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RESUMO  

  

A importância da Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa na 

detecção do Mycobacterium leprae em casos de hanseníase de difícil 

diagnóstico.  

  

A hanseníase é doença infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium leprae (M. 
leprae) que afeta principalmente a pele e nervos periféricos e pode causar 
incapacidades físicas as quais evoluem, potencialmente, para deformidades físicas 
permanentes. O paciente hanseniano pode ser classificado como paucibacilar e 
multibacilar, sendo as formas paucibacilares de difícil diagnóstico. Novos métodos 
moleculares de alta sensibilidade e especificidade como PCR em Tempo Real qPCR, 
tem contribuído para diagnóstico da hanseníase, principalmente nos casos de difícil 
diagnóstico. Este estudo foi desenvolvido na Fundação de Dermatologia Tropical e 
Venereologia Alfredo da Matta, Manaus – Amazonas, no período de março de 2014 a 
agosto de 2015, e teve o intuito de validar a técnica de qPCR na detecção de M. leprae 
em biópsias cutâneas de pacientes com suspeita clínica de hanseníase e submetidos 
a exame histopatológico. As amplificações por qPCR a partir de uma sequência 
específica do gene 16S de M. leprae foram realizadas em 180 amostras, das quais, 
82 eram biópsias frescas e 98 biópsias parafinadas. Das biópsias frescas, foram 
analisadas 65 amostras, entre as quais estão 9 amostras de pacientes com outras 
dermatoses, 12 amostras clinicamente inconclusivas e 38 amostras de pacientes com 
hanseníase. Destes, 68,5% (26/38) foram positivos no teste molecular para a 
hanseníase e 33,3% (3/9) foram positivas para outras dermatoses. A sensibilidade foi 
de 68,5%, especificidade de 66,70%, com valor preditivo positivo de 89,7% e valor 
preditivo negativo de 33,3%. Entre as biópsias parafinadas, foram analisadas somente 
61 amostras dos pacientes com hanseníase, as quais 73,8% foram positivas. Nestas 
amostras, o teste molecular apresentou sensibilidade de 73,8%. Além disso, o número 
de genomas foi estimado nos dois grupos de biópsias e variou de 8,53 (em uma 
biópsia parafinada) a 2.060.230 (em uma biópsia fresca). Os dados sugerem 
claramente que o qPCR confirmam a diferença entre pacientes MB e PB tanto em 
biópsias frescas quanto em biópsias parafinadas sendo que as quantidades de 
genomas percentualmente e quantitativamente foi maior em pacientes MB no grupo 
de amostras frescas quando comparado ao grupo de amostras parafinadas. 
Curiosamente, os dados quantitativos nas amostras de pacientes PB embora 
apresentem menor número de genomas, tem também um percentual maior de 
positividade. A despeito de ajustes necessários para melhorar a eficiência da reação, 
os resultados nos mostram que o teste pode ser útil, em especial nos casos 
inconclusivos e de difícil diagnóstico, como nas formas paucibacilares quando o 
número de genomas for alto (maior que 50) que diminui o risco de falsos positivos.   
  

  

Palavras Chave: hanseníase. Diagnóstico. Reação em Cadeia da Polimerase 
Quantitativa. Número de genomas.  

  



 

 

ABSTRACT  

  

A importância da Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa na 

detecção do Mycobacterium leprae em casos de hanseníase de difícil 

diagnóstico.  

  

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (M. leprae) that 
affects the skin and peripheral nerves and can cause physical disabilities which evolve 
to permanent physical deformities. The leprosy patient can be classified as 
paucibacillary and multibacillary and paucibacillary forms difficult to diagnose. New 
molecular methods of high sensitivity and specificity as RT-PCR qPCR, has 
contributed to leprosy diagnosis, especially in cases of difficult diagnosis. This study 
was developed in Fundação de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo da 
Matta, Manaus – Amazonas, from March 2014 to August 2015, and we aimed to 
validate the qPCR technique in the detection of M. leprae in skin biopsies patients with 
clinical suspicion of leprosy and subjected to histopathological examination. The qPCR 
amplifications from a specific sequence of the 16S gene from M. leprae were 
performed on 180 samples, of which 82 were fresh biopsies and 98 paraffin biopsies. 
From Fresh biopsies were analyzed 65 samples, of which 9 are samples of patients 
with other dermatoses, 12 clinically inconclusive samples and 38 samples from 
patients with leprosy. Of these, 68.5% (26/38) were positive in molecular test for 
leprosy and 33,3% (3/9) were positive for other dermatoses. The sensitivity was 68.5%, 
specificity of 66.70%, with positive predictive value of 89.7% and a negative predictive 
value of 33.3%. Among the paraffin biopsies were analyzed 61 samples from patients 
with leprosy, which 73.8% were positive. In these samples, the molecular test had a 
sensitivity of 73.8%. Furthermore, the number of genomes was estimated in both 
groups biopsies and ranged from 8.53 (paraffin in a biopsy) to 2,060,230 (on a fresh 
biopsy). This data suggest that the qPCR confirm the difference between patients MB 
and PB both fresh biopsies as for paraffin biopsies and the amounts of genomes 
percentage and quantity was greater in MB patients in the fresh specimens group 
compared to the group of paraffin samples. Interestingly, the figures in the samples of 
PB patients even though they have fewer genomes, also has a higher percentage of 
positivity. Despite adjustments to improve the reaction efficiency, the results show that 
the test can be useful, particularly in inconclusive cases and difficult diagnosis, as in 
Paucibacillary forms when the number of genomes is high (greater than 50) reduces 
the risk of false positives.  

  

  

Keywords: leprosy. Diagnoses. Quantitative Polimerase chain reaction. Genome 

copies.  
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17  

  

1. INTRODUÇÃO  

  

  

1.1. HISTÓRICO  

  

  

O médico pesquisador norueguês Gerhard Henrik Armauer Hansen identificou, 

em 1873, o agente causador da hanseníase, o Mycobacterium leprae (M. leprae), em 

lesões de pacientes, sendo assim, a primeira bactéria patogênica associada à doença 

nos seres humanos. Esta doença, conhecida desde os tempos bíblicos como lepra, 

posteriormente passou a chamar-se hanseníase, em homenagem ao seu descobridor 

(FOSS, 1999; GOMES, 2000).   

Descrições da hanseníase foram vistas no manuscrito chinês "Remédios 

Secretos Completos", que foi escrito aproximadamente 190 a.C. Neste manuscrito 

está descrita uma doença que provocava a perda de sensibilidade, aparecimento de 

manchas vermelhas que inchavam e ulceravam, queda de sobrancelhas, cegueira, 

deformidade nos lábios, rouquidão, ulceração nos pés, desabamento de nariz e 

deslocamento de articulações (SKINSNES, 1973).  

Na Europa, a hanseníase era desconhecida na época de Hipócrates (467 a.C.), 

o Pai da Medicina, tendo em vista que em seus trabalhos não há relatos de pacientes 

em condições que se assemelhassem à esta doença. As tropas de Alexandre o 

Grande (300 a.C.), ao voltarem para a Europa após suas conquistas, teriam trazido 

pessoas com a doença nas campanhas da Índia. Em 150 d.C. a doença já era 

conhecida na Grécia em relatos feitos por Aretaeus e Galeno, entretanto, não 

referenciavam distúrbios de sensibilidade da pele. Após a queda do império Romano, 

a doença foi se difundindo pela Europa com alta prevalência no período das cruzadas. 

Ainda no período das cruzadas, surgiram as casas de Lázaro, que eram locais onde 

indivíduos infectados eram isolados e tratados em regime domiciliar. A piedade pelos 

hansenianos era incentivada pela Igreja Católica e o diagnóstico era dado sem rigor, 

onde provavelmente haviam pacientes com outras dermatoses (SABIN, 2005).   

A hanseníase sempre esteve associada à segregação e era considerada por 

muitos como punição ou castigo divino, além de ser considerada uma doença 

altamente contagiosa. Os hansenianos temiam agressões, eram isolados da 
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sociedade, passando a viver em leprosários e eram obrigados a viver com sinos 

amarrados aos pés ou eram marcados na pele (KERLLESBERGER, 1951).  

A Lei de Strasbourg, do final do século XV, determinava que quatro pessoas 

fossem designadas para examinar um hanseniano, sendo um médico, um cirurgião e 

dois barbeiros. Um dos testes realizados consistia de uma pequena amostra de 

sangue depositada em um recipiente com sal. Se o sangue se descompusesse o 

paciente seria considerado são, caso contrário, era considerado doente. O diagnóstico 

incorreto da doença pode ter contribuído para a alta prevalência. Contudo, no início 

do século XIX a hanseníase já havia praticamente desaparecido da Europa e acredita-

se que isto estivesse relacionado às melhorias nas condições socioeconômicas 

(OPROMOLLA, 2000; SABIN, 2005).  

Análises de sequências de DNA em diferentes cepas de M. leprae sugerem que 

esta bactéria tenha surgido no continente africano há 2400 anos a.C. e que 

posteriormente teria se disseminado para América do Sul e Ásia. É possível que a falta 

de conhecimento sobre o tratamento tenha facilitado a disseminação da doença 

(BHAT, 2012; PRAKASH, 2012). Sequências de DNA obtidas a partir dos restos 

mortais de um homem mumificado, em uma cidade próxima a Jerusalém, apontam ser 

este o caso mais antigo acometido pela hanseníase e que teria vivido 

aproximadamente entre 1-50 anos d.C., (MATHESON et al., 2009).  

Acredita-se que a hanseníase tenha chegado às Américas com os 

colonizadores por volta do século XVI, tendo em vista que não há registros da doença 

entre os índios do Novo Mundo. A ausência de relatos anteriores da doença, entre os 

índios brasileiros, reforça a hipótese de que a doença chegou ao Brasil com os 

colonizadores portugueses e os escravos africanos teriam contribuído para sua 

disseminação. Os primeiros casos de hanseníase no Brasil foram notificados no ano 

de 1600, no Rio de Janeiro. Alguns anos mais tarde, foi criada no Rio de Janeiro, a 

primeira casa de Lázaro, um abrigo para os pacientes hansenianos. Após os primeiros 

casos no Rio de Janeiro, a doença foi identificada no Pará e na Bahia. Em seguida, 

com o desenvolvimento de atividades no ramo da agricultura, a doença foi se 

espalhando pelo Brasil (EIDT, 2004).  

No estado do Amazonas, acredita-se que a hanseníase tenha chegado por 

intermédio do Pará, já que este tinha alta prevalência da doença no início do século 

XIX, o que pode ter sido facilitado pelas atividades de comércio entre os dois estados, 

em especial entre as cidades de Manaus, Belém e Santarém. Segundo o médico 
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sanitarista Dr. Alfredo da Matta, o registro do primeiro hanseniano em Manaus é de 

1908 (AMAZONAS, 1997).  

O número de casos de hanseníase cresceu no estado do Amazonas, na década 

de 50 e em 28 de agosto de 1955 foi inaugurado o Dispensário Alfredo da  

Matta, conhecido como “Casa Amarela”. O nome foi uma homenagem ao Dr. Alfredo 

da Matta, um dos pioneiros a trabalhar no controle e tratamento da hanseníase no 

Amazonas. Em 1982, o Dispensário Alfredo da Matta passou a ser o Centro de 

Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta, com assistência a doenças 

dermatológicas, principalmente hanseníase e leishmaniose e atendimento 

ambulatorial a infecções sexualmente transmissíveis (FUAM, 2015).  

