegro entre outras variaveis.

Pelas observacOes realizadas neste presente estudo, podemos dizer que a técnica de
microcultivo in vitro apresentou-se diferente nas duas etapas a qual a pesquisa foi realizada,
semelhante na etapa de padronizacdo, aos resultados encontrados em outros eventos, visto que
a pesquisa objetivou otimizar a técnica para espécies autoctones de nossa regido ( L.(V.)
braziliensis e L.(L.) amazonensis), e apresentou-se diferente na segunda etapa referente as

amostras dos pacientes.
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Com estes resultados percebemos que o microcultivo é viavel para uso dentro de nossa
regido, mas como o numero de pacientes com leishmaniose foi baixo e também o isolamento
de parasitos apresentam sensibilidade muito baixa, sera importante investir em aperfeicoar a
coleta do material da leséo a fim de melhorar os resultados de isolamento, assim como em

outros meios de cultura.

Pelos achados encontrados esta técnica ainda ndo podera substituir a técnica de rotina,
o cultivo em meio NNN, ainda ndo sendo possivel de uso nos servigos de salde, somente apos

a sua otimizagéo.
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8. CONCLUSOES:

e E possivel utilizar a técnica de microcultivo in vitro para as espécies de leishmanias

prevalentes no estado do Parg;

e [Foram encontradas diferencas significativas entre as espécies isoladas através de

microcultivo em amostras provenientes de hamsters;

e O isolamento de Leishmania do subgénero Viannia provenientes de hamsters

apresentou resultado satisfatorio para a técnica com uso de microcapilares;

e O isolamento de Leishmania provenientes de hamster apresentou maior sucesso do

que de humanos, para as técnicas e microcultivo e vacuo-aspiragao.

¢ O método de microcultura para Leishmania sp apresentou baixa sensibilidade quando

comparado ao método tradicional;

e O isolamento da L. (L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis em microtubos mostrou-se
viavel, quando isolado de hamsters, porém ainda necessita de otimizacdo para isolar

de humanos;

e A técnica de vacuo-aspiragdo modificada apresentou resultados satisfatorio em lesbes

nodulares;

e A submissédo de L. (L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis em meio NNN a temperatura
de 5°C é satisfatorio e pode ser utilizado para conservagdo do parasita em ate 30 dias.
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