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Resumo 

O estudo epidemiológico da hanseníase tem sido restrito à detecção do DNA de Mycobacterium 

leprae em swab nasal e pele, com escassa literatura em sangue periférico, provavelmente pela 

dificuldade de se encontrar o bacilo nesta amostra. Este é o primeiro trabalho de epidemiologia 

molecular que utilizou a PCR em tempo real (qPCR) para detectar e quantificar o DNA de M. 

leprae em sangue periférico de 200 pacientes com hanseníase e 826 contatos domiciliares, 

associando-os com os outros parâmetros clínico-laboratorais. A qPCR pelo sistema TaqMan® foi 

realizada com dois conjuntos de primers e sondas, tendo como alvos as regiões genômicas do 

antígeno 85B e ML0024 do bacilo.  O marcador 85B não foi específico, pois amplificou DNA de 

outros parasitos, enquanto que o novo marcador ML0024, descrito neste trabalho, foi 100% 

específico ao DNA do bacilo, com uma positividade de 22% nos pacientes, porém variável nas 

diversas formas clínicas e com significante aumento da quantificação da carga bacilar no sangue 

de pacientes V em relação aos T. Nos contatos a detecção foi de 1,2%. A presença do DNA de M. 

leprae em sangue de contatos que desenvolveram a doença revelou uma chance 17.22 vezes 

maior de adoecer em relação aos contatos sadios. Este trabalho descreveu o marcador ML0024 

como o mais sensível e específico para o M. leprae e realizou um amplo estudo em sangue 

periférico na hanseníase, que pode ter implicações na epidemiologia da doença. A detecção de M. 

leprae no sangue de contatos, considerados portadores sadios, alerta para a transmissão sanguínea 

do bacilo e para a possibilidade desses indivíduos serem carreadores do bacilo para regiões onde 

a hanseníase já foi eliminada. 

Palavras-chave: Hanseníase, Mycobacterium leprae, sangue, PCR em tempo real, pacientes, 

contatos domiciliares 

 



Abstract 

Leprosy epidemiologic studies have been restricted to Mycobacterium leprae DNA detection in 

nasal and bucal swabs with scarce literature on the peripheral blood, probably due to the 

difficulty in finding bacilli in this type of sample. We present the first molecular epidemiology 

study using real time PCR (qPCR) for M. leprae detection and quantification on peripheral blood 

of 200 leprosy patients and 826 household contacts, associating them with others clinical and 

laboratorial parameters. The TaqMan® qPCR system was performed with two groups of primers 

and probes, aiming the following M. leprae genomic regions: 85B antigen and ML0024. The 

marker 85B presented a low specificity, probably due to the unspecific DNA amplification from 

other microorganisms, while the new marker ML0024 described in this study, was 100% M. 

leprae specific, with a positivity of 22% in leprosy patients, but variable in the different clinical 

forms, and with significant increase in the bacillary load of lepromatous leprosy patients’ blood 

in relation to the tuberculoid form. The detection in household contacts was 1.2%. The presence 

of M. leprae DNA in the blood of contacts that developed leprosy presented an odds ratio of 

17.22-fold higher in favor of the disease occurrence in relation to the healthy contacts. The 

present study describes the ML0024 as the most sensitive and specific marker for M. leprae DNA 

detection, and it is the largest molecular epidemiologic study in the peripheral blood of leprosy 

patients and their contacts, with profound implications on the disease management. The M. 

leprae detection on the blood of contacts has imposed an alert for the possible bacilli 

transmission through the blood and the probability of these healthy carriers in transmitting the 

bacilli to populations of regions where leprosy has been eliminated.  

Key words: Leprosy, Mycobacterium leprae, blood, real time PCRl, patient, household contacts. 
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1.   Introdução 
 

1.1. Indicadores 

A hanseníase é considerada um problema de saúde pública em muitos países em 

desenvolvimento. A incidência mundial da hanseníase vem diminuindo progressivamente 

desde 2001 (> 763.000 casos) até 2007 (254.525 casos), com prevalência de 212.802 casos no 

início de 2008, data em que países como Moçambique e República Democrática do Congo 

conseguiram eliminar a hanseníase. A eliminação da doença foi definida pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) como prevalência menor que um caso em cada 10.000 habitantes 

(WHO, 2008).  

O “Plano Estratégico da Organização Mundial de Saúde para Eliminação da 

Hanseníase 2000-2005” e o plano complementar “Estratégia Global para Aliviar a Carga da 

Hanseníase e Manter as Atividades de Controle, 2006-2010”, que tiveram como estratégias 

assegurar as atividades de controle e morbidade da hanseníase por meio do diagnóstico 

precoce, tratamento com a poliquimioterapia (PQT), aconselhamento aos pacientes e 

familiares, educação da comunidade e prevenção de incapacidades e reabilitação, vem 

surtindo efeito lentamente, apesar da implementação destes planos não ser efetiva em muitos 

países endêmicos (WHO, 2005). 

Em relação à incidência e prevalência da doença no Brasil, o país ocupa o segundo 

lugar no mundo, com incidência de 39.125 casos (20,45/100.000 habitantes) em 2007, e 

prevalência de 45.847 (2,4/10.000 habitantes) no início de 2008 (WHO, 2008). Uma análise 

comparativa entre os anos de 2001 e 2007 revelou redução da incidência (por 100.000 

habitantes) em todas as regiões do país, registrando 54,25 casos na região Norte; 31,53 no 

Nordeste; 40,65 no Centro-Oeste; 6,45 no Sul e 9,75 no Sudeste. A hanseníase apresenta 

tendência de estabilização dos coeficientes de detecção no Brasil, mas ainda em patamares 

muito altos nas regiões Norte, Centro-Oeste e Nordeste (BRASIL, 2008).  
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A endemicidade da doença depende de condições favoráveis à existência e 

sobrevivência do patógeno, além de outros fatores propícios à transmissão e evolução clínica 

da hanseníase. Em nível global e regional, observa-se que algumas das áreas de maior 

endemicidade coincidem com as áreas de maior pobreza e os grupos socialmente excluídos 

são os mais acometidos (BRASIL, 2008). Dados de 2005 revelaram que apenas as regiões Sul 

e Sudeste apresentam prevalência menor do que um caso por 10.000 habitantes, o que se 

tornou objetivo para todos os municípios no Plano Nacional para Eliminação da Hanseníase 

em nível municipal 2006-2010 (BRASIL, 2006). 

Dados da Coordenação Estadual de Dermatologia Sanitária de Minas Gerais / SE – 

SINAN (2008) mostram que Minas Gerais apresentou, ao final de 2008, registro ativo de 

doentes de 3.100 casos, com taxa de prevalência de 1,56/10.000 habitantes. No mesmo ano, 

foram detectados 1.751 casos novos e a taxa de detecção foi 0,88/10.000. Em 2008, o 

município de Uberlândia registrou prevalência de 144 casos, sendo 61 casos novos, e as taxas 

de prevalência e detecção por 10.000 habitantes foram, 2,26 e 0,98 respectivamente. 

Dois indicadores epidemiológicos têm sido propostos para avaliar a tendência da 

endemia hansênica: coeficiente de detecção de casos novos em menores de 15 anos, e 

percentual de casos com grau de incapacidade 2 no diagnóstico. Em se tratando de uma 

doença de período de incubação longo, a redução de detecção de casos novos em menores de 

15 anos é um dos primeiros resultados da desaceleração da transmissão da hanseníase, uma 

vez que menores de 15 anos indicam transmissão recente. Os casos com incapacidade no 

diagnóstico revelam o diagnóstico tardio e existência de prevalência oculta na população 

(BRASIL, 2008). No Brasil ainda são detectados 2.980 casos novos em menores de 15 anos e 

9,5% de casos com incapacidade grau 2 (SINAN, 2008). 
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1.2. Imunopatologia 

A hanseníase é uma doença complexa causada pelo M. leprae, um bacilo álcool-ácido 

resistente (BAAR), que tem tropismo pelas células de Schwann dos nervos periféricos 

superficiais e células do sistema fagocítico mononuclear da pele, locais onde a temperatura 

varia de 30 a 35°C, favorecendo a reprodução do bacilo (HARBOE, 1985; REES, 1985). É 

uma doença espectral, com várias formas clínicas, dependendo do estado imunopatológico do 

paciente, sendo duas formas polares, tuberculóide (T) e virchowiana (V), e um grupo instável 

dimorfo, com três subgrupos: dimorfo-tuberculóide (DT), dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-

virchowiano (DV) (Figura 1). 

 

Figura 1. Infecção pelo Mycobacterium leprae, e formas clínicas da Hanseníase, de acordo 

com o espectro clínico definido por Ridley & Jopling (1966). (Adaptado de 

HARBOE, 1985). 

