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Detecccdo do DNA de Mycobacterium leprae em secrecdo nasal

Detection of Mycobacterium leprac DNA in nasal swab

Deteccién del ADN de Mycobacterium leprae en secrecion nasal
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RESUMO

Estudos tém demonstrado alta sensibilidade da técnica da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) na identificagio do DNA do Mycobacterium
leprae. Este estudo objetivou avaliar a sensibilidade da PCR na deteccdo do DNA do M. leprae em “swab” nasal de pacientes hansenianos
e comparar os resultados com a baciloscopia e formas multibacilares (MBs) e paucibacilares (PBs). Foram coletadas amostras de secre¢do
nasal de 24 pacientes hansenianos, conservadas em solucéo de lise um e dois. Os resultados da PCR foram altamente significativos
(p<0.0000) e revelaram maior sensibilidade do que a baciloscopia, nas diversas formas clinicas. Contudo, sdo necessérios ainda outros
estudos, testando novos marcadores e conservantes, com o intuito de elevar a sensibilidade dessa técnica, em amostras de secrecao nasal.
Descritores: Hanseniase; Mycobacterium leprae; PCR; Pesquisa em enfermagem.

ABSTRACT

Studies have demonstrated high sensibility of the polimerase chain reaction (PCR) technique in the identification of the Mycobacterium
leprae DNA . This study aimed to evalue the PCR sensibility at the detection of the M. leprae DNA in nasal swab of leprosy patients and
to compare the results with the bacilloscopy and multibacillary (MBs) and paucibacilares (PBs) forms. Nasal secretion samples of 24 leprosy
patients were collected, and were preserved in one and two lise’s solution. The PCR results were highly significant (p <0.0000) and they
revealed grater sensibility than bacilloscopy, in several clinical forms. Nevertheless, still different studies are necessary, testing new
markers and preservatives, with the purpose of lifting up the sensibility of this technique, in nasal secretion samples.

Descriptors: Leprosy; Mycobacterium leprae; Polymerase Chain Reaction; Nursing research.

RESUMEN

Los estudios han demostrado una alta sensibilidad de la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para identificar el ADN de
Mycobacterium leprae. El objetivo del estudio fue evaluar la sensibilidad de la PCR en la deteccién de ADN de M. leprae en hisopo nasal
de los pacientes hansenianos y comparar los resultados con la baciloscopia y las formas multibacilares (MBs) y paucibacilares (PBS). Se
obtuvieron muestras de secrecion nasal de 24 pacientes hansenianos, conservados en solucién de lisis uno y dos. Los resultados de la PCR
fueron muy significativas (p <0.0000) y mostré una mayor sensibilidad que la baciloscopfa, en diferentes formas clinicas. Sin embargo,
otros estudios son atin necesarios, el ensayo de nuevos marcadores y conservantes con el fin de aumentar la sensibilidad de esta técnica,
en muestras de secrecién nasal.

Descriptores: Lepra; Mycobacterium leprae; Reaccién en cadena de la polimerase; Plnvestigacion en enfermeria.
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INTRODUGAO

A hansenfase ¢ uma doenca infecciosa cronica, causada pelo
Mycobacterium leprae, Que afeta predominantemente a pele, nervos
periféricos e membranas mucosas, com alta prevaléncia no mundo,
constituindo uma das endemias de prioridade pela Organizagdo
Mundial da Sadde (OMS) pelo seu poder incapacitante, que
marginaliza e interrompe a capacidade produtiva de milhares de
pacientes".

O homem ¢ considerado como a unica fonte de infecgdo. E o
principal meio de transmissdo da doenca é provavelmente pela
propagacdo de aerossol de secregdes nasais e goticulas do trato
respiratorio de pacientes ndo tratados, embora possa ocorrer pelo
contato com a pele ndo integra. Vérios estudos indicam que a
transmissdo ocorre principalmente pela inalagdo e a cavidade nasal
seria a porta de entrada e saida do bacilo®*.

O aparecimento da doenga e suas diferentes manifestagdes clinicas
dependem, dentre outros fatores, da relagdo bacilo/hospedeiro e
pode ocorrer apés um longo perfodo de incubagio, de 2 a 7 anos.
Dentre as pessoas Que adoecem, algumas apresentam resisténcia
ao bacilo, constituindo os casos paucibacilares (PB) com baixa carga
bacilar, insuficiente para infectar outras pessoas, portanto, ndo sendo
consideradas fontes importantes de transmissdo. Um niimero menor
de pessoas ndo apresenta resisténcia ao bacilo, ue se multiplica no
organismo passando a ser eliminado para o exterior, podendo infectar
outras pessoas, constituindo casos multibacilares (MB), considerados
fonte de infecgéio e manutengdo da cadeia epidemioldgica da doenga®.

