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ARTIGO

Avaliagao da influéncia da infecgao bacteriana secundaria na evolugao
da leishmaniose cutanea em Corte de Pedra, Bahia

Evaluation of the secondary bacterial infection’s influence on the evolution of
cutaneous leishmaniasis in Corte de Pedra, Bahia

Luis Angel Vera', Jodo Barberino Santos', Vanize de Oliveira Macédo', Albino Vergosa de Magalhaes?,
Isolina Allen Ciuffo® e Conceigdo Guerra Santos®

Resumo Foram avaliados 84 pacientes leishmanidticos com o objetivo de verificar a prevaléncia de infecgao
bacteriana secundaria das Ulceras cutaneas e de estudar sua relacdo com a cicatrizagao das lesées. A infeccdo
secundaria foi diagnosticada mediante cultura bacteriana aerébica de amostra de tecido da lesdo. Todos os
pacientes receberam tratamento antimonial durante 20 dias e fizeram lavagem da ulcera com agua e sabao
comum. A casuistica foi composta principalmente de adolescentes e de adultos dedicados a lavoura,
apresentando lesdo tnica. Em 47,6%, as Ulceras estudadas estavam localizadas nas pernas e nos pés. Verificou-
se infecgcdo secundaria em 45/83 (54,2%), sendo mais freqiiente nas les6es localizadas abaixo dos joelhos. O
Staphylococcus aureus predominou (88,9%). A reepitelizagdo completa das ulceras, avaliada em 79 pacientes
um més apos o fim do tratamento, nao foi influenciada pela infecgcdo secundaria.

Palavras-chaves: Leishmaniose tegumentar. Infecg¢do. Bactérias. Staphilococcus aureus.

Abstract In order to study the prevalence of secondary bacterial infection in ulcerated lesions and its relationship
to the healing process, 84 leishmaniotic patients were evaluated. Diagnosis of the secondary infection was
made by bacterial aerobic culture of peripheral tissue specimen of the ulcer. All patients received antimonial
therapy during 20 days and washed their ulcers with common soap. Cases were composed mainly of adolescent
and adult farmer patients with single lesions. The evaluated ulcers were encountered on legs and feet in 47.6%.
Secondary bacterial infection was found in 45/83 (54.2%), and was more frequent in lesions located below the
knee. Staphylococcus aureus predominated (89%). The ulcers’ healing process, evaluated in 79 patients one
month after finishing treatment, was not influenced by the secondary bacterial infection.

Key-words: Tegumentary leishmaniasis. Infection. Bacteria. Staphylococcus aureus.

Ainda é desconhecido o papel da infecgéo
bacteriana secundaria na evolugao da leishmaniose
tegumentar. A persisténcia de inflamagédo na
leishmaniose experimental (medida pela produgéo
de 6xido nitrico e de seus derivados) facilitaria a
infecgdo secundaria ou, contrariamente, a infecgao
secundaria participaria na geragao da inflamacgéao®.
Por outro lado, ha evidéncia de que o S. aureus e
suas exotoxinas, em combinagdo com IFN-g, séo
capazes de ativarem macréfagos e produzirem 6xido
nitrico com efeito leishmanicidaZ.

Entretanto, ndo é facil diferenciar entre colonizagéo
e infecgao bacteriana de Ulceras cuténeas, pois a
infeccao tem sido definida pela presenca de bactérias
invasoras de tecidos®. As culturas bacteriolégicas de
amostras obtidas mediante swab podem n&o refletir a
infeccdo dos tecidos mais profundos. A cultura do

aspirado com agulha tem sensibilidade baixa, enquanto
a de tecido biopsiado oferece melhores resultados™.

Existem poucos relatos sobre a prevaléncia de
bactérias nas Ulceras leishmaniéticas. No Ira, 35,7%
das lesbes em 2.202 pacientes com suspeita clinica
de leishmaniose cutdanea mostraram a presenga de
bactérias patogénicas, sendo o S. aureus a mais
isolada*. Da mesma forma, no Estado do Maranhao,
Brasil, o estudo bacterioldgico, feito mediante swab
das ulceras em 53 pacientes leishmaniéticos, evidenciou
predominio de estafilococos'®.

