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I. RESUMO 

 A leishmaniose mucosa (LM) é marcada pelo desenvolvimento de lesões, as quais em sua 

grande maioria, encontram-se restritas ao nariz. O diagnóstico precoce da LM permite o tratamento 

correto e evita o desenvolvimento de lesões destrutivas. Entretanto, o mesmo geralmente é 

estabelecido de forma tardia.  A evolução clínica da LM costuma ser lenta, com apresentação clínica 

inicial semelhante a várias doenças granulomatosas nasais. Além disso, a falta de um único método 

diagnóstico com elevada sensibilidade e especificidade, dificulta a confirmação diagnóstica. Nesse 

trabalho avaliamos duas novas alternativas diagnósticas para LM.  A PCR (Polymerase Chain 

Reaction) para detecção de DNA de leishmania foi feita à partir de amostras de swab nasal de 

pacientes com LM, leishmaniose cutânea (LC) e de controles (voluntários normais e portadores de 

outras doenças nasais). Nesse teste, dois primers de DNA (150/152 e LVB1) de leishmania foram 

comparados quanto a sensibilidade e especificidade na detecção de LM. Os primers 150/152 e LVB1 

apresentaram respectivamente 67% e 55% de sensibilidade e ambos apresentaram 100% de 

especificidade, quando analisados pacientes com LM e outras patologias nasais. A outra alternativa 

diagnóstica avaliada foi o estabelecimento de um novo ponto de corte no exame de reação 

intradermica de Montenegro (IDRM), modificando os critérios de positividade, com objetivo de 

aumentar a especificidade do teste. As medidas, em milímetro, da IDRM  de pacientes e controles 

foram analisadas através de curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para detecção do ponto 

de corte com maior sensibilidade e especificidade no diagnóstico de LM. O valor da IDRM  de 8,5 

mm foi identificado como o melhor resultado para o diagnóstico de LM, quando comparado com 

controles de área endêmica (sensibilidade 95.8% com IC=78,8 a 99,9 e especificidadede 96,92% com 

IC=89,3 a 99,63) e com o grupo com outras granulomatoses nasais (sensibilidade de 95,8% - IC = 

78,88 a 99,89 e especificidade de 100% - IC: 59,04 a 100,0).  Para efeito prático de mensuração ao 

exame,  foi analisado o valor aproximado de IDRM ≥ 9mm como ponto de corte para positividade do 

teste. Nesse caso, os valores de sensibilidade e especificidade, quando considerado o grupo controle 

de área endêmica, foram de aproximadamente 94% e 97%, respectivamente. Quando considerado o 

grupo de outras granulomatoses como controle, os valores de sensibilidade e especificidade foram 

100% em ambos. Com esses resultados concluímos que: o valor maior que 9mm aumenta a 

especificidade da IDRM para o diagnóstico de LM, sugerindo que este seja o novo valor a ser 

considerado como ponto de corte para positividade; o primer 150/152 tem maior sensibilidade que o 

primer LVB1 para o diagnóstico de LM; a PCR realizada em amostras de swab nasal é um método 

que apresenta boa sensibilidade e especificidade, tendo a vantagem sobre a biópsia por ser não 

invasivo. 

Palavras chave: 1. Leishmaniose mucosa. 2. Diagnóstico. 3. Intradermo reação de Montenegro. 4. 

Reação de polimerase em cadeia.  
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II. OBJETIVOS 

 

PRINCIPAL: 

Investigar duas novas alternativas para  aprimorar o diagnóstico da leishmaniose mucosa (LM): o 

exame de PCR de amostras de swab nasal e o estabelecimento de um novo ponto de corte do teste de 

intradermoreação de Montenegro (IDRM). 

ESPECÍFICOS: 

1. Analisar a sensibilidade e especificidade do PCR de amostras de swab nasal no diagnóstico 

de LM utilizando dois primers de DNA de leishmania..  

2. Identificar um novo ponto de corte para delimitar resultados positivos no exame  de IDRM  

de pacientes com LM  garantindo maior especificidade e sensibilidade do teste. 
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III. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA E JUSTIFICATIVA DA PESQUISA 

III.1. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DAS LEISHMANIOSES 

 Leishmaniose é uma doença causada por protozoários do gênero Leishmania, que pode 

acometer tanto a pele e mucosa –  leishmaniose tegumentar (LT) - quanto as vísceras -  leishmaniose 

visceral (LV) (Sharma & Singh, 2008). Estima-se que  12 milhões de pessoas em 80 países 

apresentem leishmaniose tegumentar ou visceral, com aproximadamente 400.000 novos casos por 

ano (Lessa et al., 2007).
 
LT é endêmica no Brasil e na América Latina e inclui a leishmaniose 

cutânea (LC), cutânea-difusa (LCD) e mucosa (LM).  

 No Brasil a LM é causada pelas espécies L. braziliensis, L. panamensis e menos 

frequentemente por L. amazonensis e ocorre em cerca de 3% dos pacientes que desenvolvem LC, 

concomitante ou até anos após a resolução da doença cutânea (Marsden et al., 1984). Segundo a 

Organização Mundial de Saúde, 1 milhão de casos de leishmaniose tegumentar foram reportados nos 

últimos 5 anos e mais do que 5000 novos casos foram registrados no Brasil em 2012 

(http://www.who.int/leishmaniasis/en/).  

III.2. ASPECTOS CLÍNICOS DA LEISHMANIOSE MUCOSA 

A razão pela qual alguns indivíduos com lesão cutânea por leishmania apresentam 

tardiamente lesão mucosa não é conhecida. Fatores tanto do hospedeiro quanto relacionados ao 

parasito parecem favorecer o desenvolvimento da doença mucosa (Carvalho et al., 1994). A presença 

de lesões acima da cintura pélvica, úlceras cutâneas de grande tamanho e tratamento inadequado da 

leishmaniose cutânea parecem constituir fator de risco para o desenvolvimento de leishmaniose 

mucosa (Llanos Cuentas, 1984). A presença de reativação espontânea, transmissão por órgãos 

transplantados e casos em pacientes imunodeprimidos sugerem a persistência do parasita mesmo 

após o tratamento (Schubach et al., 2001). A forma de disseminação do parasita do sítio cutâneo da 

picada  do inseto transmissor até a  mucosa também não é conhecida. Acredita-se que no homem a 

propagação da doença, desde a lesão cutânea até o nariz, pode ocorrer por via linfática, hematogênica 

(através de metástases) e raramente pelo contato direto da mucosa com a lesão cutânea (Scott, 1985). 

A área vascular ao nível do septo nasal anterior (zona de Kiesselbach) parece oferecer condições 

favoráveis ao desenvolvimento das formas amastigotas e, segundo alguns autores, a temperatura 

mais baixa ao nível do nariz e das zonas de passagem do bolo alimentar favorecem a instalação da 

leishmania nestas regiões (Scott, 1985). Apesar da doença mucosa habitualmente ser secundária à 

lesão cutânea, pode ocorrer acometimento primário da  mucosa (Scott, 1985).  
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Como sugerido por Boaventura et al. (2006), é possível que muitos pacientes com LC que 

desenvolvem posteriormente LM, já apresentem alterações nasais no momento do diagnóstico da 

lesão cutânea primária. Entretanto, a avaliação da mucosa nasal não é feita rotineiramente nos 

pacientes portadores de LC, fator que impede o diagnóstico precoce de LM.  

