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RESUMO

O M. leprae ¢é o agente da hanseniase. Por ser um bacilo ndo cultivavel em
meios definidos, seu diagnéstico é essencialmente clinico. Pesquisas tém sido
realizadas para desenvolver novas ferramentas de diagnostico e consequente
deteccao precoce da doenca. O objetivo deste trabalho € investigar e apresentar
0 que ha de atual nas pesquisas em relagdo ao diagnostico laboratorial da
hanseniase. Foi realizada revisdo bibliografica, que utilizou 57 artigos
provindos da MEDLINE, PUBMED, LILACS, SciELO, PAHO ¢ WHOLIS,
com os unitermos: diagnéstico, hanseniase, Mycobacterium leprae, PGL-I,
biopsia, diagnostico molecular, PCR, sorologia e transmissdo. Foi constatado
que exames auxiliam no diagnoéstico diferencial, mas ndo ha um exame
considerado padrao-ouro. Os testes classicos como baciloscopia, bidpsia ¢
Mitsuda continuam sendo utilizados. O sorodiagnostico, baseado na detecgao
de anticorpos IgM ao glicolipidio fenolico I (PGLI), foi explorado e varios
testes desenvolvidos para diagndstico. As técnicas moleculares que utilizam
genes especificos do M. leprae como alvo sdo utilizadas para auxiliar em
casos dificeis e sdo consideradas técnicas promissoras pela alta sensibilidade
e especificidade, mas a maioria, ainda restritas a pesquisa, devido ao alto custo
que inviabiliza sua utilizacdo na rotina laboratorial. Novos métodos estdo
sendo testados, mas ainda s2o inviaveis pela tecnologia sofisticada e custo

elevado ou por oferecerem valor prognoéstico € ndo diagnostico.

PALAVRAS-CHAVE: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Diagnostico

laboratorial.
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ABSTRACT

Mycobacterium leprae is the etiologic agent of leprosy. As the bacillus
cannot be cultivated in artificial media, leprosy diagnosis is essentially
clinical. Studies have been performed to develop new diagnostic tools for
early disease detection. The objective was report the current research status
regarding the laboratory diagnosis of leprosy. Search in the databases
MEDLINE, PUBMED, LILACS, SciELO, PAHO and WHOLIS included
57 articles using the keywords: diagnosis, leprosy, Mycobacterium leprae,
PGL-I, biopsy, molecular diagnosis, PCR, serology and transmission. Tests
help in the differential diagnosis, however none of the exams is considered
gold standard; the classical slit skin smear, biopsy and Mitsuda tests continue
to be used. Serodiagnosis, based on the detection of IgM antibodies against
phenolic glycolipid I (PGLI), has been used in several diagnostic tests.
Molecular techniques targeting M. leprae specific genes have been employed
for difficult cases and are considered promising techniques due to their high
sensitivity and specificity. However, because of their high cost they are used
mostly for research purposes. New methods are being tested but they remain
infeasible to be used in the routine diagnosis, either because of their cost and
sophisticated setup needed, or because they aim mostly at prognosis of leprosy.

KEYWORDS: Leprosy. Mycobacterium leprae. Laboratory diagnosis.

INTRODUCAO

Hanseniase ¢ uma doenga infectocontagiosa,
de evolugdo lenta, que se manifesta por meio
de sinais e sintomas dermatoneurolégicos.! E
considerada um problema de saude publica por
apresentar alto poder incapacitante, decorrente
dos processos patoldgicos e imunoldgicos que
ocorrem diretamente nos nervos periféricos.
Os acometimentos neurais podem evoluir para
deficiéncias fisicas permanentes, em especial nos
olhos, nariz, maos e pés, além de repercussdes
sociais e psicoldgicas, que contribuem
significativamente para a sua morbidade.>?
No entanto, em paises desenvolvidos, ela foi

eliminada e é curdvel, se tratada.*

No ano de 2012, foram diagnosticados no
Brasil 33.303 novos casos,” distribuidos de
forma heterogénea devido a grande variacdo do
coeficiente de prevaléncia nas varias regides
do pais, o que classifica o Brasil em segundo
lugar em ntimero absoluto de casos no cenario

mundial.®’

