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PP014 - Métodos subsidiários para o diagnóstico da Leishmaniose 
tegumentar americana (LTA): comparação dos resultados do 
seqüenciamento de DNA e da PCR-RFLP para determinação da
espécie de leishmania em amostras cutâneo-mucosas*

Subsidiary methods for the diagnosis of American tegumentar
leishmaniasis (ATL): comparison of sequencing of DNA and 
PCR-RFLP for identification of leishmania species in skin samples.*

Flávio C. Barbosa Garcia 1 Sandra Silva Rodrigues dos Santos 2 Maria Fernanda Chociay 3

Ângela C. Rapela Medeiros 4 Ana Maria F. Roselino 5

Resumo: FUNDAMENTOS – Métodos moleculares têm-se mostrados mais eficazes para o diagnóstico da LTA.
OBJETIVOS – Comparar os resultados da intradermorreação de Montenegro (IRM), presença de leishmania em bióp-
sia (Bc), reação de imunofluorescência indireta (Rifi), seqüenciamento de DNA e PCR-RFLP (-restriction fragment
lenght polymorphism) para o diagnóstico da LTA.
MÉTODOS – Foram estudados 152 pacientes com LTA. Para a PCR em Bc, utilizaram-se primers específicos para
seqüência de 120bp do kDNA do minicírculo comum a todas as espécies de leishmanias. O produto da PCR, utiliza-
do para seqüenciamento e para restrição enzimática com Hae III, foi comparado às culturas L. (L.) amazonensis e
L. (V.) braziliensis. 
RESULTADOS – Houve predomínio do sexo masculino (75%), da cor branca (80%) e da profissão urbana (48%). A idade
variou de três a 77 anos, com 56,5% entre 21 e 50 anos. 65,8% eram do Estado de São Paulo, prevalecendo a forma
cutânea (79,6%). A IRM foi positiva em 73,4%, e a Rifi em 59,7%, enquanto a Bc evidenciou presença de leishmania em
30,6%. A PCR foi positiva em 81,6%, e a PCR-RFLP identificou L. (V.) braziliensis como espécie predominante (66%), o
que também ocorreu com o seqüenciamento. Comparando PCR-RFLP e seqüenciamento, houve 61% de concordância
entre os resultados, mostrando significância da PCR-RFLP para L. (V.) braziliensis. 
CONCLUSÕES – A IRM e a PCR foram estatisticamente equivalentes como métodos subsidiários para o diagnóstico da
LTA, a PCR-RFLP e o seqüenciamento também o foram na identificação das espécies de leishmania, o primeiro apre-
sentando menores custo e tempo de execução comparado ao seqüenciamento de DNA. 
Palavras-chave: DNA; Leishmaniose tegumentar; Reação em cadeia da polimerase

Abstract: BACKGROUND – ATL is endemic in Brazil, and molecular methods have been shown more effective for its
diagnosis.  
OBJECTIVES – Our purpose was to compare the results of Montenegro’s skin reaction (MR), presence of leishmania in
skin biopsy (Bx), indirect immunofluorescence (IIF) for leishmania in sera samples, PCR, sequencing of DNA and PCR-
RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) as subsidiary exams for ATL diagnose.
METHODS - 152 patients were studied, with accomplishment of MR, Bx, IIF and PCR for leishmania in skin samples. For
PCR, a specific pair of primers for a sequence of 120bp from kDNA minicircle, common to all leishmanias species, was
used. The product of PCR was used for DNA sequencing and for RFLP with the enzyme Hae III. The analysis of the res-
triction pattern was compared to the cultures of L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis.  
RESULTS - The predominant sex was male (75%), the white color (80%) and urban professional occupation (48%). The
age varied from 3 to 77 years, with prevalence from 21 to 50 years (56.5%). In relation to the origin, 65.8% was from
the state of São Paulo, being the cutaneous form the more prevalent (79.6%). MR was positive in 73.4% and there
was presence of leishmania in 30.6% of the samples, while IIF presented 59.7% of positivity. PCR was positive in
81.6% of skin samples, and PCR-RFLP identified L. (V.) braziliensis (66%) as predominant species, fact that also hap-
pened with DNA sequencing, with 64.4% of the positive results for L. (V.) braziliensis. Comparing PCR-RFLP and DNA
sequencing there was 61% of agreement amongst the results, being significant in PCR-RFLP for L. (V.) braziliensis. 
CONCLUSION - MR and PCR were equivalent as subsidiary methods for the diagnosis of ATL, such as PCR-RFLP and
DNA sequencing in the identification of the leishmania species. On the other hand, the method PCR-RFLP presen-
ted smaller cost and smaller time of execution compared to the sequencing of DNA.
Keywords: DNA; Leishmaniasis;  Polymerase chain reaction
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INTRODUÇÃO
As leishmanioses encontram-se entre as doen-

