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Epidemiologia molecular das leishmanioses no sul de Mato Grosso do Sul
RESUMO

As leishmanioses sdo zoonoses de grande prevaléncia mundial, com letalidade significativa
reconhecida em seres humanos ha mais de um século, e continuam a atingir amplas populagdes
apesar dos esforcos para conté-las. No Brasil, as leishmanioses encontram-se presentes em
todos os estados, configurando-se como um problema de satde publica dada o seu grau de
mortalidade quando nao diagnosticada e tratada corretamente. Nesse sentido o presente estudo
teve como objetivo determinar o perfil epidemioldgico e molecular das leishmanioses no sul do
Mato Grosso do Sul, contribuindo para melhoria no diagnostico e tratamento dos pacientes
acometidos por leishmaniose. Para tal, realizou-se um estudo epidemioldgico descritivo,
dividido em trés etapas: na primeira etapa foi realizado um estudo retrospectivo com analise
das as notificacbes para Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT),
disponiveis no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) do Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria Municipal de Saude de Dourados de 2007 a 2017,
totalizando 112 notificacdes, dessas, 62 casos foram de LV e 50 de LT, em relacdo aos casos
de LV, 33,81% dos individuos eram de Ponta Pord, 80,77% dos casos foram autoctones e
67,86% deles tiveram a &rea urbana como local de infec¢do, em 67,75% do casos os individuos
foram do sexo masculino e 27,41% tinha faixa etaria entre 1-4 anos. O diagndstico laboratorial
foi realizado em 90,32% e em 8,06 havia coinfeccdo com HIV. A medicacdo de primeira
escolha, para o tratamento, foi a Anfotericina B em 55,56% dos casos € a evolugdo para 6bito
foi de 11,11% dos casos. Nos casos de LT, em 60,0% dos casos eram de Dourados, 92,0%
foram casos novos e 52,0% dos casos eram a forma mucosa. Verificou-se que 72,0% eram do
sexo masculino e 26,0% tinham a faixa etaria de 41-59 anos de idade. Diagnostico
laboratorial foi realizado em 90,0% e em 13,33% havia coinfeccdo com HIV. O uso de
Antimonial Pentavalente foi em 70,0% dos casos e a cura foi de 100%. A segunda etapa
consistiu em relatar um caso de um paciente de 54 anos, douradense, hipertenso, tabagista, com
historia de residir por um ano na capital do Mato Grosso do Sul. Nesse periodo, 0 mesmo
apresentou uma perda sindrome consumptiva de 26 kg em menos de um ano devido a
inapeténcia, com histdrias sucessivas de buscas ao sistema de salde para resolucdo do seu
problema, o qual teve como diagnostico inicial uma anemia. Ao regressar para Dourados em

2017, buscou o sistema de saude local, onde realizou diversos exames de sangue e de imagem



com o objetivo de investigar tuberculose pulmonar e HIV. Devido ao agravamento do quadro
clinico do mesmo, foi necessaria a sua internacdo no Hospital Municipal com posterior
transferéncia para um leito da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do Hospital Universitario
local, o qual é referéncia em infectologia da regido da Grande Dourados. O paciente necessitou
de ventilagcdo mecéanica via tubo orotraqueal, consequéncia da insuficiéncia respiratoria aguda,
apresentando-se hipotenso, taquicardiaco, afebril. Embora o paciente tenha buscado ajuda no
sistema de saude por um periodo de aproximadamente dois anos, o diagndstico para LV foi
confirmado laboratorialmente, no dia seguinte ao 6bito (materiais biologicos coletados no
decimo dia de internacdo), pelo teste soroldgico de reacdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI)
reagente (titulo > 1:160), pela pesquisa direta de aspirado de medula 6ssea mostrando formas
amastigotas sugestivas de Leishmania spp. Para a terceira etapa foram analisadas amostras
bioldgicas (sangue periférico, biopsia de lesdo e/ou sangue medular) de 100 pacientes. Para
55% dos casos o0 sexo foi masculino, a média de idade foi de 42,57 anos, 50% dos casos eram
de Dourados, a febre estava presente 32% dos casos. As comorbidades diagnosticadas foram:
HIV em 6,0% (6) dos casos; Diabetes mellitus e Hipertensao arterial em 6,0% (6); Insuficiéncia
renal aguda (IRA) em 4,0% (4); Insuficiéncia renal crénica (IRC) em 3,0% (3); Sifilisem 3,0%
(3); Artrite reumatoide em 2,0% (2). A PCR foi positiva no sangue periférico de 15,0% (15)
dos casos, sendo que em dois pacientes coinfectados com HIV apenas a PCR foi positiva. O
teste rapido foi positivo em 12,0% (12) dos casos. A PD foi positiva em 6,0% (6). A RIFI foi
positiva em 4,0% (4) e indeterminada em 3,0% (3) dos casos. Em 7,0% (7) dos casos apenas 0
teste rapido foi positivo. Em 8,0% (8) dos casos s6 a PCR foi positiva. A PD e a PCR foram
positivas simultaneamente em 4,0% (4) dos casos e em apenas 5,0% (5) dos casos, tanto o teste
rapido quanto a PCR, tiverem resultados positivos. A taxa geral de ébitos foi de 6,0% (6), sendo

3 pacientes coinfectados com HIV.

Palavras-chave: Leishmanioses; Epidemiologia; Diagndstico.



Molecular epidemiology of leishmaniasis in southern of Mato Grosso do Sul

ABSTRACT

Leishmaniasis are zoonoses of high global prevalence, with significant lethality recognized in
humans for more than a century and continue to reach large populations despite efforts to
contain them. In Brazil, leishmaniasis is present in all states, becoming a public health problem
given its degree of mortality when undiagnosed and treated correctly. In this sense, the present
study aimed to determine the epidemiological and molecular profile of leishmaniasis in
southern of Mato Grosso do Sul, contributing to improve the diagnosis and treatment of patients
affected by leishmaniasis. To do this, a descriptive epidemiological study was carried out,
divided into three stages: a retrospective study was conducted in the first stage with the analysis
of the reports for Visceral Leishmaniasis (VL) and Tegumentary Leishmaniasis (TL) available
in the Notification of Injury Information System (SINAN) from the Department of
Epidemiological Surveillance of the Municipal Health Department of Dourados from 2007 to
2017, totaling 112 notifications, of which 62 cases were VL and 50 TL, in relation to VL cases,
33.81% of the individuals were Ponta Pord, 80.77% of the cases were autochthonous and
67.86% of them had the urban area as an infection site, in 67.75% of the cases the individuals
were male and 27.41% were between 1- 4 years. The laboratory diagnosis was performed in
90.32% and in 8.06 there was co-infection with HIV. The first choice medication for treatment
was Amphotericin B in 55.56% of the cases and the evolution to death was 11.11% of the cases.
In TL cases, in 60.0% of the cases were of Dourados, 92.0% were new cases and 52.0% of the
cases were the mucosal form. It was found that 72.0% were males and 26.0% had the age group
41-59 years of age. Laboratory diagnosis was performed in 90.0% and in 13.33% there was co-
infection with HIV. The use of Pentavalent Antimonial was in 70.0% of the cases and the cure
was of 100%. The second stage consisted in reporting a case of a 54-year-old patient, of
Dourados, hypertensive, smoker, with a history of residence for one year in the capital of Mato
Grosso do Sul, to care for his mother. In this period, the patient presented a loss of 26 kg of
consumptive syndrome in less than a year due to inappetence, with successive histories of
searches to the health system to solve his problem, which had as initial diagnosis anemia. Upon
returning to Dourados in 2017, he sought the local health system, where he performed several
blood and imaging tests to investigate pulmonary tuberculosis and HIV. Due to the worsening

of the clinical picture of the patient, it was necessary for him to be admitted to the Municipal



Hospital with a subsequent transfer to a bed of the Intensive Care Unit (ICU) of the local
University Hospital, which is a reference in infectious diseases in the Dourados region. The
patient required mechanical ventilation via the orotracheal tube, as a consequence of acute
respiratory failure, presenting hypotension (66x43 mmHg), tachycardia (117 bpm), afebrile
(36.8°C). Although the patient sought help in the health system for a period of approximately
two years, the diagnosis for VL was laboratory confirmed, on the day after death (biological
material collected on the tenth day of hospitalization), by the serological test of indirect
immunofluorescence (IFI) (titre >1: 160), by the direct search for bone marrow aspirate
showing amastigote forms suggestive of Leishmania spp. For the third stage, biological samples
(peripheral blood, lesion biopsy and/or marrow blood) of 100 patients were analyzed. For 55%
of the cases the sex was male, the mean age was 42.57 years, 50% of the cases were of Dorados,
the fever was present 32% of the cases. The comorbidities diagnosed were: HIV in 6.0% (6) of
the cases; Diabetes mellitus and Hypertension in 6.0% (6); Acute renal failure (ARF) in 4.0%
(4); Chronic renal insufficiency (CRF) in 3.0% (3); Syphilis in 3.0% (3); Rheumatoid arthritis
in 2.0% (2). PCR was positive in the peripheral blood of 15.0% (15) of the cases, and in two
patients coinfected with HIV only PCR was positive. The rapid test was positive in 12.0% (12)
of the cases. Direct research (DR) was positive in 6.0% (6). The IFI was positive in 4.0% (4)
and undetermined in 3.0% (3) of the cases. In 7.0% (7) of the cases only the rapid test was
positive. In 8.0% (8) of the cases, only PCR was positive. DR and PCR were both positive in
4.0% (4) of the cases and in only 5.0% (5) of the cases, both the rapid test and the PCR, had

positive results. The overall death rate was 6.0% (6), with 3 patients coinfected with HIV.

Keywords: Leishmaniasis; Epidemiology; Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo caracterizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como uma das seis doencas infecciosas mais importantes do mundo (WHO, 2010).
Estima-se que sejam acometidas, todo ano, cerca de 2 milhdes de pessoas (Cardim et al.,
2016). No entanto, estas sdo consideradas doencas negligenciadas pela industria
farmacéutica, dado o perfil socioecondmico desfavorecido das populacdes mais afetadas,
ou seja, com menor poder de compra e menor potencial de gerar lucros a essas empresas
(WHO, 2010; Want et al., 2017).

No Brasil, as leishmanioses estdo presente em todos os estados (Gontijo e De
Carvalho, 2003). A transmissdo de Leishmania chagasi, principal agente etiologico da
leishmaniose visceral (LV) e em casos leves de leishmaniose cutanea (LC), se da pela
picada de fémeas de insetos dipteros pertencentes a familia Psychodidae, tendo como
principal vetor Lutzomyia longipalpis (Brazuna et al., 2012; Cardim et al., 2016). Mais
recentemente, L. cruzi foi também identificado como vetor da LV, no Estado de Mato
Grosso do Sul (Souza et al., 2013; Cardim et al., 2016).

A leishmaniose tegumentar (LT), também encontra-se amplamente distribuida
em todo territério nacional, no entanto, as manifestacdes clinicas referem-se a lesdes
cutaneas crénicas com diferentes formatos (Gontijo e De Carvalho, 2003; Hakkour et al.,
2016), transmitida pela picada de diferentes espécies de flebotomineos infectados, tais
como: Lutzomyia whitmani, Lu. wellcomei e Lu. intermedia, entre outras (Gontijo e De
Carvalho, 2003), sendo a Leishmania (Vianna) braziliensis a espécie de maior ocorréncia
em todas as regiGes do pais, geralmente sendo relacionada com presenca de animais
domésticos (Gontijo e De Carvalho, 2003).

O diagndstico, rotineiramente é realizado com base em pardmetros clinicos e
epidemiolégicos, porém, um dos principais problemas é a semelhanca sintomatoldgica
com algumas doencas como Doenca de Chagas, Maléria, Esquistossomose, Febre Tifdide
e Tuberculose nos casos de LV e paracoccidioidomicose, hanseniase virchowiana,
rinoscleroma, bouba, sifilis terciaria, granuloma médio facial e neoplasias nos casos de
LT, principalmente em areas ndo endémicas (Gontijo e De Carvalho, 2003; Roiko et al.,
2016; Mohammadpour et al., 2017). Por esse motivo, deve-se utilizar associagdo com 0s
métodos laboratoriais parasitologico, soroldgico e imunoldgico, para elucidagdo do
diagnostico (Gontijo e De Carvalho, 2003; Gualda et al., 2015; Roiko et al., 2016;
Mohammadpour et al., 2017).
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A sensibilidade diagnostica concomitante com a identificacdo da espécie
envolvida na infecgédo, fornecem parametros esséncias para auxiliar na prescricdo da
terapéutica adequada. Nesse sentido, 0 uso da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém
demostrado resultados promissores devido a maior sensibilidade, comparada aos métodos
diagnosticos comumente utilizados (Souza et al., 2013; Gualda et al., 2015; Sharifi-Rad
et al., 2016), assim como a sua aplicabilidade em diferentes amostras bioldgicas (Gontijo
e Melo, 2004b; Souza et al., 2013; Gualda et al., 2015), sendo nesse momento, de grande
relevancia o ajuste de novos primes com maior sensibilidade na identificacdo das
espeécies, 0 que é essencial para o0 sucesso da tratamento (Gontijo e De Carvalho, 2003;
Souza et al., 2013; Gualda et al., 2015).

A PCR ¢ utilizada tanto para o diagnostico de leishmanioses como no
monitoramento do tratamento e estudos epidemioldgicos (Gontijo e Melo, 2004b; Conter
et al., 2015; Gualda et al., 2015; Franceschini et al., 2016; Mohammadpour et al., 2017;
Sharifi-Rad et al., 2016; Neitzke-Abreu et al., 2013; Neitzke-Abreu, Reinhold-Castro, et
al., 2014).