Em 1987 o Centro de Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta foi 

credenciado pelo Ministério da Saúde como Centro de Referência Macrorregional em 

Hanseníase. E, em 1998 passou à condição de Fundação de direito público, 

chamando, até os dias atuais, de Fundação de Dermatologia Tropical e Venereologia 

Alfredo da Matta. A Fundação foi também credenciada como Centro Colaborador da 

Organização Mundial de Saúde para controle, treinamento e pesquisa em hanseníase 

para as Américas. Hoje, além do atendimento ambulatorial, a Fundação Alfredo da 

Matta oferece também o serviço de cirurgia dermatológica. Busca também o 

desenvolvimento de pesquisas científicas, para geração de conhecimento (FUAM, 

2015).  

  

1.2. AGENTE ETIOLÓGICO E DOENÇA  

  

A hanseníase é uma doença infecciosa-crônica, típica de humanos, causada 

pela infecção com Mycobacterium leprae (M. leprae), sua transmissão pode ocorrer 

através do contato íntimo e prolongado com o paciente das formas multibacilares não 

tratadas, ou pelo contato direto com solução de descontinuidade da pele dos mesmos 

(WOROBEC, 2012). Após a infecção, o quadro clínico pode evoluir de acordo com o 

grau de suscetibilidade específica e individual (genética e imunológica) do paciente, 

seja para a regressão espontânea, seja para o agravamento progressivo. Nestes 

casos, podemos observar um comprometimento gradual da pele, mucosas das vias 

aéreas superiores, olhos, vísceras abdominais, linfonodos, medula óssea, testículos e 

ovários, causando sérias incapacidades físicas e sociais (GALLO et al in COURA et 

al., 2005). Assim, segundo a definição da Organização Mundial de Saúde (OMS), um 
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caso de hanseníase é representado por um indivíduo que apresentar uma ou mais das 

seguintes características: lesão de pele com alteração de sensibilidade; acometimento 

de nervo com espessamento e baciloscopia positiva (OMS, 2012).  

O M. leprae pertence a ordem Actinomycetales, família Mycobacteriaceae, 

gênero Mycobacterium e apresenta-se como bastonete reto ou ligeiramente 

encurvado, de 1,5 a 8 µm de comprimento por 0,2 a 0,5 µm de largura. Ele é um 

patógeno intracelular obrigatório que tem tropismo por células de Schwann nos nervos 

periféricos e por macrófagos na pele (RIDLEY & JOPLING, 1966; MACIEIRA, 2000). 

Em virtude disso, as principais manifestações clínicas da hanseníase incluem lesões 

de pele, mucosas e nervos, sendo a infecção do tecido nervoso responsável pela 

perda de sensibilidade local típica da doença (BRITTON & LOCKWOOD, 2004).   

O M. leprae foi a primeira bactéria patogênica humana a ser identificada e seu 

genoma foi um dos primeiros a ser sequenciado de forma completa. O seu genoma 

sofreu redução evolutiva e hoje apresenta 3.268.203 pares de bases (pb), com 1.614 

genes codificadores de proteínas e contém 1.116 pseudogenes (Figura 1). O M. leprae 

possui uma taxa de deleção de pseudogenes lenta, diferente do observado na maioria 

das bactérias, há uma retenção de aproximadamente 89% dos nucleotídeos de 

pseudogenes no M. leprae. O sequenciamento do genoma de M. leprae possibilitou o 

aprimoramento das técnicas diagnósticas, ampliou o entendimento das bases 

genéticas, a fisiologia e patogenicidade da bactéria (SINGH & COLE, 2011).  
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Figura 1 – Genoma do Mycobacterium leprae.  

  

O bacilo se reproduz por divisão binária simples, em média a cada 10 a 16 dias. 

As características imunológicas dos doentes estão associadas ao tempo de 

incubação, sendo em média de 2-5 anos para os paucibacilares e de 5 a 10 anos para 

os multibacilares. O bacilo se instala no organismo, apresenta alta infectividade e baixa 

patogenicidade, ou seja, infecta muitas pessoas, no entanto poucas adoecem (ROSA 

et al, 2013). Cora-se em vermelho pela fucsina e não se descolora pelo álcool e ácidos, 

sendo, portanto, denominado bacilo álcool-ácido resistente (BAAR). Os bacilos podem 

ser vistos uniformemente corados (sólidos), irregularmente corados (fragmentados) ou 

granulosos, como apresentado na Figura 2. Podem ser encontrados aglomerados 

formando estruturas arredondadas, denominadas globias (COLE et al, 2001).   
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Figura 2 - Morfologia do Mycobacterium leprae e formação de globias.  

  

Devido à fisiologia do bacilo, que apresenta baixa virulência e alta infectividade 

bem como o longo período de incubação da hanseníase o completo entendimento 

sobre sua transmissão é um capítulo ainda não totalmente elucidado. Contudo, 

admite-se que a mesma ocorre através do contato íntimo e prolongado com pacientes 

das formas multibacilares não tratadas por intermédio das secreções das vias 

respiratórias como nariz e boca, ou pelo contato direto com solução de 

descontinuidade da pele dos mesmos. Desta forma, os indivíduos residentes na 

mesma casa (contatos domiciliares) são considerados um grupo de alto risco para o 

desenvolvimento da doença (DOULL et al, 1942; NOORDEEN, S.K, 1978).  

A transmissão da doença ocorre principalmente, pelo convívio com doentes de 

formas multibacilares sem tratamento. O contato com doentes paucibacilares pode 

aumentar em até 2-3 vezes e com multibacilares em até 5-10 vezes o risco de adoecer. 

O bacilo já foi encontrado em tatus, chimpanzés e macacos e há casos que evidenciam 

a relação entre esses animais e infecção em humanos (BRASIL, 2002, OMS, 

2012,TALHARI., 2015).  

  

1.3. CLASSIFICAÇÃO DA HANSENÍASE  

  

A hanseníase, no Brasil assim como outras doenças, tem recebido numerosas 

classificações. Rabello, em 1937, estabeleceu o conceito de formas polares para a 

hanseníase. A partir da forma indeterminada da doença (HI), os pacientes sem 

tratamento evoluiriam para a forma polar tuberculóide (HT), se apresentassem boa 

resposta imune celular; ou, para a forma virchowiana (HV), se não fossem capazes de 
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organizar resposta imune celular eficiente, permitindo a multiplicação do bacilo 

(RABELLO, 1937), como apresentado na Figura 3.   

  

    

Figura 3 -  Classificação da hanseníase segundo Rabello, 1937.  

  

  

No Congresso de Leprologia realizado em Madri, em 1953, foram mantidos os 

critérios propostos por Rabello, acrescentando-se um novo grupo de pacientes, a que 

se denominou dimorfos ou borderline como apresentado na Figura 4. Este grupo, 

também, evoluiria a partir da forma indeterminada, porém, apresentava aspectos 

clínicos que não eram característicos das formas polares de HT e HV, tratava-se, 

portanto, de doentes interpolares. Na época, este grupo de enfermos foi definido como 

clinicamente instável e com tendência a evoluir para a forma virchowiana, se não 

tratados (MADRID, 1953).  

 
  

Figura 4 – Classificação da hanseníase Madri, 1953.  

  

  

Na década de 1960, Ridley e Jopling, propuseram uma modificação na 

classificação de Madrid, introduzindo o conceito de classificação espectral da 

hanseníase, subdividindo os borderline ou “dimorfos” em borderline-tuberculoides 
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(BT), borderline-borderline (BB) e borderline-Virchowiano (BV). Foi mantido o conceito 

de polaridade da doença com as formas tuberculoides (TT) e virchowianas (VV) e esta 

classificação, denominada espectral, apresentada na Figura 5, fundamenta-se em 

parâmetros clínicos, imunológicos e histopatológicos (RIDLEY, 1974).  

 

  

Figura 5 – Classificação da hanseníase segundo Ridley e Jopling, 1974.  

  

A Organização Mundial de Saúde, em 1981, instituiu uma classificação 

operacional da hanseníase, visando o tratamento poliquimioterápico dos pacientes, 

como visto na Figura 6. Inicialmente, a classificação adotada pela OMS era de 

hanseníase paucibacilar (pacientes indeterminados, tuberculoides e a maioria dos 

borderline-tuberculoides - todos com baciloscopia negativa) e hanseníase multibacilar 

(borderline-borderline, borderline-virchowiano e virchowianos - todos com baciloscopia 

positiva). Nesta classificação o critério básico era a baciloscopia (WHO, 1981).   

    

Figura 6 – Classificação operacional para instituição do tratamento, com base na 

baciloscopia.  

A partir da década de 1990, a OMS tem estimulado os países endêmicos a 

classificar os pacientes de acordo com o número de lesões cutâneas (Figura 7), ou 

seja, pacientes com duas a cinco lesões (tratamento paucibacilar) e pacientes com 

mais de cinco lesões (tratamento multibacilar). Esta classificação não considera a 
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baciloscopia ou histopatologia e poderia implicar em erro no tratamento de alguns 

pacientes (WHO, 1994).  

  

    

Figura 7 - Classificação operacional para instituição do tratamento, com base 

no número de lesões.  

  

  

1.4. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA HANSENÍASE  

    

De acordo com a forma clínica apresentada, número de lesões, resposta 

imunológica e espessamento neural, a doença é classificada em quatro formas 

distintas: indeterminada, tuberculoide, Virchowiana e dimorfa.   

- Hanseníase Indeterminada: Na maioria dos casos a hanseníase indeterminada 

evolui para a cura, em aproximadamente 25% dos casos evolui para as formas 

polares, essa evolução leva em média de 3 a 5 anos. Geralmente apresenta lesão 

única, hipocrômica, com alteração de sensibilidade ou áreas planas, limitadas de pele 

com aspecto normal, podendo ocorrer também a perda dos pelos e a diminuição da 

sudorese, a hanseníase indeterminada é mais comum em crianças (EICHELMANN, 

2013; BRITTON & LOCKWOOD, 2004).  

- Hanseníase Tuberculoide: Ocorre em indivíduos com alta resistência ao bacilo e 

os doentes desta forma apresentam lesão única, ou poucas lesões. As lesões são 

delimitadas e anestésicas, podendo ser eritematosas ou hipocrômicas, com bordas 

papulosas. Pode ocorrer lesão neural precoce e grave. Há alterações de sensibilidade 

térmica e dolorosa, e pode haver alteração de sensibilidade tátil em lesões antigas. 

Também é comum a perda dos pêlos e a diminuição da sudorese. Dentre as 

manifestações clínicas da hanseníase tuberculoide, as menos frequentes são as 

formas neural pura e nodular infantil (EICHELMANN, 2013, TALHARI, 2015). - 
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Hanseníase Virchowiana: Ocorre em indivíduos que apresentam baixa imunidade 

celular, favorecendo a multiplicação do bacilo. Caracteriza-se por placas infiltradas e 

nódulos, hansenomas, de coloração eritematosaacastanhada. A infiltração pode 

acometer a mucosa das vias aéreas superiores, olhos, testículos e nervos. Ocorre a 

perda dos pelos nos cílios e sobrancelhas, madarose. Observa-se também intensa 

infiltração da face e pavilhões auriculares. Frequentemente mãos e pés se infiltram e 

ficam ressecados.  Pode ainda ocorrer acometimento do fígado, baço e medula óssea. 