ças infectoparasitárias de maior incidência no
mundo. Segundo a OMS, mais de 12 milhões de pes-
soas em 88 países encontram-se doentes, com cerca
de 350 milhões de pessoas sob risco de adoecer.
Estima-se que a incidência anual seja de 1-1,5 milhão
de casos de leishmaniose cutânea e 500.000 casos de
leishmaniose visceral.1

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é
definida como doença infecciosa, crônica, não conta-
giosa, caracterizada pelo comprometimento da pele,
mucosa e cartilagens. Pode manifestar-se como leis-
hmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutâ-
nea difusa (LCD), leishmaniose cutâneo-mucosa
(LCM), leishmaniose recidivante (LR) e, recentemente,
propuseram a expressão “leishmaniose cutânea disse-
minada borderline” como forma intermediária entre a
LCL e os pólos extremos patogênicos LCM e LCD.2

O diagnóstico da LTA, de ambas as formas,
cutânea e mucosa, é eminentemente clínico, sendo
associado a métodos subsidiários, como: pesquisa
direta em material de raspado ou punção aspirativa
da lesão, corado pelo método de Giemsa ou
Leishman, exame histopatológico (HE) de biópsia de
lesão, intradermorreção de Montenegro (IRM) e rea-
ção de imunofluorescência indireta (Rifi).1,2

Com o avanço das técnicas de biologia molecu-
lar, a PCR (polymerase chain reaction) tem sido utili-
zada com sucesso no diagnóstico da LTA, mostrando
alta sensibilidade e especificidade.3-6 Utilizando DNA
de leishmania obtido de produtos de PCR, tem sido
realizado o seqüenciamento desse DNA, para identifi-
cação e caracterização genômica das espécies de leis-
hmanias, tendo sido identificadas, na região nordeste
do Estado de São Paulo, as espécies L. (V.) brazilien-
sis e L. (L.) amazonensis.7

Mais recentemente, pelo método PCR-RFLP
(PCR-restriction fragment lenght polymorphism),
empregando-se enzimas de restrição nas amostras
cujos exames de PCR foram positivos, é possível iden-
tificar as espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazo-
nensis, de forma mais rápida e econômica, sem a
necessidade de realizar o seqüenciamento, porém,
com iguais segurança e eficácia.8-10

CASUÍSTICA E MÉTODOS
Foi realizado levantamento dos prontuários de

152 pacientes com diagnóstico confirmado de LTA,
atendidos no Hospital das Clínicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São
Paulo (HC-FMRP-USP), no período de 1993 a junho
de 2004, tendo como critério de inclusão ter sido rea-
lizada PCR em amostras cutâneo-mucosas.