Apesar de ser uma doenga milenar, o fato
do Mycobacterium leprae nio ser cultivavel
dificulta o entendimento sobre a transmissdo,

suscetibilidade e acometimento neural.®

Muitos estudos utilizando biomarcadores
moleculares e  imunolégicos para 0
desenvolvimento de técnicas laboratoriais mais
seguras e confidveis quanto a especificidade e
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sensibilidade para deteccdo do M. leprae tém
sido conduzidos em todo o mundo. Porém,
nenhuma técnica oferece ainda resultados com
valores efetivos para o diagnostico, sendo este
essencialmente clinico, € 0os exames laboratoriais

apenas colaboram com o diagnostico.®

Para suprir a caréncia do suporte laboratorial,
a Organizagdo Mundial de Satide recomendou
desde 2000, e o Ministério da Satde do Brasil
adotou a partir de 2002, um método simplificado
para a classificagdo da hanseniase, para fins de
tratamento, baseado na contagem do numero
de lesdes cutaneas, a qual é necessaria para
alocagdo correta do paciente nos dois esquemas
terapéuticos existentes, e assim garantir um

tratamento eficaz.'%?

Este estudo teve como objetivo investigar e
apresentar o que ha de atual nas pesquisas em
relacdo ao diagnostico laboratorial da hanseniase.

METODOLOGIA

A abordagem metodoldgica empregou como
instrumento a pesquisa exploratoria de carater
bibliografico, no periodo de 1966 a 2013,
utilizando como base de dados MEDLINE,
PUBMED, LILACS, SciELO, Organizagdo
Pan-americana de Saude (PAHO), Sistema de
Informagao da Biblioteca da OMS (WHOLIS).
Os unitermos selecionados para a pesquisa,
associados ou ndo, foram: diagndstico;
Mycobacterium leprae; PGL-I;

biopsia; diagnostico molecular; PCR; sorologia

hanseniase;

€ transmissao.

O processo de busca resultou na incluséo de
57 artigos, leis, portarias, teses, monografias e
demais investigagcdes baseadas em evidéncias
carater

cientificas e/ou de investigativo

epidemioldgico/operacional. Livros, artigos

e outros documentos impressos fizeram parte
da metodologia com propdsito de sustentar

teoricamente esta revisao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Agente Etiologico

O agente etiologico da hanseniase, o
Mycobacterium leprae, identificado em 1873,
foi considerado o primeiro micro-organismo
patégeno a ser associado com uma doenca
em humanos.* E um bacilo gram-positivo, que
apresenta parede celular com elevado teor
de lipidios estruturais, 0os quais provocam
forte hidrofobicidade, dificultando a acdo dos
diferenciadores de corantes aquosos, conferindo
a caracteristica de bacilo alcool-acido resistentes
(BAAR). Desta forma, na coloragdo de Ziehl-
Neelsen,!!? 0s bacilos isolados ou em globias*?
coram-se pela fuccina e ndo descoram-se pelos

acidos e alcoois.

O M. leprae ¢ um patégeno intracelular
obrigatorio, com tropismo por fagocitos, como
macrofagos teciduais e células dendriticas e
as células de Schwann de nervos periféricos
humanos e outros tipos celulares como células
epiteliais, endoteliais e fibroblastos. Acomete
ainda mucosas, olhos, medula éssea, visceras

abdominais, linfonodos e testiculos."

O Mycobacterium leprae depende de produtos
metabolicos do hospedeiro para sua replicacdo,
0 que poderia explicar seu longo periodo de
incubacdo e sua incapacidade de multiplicacdo
em meios de cultura artificiais.> Esses fatores
implicaram em grandes dificuldades nas
pesquisas para produgdo de testes diagnosticos,
no periodo que precedeu o conhecimento do

genoma da bactéria.'*
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Patologia