A hanseníase virchowiana pode apresentar-se ainda na forma históide, onde 

predominam hansenomas com aspecto de fibromas ou quelóides (BRASIL, 2012; 

EICHELMANN, 2013).  

- Hanseníase Dimorfa ou Borderline: Forma intermediária que resulta de 

instabilidade imunológica, apresentando grande variação de manifestações clínicas, 

podem se aproximar do polo tuberculoide ou virchowiano. A maioria dos casos 

progride para a forma virchowiana. Indivíduos com hanseníase dimorfa apresentam 

placas eritematosas, escamosas que podem ser circulares ou anulares, com bordas 

externamente difusas e bem definida. Pode ocorrer atrofia da lesão e perda de anexos.  

De acordo com Ridley & Jopling (1966), a hanseníase borderline pode apresentar 3 

subgrupos, hanseníase borderline-tuberculoide (HBT), hanseníase borderline-

borderline (HBB) e hanseníase borderline-virchowiana (HBV). Quando as bordas 

externas de lesões anulares são bem definidas, a doença progride para o pólo 

tuberculoide. Quando as bordas internas são bem definidas pode-se prever 

progressão para o pólo virchowiano. As manifestações clínicas da hanseníase podem 

ser as mais diversas, e dependem da interação entre o M. leprae e o hospedeiro. A 

Figura 8 mostra as diferentes manifestações clínicas da hanseníase (BRASIL, 2012; 

EICHELMANN, 2013; TALHARI, 2015).  
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Figura 8 – A: Lesão única, plana, hipocrômica, em HI; B: Lesão única, com bordas 

delimitadas e perda de pelos em HT; C: Lesões infiltradas na face em HV;  D: Placas 

eritematosas, descamativas e infiltradas, com bordas internas bem delimitadas em  

HD.  

  

  

1.5. EPIDEMIOLOGIA DA HANSENÍASE  

  

De acordo a Organização Mundial de Saúde, no primeiro trimestre de 2012, a 

prevalência mundial da hanseníase era de 181.941 doentes. Os novos casos de 

hanseníase detectados nas Américas tiveram uma queda de 37%, passando de 

52.435, em 2003, para 33.084, em 2013. A grande maioria dos novos casos, cerca de 

94%, foram reportados no Brasil. A hanseníase ainda configura importante problema 

de saúde pública no Brasil, país em que a diminuição da incidência é sutil, mesmo na 

vigência da poliquimioterapia desde meados da década de 1980. No país, a doença é 

considerada como negligenciada uma vez que se concentra nas áreas com baixos 

índices socioeconômicos (WHO,2011; ROSA et al., 2013;  WHO  

,2015).  

A doença apresenta-se de forma endêmica nas áreas subdesenvolvidas ou em 

desenvolvimento da África, Ásia e América Latina. As áreas consideradas altamente 

endêmicas apresentam clima tropical, de fortes chuvas e temperaturas elevadas 

(Figura 9). De acordo com relatórios oficiais recebidos pela OMS de 115 países e 
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territórios, a prevalência global de hanseníase, registrada no final do primeiro trimestre 

de 2013, foi de 189.018 casos, enquanto o número de casos novos detectados durante 

o ano de 2012 foi de 232.857 (excluindo o pequeno número de casos na Europa 

(WHO, 2015).   

 

Figura 9 – Coeficiente de prevalência da hanseníase no mundo em 2011.  

  

Segundo o Ministério da Saúde, a taxa de prevalência de hanseníase no Brasil, 

caiu 65% nos últimos 10 anos, passando de 4,33, em 2002, para 1,51 por 10 mil 

habitantes, em 2012, sendo considerado um país endêmico, visto que apresenta mais 

de um caso para cada 10.000 habitantes (TALHARI, 2015). A queda é resultado das 

ações de combate à doença, intensificada nos últimos anos (SINAN/SVS, 2012). As 

taxas são mais elevadas em municípios localizados na  

Amazônia brasileira, Centro-Oeste e Nordeste e algumas regiões metropolitanas  

(Figura 10). O coeficiente geral de detecção de hanseníase, em 2011, foi de 17,6/100 

mil habitantes e entre menores de 15 anos, de 5,2/100 mil habitantes.  
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Figura 10 -  Coeficiente de Prevalência de hanseníase no Brasil, por município.  

  

No ano de 2014, foram notificados 651 casos de hanseníase no Amazonas, 

sendo: 562 (86,3%) casos novos, 53 (8,1%) de recidivas, 27 (4,1%) de outros 

reingressos e 9 (1,4%) de transferências de outros estados. Do total de casos novos 

detectados, 217 (38,6%) eram residentes de Manaus e 345 (61,4%) eram residentes 

de outros 54 municípios amazonenses (Figura 11) (SINAN, 2015).  

    

Par â metros   de   Preval ê ncia   
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Figura 11 – Detecção da hanseníase no Estado do Amazonas em 2014.  

  

Na Fundação Alfredo da Matta (FUAM), em 2014, foram notificados 257 casos 

de hanseníase (Figura 12), destes: 214 (83,3%) foram casos novos, 24 (9,3%) de 

recidivas, 14 (5,4%) de outros reingressos e 5 (1,9%) de transferências, além de 08 

casos de pacientes residentes em outros estados. Os 214 novos casos detectados em 

2014, pela FUAM, equivalem a 37,7 % dos casos notificados no Estado e 74,6 % dos 

casos notificados em Manaus. Este quadro reflete que há necessidade de 

implementação cada vez mais efetiva do processo de descentralização das atividades 

no estado (SINAN, 2015).  
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Figura 12 – Gráfico com o percentual de casos de hanseníase, segundo o modo de  

entrada (FUAM- 2000-2014).  

  

No ano de 2014, do total de casos novos, 126 (58,9%) foram por demanda 

espontânea, 67 (31,3%) por encaminhamentos e 7 (3,8%) por exame de contatos. Na 

detecção de casos novos, em relação ao gênero, sempre houve predomínio dos 

homens. A proporção de casos novos em mulheres para o período de 2000 a 2014 

apresentou uma média anual de 40,1%. A razão homens/mulheres foi de 1,5. A 

detecção de casos em menores de 15 anos (Figura 13) é um dos indicadores para 

medir a transmissibilidade recente da doença e sua tendência, sendo que em 2014 

foram detectados 23 (10,7%) casos. Nos últimos 14 anos observa-se uma estabilidade 

nos casos em menores de 15 anos, com um percentual médio anual de 9,7% nos 

últimos 14 anos (Figura 13) (SINAN, 2015).  
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Figura 13 – Gráfico com o percentual de casos detectados de hanseníase, segundo 

a faixa etária (FUAM 2000-2014).  

  

A proporção de casos multibacilares (MB) entre os casos novos, apresentam 

comportamento ascendente, no período de 2000 a 2014, principalmente nos últimos 

anos. Em 2014, foram detectados 124 (57,9%) casos MB e a razão MB/PB 

(multibacilares/paucibacilares) foi de 1,4. Este resultado é esperado em áreas onde 

vêm ocorrendo o controle da endemia (Figura 14). Quanto à distribuição dos casos 

novos, em Manaus, observa-se que a maior proporção de casos origina-se da zona 

Leste (31,6%), zona Norte (31,2%), zona Sul (12,4%) e seguida da zona Oeste com 

(10,2%).  
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Figura 14 – Gráfico mostrando percentual de casos detectados de hanseníase 

segundo classificação operacional (multibacilares e paucibacilares) (FUAM 2002014).  

  

  

1.6. DIAGNÓSTICO DA HANSENÍASE  

  

O diagnóstico precoce da hanseníase e o seu tratamento adequado evitam a 

evolução da doença, e, consequentemente, impedem a instalação das incapacidades 

físicas eventualmente provocadas pelo M. leprae. Até os dias atuais, não se obteve um 

meio de cultura apropriado para o M. leprae. A inoculação em modelo experimental foi 

conseguida pela primeira vez, por Shepard, em 1960, que conseguiu a multiplicação do 

M. leprae no coxim da pata de camundongos.  Posteriormente, Kirchheimer e Storrs em 

1971, conseguiram infectar tatus. Verificouse comprometimento da pele, nervos 

periféricos, medula óssea, fígado, baço, linfonodos, pulmões, meninges e olhos deste 

animal, com grande quantidade de bacilos, o que possibilitou estudar os constituintes 

da parede celular, sistemas enzimáticos e proteínas do bacilo (KIRCHHEIMER & 

STORRS, 1972).  
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1.6.1. Baciloscopia  

  

O exame laboratorial de primeira escolha no diagnóstico da hanseníase é o 

exame baciloscópico. Uma das limitações desta técnica é que o exame baciloscópico 

é geralmente negativo em pacientes paucibacilares, necessitando de confirmação por 

outros métodos diagnósticos como o exame histopatológico. Mesmo no exame 

histopatológico o achado de bacilos em pacientes paucibacilares é raro (Martinez et 

al. 2006, Barbieri et al. 2014).  

Não existe padrão-ouro para o diagnóstico de hanseníase, assim, o diagnóstico 

baseia-se principalmente em parâmetros clínicos, histopatológicos e bacteriológicos. 

Entretanto, devido a apresentação espectral da doença que em um pólo, VV, o doente 

tem muitos bacilos e baixa imunidade celular e em outro pólo, TT, o doente tem poucos 

bacilos e forte resposta imune celular, é difícil se estabelecer parâmetros 

bacteriológicos ou imunológicos que consigam identificar distinguir pacientes 

precocemente (Martinez et al., 2009, Martinez et al.,  2011).   

Devido à incapacidade do M. leprae ser cultivado em meios artificiais a 

baciloscopia é o exame laboratorial de primeira escolha, pois trata-se da observação 

microscópica do M. leprae diretamente nos esfregaços de raspados intradérmicos das 

lesões hansênicas ou de outros locais de coleta selecionados: lóbulos auriculares e/ou 

cotovelos e lesão quando houver. Consiste em método diagnóstico consagrado e de 

rotina, servindo também como critério de confirmação de recidiva quando comparado 

ao resultado no momento do diagnóstico e da cura. Por nem sempre evidenciar o M. 

leprae nas lesões hansênicas ou em outros locais de coleta, a baciloscopia negativa 

não afasta o diagnóstico da hanseníase. O Índice Baciloscópico (IB) proposto por 

Ridley (1962) é valioso, contudo, o resultado pode ser afetado pela profundidade da 

incisão na pele (BRASIL, 2012).  

No exame baciloscópico positivo aparecerão bacilos álcool-ácido resistentes na 

forma de bastonetes em fundo azul, estes podem apresentar-se retos ou ligeiramente 

curvos, o resultado é expresso conforme a escala logarítmica de Ridley, variando de 

0 a 6+ (WHO, 2011):  

  

NEGATIVO; Nenhum BAAR em 100 campos microscópicos;  

1+ > 1 a 9 BAAR em 100 campos microscópicos;  

2+ > 10 a 99 BAAR em 100 campos microscópicos;  
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3+ >100 a 999 BAAR em 100 campos microscópicos; 4+ 

>1000 a 9.999 BAAR em 100 campos microscópicos; 5+ 

>10.000 a 99.999 BAAR em 100 campos microscópicos.  