Contudo, a importancia desses achados nao
tem sido avaliada em profundidade. Este estudo
teve como objetivo verificar a influéncia da
infeccdo bacteriana secundaria, diagnosticada
mediante métodos confidveis, na cicatrizagao das
lesbes cutaneas leishmanibticas.
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PACIENTES E METODOS

Estudo descritivo e analitico, de acompanhamento
de coortes, realizado em Corte de Pedra, area endémica
de leishmaniose tegumentar americana (LTA)>. Aamostra
foi constituida de pacientes em demanda esponténea
ao centro de saude local, entre agosto e dezembro de
1998, com quadro clinico de leishmaniose cutanea
ulcerada, intradermorreacédo de Montenegro (IDRM)
positiva, apds consentimento informado. Os critérios de
exclusao foram: gravidez, antecedentes de leishmaniose
e de alergia medicamentosa, uso de antimicrobianos
sistémicos nas 48 horas anteriores a admisséao (ou de
penicilina benzatina nas Gltimas trés semanas), evidéncia
clinica de leishmaniose mucosa ou de doenga grave.

A infeccao bacteriana secundaria foi diagnosticada
mediante isolamento de bactérias patogénicas na cultura
de amostra de tecido biopsiado da Ulcera, e foi considerada
aparente diante da presencga de sinais inflamatérios
perilesionais ou de febre (temperatura axilar > 38°C).

Todos os pacientes receberam tratamento com
antimoniato de meglumina EV, 15-20mg/kg/dia de Sbv,
durante 20 dias consecutivos, e fizeram lavagem da Ulcera
cuténea com agua e sabao comum duas vezes ao dia,
por 15 dias. Apenas os pacientes com infecgao secundaria
aparente receberam trimetoprim/sulfametoxazol VO 160/
800mg de 12/12 horas durante 7 dias.

Acompanhamento. As avaliacdes clinicas, incluindo
a afericdo da area da ulcera?, foram feitas nos dias DO,
D10, D20 e D50 do inicio do tratamento antimonial. No
caso de lesdes miltiplas, somente foi avaliada a tlcera
mais antiga, sendo o objetivo final verificar sua
reepitelizagcdo completa.

Na admisséo, de cada paciente, foram realizados:

- IDRM usando 0,1ml de antigeno equivalente
a 25mg de proteina de promastigotas de L. (L)
amazonensis, cepa MHOM/BR/86/BA125.

- uma bidpsia por punch, de 4mm de didmetro, da borda
da Ulcera cutanea (sem atingir a base da lesao), mediante
procedimentos assépticos e apds antissepsia com alcool
iodado. Metade longitudinal de amostra de tecido foi usada
para estudo parasitolégico; a outra metade foi usada para
cultura de bactérias piogénicas aeroébias.

Estudo parasitolégico. O esfregago do tecido
biopsiado para exame direto foi feito mediante aposicéao,

por seis vezes, em uma lamina de vidro, e corado com
Giemsa. Uma porgcdo desta amostra tecidual foi
homogenizada e inoculada nas patas posteriores de
um hamster, a outra porgao foi preservada em formol a
10% para exame histopatolégico posterior, mediante
coloracao HE.

Exames bacteriolégicos. O fragmento biopsiado
foi colocado em tubo de ensaio contendo 5ml de soro
fisiologico estéril, conservado e transportado a 4°C para
cultivo bacteriolégico. Também, ap6s limpeza da dlcera
com solugéo salina estéril, foram coletadas duas
amostras da secreg¢ado da base da uUlcera, mediante
swabs, para cultivo de bactérias aerébias: uma amostra
foi colocada em tubo de ensaio com 5ml de soro
fisioldgico estéril, conservada e transportada a 4°C e, a
outra amostra foi colocada em meio de Stuart,
conservada e transportada a temperatura ambiente.
Finalmente, foi coletada outra amostra da secregao,
através de swab, para exame direto pelo Gram. Todas
estas amostras para cultura, transportadas dentro das
24 horas seguintes para o Laboratério Central (LACEN)
de Salvador, Bahia, foram inoculadas em meios de TSB,
agar sangue e agar Mac Conkey, e incubadas a 35°C
durante 24 horas. Para identificagdo dos estreptococos,
verificou-se o tipo de hemdlise, o sorogrupo de
Lancefield, e foi feito o teste da optoquina; os
estafilococos foram diferenciados pela produgao de
coagulase. A identificacao final de bactérias Gram
negativas foi realizada usando-se os testes bioquimicos
convencionais.