O presente estudo justifica-se devido a leishmaniose ser um grave problema de
salide publica, de incidéncia elevada nos centros urbanos do Brasil. Essa doenca tem alta
letalidade, principalmente a forma visceral, quando n&o diagnosticada e tratada
precocemente, com elevada demanda hospitalar (Hakkour et al., 2016).

Portanto, o presente estudo pretende determinar o perfil epidemiolégico e
molecular das leishmanioses no sul de Mato Grosso do Sul, contribuindo para a melhoria
no diagnostico e tratamento das leishmanioses. Outrossim relatar um caso de LV humano

com desfecho em Gbito devido o diagnéstico tardio.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Clinicos das Leishmanioses

As leishmanioses sdo enfermidades infecto-parasitarias que estdo na lista das
doencgas tropicais negligenciadas, principalmente no que se refere a investimento na busca
de inovac0es para o tratamento (Gontijo e De Carvalho, 2003; Hakkour et al., 2016; Want
et al., 2017), que afetam principalmente populacdes de baixa renda nos tropicos (Gontijo
e De Carvalho, 2003; Hakkour et al., 2016).
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O quadro clinico das leishmanioses depende da espécie de Leishmania
responsavel pela infecgcdo dos vetores, complexidade bioldgica do parasita, reservatorios,
meio ambiente e resposta imune do hospedeiro (Gontijo e De Carvalho, 2003; Bafiuls et
al., 2011; Roiko et al., 2016; Biswas et al., 2017; Mohammadpour et al., 2017). Essas
manifestacbes podem ser agrupadas de maneira geral em visceral e tegumentar
(Mohammadpour et al., 2017).

A forma visceral da doencga tem uma letalidade alta, estimada entre 10% a 20%,
mesmo quando os pacientes tém acesso ao tratamento (Alvar et al., 2012; Brazuna et al.,
2012), essa mortalidade pode atingir até 90% casos quando os individuos ndo sao
diagnosticados e tratados oportunamente (Biswas et al., 2017; Want et al., 2017). A LV
é uma doenca infecciosa crbnica generalizada, que pode ser assintomatica ou grave,
apresentando frequentemente febre irregular, mal-estar, anorexia, esplenomegalia,
hepatomegalia, linfadenopatia, fraqueza, perda ponderal e anemia como principais sinais
clinicos (Brazuna et al., 2012; Roiko et al., 2016; Biswas et al., 2017).

A doenga cuténea refere-se a danos cronicas com diferentes formas clinicas, as
quais podem ocorrer na pele e mucosa, tendo como consequéncia lesdes desfigurantes
(Neitzke-Abreu et al., 2013; Roiko et al., 2016; Dantas-Torres et al., 2017). Individuos
podem apresentar leses mucosas ndo cicatrizantes espontaneamente, fontes de invasao

bacteriana oportunistas, por muitas vezes tornando a doenca fatal (Roiko et al., 2016).
2.2. Ciclo de vida da Leishmania

O ciclo de vida da Leishmania sp. se inicia quando a fémea de flebotomineo,
através da picada, no momento do repaste sanguineo, inocula parasitas na forma
promastigota, a qual passa por um processo de metaciclogénese no intestino do vetor,
facilitando o seu reconhecimento e entrada nos macréfagos do hospedeiro vertebrado,
que ap6s serem fagocitados perdem seus flagelos e assumem a forma amastigota e
comecgam a se reproduzir assexuadamente por divisdo binaria, originando novos parasitas
que ao romperem os macrofagos persistente com a infec¢éo ao passo que sdo novamente
fagocitados pelo organismo do hospedeiro (Bogdan et al., 2000; Rittig e Bogdan, 2000;
Gontijo e De Carvalho, 2003; Awasthi et al., 2004; Alvar et al., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. (A) Formas promastigota Leishmania spp. E (B) formas amastigota de
Leishmania spp dentro dos macrofagos (B).

O curso de vida do parasito tem como sequéncia a ingestdo das formas
amastigotas pelo vetor, presentes nos hospedeiros vertebrados, quando o flebotomineo
realiza o repasto sanguineo, as quais diferenciam-se nas formas promastigotas prociclicas
no aparelho digestivo do vetor, e metaciclicas, forma infectante, a qual encontra-se na
faringe do inseto, prontas para reiniciarem o ciclo de vida (Bogdan et al., 2000; Rittig e
Bogdan, 2000; Awasthi et al., 2004; Alvar et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida da Leishmania spp., mostrando a fase do ciclo no hospedeiro
invertebrado (flebotomineo) e vertebrado (mamifero)
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2.3. Distribuicéo das Leishmanioses no Mundo

As leishmanioses sdo importantes problemas de salde publica de ocorréncia em
98 paises (WHO, 2010). Avalia-se que 350 milhdes de pessoas no mundo estdo
susceptiveis a infec¢do pela Leishmania, desse nimero, sdo esperado que 2 milhdes de
casos ocorram anualmente (WHO, 2010).

No Oriente Médio, principalmente no Ird, Afeganistdo, Paquistdo e Arabia
Saudita ha relatos da presenca de trés formas de leishmanioses, sendo elas: leishmaniose
cuténea zoondtica; leishmaniose cutanea antrdpica e leishmaniose visceral (Sharifi-Rad
etal., 2016).

A LV é considerada endémica no Leste da Europa e na regido do Mediterraneo,
sua transmissao € especialmente zoondtica, tendo a Leishmania infantum como principal
agente (Franceschini et al., 2016). Observa-se também ocorréncia de casos novos
ocasionados por espécies incomuns, como a L. donovani em Chipre (Antoniou et al.,
2009). Em Portugal, também foram detectados em consumidores de drogas injetaveis,
HIV-positivos, duas espécies hibridas de Leishmania, a L. major e L. infatum (Ravel et
al., 2006).

A LV é uma antropozoonose, que ocorre nas Ameéricas Central e do Sul, sendo
essa a forma mais grave da doenca, com grande parcela de notificacdes realizadas no
Brasil (Cardim et al., 2016). O principal vetor a L. longipalpis, e 0 cdo doméstico é o
reservatorio principal do parasito. Duas espécies estdo diretamente ligadas essa
manifestagdo clinica, saber: a L. infantum e L. chagasi (Cardim et al., 2016).

O litoral Tirreno, localizado na Italia, em conjunto com as peninsulas do sul e as
ilhas, sdo zonas endémicas da LV desde o inicio da década de 1990, observa-se, no
entanto, uma propagacdo da doenga para o norte, regides que ndo eram consideradas
endémicas na época(Franceschini et al., 2016).

No Marrocos a leishmaniose também € considerada como uma das principais
doencas endémicas (Hakkour et al., 2016). Um estudo epidémico-molecular mostrou que
a provincia de Taza ha uma coexisténcia de duas espécies de Leishmania: a L. tropica e
L. infantum, comprovando que a L. infantum é mais prevalente do que os descrito na
literatura local (Hakkour et al., 2016).

A LC é altamente endémica na regido do Sahel Ocidental do Mali, causada pelas
espécies: L. major (Traoré et al., 2016), estudo recente, ressalta a possibilidade da

evolucéo clinica da infeccdo pela L. major para auto-cura, porém foram diagnosticadas
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lesGes grandes com aspecto desfigurante, ulcerativas (Traoré et al., 2016), apontando para
a vigilancia e tratamento breve das lesdes visto que as cicatrizes permanentes deixadas
inevitavelmente pelo processo de cicatrizagéo, é uma forte causa de preconceitos sociais
(WHO, 2010; Herwaldt, 1999).

2.4. Leishmanioses no Brasil

A LV passou por um processo de urbanizacdo nas ultimas trés décadas em
diversas regides do Brasil, sendo considerada endémica e epidémica nos grandes centros
urbanos das macrorregides do pais. Inclusive presente em diversos estados da regido
nordeste, principalmente Pernambuco e Bahia, 0s quais desde a década de 1990, sofreram
mudancas no perfil epidemiolédgico da doenca com disseminacdo dos casos em todas as
microrregides desses estados (Gontijo e Melo, 2004; Maia-Elkhoury et al., 2008; Diniz
etal., 2018).

No Brasil, a LV acomete individuos de todas as faixas etérias, no entanto em
areas endémicas cerca de 80% dos casos notificados ocorrem em criangas de 10 anos,
porém em alguns focos urbanos pesquisados, foi constatada uma tendéncia de alteracao
no que concerne a notificacdo dos casos por grupos etarios, observando-se altas taxas de
ocorréncias em grupos de adultos jovens (Gontijo e Melo, 2004).

Sd&o descritos como fatores associados ao aumento da incidéncia da LV, em todo
mundo, o constante desmatamento de matas proximas as cidades, seja para o avanco dos
centros urbanos através de construgdes de condominios e areas industriais ou destinadas
a agropecuaria, assim como a constantes migracdes, a desnutricdo e as infeccdes pelo
HIV (Desjeux, 2001).

Inicialmente a regido nordeste era responsavel por 90% dos casos de LV,
porém héa alguns anos, observa-se um novo panorama na dispersdo dos casos da doenca
para o Centro Oeste, Sudeste e Norte, evidenciando uma modificacdo epidemioldgica da
LV no pais (Brazuna et al., 2012).

No Mato Grosso do Sul a LV encontra-se amplamente distribuida, segundo
dados do boletim epidemioldgico 01/2014 pelo menos 58 municipios registraram a
presenca da doenca através de notificacio no Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo (SINAN), totalizando 3.088 notificacbes de casos confirmados de LV
humana (Brasil, 2014).
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Em Campo Grande o aumento da densidade do vetor L. Longipalpis e o
aparecimento da doencga podem ser fruto da expanséo ocorrida com a abertura de avenidas
proximas aos corregos e o desmatamento de &reas de mata virgem para a construcao de
residéncias populares (Margonari et al., 2006).

Em Belo Horizonte, um estudo determinou que 84% dos casos de LV notificadas
em humanos estavam conexos aos casos caninos (Margonari et al., 2006).

No Brasil e em outros paises do Novo Mundo a LT constitui um problema de
salde publica, ndo somente pela sua alta incidéncia e vasta distribuicdo geografica, mas
também devido as possibilidades de assumirem formas que podem levar a lesdes
destrutivas, desfigurantes, ocasionando repercussdes importantes, inclusive no campo
psicossocial do doente (Organization; Herwaldt, 1999; Gontijo e De Carvalho, 2003). A
forma cutanea é mais prevalente na floresta Amazoénica e regides de Mata Atlantica(Alvar
et al., 2012). Geralmente a LT em regides de Mata Atlantica, afeta agricultores,
trabalhadores rurais domiciliados ou proximo de areas florestais (Gontijo e De Carvalho,
2003; Alvar et al., 2012).

A elevada incidéncia de LT tém sido observadas em praticamente todos 0s
estados do pais, influenciando diretamente na ocorréncia de surtos epidémicos nas regides
Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e na regido Amazonica, fator esse considerado como
fruto do processo predatdrio e de ocupacdo humana em areas de mata virgem (Gontijo e
De Carvalho, 2003; Cardim et al., 2016; Castro et al., 2016).

No sul do Brasil, mais especificamente no Estado do Parana, estudos realizados
em 2008 e 2009 mostraram um aumento de casos de leishmaniose cuténea, contrariando
a expectativa relacionadas a eliminacdo dos focos naturais dos vetores a medida que a
ocupacdo humana fosse efetiva (Monteiro et al., 2008; Monteiro et al., 2009; Cella et al.,
2011).

As espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) guyanensis, L. (Viannia)
lainsoni e L, (Leishmania) amazonensis, sdo responsaveis pela forma cutanea, a qual
apresenta uma lesdo tipica ulcerada indolor, com bordas elevadas e fundo granuloso, com
apresentagdo Unica ou multiplas (Murback et al., 2011).

Em 2009 a construcdo de um gasoduto no Estado de Mato Grosso do Sul trouxe
como uma de suas consequéncias a destruicdo da vegetacdo de cerrado, corroborando

para expansdo dos vetores da leishmaniose (Brazuna et al., 2012)..
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2.5. Diagndsticos das Leishmanioses

No diagndstico das leishmanioses deve-se levar em consideracdo aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais através da pesquisa parasitoldgica e diagnostico
imunolodgico sendo associacdo de algum desses métodos imprescindiveis para elucidacéo
do caso (Gontijo e De Carvalho, 2003; Conter et al., 2015).

Apesar de assumirem escalas diferentes de gravidade conforme manifestacdes
clinicas (Biswas et al., 2017), o diagndstico breve da doenca e a identificacdo da espécie,
sdo de grande relevancia para a prescricdo do melhor tratamento (Neitzke-Abreu,
Reinhold-Castro, et al., 2014; Neitzke-Abreu, Venazzi, et al., 2014; Conter et al., 2015;
Gualda et al., 2015). A ciéncia dispde de métodos de biologia molecular cada vez mais
sensiveis para fornecer esse suporte na elucidacdo das suspeitas diagnosticas, como é o
caso da PCR (Conter et al., 2015; Gualda et al., 2015; Sharifi-Rad et al., 2016). No
entanto seus ajustes, para identificacdo das espécies circulantes em determinadas regides
geogréficas confere aos profissionais diagnostico rapido, e ao paciente a possibilidade de
intervencdes terapéuticas assertivas, bem como o acompanhamento da cura (Neitzke-
Abreu et al., 2013; Souza et al., 2013; Sharifi-Rad et al., 2016).