 

Para fins de tratamento, as formas clínicas pertencentes ao pólo T (T e DT) foram 

designadas de paucibacilares (PB), pois apresentam poucos bacilos nas lesões, e as mais 

bacilíferas, da forma intermediária DD às formas pertencentes ao pólo V (DV e V), foram 

denominadas multibacilares (MB) (WHO, 1988). No pólo T ocorrem poucas lesões de pele e 

nervos, bem delimitadas, geralmente com perda de sensibilidade, predominando baixa 

resposta humoral e vigorosa resposta imune celular, a qual reduz progressivamente em 
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direção ao pólo V, associada com o aumento na carga bacilar, mais lesões na pele e nervos, e 

maiores titulações de anticorpos (RIDLEY & JOPLING, 1966) (Figura 2). 

 

Figura 2. Espectro clínico da hanseníase: a imunidade celular (IC), avaliada pelo teste 

intradérmico de Mitsuda, é inversamente proporcional à carga bacilar, medida pelo 

índice baciloscópico (IB). (Adaptado de GOULART, 2002). 

 

Alguns pacientes com hanseníase ainda sofrem complicações imunológicas que 

interrompem a evolução crônica da doença. São episódios reacionais conhecidos como 

reações hansênicas que podem ser do tipo 1 (Reação Reversa - RR) ou do tipo 2 (Eritema 

Nodoso Hansênico - ENH). A reação tipo 1 ocorre, principalmente, nas formas dimorfas 

instáveis da doença e é caracterizada por episódios agudos de aumento da atividade 

inflamatória na pele e nervos, provavelmente devido a alterações na imunidade mediada por 

células. As reações tipo 2 costumam ocorrer em pacientes DV e V e refletem complicações 

imunológicas mais graves, provavelmente devido à formação aumentada de imuno-complexos 

e sua deposição nos espaços teciduais, vasos sanguíneos e linfáticos (GOULART et al., 2002; 

FOSS, 2003; MOHANTY, 2004). 
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1.3. Transmissão 

Os mecanismos de transmissão do bacilo ainda não são completamente esclarecidos. 

Sugere-se que as vias aéreas superiores (mucosa nasal e orofaringe) sejam as principais portas 

de entrada e saída do bacilo no organismo, visto que grande quantidade de M. leprae tem sido 

encontrada na mucosa nasal, comprovada pela detecção de DNA específico desta 

micobactéria, e pelo fato do parasito não ser encontrado na superfície da pele sem lesão 

(NOORDEEN, 1985; PATROCINIO et al., 2005). Alguns autores admitem a possibilidade de 

transmissão por contato com pele lesionada, por ingestão ou por picada de inseto 

(NOORDEEN, 1985). 

Provavelmente, os pacientes multibacilares (MB) não tratados são a maior fonte de 

transmissão de M. leprae. No entanto, em muitas áreas, o número de pacientes MB é muito 

pequeno e poderia não representar a única fonte de infecção do bacilo (ILA, 2002a). 

Atualmente, discute-se a possibilidade de que não somente os doentes de hanseníase liberem 

bacilos, mas também seus contatos sadios portadores de M. leprae na mucosa nasal como 

encontrado em pesquisas com swabs nasais (CARDOSO, 2006, HATTA et al., 1995, 

RAMAPRASAD et al., 1997) e com biópsias de concha nasal de comunicantes 

(PATROCÍNIO et al., 2005). 

A transmissão sanguínea do bacilo ainda não foi demonstrada na literatura. Entretanto, 

a colonização por M. leprae em células endoteliais, epineurais e endoneurais pelo M. leprae 

em biópsias de tecido de tatu infectado e de pacientes com hanseníase sugere a passagem do 

bacilo pelos vasos sanguíneos e linfáticos (SCOLLARD et al., 1999; RYAN et al., 2001). 

Além disso, tem sido relatado o desenvolvimento de hanseníase em pacientes submetidos a 

transfusões após receberem transplante de órgãos (SHIH et al., 2005). 
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1.4. Diagnóstico 

Não existe padrão ouro para o diagnóstico da hanseníase. O diagnóstico é baseado na 

apresentação de um dos três principais sinais que são: manchas avermelhadas ou 

hipopigmentadas com perda de sensibilidade, troncos nervosos espessados e presença de M. 

leprae, que é um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), em esfregaço dérmico ou em amostra 

de biópsia de lesão de pele (WHO, 2000).  

 O resultado da baciloscopia, realizada com coloração de Ziehl Neelsen, é importante 

para identificar os pacientes de maior carga bacilar e com maior risco de recidivas. No exame 

histopatológico, são necessários no mínimo 10.000 bacilos por grama de tecido para que a 

detecção pela coloração de BAAR seja confiável (SHEPARD & McRAE, 1968). Este exame 

apresenta baixa sensibilidade, principalmente em pacientes com características tuberculóides 

da doença, na qual os bacilos são raros ou ausentes (BHATIA, 1993; ILA, 2002b). 

Testes imunológicos e moleculares são cada vez mais utilizados como métodos 

alternativos de diagnóstico e estudo da infecção. A imunidade humoral, avaliada pela 

titulação de anticorpos anti-glicolipídeo fenólico-1 (anti-PGL-1) de M. leprae, é diretamente 

proporcional ao índice baciloscópico (IB) encontrado na pele e no esfregaço dérmico; e a 

imunidade celular, avaliada pelo teste intradérmico de Mitsuda, é inversamente proporcional à 

carga bacilar (HARBOE, 1985). 

Os exames sorológicos, ensaio imunoenzimático (ELISA) e teste do Fluxo Lateral 

(ML-Flow), ambos baseados na detecção de anticorpos IgM anti-PGL-1, demonstram que a 

presença desses anticorpos é diretamente proporcional à intensidade de exposição ao bacilo. 

Dessa forma, a titulação de anticorpos anti-PGL-1 é maior em pacientes multibacilares (MB) 

e menor entre os paucibacilares (PB) (BÜHRER-SÉKULA et al., 2003; DOUGLAS et al., 

2004; PARKASH et al., 2007; LOBATO et al., 2009); porém não representa todas as 

infecções, pois pacientes PB podem não apresentar resposta humoral detectável. Além disso, 
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tem sido demonstrado que cerca de 10% dos contatos de pacientes com hanseníase 

apresentam anticorpos anti-PGL-1 no sangue e esta positividade representa um risco de 

aproximadamente 6 (seis) vezes para o desenvolvimento da doença (GOULART et al., 

2008a). 

O teste de Mitsuda baseia-se na reatividade do paciente à injeção intradérmica com 

lepromina, uma suspensão de bacilos M. leprae mortos pelo calor. A reação de 

hipersensibilidade tardia à presença do antígeno é medida em aproximadamente 4 (quatro) 

semanas e reflete a indução da resposta imune celular frente ao M. leprae, manifestada pela 

formação de um granuloma celular epitelial organizado (HARBOE, 1885). Geralmente, o 

teste de Mitsuda positivo é observado entre os pacientes do pólo T e é sempre negativo entre 

os V. A reatividade à lepromina possui quase nenhum valor de diagnóstico, mas estabelece o 

perfil imunológico do indivíduo frente ao M. leprae, e portanto, possui valor de prognóstico 

(HASTINGS et al., 1988), conferindo, entre os contatos positivos, uma proteção de mais de 6 

(seis) vezes em relação àqueles que tem o teste negativo (GOULART et al., 2008a). 

Em virtude da dificuldade de encontrar M. leprae por meio de métodos 

histopatológicos nas fases iniciais da doença, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) tem 

sido utilizada com sucesso na detecção de bacilos presentes em pequenas quantidades nos 

tecidos (DONOGHUE et al., 2001) para diagnósticos e, também, para estudos 

epidemiológicos da hanseníase (KRAMME et al., 2004; CHAE et al., 2002; DONOGHUE et 

al., 2001; JAMIL et al., 1993; KLATSER et al., 1993; PATTYN et al., 1993; SANTOS et al., 

2001; WILLIAMS et al., 1992).  

Alguns trabalhos têm mostrado boas perspectivas com relação à detecção do DNA de 

M. leprae em várias amostras (sangue, swabs bucal e nasal, pele, concha nasal) de pacientes 

com hanseníase devido à maior sensibilidade e especificidade desta técnica comparada às 

técnicas convencionais de baciloscopia (DE WIT et al., 1991; FIALLO et al., 1992; DE WIT 
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et al., 1993; YOON et al., 1993; WICHITWECHKARN et al., 1995; SANTOS et al., 2001; 

ALMEIDA et al., 2004; PATROCÍNIO et al., 2005; GOULART et al., 2007). 