Mais de 90% das lesões de mucosa estão restritas ao nariz (Marsden et al., 1984), com 

aspecto granuloso, erosões, acometendo mais frequentemente o septo nasal anterior e a cabeça do 

corneto inferior. Os sintomas mais precoces da leishmaniose mucosa são obstrução nasal, rinorréria 

hialina e epistaxe, (Marsden et al., 1984) sendo encontrada hiperemia, edema da mucosa do septo 

anterior e nodulações ao exame físico. Em poucos dias ou meses, pode ocorrer perfuração do septo e 

espessamento da pele do nariz, acarretando o aumento de volume da pirâmide nasal. A infiltração 

edematosa do revestimento e das estruturas de sustentação do nariz é conhecida como “nariz de 

anta”. Em razão da agressão tecidual pode haver comprometimento de todo o nariz, lábio superior, 

palato, faringe e laringe, provocando graves deformidades e mutilações, impedindo a alimentação, 

dificultando a respiração e a fonação. (Marsden 1996; Costa et al. 1986). 

As alterações detectadas no exame físico dos pacientes com LM - eritema, edema, infiltração, 

erosão e ulceração, podendo estar recobertas por exudato mucopurulento e crostas em caso de 

infecção secundária -  são comuns a várias doenças infecciosas e inflamatórias nasais, o que torna o 

diagnóstico diferencial difícil (Boaventura et al., 2009).
 
Assim os exames complementares são 

essenciais para complementação diagnóstica.  

III.3. DIAGNÓSTICO DA LEISHMANIOSE MUCOSA 

O diagnóstico efetivo e precoce é um passo determinante para evitar deformidades na face e 

disfunção no trato respiratório superior. Para estabelecer o diagnóstico de LM utiliza-se vários 

critérios, incluindo os aspectos clínicos citados, os dados epidemiológicos e resultados de testes 

laboratoriais como sorologia, estudo histopatológico e métodos moleculares.  

 A epidemiologia positiva dos indivíduos que moram em áreas endêmicas é evidente, mas 

constitui uma informação importante para o diagnóstico em viajantes que passaram algum tempo em 

áreas endêmicas de leishmaniose. Como os aspectos clínico-epidemiológicos não são 

patognomônicos de LM, são necessários exames complementares incluindo avaliação da resposta 

imune celular e humoral ao antígeno de leishmania e métodos de detecção in situ de parasitas  

(Boaventura et al., 2009).  

III.3.1. SOROLOGIA 
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A Imunofluorescência indireta (IFA) e o Ensaio Imunoenzimático (ELISA) são os testes 

sorológicos mais utilizados para diagnóstico de leishmaniose, tendo sua principal aplicação na 

suspeita de leishmaniose visceral (LV), devido a grande concentração de anticorpos no soro destes 

pacientes (Saravia et al., 1989). O uso destas técnicas para o sorodiagnóstico da LT é limitado, pois 

ao contrário dos pacientes de LV, as concentrações de anticorpos anti-leishmania nestes pacientes é 

baixa (Arevalo, 2011). Apesar disso, muitas vezes apresentam sensibilidade superior aos testes 

parasitológicos de rotina (Kar, 1995). Entre as técnicas imunodiagnósticas indiretas, ELISA ganhou 

espaço, pois é de fácil execução e não invasiva, podendo ser utilizada em grande escala, 

considerando que a alta prevalência de leishmaniose se dá em áreas pobres e em países em 

desenvolvimento (Mabey, 2004). 

A técnica de ELISA freqüentemente utiliza o antígeno solúvel de Leishmania (SLA).  Apesar 

de altos valores de sensibilidade, apresenta reação cruzada com epítopos de outros parasitas e nem 

sempre há reprodutibilidade nos resultados (Deniau et al., 2003). Para tentar contornar esse 

problema, muitos pesquisadores estão se dedicando a aumentar a efetividade do ELISA, utilizando 

antígenos recombinantes de leishmania, através de antígenos isolados, buscando eliminar a reação 

cruzada aumentando a sensibilidade e especificidade. Além disso, estes antígenos possuem a 

vantagem de terem sua produção mais padronizada e uniformizada (Goto & Lindoso, 2010). 
 

Barroso-Freitas et al. (2009), utilizando antígeno homólogo de L. braziliensis e antígeno tipo L. 

major, observaram os valores de 95,7% e 78,7% de sensibilidade e 100% e 82,8% de especificidade, 

respectivamente, em pacientes com LTA (74 pacientes com LC e 20 pacientes com LM). Em 

pacientes com LM, ELISA realizado com antígeno de L. braziliensis apresentou sensibilidade de 

100%, já com o antígeno de L. major, a sensibilidade foi de 75%. Souza et al. (2013), encontraram 

maior reatividade contra antígenos recombinantes em soros de pacientes com LM quando 

comparados com soros de pacientes com LC, principalmente contra o antígeno rHSP70 (positivo em 

80% dos pacientes com LM e 51,9% dos pacientes com LC). Este antígeno mostrou melhor 

performance em pacientes com LM (AUC: 0,894, p<0,0001, LR: 4,57), quando comparado com 

outros antígenos recombinantes. rHSP70 apresentou também reação cruzada com soros de pacientes 

com lúpus eritematoso sistêmico (20%) e doença de Chagas (10%). Celeste et al. (2014) testaram a 

sensibilidade do antígeno recombinante Hsp83 em amostras de soros de pacientes com LC, LM e 

LV, assim como em pacientes com outras doenças infecciosas (chagas, blastomicose, histoplasmose, 

aspergilose, cromomicose, toxoplasmose, citomegalovirose, malária e tuberculose) e avaliou a reação 

cruzada. Os autores obtiveram o valor de 100% de sensibilidade para detecção de LC, LM e LV, e 

100% de especificidade com as amostras de doença de Chagas.  

III.3.2. HISTOPATOLOGIA 
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 Os achados histopatológicos da leishmaniose mucosa incluem a presença de intenso 

infiltrado inflamatório, com predomínio de células mononucleares - macrófagos e linfócitos, 

infiltração de células gigantes com formação de granulomas. Em menor quantidade, também foram 

descritos neutrófilos na lâmina própria e na camada subepitelial da mucosa (Amato et al., 2003).  A 

ocorrência de  vasculite, trombose e necrose comprometendo a mucosa e a cartilagem também já foi 

descrita (Amato et al., 2003; Sangueza et al., 1993). Entretanto, esses achados não são 

patognomônicos da doença e apenas a detecção in situ do agente etiológico constitui o padrão ouro 

para confirmação diagnóstica. A visualização direta da leishmania na amostra de tecido da LM 

raramente é possível no estudo histopatológico convencional (Goto & Lindoso, 2010). Além disso, a 

distribuição dos parasitas não é homogênea no tecido, o que contribui para a perda de sensibilidade 

desse método parasitológico (Pinero et al., 1999). Como método complementar pode-se utilizar a 

imunohistoquímica, onde o antígeno parasitário pode ser detectado pela ligação de um anticorpo 

policlonal anti-leishmania (Oliveira et al., 2005).
 