6+ >mais de 100.000BAAR em 100 campos microscópicos.  

  

Os pacientes paucibacilares apresentam poucos bacilos, nesses casos, a 

detecção do M. leprae através da baciloscopia não é frequente o que dificulta o 

diagnóstico da hanseníase nesse grupo de pacientes.   

  

  

1.6.2. Histopatologia  

  

O exame histopatológico é complementar ao diagnóstico da hanseníase, 

sobretudo quando o exame baciloscópico é negativo. É importante para a correta 

classificação da doença pois avalia as células presentes no infiltrado inflamatório 

dérmico e hipodérmico, onde são observados diferentes padrões, nas diferentes 

formas da hanseníase. A Figura 15 demonstra aspectos imunopatológicos da 

hanseníase, em cada tipo de hanseníase, segundo a classificação de Ridley & Jopling 

(1966), em cortes histopatológicos corados com hematoxilina e eosina. É possível 

observar nas formas TT e BT a presença de granulomas denominados bem formados; 

na forma BB os achados são semelhantes, porém, há menor quantidade de linfócitos 

e não são observadas células gigantes multinucleadas. Nas formas BV e VV observa-

se infiltrados inflamatórios com predomínio de histiócitos espumosos ou vacuolizados 

e apresenta grande número de bacilos isolados ou globias. Na forma VV o processo 

inflamatório ocupa toda a extensão da derme (SCOLLARD et al., 2006, TALHARI, 

2015).  
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Figura 15 – Aspectos imunopatológicos nas diferentes formas da hanseníase, TT=  

Tuberculóide, BT= Borderline Tuberculóide, BB= Borderline Borderline, BV= 

Borderline Virchowiana, VV= Virchowiana.  

  

  

Nas últimas duas décadas, métodos alternativos de diagnóstico foram 

desenvolvidos. Um desses, baseado na tentativa de identificar marcadores 

sorológicos do M. leprae, como o PGL-I, (glicolipídeo fenólico-I) que é abundante e 

específico ao M. leprae, tem sido usado como auxílio ao diagnóstico da hanseníase 

(DUTHIE et al., 2011; SPENCER et al, 2011). No entanto, a quantidade de anticorpos 

específicos anti-PGL-I é diretamente proporcional à quantidade de bactérias, contudo 

o teste é falho quando se trata da detecção em pacientes paucibacilares. Dessa forma, 

a sorologia para PGL-1 não apresenta boa sensibilidade para diagnosticar 

precocemente contatos domiciliares de pacientes. Dentre os outros métodos 

diagnósticos alternativos desenvolvidos encontra-se o IGRA (do inglês, interferon 

gamma releasing assay) que avalia in vitro a resposta imunológica a antígenos de M. 

  

BV   VV   
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leprae em cultura de células do sangue. Os pacientes paucibacilares (principalmente 

as formas TT e BT) são fortes respondedores aos ensaios de liberação de IFN-gama 

in vitro, mas contatos domiciliares também produzem muito IFN-gama in vitro quando 

suas células do sangue são estimuladas (SPENCER et al., 2005; MARTINS et al., 

2012).   

A técnica diagnóstica denominada reação em cadeia da polimerase (PCR) 

apresenta elevada sensibilidade e tem possibilitado ensaios em diversos tipos de 

amostras clínicas, como: urina, sangue, biópsias de pele e nervos, secreções, dentre 

outras. É possível aplicar a técnica mesmo em biópsias parafinadas (YAN et al,. 2014), 

saliva, swab oral e nasal, com custo bastante acessível. De fato, desde o início de 

década de 1990, que técnicas de PCR convencional vem sendo empregadas para o 

diagnóstico da hanseníase. Ainda, a PCR convencional foi desenvolvida por diversos 

grupos independentes e tem sido empregado para resolução de casos de difícil 

diagnóstico, principalmente em casos da forma neural pura e no monitoramento de 

contatos. Diversos estudos demonstram a importância da PCR na prática clínica 

(WILLIAMS et al., 1990; JARDIM et al .,2003; ALMEIDA et al., 2004;  ROSA et al., 

2013 ).    

 Mais recentemente, a PCR em Tempo Real (qPCR) demonstrou ser uma 

ferramenta importante na detecção e quantificação de DNA de M. leprae, mesmo em 

pacientes PB. Diversas sequências podem ser utilizadas como alvo em ensaios de 

qPCR (ROSA et al. 2013). Martinez e colaboradores (2006), demonstraram que a 

qPCR desenhada para um alvo de Ag85B foi altamente sensível em amostras de 

biópsias de pele (80%) de pacientes paucibacilares. Posteriormente, um estudo com 

pacientes com formas clínicas de difícil diagnóstico, testou quatro sistemas de qPCR 

(Ag85B, SodA, RLEP, 16S) os quais se mostraram específicos, embora o 16S tenha 

se mostrado mais específico e um pouco menos sensível que os outros métodos 

(MARTINEZ et al., 2011). Por isso, o método 16S foi escolhido para fazer análises que 

buscam identificar novos casos em contatos bem como facilitar o diagnóstico 

diferencial. Nos últimos anos, vários estudos demonstraram a confiabilidade dos 

ensaios baseados no 16S na rotina diagnóstica de casos inconclusivos e para o 

monitoramento de contatos. Desta forma, o ensaio de 16S é alvo consolidado, 

específico, sensível e pode auxiliar na resolução de problemas na rotina diagnóstica 

de pacientes paucibacilares (MARTINEZ et al.,  2009; MARTINEZ et al.,  2011; 

BARBIERI et al.,2014).   
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2. JUSTIFICATIVA  

  

  

Sabe-se que a hanseníase ainda representa importante problema de saúde no 

Brasil. Anualmente, aproximadamente 40.000 novos casos de hanseníase são 

diagnosticados no país. Em 2014, foram notificados 651 casos de hanseníase no 

Estado do Amazonas. O diagnóstico precoce da doença é importante para se evitar 

incapacidades e deformidades físicas associadas à hanseníase, além de ser baseado 

no exame clínico e, principalmente, na baciloscopia e exame histopatológico. No 

entanto, o amplo espectro de manifestações clínicas e as limitações dos exames 

diagnósticos disponíveis na rotina podem tornar o diagnóstico menos preciso. Nesses 

casos, a baciloscopia é geralmente negativa e o exame histopatológico inconclusivo, 

o que torna a decisão de início do tratamento bastante difícil. Sabe-se que quanto mais 

precocemente o paciente com hanseníase for tratado, menor é a possibilidade de 

incapacidade física para o mesmo. Para tentar solucionar este tipo de problema, 

técnicas de Biologia Molecular, como a PCR em Tempo Real (qPCR) tem sido capaz 

de auxiliar na decisão clínica de pacientes cujas biópsias cutâneas são inconclusivas 

para hanseníase ao exame histopatológico. A qPCR é uma ferramenta bastante 

sensível e específica que permite além da detecção, a quantificação das bactérias 

presentes na amostra, auxiliando o diagnóstico em casos paucibacilares com 

baciloscopia negativa e exame histopatológico inconclusivo.  
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3. OBJETIVOS  

  

  

3.1. OBJETIVO GERAL  

  

• Avaliar o papel da técnica da PCR em Tempo Real (qPCR) na detecção de M. 

leprae em biópsias cutâneas de pacientes com suspeita clínica de hanseníase 

e exame histopatológico inconclusivo para a doença.  

  

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

  

• Validar o teste de qPCR a partir de alvo 16S rDNA em biópsias de pele frescas;  

• Realizar análise quantitativa para detecção de DNA de M.leprae por qPCR e 

fazer inferências do número de genomas nas amostras estudadas;  

• Comparar os resultados entre os grupos de pacientes de difícil diagnóstico com 

os controles positivos (pacientes com hanseníase) e negativos  

(pacientes com outras dermatoses);  

• Fazer análises qualitatitivas para comparar os resultados de qPCR com outros 

dados clínicos e parâmetros laboratoriais como IB, histórico de hanseníase na 

família, bem como com laudo da histopatologia como suportes ao diagnóstico 

clínico;  

• Comparar a eficiência da qPCR quando comparadas as biópsias frescas e 

parafinizadas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

  

4.1. TIPO DE ESTUDO  

  

O estudo foi caracterizado como transversal com amostras de arquivo em 

parafina e biópsias frescas realizado no Laboratório de Biologia Molecular da FUAM 

para validação do teste de qPCR para diagnóstico da hanseníase. Para isso o estudo 

contou com a coleta de amostras sabidamente positivas e negativas para a 

hanseníase bem como de amostras com suspeita clínica de hanseníase e exame 

histopatológico inconclusivo para a doença, atendidos por demanda espontânea na 

FUAM, no período de março a agosto de 2014 para amostras frescas. As amostras 

incluídas em parafina foram recuperadas de arquivo a partir de março de 2014 até 

maio de 2015.    

  

  

4.2. ASPECTOS ÉTICOS  

  

O presente estudo foi aprovado no Comitê de Ética e Pesquisa da Fundação 

Alfredo da Matta (CEP-FUAM) sob parecer 522.919 em 06 de fevereiro de 2014. Todos 

os pacientes incluídos neste estudo leram e foram instruídos quanto a participação no 

estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo-I).  

  

  

4.3. AMOSTRAGEM  

  

Foram coletadas 82 biópsias cutâneas frescas de pacientes no Centro Cirúrgico 

da FUAM e incluídos em três grupos: controle, outras dermatoses e suspeitos. No 

grupo controle, definido com a doença, foram incluídos os pacientes MB (incluindo as 

formas clínicas virchovianas, borderline virchovianas e borderlineborderline) e 

pacientes PB (incluindo as formas clínicas indeterminada e tuberculóide). O grupo de 

outras dermatoses, considerado negativo para a hanseníase, foi composto de 

amostras com diagnóstico confirmado para doenças dermatológicas de origem não 

infecciosa, como: psoríase, ptiríase versicolor, vitiligo e granuloma anular. E o último 

grupo, o de suspeitos, ou seja, o grupo teste composto por biópsias de pacientes com 
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suspeita clínica de hanseníase e exame histopatológico inconclusivo para a doença. 

Em relação às biópsias parafinadas, foram recuperadas 98 amostras de arquivo da 

Histopatologia da Fundação Alfredo da Matta e distribuídas também em três grupos 

idênticos aos das biópsias frescas.  

  

  

4.4. COLETA DE AMOSTRAS  

  

A coleta das amostras frescas ocorreu no período de março de 2014 a maio de 

2015. Foram coletadas biópsias cutâneas com punch 3 mm e conservadas em etanol 

a 70%, conforme recomendação do Ministério da Saúde e da OMS. Essas amostras 

foram armazenadas em freezer -70°C e posteriormente processadas no Laboratório 

de Biologia Molecular, da FUAM. Em relação às biópsias parafinadas, as amostras se 

encontravam no arquivo da Histopatologia da Fundação e somente após a análise 

histopatológica, foram retirados 5 cortes de 5 micras do tecido e armazenados em 

freezer até o processamento de extração de DNA.   

  

  

4.5. EXTRAÇÃO DE DNA  

  

O DNA total foi extraído das amostras pelo Kit DNeasy Blood and Tissue® 

(QIAGEN) seguindo as recomendações do fabricante, com algumas modificações. 