Na tentativa de encontrar primers para a detecção de M. leprae por meio de PCR, que 

sejam referência para os serviços de saúde de todo o mundo, várias sequências de 

nucleotídeos tem sido utilizadas, tais como sequências de DNA que codificam os antígenos 18 

kDa (WILLIAMS et al., 1990), 36 kDa (HARTSKEERL et al., 1989), 65 kDa (PLIKAYTIS 

et al., 1990), e as sequências repetitivas do M. leprae (WOODS & COLE, 1989) ou de RNA 

ribossômico (MISRA et al., 1995). Trabalhos recentes encontraram que primers cujos alvos 

são fragmentos pequenos da região repetitiva RLEP são mais sensíveis e específicos em 

relação aos fragmentos maiores desta mesma região (GOULART et al., 2007) e da região do 

antígeno de 18 kDa do genoma do M. leprae (KRAMME et al., 2004). 

A PCR em tempo real (qPCR), na qual a detecção do DNA é baseada na medida da 

fluorescência liberada por uma sonda específica, tem revelado melhores sensibilidades e 

especificidade no diagnóstico de vários parasitos, possibilitando a quantificação de DNA da 

carga bacteriana presente na amostra clínica (RONDINI et al., 2003, TAKAHASHI & 

NAKAYAMA, 2006). No entanto, poucos trabalhos tem utilizado esta técnica para detecção 

de M. leprae (KRAMME et al., 2004; SHAMSI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2006; 

TRUMAN et al., 2008; RUDEEANEKSIN et al., 2008), principalmente na aplicação em 

estudos epidemiológicos. 

Os trabalhos envolvendo a qPCR para detecção de M. leprae realizaram esta técnica 

em amostras de biópsia de lesão de pele, onde existe maior possibilidade de encontrar o bacilo 

devido ao seu tropismo por regiões mais frias (KRAMME et al., 2004, MARTINEZ et al., 

2006, RUDEEANEKSIN et al., 2008, SHAMSI et al., 2006). 

Não há trabalhos sobre a detecção do DNA de M. leprae por qPCR em sangue 

periférico, representando uma lacuna no conhecimento sobre o comportamento do bacilo após 
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a invasão da mucosa nasal de doente e de contatos. O método de migração do M. leprae até o 

sistema nervoso periférico ainda é desconhecido (RAMBUKKANA, 2000). Provavelmente, a 

presença de M. leprae em amostras de sangue periférico indicaria uma provável sequência da 

infecção após sua passagem pela concha nasal, como descrito em trabalho anterior 

(PATROCÍNIO, 2005). 

Visto que o M. leprae é um parasito intracelular obrigatório de células de Schwann e 

do sistema fagocítico mononuclear, e considerando-se a meia-vida curta das células 

fagocíticas do sangue periférico, é provável que a amplificação e a quantificação do DNA de 

bacilos em amostra de sangue sejam correspondentes à quantidade de bacilos vivos 

circulantes. Dessa forma, a detecção do DNA nesse tipo de amostra demonstraria a real 

infecção com bacilos viáveis. Isso poderia levar a adoção de novas medidas complementares 

de intervenções para o controle da hanseníase, com a utilização da quimioprofilaxia de grupos 

de risco, como tem sido proposto na literatura (VIJAYAKUMARAN et al., 2000; GOULART 

et al., 2008a), além de evidenciar a possibilidade da transmissão sanguínea de M. leprae. 



 
 

 

21

1. Objetivos 

 

2.1. Objetivo Geral  

Este trabalho tem como objetivo avaliar o uso de primers e sondas para quantificação 

de DNA de Mycobacterium leprae por PCR em tempo real (qPCR) pela detecção da presença 

do bacilo em amostras de sangue periférico de pacientes com hanseníase e de contatos 

domiciliares, atendidos no Centro de Referência Nacional em Hanseníase e Dermatologia 

Sanitária – Hospital das Clínicas – Universidade Federal de Uberlândia/MG, Brasil 

(CREDESH/HC/UFU).  

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Padronizar a técnica da qPCR para detecção e quantificação do DNA de M. leprae em 

amostras de sangue de pacientes com hanseníase e de contatos domiciliares; 

• Relacionar os resultados do teste intradérmico de Mitsuda, teste ELISA anti-PGL-1, 

índice baciloscópico (IB) de esfregaço dérmico e biópsia de lesão de pele, e PCR 

convencional de lesão de pele e esfregaço dérmico com a qPCR em sangue de pacientes 

com hanseníase; 

• Relacionar os resultados do teste intradérmico de Mitsuda e teste ELISA anti-PGL-1 

com a qPCR em sangue de contatos; 

• Avaliar a viabilidade da qPCR em sangue periférico como método de definição de 

portador sadio e casos subclínicos entre os contatos de pacientes de hanseníase. 
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3.    Material e Métodos 

 

Este estudo foi realizado em amostra de sangue periférico de pacientes com hanseníase 

e de contatos domiciliares atendidos pelo CREDESH/HC/UFU. O protocolo foi aprovado sob 

o parecer 499/08 pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFU (Anexo I) e todos os 

participantes da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 

II). 

 

3.1. Amostras e sujeitos do estudo 

Foram coletados 4 ml de sangue periférico de 200 pacientes com hanseníase, virgens 

de tratamento, e de 826 contatos de pacientes com hanseníase. Alíquotas de sangue periférico 

de 19 recém-nascidos, que foi coletado para realização de outros exames, foram utilizadas nos 

testes de especificidade.  

Os pacientes foram diagnosticados e classificados em formas clínicas (FC) de acordo 

com a classificação de Ridley e Jopling (1966). A classificação operacional (CO) em 

paucibacilar (PB) e multibacilar (MB) foi feita para fins de tratamento (77) (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Classificação Operacional, Forma Clínica e Gênero dos pacientes com hanseníase. 

Total
Pacientes F M

N (%) N (%) N (%)
paucibacilar 69 (34,5) 37 (18,5) 32 (16,0)
T 25 11 14
DT 44 26 18
multibacilar 131 (65,5) 46 (23,0) 85 (42,5)
DT 34 15 19
DD 34 13 21
DV 30 10 20
V 33 8 25
Total 200 (100,0) 83 (41,5) 117 (58,5)

GêneroClassificação 
operacional e 
Forma clínica
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O CREDESH/HC/UFU tem como critério realizar testes baciloscópicos, sorológicos e 

moleculares para a correta classificação e tratamento dos pacientes. Para tanto, foram 

realizados os testes de Mitsuda, índice baciloscópico (IB) de esfregaço dérmico e da biópsia 

de lesão de pele, além de ELISA anti-PGL-1 e PCR convencional do esfregaço dérmico e da 

biópsia lesão de pele. 

Para o teste de Mitsuda, a reação foi descrita baseada na medida em milímetros (mm) 

do diâmetro da pápula: negativa - entre 0 a 3 mm; fracamente positiva - com 4 a 7 mm; 

positiva forte - com 8 a 10 mm; fortemente positiva - nódulo maior que 10 mm de diâmetro 

ou de qualquer tamanho, com ulceração (JOPLING & MCDOUGALL, 1991). Os resultados 

do IB do esfregaço dérmico e da biópsia de lesão de pele foram registrados de acordo com a 

Escala Logarítmica de Ridley (1990), que varia de zero (0) a seis (6). Para o teste ELISA anti-

PGL-1, foi realizado o método do ELISA indireto, utilizando-se protocolo padronizado por 

nosso grupo de pesquisa (LOBATO et al., 2008), sendo que o índice ELISA (IE) maior ou 

igual a 1.1 foi considerado positivo. A extração de DNA do esfregaço dérmico e da biópsia de 

lesão de pele foi realizada conforme Patrocínio et al. (2005). As reações de PCR convencional 

amplificaram um fragmento de 130 pares de bases (pb) da região RLEP3 do M. leprae 

utilizando-se primers descritos por Goulart et al. (2007). 

Os contatos domiciliares foram divididos de acordo com a FC e CO do caso índice 

(Tabela 2). Todos os contatos apresentaram exame clínico dermato-neurológico normal e 

realizaram testes de Mitsuda e ELISA anti-PGL-1. 

 

Tabela 2. Classificação Operacional e Gênero dos contatos domiciliares de pacientes com 

hanseníase. 
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Total
Contatos F M
N (%) N (%) N (%)

paucibacilar 182 (22,0) 88 (19,8) 94 (24,7)
multibacilar 644 (78,0) 357 (80,2) 287 (75,3)
Total 826 (100,0) 445 (53,7) 381 (46,3)

Gênero
Classificação operacional do 
caso índice dos contatos

 

Para a extração do DNA de sangue periférico, uma alíquota de 500 µl de sangue total 

coletado em tubos Vacutainer® contendo EDTA foi colocada em tubo estéril de 2 ml. A este 

foi adicionado 250 µl de Tris-HCL (1 M, pH 8,0) e 500 µl de fenol (tamponado em Tris-HCl 

1M, pH 8,0). Os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso por 5 minutos. 