 Entretanto esse método de diagnóstico 

parasitológico permite a detecção do parasita em apenas cerca de 69% dos casos de LM (Oliveira et 

al., 2005).  

III.3.3. MÉTODOS MOLECULARES 

 Vários métodos moleculares foram descritos baseados na amplificação do DNA de 

Leishmania de amostras de tecido de pacientes com leishmaniose (Belli et al., 1998; Aviles et al., 

1999; Rodrigue et al., 2002; Weigle et al., 2002). Utilizando fragmentos da lesão de pacientes com 

LM, a reação de polimerase em cadeia (PCR) tem demonstrado sensibilidade variando de 47,4 a 

83,3% (Oliveira et al., 2005). Oliveira et al.(2005) demonstraram que a PCR é uma melhor 

alternativa para o diagnóstico de LM comparado com métodos parasitológicos e IDRM, com 

sensibilidade de 97,1% (34 de 35 biópsias examinadas) e a especificidade de 100%. 
 
Entretanto esses 

estudos foram realizados a partir de amostras obtidas por biópsia da lesão. O procedimento invasivo 

para obtenção do tecido exige a atuação de um especialista, o que limita a aplicação prática do teste 

em áreas endêmicas geralmente distantes dos grandes centros urbanos.  

 Como alternativa à biópsia, Boggild et al (2011) realizaram a PCR em material de esfregaço 

nasal de pacientes peruanos com LM, obtendo sensibilidade e especificidade semelhantes à detecção 

do parasita em amostra de biópsia. Entretanto a especificidade desse teste não foi avaliada 

considerando pacientes portadores de outras patologias nasais. 

III.3.4. INTRADERMOREAÇÃO DE MONTENEGRO 
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Na reação intradérmica de Montenegro (IDRM) avalia-se a resposta imune do paciente à 

leishmania através da injeção de uma preparação contendo o antígeno do parasita no antebraço do 

paciente. Considera-se a presença de reação de hipersensibilidade tardia ao antígeno quando após 48-

72 horas o diâmetro da induração no local da inoculação do antígeno é maior que 5mm.   

A presença da IDRM positiva sugere infecção por leishmania, sem distinguir passado ou 

presente. A IDRM demonstra resultado positivo em pacientes com mais de 19 meses após tratamento 

e em 75% de indivíduos não infectados sem manifestações da doença no passado, que vivem em 

áreas endêmicas (Weigle et al., 1987). 

Esse teste é amplamente utilizado em associação com dados clínicos e sorológicos no 

diagnóstico da LM. Entretanto estudos sobre sensibilidade e especificidade da IDRM demonstram 

grande variação. Oliveira et al. (2005) encontraram resultados positivos  em 94,3% dos pacientes 

com LM. Já no estudo de Boggild et al. (2011), a IDRM apresentou sensibilidade de 69,6% e 

especificidade de 100% para diagnóstico de LM.
  
Maurer-Cecchini et al. (2009) encontraram IDRM 

positiva em 94,4% dos pacientes com LM, enquanto Passos et al. (2001) observaram que a 

positividade ocorria em  78,4% dos casos de LC e LM. Essa variabilidade pode ocorrer em parte pela 

inexistência de um protocolo padrão para a preparação do antígeno usado na IDRM. 
 

Na LM a resposta de reação de hipersensibilidade tardia parece ser mais intensa que na LC. 

Passos et al. (2001) identificaram maior freqüência de necrose no local de inoculação do antígeno em 

pacientes com LM quando comparados com pacientes com LC (p<0,001). Maurer-Cecchini et al. 

(2009) detectaram que a área de induração nos pacientes com LM foi significativamente maior do 

que em pacientes com LC (13mm vs 9mm, em média).
  

Apesar dessa observação, não existem 

estudos analisando a sensibilidade e especificidade da IDRM considerando diâmetro maior da área 

de induração. 
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IV. METODOLOGIA 

IV.1. DESENHO DO ESTUDO  

 Foi realizado um estudo de corte transversal utilizando dados de prontuário e amostras de 

citologia nasal de pacientes e controles oriundos da área endêmica do Vale do Jiquiriçá (Bahia - 

Brasil) ou do ambulatório de otorrinolaringologia do Hospital Santa Izabel (Salvador – Bahia – 

Brasil).  

 IV.2. PACIENTES E OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

IV.2.1. CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS 

 Foram incluídos no estudo, pacientes com diagnóstico de leishmaniose mucosa baseado no 

somatório de critérios clínicos e epidemiológicos, fibronasolaringofaringoscopia com presença de 

lesões compatíveis com LM (edema, erosão, perfuração do septo e/ou aspecto granulomatoso), além 

de IDRM positiva, sorologia anti-leishmania positiva e/ou presença de leishmania em fragmentos de 

biópsia detectada por imunohistoquímica ou por PCR (Boaventura et al., 2009).  

 Foi criado um grupo controle com pacientes portadores de outras patologias nasais cujo 

aspecto clínico assemelha-se ao de LM. O diagnóstico dessas doenças obedeceu os seguintes 

parâmetros:     

 - Hanseníase -  alterações mucosas sugestivas de granulomatose, alterações dermatológica 

e/ou de nervos periféricos e baciloscopia positiva na amostra de pele e/ou mucosa com coloração de 

Ziehl-Nielssen (Barton, 1975).;  

 -Sarcoidose - presença de alterações pulmonares na radiografia de tórax com achados 

histopatológicos de granulomas não caseosos (DeShazo et al., 1999) resposta a tratamento com 

imunossupressor e exclusão de outras doenças com características clínicas ou histológicas 

semelhantes (Rottoli et al., 2006).  

 - Penfigoide cicatricial (Mucous Membrane Pemphigoid - MMP)-  lesões em superfícies 

mucosas, principalmente da cavidade oral, mas também com envolvimento da mucosa nasal com 

descamação, erosão, eritema e edema associado a áreas de cicatrização manifestada por estrias 

brancas reticuladas que representam a fibrose da mucosa (Hautarzt, 2002).
 