A caracteristica principal da doenga € o
comprometimento dos nervos periféricos. O
mecanismo utilizado pelo M. leprae para 0s
invadir ainda ndo é totalmente conhecido. Porém,
uma vez dentro do nervo, o bacilo desencadeia
alteragdes patologicas como desmielinizagdo,

degeneragdo axonal e fibrose aumentada.'>'¢

No Brasil, segundo Araujo,!” as classificagdes
de Madri e de Ridley e Jopling sao as mais
utilizadas. A primeira preconiza dois polos
estaveis e opostos (virchoviano e tuberculoide) e
dois grupos instaveis (indeterminado e dimorfo)
que caminham para um dos polos na evolugao
da doenga. Ridley e Jopling propuseram
a classificacdo baseada na imunidade do

hospedeiro.*

Transmissao

As vias aéreas superiores sdo as principais
vias de eliminagdo e infec¢dao do individuo pelo
bacilo de Hansen, no entanto, ha a possibilidade
do individuo doente e ndo tratado eliminar bacilos
por meio de lesdes da pele, podendo transmiti-lo
a individuos sadios que nao estejam com a pele

integra.!®

Pacientes com a forma multibacilar, que
ndo iniciaram o tratamento medicamentoso,
sdo considerados fontes de transmissdo, devido
a eliminacdo dos bacilos pelas vias aéreas
superiores. Os contatos domiciliares de pessoas
com hanseniase apresentam significativamente
um risco maior de desenvolver a doenga do que a

populagdo em geral.

Estudos moleculares, em populagdes de areas
endémicas para hanseniase, tém evidenciado
a presenga de DNA de M. leprae na mucosa
nasal de individuos saudaveis. Este fato mostra

evidéncias de carreadores temporarios, em que
pessoas infectadas podem passar por um periodo
de excrecdo nasal, aventando a possibilidade de
ocorrer transmissao pelos portadores sdos e por
aqueles com infecgédo subclinica.?

A ideia de que o ser humano era a Unica
fonte de infecgdo do bacilo foi sustentada até
a primeira metade do século XX, porém nos
anos de 1960 e, posteriormente, em 1971, ela
foi contestada ao observar que esta bactéria
tinha capacidade de infectar e se multiplicar
em alguns animais, como em coxim de
pata de camundongos e em tatus (Dasypus
novemcinctus).? Estes tltimos, como o0 homem,
também sdo reservatorios naturais do bacilo,
possibilitando um melhor embasamento para

estudos bacteriologicos. !

A partir disso, a possibilidade de novas fontes
de infeccdo pelo bacilo de Hansen tem sido
apresentada em outros estudos. Uma possivel
fonte de infeccdo do M. leprae pelo consumo da
carne de tatu, principalmente nas pessoas com
hanseniase sem historia de contatos com outros
pacientes antes do seu diagndstico, foi descrita

por Deps e colaboradores.*

Mais recentemente, em um estudo ainda
experimental, foi aventada a possibilidade
de o barbeiro agir como vetor do bacilo, por
demonstrar que este pode infectar-se ao fazer seu

repasto sanguineo.?*

TESTES LABORATORIAIS
PARA O DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

O laboratério tem a missdo de produzir
resultados de exames que sejam Uteis € com
qualidade assegurada para o diagnodstico das
doengas de satde publica. Importante também
¢ o investimento para o desenvolvimento de
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novos métodos laboratoriais e melhoria de testes
existentes, fatores determinantes para tentar
atingir as metas da OMS, em relacdo a doenca,
programadas para o periodo de 2011-2015.%"

O exame clinico dermato-neuroldgico e a
baciloscopia positiva ainda sdo considerados
soberanos para a defini¢do do diagndstico
da hanseniase, no entanto, testes sorologicos
e moleculares tém sido apresentados como
importantes ferramentas complementares que
podem auxiliar no diagnostico diferencial e
classificacdo da hanseniase.?6*!7

Baciloscopia

O exame complementar mais utilizado no
diagnostico ¢ a baciloscopia com raspado de
tecido dérmico ou linfa dos 16bulos das orelhas
direita e esquerda, cotovelo direito e esquerdo e
lesdo suspeita. A coloragdo ¢ feita pelo método
de Ziehl-Neelsen e o resultado liberado ¢
baseado em uma escala logaritmica que vai de

0 a 6+, proposto por Ridley em 1962.%°

Embora a baciloscopia auxilie no diagnostico
da doenga, apresenta baixa sensibilidade, sendo
negativa nas formas paucibacilares e pode
apresentar também negatividade em alguns
pacientes multibacilares devido a procedimentos
inadequados de coleta, coloragao, leitura, e pelo
fato de que nem sempre o bacilo ¢ evidenciado
nos sitios de coleta.?””’? Ha dificuldades em
relagdo a sua padronizagdo devido a quantidade
do tecido removido, espessura do esfregago e

profundidade do corte.”’