Tendo em vista Que a hanseniase n3o é estavel em sua forma
clinica, Ridley e Jopling propuseram uma classificagio com um sistema
de cinco grupos que expressavam a imunidade dos pacientes, em:
lepromatoso (LL), borderline lepromatoso (BL) e boderline (BB)
considerados multibacilares; borderline tuberculéide (BT) e
tuberculdide (TT) como paucibacilares; além de uma forma clinica
inicial, indeterminada (HI), que pode evoluir para quaisquer das formas
anteriores®”.

O Brasil registrou um aumento de novos casos detectados de
34.235, em 1993, para 38.410 em 2006. Desses, 19.515 sdo
multibacilar (MB). Embora tenha apresentado reducdo significativa
de sua prevaléncia de 16,4/10.000 habitantes em 1985, para 1,5/
10.000 habitantes no inicio de 2006, aproximando-se da meta de
eliminagdo proposta pela Organizagio Mundial de Satide (OMS), de
I caso/10.000 habitantes, continua ocupando o segundo lugar em
nimeros de casos e considerado pela OMS como érea de alta
endemicidade®.

Apesar da importante redugdo do coeficiente de prevaléncia da
hanseniase no Brasil, em 2006, somente as regides Sul e Sudeste
alcancaram a meta de eliminacdo, algumas regiées demandam
intensificacdes das agdes para eliminagdo, entre estas a regido
Norte®.

A hansenfase manifesta-se, inicialmente, através de lesées de
pele: manchas esbranquicadas ou avermelhadas com perda de
sensibilidade, sem evidéncia de lesdo nervosa troncular, Que ocorrem
em qualquer regido do corpo, mas, com maior freqiiéncia, na face,
orelhas, nddegas, bragos, pernas e costas, podendo acometer também
amucosa nasal. Com a evolugdo da doenca, manifestam-se as lesoes
nervosas, principalmente nos troncos periféricos. Podem aparecer
nervos enfartados e doloridos, diminui¢io de sensibilidade nas areas

Deteccgdo do DNA de Mycobacterium leprae em secregdo nasal

por eles inervadas, como olhos, méos e pés, assim como redugdo da
forca muscular pelos nervos comprometidos. Essas lesdes sdo
responsaveis pelas incapacidades e deformidades caracteristicas da
hanseniase®.

A identificagdo do M. leprae ¢ dificil devido a inabilidade do
bacilo para crescimento in vitro. O diagnéstico da hansenfase é
baseado na detecgdo microscdpica do bacilo dlcool 4cido resistente
(BAAR) em esfregaco de tecido em combinagio com a avaliagdo
clinica e histopatoldgica. Entretanto, a baciloscopia, apresenta baixa
sensibilidade por requerer, no minimo, para sua deteccdo, de 10*
microorganismos por grama de tecido”.

A PCR apresenta posicdo de destaque dentre os exames de alta
sensibilidade pela possibilidade de amplificar fragmentos de DNA
de células, inserindo as bacterianas, permitindo, desta forma, sua
facil detecgdo"". A introdugio recente dessa técnica forneceu
oportunidade sem precedentes para detecgdo especifica, sensivel e
rapida do DNA do M. leprac em espécimes clinicas. Estudos
utilizando bidpsias de pele de pacientes com hanseniase tém
demonstrado que a técnica da PCR apresenta maior sensibilidade da
detecgdo do bacilo, sugerindo vantagem quando comparada ao exame
histopatoldgico e baciloscépico convencionais''.

Iniimeras amostras clinicas podem ser usadas para a deteccdo do
bacilo M. leprae, através da PCR, entre elas, raspado celular, sangue,
bidpsia de pele e nervo e secregao nasal”?. Neste estudo, procuramos
avaliar a sensibilidade da PCR na deteccdo de M. leprae em secrecdo
nasal de pacientes hansenianos, conservando as amostras em
diferentes solugdes e condicdo de armazenamento, comparando os
resultados com a baciloscopia e formas clinicas.

METODO

Populacao de Estudo - Foram incluidos 24 pacientes, atendidos
no ambulatério do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da
Universidade Federal do Pard (UFPA), em Belém e no Hospital
Municipal de ltaituba, portadores das diversas formas clinicas da
hanseniase, diagnosticados e classificados segundo os critérios
clinicos e laboratoriais do Ministério da Satide — Brasil, no periodo
de maio de 2006 a agosto de 2007.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do NMT da
UFPA, sob o n° 10/2006-CEP/NMT, e todos os individuos que
participaram do estudo foram informados sobre a pesquisa, de maneira
acessivel, sendo solicitado assinatura de um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, conforme rege a Resolugdo 196/96, do Conselho
Nacional de Sadde.