A confirmação 

diagnóstica foi obtida por avaliação histológica de biópsia perilesional mostrando clivagem epitélio-

subepitélio e células inflamatórias na submucosa com deposição de anticorpos e complemento ao 

longo da membrana basal na imunofluorescência direta obedecendo critérios descritos previamente 

(Hautarzt, 2002).  
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 Para as análises por PCR foram incluídos pacientes com rinite alérgica e/ou infecciosa (viral 

ou bacteriana). Para o diagnóstico da rinite alérgica, foram utilizados critérios clínicos baseados na 

presença de sintomas característicos (paroxismos de espirros, rinorréia, obstrução nasal, prurido 

nasal, gotejamento pós nasal, tosse, irritabilidade e fadiga), história clínica sugestiva (incluindo a 

presença de fatores de risco: história de atopia, exposição a fumaça de cigarro no primeiro ano, 

exposição a alérgenos, presença de IgE alérgeno específico)  e achados característicos no exame 

físico (edema e escurecimento infraorbital, linhas acentuadas abaixo da pálpebra inferior, prega nasal 

transversa, fácies alérgica) e no exame nasal, da orofaringe e otoscopia (palidez e edema de mucosa 

nasal, tecido linfóide hiperplásico, fluido seroso acumulado através da membrana timpânica) 

(DeShazo & Kemp, 2014). O diagnóstico das infecções nasais (rinossinusites agudas virais ou 

bacterianas) também foi baseado em critérios clínicos: presença de rinorréia purulenta, congestão 

nasal e dor/pressão facial. Alguns sintomas secundários corroboravam o diagnóstico: anosmia, 

plenitude auricular, tosse e dor de cabeça (Hwang & Getz, 2013). 

IV.2.2. AMOSTRAS  

Todos os sujeitos envolvidos no estudo têm acima de 18 anos.  

Dados e materiais dos pacientes e controles foram coletados no ambulatório de 

Otorrinolaringologia do Hospital Santa Izabel ou no centro de referencias para leishmaniose 

tegumentar no município de Jiquiriçá, no período do estudo ou previamente, durante a execução de 

outros projetos em nosso laboratório, e encontravam-se disponíveis no banco de dados e de amostras 

do laboratório LIP (Laboratório de Imunoparasitologia)- CPqGM/Fiocruz, registrados no 

biorepositório da instituição.  

  O cálculo amostral foi feito utilizando o programa Biostat. Para comparação de amostras de 

swab nasal de pacientes com LM e de controles  foi utilizado o teste do qui-quadrado, com valor 

estimado de 26, grau de liberdade de 1 e poder do teste de 0,95 poder do teste de 95%.  Para 

comparação de resultados de IDRM de pacientes com LM e com LC utilizou-se o teste de Mann-

Whitney com estimativa de média (SD) do resultado da IDRM de 10 (4) para LM e de 6(3), com 

relação de uma amostra de LM para uma de LC, com 0,95% de poder do teste e erro alfa de 0.05. O 

número de amostras necessário foi de 15 para cada grupo. 

 IV.2.3. COLETA DE SWAB NASAL 

As amostras de swab nasal foram obtidas de ambas narinas após remoção de crostas com 

solução fisiológica a 0,9% seguida por fricção da mucosa por três vezes com estilete estéril de 

algodão (Dalian Goodwood Wooden Products Factory, China). Em seguida, a extremidade de 
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algodão do estilete foi cortada, inserida em tubo tipo eppendoff contendo EDTA e mantida em 

temperatura ambiente até extração do DNA. Além do swab nasal, amostras previamente coletadas e 

obtidas do biorepositório foram colhidas utilizando o Rhino-probe
TM 

(ASI – Arlington Scientific, 

INC.), uma cureta nasal plástica. 

IV.3. EXTRAÇÃO DE DNA E PCR 

Para extração de DNA das amostras de swab nasal e Rhino-probe
TM

 foi utilizado o PureLink 

Genomic DNA Kit (Invitrogen). As amostras foram incubadas a 56⁰C por 10 minutos e centrifugadas 

a 10000g x 10 min. Após descarte do sobrenadante o pellet resultante foi resuspendido em solução de 

lise contendo 200µL de TE+ 20µL de Proteinase K +20µL de RNAse + 200µL de Purelink genomic 

lysis. Após incubação a 56⁰C por 1 hora, foi adicionado 200µL de etanol 100%. Para promover a 

ligação do DNA extraído à coluna do kit, foi adicionando cerca de 640µL do lisado preparado acima 

a uma coluna do kit. Após centrifugar a 10000g x 1 minuto à temperatura ambiente, o sobrenadante 

foi descartado em tubo coletor e colocado à coluna sob novo tubo coletor. Foi adicionado 500µL de 

wash buffer e centrifugado a 10000g x 1 minuto à temperatura ambiente. Em seguida foi descartado 

o tubo coletor e colocado a coluna sob novo tubo coletor. 500µL de wash buffer 2 foi adicionado e 

centrifugado a velocidade máxima por 3 minutos à temperatura ambiente. Em seguida foi descartado 

o tubo coletor e colocado a coluna sob novo tubo eppendorff 250µL e adicionado 30µL de Purelink 

genomic ellution buffer. As amostras foram então incubadas por 1 minuto à temperatura ambiente 

e centrifugadas a velocidade máxima por 1 minuto à temperatura ambiente. 

Para a PCR foi utilizado DNA extraído das amostras de swab nasal e Rhino-probeTM e 

preservadas a -20°C. Tanto Primers de ß-actina quanto de leishmania foram testados. A reação de 

amplificação com os Primers ß-actina F (5' GAC CCT GAA GTA CCC CAT TGA G 3') e R (5' TTG 

TAG AAG GTG TGG TGC CAG AT 3') foi padronizada em um volume final de 25µl contendo 

12,5µL de PCR Master Mix Promega, 6µL de água livre de nucleases; 10pmol de cada primer e 20ng 

de DNA da amostra. A amplificação consistiu em uma desnaturação inicial a 95 ºC por 5 minutos, 

seguido de 44 ciclos de 95 ºC por 30 segundos, 58,8 ºC por 30 segundos, e 72 ºC por 45 segundos. 

Uma extensão final foi realizada a 72 ºC por 7 minutos.  Por outro lado, a PCR para detecção de 

DNA de leishmania foi feito com os primers 150 (5´SSS WCT ATW TTA CAC CAA CCC C 3´) e 

152 (5´GGG KAG GGG CGT TTT SCG AA 3´), conforme descrito anteriormente (Rodgers et al., 

1990). A reação de amplificação com os Primers 150/152 foi padronizada em um volume final de 

25µl contendo 12,5µL de PCR Master Mix Promega, 6,8µL de água livre de nucleases; 10pmol de 

cada primer e 20ng de DNA da amostra. A amplificação consistiu de uma desnaturação inicial a 95 

ºC por 5 minutos, seguido de 34 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 56 ºC por 30 segundos, e 72 ºC por 

45 segundos. Uma extensão final foi realizada a 72ºC por 7 minutos. Além dos Primers 150/152, 
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também foram testados os primers LVB1 (LV (5´ATT TTT GAA CGG GGT TTC TG 3´ e B1 

5´GGG GTT GGT GTA ATA TAG TGG 3´) (Figueroa et al., 2009). A reação de amplificação com 

os Primers LVB1 foi padronizada em um volume final de 25µl contendo 12,5µL de PCR Master Mix 

Promega, 8µL de água livre de nucleases; 10pmol de cada primer e 20ng de DNA da amostra. A 

amplificação consistiu de uma desnaturação inicial a 95 ºC por 5 minutos, seguido de 34 ciclos de 92 

ºC por 60 segundos, 59.2 ºC por 60 segundos, e 72 ºC por 60 segundos. Uma extensão final foi 

realizada a 72 ºC por 10 minutos. A análise dos produtos amplificados foi realizada através da 

técnica de eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v), em cuba horizontal com tampão de corrida 

TBE 0,5X (0,045 M Tris-borato e 1 mM EDTA pH 8) com gel submetido a voltagem constante de 6-

7 V/cm.  Após corrida foi utilizada a imersão do gel numa solução de brometo de etídio a 0,5 µg/mL 

durante 20 minutos, para posterior a visualização das bandas em transluminador ultravioleta. A 

detecção das bandas esperadas foi realizada por comparação das bandas observadas ao padrão de 

peso molecular com fragmentos múltiplos de tamanhos conhecidos. A fotodocumentação dos géis 

com os fragmentos amplificados foi realizado com auxílio da câmera em Fotodocumentador 

ChemiDoc MP Bio-Rad. 