Previamente ao protocolo de extração de DNA, nas biópsias armazenadas em etanol 

70%, o tecido foi fragmentado com auxílio de lâminas de bisturi estéril, enquanto que 

no outro grupo de biópsias, houve um tratamento prévio para retirar a parafina. Um 

volume de 500 uL de xilol aquecido a 45oC foi adicionado para remoção da parafina. 

O tubo foi agitado manualmente e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para 

sedimentação dos cortes. O procedimento foi repetido até os cortes estarem livres de 

parafina  

  

  

  

4.6. QUANTIFICAÇÃO DE DNA POR FLUORIMETRIA  
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 O DNA total extraído das amostras foi quantificado utilizando o Qubit®3.0 fluorímetro, 

com o kit Qubit™ dsDNA BR assay (Life Technologies), de acordo com as instruções 

do fabricante. Este equipamento permite a quantificação de DNA, RNA e proteínas 

utilizando corantes fluorescentes. Estes corantes são específicos para cada tipo de 

biomolécula, mesmo em baixas concentrações.  

  

4.7. ENSAIO DE DETECÇÃO DE DNA DE M. leprae  UTILIZANDO qPCR   

  

Para a detecção do DNA de M. leprae, o alvo de amplificação foi a região gênica 

de cópia única 16S rRNA específica do bacilo. Este ensaio foi padronizado de acordo 

com Martinez et al 2011, e utilizado com o objetivo de determinar o número de 

bactérias presentes em amostras biológicas de pacientes.   

O estudo de amplificação do gene alvo foi realizado pela técnica de PCR 

quantitativo, a qual é baseada no monitoramento do nível de fluorescência detectada 

durante a amplificação de DNA ciclo a ciclo.  

As amostras de DNA foram submetidas à amplificação da região ribossomal  

16S de M. leprae, em triplicata utilizando como primer senso a sequência 5’- GCA  

TGT CTT GTG GTG GAA AGC-3’ e anti-senso 5’-CAC CCC ACC AAC AAG CTG  

AT-3’, como sonda fluorogênica foi utilizada a sequência 16S rRNA Taq-probe (5’- 

CAT CCT GCA CCG CA-3’) da Applied biosystem™ .  

O volume total de reação de 25 μL foi composto de:  12,5 µL do tampão  

TaqMan® qPCR Master Mix 1X (Life Technologies), 1µM do primer senso do alvo  

16SrRNA, 1µM do primer anti-senso do alvo 16SrRNA, 0,2µM da sonda Taq16SrRNA 

e de 2 μL DNA genômico.   

As condições de ciclagem utilizadas nas reações de amplificação foram:  

inicialmente 50°C por 2 minutos, seguida de uma incubação de 95°C por 10 minutos; 

40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, utilizando o sistema PCR em 

tempo real. As reações foram procedidas no StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems 

(Life Technologies).  

A princípio, as triplicatas que tiveram amplificações em pelo menos duas ou três 

replicatas e com Ct (Cycle threshold) menor ou igual a 37 foram consideras positivas.  
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4.8. QUANTIFICAÇÃO ABSOLUTA  

  

A plataforma StepOnePlus™ é capaz de detectar a luz oriunda da reação de 

amplificação, onde o nível de fluorescência computado é aquele suficiente para atingir 

um limiar de detecção para cada amostra analisada e por convenção denominado de 

Ct (Cycle threshold).   

A quantidade de DNA do M. leprae presente nas amostras clínicas, ou seja, o 

número de genomas (bacilos) encontrado em cada amostra foi gerado através de uma 

associação estatística entre o valor de Ct, obtido para cada amostra analisada, em 

função do tamanho do genoma do M.leprae conforme descrito em Martinez et al., 

2011.   

Em resumo, foi realizada uma análise de regressão linear utilizando o software 

R, onde os valores de Ct gerados a partir de uma curva padrão (amostras com 

concentrações conhecidas variando de 1ng a 3,25fg) foram plotados e uma equação 

da reta construída, sendo possível a partir desta estimar o número de cromossomos 

de M.leprae considerando que o genoma de um M. leprae seja equivalente a 3fg.  

 De acordo com essa metodologia, colaboradores da FIOCRUZ, do Rio de 

Janeiro, construíram uma tabela de conversão que calcula o número de genomas 

presente na amostra analisada inserindo apenas o valor do Ct, obtido na análise da 

StepOnePlus™ basicamente a partir da interpolação dos valores de Ct na equação da 

reta.  

 Nesse trabalho, utilizou-se essa tabela de associação para obtenção do 

número de bactérias presentes nas amostras biológicas de pacientes.   

  

4.9. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS   

  

Para avaliar o alvo 16S como marcador de diagnóstico de M.leprae, foram 

realizados os testes de Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e 

Valor Preditivo Negativo (VPN). O teste de Sensibilidade mede a capacidade de 

detectar os pacientes com a doença. Já o teste de Especificidade mede a 

probabilidade de detectar os não doentes. O VPP mede a probabilidade da doença 

estar presente quando o teste for positivo e o VPN é a probabilidade da doença não 

estar presente quando o teste for negativo. Além disso, foi realizado o teste de ANOVA 
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e a Correção de Bonferroni no programa GraphPad Prism 5.04 para comparar o 

número de genomas entre os tipos de biópsias.   
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5. RESULTADOS  

  

  

  

5.1. ANÁLISE EM BIÓPSIAS CONGELADAS APÓS COLETA   

  

 Foram coletadas 82 biópsias frescas as quais foram congeladas imediatamente e 

armazenadas em álcool 70%, em freezer -70oC. Destas, apenas 65 tiveram 

amplificação no teste de qPCR. Em. Em 17 amostras houve problemas com a extração 

de DNA (quantidades ínfimas, ou com muita contaminação com proteína, ou reagentes 

da extração e o DNA não foi usado a amplificação). Todas as amostras foram 

analisadas inicialmente pela histopatologia e o laudo foi discutido com o 

dermatologista responsável, que definiu uma classificação clínica. Os resultados de 

qPCR não foram apresentados ao dermatologista e não foram incluídos nos 

prontuários dos pacientes, tendo em vista que esse estudo trata-se de uma etapa de 

validação. Entretanto, na maioria das amostras há uma convergência entre o laudo da 

patologia e a conclusão diagnóstica.   

 Nove pacientes foram diagnosticados com outras dermatoses, como: granuloma 

anular, lesão tumoral, micose fungóide granulomatosa, melanoma, lúpus eritematoso 

subagudo e linfoma. Destes, dois tiveram resultado de qPCR positivo (granuloma 

anular e lesão tumoral) e ambas as amostras apresentaram um número de genomas 

alto (48,24 e 18,40, respectivamente). Independentemente do resultado positivo de 

qPCR, dado o diagnóstico, essas amostras foram consideradas como controles 

negativos para fins de comparação para os testes de especificidade e sensibilidade.  

   

Tabela 1 - Apresentação descritiva dos pacientes com outras dermatoses testados.  

    

Histórico 
de  

Hanseníase  

Laudo 

histopatológico  
Baciloscopia  Diagnóstico clínico  qPCR  Número de 

genomas  

Não  lúpus tumido  Não realizada  Lúpus tumido  Negativo     -  

Não  Ausente  Negativo  Micose 

fungóidegranulomatosa  
Negativo  -  

Não  Descritivo  Negativo  Outras afecções da 

pele  
Positivo     10,49  
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Não  Carcinoma  Não realizada   Lesão tumoral  Positivo  18,4  

Não  Paniculite/ 

eritema nodoso   
Não realizada  Eritema nodoso  Negativo    

-  

Não  Granuloma 

anular 

elastolítico  

Negativo  Granuloma anular  Positivo  48,24  

Não  C/C 

ceratoseactinica  
Negativo  Melanoma  Negativo    

-  

Não  Descritivo  Negativo  Púrpura pigmentar  Negativo  -  

Não  Descritivo  Não realizada  Lupus eritematoso 

subagudo  
Negativo   -  

  

    

 Em relação às amostras de pacientes com hanseníase, foram recuperadas 38 

amostras. Deste total, duas amostras foram discordantes entre o diagnóstico clínico e 

o laudo histopatológico. A primeira teve suspeita diagnóstica de psoríase; não foi 

realizado o teste de baciloscopia; o paciente não relatou contato com a hanseníase e 

o resultado da histopatologia sugeriu dermatite psoriaseforme. Entretanto, a clínica 

tratou como hanseníase PB e esta amostra teve o resultado de qPCR positivo (Ct= 

36.66; número de genomas= 10,42). Já a segunda amostra, teve como hipótese 

diagnóstica hanseníase borderline tuberculóide ou ptiríase versicolor; não foi relatado 

pelo paciente contato domiciliar com hanseníase; o teste de baciloscopia foi negativo; 

o resultado da histopatologia foi de processo inflamatório inespecífico e o resultado de 

qPCR foi negativo. Neste caso, a clínica foi soberana e diagnosticou como hanseníase 

paucibacilar.   

 Foram diagnosticados 13 pacientes como hanseníase multibacilar. Em relação ao 

teste de baciloscopia, em apenas em 10 dos 13 pacientes, foi positivo. Como 

esperado, todos foram positivos para o teste do qPCR. Quanto à forma clínica, seis 

pacientes foram classificados como MHV, sete como MHD. Entre os pacientes MB, 

um apresentou recidiva, outro apresentou reação do tipo I (ou reação reversa - RR) e 

um último paciente apresentou eritema nodoso hansênico (ENH). Este último 

paciente, apresentou um hansenoma, sabidamente uma lesão com grandes 

quantidades de bacilos, em pacientes virchovianos e apresentou a maior quantidade 

de genomas (2.060.229,54), tendo portanto, o menor valor de Ct (18.44).   Foram 

classificadas 25 amostras de pacientes como paucibacilares. Desses, 52% (13/25) 
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foram positivos para a qPCR. Desses pacientes, 17 foram diagnosticados como MHD, 

sendo que sete apresentaram resultado negativo para qPCR. Destes que foram 

negativos para a qPCR, a metade relatou alguma história pregressa com a 

hanseníase, sendo que um deles era suspeito de recidiva e três eram contatos. Os 

demais 10 pacientes classificados como MHD, tiveram resultados positivos para a 

qPCR. Uma porcentagem de 40% (4/10) pacientes tinham histórias pregressas com a 

hanseníase sendo 2 contatos e 2 pacientes com suspeita de reação pós-alta. Observa-

se que as formas dimorfas, dentre as formas clínicas paucibacilares na classificação 

de Ridley e Jopling, poderia ser considerada multibacilar.  

 Em relação às formas clínicas que classicamente são muito difíceis de se detectar M. 

leprae, como, a MHT e a MHI, observou-se que dos três pacientes diagnosticados com 

MHT, todos foram qPCR negativos. E dentre os cinco pacientes com a forma 

indeterminada (MHI), 60% (3/5) tiveram detecção de DNA por qPCR.   

  

Tabela 2- Desempenho do Teste Molecular para o alvo 16S de Mycobacterium leprae 
em relação a Classificação Operacional em biópsias frescas.  
  