Centrifugaram-se as amostras a 7280 g por 10 minutos. A seguir, 700 µl do sobrenadante 

foram transferidos para tubos estéreis aos quais foram adicionados 700 µl de etanol absoluto 

gelado. Na sequência, as amostras foram centrifugados a 14270 g por 15 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 1 ml de etanol 75% e, novamente, os tubos foram 

centrifugados por mais 10 minutos à velocidade de 14270 g. Enfim, o sobrenadante foi 

descartado deixando o precipitado secar. Após a secagem, os precipitados foram diluídos em 

50 µl de água ultra pura e armazenados à – 20ºC. 

 

3.2. PCR em tempo real (qPCR) 

A qualidade do DNA é um dos determinantes mais importantes para a confiabilidade e 

reprodutibilidade da qPCR (BAR et al., 2003), portanto, para avaliar a qualidade do DNA 

extraído das amostras de sangue, foi selecionado um par de primers (forward: 5’ -

GACCTGACTCTGTGTGTGTGTACG- 3’ e  reverse: 5’ -

TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC- 3’)  que amplifica um fragmento de 122 bp do gene 

constitutivo humano NRAMP1 (natural resistance associated macrophage protein 1). Às 

reações de qPCR, com volume final de 12,5 µl, foram incluídos 2 µl do DNA extraído das 

amostras de sangue. Foi utilizado o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied 
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Biosystems), contendo SYBR® Green Dye, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs, 

referência passiva Rox, tampão com componentes otimizados e 200 nM de cada primer 

(forward e reverse). As reações foram processadas no equipamento ABI7300 (Applied 

Biosystems) com o seguinte programa: 50ºC por 2 min, 95ºC por 10 min, 40 ciclos a 95ºC por 

15 s e 60ºC por 1 min. A fluorescência foi medida, ciclo a ciclo, resultando em uma curva 

sigmoidal, caso houvesse amplificação do gene constitutivo. As amostras que apresentaram 

amplificação adequada, analisando-se a curva de amplificação e a curva de dissociação, foram 

incluídas nas reações para detecção de M. leprae.  

Para qualificar e quantificar as amostras quanto à presença do DNA de M. leprae, 

foram desenhados dois pares de primers (ML0024 e 85B) e duas sondas marcadas 5’ 

TAMRA e 3’ FAM. O primeiro par de primers, ML0024-1 

(ACCGGAGCTTGGGAATACACT) e ML0024-2 (TCATCTCCTGCACCCCGA), amplifica 

um fragmento de 68 pb do gene ML0024 do M. leprae (Nº de acesso GeneBank: AL583917). 

Este gene consta de 252 pb (29775 – 30026) que codificam uma proteína de 83 aminoácidos 

(aa) cuja função é desconhecida. O segundo, 85B-1 (CGGTTCCTCGGCCCTAATAC) e 

85B-2 (CGACAACGAGCCAGCATAGA), amplifica uma região de 67 pb do gene 85B, 

componente do gene 85B (Nº de acesso GeneBank: X60934), que codifica um complexo 

antigênico presente na parede celular do M. leprae. Esses primers foram desenhados com base 

no trabalho com qPCR de Martinez et al. (2006), que amplificaram outro fragmento do gene 

85B, encontrando alta especificidade e sensibilidade.  

Os primers e as sondas fluorescentes (ML0024-3: 

CACATAGGGTCCAGTCGTGCCGC e 85B-3: GGCAGCTTATCACCCCGATCAGTTC) 

foram desenhados utilizando-se o software Primer Express® (Applied Biosystems). Às 

reações de qPCR, com volume final de 25,0 µl, foram incluídos 2 µl do DNA extraído das 

amostras de sangue. As reações foram realizadas em duplicata para cada amostra. Utilizou-se 
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o reagente TaqMan® Universal PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), incluindo 

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs, referência passiva e tampão com componentes 

otimizados, 200 nM de cada primer (forward e reverse) e 100 nM de sonda. As reações foram 

processadas no mesmo equipamento e programa utilizado para amplificação do gene 

endógeno NRAMP1. A análise da fluorescência foi avaliada pelo software SDS System 

(Applied Biosystems). Caso houvesse presença do DNA de M. leprae na amostra, a sonda 

marcada seria clivada durante a amplificação, gerando um sinal fluorescente, representado por 

uma curva sigmoidal. 

Foram consideradas positivas as amostras cujas duplicatas atingiram o threshold, 

limiar ajustado na região associada ao crescimento exponencial dos produtos da qPCR. Os 

resultados positivos foram obtidos de acordo com o primeiro ciclo de amplificação que 

produzisse um sinal de fluorescência detectável, ou seja, o cicle threshold (Ct), que é definido 

como o ciclo da qPCR no qual a fluorescência atinge o threshold. 

 

3.2.1. Quantificação absoluta 

Para quantificar os produtos da qPCR, foi construída uma curva padrão a partir da 

clonagem dos fragmentos amplificados de 68 pb (ML0024) e 67 pb (85B) do genoma do M. 

leprae, utilizando-se o kit TA Cloning® (Invitrogen, San Diego, CA). Após a extração 

plasmidial, os produtos obtidos foram sequenciados, para confirmar se as sequências clonadas 

eram realmente os fragmentos de 68 pb e 67 pb do genoma do M. leprae, e em seguida, os 

produtos foram linearizados utilizando-se a enzima Apa I (Invitrogen) e quantificados em 

espectrofotômetro a 260 nm. A partir desta quantificação inicial, foi possível obter o número 

de cópias por microlitro dos plasmídeos linearizados, utilizando-se a seguinte fórmula de Yin 

et al. (2001), na qual C = 5 x 10-5 g/ml e MW = peso molecular do produto de PCR (pares de 

base x 6,58 x 102 g): 
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Cópias/mL = 6,023 x 1023 x C x OD260

MW  

Foram realizadas diluições seriadas de razão 10 (106, 105, 104, 103 cópias do DNA de 

M. leprae por reação) para construção das curvas padrão referentes a cada par de primers 

utilizado. Essas diluições foram aliquotadas e armazenadas a -80ºC para utilização em 

duplicata em todas as placas para detecção de DNA do bacilo. Para cada curva padrão, o 

software SDS 7300 (Applied Biosystems) procurou o melhor ajuste entre os pontos, calculou a 

regressão linear e forneceu o R2, o slope (inclinação da curva) e o y intercept. O R2 mede o 

quão próximo é o ajuste entre a regressão linear da curva padrão e os valores individuais de Ct 

das amostras padrão (um valor de 1 indica um ajuste perfeito entre a regressão linear e os 

dados individuais). O slope indica a eficiência de amplificação para o ensaio (um valor de -

3,32 representa eficiência de 100%), e o y-intercept indica o valor esperado de Ct para uma 

amostra com quantidade 1. Utilizando-se o slope pode se calcular a eficiência de cada reação, 

por meio da fórmula: E = 10(-1/slope)-1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006). 

A quantificação do número de cópias do DNA de M. leprae fornecida pelo software 

era referente a 2 µl de DNA extraído. Assim, para calcular o número de cópias de M. leprae 

por ml de sangue, o valor dado pelo software foi multiplicado por 50 (primeiro multiplicou-se 

por 25, pois os 2 µl do DNA colocado na reação são uma alíquota do DNA total extraído, que 

foi diluído em 50 µl de água; em seguida, multiplicou-se por 2 para ter a quantificação em 1 

ml de sangue, visto que a extração do DNA foi realizada a partir de 500 µl de sangue). 

Em cada placa, a curva padrão foi considerada o controle positivo da reação, e o 

controle negativo, feito em duplicata, foi o mix da reação sem a presença de DNA. 

 

3.2.2. Teste de especificidade 

Foi avaliada a especificidade de dois pares de primers, ML0024 e 85B, com suas 

respectivas sondas. A especificidade foi determinada testando-se DNA extraído de cultura de 



 
 

 

28

6 (seis) parasitos (Mycobacterium gordonae, M. fortuitum, M. avium, M. tuberculosis, 

Plasmodium falciparum, Paracoccidioides braziliensis) e/ou de 5 (cinco) amostras positivas 

de pacientes (M. leprae, Plasmodium vivax, Leishmania braziliensis, L. amazonensis, 

Trypanosoma cruzi), além do DNA genômico humano, extraído de 19 amostras de sangue de 

recém-nascidos, considerando que o M. leprae não passa pela barreira placentária e que 

recém-nascidos ainda não foram expostos ao M. leprae. O DNA extraído das culturas e das 

amostras foi submetido à qPCR com os dois conjuntos de primers e sondas.  

 

3.2.3. Teste de sensibilidade 

Para se determinar a sensibilidade do teste, foram realizadas diluições seriadas na 

razão 4 a partir do ponto 103 cópias do DNA de M. leprae da curva padrão. A partir do ponto 

de 62,5 cópias, foram realizadas diluições seriadas na razão 2. Após a qPCR, realizada com 

duplicata para cada diluição, foi feita a análise das curvas de amplificação para se estabelecer 

o limite confiável de detecção, no qual a amplificação das duplicatas deveria ser semelhante. 