Coleta e Processamento de Amostras

Inicialmente os pacientes passaram por uma avaliagdo clinica,
realizada por médicos do Ambulatério no NMT da UFPA, com vistas
a andlise da real necessidade de exames laboratoriais e moleculares
para o tratamento da doenga. Apos a obtengdo do consentimento de
todos os pacientes, foram coletadas, de cada um, duas amostras de
secre¢do nasal com o auxilio de “swabs " estéreis (CB Products
Industria Brasileira) esfregando suavemente vérias vezes contra o
segmento anterior da cavidade nasal. Apés a colheita da secrecdo
nasal, o final do “swab " foi cortado, sendo um “swab” imerso em
400 ml de solugdo de LISE UM (Img/ml de proteinase K em 100
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mM de Tris-HCI, pH 8,5, 0,05% Tween 20) e refrigerado
imediatamente. E o outro “swab” imerso em 400 ml de solugdo de
LISE DOIS (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, | mM Tris, 1% SDS) e
mantido em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
transportadas ao laboratdrio de Biologia Molecular do NMT da UFPA,
para andlise. O processamento das amostras foi conforme descrito
na literatura por Jadhav et al"¥ e Sambrook et al**). Dois microlitos
(2ml) da amostra foram usados em cada reagdo de PCR.

Baciloscopia

Foram coletadas, ainda, de cada paciente duas amostras de linfa
do 16bulo da orelha direita e esquerda, cotovelo direito ou esquerdo
e dalesdo, ap6s excisao local com bisturi para preparagdo de laminas
de rotina, com vistas a pesquisa de bacilos 4lcool-acido resistentes.
Esse procedimento foi realizado no Laboratério de andlises clinicas
do NMT da UFPA.

Anilise dos dados

Aandlise estatistica foi realizada utilizando o aplicativo BIOESTAT
3.0""®- Os resultados foram comprovados pelo Teste Q de Cochran
e Teste de Correlacdo Linear de Pearson. A significdncia estatistica
adotada foi menor ou igual a 0,05 em todos os testes.

RESULTADOS

Baciloscopia

Dos vinte e Quatro pacientes estudados, dezesseis foram
classificados como multibacilares (MB) e oito como paucibacilares
(PB). Comparando a classificagdo com os resultados da baciloscopia,
seis dos pacientes MB apresentaram resultado positivo (25%) e dez
resultado negativo (41,67) e todos os oito paucibacilares tiveram
resultado negativo (33,33%).

Reacdo em cadeia de polimerase

Com relagio aos conservantes de solugdo de lise um e lise dois, os
estudos demonstraram Que os resultados da PCR foram altamente
significantes nas amostras de secrecdo nasal (p<<0.0000) quando
conservadas em lise um. Com relacdo a solugdo de lise dois, os
resultados apontaram uma funcionalidade nao significativa (p=1.0000).
Diante do exposto, os resultados confirmaram que a solugao de lise
um apresentou maior positividade nos resultados da PCR, quando
comparada com a solugdo de lise dois, independente da classificacdo
operacional da doenca. a = 0,05 - Teste Q de Cochran.

Comparando os resultados da PCR com a baciloscopia, os estudos
apontaram que a PCR obteve maior sensibilidade para as formas
multibacilares (4 1,67%), seguida da baciloscopia (25%). Nas formas
paucibacilares, a baciloscopia ndo apresentou sensibilidade (0%).

Para medir o grau de dependéncia entre os resultados da PCR,
nas amostras clinicas de secrecdo nasal, conservadas em solugdo de
lise um e a baciloscopia, foi aplicado o Teste de Correlagdo Linear de
Pearson que considerou nio significativa a correlagdo entre os
resultados da PCR e a baciloscopia (r =0,3849 ¢ p= 0,0632).

DISCUSSAO

A baciloscopia apresenta uma baixa sensibilidade, devido requerer
no minimo 10*organismos por grama de tecido, especialmente, em

pacientes paucibacilares'®. O estudo em questdo apontou que a
baciloscopia apresentou maior sensibilidade nas formas multibacilares,
do que nas paucibacilares, independente dos tipos de conservantes e
temperatura, conforme mencionadas na metodologja.

As lesdes de pele sdo consideradas um dos sinais cardinais da
hansenfase e, em associagdo com o exame clinico, seria o diagnéstico
“padrdo ouro” para a hanseniase. Entretanto, a sensibilidade das
lesdes isoladas € baixa. Assim, o método da PCR para identificacdo
do DNA foi introduzido como um método de diagnéstico que
apresenta maior sensibilidade e especificidade do que a
baciloscopia'?.