No diagnéstico parasitolégico da LV, o método para a identificacdo do parasita
pode ser realizado em material de biopsia ou puncgdo aspirativa de 6rgdos como baco,
figado, medula dssea ou linfonodos, quase sempre as puncdes hepaticas tém resultados
questionaveis devido a baixa quantidade de parasitas, outrossim que a funcdo do baco
oferece eminente risco de ruptura do 6rgao (Franceschini et al., 2016).

Os testes soroldgicos, no caso do método ELISA, o qual permite a realizacéo de
grandes nimeros de exames em pouco tempo, é frequentemente o mais utilizado como
imunodiagnostico, considerado sensivel, porém tem precisdo limitada em caso
subclinicos ou assintomaticos, e a Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) tem
pouca especificidade (Gontijo e De Carvalho, 2003; Gontijo e Melo, 2004b; Alvar et al.,
2012).

Nos casos suspeitos de LV, uma das alternativas para o diagndstico € o uso do
teste imunocromatografico rapido através do antigeno recombinante rK39 “Kinesin-
related protein”, 0 qual, € um método frequentemente utilizado para o diagnostico
imunoldgico, especialmente por se tratar de um exame ndo invasivo, de facil e rapido
acesso, relativamente pouco dispendioso no tocante ao custo financeiro, no entanto, a sua

principal limitacdo reside em sua eficacia varidvel conforme a regido de origem do
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individuo, assim como baixa positividade, especialmente em casos de coinfeccdo com
outras doencgas como HIV (Varani et al., 2017; Bangert et al., 2018).

A deteccdo do parasita em amostras de sangue depende de diversos fatores tais
como o tempo da coleta, a competéncia imune do individuo e a disseminacgédo do parasita
na corrente sanguinea (Conter et al., 2015). A baixa positividade histopatoldgica é
frequente pois a mesma depende do numero de parasitas contidos em uma amostra, sendo
sua utilidade limitada, dependente da existéncia de lesGes nos pacientes e o tempo das
mesmas (Gontijo e De Carvalho, 2003).

Para o diagndstico, nos casos da LT, existem diferentes técnicas parasitologicas
de pesquisa direta e indireta, para tal € necessaria a identificacdo do parasito. Nesse
sentido 0 exame mais simples a ser executado € a pesquisa direta das formas amastigotas
em material adquirido da lesdo por escarificacdo, aspiracao ou bidpsia da borda. Embora
a técnica seja simples, as chances de encontrar o parasito € inversamente proporcional ao
tempo de duracéo da lesdo (Gontijo e De Carvalho, 2003).

Os testes sorologicos sdo relativamente faceis de serem executados porém
apresentam como limitacdo baixa positividade quando ha existéncia de Unica lesdo ou
ulceragdes com menos de 180 dias (Gontijo e De Carvalho, 2003).

O teste Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) mostra-se bastante limitado
quando aplicados em pacientes HIV-positivos devido a baixa resposta imune contra
antigenos dos parasitas (Gontijo e De Carvalho, 2003).

O uso da PCR para o diagnostico das leishmanioses, tanto para LV quanto para
LT, tem mostrado resultados positivos, principalmente devido a sua sensibilidade de até
100% e aplicabilidade em diferentes amostras bioldgicas (Franceschini et al., 2016), o
que deve ser levado em consideracdo principalmente por diminuir o sofrimento
ocasionado por vezes na coleta de amostras bioldgicas por método de puncéo aspirativa
(Franceschini et al., 2016).

O diagnostico diferencial do parasita, possivel através da PCR, é indispensavel
para 0 planejamento de estratégias tanto das terapias a serem utilizadas quanto na
identificacdo através de estudos epidemiologicos das diferentes espécies responsaveis
pela infeccdo em determinadas regides (Herwaldt, 1999; Gontijo e De Carvalho, 2003;
Gualda et al., 2015; Sharifi-Rad et al., 2016; Rai et al., 2017).
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2.6. Tratamento e critérios de cura das Leishmanioses

Sendo as leishmanioses moléstias infecciosas listadas nas relagdes das doencas
tropicais negligenciadas em todo o mundo, especialmente pela inddstria farmacéutica
(Alvar et al., 2012; Hakkour et al., 2016; Traore et al., 2016; Want et al., 2017), observa-
se poucas alternativas de terapéuticas para as diferentes formas da doenca
(Mohammadpour et al., 2017).

Os compostos antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e estiboglucato de sddio (Pentostam®) tem sido as medicacgdes de escolha
para o tratamento de todas as formas de leishmanioses nos ultimos 60 anos. Tal
constatacdo comprova o baixo interesse da industria farmacéutica na busca de novos
farmacos com maior eficacia terapéutica e menor toxidade, fatores estes preocupantes
(Mohammadpour et al., 2017).

No Brasil, a Anfotericina B lipossomal é a droga de segunda escolha, utilizada
quando ndo h& éxito no tratamento com antimonial ou ndo possibilidade do seu uso
(Gontijo e De Carvalho, 2003). Nauseas, vomitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia
renal, anemia e problemas cardiacos sao os efeitos colaterais mais comuns ao tratamento,
0s quais inviabilizam seu uso fora do ambiente hospitalar (Gontijo e De Carvalho, 2003).

Na LV a cura da infeccdo é clinica, com acompanhamento do paciente
recomendado mensalmente durante 3 meses, segmento de até 12 meses apds o fim da
terapéutica.

Na LT a cura é definida levando em consideragéo o aspecto das lesBes tais como:
reepitelizacdo das lesdes ulceradas ou ndo, regressao total das infiltragcdes e eritema por
um periodo de até 90 dias da conclusdo do tratamento. A cura da forma mucosa é
verificada ap0s a regressdo total de todos o0s sinais comprovado por exame
otorrinolaringolégico até 180 dias do fim do tratamento (Herwaldt, 1999; Gontijo e De
Carvalho, 2003; WHO, 2010).
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3. OBJETIVOS
GERAL

e Determinar o perfil epidemiolégico e molecular das leishmanioses no sul de

Mato Grosso do Sul.

ESPECIFICOS

e Descrever os casos humanos confirmados de leishmaniose segundo a data do
diagnostico, distribuicdo geografica, sexo, faixa etaria e expresséo clinica da
doenca, no sul de Mato Grosso do Sul.

e Realizar PCR em amostras de pacientes confirmados e/ou suspeitos de
leishmaniose;

e Conhecer a epidemiologia das leishmanioses no sul de Mato Grosso do Sul.

e Comparar os diferentes testes de diagndstico para as leishmanioses utilizados no
sul de Mato Grosso do Sul.

e Relatar o desfecho de um diagnéstico tardio de LV em paciente internado em

um Hospital Universitario no sul de Mato Grosso do Sul.
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ABSTRACT

Objective: Leishmaniasis is a anthropozoonosis with significant lethality in humans. The
aim was to characterize the epidemiology of leishmaniasis and to estimate underreporting
of cases in south of Mato Grosso do Sul State using the data Information System.
Methods: Observational epidemiological study of human cases of visceral leishmaniasis
(VL) and cutaneous leishmaniasis (CL) from January 2007 to June 2017. Results: None
notification file was complete. Were reported 62 cases of VL: 67.86% had the urban area
as a site of infection; in 8.06% there was co-infection with HIV; Amphotericin B was
used in 55.56% and 11.11% died. For CL, 50 cases were reported: 52.0% were the
mucosal form; in 13.33% there was co-infection with HIV and the cure was in 100%.
Conclusions: This underreporting minimizes the severity of the health problem in south
of MS and in Brazil. The need for specific public health measures for this region is
evident.

KEY-WORDS: Leishmaniasis; Epidemiology; Co-infection; Transmission.

1. Introduction

Leishmaniasis is characterized as one of the six most important infectious diseases
in the world, and it is considered neglected diseases due the disadvantaged socioeconomic
of the affected populations. In Brazil, leishmaniasis is present in all states. In Mato Grosso
do Sul (MS), the transmission occurs mainly in urban areas and secondary in wild areas,
one of the Brazilian states with the greatest number of cases!*l. The lethality in MS is from
7 to 18.4% with an increase of 21.6% in co-infected with HIVI22l, This shows the need
of public health measures for improvement, agility in diagnosis and access to treatment.

To inform the classification of municipalities in risk categories, to prioritize disease

control measures, the Secretaria de Vigilancia em Saude of Brazil’s Ministry of Health
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(SVS/MH) uses retrospective human cases. Studies suggest that the reported cases may
underestimate the risks, especially in areas with intense transmission(*l.

The knowledge of the leishmaniasis epidemiology provides subsidies for the
planning of assertive public health actions, as it takes into account the regional reality in
order to propose interventions aimed at prevention and control of the diseases in the
community. Thus, the present study aimed to characterize the epidemiological profile of
leishmaniasis and to estimate underreporting of cases in southern of MS using the data

Information System.

2. Material and methods

The MS is located in the Center-West Region of Brazil (Figure 1), it has territory
of 357,145,534 km? and an estimated population of 2,713,147 inhabitants. The Campo
Grande (20°26°34°’S, 54°38’47°°W) is the capital of MS, being one of the 79
municipalities. This state borders with the S&o Paulo, Parana, Mato Grosso, Minas Gerais,
and Bolivia and Paraguay.

This is a observational epidemiological study of the human cases of visceral
leishmaniasis (VL) and cutaneous leishmaniasis (CL) reported from January 2007 to June
2017. The information was obtained from the Information System on Notifiable Diseases
(SINAN) of the Departamento de Vigilancia Epidemioldgica of Dourados. The research
was approved by the Human Research Ethics Committee of the Universidade Federal da
Grande Dourados (protocol number 2.071.873).

The variables studied were: notification year of the disease, residence municipality,
residence area, cases frequency, age, sex, clinical and/or laboratory diagnostic criteria,
parasitological test for direct research (PD) of Leishmania amastigotes, serological test

for anti-Leishmania antibodies [rK39 rapid test or indirect immunofluorescence (11F)],
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Montenegro Intradermal Reaction (MIR), clinical manifestations, drugs used in
treatment, failure of treatment and outcome of cases. Data were tabulated using a

descriptive analysis.

3. Results

The number of human cases reported was 112 (Table 1 and Figure 1). It is
important to note that not all the notification files had complete information, so it was not
possible to obtain all the information for each patient.

Of VL, 62 cases was reported (Table 1). The greatest number of cases was in 2014;
the residence municipalities with the highest number of cases were Ponta Pord and
Dourados; the highest prevalence was in Antonio Jodo, Ponta Pord and Jatei
municipalities; the majority of the cases occurred in the urban zone and were
autochthonous; the male sex was the most affected; the majority were white or brown;
the almost all were new cases (Table 2). The most cases have been confirmed by
laboratory tests. Co-infections with HIV was reported. Regarding the treatment,
Amphotericin B and Liposomal Amphotericin B were the most used. The majority
evolved to cure, but 3 cases evolved to death by VL in 2008, 2013 and 2017. In 33 files
there was information about the clinical data of which fever and splenomegaly occurred
in 29 cases (87.87%); weakness, weight loss and hepatomegaly in 28 cases (84.84%);
pallor in 23 cases (69.69%); diarrhea in 11 cases (33.33%); infection in 7 cases (21.21%);
edema, jaundice and cough in 5 cases (15.15%); hemorrhagic phenomena in 3 cases
(9.09%); and dyspnoea, vomiting, abdominal pain, anemia, leucopenia and pancytopenia
were reported in only one case (3.03%).

Of CL, 50 cases was reported (Table 1). There were more cases in 2007, 2013 and

2014; Dourados was the residence municipality with the highest number of cases; the
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highest prevalence was in Laguna Caarapa, Deodapolis and Dourados municipalities;
56.0% were imported; there was predominance in males; the most were white and brown
(Table 2). Regarding the presence of lesions, 42.0% (21) were cutaneous, 52.0% (26)
mucous and 6.0% (3) cutaneous and mucous simultaneously. In the mucosal form, the
presence of cutaneous scar was reported in 24 files, of which 50.0% (12) of the cases had
cutaneous scar. The most were new cases and had a confirmatory laboratory diagnosis.
For histopathological examination, 24 files had this information, 62.50% (15) had
compatible findings and 37.50% (9) the parasite was encountered. Co-infection with HIV

was reported. Pentavalent Antimonial was the most used and all evolved to cure.

4. Discussion

It is important to note that not all the notification files had complete information.
The underreporting of leishmaniasis demonstrated occurs in all Brazilian states!™*, due
to the lack of updating in the databases programs and training of health professionals.

This is the first descriptive epidemiological study conducted in the south of MS, in
which a frequent occurrence of new cases of leishmaniasis was verified. The VL had an
increase in cases between 2014 and 2015, and in 2014 the number of cases was 133.33%
higher than in 2013. In contrast, the largest number of cases in MS occurred in 2012 (287)
and 2013 (215), followed by 2014 (130), 2015 (95) and 2016 (85). For CL cases, a
significant increase was observed in the south of MS between 2012 and 2016, which
corresponds to a total increase of notifications in MS (610).

In the present study, Ponta Por& had the highest number of VL cases, corroborating
with a study that the main vector, Lutzomyia longipalpis, were found abundantly in
peridomiciliary®®l. Ponta Poré is a border municipality with Paraguay, the second country

with the highest number of VL cases in the Americas. In Dourados there was a greater
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number of CL cases, as well as a study in Bela Vista (MS), where Lutzomyia whitmani,
abundant in the state, was a major vector of the L. amazonensis®.. In Brazil, the etiologic
agent of VL is L. infantum and CL are the species L. braziliensis and L. amazonensis.
Recently, in MS, the L. infantum was also described as an etiological agent of CL®, as it
also occurs in Europe and the Americas. According to the Ministry of Health”), Dourados
and Ponta Pord municipalities are classified as moderate and sporadic transmission,
respectively.