 

 Classificação Operacional  Biópsias frescas (n= 38)  

  Pos % (n)  Neg % (n)  

Paucibacilares   52 (13)   48 (12)   

Multibacilares   100 (13)   0 (0)   

Total  68,5 (26)  31,5 (12)  

 No grupo de biópsias frescas testadas para a qPCR, identificou-se ainda três 

amostras de pacientes em que a conclusão diagnóstica foi hanseníase, mas não se 

inclui nos grupos acima, tendo em vista que na recuperação dos dados, houve alguma 

incongruência. Por exemplo: um paciente foi tratado por 12 meses e teve diagnóstico 

de MHV, não está claro a necessidade desta biópsia se teria sido realizada para 

excluir/incluir reação, por exemplo. Ainda, esse paciente teve teste de qPCR negativo 

e baciloscopia positiva. Outros 2 pacientes, também negativos ao qPCR, tiveram 

diagnóstico de hanseníase, com a histopatologia inconclusiva e a baciloscopia 

também foi negativa para ambas amostras.  

 E assim dessa forma, com os resultados para biópsias frescas, foi possível calcular a 

sensibilidade e a especificidade do teste de qPCR  
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Tabela 3- Análise de desempenho epidemiológico do teste de qPCR para hanseníase 
com relação às biópsias frescas.  
  

   

Hanseníase  Sensibilidade  Especificidade  VPP   VPN  

  Ausente presente      

qPCR  

positivo  

 3  26   

68,5%    66,70%  89,7%  33,3%  

qPCR  

negativo  

 6  12       

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo  

    

    

 Uma análise subsequente foi realizada para estimar a quantidade de genomas dentre 

pacientes MB e PB. A Figura 16 indica que, como esperado, a mediana do número de 

genomas em pacientes MB é maior que em pacientes PB para esse grupo de 

amostras.  

  

Figura 16 - Gráfico de dispersão em relação à classificação operacional MB e PB 
versus o número de genomas (MB: multibacilar; PB: paucibacilar; Ct: Cycle threshold; 
Nº: número). A quantidade de genomas está representado em escala logarítmica.  
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 Ainda, 12 amostras tiveram diagnóstico inconclusivo. É importante lembrar, que esse 

grupo é o alvo principal desse estudo, pois, são amostras as quais a  histopatologia 

não foi capaz de definir um diagnóstico com precisão, ou, que a clínica não conseguiu 

fechar seu diagnóstico baseado no resultado da patologia. Nesses casos, é comum o 

laudo histopatológico indicar um processo/infiltrado inflamatório granulomatoso, ou 

inespecífico (descritivo), compatível com hipercromia residual, eritema anular 

centrífugo e pele normal (Tabela 4). Uma análise combinada sugere que a despeito 

do laudo histopatológico e da conduta clínica, 8 amostras em 12 testadas (66,6%), 

foram positivas para a qPCR (Tabela 4). A análise da quantidade do número de 

genomas indica que, juntamente com o histórico clínico e a avaliação 

dermatoneurológica, associada à quantidade de DNA, poderia auxiliar no diagnóstico. 

Dado que o teste de qPCR, como visto anteriormente, teve nas condições testadas, 

baixa especificidade, apenas amostras com muitos genomas (≥48,24 genomas) 

poderia ter maior precisão diagnóstica.  

  

Tabela 4 - Análise descritiva dos pacientes com diagnóstico inconclusivo para 

hanseníase em relação às biópsias frescas.  

  

Hipótese 

diagnóstica  
Histórico de 

Hanseníase  
Laudo 

histopatológico  
Baciloscopia  qPCR  

(%)  
Número de 

genomas  

Hanseníase ou 

notalgia parestésica  
Não  Hipercromia 

residual  
Negativa  Positivo  12  

Hipocromia, eritema  Não  Descritivo  Não realizada  Positivo  20,90  
Hanseníase BT   Sim,recidiva?  Descritivo  Negativa  Positivo  11,29  
Hanseníase V  Sim, 

recidiva?  
Descritivo  Negativa  Negativo  -  

Paniculite, 

micobacteriose  
Não  Descritivo  Não realizada  Negativo  -  

Rosácea, Lúpus 

eritematoso discoide  
Não  Descritivo  Não realizada  Negativo  -  

MHBT,Granuloma 

doença de Lyme  
Não  Descritivo  Negativa  Positivo  20,34  

Lúpus eritematoso 

discoide  
Sim  Processo 

inflamatório 

granulomatoso  

Não realizada  Positivo  22,64  

Eritema anular 

centrífugo  
Não  Eritema anular 

centrífugo  
Não realizada  Positivo  11,83  

Hanseníase foliculite    Hanseníase,  
sífilis  

Negativa  Negativo  -  
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Hipercromia  
residual, 

hanseníase, Púrpura 

pigmentar?  

Não  Infiltrado 

inflamatório  
Negativa  Positivo  12,65  

Hanseníase 

indeterminada  
Sim  Pele normal  Negativa  Positivo  10,99  

  

  

  

5.2. TESTE DE EFICIÊNCIA EM AMOSTRAS DE PARAFINA  

  

 A despeito dos resultados anteriores de qPCR não demonstrarem especificidade ou 

sensibilidade altas, os resultados das amostras inconclusivas indicam que, alguns 

pacientes podem se valer do teste para auxiliar à conduta clínica. Neste contexto, uma 

segunda abordagem teve como objetivo analisar a pertinência de realização das 

biópsias frescas exclusivas para os testes de qPCR, em comparação com as amostras 

armazenadas em bloco de parafina.  Recentemente, Barbieri e colaboradores (2014), 

apresentaram a sugestão de uma árvore de decisão clínica  (Figura 17) que indica 

que, quando a avaliação histopatológica é inconclusiva, o teste de qPCR pode ser 

utilizado para auxílio ao diagnóstico. Neste caso, seria muito adequado que o teste 

pudesse ser realizado em amostras incluídas em parafina devido à logística de colher 

uma nova amostra para o qPCR.  

  



 

51  

  

  

Figura 17- Árvore de decisão clínica proposta por Barbieri et al., 2014.  

  

  

 Assim, das 98 amostras que foram colhidas, sete tiveram diagnósticos inconclusivo, 

seis tiveram diagnóstico de outras dermatoses e não foram testadas. Outras 24 

amostras não tiveram qPCR realizado por problemas técnicos (recuperação de 

pouquíssimo ou nenhum DNA, ausência de tecido nos blocos após extração da 

parafina, etc). Das amostras restantes, 31 eram de pacientes multibacilares e 30 de 

pacientes paucibacilares. Os resultados da eficiência dos testes podem ser vistos na 

Tabela 5. Os resultados são inesperados e sugerem que a eficiência do ensaio de 

qPCR para 16S DNA é menos sensível em amostras de pacientes multibacilares do 

que pacientes paucibacilares (69% em MB versus 80% em PB). Curiosamente, em 

paucibaciliares a sensibilidade de detecção do alvo 16S foi também maior em 

amostras recuperadas de parafina, quando comparadas às amostras frescas (80% em 

amostras de parafina versus 52% em amostras frescas) (Tabelas 2 e 5).   
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Tabela 5- Desempenho do Teste Molecular para o alvo 16S de Mycobacterium leprae 
em relação a Classificação Operacional em biópsias parafinadas.  
  

Classificação  Biópsias de Parafina  

  Positivas % (N)  Negativas % (N)  

  

Multibacilares  69 (21)   31 (10)   

Paucibacilares  80 (24)  20 (6)   

    

  

  

 Em amostras MB, os resultados foram esperados, onde a sensibilidade de detecção 

da amostra fresca foi superior (Tabela 2). Ainda, uma análise do perfil das formas 

clínicas das amostras incluídas no grupo “parafinizados” poderia explicar um viés por 

formas mais bacilíferas.O resultado indica que, dentre as formas clínicas, havia mais 

pacientes classificados como MHD (23/30, 76,6%), quatro pacientes com a forma 

indeterminada, outros três com a forma MHT. Como descrevemos anteriormente nas 

amostras frescas tivemos 17 pacientes MHD (68%), cinco pacientes MHI, 3 pacientes 

MHT. Portanto, o aumento de formas clínicas BT no grupo da parafina não explica 

consistentemente a diferença na sensibilidade.    

  A partir destes resultados, foi possível calcular a sensibilidade (73,8%) do teste de 

qPCR para biópsias parafinadas. No entanto, não foi possível calcular a especificidade 

neste grupo, pois não havia um grupo de não doentes para usar como comparação.   

 A estimativa da quantidade de genomas dentre os pacientes MB e PB provenientes 

das biópsias parafinadas é mostrada na Figura 18, e,  como esperado, mostrou que o 

número de genomas em pacientes MB é maior que em pacientes PB, assim como 

visto anteriormente nas biópsias frescas (Figura 16).   
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Figura 18 - Relação entre a classificação operacional MB e PB versus o número de 
genomas (MB: multibacilar; PB: paucibacilar; Ct: Cycle threshold; Nº: número). A 
quantidade de genomas está representado em escala logarítmica.  

  

  

 Por fim,  uma análise estatística  comparando o número de genomas nos dois grupos 

de biópsias (frescas e parafinadas) estudadas também foi surpreendente e mostrou-

se significativo após a correção de Bonferroni (p≤0,05) (Figura 19).  
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Figura 19 - Relação entre os tipos de biópsias versus o número de genomas (MBf: 
multibacilar biópsia fresca; MBp: multibacilar biópsia parafinada; PBf: paucibacilar 
biópsia fresca; PBp: paucibacilar biópsia parafinada; Ct: Cycle threshold; Nº: número; 
p: p-valor). A quantidade de genomas está representado em escala logarítmica.  

  

  

  

  

    

  

  

  

  

  

  

  

 

  



 

55  

  

6. DISCUSSÃO  

  

  

Nos últimos 10 a 15 anos, uma quantidade relevante de estudos surgiu a 

respeito do uso de tecnologias do tipo point-of-care para o diagnóstico de doenças 

infecciosas. Várias técnicas baseadas na Biologia Molecular, bem como, ensaios 

imunológicos, têm se mostrado úteis, especialmente em tuberculose e em HIV. 

Paralelamente, ensaios de detecção de ácidos nucleicos semi-automáticos, em 

média/larga escala, de custo acessível também estão disponíveis, embora, as 

validações desses métodos para doenças negligenciadas, como a hanseníase, ainda 

não estejam disponíveis.   

A literatura demonstra que a detecção do diagnóstico de hanseníase por PCR 

tem avançado de maneira relevante (Martinez et al., 2014). É interessante que o 

desenvolvimento da técnica aplicada à detecção de M. leprae tem pouco mais de 25 

anos (Woods & Cole, 1989). Os estudos originais baseavam-se em PCR associado à 

hibridação radioativa (Santos et al., 1993), técnica que era muito laboriosa. 

Atualmente, os métodos de detecção baseados em fluorescência possibilitam a leitura 

da amplificação literalmente em “tempo real”, onde, a quantidade de fluorescência é 

proporcional à quantidade de DNA amplificado no sistema e detectado 

simultaneamente a replicação do DNA in vitro. Os métodos para extração de ácidos 

nucleicos também se modernizaram rapidamente e os métodos artesanais foram 

eliminados, como diversas etapas de purificação e utilização de reagentes de difícil 

manuseio. Atualmente, kits com soluções simples e purificação baseada em cartuchos 

ou outros dispositivos, facilitam a utilização do usuário. Assim, os métodos de extração 

acoplados a sistemas de qPCR possibilitam hoje análises quantitativas precisas, onde 

o número de genomas (dentre outras aplicações para quantificação de ácidos 

nucleicos, não discutidos aqui) é realizado sem etapas de pósprocessamento, que 

restringem inibição e/ou contaminação, dentre outros problemas inerentes à técnica 

de PCR.  