 

3.3. Análise estatística 

Os testes estatísticos foram realizados utilizando-se o software BioEstat (versão 5.0; 

[http://www.mamiraua.org.br]). Para todos os testes foi aceito um erro do tipo I de 5% (p < 

0,05 foi considerada como estatisticamente significante).  

O teste Kappa foi aplicado para avaliar os resultados de concordância entre a qPCR 

ML0024 e os demais exames. Quanto aos valores de Kappa (κ), observou-se: < 0,01-0,20 

(sem concordância), 0,21-0,40 (concordância discreta), 0,21-0,60 (concordância regular), 

0,41-0,80 (concordância boa), 0,81-0,92 (concordância muito boa), 0,93–1,0 (concordância 

excelente) (DAWSON et al., 2001). 
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Para comparar os resultados dos exames aplicados entre os grupos: pacientes e 

contatos, PB e MB, e entre as formas clínicas da hanseníase foi empregado o teste de Mann-

Whitney. 

O teste de Correlação Linear de Pearson foi utilizado para se verificar qual o nível de 

correlação entre a qPCR ML0024 e os demais exames realizados nos pacientes e nos contatos. 

O Odds-Ratio foi aplicado com a finalidade de associar a positividade da qPCR 

ML0024 entre os contatos domiciliares inicialmente sadios e o desenvolvimento da 

hanseníase dentro deste grupo de comunicantes. 
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4. Resultados 

 

4.1. Caracterização clínica e imunológica dos pacientes e contatos 

Dentre os 200 pacientes selecionados, houve predomínio do gênero masculino (58,5% 

- 117/200) e a média de idade foi 48±15,9 anos, variando de 4 a 83 anos. A maioria dos 

pacientes eram MB [65.5% (131/200)], sendo 34 (26,0%) da forma clínica DT, 34 (26,0%) 

DD, 30 (22,9%) DV e 33 (25,2%) V, e dentre os 69 pacientes com hanseníase PB (35%), 25 

(36,2%) eram T e 44 (63,8%) DT. 

A imunidade celular dos pacientes, avaliada pelo teste de Mitsuda, apresentou valores 

médios decrescentes do pólo T (10,4 mm) até o pólo V (0 mm), com média de 0,5 mm entre 

pacientes DD. A positividade do IB do esfregaço dérmico [49.0% (94/192)], IB da biópsia de 

lesão de pele [64,9% (126/194)], ELISA anti-PGL-1 [63,8% (125/196)], e das PCRs do 

esfregaço dérmico [57,1% (100/175)] e da biópsia de lesão de pele [59,8% (116/194)], 

apresentou o mesmo perfil por forma clínica, com valores progressivamente maiores do pólo 

T em direção ao pólo V. 

Dentre os 826 contatos domiciliares, a média da idade foi 28±19,3 anos, e predominou 

indivíduos do gênero feminino, 53,9% (445/826). A maioria eram contatos de pacientes MB 

[78,0% (644/826)] da forma clínica V [32,6% (210/644)]. 

A média dos valores do teste de Mitsuda foi 7,4±3,4 mm, e a maioria dos contatos 

(90,4%) foram Mitsuda positivo (≥ 4 mm). A média do IE entre os contatos foi 0,83 ± 0,78, e 

81,5% tiveram IE negativo. Não foram observadas diferenças estatísticas significativas para 

ambos os testes entre contatos de pacientes PB e contatos de MB (p>0,05). 
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4.2. Teste de especificidade 

Não foi observada qualquer amplificação com o conjunto de primers e sonda ML0024 

(qPCR ML0024), senão para amostra com DNA de M. leprae. Para o conjunto de primers e 

sonda 85B, foi observada amplificação para a reação com DNA de M. leprae e M. fortuitum, 

Leishmania amazonensis, L. braziliensis, P. falciparum e com 31% (6/19) das amostras de 

DNA extraído de sangue de recém-nascidos (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Teste de especificidade da qPCR com o conjunto de primers ML0024-1/ML0024-2 

e sonda ML0024-3, e o conjunto de primers 85B-1/85B-2 com a sonda 85B-3 para 

detecção de M. leprae. 

Amostras de DNA Origem qPCR ML0024 qPCR 85B 
M. leprae lesão de pele + + 
M. gordonae Cultura - - 
M. tuberculosis Cultura - - 
M. fortuitum Cultura - + 
M. avium Cultura - - 
Plasmodium falciparum Cultura - + 
P. vivax sangue de paciente - - 
Leishmania braziliensis sangue de paciente - + 
L. amazonensis sangue de paciente - + 
Trypanosoma cruzi sangue de paciente - - 
Paracoccidioides braziliensis Cultura - - 
DNA humano sangue de recém-nascidos - + 

 

Diante deste resultado, o conjunto ML0024 foi selecionado para desenvolver este 

trabalho de pesquisa de DNA em sangue periférico de pacientes com hanseníase e de contatos 

domiciliares. 

 

4.3. qPCR ML0024 - Pacientes 

Quanto à avaliação da qualidade do DNA por meio da amplificação do gene 

constitutivo humano NRAMP1, verificou-se que todas as amostras de sangue dos pacientes, 
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contatos e recém-nascidos, foram positivas para o gene em questão, apresentando um mesmo 

perfil das curvas de amplificação e de dissociação (Figura 1 A e B). 

A-                                                                         B-     

 

Figura 3. Amplificação do gene endógeno NRAMP1. A- Curva de amplificação, 

representando perfil semelhante para a amplificação do DNA de sangue de pacientes 

com hanseníase, contatos domiciliares e recém-nascidos; B- curva de dissociação dos 

produtos amplificados em A. 

 

A qPCR com os primers ML0024 foi capaz de detectar a presença de DNA do bacilo 

em 22,0% (44/200) das amostras de sangue periférico dos pacientes com hanseníase, sendo 

23,2% (16/69) em pacientes PB e 21,4% (28/131) em MB (p>0,05). Notou-se maior 

positividade entre pacientes com idade superior a 60 anos [29,3% (12/41)] e entre pacientes 

do gênero masculino [23,1% (27/117)], sem diferença estatística significativa entre os grupos 

etários bem como entre homens e mulheres (p>0,05). 

A positividade da qPCR ML0024 por forma clínica da hanseníase revelou 20% (5/25) 

entre os pacientes T, alcançando 33,3 (11/33) nos pacientes V (Tabela 4). Não houve 

diferença estatisticamente significante entre as positividades das formas clínicas (p>0,05). 
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Tabela 4. Positividade da qPCR ML0024 em amostras de sangue periférico de pacientes com 

hanseníase, de acordo com a classificação operacional e as formas clínicas de 

Ridley-Jopling. 

PB MB
T 5 (20,0) 0 (0,0) 25
DT 11 (25,0) 6 (17,6) 78
DD 0 (0,0) 5 (14,7) 34
DV 0 (0,0) 6 (20,0) 30
V 0 (0,0) 11 (33,3) 33
Total 16 (8,0) 28 (14,0) 200

Nº (%) de pacientes positivos Nº total de 
pacientes

Forma clínica

 

Apesar de 59% dos pacientes com qPCR ML0024 positiva também apresentarem IE 

positivo e teste de Mitsuda negativo, a diferença destes testes entre os grupos de pacientes 

positivos e negativos para a qPCR ML0024 não foi estatisticamente significante. 

A figura 2 mostra a correlação da positividade da qPCR ML0024 por forma clínica de 

Ridley-Jopling (56) com os demais testes dos mesmos pacientes: Mitsuda, IB do esfregaço 

dérmico, IB da biópsia de lesão de pele, ELISA anti-PGL-1 e PCR convencional do esfregaço 

dérmico e da biópsia de lesão de pele. Os valores de Kappa obtidos entre a qPCR ML0024 e 

os testes citados, foram menores que 0,04, significando ausência de concordância. O 

coeficiente de Pearson (r) mostra que não existe correlação significativa entre a qPCR e os 

outros testes (Figura 2). 
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Figura 4. Positividade da qPCR ML0024 em sangue periférico, IB da biópsia de lesão de 

pele, IB do esfregaço dérmico, teste ELISA anti-PGL-1, teste de Mitsuda, PCR do 

esfregaço dérmico e da biópsia de lesão de pele de pacientes, segundo as formas 

clínicas da hanseníase. Os valores apresentados no quadro indicam a concordância 

(Kappa) e a Correlação Linear de Pearson entre a qPCR ML0024 e os demais 

testes. 