The first autochthonous cases of VL and CL of the southern of MS occurred in 2007
in Bela Vista and Dourados, respectively. In 2006, a spatial distribution study of VL
showed the MS became endemic in 1998, with occurrence of human cases in Corumba
municipality. Its expansion occurred due due the construction of the Bolivia - Brazil
railroad and pipeline and the migratory movement of workers to Campo Grande and Trés
Lagoas, the opposite region of the statet®l,

The cases of VL were similar to other studies performed in Brazil and the world,
due to their higher frequency in children 0-4 years and in young adult males. The greatest
number of VL cases connected to males has not yet been elucidated, however, it is
correlated with the fact that a greater body exposure of men in daily activities and
hormonal factors related to sex[®l. The presence of the vectors in the peridomicile, linked
to socioeconomic factors, malnutrition and immaturity of the immune system are
described as the main causes of VL infection in children!®%. The considerable prevalence
of VL cases in children shows the evidence of the endemic disease in south of MS.

CL cases were more frequent in male adults, with the highest percentage of patients
aged 41-59 years. These results corroborate with a study conducted at Campo Grandel**,
as well as in a study conducted in Sdo Paulo at dermatology outpatient clinic, whose

patients were on average of 43 years old, considering the male sex!*2.
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Regarding race, the majority of patients diagnosed with VL were white, different
from those found in Ceara and Minas Gerais, where the respective findings were 79.19%
and 47.7% in brown patients!*314l. For CL cases, the white race was also predominant,
different from the results found in Tocantins, in 2017, where 69.1% of the affected
population belonged to brown racel*®],

Concerning schooling, low education is observed, as well as studies in Minas Gerais
and Cearal®®l, The low schooling concomitant to the purchasing manager are important
associated factors, which consequently influence in the social vulnerability of the
individuals, increasing up to eight times the chances of infection. In the cases of VL
patients, the absence of almost all schooling can be attributed to the fact that part of the
affected population is children, who are preschool-aged, as found in Minas Gerais™*4l,

The heterogeneity of the professional occupations found, for the cases of VL, shows
the urbanization of the diseasel®l. The retired population corresponded to the largest
number of CL cases, different from the results described in the literature, which outlined
the work in agriculture of greater vulnerability to the disease!*?.

The clinical manifestations with are more prevalent in the VL cases presented in
this study are in line with those described: fever, enlargement of the spleen and liver,
weight loss and weakness®®7], It is very important that professionals suspect VL in
cases where there is fever and hepatomegaly, especially in patients from endemic and/or
epidemic areasl.

For CL cases, the most observed clinical form was the mucosa, almost twice as
large as that found in Campo Grande (27%)™. This serious condition is a matter of
concern due to its ability to cause permanent disfiguring lesions, usually attributed to

incorrect therapy and treatment-refractory cases.
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In south of MS, cases of leishmaniasis are referred in an University Hospital of the
Universidade Federal da Grande Dourados, an infectious disease outpatient clinic, where
the first patient care is performed, serology and, when necessary, bone marrow aspirate
for PD and sent to the Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN), located in Campo
Grande, and the result is available in up to six days.

The I1IF was the most performed exam for the diagnosis of VL, corroborating with
the findings described in other studies!'%, despite its low sensitivity and high specificity
compared to ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay).

For CL cases, MIR was the test that obtained positivity similar to those found in the
literature™], this result is worrisome as this test presents several limitations, such as late
positivity (up to four months after the onset of skin lesions), not distinguishing disease
and infection, being invasive and proving negative in diffuse cutaneous forms and
immunosuppressed patients.

The use of Amphotericin B and Pentavalent Antimony was prevalence in the
treatment of VL and CL cases respectively. The Pentavalent Antimony, although it has a
high degree of toxicity, some authors dispute its efficiency, mainly by the intrinsic
resistance of some species of Leishmania, reaffirming the negligence of the public
authorities and the pharmaceutical industry worldwide. In Brazil, the Pentavalent
Antimony is the drug of first choice and amphotericin B of second choice. However,
treatment for VL has criteria such as age, presence of pregnancy, comorbidities and
toxicity of the drugs, and is contraindicated in patients using beta-blockers and
antiarrhythmic drugs with renal or hepatic failure.

The outcome of VL cases for cure are similar to those found in Tres Lagoas™. In
another study conducted in Northwest Ethiopia the results for cure ranged from 80.2% to

96.7%, and the best result was related to the use of higher doses of Liposomal



175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

40

Amphotericin B8, The death cases were two elderly (61 and 75 years) and one
indigenous child (one year). Low age is a risk factor because malnutrition and immune
immaturity, while high mortality in elderly is related: wrong or late diagnosis; low
education level; drug toxicity and the presence of comorbidities including co-infection
with HIV. The evolution of CL cases corroborate with oher results.

The percentage of co-infection with HIV in this study, which was twice the national
rate, reflects the increased susceptibility in these patients, especially in endemic
regions(?71, Co-infections present in patients diagnosed with leishmaniasis are always of
concern, especially in HIV patients, due to their association with relapses resulting from
immunosuppression. In this sense, Liposomal Amphotericin B is strongly recommended
even for prophylaxis at the end of treatment[?*71,

The absence of information relevant to the study is the result of notifications with
ignored data or unfilled fields. In general, studies based on secondary data are impaired
due to lack of information!*. This reality is of concern as it reverts to under-notifications
and/or incomplete and inconsistent notifications with the actual picture of the disease in
the region. Adequacy of the leishmanial notification forms is necessary to improve the
detail of the cases.

This study made it possible to trace the epidemiological profile of leishmaniasis
based on information from SINAN. It is estimated that the numbers of cases of
leishmaniasis in the southern of MS are much larger than described here, due to
underreporting and death related to the disease, mainly the visceral form.

The varieties and similarity of the clinical manifestations presented by
leishmaniasis, mainly in areas classified as non-edemic, ranging from prolonged fever,
cough, hepatomegaly, anemia, thrombocytopenia, weight loss and splenomegaly,

becomes worrisome as they can be confused with schistosomiasis, Chagas' disease,
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malaria, typhoid fever and tuberculosis in cases of VL, whereas in CL cases, similarity
may be with traumatic ulcers, lower limb ulcer due to sickle cell anemia, pyoderma,
paracoccidioimycosis, cutaneous neoplasia, syphilis, cutaneous tuberculosis, virchowian
leprosy, among others.

Thus, this underreporting minimizes the severity of the health problem in south of
MS and in Brazil. The need for specific public health measures for this region is evident.
The lack of public health measures so far may cause this moderate zone to become an
intense transmission zone, aggravating the prevalence of leishmaniasis in the region. The
fact that other regions are more endemic does not allow the neglect of zones of moderate

transmission.
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Table 1: Number of visceral leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis cases in the

southern of Mato Grosso do Sul State from 2007 to 2017.

Year Deaths Municipalities with cases (number of cases)
Visceral leishmaniasis

2007 0 Bela Vista (1)
2008 1 Antdnio Jodo (1), Ponta Pord (1)
2009 0 Ponta Pord (1)
2010 0 Antdnio Jodo (2), Ponta Pora (5), Bela Vista (2)
2011 0 -
2012 0 Amambai (1), Coronel Sapucaia (1), Dourados (2), Ponta Pora (3)
2013 1 Antonio Jodo (2), Dourados (1), Fatima do Sul (2), Nova Andradina (1)
2014 0 Bela Vista (1), Dourados (8), Ponta Pora (4), Rio Brilhante (1)
2015 0 Dourados (5), Jatei (1), Ponta Pora (3), Rio Brilhante (1)
2016 0 Antdnio Jodo (2), Deodapolis (1), Dourados (2), Ponta Poré (2)
2017 1 Anaurilandia (1), Dourados (1), Itaquirai (1), Ponta Poré (2)
Total 3 13 (62)

Cutaneous leishmaniasis
2007 0 Laguna Caarapd (4), Dourados (4)
2008 0 Dourados (2)
2009 0 Itapord (2), Dourados (3)
2010 0 Amambai (1), Dourados (2), Mundo Novo (1)
2011 0 Dourados (3)
2012 0 Dourados (1)
2013 0 Dourados (6), Deodapolis (1), Laguna Caarapa (2), Paranhos (1) Caarap6 (1)
2014 0 Dourados (6), Angélica (1), Ponta Pora (1)
2015 0 Dourados (4), Ponta Pora (1), Fatima do Sul (1)
2016 0 Dourados (2), Ponta Pord (1), Deodépolis (1)
2017 0 Amambai (1)
Total 0 11 (50)




276 Table 2: Epidemiological and clinical characteristics of visceral

277 leishmaniasis (VL) and cutaneous leishmaniasis (CL) cases in the

278 southern of Mato Grosso do Sul State from 2007 to 2017.
Variable VL CL
Probabile site of infection 26* 50*
Autochthonous 21 10
Albctones 2 28
Undetermined 3 12
Locality 28* 48*
Rural 9 7
Urban 19 41
Genre 62* 50*
Male 42 36
Female 20 14
Age in years 62* 50*
0-9 24 0
11-20 3 4
21-30 9 7
31-40 10 9
41-50 5 4
51-60 4 11
61-70 6 7
>71 1 8
Race/color 62* 50*
White 29 22
Brown 19 15
Indigenous 11 9
Black 1 3
Yellow - 2
Uninformed 2 0
Scholarity 62* 50*
Complete primary education - 3
Incomplete elementary school 1 17
Complete high school - 3
Incomplete high school - 2
Graduated - 4
Incomplete higher - 1
Iliterate - 3
Not applicable 60 -
Uninformed 1 17
Occupation/Job 33* 21*
Hair stylist 1 -
Masseur 1 -
Inmate 1 -
Retired - 5
Underage students 1 4
Home appliances - 3
Rural workers 2
Masons 1 2
Administrators - 1
Administrative assistant - 1
Dental surgeon 1
Teachers 1 1
Production manager - 1
Uninformed 28 0
Input Type 27* 50*
New cases 26 46
Recurrences 1 2
Transfer - 1
Uninformed - 1

Diagnosis 31* 50*
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Laboratorial 28 45
Clinical-epidemiological 3 5
Parasitological Diagnosis (PD) 18* 50*
Positive 12 6
Negative 6 3

Did not perform - 41
Immunological Diagnostics 33 (IFf)* 50 (MIR})*
Positive 18 21
Negative 6 4

Did not perform 9 25
Co-infection with HIV 33* 50*
Yes 5 4

No 24 26
Uninformed 4 20
Treatment 27* 50*
Amphotericin B 15 -
Liposomal Amphotericin B 9 10
Pentavalent Antimony 3 35
Pentamidine - 4
Evolution of cases 27* 15*
Cure 22 13
Transferred 2 1
Abandonment - 1
Deaths 3 0

*number of files with information; +1F: Indirect
Immunofluorescence;  IMIR:  Montenegro  Intradermal

Reaction.
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284  Figure 1: Classification of municipalities according to the risk of transmission of
285  leishmaniasis in the southern of the Mato Grosso do Sul State from 2007 to 2017.
286  Municipalities: 1-Amambai; 2-Angélica; 3-Anaurilandia; 4-Antbnio Jodo; 5-Bela Vista; 6-
287  Caarap6; 7-Coronel Sapucaia; 8-Deodapolis; 9-Dourados; 10-Fatima do Sul; 11-Itapora; 12-
288 Itaquirai; 13-Jatei; 14-Laguna Caarapd; 15-Mundo Novo; 16-Nova Andradina; 17-Paranhos; 18-

289  Ponta Pord; 19-Rio Brilhante.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is an anthropozoonosis caused by Leishmania
infantum in most Brazilian states and is known for its significant lethality resulting
from improper diagnosis and treatment. VL is difficult to diagnose because its
clinical manifestations and laboratory abnormalities are analogous to several
other pathologies. We report a case of a 54-year-old man, negative HIV, with VL
who was initially diagnosed with anemia, consumptive syndrome, pneumonia,
chronic obstructive pulmonary disease, and septic shock and died due to a
delayed diagnosis of VL.

Keywords: diagnosis; immunosuppression; clinic bacterial sepsis

Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is one of the six most neglected tropical
diseases worldwide, and it is a significant public health problem in several regions
of the world.! Its occurrence is potentially fatal especially when undiagnosed and
treated early, being the second largest cause of death by parasites in the world,
after malaria.?

The most frequent clinical manifestations include chronic fever, paleness,
anorexia, inappetence, hepatosplenomegaly, cough and diarrhea. In some cases
infected individuals may be oligo-symptomatic carriers because they have few
clinical manifestations, which is a bias for diagnosis since they may be confused
with other diseases.® For the diagnosis must be considered epidemiological,
clinical and laboratory aspects. Parasitological and serological tests should be

associated.? The hematological and biochemical abnormalities predictive of the
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disease refer to  anemia, thrombocytopenia, leukopenia  and
hypergammaglobulinemia.*

In this context, the present study aimed to report a VL human case with
severe immunosuppression and malnutrition, multiresistant bacterial pneumonia,
exacerbated chronic obstructive pulmonary disease, septic shock, Leishmania
dissemination and death, as a consequence of the late diagnosis of VL, in
Dourados Municipality, Mato Grosso do Sul State, classified as an intense

transmission zone of VL.