Apesar disso, o exame ¢ considerado, ainda
hoje, como o unico instrumento rapido e de baixo
custo para a confirmagdo de casos MB atipicos,
apresentando boa acurdcia para classificar a

forma clinica da doencga e colaborar na escolha

do esquema de tratamento. Suas vantagens,

desvantagens ¢ limitagdes sdo discutiveis.?

Biopsia

A biopsia tem papel de grande relevancia
quando nao héa condigdes de se fazer o
diagnostico diferencial da hanseniase e os
procedimentos clinicos ndo sdo elucidativos,
assim como os testes de sensibilidade se
mostram inconclusivos por serem realizados em
criangas, idosos e portadores de doenga mental,

entre outros.?®

Em casos suspeitos de hanseniase tuberculoide
a bidpsia é necessaria porque a visualiza¢ao dos
bacilos ¢ dificil e nem sempre as alteragcdes da
sensibilidade e a avaliacdo dos troncos nervosos
possibilitam diagnosticar a doenga. A bidpsia
também pode ser util para diagnostico diferencial

entre reagdo reversa e recidiva.?

O diagnostico histopatologico obtido a partir
de uma bidpsia representa uma significativa
ferramenta na investiga¢do da hanseniase,
estabelecendo bases para a determinagédo de um
diagndstico confidvel e que permita a classificagcdo
das lesdes dentro da escala de Ridley-Jopling,*
mesmo em alguns casos em que a manifestagao

clinica da doenga seja discreta.

Pinquier*® afirma que a utilizagdo e o valor
da contribuicdo do exame histopatoldgico
dependem de fatores como o grande
polimorfismo clinico e histologico associados
ao estado imunoldgico e ao desenvolvimento da
imunidade celular do paciente. A classificagdo
das formas tuberculoide e virchoviana baseia-
se, na microscopia, na presenca de granuloma
linfocitario na primeira forma e na presenca de
macréfagos de Virchow (células espumosas)

associadas a poucos linfocitos na segunda forma.
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As formas intermediarias podem, de
acordo com Shivaswamy et al.’' apresentar
sobreposicdo dessas tipologias, resultando
em 15,3% de diagndsticos indeterminados,
de acordo com seus estudos, em que ndo se
reconhece padrdes morfoldgicos padronizados

nas escalas de classificacgao.

Do mesmo modo, os autores apontam
local, idade e morfologia da lesdo, além do
estado imunoldgico do paciente como critérios

importantes na viabilidade do diagndstico.

Velasco et al.*? sugere o diagnostico pela
pesquisa do patégeno em amostras obtidas
por aspiragdo de medula 6ssea submetidas a
histoquimica pela técnica de Ziehl-Nieelsen,
constituindo uma forma distinta da bidpsia
de tegumento, que constitui o exame classico

da lesdo.

Contudo, o exame histopatoldgico apresenta
limitagdes e sabe-se, por estudos recentes,
que sua associacdo com a investigagdo
clinica garante precisdo e confiabilidade aos
resultados®'* diante de quadros morfologicos
imprecisos e respostas celulares instaveis. Na
investigacdo das formas de hanseniase neural
pura, Medeiros e colaboradores® descrevem que
o exame histopatolégico ¢ insuficiente, sendo
que a imunomarcacdo do lipoarabinomano
(LAM) e do glicolipidio fendlico 1 (PGL1),
presentes na parede do M. leprae contribui
significativamente para o diagndstico do

patégeno no tecido nervoso.

Para o diagnéstico precoce € nos casos
classificados apenas como suspeitos ha, contudo,
uma caréncia em ambos os recursos. Natrajan
et al.® aponta que a investigagdo pelo método
da PCR in situ permite um diagnostico de até
70% dos casos em formas precoces ¢ 60% nos

casos suspeitos, em pacientes diagnosticados

respectivamente em 32% e 20% empregando-se

os recursos de rotina.