IV.4. INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO 

 Para IDRM foi utilizado antígeno de Montenegro da cepa de leishmania L. amazonensis 

(40µgN), clone I-IIID Mayrink &cols, 1993, produzido no Laboratório de Leishmaniose do Mem. 

Inst. Osvaldo Cruz 88p.226 UFMG/BH/MG. Foram inoculados 100µl do antígeno por via 

intradémica no antebraço dos pacientes e após 48 a 72 horas foi realizada a leitura. A área de 

induração foi mensurada  utilizando-se uma régua. Alguns pacientes realizaram a IDRM no 

Laboratório Central de Saúde Pública Professor Gonçalo Moniz (LACEN-BA), onde foi utilizado o 

antígeno da cepa de L. amazonensis (cepa de referência da OMS MHOM/BR/73/PH8). 

IV.5. EXAME ANTOMOPATOLÓGICO E IMUNOHISTOQUÍMICO PARA LEISHMANIA 

 A avaliação histopatológica foi realizada por dois patologistas experientes e em algumas  

amostras foi feito estudo imunohistoquímico para leishmania. Para detectar a presença de antígenos 

de leishmania nas amostras de biópsia preservadas em parafina, secções de 5µm de espessura foram 

desparafinizadas e em seguida bloqueadas usando peróxido de hidrogênio a 3% por 20 minutos, na 

temperatura ambiente (TA). Posteriormente as lâminas foram lavadas com tampão-fosfato (PBS 1X) 

e incubadas com leite desnatado a 3% por 60 minutos, seguida de incubação com anticorpo primário 

hamster anti-leishmania “overnight” a 4°C. Após 20 minutos em temperatura ambiente e lavagem 

com tampão-fosfato, foram adicionados o anticorpo secundário com a enzima Advance HRP 
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(DAKO), conforme protocolo do fabricante. Por fim, foi feita a revelação com DAB e contra-

coloração com hematoxilina de Harris. 

IV.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prisma (GraphPad 

Prism Inc., San Diego, CA). Os resultados de PCR para leishmania nas amostras de swab nasal de 

pacientes com LM, controles saudáveis e portadores de outras doenças nasais foram comparados 

utilizando teste de teste do qui-quadrado. Para comparação de resultados de IDRM de pacientes com 

lesihmaniose e controles  foi utilizado teste de Mann-Whitney. 

 Após determinação da sensibilidade e especificidade da reação de Montenegro foi  construída 

curva ROC e foi determinada a  rea sob a curva, para detectar o ponto de corte do teste que 

determinasse maior sensibilidade e especificidade no diagnóstico de LM. 

IV.7. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 O projeto do presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz – FIOCRUZ/BA (RuaWaldemar Falcão, 121, Candeal, Salvador, Bahia. 

CEP 40.296-710. Correio-E: cep@bahia.fiocruz.br. Tel.: (71)3176-2327). O parecer final  foi 

emitido em 09 de dezembro de 2013, com situação de aprovado e sem pendências, sem necessidade 

de apreciação da CONEP. Número do parecer: 484.908 e CAAE: 18355513.6.0000.0040 (obs.: 

devido a um erro do sistema Plataforma Brasil, o número CAAE do projeto está previsto para ser 

modificado, entretanto ainda estamos no aguardo de tal mudança).  

 

  

mailto:cep@bahia.fiocruz.br
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V. RESULTADOS 

V.1. CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DOS PACIENTES 

Foram incluídos 30 pacientes com LM, 68 com LC, 19 com outras doenças nasais, e 75 

voluntários sadios (Tabela 1). O grupo com outras doenças nasais foi composto por indivíduos com 

rinite alérgica (n=3), rinossinusite aguda (n=9), sarcoidose (n=1), tuberculose  (n=2), penfigóide 

cicatricial (n=2), rinite atrófica (n=1) e hanseníase (n=1). Todos os pacientes apresentavam lesão em 

atividade no momento da coleta do material nasal. No caso dos pacientes com doenças infecciosas, a 

coleta do material nasal e a reação intradérmica de Montenegro foi realizada antes do tratamento. 

Todos os pacientes com sarcoidose, tuberculose, penfigoide cicatricial e hanseníase apresentavam 

lesão em atividade comprometendo cavidade nasal no momento da coleta do material. 

 

Para o estudo da IDRM foram utilizados dados de 23 pacientes com LM, 45 pacientes com 

LC, 7 pacientes com outras doenças nasais e 65 voluntários sadios. 

Para estudo do PCR do swab nasal foram utilizados dados de 9 pacientes com LM, 23 

pacientes com LC, 15 pacientes com outras doenças nasais e 10 voluntários sadios. 

Não foram encontrados nos prontuários dados de idade de 30 pacientes (7 pacientes com  

LM, 18 pacientes com LC, 5 pacientes com outras doenças nasais, 1 voluntário sadio). 

 

Tabela 1 - Características epidemiológicas dos pacientes 

 LM  

n=30 

LC 

n=68 

Outras  

doenças nasais  

n=19 

Voluntários 

sadios 

n=75 

Sexo (M/F) 

    PCR 

    IDRM 

   Total  

 

 

4/5 

18/5 

22/10 

 

14/9 

28/17 

42/26 

 

7/8 

3/4 

10/12 

 

2/8 

20/45 

22/53 

Idade Média* (DP)  

    PCR 

    IDRM 

   Total  

 

 

50 (4,2) 

50,6(19,3) 

49,0(20,4) 

 

48,6(21,2) 

47,2(19,8) 

48,3(19,8) 

 

41,2(16,1) 

55,1(14,0) 

44,5 (15,47) 

 

34,7(9,0) 

43,5(18,6) 

42,37(17,87) 

LM: leishmaniose mucosa; LC: leishmaniose cutânea; M: sexo masculino; F: sexo feminino; PCR: grupo que realizou reação de polimerase em cadeia; 

IDRM: grupo que realizou intradermo reação de Montenegro; DP: desvio padrão  

*Não há dados de idade 30 pacientes ( 7 pacientes com  LM, 18 pacientes com LC, 5 pacientes com outras doenças nasais, 1 voluntário sadio).  