Os resultados evidenciaram que as amostras de secrecio nasal,
conservadas em solugdo de lise um, mantidas sob refrigeracdo,
apresentaram maior positividade (P<<0.0000), independente da
classificacdo das categorias paucibacilares e multibacilares. Conforme
a literatura, a rota da infeccdo da hansenfase permanece ainda
desconhecida, embora diversos estudos apontem a via nasal como a
porta de entrada e saida da bactéria‘'”.

Estudos revelaram um valor potencial dos testes de diagnéstico
da PCR em biépsias de mucosa nasal de pacientes e seus contatos.
A identificagdo do ponto inicial da infec¢do seria o mais dificil e
importante no estudo da transmissao do M. leprae. O PCR demonstra
ser um método de diagndstico promissor na mensuragdo da infeccdo
subclinica. Provavelmente, um niimero de individuos infectados
definidos como assintomdticos existe e devem ter funcio ativa na
transmissdo da doenga''®. Essa proposicdo foi visualizada nos
resultados obtidos neste estudo, no momento em que foi revelada
alta positividade nas amostras de secregdo nasal (P<0.0000).

Vérios estudos sdo unanimes em confirmar a presenca de bacilos
no muco nasal, considerando de valor diagndstico o exame deste,
bem como profilatico associado com o exame clinico e a pesquisa de
bacilos nas lesdes cutaneas.

Nestes estudos, os resultados da PCR revelaram que o nimero
de casos positivos é maior nas formas multibacilares do que nas
formas paucibacilares, expressando maior carga bacilar nas formas
MB do que nas PB. Entretanto, considerando que os tipos PB
carregam poucos organismos qQue nenhum desses casos seria
detectado por andlise microscépica, os 36.4% de positividade da
PCR se tornou mais significativo, mostrando claramente uma
vantagem em torno da microscopia''?. Nesta pesquisa, os resultados
foram concordantes com o autor referido, confirmando que as formas
multibacilares apresentam maior positividade para a PCR (20,83%)
do que as formas paucibacilares (4, 16%), contudo, a PCR identificou
0 DNA do M. leprae em dois dos oito pacientes paucibacilares.

Virios estudos, na literatura, tém usado o tampao de lise um,
descrito por De Wit et al ®® para a conservagdo de diversas amostras
biolégicas, na deteccdo de M. leprae, pela PCR, demonstrando
sensibilidade significativa nos resultados. Assim, neste trabalho, os
resultados revelaram que a solu¢do de Lise um, conservada sob
refrigeracdo, evidenciou maior positividade nos resultados da PCR,
em quanto que a solucdo de lise dois, mantida em temperatura
ambiente, ndo demonstrou funcionalidade, provavelmente pela
interferéncia de fatores, como, tempo de espera para andlise e a
conservagdo em temperatura ambiente; ndo alcangando, dessa forma,
o objetivo almejado de sua aplicagdo em pesquisas de campo.

A correlacdo entre os resultados da PCR, em amostras de secre¢ao
nasal, conservadas em solucdo de lise um e a baciloscopia foi




considerada nio significativa, pelo Teste de Correlagdo Linear de
Pearson, ou seja, os resultados da PCR ndo apresentaram grau de
dependéncia com a baciloscopia (r=0.3849 e p=0.0632). Se a
baciloscopia fosse o tnico critério para a classificagao dos pacientes,
20% dos casos MBs seriam considerados como PBs, segundo os
autores Andrade e et al®". A baciloscopia mostra-se negativa (IB=0)
nas formas tuberculéide e indeterminada, fortemente positiva na
forma virchowiana e revela resultado variavel na forma dimorfa®?.
Estudos confirmam que dos 10,4% dos pacientes multibacilares
sdo classificados pela baciloscopia como paucibacilares. Esse erro na
classificagdo dos pacientes conduziria a um tratamento inadequado,
aumentando o risco de recidivas e o periodo em que o paciente se
mantém como fonte de infecgdo. Por outro lado, dos pacientes
definidos como paucibacilares pela baciloscopia, 16,2% eram
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multibacilares, sendo submetidos desnecessariamente a tratamentos
Que provavelmente poderiam levar efeitos adversos graves e a
elevagdo dos gastos nos servicos de satide, bem como, sobrecarga
para a equipe de monitoramento desses pacientes®?.

CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo a PCR, usando amostras de secre¢do nasal, nao
demonstrou ser o método mais eficaz para identificacdo do M. leprae.
Como perspectivas, outras pesquisas, incluindo novos marcadores e
conservantes, seriam necessarias para elevar a sensibilidade desse
método, com o intuito de monitorar o tratamento e a cura dos
pacientes hansenianos, evitando, assim, a utilizagdo de outros
métodos de diagndsticos invasivos para o controle dessa doenga.
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