Assim sendo, a utilizacdo das alteracdes
morfologicas como recurso independente para
a finalizacdo do diagnoéstico da hanseniase nao
garante,portanto,eficiénciaparatodosospacientes,
contemplando toda a casuistica. Observando os
diversos aspectos da aplicabilidade do exame
histopatoldgico, pode-se inferir que métodos
combinados de diagndstico aliando a clinica,
a biologia molecular e a imunohistoquimica,
oferecem respostas adequadas ao polimorfismo
observado na hanseniase.

Do ponto de vista operacional, dificuldades
associadas a realizag@o do procedimento de coleta
da amostra, conservagdo e envio do material
coletado das unidades bésicas para laboratérios de
referéncia, podem caracterizar um obstaculo para
a implantacdo do servigo andtomo-patologico,
dificultando a inclusao desse procedimento como

protocolo na rotina diagnostica.?

Reacao de Mitsuda

Trata-se de uma reacdo intradérmica com 0,1
ml da lepromina humana, realizada na superficie
de flexdo do antebrago direito, 4 cm abaixo da
dobra antecubital, com leitura na 4° semana. E
produzida pelo Instituto Lauro de Souza Lima,
em Bauru, Sao Paulo, com uma suspensao de 6
x 107 bacilos/ml mortos pelo calor ¢ o resultado
¢ medido pelo didmetro da induragdo local,
registrada em milimetros. A auséncia de papula,
ou papula menor do que 5 mm de didmetro,
confere um resultado negativo a reagdo de
Mitsuda e nodulo maior que 5 mm de didmetro
ou com ulcerago, resultado positivo.*

O alto valor prognostico da reagao de Mitsuda
deve-se ao fato que na reacdo negativa ha
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auséncia de resposta imunitaria do tipo celular,
mostrando a falta de defesa do organismo ao
M. leprae; assim sendo, ao adquirir a doenga,
o individuo evolui para sua forma mais grave.
No entanto, uma reagao positiva indica presenca
de imunidade celular ao M. leprae, ou uma
capacidade relativa de defesa do organismo,
que poderia ndo evoluir ou evoluir para forma

tuberculoide.?’

Desde o surgimento do primeiro teste
cutdineco em 1919, varias modificagdes foram
realizadas para dar origem a reacdo de Mitsuda.
Testes cutdneos de segunda geracgao estdo sendo
pesquisados a partir de proteinas fracionadas e
de fracdes subcelulares do bacilo de Hansen?®
ou direcionam na tentativa de produgdo de um
teste cutdneo a partir de peptideos sintéticos
denominados permissiveis ou promiscuos,
capazes de ligagdo em diversas moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade do
tipo HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos),
que poderiam identificar a infecgdo ao M. leprae
em diferentes grupos étnicos com diferentes tipos

de moléculas HLA.*

Sorologia

Diversos estudos nacionais e internacionais
tém relatado a resposta imune diante do bacilo
de Hansen e o uso da sorologia para auxiliar
na classificagdo de pacientes para fins de
tratamento, monitoramento de terapia, risco de
recidiva e na selecdo dos contatos com maior

risco de adoecer.?>340

Pesquisas mostram que a estreita relagdo
da soropositividade com a carga bacilar torna
util o emprego da sorologia no diagndstico de
casos primariamente neurais, sem lesdes de pele
visiveis ou baciloscopia positiva, na adequagio

da poliquimioterapia (PQT) em pacientes

multibacilares (MB), nos casos com altos titulos
séricos e pequeno numero de lesdes cutineas
visiveis, ou seja, pacientes paucibacilares pelo
critério de contagem de numero de lesdes e em
casos em que a clinica de MB ndo corresponde

a baciloscopia e/ou biopsia de lesdo cutanea.'

O antigeno glicolipideo fenolico-1(PGL-1)
foi descrito na década de 80 como antigeno
imunogénico especifico do Mycobacterium
leprae,
testes sorologicos, sendo o enzyme linked
immunosorbent assay-ELISA o mais utilizado.
O PGL-1 ¢ o principal glicolipideo antigénico
do bacilo de Hansen produzindo anticorpos
das classes IgG (Imunoglobulina do tipo G)

surgindo  assim  o0s  primeiros

e IgM (Imunoglobulina do tipo M), que estdo
relacionados com a forma clinica e a atividade
da doenca.”*' A deteccdo de anticorpos
IgM ao glicolipideo fenolico I (PGL-I), no
sorodiagnostico ¢ o melhor teste padronizado
e o mais avaliado na hanseniase.A molécula
PGL-I apresenta um trissacarideo unico, sendo
seu principal determinante antigénico a ultima
parte di- e trissacarideo. Apos a descoberta
desse antigeno, varios outros foram produzidos,
sendo desenvolvidos também diversos ensaios
soroldgicos para detectar a presenca de anticorpos
das classes IgM, IgG e IgA.?