Os critérios utilizados para definição dos casos

de LTA foram: o diagnóstico clinicoepidemiológico, a
intradermorreação de Montenegro (IRM) igual ou
superior a 5mm de induração, o exame histopatológi-
co de amostra de pele ou de mucosa compatível com
LTA ou com a presença de amastigotas, e a reação
sorológica de imunofluorescência indireta (Rifi) para
LTA igual ou superior a 1/8. A esses critérios, somou-
se o resultado da PCR para pesquisa de leishmania
realizada em amostras de pele ou de mucosa com os
primers antisense com 25bp e sense com 20bp
(Nutrachem™), segundo protocolo já estabelecido.5,11

Os resultados do seqüenciamento do DNA uti-
lizados para o presente trabalho foram levantados da
tese de doutorado de um dos autores, realizada pre-
viamente com 102 das 152 amostras ora analisadas,
no mesmo laboratório de pesquisa.7

A PCR-RFLP foi realizada nas amostras de PCR
positivas dos pacientes, pela digestão dos produtos
da PCR com a enzima Hae III (modificado de Volpini
et al.10) e comparando-as com culturas de L. (V.) bra-
ziliensis e L. (L.) amazonenesis. Para os resultados
compatíveis com L. (V.) braziliensis, observou-se a
formação de duas bandas, de 80 e 40bp, fato esse que
não ocorre com os resultados compatíveis com L. (L.)
amazonenesis, quando o material não é digerido,
havendo a permanência do fragmento de 120bp. Para
aquelas amostras com bandas diferentes das culturas,
optou-se por denominá-las L. spp.

Para o estudo estatístico, foram realizados:
teste de McNemar ou teste binomial para a compara-
ção dos resultados da IRM, Rifi e exame histopatoló-
gico, com os resultados da PCR, seqüenciamento e da
PCR-RFLP.

RESULTADOS
Dos 152 pacientes com LTA estudados, 114

(75%) eram do sexo masculino, com relação de 3:1
entre homens e mulheres.

Em relação à procedência, 100 pacientes
(65,8%) eram do Estado de São Paulo, sendo 98
autóctones de sua região nordeste, e, destes, 26
moradores do Município de Ribeirão Preto e dois de
outras cidades do estado; 50 pacientes (32,9%) eram
de outros estados (Minas Gerais principalmente), e
para dois pacientes (1,3%) esse dado era ignorado.

Quanto à cor da pele, 123 pacientes (81%)
eram brancos, 20 (13,1%) eram pardos, sete (4,6%)
eram negros, e para dois pacientes (1,3%) esse dado
era ignorado.

Quando se avaliou a ocupação profissional, 44
(28,9%) eram de ocupação rural, 73 (48%) de ocupa-
ção urbana, nove (5,9%) do lar, cinco (3,3%) estudan-
tes, dois (1,4%) menores, 11 (7,2%) aposentados, um
(0,7%) desempregado, e de sete (4,6%) pacientes esse
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dado era ignorado.
A forma cutânea acometeu 121 pacientes

(79,6%), as cutâneo-mucosa e mucosa, 30 pacientes
(19,7%) e, para um paciente (0,7%), esse dado foi
omitido.

Na amostra estudada, a idade dos pacientes
por ocasião do diagnóstico variou de três a 77 anos,
sendo 113 (74,3%) pacientes entre 21 e 60 anos, 17
(11,2%) abaixo dos 21 anos, e 22 (14,5%) acima dos
60 anos.

A IRM foi realizada em 143 pacientes, sendo
que para nove pacientes esse dado foi omitido. Assim,
105 pacientes (73,4%) apresentaram IRM positiva, e
38 (26,6%), negativa. Os 115 pacientes com LTA
forma cutânea apresentaram 85 (73,9%) resultados
positivos da IRM, contra 30 (26,1%) de resultados
negativos. Dos 28 pacientes com LTA forma cutâneo-
mucosa, 20 (71,4%) apresentaram IRM positiva, e oito
(28,6%), negativa (Tabela 1).