 

V.2. ANÁLISE COMPARATIVA DA INTRADERMORREAÇÃO DE MONTENEGRO EM 

PACIENTES COM LEISHMANIOSE MUCOSA,LESHMANIOSE CUTÂNEA, 

CONTROLES DE ÁREA ENDÊMICA OU PORTADORES DE OUTRAS 

GRANULOMATOSES NASAIS. 
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 A IDRM em pacientes com LM apresentaram valores maiores que a IDRM dos demais 

grupos analisados (Tabela 2). Os pacientes com LM apresentaram  uma mediana (valor máximo-

valor mínimo) de 15,5mm (6-40mm), enquanto o grupo de pacientes com LC apresentou valores de 

10mm (5-25mm). Para os controles sadios de área endêmica, os valores foram de 4mm (0-17mm) e o 

grupo de indivíduos com outras granulomatoses manteve-se negativo em todos os indivíduos (Tabela 

2). Houve diferença estatisticamente significante entre os resultados de IDRM dos pacientes com LM 

em relação aos dois grupos de controles (de área endêmica e de outras doenças nasais). Não houve 

diferença estatisticamente significante entre o grupo de LM e de LC (Figura 1). 

 

 

Tabela 2 – Valores (mm) de intra dermo reação de Montenegro (IDRM) nos diferentes grupos 

de pacientes  

Grupos LM 

n=24 

LC 

n=45 

CAE 

n=65 

COG* 

n=7 

Valor mínimo 6,0 5,0 0,0 4,0 

Percentil 25% 10,25 8,0 0,0 4,0 

Mediana 15,5 10,0 4,0 4,0 

Percentil 75% 21,5 14,5 4,5 4,0 

Valor máximo 40,0 25,0 17,0 8,0 
LM: leishmaniose mucosa; LC: leishmaniose cutânea; CAE: controles de área endêmica; COG: controles com outras granulomatoses  nasais 

*Seis paciente desse grupo apresentavam laudo do exame como “negativo” sendo considerado para fins de c lculo o valor de 4mm. 
 

 

 

  
 

Figura 1 – Valores de intra dermo reação de Montenegro em pacientes com LM e controles. As 

linhas horizontais em vermelho correspondem a mediana, pecentil 25 e percentil 75. LM – 

Leishmaniose mucosa; LC- Leishmaniose cutânea; CAE – Controle de área endêmica; COG- 

Controle com outras granulomatoses nasais. Linhas horizontais em preto - p<0,05. 
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Baseado nesses resultados, foram construídas curvas ROC para avaliar a capacidade da 

IDRM em discriminar indivíduos com LM de indivíduos sadios de área endêmica (Figura 2A) e de 

indivíduos com outras granulomatoses nasais (Figura 2B). Comparando-se os resultados dos 

pacientes com LM com os controle os indivíduos sadios da área endêmica, foi identificado o valor da 

IDRM  de 8,5 mm como o ponto de maior sensibilidade (95.8 % com IC=78,8% a 99,9%) e 

especificidadede (96,92% com IC=89,3% a 99,63%) no diagnóstico de LM  (Tabela 3). Quando os 

resultados de IDRM de pacientes com LM  foram comparados com o grupo OGN, o ponto de 8,5mm 

também mostrou melhor resultado, com sensibilidade de 95,8 (IC = 78,88% to 99,89%), e 

especificidade de 100% (IC : 59,04% to 100,0%).  

 

A 

 
B 

 

 

 

Figura 2- Curva ROC para análise dos valores de intradermo reação de Montenegro de 

pacientes com leishmaniose mucosa (LM) em relação a diferentes controles. A - LM e controles 

sadios de área endêmica;  B - LM e controles com outras granulomatoses nasias 
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Tabela 3- Relação de sensibildade e especificidade para cada valor de intradermo reação de 

Montenegro de pacientes com leishmaniose mucosa versus controle de área endêmica. 

 

VALOR 

IDRM 

(mm) 

SENSIBILIDADE 

(%) 

IC (95%) ESPECIFICIDADE 

(%) 

IC (95%) 

>1,5 100 85,75-100 32,31 21,23-

45,05 

>3,5 100 85,75-100 44,62 32,27-

57,47 

>4,5 100 85,75-100 75,38 63,13-

85,23 

>5,5 100 85,75-100 83,08 71,73-

91,24 

>6,5 95,83 78,88-

99,89 

90,77 80,98-

96,54 

>7,5 95,83 78,88-

99,89 

92,31 82,95-

97,46 

>8,5 95,83 78,88-

99,89 

96,92 89,32-

99,63 

>9,5 87,50 67,64-

97,34 

96,92 89,32-

99,63 

>10,5 75 53,29-

90,23 

98,46 91,72-

99,96 

>11,5 70,83 48,91-

87,38 

98,46 91,72-

99,96 

>13,0 62,50 40,59-

81,20 

98,46 91,72-

99,96 

>14,5 58,33 36,64-

77,89 

98,46 91,72-

99,96 

>15,5 50 29,12-

70,88 

98,46 91,72-

99,96 

>16,5 41,67 22,11-

63,36 

98,46 91,72-

99,96 

>17,5 37,50 18,80-

59,41 

100 94,48-100 

>19,0 33,33 15,63-

55,32 

100 94,48-100 

>21,0 25 9,77-46,71 100 94,48-100 

>23,5 16,67 4,73-37,38 100 94,48-100 

>26,0 8,33 1,02-27 100 94,48-100 

>33,5 4,16 0,10-21,12 100 94,48-100 

 

Como para efeito prático a mensuração de um o valor fracionado de 8,5mm na IDRM poderia 

representar maior dificuldade durante a examinação do paciente, foi analisado o valor aproximado de 

IDRM ≥ 9 mm como ponto de corte para positividade do teste. Nesse caso, os valores de 

sensibilidade e especificidade, quando considerado o grupo controle de área endêmica, foram de 

aproximadamente 94% e 97%, respectivamente (Tabela 4). Quando considerado o grupo de outras 
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granulomatoses como controle, os valores de sensibilidade e especificidade foram ambos 100% 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Relação de sensibilidade e especificidade utilizando o valor de intradermo reação de 

Montenegro de 9mm como ponto de corte em pacientes com leishmaniose mucosa versus 

controles sadios de área endêmica e  controles com outras granulomatoses 

IDRM  

(mm) 

Sensibilidade 

% (IC) 

Especificidade 

% (IC) 

VPP (IC) VPN (IC) Likelihood 

ratio 

Valor 

de P 

LMx CE 

 

94,12 

(71,31-99,85) 

96,92 (89,32-

99,63) 

88,89(65,29-

98,62) 

98,44(91,60-

99,96) 

30,29 <0,0001 

LMxOG 100 

(80,49-100) 

100 (63,06-

100) 

100(80,49-

100) 

100(63,06-

100) 

+++ <0,0001 

IDRM: intra dermo reação de Montenegro; LM: leishmaniose mucosa; CE: controles de área endêmica; OG: controles com outras granulomatoses 

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo 

 

 

V.3. ANÁLISE DA REAÇÃO DE POLIMERASE EM CADEIA (PCR) EM AMOSTRAS DE 

SWAB NASAL PARA O DIAGNÓSTICO DE LEISHMANIOSE MUCOSA. 