Case report

A 54-year-old Caucasian man was admitted to a public hospital in
Dourados on May 22, 2017, with symptoms of anemia resulting from daily nasal
epistaxis. His history showed that he had hypertension and was a smoker since
the age of 14 years. In 2016, he lived in Campo Grande City in Mato Grosso do
Sul. The patient experienced daily nasal epistaxis for approximately 2 years, and
an otolaryngologist observed the presence of intranasal vessels. He did not have
any gastrointestinal bleeding but was repeatedly hospitalized in the 4-month
period when he lived in Campo Grande. During one such hospitalization, he was
transfused with red blood cells and underwent colonoscopy without any change
in his condition. He lost 26 kg of body weight in < 1 year due to the loss of appetite.
He was prescribed an anti-hemorrhagic drug, tranexamic acid, at a dose of 1.5
g/day to manage the nasal bleeding.

Eight months after the current hospitalization (January 21, 2018), the
patient was treated at another hospital in Dourados for respiratory difficulty,

hemoptysis and pulmonary spasms, overall poor condition, and loss of appetite
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with significant weight loss. Due to suspicions of pulmonary tuberculosis (PT), 2
sputum smears were examined using the Ziehl-Neelsen method; however, the
results were negative. Laboratory findings indicated anemia (hematocrit level,
24.60%; hemoglobin level, 7.70 mg/dL), leukopenia (3,100 white blood
cells/fmm3), and thrombocytopenia (90,000 platelets/mm?3). His urea and
creatinine levels were 156.0 mg/dL and 1.9 mg/dL, respectively. Two units of
packed red blood cells were transfused, and ceftriaxone (2 g/day) and
levofloxacin (1 g/day) antibiotic therapy was initiated. Nonetheless, his pulmonary
infection worsened, leading to hemodynamic instability, pallor, dehydration,
pulmonary auscultation, vesicular murmurs, sparse snores, and painless
palpation without visceromegaly. His extremities showed unclassified edemas,
but his wrists and calves showed no signs of deep vein thrombosis.

On January 24, 2018, the patient was transferred to the intensive care
unit (1st hospitalization day) of a public hospital specializing in infectious
diseases. The patient required mechanical ventilation of the orotracheal tube
because of acute respiratory failure. He presented with hypotension (arterial
pressure, 66 x 43 mmHg), tachycardia (heart rate, 117 bpm), no fever
(temperature, 36.8 °C), acyanosis due to weight loss, and respiratory infection.
He was suspected to have exacerbated chronic obstructive pulmonary disease
and PT. His subsequent laboratory tests during the hospitalization demonstrated
severe anemia, leukopenia, thrombocytopenia, hypoalbuminemia,
hypergammaglobulinemia, inversion of the albumin-globulin pattern, and high C-
reactive protein level, suggesting an infectious disease (Table 1). However, nasal
and rectal swabs and blood and urine cultures showed the absence of

microorganisms, eliminating any possible colonization by multiresistant
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pathogens. The patient experienced febrile episodes (37.9-40 °C) from the 4st
to the 11th hospitalization day, even with the use of broad-spectrum antibiotics
(ceftriaxone and clarithromycin from the 1st to the 4th hospitalization day,
piperacillin/tazobactam and teicoplanin from the 4th to the 12th hospitalization day).

On the 6th hospitalization day, radiography of the anteroposterior chest
showed bilaterally ill-defined alveolar opacities, but the cardiac area showed
normal patterns and the mediastinum and pulmonary filaments showed no signs
of nodules or masses. On the 7th hospitalization day, chest computed
tomography showed emphysematous blisters in the upper lobes of the lungs,
which were more evident in the right lung. Additionally, multiple noncalcified
centrilobular nodular “budding diffuse” opacities with bilateral pulmonary
parenchyma that tended to confluence and form consolidations in irregular areas,
notably in the lower left lobe, were observed. Furthermore, irregular areas
showing frosted glass attenuation were observed in the middle and upper lobes
of the right lung, which may correspond to the overlapping secondary infection.
We also observed pulmonary parenchyma with diffusely heterogeneous density,
which assumed a mosaic perfusion pattern; multiple lymph nodes of borderline
dimensions in the mediastinum; and enlargement of the right pulmonary hilum,
which measured approximately 1.7 x 1.5 cm. Moreover, the increase in the size
of the liver was evident; hepatosplenomegaly (Fig. 1). The diagnosis of PT was
rejected based on the results of 2 smear microscopy tests of tracheal secretions
(on the 3rd and 6th hospitalization day) and the diagnosis of HIV | and Il was
rejected based on the results of antibody tests performed using the rapid test

(immunochromatography).
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On the 10th hospitalization day, a hemogram showed anisocytosis (++),
hypochromia (+), polychromasia (+), red cells in rouleaux formation, and
cytoplasmic inclusions in blood neutrophils (++), confirming amastigote forms that
are suggestive of Leishmania spp. Therefore, the patient was started on
intravenous antibiotic therapy with liposomal amphotericin B (3 mg/kg body
weight) for 2 consecutive days.

On the 11th hospitalization day, tracheal secretion culture showed the
presence of multiresistant Acinetobacter baumannii that was sensitive only to
colistin. A subsequent hemoculture was positive for Moraxella (Branhamella)
catarrhalis with 2 positive samples in a span of 5 h. An antibiogram could not be
performed due to technical problems.

Although drug therapy was administered from the 1st hospitalization day
to treat the pulmonary infection, the patient died on the 12th hospitalization day
in the intensive care unit (2nd day of VL treatment) due to malnutrition,
pneumonia, chronic obstructive pulmonary disease, shock septic, and VL.

On the day after the patient died, the diagnosis of VL was confirmed in
the laboratory (biological material collected on the 10th hospitalization day) by
reactive indirect immunofluorescence (titer = 1:160) and direct testing of the bone

marrow aspirate, which showed amastigotes of Leishmania.

Discussion

In South America, Brazil has the highest number of VL cases. VL occurs
in all states of Brazil, including several municipalities in Mato Grosso do Sul;2®
some cities like Dourados have a moderate transmission rate of VL, whereas

others like Campo Grande have a high transmission rate. In places with moderate



124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

54

transmission, VL is not usually suspected in patients with a history of fever,
cough, abdominal discomfort, leucopenia, anemia, pancytopenia, weight loss,
and inversion of the albumin-globulin pattern.®

The biochemical and hematological findings of the current patient
resulted from a parasitic infection and are usually present in cases of VL.’
Degenerative progression of the nutritional status due to loss of appetite, with
marked weight loss, characterizes a consumptive syndrome that is aggravated
by anemia and progressive immunosuppression and susceptible to opportunistic
infections.®® A consumptive syndrome is defined as involuntary weight loss of >
10% basal weight, and it is essential to investigate all such cases with laboratory
and imaging tests. This syndrome can be caused by multiple conditions such as
hyperthyroidism, diabetes mellitus, malabsorption syndrome, gastrointestinal
fistulas, paraneoplastic syndrome, neoplasms, acquired immuno-deficiency
syndrome, and VL. The current patient reported severe weight loss of 32.5% body
weight, which is much higher than that reported in previous studies on VL.®

The increase in the liver size is evident in VL cases. Changes in the size
of organs such as the spleen and liver due to VL are caused by hypertrophy and
hyperplasia of the macrophage system that constrains the circulation of
capillaries, leading to congestion and infarction. Immunosuppression
concomitant with underlying immunosuppressive diseases is a determining factor
of the prognosis of VL.! It is important to emphasize that despite being a non-HIV
patient the high parasitemia in peripheral blood evidences the weakness of the
immune system which favored the hospital infection and the clinical
complications. The growth of A. baumannii reflected the body’s vulnerability due

to malnutrition, immunosuppression, invasive procedures, antibiotic and
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corticosteroid use, and hospitalization.® One of the reasons for our patient’s
worsening respiratory condition was the presence of M. (B.) catarrhalis, which is
a seasonal microorganism responsible for otitis and respiratory tract infections
and is often responsible for exacerbation of chronic obstructive pulmonary
disease.!?

In our case, the high parasitemia, reflected by the presence of the
parasite in peripheral blood, suggested that Leishmania dissemination was
strongly related to the disease severity due to the lack of specific treatment and
late diagnosis. The opportunistic condition caused by high parasitemia was
responsible for the growth of multiresistant microorganisms and septic shock,
which was evident by the presence of fever, tachycardia, leucopenia, anemia,
and thrombocytopenia.®® Although treatment with liposomal amphotericin B was
started because of the severity of the patient’s clinical condition and the high
toxicity of pentavalent antimonials, the patient death due to malnutrition,
pneumonia, chronic obstructive pulmonary disease, septic shock, and VL on the
2nd day of treatment.

Owing to its clinical similarities with other diseases, VL diagnosis was
delayed in our patient. This case serves as a warning to health professionals,
especially in regions with low and moderate transmission of VL. Although the
current patient returned from a region of high Leishmania transmission, his history
was not considered when deciding his diagnosis and treatment plan. It is
essential to consider VL in patients with a history of fever, weight loss, cough,
abdominal pain, anemia, pancytopenia, and hypergammaglobulinemia.®#*

Failure to diagnose VL can lead to serious consequences such as the

risk of transmission, exposure of patients to unnecessary procedures and
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diagnoses, and even death. Diagnosis may be delayed due to low sensitivity of
the tests and the absence of clinical suspicion of such infection. In our case, the
clinical signs and laboratory evidence were not noticed by the health care
professionals, suggesting the need for health care professionals to be more
careful.

In conclusion, it is evident the importance of early diagnosis for endemic
diseases in the patient's origin area, even without the characteristic symptoms of
the pathology, in order to identify the possible co-infections and their due
treatment. It is important to emphasize that neglect in Brazilian public health is
the main cause of death, thus necessitating greater preparation of health care

professionals.
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230 Table 1 - Laboratory examinations of the patient during hospitalization days at a public hospital of Dourados (from January 24
231 to February 3, 2018).
Days of hospitalization
Parameter Reference values 1 > 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Hemoglobin 14 — 16 g/dL 6,40 6,60 6,80 6,70 8,50 8,70 8,20 8,80 8,10 8,70 8,40
Hematocrit 40 - 54% 20,40 21,60 22,00 2290 2800 2820 26,70 29,30 26,28 27,80 28,90
MCV 82-92fL 87,55 89,25 8943 89,80 90,03 89552 8841 90,71 88,74 8580 91,16
MCH 27 -32pg 27,46 27,27 2764 2627 27,33 2761 27,15 27,40 26,82 26,85 26,49
MCHC 32-36 g/dL 31,37 3055 30,90 2925 30,35 30,85 30,71 30,03 30,22 31,29 29,06
RDW 11 - 15% 17,40 17,50 17,80 18,10 17,00 17,40 17,40 17,80 17,90 17,50 17,90
WBC 5.000 — 10.000/mm3  3.330 2.900 3.110 3.900 3.570 4230 4.960 16.070 17.690 4.420 7.520
Platelets 150.000 — 82.000 81.000 97.000 95.000 95.000 79.000 64.000 68.000 76.000 71.000 78.00
TAP 9,8-12,1” 14,1 - - - - - - - - - 18,5
TTPA <33,0” 31,3 - - - - - - - - - 36,3
Na* 136 — 145 mmol/L 131,95 135,47 138,37 139,68 137,85 137,95 141,97 138,14 134,93 13513 1298
K* 3,5-5,5 mmol/L 3,62 4,08 4,01 3,98 4,53 4,44 4,21 5,24 5,30 3,77 4,52
Ca*™ 8,6 — 10,2 mg/dL 7,9 7.8 7,80 7,9 8,50 8,1 7,8 9,00 8,60 9,10 8,40
Mg** 1,7 — 2,6 mg/dL 1,87 2,04 2,22 2,25 2,45 2,35 2,45 2,70 2,64 2,22 2,37
Urea 10 — 50 mg/dL 137,2 154,3 183,8 167,00 174,90 199,20 269,40 338,00 274,90 169,10 128,5
Creatinine 0,5 - 1,2 mg/dL 2,01 1,82 1,95 1,84 2,57 2,56 3,70 5,78 5,51 419 4,01
C-reactive 0-5,0 mg/L 39,9 71,0 68,6  148,1 147,80 - - - - - -
Direct bilirubin <0,3 mg/dL 0,15 - - - - 0,20 - - - - 0,69
Indirect bilirubin <1,0 mg/dL 0,63 - - - - 0,70 - - - - 0,42
AST (TGO) <40U/L 32,6 - - - - - - - - - 42,70
ALT (TGP) <41U/L 16,9 - - - - - - - - - 12,40
Total proteins 6,5-8,7 g/dL - - - - 9,60 - - - - 7,70
Albumin 3,5-5,0 g/dL 223 - - - - 2,40 - - - - 1,60
Globulin 2,0 - 4.0 g/dL - - - 7,20 - - - 6,10
232 MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobln MCHC: mean concentration of corpuscular hemoglobln
233 RDW: red cell distribution range; WBC: white blood cell count; TAP: prothrombin time; APTT: activated partial thromboplastin
234 time; AST: aspartate aminotransferase; TGO: glutamic-oxalacetic transaminase; ALT: alanine aminotransferase; TGP: glutamic-
235 pyruvic transaminase.
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Fig. 1 - Chest computed tomography, with technique of volumetric

acquisition of the data in a multidetector device, with posterior
reconstructions, performed on the seventh day of hospitalization. 1)
emphysematous blisters; 2) multiple noncalcified centrilobular nodular “budding
diffuse” opacities; 3) irregular areas with frosted glass attenuation; 4) pulmonary
parenchyma with diffusely heterogeneous density, which assumed a mosaic
perfusion pattern; 5) multiple lymph nodes of borderline dimensions in the
mediastinum; and enlargement of the right pulmonary hilum, which measured

approximately 1.7 x 1.5 cm; 6) hepatomegaly; 7) splenomegaly.
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RESUMO