Dos 152 pacientes estudados, 147 realizaram
exame histopatológico de biópsias de pele ou muco-
sa (Bc), tendo sido constatada a presença de leishma-
nia em 45 (30,6%). Destes, 118 apresentavam LTA
forma cutânea com 36 (30,5%) casos positivos, isto é,
com presença de leishmania nas biópsias, e 82
(69,5%) casos negativos, com ausência de leishmanias
nas biópsias. Os 29 pacientes com LTA forma cutâneo-
mucosa apresentaram nove (31%) casos positivos e
20 (69%) casos negativos (Tabela 1).

A Rifi foi realizada em amostras de 72 pacien-
tes, tendo sido positiva em 43 (59,7%) e negativa em
29 (40,3%). Dos 59 casos de forma cutânea, 37 apre-
sentaram Rifi positiva (62,7%), e 22 negativa (37,3%).
Dos 13 casos de forma cutâneo-mucosa, seis (46,2%)
foram positivos, e sete (53,8%) foram negativos para
Rifi (Tabela 1).

Em relação à PCR, 124 (81,6%) amostras foram
positivas, e 28 (18,4%) negativas. Dos 121 casos de
forma cutânea, a PCR foi positiva em 103 (85,1%) e
negativa em 18 (14,9%). Dos 30 casos de forma cutâ-
neo-mucosa, 20 (66,6%) foram positivos, e 10
(33,4%) foram negativos (Tabela 1).

O seqüenciamento de DNA do fragmento
amplificado pela PCR foi realizado em 102 amostras,
com 62 (60,8%) resultados positivos e 40 (39,2%)
negativos (Tabela 2). Dos resultados positivos, 40
(39,2%) amostras apresentaram a espécie L. (V.) bra-
ziliensis, 20 (19,6%) a espécie L. (L.) amazonensis,
uma (1,0%) a espécie L. guyianensis, e de uma (1%)
não foi possível identificar a espécie (L. spp.).

Dos 152 pacientes da amostra, 150 realizaram
PCR-RFLP, com 117 (78%) resultados positivos e 33
(22%) negativos (Tabela 2). Dos resultados positivos,
78 (52,0%) apresentaram a espécie L. (V.) brazilien-
sis, 16 (10,7%) a espécie L. (L.) amazonensis, e em 23
(15,3%) a espécie não foi determinada (L. spp.)
(Figura 1).

Quando se compararam os resultados da PCR-
RFLP segundo a procedência do paciente, encontra-
ram-se no Estado de São Paulo 51 casos de L. (V.) bra-
ziliensis, sete de L. (L.) amazonensis, 19 de L. spp. e
22 negativos. Em outros estados e países, foram
encontrados 26 casos de L. (V.) braziliensis, oito de L.
(L.) amazonensis, quatro de L. spp. e 11 negativos.

Quando se compararam os resultados da PCR
aos da IRM, em 143 pacientes, observou-se que: dos
116 (81,1%) pacientes com amostras positivas à PCR,
86 (60%) tiveram resultado positivo à IRM, e 30 (21%)
tiveram resultado negativo. Dos 27 (18,9%) pacientes
com amostras negativas à PCR, 19 (13,3%) tiveram
resultado positivo à IRM, e oito (5,6%) tiveram resul-
tado negativo, não havendo significância estatística.

TABELA 1: Resultados dos exames subsidiários para o diagnóstico da LTA em relação à forma clínica na amostra
estudada, HC-FMRP-USP, 1993 a junho de 2004