  

 Analisou-se ainda o valor do teste de PCR para diagnostico de LM em amostras de swab 

nasal (Tabela 5). Para o PCR foram utilizados dois tipos de primers , 150/152 e LVB1, contendo 

sequencias de DNA do parasita. Foram utilizados como controles negativos pacientes com outras 

patologias nasais, conforme descrito na tabela 1. Com o uso do primer 150/152 obteve-se 

sensibilidade de 67% (IC 95%: 29,9-92,5) e especificidade de 100 % (IC 95%: 78,2-100), (p=  

0,0006). A utilização do primer LVB1 mostrou menor sensibilidade (55%  com IC 95%: 21-86) 

mantendo-se a especificidade  de 100 % (IC 95%: 78-100) ( p = 0,003)(Tabela 5). 

 

Tabela 5- Análise comparativa do teste de PCR em amostras de swab nasal de pacientes com 

leishmaniose mucosa e controles com outras patologias nasais, utilizando-se dois primers  

Primer LM 

+ 

LM  

- 

OPN 

+ 

OPN 

- 

Sensibilidade 

% (IC) 

Especificidade 

% (IC) 

VPP 

(IC) 

VPN 

(IC) 

Valor de 

P 

150/152 6 3 0 15 67  

(29,9-92,5) 

100  

(78,2-100) 

100  

(54-

100) 

83  

(58-

96) 

0,0006 

LVB1 5 4 0 15 55  

(21-86) 

100  

(78-100) 

100  

(47-

100) 

78  

(54-

93) 

0,003 

LM: leishmaniose mucosa; OPN: outras patologias nasais; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo 
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VI. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo,  foram investigadas novas estratégias para aprimorar o diagnóstico da 

LM envolvendo o uso de IDRM e do PCR de swab nasal. Comparando resultados de IDRM de 

pacientes com LM e de controles sadios da área endêmica ou portadores de outras granulomatoses 

nasais identificamos maior reação de hipersensibilidade tardia na LM. A utilização do valor de 

enduração maior que 9mm como ponto de corte para teste positivo em pacientes com LM aumentou 

a especificidade da IDRM para o diagnóstico de LM. Pacientes com LM parecem desenvolver uma 

resposta imunológica exacerbada frente ao parasita, o que parece contribuir para o desenvolvimento 

das lesões mucosas (Passos et al., 2001; Maurer-Cecchini et al., 2009). Esse fato pode justificar as 

diferenças observadas na resposta de hipersensibilidade tardia observada nesse trabalho. Apesar de 

não ter sido identificada diferença estatisticamente significante entre os pacientes com LM e LC, há 

uma tendência a maiores valores de IDRM no primeiro grupo em relação ao segundo. A ampliação 

do número de casos de LM poderá mostrar diferenças estatisticamente significante entre esses 

grupos. 

Os pacientes com LT residem em sua maioria em áreas rurais, com difícil acesso a assistência 

médica especializada como avaliação otorrinolaringológica. Muitas vezes o diagnóstico de LM é 

estabelecido baseado nas queixas clínicas e no resultado positivo do teste de IDRM. Isso tem 

resultado em freqüentes erros diagnósticos e como conseqüência tratamento inadequado dos 

pacientes (Boaventura et al., 2006). Com base nos resultados apresentados  o estabelecimento de um 

valor de corte acima de 9mm para IDRM positiva em pacientes com suspeita de LM poderia ajudar 

na triagem, reduzindo o número de pacientes que necessitariam de avaliação por especialista, e 

evitando tratamentos incorretos.  

Para que esse novo valor de IDRM seja validado no diagnóstico de LM é necessário aumentar 

a amostra, incuindo casos de outras regiões e países, pois existem diferenças epidemiológicas que 

podem refletir-se.  

A utilização de um novo ponto de corte, mais elevado, na IDRM para o diagnóstico de LM 

mostrou-se vantajosa em aumentar a especificidade, sem representar elevação do custo aos serviços 

de saúde, já que a IDRM é um ferramenta diagnóstica rotineiramente utilizada em casos de suspeita 

de leishmaniose.  

Existe uma limitação quanto ao uso da IDRM como ferramenta diagnóstica de leishmaniose, 

pois os extratos de antígeno de leishmania não são padronizados nos diferentes serviços, devido à 

inexistência de um protocolo padrão para sua preparação (Costa et al., 1996). Essa limitação está 

presente, inclusive nesse estudo, pois o antígeno utilizado nos pacientes que realizaram a reação na 

Fiocruz foi diferente do antígeno utilizado nos pacientes que realizaram a reação no Lacen.  O 
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antígeno utilizado na Fiocruz-BA foi testado por Costa et al. (1996), que não obteve diferença 

significante nas médias de enduração utilizando 5 diferentes antígenos. Esses resultados estão de 

acordo com os dados de Mayrink et al. (1993), que empregou um clone de L. amazonensis. Já o 

antígeno utilizado no LACEN-Ba foi testado por Melo et al. (1977). Outra limitação do presente 

estudo é a falta de um grupo controle com doenças nasais que seja proveniente de área endêmica. 

 Quanto aos resultados das PCRs, o primer 150/152 mostrou-se mais sensível que o primer 

LVB1, devendo portanto ser o primer de escolha para a realização de PCR nos indivíduos com 

suspeita de LM. Ambos os primers apresentaram especificidade de 100%. O método de coleta das 

amostras para a realização do PCR através de swab nasal traz uma grande vantagem sobre a biópsia, 

por ser não invasivo, de fácil obtenção, não apresentar risco de sangramento ou infecção e  ser menos 

doloroso, o que traz um conforto maior ao paciente.  Boggild et al. (2011) compararam a PCR do 

swab nasal com a PCR realizada em biópsias nasais em 28 pacientes com suspeita de LM em Lima – 

Peru, e encontraram resultados discretamente inferiores de sensibilidade e especificidade: 91,3% e 

90%, respectivamente para o swab e 95,7% e 100% para a biópsia. Compararam esses dados também 

com o padrão ouro: biópsia com histopatologia (21,7% de sensibilidade e 100% de especificidade), 

obtendo resultados de sensibilidade muito superiores com as PCRs. O swab que utilizaram foi 

semelhante ao utilizado nesse estudo, entretanto, utilizaram os primers MP1-L e MP3-H  específicos 

para Leishmania subgênero Viannia. Oliveira et al. (2005) realizaram PCR em 35 biópsias de 

pacientes do Acre – Brasil, nas quais 34 (97%) foram positivas, encontrando 100% de especificidade. 

Os resultados de PCR em biópsia citados apresentaram sensibilidade e especificidade superiores aos 

encontrados na PCR do swab no presente estudo. Portanto, é necessária uma comparação entre esses 

dois métodos, utilizando amostras de swab e biópsia dos mesmos pacientes e realizando as reações 

nas mesmas condições para definir se há vantagem em utilizar um método sobre o outro.  