Em D20, foi coletada uma amostra de secregao
da base da llcera, mediante swab, para cultura
de bactérias aerobias, e transportada dentro das
48 horas seguintes ao LACEN.

As anélises estatisticas foram feitas através
do Programa Epi Info 6 versdo 6.04b (CDC,
Estados Unidos/OMS, Suiga), utilizando-se para
as variaveis categoéricas o teste de Chi-quadrado
(X2) com corregao de Yates ou, o teste exato de
Fisher. Para as numéricas continuas, usou-se a
Analise de Variancia (ANOVA) ou o teste de
Kruskal-Wallis (K-W). Foi fixado um nivel de
significAncia de 0,05 e um intervalo de confianga
(IC) de 95%.

RESULTADOS

Foram incluidos 84 pacientes, com intervalo de idade
de 4-72 anos, média de 26,3 e preponderancia da faixa
etaria de 10-19 anos. Predominou o sexo masculino
(67,9%) sobre o feminino (32,1%). Os lavradores
representaram 60,7%. Apenas 21,4% negaram qualquer
manipulagao prévia das Ulceras, embora fossem usados
emplastros de plantas, tais como a Astronium lecointei
Ducke (aroeira), a Anacardium occidentale L. (cajueiro)
e a Chenopodium ambrosioides L. (mastruz). Os
pacientes apresentaram uma média de 1,69 lesbes
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(intervalo de 1-8), sendo que a maioria (69%)
apresentou lesao Unica. A média do nimero de Ulceras
por paciente foi 1,61. A localizagao da ulcera mais
antiga foi abaixo dos joelhos em 40 (47,6%), pacientes
nos membros superiores em 16 (19%), na cabega em
11 (13,1%), no tronco em 10 (11,9%), e nas coxas em
7 (8,3%). A areainicial da Ulcera teve média de 3,41cm?,
desvio padrao (DP) de 5,66 e intervalo de 0,06-45,26;
o tempo de evolugao foi, em média, de 6,86 semanas
(DP de 3,30 e intervalo de 2-20). Na ulcera estudada,
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foi encontrada secrecdo em 71(84,5%), pacientes e
evidenciou-se odor fétido em quatro (4,8%). Somente em
trés (3,6%) houve sinais inflamatérios perilesionais. A
temperatura axilar teve média de 36,8°C e intervalo de
35,8-37,9°C. No decorrer das avaliagbes, foi encontrada
linfadenomegalia regional satélite em 86,9%.

A IDRM foi positiva nos 84 pacientes. Somente uma
bidpsia nao foi feita, pela dor local intensa referida pelo
paciente. Observou-se a presenga de amastigotas no
exame histopatolégico em 43/83 (51,8%) e, na pesquisa
direta, em 16/83 (19,3%). Visualizou-se lesé&o no
hamster em 9 (24%) de 38 animais inoculados. O total
de pacientes com diagndstico de leishmaniose
confirmado foi 54 (64,3%).

Exames bacteriolégicos mediante swab nos 84
pacientes. Os resultados do exame direto mostraram
apenas cocos gram positivos em 57,1%, cocos gram
positivos e bacilos gram negativos em 23,8%, e
auséncia de bactérias em 19%. As culturas a admissao
do paciente mostraram bactérias gram positivas em
46,5%, gram negativas em 17,9%, flora mista em
19%, saprofitas em 7,2%, e resultado negativo em
9,6%. O Staphylococcus aureus foi a bactéria mais
freqlientemente (59,5%) isolada. A concordancia entre
os resultados positivos e negativos do exame direto e
da cultura foi 73,8%. As culturas de controle em D20,
em 77 dos 84 pacientes, mostraram bactérias gram
positivas em 53,3%, saprofitas em 16,9 %, gram
negativas em 11,7%, flora mista em 2,6% e resultado
negativo em 15,6%. A concordancia entre os resultados
das culturas obtidas antes e ao fim do tratamento foi
28,6%.

Exame bacteriolégico mediante bibépsia.
Houve, também, predominio de bactérias gram
positivas (Tabela 1). Comparando-se os resultados
da cultura de tecido biopsiado com os da cultura do

material obtido mediante swab a admisséao,
observou-se concordancia em 50%.