FORMA CLÍNICA

Cutânea Cutâneo-mucosa Ignorada Total

EXAMES N.  % N.  % N.  % N.  %
IRM (+) 85  73,9 20  71,8 0 _ 105  73,4
IRM (-) 30  26,1 8  28,6 0 _ 38  26,6

Bc (+) 36  30,5 9  31 0 _ 45  36,7
Bc (-) 82  69,5 20  69 0 _ 102  63,3

Rifi (+) 37  62,7 6 46,2 0 _ 43  59,7
Rifi (-) 22  37,3 7  53,8 0 _ 29  40,3

PCR (+) 103  85,1 20 66,6 1  _ 124  81,6
PCR (-) 18  14,9 10 33,4 0 _ 28  18,4

IRM: Intradermorreação de Montenegro; Bc: Exame histopatológico de biópsia cutâneo-mucosa; Rifi: Reação sorológica de imunofluo-
rescência indireta; PCR: polymerase chain reaction; (+): positivo; (-): negativo

supl3v80n6vs6.qxd  21.12.05  10:33  Page 341



S342 Métodos subsidiários para o diagnóstico da Leishmaniose tegumentar americana (LTA): comparação dos resultados...

An Bras Dermatol. 2005;80(Supl 3):S339-44.

Quando se compararam os resultados da PCR
aos do exame histopatológico, quanto à presença de
leishmania (Bc) em 147 amostras, observou-se que:
das 121 (82,3%) amostras positivas à PCR, 42 (28,6%)
tiveram resultado positivo à Bc, e 79 (53,7%) tiveram
resultado negativo. Das 26 (17,7%) amostras negati-
vas à PCR, três (2%) tiveram resultado positivo à Bc, e
23 (15,7%) tiveram resultado negativo (p=0,01).

Quando se compararam os resultados da PCR
aos da reação de imunofluorescência indireta (Rifi)
em 72 amostras de pacientes, observou-se que: dos
57 (79,2%) pacientes com amostras positivas à PCR,
33 (45,8%) tiveram resultado positivo à Rifi, e 24
(33,3%) tiveram resultado negativo. Dos 15 (20,8%)
pacientes com amostras negativas à PCR, 10 (13,9%)
tiveram resultado positivo à Rifi, e cinco (7%) tiveram
resultado negativo (p<0,05).

Na tabela 3 estão registrados os resultados da
PCR-RFLP comparados aos do seqüenciamento em
100 amostras, visto que dois pacientes não realizaram
a PCR-RFLP, tendo eles apresentado no seqüencia-
mento um resultado negativo e um L. (L.) amazonen-
sis. Com isso, encontrou-se concordância de resulta-
dos em 61 (61%) amostras, isto é, tanto no seqüencia-
mento como na PCR-RFLP, 33 (33%) amostras apre-
sentaram como resultado a espécie L. (V.) brazilien-

sis, nove (9%) apresentaram a espécie L. (L.) amazo-
nenesis, e 19 (19%) apresentaram resultados negati-
vos. Nos demais, 39 (39%) amostras, os dados encon-
trados foram discordantes. Salienta-se que, para a téc-
nica PCR-RFLP, não foi possível a identificação da
espécie em 11 amostras (L. spp.).

DISCUSSÃO
A forma clínica mais encontrada foi a cutânea,

com 79,6% dos casos, seguida pela forma cutâneo-
mucosa, com 19,7%. Esses dados coincidem com os
de outros estudos, como o de Tolezano,12 em trabalho
realizado no Estado de São Paulo, quando encontrou
predomínio da forma cutânea e apenas 23,3% dos
pacientes com a forma mucosa.

A IRM foi positiva em 73,4% dos pacientes e
negativa em 26,6%. Stolf et al.13 relataram positivida-
de da IRM em 95% em surto epidêmico na região de
Itaporanga, SP. Follador et al.,14 em surto epidêmico
em Canoa, BA, obtiveram 89,7% de resultados positi-
vos da IRM. Medeiros et al.,5 em estudo retrospectivo
na região nordeste do Estado de São Paulo, encontra-
ram 88,7% de resultados positivos na IRM. Os índices
de positividades menores encontrados no estudo
aqui apresentado podem ser justificados pela grande
variabilidade do tempo de evolução da doença (de
um mês a 25 anos) e também pela não-padronização
do antígeno.