 

O sequenciamento dos plasmídeos com os insertos ML0024 (68 pb) e 85B (67 pb) 

confirmou que as sequências clonadas eram, realmente, do genoma do M. leprae. As curvas 

padrão utilizadas para quantificação das amostras, apresentaram coeficientes de determinação 

(R²) em torno de 0,99 e slope de -3,42, revelando uma eficiência de amplificação da reação de 

aproximadamente 96,0% em todas as placas (Figura 3). 
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Slope: -3.42

Intercept: 37.16

R2: 0.99

 

Figura 5. Regressão linear da curva padrão proveniente da amplificação de plasmídeos 

linearizados, contendo o inserto de 68 pb do DNA de M. leprae, em diluições 

seriadas de razão 10, de 106 a 103 cópias de DNA.                                                                                                               

 

O limite de detecção da técnica foi 15,6 cópias do DNA de M. leprae por reação (2 µl 

de DNA). A partir deste ponto as curvas de amplificação para as próximas diluições não 

seguiram um padrão constante entre os intervalos dos Cts, gerando, portanto, uma 

amplificação inespecífica (Figura 4). 
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Nº de cópias 
de DNA por 
reação 

106 105 104 103 250 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 

Ct 15,8 19,0 22,6 26,0 28,4 30,5 31,9 33,4 33,9 35,1 
 

Figura 6. Curva padrão e teste de sensibilidade. Amplificação da diluição seriada de razão de 

ordem 10 a partir de 106 cópias do DNA de M. leprae; razão de ordem 4 a partir do 

ponto 10³, e de ordem 2 a partir de 62,5 cópias, para determinação do limite de 

detecção da qPCR ML0024. 

 

Foi realizada análise quantitativa do número de cópias do DNA de M. leprae por ml de 

sangue de 21 das 44 amostras positivas dos pacientes. As demais 23 amostras não tiveram o 

mesmo padrão de diluição que as outras 21 após a extração do DNA, portanto, sua 

quantificação não foi realizada, pois poderia comprometer o valor real do número de cópias 

da amostra. Assim, estas amostras fizeram parte somente da análise qualitativa.  A 

quantificação da carga bacilar das 21 amostras revelou valores que vão de 780 a 5.94 x 105 



 
 

 

37

cópias de DNA do bacilo por ml de sangue. A média de número de cópias de DNA por ml de 

sangue para cada forma clínica da hanseníase foi representado pela tabela 5. Para esta análise 

não houve separação entre o grupo de pacientes DT em DT-PB e DT-MB, visto que dentre o 

último grupo havia apenas um paciente positivo cuja amostra foi quantificada. A média do 

número de cópias do DNA de M. leprae dentre os pacientes V foi 22 vezes maior que entre os 

pacientes T, relevando diferença estatística significativa entre a quantificação da carga bacilar 

sanguínea entre as formas clínicas polares (p = 0,02). 

 

Tabela 5. Média do número de cópias do DNA de M. leprae por ml de sangue periférico de 

pacientes com hanseníase de acordo com as formas clínicas de Ridley-Jopling.  

Forma Clínica e 
Classificação 
Operacional

Média nº cópias/ml ± desvio 
padrão 

T - PB 870 ± 0.9  

DT - PB/MB 2,9 x 104 ± 15498

DD - MB 8,0 x 103 ± 7518

DV - MB 3,2 x 103 ± 2057

V - MB 1,9 x 104 ± 32006

 

Em relação à análise quantitativa, não foi observada correlação significativa entre o 

número de cópias do DNA de M. leprae detectado no sangue dos pacientes e o IB do 

esfregaço dérmico (r = 0,0917), o IB da biópsia de lesão de pele (r = 0,0269), o IE (r = 

0,1105) e as medidas do teste de Mitsuda (r = -0,1573). 

 

4.4. qPCR ML0024 – Contatos 

Dentre os contatos domiciliares, 1,2% (10/826) foram positivos para a qPCR ML0024 

em sangue periférico, sendo 1,1% (2/182) contatos de pacientes PB e 1,2% (8/644) contatos 

de MB (Tabela 6), sem diferença estatística significativa entre os grupos operacionais e entre 
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as formas clínicas dos casos índice dos contatos (p>0,05). Entretanto, houve diferença 

estatística altamente significativa (p<0,0001) entre o resultado da qPCR ML0024 em sangue 

de pacientes [22,0% (44/200)] e de contatos domiciliares [1,2% (10/826)]. A detecção do 

DNA do bacilo foi de 1,6% (6/381) entre os contatos do sexo masculino e de 0,9% (4/445) 

entre os do sexo feminino, e quanto à idade, a maior positividade da qPCR ML0024 foi entre 

contatos domiciliares menores que 15 anos [1,9% (5/262)]. No entanto, não foi observada 

diferença estatística significante entre a positividade em contatos do gênero feminino e 

masculino, nem entre as faixas etárias (p>0,05). 

 

Tabela 6. Positividade da qPCR ML0024 em amostras de sangue de contatos domiciliares de 

pacientes com hanseníase, de acordo com a classificação operacional e forma 

clínica do caso índice. 

PB MB
I 0 (0,0) 0 (0,0) 4
T 1 (1,8) 0 (0,0) 56
DT 1 (0,4) 0 (0,0) 282
DD 0 (0,0) 1 (0,7) 144
DV 0 (0,0) 2 (1,5) 130
V 0 (0,0) 5 (2,4) 210
Total 2 (0,2) 8 (1,0) 826

Nº (%) de contatos positivos Nº total de 
contatos

Forma clínica dos casos 
índice dos contatos

 

 O teste de Mitsuda foi negativo em 30,0% (3/10) e fracamente positivo em 70,0% 

(7/10) dos contatos domiciliares com qPCR ML0024 positiva. Dentre os contatos com qPCR 

ML0024 positiva, nenhum apresentou Mitsuda positivo forte ou fortemente positivo (≥ 8), 

mostrando uma diferença estatisticamente significante entre os resultados do Mitsuda de 

contatos com qPCR ML0024 positiva e aqueles com qPCR ML0024 negativa (p<0,05). 

Dos contatos domiciliares com qPCR ML0024 positiva em sangue, os valores do IE 

variaram de 0,42 a 11,6, com média de 2,42±3,5, não sendo observado diferença estatística 
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significativa entre o IE dos contatos com qPCR ML0024 positiva e daqueles com qPCR 

ML0024 negativa (p > 0,05). 

Do total de contatos, houve dois casos de co-prevalência e 3,1% (26/826) 

desenvolveram hanseníase no período de seguimento de sete (7) anos. Todos eram contatos de 

pacientes MB e destes, 61,5% (16/26) eram contatos de caso índice V. A qPCR ML0024 

detectou DNA de M. leprae em 11.5% (3/26) dos contatos que adoeceram, o teste ELISA foi 

positivo em 57.7% (15/26) e o teste de Mitsuda foi negativo ou fracamente positivo em 84,6% 

(22/26).  

A qPCR ML0024 positiva entre os contatos representou 17,22 maior chance de 

desenvolver a hanseníase (p<0.0001), a positividade do teste ELISA aumentou em 7,35 vezes 

a chance de adoecer (p<0.0001) e o teste de Mitsuda positivo (≥ 4 mm) conferiu uma proteção 

de 5.6 vezes (p=0.0007) (Tabela 7). 
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Tabela 7. Odds Ratio (OR) para o desenvolvimento de hanseníase em contatos domiciliares 

baseado na qPCR ML0024 com amostras de sangue periférico, no teste ELISA 

anti-PGL-1 e no teste de Mitsuda. 

Teste e tipo de 
contato

Nº de 
resultados 
positivos

Nº de resultados 
negativos

OR (IC95%)

qPCR ML0024
doente 3 23

não doente 6 792

Teste ELISAa

doente 15 11
não doente 106 572

Teste de Mitsudab

doente 17 9
não doente 667 65

a Para o teste ELISA anti-PGL-1, foi considerado resultado positivo, índice

ELISA ≥ 1,1. b Para o teste de Mitsuda, o resultado positivo foi ≥ 4 mm.

0,18 (0,08 - 0,43)

7,35 (3,29 - 16,46)

17,22 (4,05 - 73,15)

 

A média do IE entre os contatos que adoeceram foi 1,9 ± 2,7, e o valor médio do teste 

de Mitsuda foi 4,0 ± 3,3, revelando que a maioria destes [84,6% (22/26)] eram Mitsuda 

negativo ou fracamente positivo. 
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5. Discussão 

 

Este é o primeiro trabalho que utilizou a PCR em tempo real para a detecção do DNA 

de M. leprae em sangue periférico de pacientes com hanseníase e de contatos domiciliares. A 

PCR em tempo real é uma técnica rápida, com alta especificidade proporcionada pelo uso de 

sonda e não oferece riscos de contaminação com produtos amplificados, visto que esta técnica 

dispensa procedimentos pós-PCR. Por isso, sua utilização tem se tornado crescente no auxílio 

do diagnóstico da hanseníase e de outras micobacterioses (KRAMME et al., 2004, 

MARTINEZ et al., 2006, PARASHAR et al., 2006, RONDINI et al., 2003, 

RUDEEANEKSIN et al., 2008, WILLIAMS et al., 2007). Esses trabalhos tem utilizado a 

qPCR em amostras de biópsia de lesão de pele, por ser mais fácil encontrar o bacilo nesta 

amostra, visto que a hanseníase acomete nervos periféricos e pele. 