 Considerar a IDRM positiva apenas se o valor for ≥9 mm em pacientes com suspeita de 

leishmaniose mucosa poderá evitar erros diagnósticos e assim reduzir o risco de realizar  tratamentos 

desnecessários, cuja droga utilizada (antimoniato de N-metilglucamina – Glucantime®) apresenta 

efeitos colaterais que podem ser fatais nos pacientes se não acompanhados, além de ser uma droga 

cara, evitando-se custos também desnecessários. Seria também uma forma simples de melhorar a 

especificidade de um teste já utilizado na prática, sem representar aumento do custo financeiro. A 

PCR é uma ferramenta altamente sensível para o diagnóstico de LM (Oliveira et al. 2005), podendo 

ser realizada em amostras obtidas preferencialmente de forma não invasiva através do swab nasal, 

com redução de risco de sangramentos e infecção no local da biópsia, método com benefícios para o 

paciente por ser indolor. Além disso, também representaria redução de custos com material de 

biópsia, preocupação com descarte desse material e anestesia.  
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VII. CONCLUSÕES 

 

1. O valor maior que 9mm aumenta a especificidade da IDRM para o diagnóstico de LM, o que 

sugere que este seja um novo valor a ser considerado como ponto de corte para positividade. 

2.  O primer 150/152 tem maior sensibilidade que o primer LVB1 para o diagnóstico de LM, 

sendo mais indicado para a realização de PCR. 

3. A PCR realizada em amostras de swab nasal é um método que apresenta alta sensibilidade e 

especificidade, e tem a vantagem sobre a biópsia por ser não invasivo. 
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VIII. SUMMARY 

 Early diagnosis of mucosal leishmaniasis (ML) allows the correct treatment and prevents 

development of destructive lesions . However the diagnosis is usually established lazily. The clinical 

course is usually slow, with initial clinical presentation similar to various nasal granulomatous 

diseases. Moreover, the lack of a single diagnostic method with high sensitivity and specificity 

hampers diagnostic confirmation. In this cenario, we evaluate two new diagnostic alternative to ML. 

Nasal swab samples from patients with ML, cutaneous leishmaniasis (CL) , and controls (normal 

volunteers and patients with other nasal diseases) were subjected to study PCR (Polymerase Chain 

Reaction) for detection of Leishmania DNA. In this test, two DNA primers (150/152 and LVB1) 

were compared, as sensitivity and specificity in detecting ML. Primers 150/152 and LVB1 showed 

respectively 67% and 55 % sensitivity and both showed 100 % specificity when analyzed patients 

with ML and other nasal pathologies. The other alternative diagnostic study was the establishment of 

a new cut-off point in the examination of Montenegro skin test (MST) , modifying the criteria for 

positivity, aiming to increase the specificity of the test. Measurements in millimeters of MST of 

patients and controls were analyzed by ROC curve for detection of the point with greater sensitivity 

and specificity in the diagnosis of ML. MST value of 8.5 mm was identified as the best result for the 

diagnosis of ML compared to controls of endemic area (sensitivity of 95.8 % - CI = 78.8 to 99.9 and 

specificity of  96.92% - CI  = 89.3 to 99.63) and the group with other nasal granulomatosis 

(sensitivity of 95.8 % - CI = 78.88 to 99.89 and specificity of 100% - CI: 59.04 to 100.0). For 

practical purposes the fractional value of 8.5 mm represent difficulty in measuring the exam, so we 

analyzed the approximate value of MST ≥ 9 mm as the cut-off for test positivity. In this case, the 

values of sensitivity and specificity when considered the control group endemic area, were 

approximately 94 % and 97 %, respectively. When considering the other nasal granulomatosis group 

as control, sensitivity and specificity were both 100 %. With these results we conclude that the value 

larger than 9mm increases the specificity of the MST for the diagnosis of ML , suggesting that this is 

the new value to be considered the cutoff for positivity; primer 150/152 has higher sensitivity for 

diagnosis of ML than primer LVB1, and must be chosen for the PCR; PCR performed on nasal swab 

samples is a method that has good sensitivity and specificity, and has the advantage over biopsies by 

being noninvasive. 

Key words: 1. Mucosal leishmaniasis. 2. Diagnosis. 3. Montenegro skin test. 4. Polymerase chain 

reaction.  
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X. ANEXOS 

X.1. ANEXO I – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 
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X.2. ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Convidamos  ______________(nome do paciente)______________________a participar deste 

estudo  ue  é uma pes uisa e  ue tem por ob etivo avaliar o valor de dois novos exames no 

diagn stico de leishmaniose mucosa.   participação neste estudo é volunt ria e não remunerada e 

não haver   ual uer pre u zo no seu acompanhamento ou tratamento caso não  ueira participar.  oc  

responder  a um  uestion rio com perguntas sobre a sua doença e poss veis vias e contaminação  

Est  prevista a utilização de uma amostra do soro  ue é obtido do sangue retirado para exame 

diagnóstico habitual de leishmaniose.  lém disso  ser  realizada  a coleta de secreção nasal 

utilizando uma haste semelhante a um cotonete.  o final do estudo as amostras serão descartadas ou 

armazenadas no laborat rio  respeitando a legislação vigente. Os resultados serão considerados 

confidenciais  serão divulgados na forma de comunicação cient fica  não permitindo a sua 

identificação individual.   doutora  iviane  oaventura discutiu comigo esta informação e colocou-

se a disposição para outras perguntas através do telefone –          -     ou no endereço – 

 IOCR   – Centro de  es uisas  onçalo Muniz- Rua  aldemar  alcão, 121, Brotas. Caixa Postal 

701- CEP – 40296-710. Salvador-Bahia. Você também poderá entrar em contato com o comitê de 

ética que julgou esse estudo (Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Osvaldo Cruz - Rua 

Waldemar Falcão, 121, Brotas. Tel – 3176-2385), cujo endereço está representado acima. Todos os 

resultados serão considerados confidenciais e serão divulgados na forma de comunicação científica, 

não permitindo a sua identificação individual. Os resultados dos exames realizados para a 

confirmação diagnóstica serão disponibilizados ao paciente. Os laudos serão entregues impressos na 

consulta médica entre sete e 30 dias após a realização.  

A sua participação neste estudo é volunt ria e voc  est  livre para recusar participar ou se retirar em 

 ual uer época ap s seu in cio sem afetar ou pre udicar o cuidado médico  ue dever  receber . 
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 oc  receber  uma c pia desse formul rio. 

Caso autorize o armazenamento de amostras para utilização em pesquisas futuras favor assinalar 

abaixo: 

 

(   )SIM, autorizo               (    ) NAO autorizo 

 

Caso autorize acesso aos dados do seu prontuário em pesquisas futuras favor assinalar abaixo: 

 

(   )SIM, autorizo               (    ) NAO autorizo 

 

 

 

Pelo presente consinto voluntariamente em participar deste estudo. 

 

 

 

_________________________________________________  

Ass. e RG do Voluntário 

 

 

 

 

___________________________________________________  

  ss. e R  do Médico  

 

 