Nos últimos anos, é muito interessante que realmente a PCR convencional ou 

quantitativa estejam sendo usadas em diferentes países endêmicos para detecção de 

DNA de M. leprae, em diferentes tipos de amostras (Martinez et al., 2014). Além disso, 

a qPCR tem se mostrado valiosa especialmente para detectar casos difíceis de formas 

clínicas classificadas operacionalmente como paucibacilares (Barbieri et al., 2014). 
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Mais recentemente, alguns grupos de pesquisa estão estabelecendo coortes de 

contatos domiciliares de pacientes para estimar a chance de indivíduos com PCR 

positivo avançar da infecção latente (contatos), para a doença ativa, indicando que 

indivíduos com PCR positivo, têm de fato, maior risco de adoecimento (Reis et al., 

2013). Mais recentemente, este mesmo grupo apresentou um resultado importante 

onde alguns doadores de sangue assintomáticos, com resultado de qPCR positivo, 

desenvolveram hanseníase em um acompanhamento de 5 anos  

(Goulart et al., 2015).  

Apesar dos recentes avanços no combate à doença, onde o tratamento 

eficiente está disponível, a hanseníase é uma infecção silenciosa que pode durar 

longos períodos de incubação. Assim, visando a interrupção da cadeia de 

transmissão, uma abordagem mais ousada seria a quimioprofilaxia de indivíduos 

infectados, que poderia ser definida pelo qPCR positivo, por exemplo.   

Neste estudo, procurou-se validar resultados anteriores (Martinez et al., 2011, 

Barbieri et al., 2014) de forma independente para utilização da técnica de detecção de 

DNA de M.leprae pela reação de qPCR. No entanto, há uma lacuna importante para 

estudos multicêntricos bem desenhados utilizando-se ensaios de qPCR únicos que 

possam ser comparados.  

A comparação de novos métodos diagnósticos na hanseníase tem uma 

característica peculiar, que é a ausência de padrão-ouro para comparação desses 

novos métodos. O estudo de Martinez e colaboradores (2011), um dos poucos 

trabalhos na literatura que empregou uma comparação de amostras de pacientes 

hansenianos e de pacientes com outras dermatoses, para fins de estimativas de 

sensibilidade e especificidade, respectivamente, detectou DNA de M.leprae dentre 

amostras classificadas como outras dermatoses. A detecção pode ser devido ao 

diagnóstico equivocado da histopatologia ou da clínica. É curioso que algumas 

amostras diagnosticadas para histopatologia como granuloma anular sejam positivas 

para qPCR de DNA de M.leprae (Moraes  MO, comunicação pessoal), como foi o caso 

de uma das amostras desse grupo de biópsias frescas. Algumas das doenças 

granulomatosas são especialmente confundidoras, como a sarcoidose, pois a 

presença de granuloma epitelióide é um sinal cardinal na histopatologia que define 

uma “chave” de classificação onde está também a hanseníase, indicando a 

probabilidade média de ser hanseníase, mas não exclui outra inflamação 

granulomatosa (Barbieiri et al., 2014). A detecção de DNA de M.leprae, dentre 
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pacientes com outras dermatoses, pode ainda ser devido a possibilidade de terem 

uma infecção subclínica. De fato, muitas das amostras positivas ao qPCR, nesse 

grupo de outras dermatoses, relatam histórico de contato com a hanseníase. Portanto, 

poderia sugerir que haveria algum DNA de M. leprae na pele. Se esse DNA é 

associado à lesão, é difícil de se estabelecer.  

Uma limitação desse estudo foi incluir apenas nove  amostras de outras 

dermatoses. Na verdade, um painel com amostras isoladas de doenças de pele 

infecciosas, com apresentações clássicas, como, leishmaniose tegumentar ou 

tuberculose cutânea, poderia aumentar o número amostral e a clareza de definição 

diagnóstica poderia melhorar a análise. De fato, a única forma de esclarecer o 

confundimento, dado que duas das seis das amostras de outras dermatoses (34%) 

foram positivas ao qPCR, é a prova terapêutica, pois como são doenças crônicas, a 

remissão completa da lesão pode ser demorada. E eventualmente, pacientes com 

diagnóstico de outras dermatoses que não apresentam remissão da lesão poderiam 

ser reavaliados. Portanto é possível que as amostras diagnosticadas hoje, como 

granuloma anular, possam ainda ser classificadas como hanseníase no futuro. De fato, 

no estudo de Martinez e colaboradores (2011) houve a detecção de 7 amostras 

positivas (em 20 testadas) para o ensaio de RLEP de qPCR real, em amostras 

diagnosticadas como outras dermatoses, pelo Ambulatório Souza Araújo. Como se 

tratava de um estudo retrospectivo, uma busca no SINAN indicou que 3 desses 

pacientes, foram encontrados no registro do Ministério da Saúde, indicando que foram 

diagnosticados com hanseníase alguns anos depois do diagnóstico.   

Uma das análises interessantes foi avaliação do teste de qPCR para 

diagnóstico de amostras consideradas inconclusivas. Os resultados do presente  

estudo para as amostras inconclusivas, sugerem que quando avaliado o resultado da 

histopatologia “descritivo”, apenas frente ao número de genomas, é possível inferir 

que a amostra é de um paciente de hanseníase, claramente apoiada por suspeita 

clínica dermatológica. Quando a amostra apresenta um alto número de genomas, é 

razoável dizer que a probabilidade do diagnóstico ser hanseníase é alta. Entretanto, 

dado a especificidade do ensaio de 67%, algumas amostras são provavelmente falsos 

positivos. Isso considerando que o estabelecimento do ponto de corte, ainda que 

empírico, seja baseado em estudos anteriores (Martinez et al., 2011; Barbieri et al., 

2014), onde o valor do Ct (Cycle threshold), faz uma inferência a partir de curvas 

padrão utilizadas anteriormente, que indicam que o valor de Ct de 37, apresenta algo 
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como 8 genomas. Este valor, teoricamente, sugeriria uma chance maior de termos 

mais especificidade. Assim, apenas um acompanhamento de longo prazo e 

eventualmente a prova terapêutica quando indicado pelo dermatologista que poderiam 

auxiliar na análise definitiva dos resultados.   

Mesmo assim, os dados em pacientes confirmaram a maior parte dos estudos 

da literatura que conseguem detectar DNA em 100% das amostras frescas, de 

pacientes multibacilares, e, 52% das amostras paucibacilares. Estudos realizados com 

qPCR indicam uma positividade de 50-75% no grupo de pacientes com poucos bacilos 

(Kramme et al., 2004; Martinez et al., 2006; Rudeeaneksin et al., 2008). Curiosamente, 

assim como observado neste estudo, Yan e colaboradores (2014) demonstraram uma 

positividade em torno de 75% em biópsias parafinadas de pacientes paucibacilares 

(PB). O resultado é surpreendente dado que usando o mesmo ensaio, o 16S rDNA, a 

positividade nas amostras recuperadas de parafina foi maior que nas amostras 

frescas. E, o inverso foi observado na comparação entre biópsias de pacientes 

multibacilares, quando comparados aos dois tipos de armazenamento (fresca/álcool 

versus parafina), ou seja, em pacientes MB as biópsias frescas tiveram um melhor 

rendimento. É surpreendente que a positividade nesse grupo de MB tenha sido baixa 

em amostras de parafina (69%).   

A degradação de DNA em amostras parafinadas é um fato descrito e está 

associado ao período de fixação. Normalmente, a fixação rápida (3-4h) gera amostras 

com DNA de qualidade para análises posteriores. Entretanto, na rotina e nos 

procedimentos de laboratórios estruturados, a fixação é feita por mais de 24h, o que 

conhecidamente, leva a degradação do DNA. Entretanto, parece que esse efeito foi 

proeminente apenas em amostras com muitos bacilos. As amostras de pacientes 

paucibacilares não apresentaram essa perda de eficiência e pelo contrário, parecem 

mais adequadas à realização de ensaios de qPCR. Curiosamente, os pacientes com 

diagnóstico difícil são justamente de formas paucibacilares. Portanto, é interessante 

sugerir uma árvore de decisão clínica para diagnóstico (Figura 17). Antes, entretanto, 

é necessário aumentar o número amostras, especialmente entre o grupo de outras 

dermatoses no sentido de qualificar e aumentar a robustez das análises de 

especificidade e sensibilidade. De qualquer forma, há a possibilidade de utilizar 

amostras de arquivo para ensaios de qPCR, quando o resultado da patologia for 

inconclusivo. Isso é uma novidade e pode sugerir, caso reproduzido 

independentemente, uma nova estratégia de menor custo para a realização do qPCR. 
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Mesmo assim, o estudo carece da comparação da mesma amostra incluída em 

parafina e armazenada em álcool 70% para estimativas precisas do número de 

genomas de uma mesma amostra clivada e testada com as duas técnicas de 

armazenamento.   

A análise do número de genomas é muito interessante, pois de fato, confirma 

que as amostras de pacientes MB têm mais DNA e consequentemente, mais  bacilos 

que os pacientes PB, sugerindo que a metodologia seria capaz de inferir uma espécie 

de índice baciloscópico molecular (Figura 19). Mesmo assim, uma surpresa foi 

justamente a detecção de boa quantidade de DNA das amostras recuperadas de 

parafina dentre os pacientes paucibacilares. Como dito anteriormente, há necessidade 

da melhoria do teste de qPCR nas condições utilizadas nesse estudo para aplicação 

clínica, mas a detecção de alta carga molecular é certamente compatível com 

hanseníase e pode antever algumas aplicações interessantes. Por exemplo, parte dos 

dados para tentar correlacionar o número de genomas entre de formas clínicas 

específicas não apresenta a linearidade esperada.   

Na classificação MHV, há variações grandes nas cargas moleculares (onde 

números de genomas altos e médios são observados) e esse resultado é interessante 

que sugere que carga total pode ser muito variável na biópsia (mesmo considerando 

que algumas amostras podem haver artefatos técnicos, como inibição do qPCR, por 

exemplo). Mesmo assim, pacientes com formas bacilíferas podem ter variações de 

mais de 10.000X, todos classificados como Virchovianos. De fato, pacientes do pólo 

lepromatoso apresentam diferenças importantes no índice baciloscópico e portanto, 

essa grande variabilidade no número de genomas em uma mesma forma clínica, não 

é novidade. Entretanto, a possibilidade de quantificar precisamente o número de 

bacilos em pacientes com alta carga bacilar pode ser uma estratégia para personalizar 

tratamentos e eventualmente avaliar a ausência da melhora frente ao tratamento e/ou 

falha terapêutica. Portanto, a técnica poderia ser usada em análises de seguimento 

nos mesmos pacientes para avaliar a eficácia do tratamento.   