No presente trabalho, os resultados dos testes de Mitsuda, ELISA anti-PGL-1, IB e 

PCR convencional do esfregaço dérmico e da biópsia de lesão de pele contribuíram para a 

adequada classificação operacional e clínica dos pacientes. Em relação à qPCR ML0024 em 

sangue periférico, houve detecção do bacilo em todas as formas clínicas dentre o grupo de 

pacientes estudados, e a positividade predominou entre pacientes do gênero masculino e com 

idade superior a 60 anos. Na Índia, bem como em outros locais endêmicos, a hanseníase 

prevalece entre indivíduos de 35 a 65 anos e afeta com maior freqüência os homens do que as 

mulheres, frequentemente em uma razão de 2:1 (NOORDEEN, 1985). Isto poderia ser 

explicado pelo estilo de vida dos homens, que geralmente são mais expostos a ambientes 

diversos por questões de trabalho, aumentando a chance de se contaminar, quando comparado 

às mulheres. 

A detecção do DNA de M. leprae em amostras de sangue periférico indicaria provável 

sequência da infecção após a passagem do bacilo pela mucosa e concha nasal (PATTYN et 
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al., 1993, HATTA et al., 1995, ALMEIDA et al., 2004, PATROCÍNIO et al., 2005), conforme 

foi demonstrado com a detecção do DNA nesses sítios, indicando uma possível porta inicial 

de entrada e saída do bacilo e a rota de migração do M. leprae até o sistema nervoso, que até 

então é desconhecida (RAMBUKKANA, 2000). Acredita-se que os numerosos capilares 

linfáticos da mucosa nasal drenem a linfa contendo o bacilo livre ou englobado pelas células 

fagocíticas mononucleares com posterior passagem pelos linfonodos regionais, onde os 

antígenos são apresentados aos linfócitos T, seguido pela passagem pelo ducto torácico, que 

por sua vez despeja a linfa dentro da veia cava superior (ABBAS et al., 2008). 

A positividade da qPCR ML0024 entre os pacientes virgens de tratamento das diversas 

formas clínicas foi de 22%. Provavelmente, o transporte dos bacilos até os macrófagos 

teciduais e/ou às células de Schwann, seja feito pelas células mononucleares da corrente 

sanguínea, independente do estado imunológico do paciente, haja vista que o acometimento 

neural ocorre em todas as formas clínicas da hanseníase (RAMBUKKANA, 2000). Scollard 

et al. (1999, 2000) observaram por meio de microscopia eletrônica, grande presença de M. 

leprae colonizando capilares linfáticos e células endoteliais epineurais e endoneurais, 

corroborando com outros trabalhos descritos na literatura (JOB, 1970; DASTUR et al., 1973; 

HARBOE, 1985; CHIMELLI et al., 1997) e, dessa forma tem evidenciado a disseminação 

hematogênica do bacilo (SABIN et al., 1993, TAKAHASHI & NAKAYAMA, 2006).  

Apenas dois trabalhos na literatura abordam a detecção do DNA de M. leprae em 

sangue periférico, utilizando a PCR convencional. Em uma dessas investigações (SANTOS et 

al., 2001), não foram analisados pacientes virgens de tratamento e a positividade em sangue 

de pacientes de forma indeterminada, oito anos após a alta da poliquimioterapia (PQT), foi de 

70,6% (12/17). Por ter sido realizado em área endêmica, os autores não excluíram a hipótese 

de re-infecção e, além disso, não se poderia afastar a possibilidade de contaminação da reação 

e da inespecificidade dos primers utilizados. 
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Diferenças de positividade podem ocorrer tanto pelo tamanho reduzido das amostras, 

quanto pela diferença na padronização da coleta de amostras, método de extração e 

otimização da PCR (GOULART et al., 2007, GOULART et al., 2008b , GOULART et al., 

2008c). 

Na presente investigação, foi comparada a especificidade de dois conjuntos de primers 

e sondas (ML0024 e 85B). Os primers e sonda ML0024 (qPCR ML0024) que amplificam 

uma região genômica do M. leprae de 68 pb mostraram-se específicos para detecção de DNA 

do bacilo. A região 85B do genoma do bacilo foi recentemente estudada para detecção de M. 

leprae por meio de qPCR com SybrGreen® em amostras de pele de pacientes, encontrando 

alta especificidade e sensibilidade na detecção do DNA do bacilo tanto pacientes PB quanto 

MB (MARTINEZ et al., 2006). No entanto, sabe-se que o complexo do antígeno 85 está 

sempre presente na superfície da membrana de micobactérias (ABOU-ZEID et al., 1988, 

THOLE et al., 1992), e suas três frações 85A, 85B e 85C já foram caracterizadas em M. 

tuberculosis e M. bovis (WIKER et al., 1990), desenvolvendo reações cruzadas com várias 

micobactérias (HARBOE et al., 1979, WIKER et al., 1986). Esses trabalhos sustentam os 

resultados encontrados nesta investigação, no qual os primers e sonda 85B apresentaram 

reações cruzadas com vários tipos de parasitos intracelulares e com amostras de DNA 

genômico humano.  Dessa maneira, por sua especificidade, a qPCR ML0024 foi selecionada 

para detecção do DNA de M. leprae nas amostras de sangue periférico de pacientes e 

contatos, buscando um maior entendimento do comportamento do bacilo no hospedeiro. 

Os fatores imunológicos são determinantes no espectro clínico e histopatológico da 

hanseníase (RIDLEY & JOPLING, 1966), isto é, a imunidade celular avaliada pelo teste de 

Mitsuda é inversamente proporcional ao índice baciloscópico (IB) encontrado na pele e no 

esfregaço dérmico; e a imunidade humoral, avaliada pelo ELISA anti-PGL-1, é diretamente 

proporcional ao IB (HARBOE, 1985). A positividade da qPCR ML0024 não mostrou 
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correlação significativa positiva com o índice ELISA (IE), IB e PCR convencional de pele e 

esfregaço dérmico, e nem correlação inversa com o teste Mitsuda.  

Diferentemente do observado na detecção de M. leprae em sangue periférico, a 

maioria dos trabalhos envolvendo detecção do DNA de M. leprae em biópsia de lesão de pele 

por PCR convencional e/ou em tempo real encontrou boa correlação dos resultados com as 

formas clínicas da hanseníase, com a classificação operacional e com o índice baciloscópico 

de esfregaço dérmico (WICHTWECHKARN et al., 1995, KAMPIRAPAP et al., 1998, 

MARTINEZ et al., 2006, GOULART et al., 2007, GOULART et al., 2008c, 

RUDEEANEKSIN et al., 2008). Isso poderia ser explicado pelo fato do M. leprae ter 

tropismo pelas células de Schwann no nervo periférico e sistema fagocítico mononuclear, 

especialmente na pele, locais onde a temperatura varia de 30 a 35°C, favorecendo a sua 

reprodução (REES, 1985). Por este motivo, a baixa detecção da presença do bacilo no sangue 

periférico, cuja temperatura é em torno de 37°C, não segue o espectro baciloscópico da 

doença, conforme observado na PCR das lesões de pele e do esfregaço dérmico em locais 

mais frios da derme, tais como: lóbulos das orelhas, cotovelos e joelhos (GOULART et al., 

2007, GOULART et al., 2008c). Por outro lado, a PCR em pele apresenta detecção de 100% 

nas formas MB (GOULART et al., 2007, GOULART et al., 2008c, HAILE & RYON, 2004, 

MARTINEZ et al., 2006), demonstrando que o acesso para o diagnóstico da hanseníase é a 

biópsia de lesão de pele e/ou o esfregaço dérmico. 

A qPCR ML0024 detectou positividade nas formas PB (T e DT), bem como nas 

formas MB (DT, DD, DV e V), apesar de não apresentar diferença estatística significativa, a 

detecção do DNA de M. leprae na forma clínica V foi 1.7 vezes maior do que a encontrada na 

forma T. Isso mostra que a exacerbação da resposta imune celular nesta forma clínica deve ter 

um papel contra a proliferação e disseminação bacilar, confinando os bacilos em poucos 
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locais na pele e/ou nervos onde serão destruídos pela intensa resposta imune celular específica 

encontrada neste pólo da doença. 