As leishmanioses séo antropozoonoses com duas formas clinicas principais resultantes de
diferentes espécies de Leishmania e da competéncia imune do hospedeiro. Assim, pode
se manifestar através de lesdes cutaneas ou acometer visceras, sendo essa a sua forma
mais grave, pois quando ndo diagnosticada e tratada oportunamente possui mortalidade
elevada. Diferentes testes diagndsticos tém sido utilizados, incluindo a PD (pesquisa
direta), testes soroldgicos (teste rapido rK39 e RIFI) e PCR (reacdo em cadeia da
polimerase). A PCR devido a sua alta sensibilidade e especificidade, tem sido utilizada
para elucidar o diagnéstico dessas doencas, principalmente nos casos de dificil resolucao
pelos exames tradicionais. Portanto o presente estudo teve por objetivo pesquisar
Leishmania spp. em diferentes amostras biologicas de pacientes com suspeita clinica
atendidos no HU/UFGD, bem como analisar os prontuarios em busca de comorbidades,
afim de determinar o perfil epidemioldgico e molecular das leishmanioses no periodo de
janeiro/2017 a abril/2018. Foram analisadas amostras bioldgicas (sangue periférico,
biopsia de lesdo e/ou sangue medular) de 100 pacientes. Para 55% dos casos o sexo foi
masculino, a média de idade foi de 42,57 anos, 50% dos casos eram de Dourados, a febre
estava presente 32% dos casos. Em 6,0% dos casos havia coinfeccdo com HIV. A PCR
foi positiva no sangue periférico de 15,0% (15) dos casos, sendo que em dois pacientes
coinfectados com HIV apenas a PCR foi positiva. O teste rapido foi positivo em 12,0%
(12) dos casos. A PD foi positiva em 6,0% (6). Em 7,0% (7) dos casos apenas o teste
rapido foi positivo. Em 8,0% (8) dos casos so a PCR foi positiva. A PD e a PCR foram
positivas simultaneamente em 4,0% (4) dos casos e em apenas 5,0% (5) dos casos, tanto
o teste rapido quanto a PCR, tiverem resultados positivos e o ébito ocorreu em 6,0% dos

Casos.
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Palavras-chave: Leishmaniose; Reacdo em cadeia da polimerase; coinfeccao;

Epidemiologia.

Fonte de financiamento: FUNDECT - Fundacdo de Apoio ao Desenvolvimento do

Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul.

INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania,
na qual os individuos sdo infectados a partir da picada de flebotomineos. Existem dois
tipos de enfermidades: leishmaniose cutanea ou tegumentar (LT), a qual representa a
forma cutdnea e mucocutanea, além da leishmaniose visceral (LV) que acomete
principalmente o figado e linfonodos (Gontijo e Melo, 2004; Organization, 2010).
Segundo a Organizacdo Mundial da Satde, 350 milhdes de pessoas sdo expostas ao risco
de aquisi¢do da antropozoonose, com registro aproximado de 2 milhdes de novos casos
das diferentes formas de leishmaniose a cada ano (Brasil, 2007).

De acordo com o Manual de Vigilancia de Leishmaniose, existem trés perfis
epidemiolégicos da doenca: a) Silvestre, na qual a transmissdo ocorre em é&reas de
vegetacdo primaria, a partir de flebotomineos silvestres; b) Ocupacional ou lazer, em que
a contaminacdo esta associada ao desmatamento de areas florestais para a construcao,
desenvolvimento de atividades agropecuarias e ecoturismo; ¢) Rural ou periurbana,
ocorrendo em areas de colonizacdo ou em casos de adaptacdo do vetor ao modo de vida
da sociedade instalada na regido (Brasil, 2007).

A LV vem crescendo em importancia no Brasil devido a sua alta incidéncia e
ampla distribuic&o territorial, podendo assumir formas ainda mais graves que a LT. Trata-

se de uma doenca cronica grave, com taxa de 10% de letalidade quando néo se institui o
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tratamento adequado (Gontijo e Melo, 2004). Esta ampla distribuicdo epidemioldgica
possui relagdo com as mudancas ambientais e adaptacdo do vetor (Lutzomya longipalpis)
ao ambiente urbano (Maia-Elkhoury et al., 2008).

A LT possui registros de casos autoctones em todos os Estados do Brasil. Nao
apenas no Brasil, a LT € vista como um problema de satde publica devido ndo somente
a sua alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, mas também a possibilidade de
assumir formas que podem determinar lesfes desfigurantes e até mesmo, incapacitantes
no campo psicossocial do individuo (Gontijo e De Carvalho, 2003). E de suma
importancia o diagnostico rapido, tendo em vista o risco de evolucdo da doenca para a
forma mucosa, que € ainda mais grave (Neitzke-Abreu et al., 2013).

Devido ao fato de Dourados estar localizada em éarea de risco para as
leishmanioses, foi realizado um estudo com diferentes técnicas de diagndstico, incluindo
a PD (pesquisa direta), testes soroldgicos (teste rapido rkK39 e RIFI) e PCR (reagdo em
cadeia da polimerase) com o objetivo de pesquisar Leishmania spp. em diferentes
amostras bioldgicas de pacientes suspeitos atendidos no HU/UFGD, bem como analisar

0s prontuarios dos pacientes em busca de comorbidades.

MATERIAIS E METODOS

Identificacdo dos pacientes: foram analisadas amostras biol6gicas (biopsia de
lesbes cutaneas, sangue periférico e/ou sangue medular) obtidas de pacientes com
suspeita de LV e LT atendidos no HU/UFGD.

Teste répido rK39: Parte do sangue periférico foi utilizado para obtencdo de
soro para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania, realizado pelo HU-UFGD.

Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI): A presenca de anticorpos 1gG

anti-Leishmania no soro também foi avaliada pelo Laborat6rio Central do Estado do Mato
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Grosso do Sul (LACEN). Os titulos > 1/80 foram considerados reagentes; 1/40:
Indeterminado e < 1/40: Ndo reagente.

Pesquisa direta (PD): As amostras de lesdes cutaneas foram coletadas por
bidpsia das bordas internas, e as amostras de medula dssea foram obtidas através de
aspirados. Apds coletadas, foram fixados e corados em laminas e analisadas por meio da
microscopia Optica comum com a finalidade de pesquisar formas amastigotas
de Leishmania sp, parte realizado pelo LACEN.

Obtenc¢do do DNA: O DNA foi obtido com SDS 20% (Aradujo et al., 2009) e
ressuspendido em 50 pL de tampao TE (TRIS 10mM; EDTA 1mM; pH 8,0). Para cada
grupo de extracdo foram incluidos controles positivos (sangue de individuo sem
leishmaniose acrescido de promastigotas de Leishmania infantum) e negativos (sangue
de individuos sem leishmaniose).

PCR para pesquisa de Leishmania spp.: Apdés a obtencdo do DNA, as
amostras foram submetidas a PCR utilizando os iniciadores 13A (5-GTG GGG GAG
GGG CGT TCT-3) e 13B (5-ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT-3) (OLIVEIRA et
al., 2011) que amplificam 120-pb do KDNA de Leishmania spp. A reagéo final (volume
25 pL) foi composta por 0,4 uM de cada iniciador (Sigma), 1,5 mM de MgCl», 0,2 mM
de dNTP (Invitrogen), 1,5U de Tag DNA Polimerase (Phoneutria), 1X tampéo da enzima
e 2 uL do DNA. A amplificacdo foi realizada em Termociclador (BIORAD, T100
Thermal Cycler) a 95°C durante 5 min, seguido por 35 ciclos: 95°C por 30 seg, 61°C por
30 seg, 72°C por 30 seg, e finalmente 72°C por 10 min. O produto foi mantido a 4°C até
a eletroforese. Oito microlitros do produto amplificado foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio (10 mg/mL). Um controle
positivo (DNA de L. infantum) e um controle negativo (agua) foram adicionados. A

presenca de bandas foi observada em Transiluminador (Loccus Biotecnologia).
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PCR para controle interno: As amostras com resultado negativo na PCR para
Leishmania foram submetidas a uma nova PCR utilizando os iniciadores GH20 (5’-GAA
GAG CCA AGG ACA GGT-3%) e PC04 (5°-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3?)
que amplificam um fragmento de 268-pb presente no gene da -globina do DNA humano.
A reacéo final (volume 25 pL) foi composta por 0,4 UM de cada iniciador (Sigma), 1,5
mM de MgCly, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen), 1U de Taq DNA Polimerase (Phoneutria),
1X tampéo da enzima e 2 pL do DNA. A amplificacéo foi realizada em Termociclador
(BIORAD, T100 Thermal Cycler) a 95°C durante 5 min, seguido por 40 ciclos: 95°C por
1 min, 58°C por 1 min, 72°C por 1 min, e finalmente 72°C por 10 min. O produto foi
mantido a 4°C até a eletroforese. Oito microlitros do produto amplificado foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio (10
mg/mL). Um controle negativo (4gua) foi adicionado. A presenca de bandas foi observada
em Transiluminador (Loccus Biotecnologia).

Anélise de prontuérios: os prontudrios dos pacientes foram analisados em

busca de comorbidades associadas e para fins epidemioldgicos.

RESULTADOS

A populagdo do estudo foi constituida por 100 pacientes, sendo 55,0% (55)
homens e 45,0% (45) mulheres com idade média de 42,57 anos (Tabela 1). Dos sujeitos,
17,0% (17) tinham entre oito meses a 18 anos de idade, 41,0% (41) tinham entre 30 e 48
anos; 33,0% (33) tinham entre 53 a 69 anos; 9,0% (9) tinham idade superior a 70 anos. O
paciente mais novo tinha oito meses e 0 mais velho 82 anos de idade (Tabela 1).

Os municipios de origem dos casos suspeitos foram: 50,0% (50) de Dourados;
10% (10) de Ponta Porg; 6,0% (6) de Caarap0; 8,0% (8) de Navirai e Tacuru; 4,0% (4) de

Ivinhema; 10% (10) de Coronel Sapucaia, Fatima do Sul, Jatei, Mundo Novo e Paranhos,
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2 casos por municipio; 14,0% (14) de Amandina, Amambai, Aral Moreira, Bela Vista,
Deodapolis, Douradina, Eldorado, Itapord, Laguna Carapa, Montese, Nova Andradina,
Rio Brilhante, Sete Quedas e Taquarussu, 1 caso por municipio.

Os sinais e sintomas encontrados foram: febre em 32,0% (32) dos casos; tosse,
pancitopenia, diarréia e quadro infeccioso em 26,0% (26); perda ponderal em 22,0% (22);
anemia em 17,0% (17); cefaleia, vomitos, plaquetopenia em 15,0% (15) e leucopenia,
neutropenia, dor torécica e fraqueza em 9,0% (9) dos casos.

As comorbidades diagnosticadas foram: HIV em 6,0% (6) dos casos; Diabetes
mellitus e Hipertensdo arterial em 6,0% (6); Insuficiéncia renal aguda (IRA) em 4,0% (4);
Insuficiéncia renal cronica (IRC) em 3,0% (3); Sifilis em 3,0% (3); Artrite reumatoide
em 2,0% (2). A taxa geral de 6bitos foi de 6,0% (6), sendo 3 pacientes coinfectados com
HIV.

A PCR foi positiva no sangue periférico de 15,0% (15) dos casos, sendo que em
dois pacientes coinfectados com HIV apenas a PCR foi positiva. O teste rapido foi
positivo em 12,0% (12) dos casos. A PD foi positiva em 6,0% (6). A RIFI foi positiva em
4,0% (4) e indeterminada em 3,0% (3) dos casos. Em 7,0% (7) dos casos apenas o teste
rapido foi positivo. Em 8,0% (8) dos casos s6 a PCR foi positiva. A PD e a PCR foram
positivas simultaneamente em 4,0% (4) dos casos e em apenas 5,0% (5) dos casos, tanto

o teste rapido quanto a PCR, tiverem resultados positivos (Tabela 1).
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392 Tabela 1. Paciente com suspeita de leishmaniose atendidos pelo HU/UFGD de janeiro/2017 a abril/2018.