O indice baciloscopico baixo ou ausente e
presenca de resposta imune celular e ndo resposta
imune humoral limita o valor diagnostico da
sorologia anti PGL-I na hanseniase paucibacilar,
mas esta ¢ altamente especifica nos pacientes
multibacilares. Outra limitacdo esta no fato de
que parte significativa de individuos saudaveis
pode apresentar sorologia anti PGL-I positiva em

areas endémicas.*>*

\

Os testes anti PGL-I associados a clinica
podem colaborar na classificacdo de hanseniase
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multibacilar e paucibacilar e na escolha do
tratamento com mais especificidade que a

contagem do numero de lesdes.*

A deteccdo de anticorpos anti PGL-I
ocorre pelos métodos ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent  Assay),
particulas e testes imunocromatograficos —
dipsticke ML Flow.

aglutinagdo  de

A padronizagdo da técnica ELISA in house
apresenta as vantagens de ampla disponibilidade
dos equipamentos necessarios, visto que ¢ quase
universalmente aplicavel,** sendo facilmente
adaptavel aos analisadores automaticos. Sao
ensaios rapidos, simples, e seu baixo custo e
resultados quantitativos fazem com que o teste
seja preferivel para estudos epidemiologicos de
grande escala e acompanhamento dos pacientes
e, ainda, durante o tratamento de pacientes
MB, a repeticdo do teste de ELISA pode ser
uma maneira de verificar se o tratamento esta
surtindo efeito.?>4¢

Ja o Teste de Aglutinacdo de Particulas
(MPLA) ¢ considerado pratico para ser utilizado
em grandes inquéritos epidemiologicos e em
laboratorios pouco equipados. A aglutinacdo de
glébulos de gelatina recobertos por uma camada
de trissacarideo sintético pelos anticorpos anti

PGL-I sdo utilizados na metodologia.*®

Os testes imunocromatograficos dipsticke ML
Flow séo utilizados para deteccdo de anticorpos
IgM contra o glicolipideo fenodlico especifico
do M. leprae (PGL-I) presente em amostras de
soro e sangue total humano, sendo considerados
os ensaios mais rapidos e facilmente aplicaveis
dentre os testes sorologicos disponiveis. Estes
testes utilizam o PGL-Timpregnado em uma base
de nitrocelulose, a qual ¢ submetida a etapas
de incubacdo com a amostra ¢ de lavagens,
fornecendo resultados de facil interpretacdo da

presenca ou auséncia de anticorpos anti-pGL-I

na amostra do paciente.?54-48

A identificag@o de novas proteinas especificas
ou peptideos do Mycobacterium leprae,
adequados para o diagnostico soroldgico da
hanseniase, sdo alvos de estudos baseados em
sequéncias gendmicas. A exemplo disto, a técnica
dos micro arranjos estuda arranjos com proteinas
isoladas da parede celular ou membrana do
bacilo ou ainda com proteinas recombinantes,
que associadas ao antigeno PGL-I parecem
melhorar o diagnostico de pacientes pauci e
multibacilares. Outra ferramenta utilizada nas
pesquisas para aprimorar a selecao de antigenos
¢ a bioinformatica, principalmente para reduzir
as chances de reacgdo cruzada e detectar epitopos
promiscuos imunodominantes para células T nas
proteinas do Mycobacterium leprae.*

Ferramentas moleculares

O sequenciamento completo do genoma
do M. leprae abriu portas no entendimento
do complicado mecanismo da doenga e nas
pesquisas relativas a busca de novos testes para
o diagnodstico. Esse sequenciamento mostrou,
por exemplo, a drastica reducdo génica desse
patégeno em relagdo ao M. tuberculosis e
outras micobactérias, o que poderia explicar a
impossibilidade de cultivo em meios de cultura
devido a falta de vias biossintéticas essenciais

para tanto.*

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR
— Polymerase Chain Reation) passou a ser
utilizada como método de suporte alternativo
as metodologias tradicionais para o diagnostico
da hanseniase na década de 90. Sua utilizagdo
descoberta de
sequéncias espécie-especificas no genoma do

tornou-se possivel com a

M. leprae, o que forneceu a possibilidade de
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detecgdo especifica, sensivel e rapida do DNA do
M. leprae em espécimes clinicos.>!#¢