A presença da leishmania em biópsias foi evi-
denciada em 30,6% das amostras, sendo 88,9% dessas
na forma cutânea, e 11,1% na forma cutâneo-mucosa.
Em trabalho de revisão, Lucciola et al.15 encontraram
leishmanias em 30,3% dos casos. No entanto, em
situações de surto epidêmico, como descrito por Stolf
et al.,13 o achado de leishmanias foi descrito em 84%
dos casos.

A Rifi foi positiva em 59,7% da amostra dos
pacientes avaliados, sendo 86% na forma cutânea, e
14% na forma cutâneo-mucosa. Oliveira-Neto et al.,16

em estudo no Estado do Rio de Janeiro, obtiveram
75% dos casos com Rifi positiva. Essa diferença de
resultados pode ser explicada pela variação do tempo

TABELA 2: Resultados do seqüenciamento de DNA e
da PCR-RFLP em amostras de pele e mucosa de

pacientes com LTA, HC-FMRP-USP, 1993 
a junho de 2004

Exame subsidiário

Espécie Seqüenciamento PCR-RFLP
N.  % N.  %

L. (V.) braziliensis 40  39,2 78  52
L. (L.) amazonensis 20  19,6 16  10,7
L. spp 1  1 23  15,3
L. guyianensis 1  1 0
Negativo 40  39,2 33  22

Total 102  100 150 100

TABELA 3: Comparação dos resultados do seqüenciamento e da PCR-RFLP, em relação à espécie de Leishmania,
em 100 amostras cutâneas ou mucosas de pacientes com LTA, HC-FMRP-USP, 1993 a junho de 2004

PCR-RFLP
Seqüenciamento L. (V.) braziliensis L. (L.) amazonensis L. spp. Negativo Total
L. (V.) braziliensis 33 1 5 1 40
L. (L.) amazonensis 1 9 6 3 19
L. spp. 1 0 0 0 1
L. guyanensis 1 0 0 0 1
Negativo 14 3 3 19 39

Total 50 13 14 23 100
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de evolução da doença na amostra aqui analisada.
O exame da PCR foi positivo em 81,6% dos

pacientes. Avaliando os resultados da PCR em relação
à forma, encontraram-se 85,1% dos casos positivos na
forma cutânea e 66,6% dos casos positivos na forma
cutâneo-mucosa. Pirmez et al.,3 em estudo realizado
no Estado do Rio de Janeiro, obtiveram resultados
positivos de PCR em 94% dos casos, IRM positiva em
98% e presença de leishmania em 62% dos casos.
Medeiros et al.,5 em trabalho realizado no nordeste
do Estado de São Paulo, encontraram 81,5% de resul-
tados positivos da PCR, 88,7% da IRM e 50% do
exame histopatológico. Oliveira et al.,6 em trabalho
realizado na Bahia, encontraram resultados positivos
de PCR em 100% dos casos, IRM em 72% (os casos
negativos tinham menos de 55 dias de evolução da
doença), tendo todos os pacientes sido avaliados com
quatro meses ou menos de evolução.

Os nossos resultados de PCR são inferiores aos
da literatura, muito provavelmente pelo fato de esta
amostra incluir casos com longa data de evolução da
doença (14 pacientes com mais de três anos de evo-
lução, e sete com mais de 10 anos de evolução), cir-
cunstância não evidenciada nos trabalhos relatados
acima, e também por esses trabalhos terem sido reali-
zados em áreas endêmicas, quando a PCR é realizada

em amostras de casos de curta evolução, tendo maior
possibilidade de ser positiva. Acrescido a esse fato,
somam-se os 19,7% de casos de LTA forma cutâneo-
mucosa na amostra estudada, contribuindo para a
menor positividade da PCR, quando comparada aos
dados da literatura.

Com a realização da PCR-RFLP nas amostras
amplificadas por PCR, foram encontrados 52% de
resultados positivos para a espécie L. (V.) braziliensis,
10,7% para L. (L.) amazonensis, 15,3% para L. spp., e
22% de resultados negativos. Ao serem excluídas as
amostras, cuja PCR foi negativa, a positividade da
PCR-RFLP, quanto à identificação da espécie, aumenta
para 78%.