Testes de diagnostico

Paciente lIdade Sexo
Teste rK39 RIFI PD PCR

1 54 F N N - N
2 44 M P - N P
3 65 M P - - N
4 63 M N - - N
5 5 F N - - N
6 15 F N - - N
7 59 F N - - N
8 5 M P - - N
9 2 M N - - N
10 63 M P - - N
11 30 M N - - N
12 63 F P - - -
13 58 M P - - N
14 11 M P - - N
15 8m F - - - -
16 34 M N - - -
17 56 F P - - N
18 21 M - - - -
19 39 F - - - P
20 25 F N - - P
21 62 F N - N P
22 47 M P - P P
23 59 M P - - P
24 15 F N - - N
25 64 M N - - N
26 75 M N - N P
27 48 M P - N P
28 44 F N | - -
29 33 M N N N P
30 54 M - - - N
31 36 F N - - -
32 5 F P - - P
33 53 F - - -
34 59 F - - - -
35 5 F - - - N
36 48 M - - - -
37 37 M N - N -
38 26 F - - P P
39 68 F - - P P
40 4 F - - - N
41 45 F N N - N
42 25 F - - N N
43 18 M - N - N
44 29 F - - P N
45 67 M - N N N
46 11 F - - - N
47 69 M - - - N
48 26 M - N N N
49 79 M - N N N
50 78 M - - - N




393  Tabela 1. Continuagéo.

Testes de diagndstico

Paciente ldade Sexo
Teste rK39 RIFI PD PCR
51 33 M - N N N
52 46 M - N N N
53 48 M - N - N
54 30 F - - - N
55 68 F N P - N
56 15 F - P N N
57 8 F - - - N
58 33 F - N - N
59 34 M - N - N
60 12 F - N - N
61 34 M - | - P
62 63 M - - - N
63 70 M - - - N
64 60 M - - - N
65 73 M - P P P
66 43 M - N - N
67 56 M - - - N
68 37 M - - - N
69 59 M - - - N
70 35 F - - - N
71 18 F - N - N
72 21 F - - - N
73 33 M - - - N
74 3 F - N - N
75 29 M - - - N
76 42 M - - - N
77 67 F - - - N
78 44 F - - - N
79 32 M - - - N
80 18 M - - - N
81 53 M - - - N
82 55 M - N N N
83 69 M - - - N
84 59 F - | N N
85 64 F - N - N
86 61 M - N - N
87 1 M - N - N
88 44 M - N - N
89 70 F - N - N
90 36 F N N - N
91 29 F - - - N
92 76 M - - - N
93 67 F - - - N
94 7 F - - - N
95 82 M - - - N
96 63 M N - - N
97 64 F - - - N
98 33 F N - - N
99 34 M N - N
100 54 H N P P P
394 RIFI: Reacdo de imunoflorescéncia indireta; PD: Pesquisa direta; PCR: Reacdo em cadeia da
395 polimerase; M: Masculino; F: Feminino; N: Negativo; P: Positivo; I: Indeterminado; AP:

396  Aguardando processamento; (-): sem amostra ou no realizado.

397
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DISCUSSAO

A expansdo dos casos de leishmaniose humana atualmente atinge todo os
Estados brasileiros, inclusive a forma visceral, que é a manifestacdo clinica mais grave
da doenga devido a sua significativa letalidade, sobretudo quando ndo diagnosticada e
tratada em tempo oportuno. Constituindo-se como um problema de saude puablica em
diversas regides do Brasil, inclusive em Mato Grosso do Sul (Gontijo e Melo, 2004;
Araujo et al., 2016; Castro et al., 2016; Oliveira et al., 2016; Dos Santos Marques et al.,
2017).

A utilizagdo da PCR para o diagnostico das leishmanioses tem sido descrita
como seguro e eficaz principalmente por proporcionar a identificacdo da espécie de
Leishmania responsaveis pela infeccdo, sendo esse um fator relevante para a prescricao
do tratamento adequado (Lima Junior et al., 2009; Neitzke-Abreu et al., 2013; Neitzke-
Abreu et al., 2014; Conter et al., 2015; Gualda et al., 2015).

A predominéncia do sexo masculino identificada nesse estudo assemelha-se com
o0s achados em Minas Gerais, onde 0s casos ocorrem 56,2% no sexo masculino (Oliveira
e Pimenta, 2014). A suscetibilidade masculina ainda ndo se encontra totalmente
elucidada, no entanto atribui-se a questdes sociais, comportamentais e a fatores
hormonais (Borges et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Martins et al., 2014).

A infecgdo em criangas, principalmente em areas endémicas, ocorre devido a
presenca peridomiciliar dos vetores aliada a imaturidade imune e a desnutri¢cdo (Botelho
e Natal, 2009; Hasker et al., 2010). Nesse sentido, os resultados aqui encontrados, diferem
dos descritos também em Mato Grosso do Sul, onde 42% dos casos ocorreram em
criangas menores de cinco anos enquanto que nesse estudo a maior ocorréncia foi em
adultos jovens (Oliveira et al., 2006). Um estudo realizado em Campo Grande assinalou

a PCR de sangue periférico como uma ferramenta viavel para o diagndstico de LV em
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criancgas, principalmente por ser um método menos invasivo e de alta sensibilidade (Fraga
etal., 2010).

Os sinais clinicos da LV encontrados nos pacientes desse estudo corroboram
com a literatura, uma vez que cita febre, perda ponderal e hepatoesplenomegalia como
principais evidencias da doenca (Oliveira et al., 2006; Brazuna et al., 2012; Druzian et
al., 2015).

A coinfeccdo com HIV encontrada nesse estudo foi superior a descrita em
Pernambuco 14,5% (Araujo et al., 2016) e inferior ao encontrado em Mato Grosso do Sul
36,6% dos casos (Druzian et al., 2015). Os pacientes coinfectados com HIV possuem o
risco superior a 100 vezes de desenvolverem LV, inclusive com chances de recidivas da
doenga entre 10 a 60% (Ezra et al., 2010; Druzian et al., 2015), sendo imprescindivel uma
atencdo especial, no que concerne ao diagndstico e tratamento adequado, principalmente
devido ao fato de maiores falhas terapéuticas e recidivas, associada a atividade
imunossupressora da referida comorbidade (Alvar et al., 2008).

A PCR mostrou-se fundamental para efetuar o diagnostico em dois casos de
pacientes coinfectados com HIV que tiveram resultados negativos pelo teste rapido e pela
RIFI. Na Espanha, a sensibilidade encontrada para os métodos de diagnostico tradicionais
(Teste rapido rK39 e RIFI) em pacientes coinfectados com HIV foram respectivamente
67,3 e 79,4%, nesse sentido o uso da PCR deve ser considerada tendo em vista a sua maior
sensibilidade bem como a viabilidade da caracterizacdo molecular inerente ao método
(Bangert et al., 2018).

A RIFI possui baixa especificidade, devido a reagdes cruzadas com doenca de
chagas, maléria, esquistossomose e tuberculose ndo sendo viavel o seu uso em estudos
epidemioldgicos (Gontijo e Melo, 2004; Neitzke-Abreu et al., 2013; Varani et al., 2017;

Bangert et al., 2018).
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Os achados descritos nesse estudo evidenciam que a PCR de sangue periférico é
um método alternativo eficiente no diagnostico das leishmanioses devido a sua elevada
sensibilidade e principalmente por exigir métodos menos invasivos para obtengdo das
amostras bioldgicas, minimizando a exposicdo do paciente a procedimentos invasivos
extremamente dolorosos, os quais oferecem maiores riscos de efeitos adversos (Fraga et
al., 2010; Neitzke-Abreu et al., 2013).

Embora a PD seja considerada como padrdo ouro para o diagndstico das
leishmanioses, possui como limitagGes a baixa positividade devido a escassez de parasitas
em aspirados de medula 6ssea e lesdo, assim como depende de profissional devidamente
qualificado para executar a técnica (Gontijo e De Carvalho, 2003; Al-Jawabreh et al.,
2006; Neitzke-Abreu et al., 2013). Em nosso estudo em apenas 6,0% das amostras houve
0 encontro do parasito.

O teste rapido rK39, embora nesse estudo tenha demostrado sensibilidade
significativa, a sua principal limitacdo emergiu devido a sua baixa positividade quando
realizados em pacientes coinfectados com HIV corroborando com outros autores (Lima
etal., 2017; Varani et al., 2017; Bangert et al., 2018).

O diagnostico diferencial através da PCR constitui-se uma ferramenta
importante para implementacdo de estratégias mais adequadas no tocante a terapéutica,
assim como é uma poderosa ferramenta para os estudos epidemiol6gicos, uma vez que
permite a deteccdo e identificacdo da espécie de Leishmania responsavel pela ocorréncia
de determinas formas clinicas, em uma determinada regido (Neitzke-Abreu et al., 2013;
Lima et al., 2017; Bangert et al., 2018).

Os achados aqui descritos evidenciam que a PCR de sangue periférico é um
método alternativo eficiente no diagnostico das leishmanioses, principalmente em

pacientes coinfectados com HIV, devido a sua elevada sensibilidade e principalmente por
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exigir métodos menos invasivos para obtencdo das amostras biolégicas, minimizando a
submisséo do paciente a procedimentos invasivos extremamente dolorosos, os quais 0
expdem a maiores riscos de eventos adversos.

Portanto o estudo pretende contribuir para o aprimoramento do diagnostico das
leishmanioses no sul do Mato Grosso do Sul, visto que nos Gltimos anos observa-se uma
maior frequéncia de casos humanos da doenga mostrando uma nova fotografia do cenério
epidemioldgico, sobretudo para os casos de LV, forma mais grave da doenca, devido a
sua significativa mortalidade quando ndo diagnosticada e tratada corretamente. Assim, a
PCR deve ser considerada como um método alternativo para o diagnostico das

leishmanioses devido a sua maior sensibilidade.

AGRADECIMENTOS

Aos profissionais médicos Daniel Abrahdo e Daniel Esteinbaum, enfermeiro Fuad,
técnica em enfermagem Rosangela e técnica de laboratério Alina do HU/UFGD pelo
apoio nas coletas das amostras bioldgicas, informacbes dos dados dos pacientes e
separacdo das amostras. Ao Laboratdrio Central de Mato Grosso do Sul (LACEN) pela

realizacdo dos exames de RIFI e PD.

REFERENCIAS

1. AL-JAWABREH, A. etal. Clinical diagnosis of cutaneous leishmaniasis:
a comparison study between standardized graded direct microscopy and ITS1-PCR of
Giemsa-stained smears. Acta Trop, v. 99, n. 1, p. 55-61, Aug 2006. ISSN 0001-706X.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16920056 >.

2. ALVAR, J. etal. The relationship between leishmaniasis and AIDS: the

second 10 years. Clin Microbiol Rev, v. 21, n. 2, p. 334-59, table of contents, Apr


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16920056

499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530

74

2008. ISSN 1098-6618. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18400800 >.

3. ARAUJO, A. E. C. et al. VISCERAL LEISHMANIASIS IN
PETROLINA, STATE OFPERNAMBUCO, BRAZIL, 2007-2013. Rev Inst Med
Trop Sao Paulo, v. 58, p. 29, 2016. ISSN 1678-9946. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27074323 >.

4. ARAUJO, FR; RAMOS CAN; LUIZ, HL; PERES, IAHFS; OLIVEIRA,
RHM; SOUZA, IIF; RUSSI, LS. Avaliacdo de um protocolo de extracdo de DNA
gendmico a partir de sangue total. Embrapa. Campo Grande/MS, 2009.

5. BANGERT, M. et al. Validation of rK39 immunochromatographic test
and direct agglutination test for the diagnosis of Mediterranean visceral leishmaniasis
in Spain. PLoS Negl Trop Dis, v. 12, n. 3, p. e0006277, Mar 2018. ISSN 1935-2735.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29494596 >.

6. BORGES, B. K. et al. [Assessment of knowledge and preventive attitudes
concerning visceral leishmaniasis in Belo Horizonte, Minas Gerais State, Brazil]. Cad
Saude Publica, v. 24, n. 4, p. 777-84, Apr 2008. ISSN 0102-311X. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18392354 >.

7. BOTELHO, A. C.; NATAL, D. [First epidemiological description of
visceral leishmaniasis in Campo Grande, State of Mato Grosso do Sul]. Rev Soc Bras
Med Trop, v. 42, n. 5, p. 503-8, 2009 Sep-Oct 2009. ISSN 1678-9849. Disponivel em:
< https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19967231 >.

8. BRASIL, Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Manual
de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana. 22 edi¢do. Série A, normas e
manuais técnicos, 2007.

9. BRAZUNA, J. C. et al. Profile and geographic distribution of reported
cases of visceral leishmaniasis in Campo Grande, State of Mato Grosso do Sul, Brazil,
from 2002 to 2009. Rev Soc Bras Med Trop, v. 45, n. 5, p. 601-6, Oct 2012. ISSN
1678-9849. Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23152344 >,

10. CASTRO, L. S. etal. Leishmania infantum AS A CAUSATIVE AGENT
OF CUTANEOUS LEISHMANIASIS IN THE STATE OF MATO GROSSO DO
SUL, BRAZIL. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 58, p. 23, 2016. ISSN 1678-9946.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27007566 >.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18400800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27074323
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29494596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18392354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19967231
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23152344
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27007566

531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563

75

11. CONTER, C. C. et al. Detection of Leishmania (Viannia) DNA in
leucocytes from the blood of patients with cutaneous leishmaniasis. Rev Soc Bras
Med Trop, v. 48, n. 5, p. 626-8, 2015 Sep-Oct 2015. ISSN 1678-9849. Disponivel em:
< https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26516978 >.

12. DORVAL, M. E. et al. [Occurrence of American tegumentary
leishmaniasis in the Mato Grosso do Sul State associated to the infection for
Leishmania (Leishmania) amazonensis]. Rev Soc Bras Med Trop, v. 39, n. 1, p. 43-
6, 2006 Jan-Feb  2006. ISSN  0037-8682. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16501765 >.

13. DOS SANTOS MARQUES, L. H. et al. Leishmania infantum: illness,
transmission profile and risk factors for asymptomatic infection in an endemic
metropolis in Brazil. Parasitology, v. 144, n. 4, p. 546-556, Apr 2017. ISSN 1469-
8161. Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27894365 >.

14. DRUZIAN, A. F. et al. Risk Factors for Death from Visceral
Leishmaniasis in an Urban Area of Brazil. PLoS Negl Trop Dis, v. 9, n. 8, p.
€0003982, 2015. ISSN 1935-2735. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26274916 >.