A alta sensibilidade da PCR possibilita

a amplificagdo enzimatica de sequéncias
especificas, a partir de uma quantidade minima
de DNA. Com isso, antigenos e regides-alvo t€ém
sido utilizados em diversos estudos.> Entretanto,
em paciente paubacilar, a sensibilidade da reagao
para M. leprae embora tenha aumentado, ainda

encontra-se abaixo de 80%.33%

Estudos  conduzidos com  diferentes
espécimes clinicos tém demonstrado grandes
variagcdes na sensibilidade da PCR. Analises
comparativas, realizadas para a detec¢do do
DNA do M. leprae em amostras de sangue, linfa
e secregdes nasais para todas as formas clinicas
da doenga, mostraram que a amplificacdo a partir
de amostras de sangue apresenta sensibilidade
inferior quando comparada a sensibilidade

apresentada pelas outras amostras clinicas.'”

Analises utilizando bidpsias de pele de
pacientes com hanseniase mostram que a técnica
de PCR aumenta a sensibilidade da detec¢do
do M. leprae se comparada a histopatologia e

baciloscopia convencionais.*

De acordo com Stefani,”? em estudo para
casos de hanseniase paubacilar com lesdo tGnica
foi observada uma positividade de 43% para M.
leprae em bidpsias de pele, resultado promissor
se comparado com as baixas taxas de detec¢ao
do bacilo em tecidos e com a impossibilidade de

cultivo em meios artificiais.

Martinez e colaboradores™ conduziram um
estudo utilizando amostras de secre¢ao nasal,
considerando que o trato respiratorio superior
¢ a principal porta de entrada do bacilo.
No entanto, nenhuma correlagdo direta da
positividade da PCR com o desenvolvimento

de hanseniase foi observado. Corroborando
com outros trabalhos, a positividade nessas
amostras evidencia o carreamento bacilar, mas

ndo necessariamente doenga.>

A PCR em tempo real demonstrou ser mais
sensivel que a PCR convencional para detectar
DNA do M. leprae em amostras clinicas, nas
quais os bacilos ndo foram detectaveis por
coloragdo de histologia. Para o diagnoéstico de
hanseniase e para a determinagdo da viabilidade
do bacilo a PCR baseada em transcrito reverso
do RNA ribossomal do M. leprae também tem

sido utilizada.’%*

Em centros de referéncia, a técnica de PCR
para DNA de M. leprae auxilia o diagnostico de
casos mais dificeis. Entretanto, seu alto custo,
sofisticada tecnologia e a limitada sensibilidade
para os casos paubacilares inviabilizam sua
incorporacdo no diagndstico de rotina na
hanseniase. Contudo, na pesquisa auxilia a
compreensdo da epidemiologia da doenca na

comunidade.'>!44

O desenvolvimento de testes de DNA
para distincdo de casos de
reativagdo ¢ transmissdo recente, como Os
utilizados para o M. tuberculosis também tem

“fingerprinte”

sido aventados na era da biologia molecular.”’-'*

CONCLUSAO

Existem ainda desafios a serem enfrentados
quando se trata do diagnostico da hanseniase,
visto que ainda ndo ha um exame considerado
“padrdo ouro” para o diagnoéstico da doenga.
Novos métodos estdo sendo estudados e
testados, mas nem todos sdo viaveis do ponto
de vista da satde publica, por possuirem
tecnologia sofisticada e alto custo. Outros,

apesar de serem de simples execugdo, nao
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oferecem valor efetivo para o diagnostico,
sendo apenas importantes quando se trata do

prognostico da doenga.

Grande parte dos estudos citados nessa
revisao conclui que diversos testes laboratoriais
sdo eficazes para os casos multibacilares da
doenca, mas ha dificuldade de estabelecimento
de um teste diagndstico para 0s casos
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