A admissao, segundo o teste de K-W, houve falta
de associagao entre a area da Ulcera e o tempo de
evolugao (p=0,336) ou a presenga de infecgao
secundaria (p=0,674). No entanto, houve associagao
entre as Ulceras de maior tamanho e o uso local de
algum tipo de planta (p=0,003) ou a localizagéao da lesao
abaixo dos joelhos (p=0,001).

Para a analise final em D50, foram retirados os
trés pacientes com infecgcdo secundaria aparente
(incluindo a paciente sem bi6psia); outros dois foram
excluidos: um por apresentar hipersensibilidade
cutanea generalizada ao antimonial, o outro por
solicitagao expressa.

Entéo, em 79 pacientes foi feita a avaliagdo da
relacéo entre a reepitelizagdo completa das lesdes e
as variaveis que poderiam ter influéncia nesse
processo de cicatrizagao (idade dos pacientes; uso
de plantas prévio a admisséao; numero, tamanho,
localizacdo e duracao das lesdes; dose e
irregularidade do tratamento antimonial), encontrando
significancia estatistica somente para duas variaveis:
as Ulceras que nao reepitelizaram tiveram maior
tamanho [para area > 1,99cm? o Risco Relativo (RR) =
4,82;1C=1,78-13,06] ou estavam localizadas abaixo dos
joelhos (RR=4,02; IC=1,63-9,90).

Os pacientes, divididos em infectados e nao
infectados, mostraram-se comparaveis em quase todas
as variaveis avaliadas, existindo diferenga apenas
quanto a localizagéo da lesédo (Tabela 2). A analise
estratificada de Mantel-Haenszel mostrou também que
nao houve associagao entre a infecgdo secundaria e a
falha na reepitelizagao completa da Ulcera, dependente
da sua localizagao: RR global = 0,92 (IC=0,44-1,92);
RR combinado = 0,65 (1C=0,34-1,26), p=0,350.

Tabela 1- Resultado da cultura bacteriolégica de amostra de tecido biopsiado da tlcera em 83 pacientes.

Bactérias isoladas N¢ pacientes

% Grupal

Bactérias gram positivas 36
Staphylococcus aureus
S. aureus e Streptococcus agalactie

w
o

43,4

Flora mista
S. aureus e Pseudomonas aeruginosa
S. aureus e Proteus mirabilis
S. aureus e Enterobacter aerogenes

4,8

Bactérias Gram negativas
Enterobacter cloacae
Eseudomonas aeruginosa
Proteus mirabilis
Citrobacter koseri

6,0

Sapréfitas
Micrococcus sp.
Estafilococos coagulase (-)

O = N|= = AN g=s =2 NN A=

8,4

w
harg

Nenhuma

37,3
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Tabela 2- Analise comparativa final entre os 43 pacientes infectados e os 36 n&do infectados.

Variaveis Infectados Né&o infectados Teste p valor
Idade dos pacientes em anos 25,1 (16,29)" 25,9 (13,94)* K-W 0,647
Sexo masculino 72,1% 66,7% X2 (Yates) 0,782
Les&o Unica 65,1% 69,4% X2 (Yates) 0,867
Duragao da lesdo em semanas 7,4 (3,49)" 6,3 (3,07)* K-W 0,104
Areainicial da tlcera em cm? 2,9 (3,55)" 3,7 (7,60)* K-W 0,779
Les&o localizada abaixo dos joelhos 55,8% 30,6% X3(Yates) 0,043(p<0,05)
Uso prévio de plantas 53,5% 33,3% X2 (Yates) 0,117
Dose do Antimonial (mg/Kg/d) 18,4 (2,67)* 19,4 (2,27)* ANOVA 0,073
Irregularidade do tratamento EV 7,0% 16,7% Fisher 0,287
Reepiteizagdo completa da leséo 74,4% 72,2% X2 (Yates) 0,972
*média (DP)

DISCUSSAO

As caracteristicas epidemioldgicas e clinicas dos
pacientes avaliados sao representativas da populagao
atingida pela LTA na regiao do estudo®'©'8, A andlise
dos resultados corrobora que o tamanho da Ulcera
leishmanibtica nao esta influenciado pela infecgéo
secundaria’, nem pela duragao da lesao'®. Sao outras
variaveis, como a viruléncia do parasito ou a
localizagao da picada do vetor, que determinam essa
caracteristica e explicam porque as Ulceras localizadas
abaixo dos joelhos tém maior tendéncia a crescer,
fendmeno j& observado anteriormente’. A associagao
entre o uso local de plantas e tamanho aumentado da
Ulcera pode ser atribuido a atitude do paciente diante
da percepgao da severidade da doenga.