15. EZRA, N.; OCHOA, M. T.; CRAFT, N. Human immunodeficiency virus
and leishmaniasis. J Glob Infect Dis, v. 2, n. 3, p. 248-57, Sep 2010. ISSN 0974-8245.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20927287 >.

16. FRAGA, T. L. et al. Polymerase chain reaction of peripheral blood as a
tool for the diagnosis of visceral leishmaniasis in children. Mem Inst Oswaldo Cruz,
v. 105, n. 3, p. 310-3, May 2010. ISSN 1678-8060. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20512245 >.

17. GONTNO, B.; DE CARVALHO, M. E. L. [American cutaneous
leishmaniasis]. Rev Soc Bras Med Trop, v. 36, n. 1, p. 71-80, 2003 Jan-Feb 2003.
ISSN 0037-8682. Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12715066

>,

18. GONTNO, C. M. F.; MELO, M. N. Visceral Leishmaniasis in Brazil:
current status, challenges and prospects. Biblioteca Virtual em Sadde Brasil. 7(3):
338-349 p. 2004.

19. GUALDA, K. P. et al. NEW PRIMERS FOR DETECTION OF
Leishmania infantum USING POLYMERASE CHAIN REACTION. Rev Inst Med



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26516978
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16501765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27894365
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26274916
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20927287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20512245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12715066

564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
S77
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595

76

Trop Sao Paulo, v. 57, n. 5, p. 377-83, 2015 Sep-Oct 2015. ISSN 1678-9946.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26603223 >.

20. HASKER, E. et al. Management of visceral leishmaniasis in rural primary
health care services in Bihar, India. Trop Med Int Health, v. 15 Suppl 2, p. 55-62,
Jul 2010. ISSN 1365-3156. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20591081 >.

21. LIMA, E. C. B. et al. Characterization of Leishmania (L.) infantum

chagasi in visceral leishmaniasis associated with hiv co-infection in Northeastern
Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 59, p. e48, Aug 2017. ISSN 1678-9946.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28902293 >.

22. LIMAJUNIOR, M. S. etal. [Identification of Leishmania species isolated
in human cases in Mato Grosso do Sul, by means of the polymerase chain reaction].
Rev Soc Bras Med Trop, v. 42, n. 3, p. 303-8, 2009 May-Jun 2009. ISSN 1678-9849.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19684979 >.

23. MAIA-ELKHOURY, A. N. et al. Visceral leishmaniasis in Brazil: trends
and challenges. Cad Saude Publica, v. 24, n. 12, p. 2941-7, Dec 2008. ISSN 1678-
4464. Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19082286 >.

24. MARTINS, A. L. etal. American tegumentary leishmaniasis: correlations
among immunological, histopathological and clinical parameters. An Bras Dermatol,
v. 89, n. 1, p. 52-8, 2014 Jan-Feb 2014. ISSN 1806-4841. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24626648 >.

25. NEITZKE-ABREU, H. C. et al. Detection of Leishmania (Viannia) IN
Nyssomyia neivai and Nyssomyia whitmani by multiplex polymerase chain reaction,
in Southern Brazil. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v. 56, n. 5, p. 391-5, 2014 Sep-
Oct 2014. ISSN 1678-9946. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25229218 >.

26. . Detection of DNA from Leishmania (Viannia): accuracy of
polymerase chain reaction for the diagnosis of cutaneous leishmaniasis. PL0S One, v.
8 n. 7, p. 62473, 2013. ISSN 1932-6203. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23976920 >.

27. OLIVEIRA, A. L. et al. [Emergent outbreak of visceral leishmaniasis in
Mato Grosso do Sul State]. Rev Soc Bras Med Trop, v. 39, n. 5, p. 446-50, 2006 Sep-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26603223
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20591081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28902293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19684979
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19082286
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24626648
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25229218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23976920

596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619

620
621

77

Oct 2006. ISSN 0037-8682. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17160321 >.

28. OLIVEIRA, A. M. et al. Dispersal of Lutzomyia longipalpis and
expansion of canine and human visceral leishmaniasis in Sdo Paulo State, Brazil. Acta
Trop, v. 164, p. 233-242, Dec 2016. ISSN 1873-6254. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27640322 >.

29. OLIVEIRA, E. N.; PIMENTA, A. M. Epidemiological Profile of People
With Visceral Leishmaniasis in the Municipality of Paracatu, Brazil from 2007 to
2010. Rev Mineira de Enfermagem, v. 18, n. 2, p. 371- 5, 2014 abril/junho 2014.
ISSN  2316-9389. Disponivel em: < http://www.dx.doi.org/10.5935/1415-
2762.20140028 >. Acesso em: 28/12/2017.

30. OLIVEIRA, J. M. et al. [Mortality due to visceral leishmaniasis: clinical
and laboratory characteristics]. Rev Soc Bras Med Trop, v. 43, n. 2, p. 188-93, 2010
Mar-Apr 2010. ISSN 1678-9849. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20464151 >.

31. ORGANIZATION, W. H. Report of a meeting of the WHO Expert
Committee on the Control of Leishmaniases. Geneva, 22-26 March, p.202. 2010.

32. VARANI, S. et al. Serological and molecular tools to diagnose visceral
leishmaniasis: 2-years' experience of a single center in Northern Italy. PLoS One, v.
12, n. 8, p. e0183699, 2017. ISSN 1932-6203. Disponivel em: <
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28832646 >.

33. YARZON, R. M. et al. [American leishmaniasis in Mato Grosso do Sul,
Brazil]. Rev Soc Bras Med Trop, v. 36 Suppl 2, p. 41-2, 2003. ISSN 0037-8682.
Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15719775 >.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17160321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27640322
http://www.dx.doi.org/10.5935/1415-2762.20140028
http://www.dx.doi.org/10.5935/1415-2762.20140028
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20464151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28832646
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15719775

78

6 CONCLUSOES

A expansao dos casos de LV para regides previamente consideradas de baixa ou
moderada transmissdo, dispara um alerta para os 6rgaos de vigilancia e comunidade local,
no sentido de intervir de forma imediata e progressiva para a quebra do processo saude-
doenga, com medidas educativas e comportamentais imediatas, tendo em vista a alta
letalidade como desfecho dessa doenca, quando ndo diagnosticada e instaurada
terapéutica oportunamente.

Esse estudo também permitiu tracar o perfil epidemioldgico das leishmanioses
com base nas informagGes do SINAN. Estima-se que 0s nimeros dos casos das
leishmanioses na regido sul do Mato Grosso do Sul sejam bem maiores do que descritos
aqui, devido as subnotificacGes e dbitos relacionados a doenca, principalmente a forma
visceral.

A variedade de sintomatologias tais como febre prolongada, tosse,
hepatomegalia, anemia, trombocitopenia, perda ponderal e esplenomegalia apresentadas
pelas leishmanioses, sobretudo em regides classificadas como ndo endémicas, torna-se
preocupante, pois podem ser confundidas com doengas como esquistossomose, Doenca
de Chagas, maléria, febre tifoide e tuberculose nos casos de LV, enquanto que em casos
de LT, similaridade pode ser com Ulceras traumaticas, Ulceras de membros inferiores por
anemia falciforme, pioderma, paracoccidioimicose, neoplasia cutanea, sifilis, tuberculose
cuténea, lepra virchowiana, entre outros.

Os achados aqui descritos demonstram também que a PCR de sangue periférico é
um método alternativo eficiente no diagnostico das leishmanioses, principalmente em
pacientes coinfectados com HIV, devido a sua elevada sensibilidade e principalmente por
exigir métodos menos invasivos para obtencdo das amostras biolégicas, minimizando a
submisséo do paciente a procedimentos invasivos extremamente dolorosos, os quais 0
expdem a maiores riscos de eventos adversos.

E evidente a necessidade de medidas de satde publica especificas para essa
regido. A falta de medidas de saude publica até entdo, pode fazer com que essa area
moderada se torne uma area de transmissdo intensa, agravando a prevaléncia das
leishmanioses na regido. O fato de outras regides apresentarem maior endemicidade nao

permite o negligenciamento das areas de transmissao moderada.
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Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

DOURADOS, 03 de Agosto de 2016

Assinado por:
Leonarde Ribeiro Martins
[Coordenadaor)
Emdersgo:  Rua Melvin Jones, 340
Balrro-  Jardim America CEP: 70303010
UF: M3 Municipla: DOURADDS
Telefone: (57)3410-2853 E-mall: cepuigd.eoubr
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Diagnostico das leishmanioses e identificagio das espécies de Leishmania
Pesquisador: Henintha Coeto Neitzke Abreu

Area Tematica:

Versio: 3

CAAE: 555589162 0000.5160

Instituig3o Proponente: Faculdade de Ciéncias da Saude

Patrocinador Principal: FUMD. DE APOIO E DE DESENV. DO EMNSINO,CIENCIA E TECH. DO ESTADOD
DO MS

DADOS DO PARECER

Mumerc do Parecer: 2.071.873

Apresentagio do Projeto:

O projeto esta escrito em linguagem clara & objetiva, justificando adequadamente a importincia do mesmao,
com descrigdo de materiais e métodos suficientemente detalhada para tomarem reprodutiveis os resultados.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste projeto € realizar o diagnostico de leishmanioses, por diferentes metodologias,

caracterizando as espécies de Leishmania spp. em pacientes com suspeita de LT & LV.
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os beneficios suplantam de forma significativa os riscos.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Foram realizadas alteragdes relativamente pequenas, que melhoram o escopo do projeto e ndc alteram
significativamente os aspectos éticos ja considerados anteriormente pelo colegiado, as referidas alteragies
estio descritas abaio:

-Mo Projeta:

-ltemn 05 — METODOLOGIA, subitemn “Identificagio de pacientes suspeitos de infecedo por Leishmania spp.”
Mo TCLE (sjustes sobre o escopo do projeta)

Emdersgo:  Rua Melvin Jones, 340

Balmo: Jardim America CEP: 79803010
UF: MS Municipio: DOURADOS
Telsfone:  (57)3410-2853 E-mall: c2pulgd.eoubr

Priagirea 01 da 23
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Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Apresentados adequadamente.
Recomendagies:
Sem recomendacies
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Conclui-se pela AF"RDVAQE.D do referido protocolo de pesquisa.
Consideragbes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Docurnento Argquivo Postagem Auttor Situagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS BOB437| 1342017 Acaito
do Projeto E1.pdf 15:48:05
Outros Emenda_Projeto. pdf 1342017 |Herintha Coeto Acaito
15:47:34 | Meitzke Abreu

Outros Alteracoes_realizadas. pdf 17/D62018 |Herintha Coeto Acaito
10:38:18 | Meitzke Abreu

TCLE [/ Termos de | TCLE pdf 17/06/2018 |Herintha Coeto Acaito

Assentimento / 10:37:18 | Meitzke Abreu

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| Projeto_de pesquisa.pdf 17/D62018 |Herintha Coeto Aceito

Brochura 10:37T:04 | Meitzke Abreu

Investigador

Declaragdo do Declaracan_de_compromisso_Herintha. | 27/04/2016 |Herintha Coeto Aceito

Patrocinador FDF 16:13:14 | Meitzke Abreu

Cronograma Cronograma_pdf 2742018 |Herintha Coeto Aceito
168:12:37 | Meitzke Abreu

Ceclaragdo de Resolucac_projeto pesquisa_parecer 5| 26/M04/2018 |Herintha Coeto Aceito

Instituigao e 2. PDF 13:02:00 |Neitzke Abreu

Infraestrutura

Outros Termo_de_compromissa HU PDF 26/M4/2018 |Herintha Coeto Acaito
13:00:32 | Meitzke Abreu

Outros Instrumento_coleta_de_dados_pdf 2642018 |Herintha Coeto Aceito
12:58:43 | Meitzke Abreu

Outros Infraestrutura HU.PDF 26/4/2018 |Herintha Coeto Aceito
12:58:05 | Meitzke Abreu

Orgamento Orcamento_detalhado. pdf 26472018 |Herintha Coeto Aceito
12:57:43 | Meitzke Abreu

Declaragdo de Manuseio_material_biologico.pdf 28472018 |Herintha Coeto Acsito

Manuseio Material 12:56:14 | Meitzke Abreu

Emdersgo:  Rua Melvin Jones, 340

Balmo: Jandim América
UF: M=
Talefone:

CEP: 70803010

Municipio: DOURADOS
(E7)3410-2353

E-mall: c2pulgd.eoubr

Priagirea 12 da 23



UFGD - UNIVERSIDADE

85

Hnmﬂorrrp
FEDERAL DA GRANDE aril
DOURADOS / UFGD-MS
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Biologico ! Manuseio_material_biologico. pdf 28/04/2018 |Herintha Coeto Aceiio
Biorepositonio / 12:56:14 |Meitzke Abreu
| Biobanco
Dedaragﬁa de Infraestrutura_LPCS _UFGD.PDF 28/04/20168 |Herintha Coeto Acaito
Instituigao e 12:55:20 Meitzke Abreu
Infraestrutura
Folha de Rosto Folho_de_Rosto. PDF 280472018 |Herintha Coeto Acaito
12:54:18 | Meitzke Abreu
Situagio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da CONEP:

Mao

DOURADDS, 18 de Maio de 2017

Assinado por:
Leonardo Ribeiro Martins
[Coordenador)

Emdersgo:  Rua Melvin Jones, 340

Balmo: Jandim América

UF: M=

Municiplo: DOURADOS

Telstone: |57)3410-2853

CEP: 70803010

E-mall: c2pulgd.eoubr
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