Em trabalho realizado em Belo Horizonte, com
66 pacientes portadores de LTA e utilizando resultados
positivos de PCR, Volpini et al.10 constataram que 91%
destes pacientes apresentaram resultados positivos
para a espécie L. (V.) braziliensis, e 9% para L. (L.)
amazonensis. Nos resultados aqui apresentados, os
autores encontraram valores pouco maiores para a
espécie L. (L.) amazonensis, devido aos pacientes pro-
cedentes de outros estados, que contribuíram com
50% dos casos dessa espécie, e pelo fato de que, em
23 amostras estudadas, a identificação pela enzima
Hae III não foi possível, mesmo após várias tentativas.

O seqüenciamento evidenciou 39,2% de casos
para a espécie L. (V.) braziliensis, 19,6% para L. (L.)
amazonensis, 1% para L. spp., 0,9% para L. guyianen-
sis e 39,2% de resultados negativos. Os resultados
negativos devem-se ao fato de os sequenciamentos
não terem sido reconhecidos por seqüências catalo-
gadas no gene bank por ocasião dos experimentos.

Quando compararam o seqüenciamento com a
PCR-RFLP, excluindo os resultados negativos e não
realizados, os autores obtiveram concordância de
positividade em 75% para L. (V.) braziliensis e 20,4%
para L. (L.) amazonensis, na amostra estudada. Ao
serem consideradas as espécies separadamente, a
PCR-RFLP mostrou-se superior para a identificação de
L. (V.) braziliensis. Cabe ressaltar que os experimen-
tos foram realizados em épocas diferentes, isto é, os
resultados do seqüenciamento antecederam os expe-
rimentos da PCR-RFLP, prejudicando a análise dos
resultados. O ideal seria uma única pessoa proceder
simultaneamente ambos os experimentos.

Na literatura consultada, não foram encontra-
dos trabalhos comparando esses métodos no diag-
nóstico de LTA.

CONCLUSÕES
Na amostra estudada, de 152 pacientes com

LTA, houve predomínio do sexo masculino, na faixa
etária de 21 a 50 anos e da forma clínica cutânea
(79,6%).

FIGURA 1: Análise do padrão de restrição por digestão da enzima
Hae III de produtos amplificados por PCR para identificação de
Leishmania em gel de acrilamida 10% não desnaturante. Colunas:
1: amostra de cultura de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8)
(seta: 120bp). 2: amostra de cultura de L. (V) braziliensis (Lbb
2903) (seta: 80 e 40bp). 3-8: amostras de pele de pacientes com
LTA. 9: marcador de PM Ladder 50 bp
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A PCR mostrou-se superior, em relação à IRM,
ao exame histopatológico e à Rifi, na detecção dos
casos de LTA, porém não houve significância estatísti-
ca quando comparada à IRM.

O seqüenciamento evidenciou 39,2% de casos
para a espécie L. (V.) braziliensis, 19,6% para L. (L.)
amazonensis, 1% para L. spp., 1% para L. guyianensis
e 39,2% de resultados não identificados.

A PCR-RFLP identificou as espécies L. (V.) brazi-
liensis em 52% das amostras, L. amazonenesis em
10,7%, L. spp. em 15,3%, e 22% de resultados negativos.
Quando se comparou o seqüenciamento à PCR-RFLP,
excluindo os resultados negativos e não identificados,

obteve-se concordância em 75% dos casos para L. (V.)
braziliensis e em 20,4% para L. (L.) amazonensis.

Os exames subsidiários – seqüenciamento de
DNA e PCR-RFLP – mostraram-se equivalentes para a
tipagem de leishmania em amostras de pele ou de
mucosa, lembrando-se que o último apresenta meno-
res custo e tempo de execução.                               �
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