O achado freqiiente do complexo leishmaniético
cutaneo-ganglionar foi proporcionado pelas multiplas
avaliagbes clinicas do acompanhamento. Em Corte de
Pedra, a Leishmania (Viannia) braziliensis tem sido
isolada dos ganglios linfaticos regionais satélites, com
sensibilidade de até 58,6%"".

Quanto as culturas bacteriol6gicas feitas mediante
swab, o freqliente isolamento de bactérias aerdbias
(patbgenas e sapréfitas), teve concordancia com
estudos feitos no Equador (97,6%)' e no Maranhao
(86,8%)6. Neste Ultimo, os estafilococos foram também
as bactérias mais freqlentes (41%)'; no Ira, a
percentagem de isolamento do S. aureus nas lesbes
com confirmagao parasitologica foi maior (87%)*. As
culturas de controle feitas em D20 mostraram grande
mudanga nos resultados, correlacionando-se com os
achados em outros tipos de Ulceras cutaneas cronicas,
conseqiiente a natureza transitéria dessas bactérias®.

No cultivo bacterioldgico do material biopsiado,
houve freqliente isolamento de bactérias patégenas,
com claro predominio do S. aureus, sendo concordante
com os resultados das culturas obtidas mediante swab,
em somente metade dos casos. Estudos semelhantes,
realizados em pacientes com pé diabético mostraram,
também, baixa concordancia entre os resultados obtidos
mediante swab e de amostras de tecidos profundos’.
Os dados apresentados demonstram que existe invasao
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tecidual local de bactérias em pelo menos metade dos
pacientes estudados. Isto explica porque as medidas
de assepsia e antissepsia, que procuram eliminar a
contaminagcao das Ulceras leishmani6ticas, ndo
conseguem diminuir as taxas de contaminag¢éo
bacteriana das culturas parasitologicas'®.

A presencga ou nao de reepitelizagdo completa ao final
da avaliagdo nao esteve associada a variaveis como
idade, numero e duragéo das lesdes ou tratamento local
prévio a admisséo. A idade do paciente e o nimero de
lesbes nao parecem influenciar o processo de
cicatrizagdo das lesbes™. A evidéncia mostrada de que
a duragao das lesdes ndo constitui um fator influente na
cicatrizacéo, concorda com o encontrado préviamente'.
Por outro lado, as lesbes menores reepitelizaram
completamente com maior freqliéncia do que as maiores,
fendmeno ja demonstrado por outros pesquisadores’™ 1215,
Damesma forma, a reepitelizagdo completa se produziu com
maior freqiiéncia em les6es localizadas acima dos joelhos,
independentemente do tamanho da Ulcera. E reconhecida a
cura demorada das lesdes localizadas nas pernas™ 2.

Confirmou-se que as lesdes localizadas abaixo dos
joelhos séo as mais freqiientemente infectadas. Afalta
de associacao entre a infecgao bacteriana secundaria
e as variaveis como idade, sexo, tamanho inicial,
duragao e numero total de lesdes é analoga a auséncia
de correlagéo importante entre o isolamento de fungos
e o tamanho ou a duracéo das lesbes'.

Finalmente, ndo foi observada influéncia da infecgao
bacteriana secundaria, restrita a ulcera, no processo
de reepitelizagdo completa das les6es leishmanibticas
cutaneas, um més apds tratamento convencional,
concordando com a hip6tese de outro pesquisador2.
Em outros tipos de Ulceras, como as de origem venosa
localizadas nas pernas, ndo foi observada relagao entre
a presenga de bactérias (com predominio do S. aureus)
e o processo de cura®. Em Ulceras de decubito, ndo
houve evidéncia de que o S. aureus retarde a
cicatrizagdo, ao contrario do que acontece com a
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Proteus, as
quais parecem influir negativamente nesse processo®.
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