Atualmente, vem se discutindo a uniformização do tratamento PQT para todos 

os pacientes com hanseníase, independente da forma clínica. Um grande estudo 

clínico chamado de MDT-U preconiza o uso dos três medicamentos em PB e MB por 

6 meses (Penna et al., 2014).  Portanto, a introdução de um novo esquema terapêutico 

pode se valer de uma técnica precisa e quantitativa para o acompanhamento 

longitudinal de pacientes, na tentativa de avaliar cuidadosamente a melhora associada 
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ao clareamento da carga bacilar estimada molecularmente. Ainda, uma variação da 

técnica não estudada aqui, mas que teria uma grande utilidade seria a aplicação de 

RT-PCR quantitativo para estimar não apenas a quantidade de bactérias, mas a 

viabilidade a partir de detecção do RNAm (Martinez et al., 2009). Essa metodologia 

vem sendo largamente empregada em estudos para acompanhar longitudinalmente 

em modelos experimentais in vivo e in vitro a viabilidade do M.leprae (Lobato et al ., 

2014; Teles et al., 2015). Portanto, o estudo apresentado aqui, embora com limitações, 

abre uma perspectiva interessante porque define bases para análises quantitativas e 

cria a infra-estrutura de Biologia Molecular para o desenvolvimento e aprimoramento 

de outros métodos baseados em qPCR (como o desenvolvido para detecção de RNA), 

mais aprofundados e necessários aos enfrentamentos da hanseníase, no futuro 

próximo.  

A distinção entre os estágios da hanseníase uma doença crônica e de evolução 

lenta, como, exposição, infecção latente e doença ativa é um desafio atual. Na 

verdade, devido às dificuldades específicas associadas a biologia do bacilo, como, a 

incapacidade de replicação em meios de cultura in vitro, houve um relativo atraso no 

desenvolvimento de ferramentas para a detecção inequívoca da doença. E, 

infelizmente, até hoje, não há testes eficientes para especialmente distinguir doença 

ativa, da infecção latente. Um dos complicadores é justamente a característica 

espectral da doença, onde os bacilos podem ou não ser detectados em formas com 

pouco ou nenhum bacilo versus muitos bacilos. Claramente, as formas bacilíferas 

(com exceções) não tem diagnóstico complicado. O problema é notadamente entre os 

pacientes do pólo paucibacilar, que ainda apresenta diversas outras dermatoses de 

etiologia desconhecida, que são parecidas tanto na observação clínica, quanto nas 

análises clássicas, como a contagem bacilar (que é negativa para todos), e a 

histopatologia que apresenta, por exemplo, um granuloma epitelióide em sarcoidose 

ou hanseníase. Esses métodos clássicos, portanto não são capazes em alguns casos 

de aumentar a precisão diagnóstica. Para isso, análises alternativas utilizando-se 

parâmetros imune como ensaios sorológicos ou de secreção de interferon-gama 

(IFNg) podem ser utilizados. Os ensaios sorológicos são muito pouco específicos e 

tendem a apresentar-se como a baciloscopia, ou seja, é positivo em pacientes 

bacilíferos e negativos em pacientes do pólo PB (Fabri et al., 2015). E, os estudos de 

secreção de interferon, frente desafio a antígenos específicos, não distinguem 

contatos, de pacientes paucibaciliares com clareza (Martins et al., 2012). Por isso, os 
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resultados indicam que a PCR quantitativa ainda seria uma técnica mais promissora 

(Martinez et al., 2014). Nesse primeiro estudo na FUAM, o método necessita de 

ajustes para poder melhorar a especificidade.  

Estudos conduzidos nos últimos 15 anos, desde a publicação do genoma de M. 

leprae, levaram ao desenvolvimento de melhores ensaios para a amplificação de 

alvos/genes específicos a partir de PCR para o diagnóstico da hanseníase e 

monitoramento de contatos. E também a validação de tecnologias do tipo point-ofcare, 

baseadas em testes sorológicos ou para a detecção de DNA. Em M. tuberculosis tem 

se utilizado amplamente a tecnologia de detecção em cartuchos individuais que 

podem ser realizados ambulatorialmente. Não há motivos para crer que as mesmas 

vantagens de uma rápida detecção não possam ser observadas na hanseníase, 

embora alternativas mais eficazes em termos de custos, poderiam ser adequadas 

como a de ensaios em média escala, já que, atualmente, há termocicladores com a 

possibilidade de realizar 384 amostras por ensaio.  

 Em resumo, observamos nesse estudo especialmente devido à especifidade baixa, 

que o método testado de qPCR para 16S rDNA precisa de ajustes. Como perspectiva, 

antevemos a necessidade de análise dos resultados utilizando-se método baseado 

em aprendizado de máquina, que é uma inferência matemática para estimar o valor 

de corte para amostras positivas e negativas. Baseado neste resultado, será possível 

recalcular os valores de especificidade e reavaliar a necessidade de modificações 

mais detalhadas, para o aprimoramento da técnica. É curioso que o mesmo ensaio 

conduzido no Rio de Janeiro estime valores mais específicos (Moraes MO, 

comunicação pessoal). Entretanto, pequenas variações na calibração do equipamento 

ou adequação da infra-estrutura podem ser determinantes e deverão ser investigadas. 

Mesmo assim, podemos concluir que há indicações que o teste pode ser utilizado para 

algumas aplicações, como, estimativas mais precisas do número de genomas e 

eventualmente (baseado na carga bacilar), casos de difícil diagnóstico poderiam 

recorrer ao método para incluir (ou excluir) a hanseníase. Ainda, os dados indicam a 

possibilidade de utilização de amostras parafinadas que, surpreendentemente, 

apresentaram rendimento muito superior ao de biópsias frescas. Isso indica que pode 

ser realizado um algoritmo de decisão clínica (Figura 17) em situação para casos de 

difícil diagnóstico com as amostras de parafina, diminuindo os custos e facilitando a 

logística. Os resultados indicam ainda que, no futuro próximo, há possibilidade de 
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montar uma infra-estrutura para os ensaios de qPCR para vigilância de contatos e 

estudos para estimativa do risco de adoecimento.  
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7. CONCLUSÂO  

  

  

- O desempenho do teste molecular para o alvo 16S foi satisfatório, tanto em 

biópsias frescas quanto parafinadas. Novos ajustes necessitam ser realizados na 

técnica e visando a eficiência do teste;  

  

- A quantificação do número de genomas corroborou com a classificação 

operacional de pacientes com hanseníase: um maior número de genomas em MB e 

uma menor quantidade em PB;  

  

- Apenas no grupo de biópsias frescas foi possível fazer comparação dos resultados 

entre pacientes com hanseníase e pacientes de outras dermatoses, a partir desses 

dados foi obtida a sensibilidade de 68,5% e especificidade de 67,70% em biópsias 

frescas;   

  

- Mais uma vez foi possível observar que a utilização da qPCR  pode ser de grande 

importância, principalmente em casos considerados de difícil diagnóstico;  

   

- Mesmo que preliminares, estes resultados demonstram  que o 16S pode auxiliar 

no diagnóstico da hanseníase, mesmo quando os parâmetros clínicos e laboratoriais  

são inconclusivos;  

  

- Comparando os resultados entre biópsias frescas e parafinadas, as biópsias 

frescas de pacientes multibacilares, tiveram um melhor rendimento.  
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9. ANEXOS  

  

ANEXO I - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO 

(TCLE)  

  

Título do Estudo: “A importância da Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa 

na detecção do Mycobacterium leprae em casos de hanseníase de difícil diagnóstico”  

Investigadoras Responsáveis: Carolina Chrusciak Talhari Cortez e Maria Glaúcia 

Silva de Lima  

Instituição: Fundação Alfredo da Matta.  

  

Você foi convidado a participar de uma pesquisa científica. É importante que 

você entenda algumas informações gerais que serão dadas a você e a todas as 

pessoas que participarão deste estudo: (1) Sua participação é totalmente voluntária. 

(2) Você poderá interromper sua participação em qualquer momento do estudo. (3) 

Não haverá nenhum tipo de punição ou perda de seus direitos caso não queira 

participar. Depois de lidas as explicações você pode fazer qualquer pergunta 

necessária para que não restem dúvidas a respeito da forma como será feito o estudo.  

A hanseníase é doença infecto-contagiosa que afeta principalmente a pele e 

nervos periféricos e pode causar incapacidades físicas, as quais evoluem, 

potencialmente, para deformidades físicas permanentes. Segundo o Ministério da 

Saúde, o diagnóstico precoce da hanseníase e o seu tratamento adequado evitam a 

instalação das incapacidades físicas mais graves. Neste projeto propõe-se a utilização 

da reação em cadeia da polimerase quantitativa em biópsias cutâneas inconclusivas 

de pacientes com suspeita clínica de hanseníase atendidos na Fundação Alfredo da 

Matta. Caso venha se confirmar que a precisão diagnóstica deste método, pretende-

se sugerir implantação na rotina como auxílio ao diagnóstico médico.  

Procedimentos: As amostras coletadas serão biópsias cutâneas conforme 

recomendação do Ministério da Saúde e da OMS. Essas amostras serão 

fragmentadas e armazenadas de duas formas diferentes. Em etanol a 70% e 

armazenadas em freezer -70°C ou nitrogênio líquido, e a outra será armazenada em 

bloco de parafina até seu processamento.   

Riscos e Desconfortos: inerentes ao procedimento da biópsia cutânea – 

sangramento, hematoma e infecção bacteriana secundária.  
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Benefícios: A participação neste estudo pode ajudar a esclarecer o diagnóstico 

da sua doença mais rapidamente e ajudará ainda na implantação da técnica na rotina 

da Fundação, caso os resultados confirmem a alta precisão diagnóstica do teste.  

Acompanhamento Assistencial: Os indivíduos participantes deste estudo 

terão, sempre que necessário, esclarecimentos de dúvidas, acompanhamento clínico 

e laboratorial no que diz respeito à infecção por Mycobacterium leprae, podendo entrar 

em contato com a Médica Dermatologista Carolina Chrusciak Talhari Cortez 

(Departamento de Ensino e Pesquisa 3632-5858) e com a Biomédica Maria  

Gláucia Silva de Lima (Laboratório de Biologia Molecular 3632-4843) no horário de  

09:00 as 15:00h. Sempre que necessário será prestada orientação médica da 

Fundação Alfredo da Matta.   

Voluntariedade: A participação neste estudo é voluntária. Os participantes 

podem desistir de sua participação a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu 

atendimento na Fundação Alfredo da Matta.  

Confidencialidade, Privacidade e Anonimato: Os dados pessoais referentes 

à participação dos indivíduos neste estudo permanecerão confidenciais, não sendo 

divulgadas as suas identidades.   

Uso de Material Biológico Coletado: O material biológico coletado (Biópsias) 

será utilizado para o que se propõe este estudo e será armazenado para estudos 

posteriores, que tenham o mesmo objetivo proposto neste estudo.  

  

  

  

  

  

  

  

CONSENTIMENTO PÓS – INFORMAÇÃO  

  

Manaus, ___/___/___  

  

______________________                          ______________________  

   Assinatura do paciente                                      Nome do paciente   
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           ______________________                         ______________________  

 Assinatura do pesquisador                                Nome do pesquisador  

  

  

  

Este formulário foi lido para _______________________________________ (nome 

do paciente) em  ___/___/___ pelo ___________________________________ (nome 

do pesquisador) enquanto eu estava presente.  

  

    

  

  

  

______________________                          ______________________  

 Assinatura da testemunha                                 Nome da testemunha   
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ANEXO II - Tabela geral dos pacientes avaliados neste estudo.  
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