A porcentagem de positividade para a qPCR ML0024 encontrada no sangue periférico 

de pacientes T e DT também poderia indicar constante combate e dano ao M. leprae, 

resultando na liberação de vários componentes bacterianos, incluindo DNA, na corrente 

sanguínea (PARKASH et al., 2004), corroborando com a hipótese de que o clearance do 

bacilo seja realizado pela via sanguínea, juntamente com os capilares linfáticos (RYAN et al., 

2002). Contudo, no outro lado do espectro, na forma V, apesar da detecção qualitativa de M. 

leprae pela qPCR ML0024 ter sido em apenas 33% dos pacientes, a carga bacilar média no 

sangue mostrou-se 22 vezes superior à encontrada entre os pacientes da forma T, o que 

poderia ser explicado pela ausência da resposta imune celular específica (anergia) contra a 

micobactéria nestes pacientes, ocorrendo proliferação de M. leprae, com a presença de muitas 

lesões e infiltrações extensas na pele e nos nervos (BRITTON & LOCKWOOD, 2004). 

No presente estudo, o limite de detecção da qPCR ML0024, de 15,6 cópias de DNA 

do bacilo por reação, partindo de plasmídeos contendo o fragmento de 68 pb do DNA, 

assemelhou-se aos demais trabalhos descritos na literatura (MARTINEZ et al., 2006, 

TRUMAN et al., 2008), que detectaram aproximadamente cinco bacilos a partir do DNA 

purificado de M. leprae. Essa diferença poderia ser explicada pelas sequências de primers e 

sondas, descritos acima, e pelo sistema de amplificação utilizado. O sistema SyBR Green®, 

utilizado por Martinez et al. (2006) favorece o aparecimento de falsos positivos devido à sua 

característica de molécula fluorescente intercalante de fita dupla, o que pode provocar a 

fluorescência de produtos que não sejam derivados de M. leprae, caso não haja especificidade 

dos primers utilizados na reação.  Portanto, uma reação bem otimizada é essencial para 

resultados precisos (VAN DER VELDEN et al., 2003, APPLIED BIOSYSTEMS, 2008). 
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Para as reações desenvolvidas com o sistema TaqMan, nas quais são utilizadas as 

sondas fluorescentes, existem relatos de emissão de fluorescência da sonda nos controles de 

reação, que contém todos os reagentes mas sem a presença de DNA, sugerindo que a sonda 

pode emitir sinal na presença de dímeros de primers (JOSEFSSON et al., 1999). Na presente 

investigação, observou-se que a partir do ponto considerado limite de detecção da qPCR 

ML0024, 15,6 cópias por reação, ainda existiam sinais de amplificação de DNA para as 

diluições seguintes (7,8 e 3,9 cópias). No entanto, o intervalo esperado de 1 Ct (Cycle 

threshold) entre as curvas das amostras com diluição de razão 2 não se manteve constante a 

partir do ponto com 15,6 cópias, e que os Cts destas replicatas não foram coincidentes. Isso 

implica que existem duas sensibilidades: uma, que é reprodutível, indicando qual é o limite 

preciso de detecção, e a outra que indica qual o nível máximo de detecção, embora sem 

reprodutibilidade (VAN DER VELDEN et al., 2003). Com isso, foi possível afirmar com 

segurança que o limite de detecção reprodutível da qPCR ML0024 é de 15,6 cópias do DNA 

de M. leprae por reação, ou seja, 780 cópias/ml de sangue. 

Entre os pacientes com qPCR ML0024 positiva no sangue periférico, mais da metade 

tiveram o teste ELISA positivo e Mitsuda negativo; no entanto, não foi encontrada correlação 

entre número de cópias do DNA de M. leprae no sangue e o IE, nem com a média do teste de 

Mitsuda, e IB de esfregaço dérmico e de pele. Por razões não entendidas, a imunidade celular 

não protege os indivíduos que desenvolvem a forma tuberculóide, como também é exacerbada 

e está diretamente envolvida em causar a patologia do nervo e pele (OTTENHOFF, 1994a e 

1994b). Do mesmo modo, a resposta imune humoral, que exibe altos títulos de anticorpos 

específicos de M. leprae, embora sempre presente nos pacientes do pólo V do espectro não 

confere proteção significativa frente à alta carga bacilar (HARBOE, 1985; CHIN-A-LIEN et 

al., 1992; SIELING & MODLIN, 1992). Estes fatores favorecem a disseminação do bacilo 

pelo organismo e, por consequência, a sua presença no sangue. No entanto, como o sangue 
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periférico não constitui um ambiente adequado ao desenvolvimento e sobrevivência do M. 

leprae devido à alta temperatura (HASTINGS et al., 1988), é provável que o bacilo somente 

seja detectado no sangue em um breve período, no qual células infectadas migram para os 

sítios ideais para o desenvolvimento desta micobactéria (RIDLEY & JOB, 1985). 

Dentre os contatos domiciliares, a presença de M. leprae no sangue periférico (1,2%) 

foi 18 vezes menor do que a detecção em pacientes. A detecção do DNA de M. leprae foi 

quase duas vezes maior entre os contatos do gênero masculino do que entre os do gênero 

feminino, concordando com o encontrado no grupo de pacientes deste estudo. Quanto à idade, 

a maior positividade da qPCR ML0024 foi entre contatos com idade inferior a 15 anos, o que 

poderia ser explicado pela exposição prolongada à descarga nasal do doente, sendo que 

indivíduos nessa faixa etária são geralmente filhos e dependentes que coabitam o mesmo 

domicílio que o doente há vários anos (VAN BEERS et al., 1999). 

Almeida et al. (2004) utilizaram a PCR convencional com primers que amplificam 

uma região repetitiva do genoma do bacilo, encontrando 1.7% de positividade em sangue 

periférico de contatos. O par de primers utilizado no referido trabalho foi o mesmo 

empregado por Santos et al. (2001), no qual 70.6% dos pacientes pós-PQT foram positivos 

para a PCR em sangue periférico. No entanto, após a PCR convencional, Almeida et al. 

(2004) realizaram hibridização do produto amplificado com uma sonda marcada com P32, e 

encontraram que três amostras de sangue foram falsos positivos, pois mostraram amplificação 

com a PCR, mas não hibridaram com a sonda. Este fato corrobora que a utilização de sonda, 

mesmo que não seja na qPCR, favorece a especificidade da reação. 

Com referência ao teste de Mitsuda, todos os contatos que tinham M. leprae no sangue 

periférico apresentaram Mitsuda negativo ou fracamente positivo, indicando que além de ser 

um teste prognóstico, a resposta imune celular auxilia na resistência à invasão do bacilo na 

mucosa nasal. Dos contatos que tiveram qPCR ML0024 positiva no sangue, a maioria teve 
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ELISA negativo, mas não houve diferença estatisticamente significante com aqueles cujo 

ELISA foi positivo. Como o M. leprae é um parasito intracelular obrigatório, a passagem do 

mesmo pela corrente sanguínea deve ocorrer dentro das células mononucleares do sangue 

periférico, de forma fugaz, uma vez que essas células tem uma meia vida curta. A presença de 

M. leprae no sangue dos contatos domiciliares indica que o bacilo escapou dos mecanismos 

de resistência da mucosa nasal, e que no sangue, ele poderia ser eliminado ou mesmo alcançar 

um sítio adequado para seu desenvolvimento, com estabelecimento da doença. 

Embora o presente trabalho tenha revelado baixa detecção do bacilo em sangue 

periférico, mesmo entre o grupo de pacientes mais bacilíferos, a associação da presença de M. 

leprae no sangue de contatos domiciliares com o desenvolvimento da hanseníase nesse grupo, 

mostrou que contatos com qPCR ML0024 positiva apresentaram 17,22 vezes maior chance de 

desenvolver hanseníase do que aqueles contatos cuja qPCR ML0024 foi negativa. Além disso, 

todos os contatos que adoeceram tinham como caso índice pacientes MB. 

Tem sido estimado que os contatos domiciliares de pacientes MB apresentam risco de 

5 a 10 vezes maior de desenvolver hanseníase do que a população em geral (DOULL et al., 

1942, FINE et al., 1997, VAN BEERS et al., 1999, GOULART et al., 2007).  É calculado que 

mais de 200 indivíduos são infectados pelo M. leprae para cada indivíduo que desenvolve a 

doença e é detectado (ABE et al., 1980). Por este motivo, o Ministério da Saúde preconiza a 

vigilância dos contatos domiciliares que residam ou tenham residido com o doente nos 

últimos cinco anos (BRASIL, 2002). 

A análise do teste ELISA anti-PGL-1 revelou positividade 2,7 vezes maior no grupo 

de contatos que adoeceram, e quanto ao teste de Mitsuda, a média mostrou-se quase 2 vezes 

menor entre contatos que desenvolveram hanseníase, conferindo proteção de 5,6 vezes para 

aqueles cujo Mitsuda foi positivo. 
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Os contatos domiciliares são o grupo com maior risco de desenvolver a hanseníase, 

devido à proximidade com os pacientes com hanseníase; entretanto, os fatores de risco não 

são bem estabelecidos nos programas de monitoramento. No entanto, trabalho anterior 

(GOULART et al., 2008a) demonstrou que contatos com ausência de cicatriz de BCG, com 

Mitsuda negativo e positividade de anticorpos IgM anti-PGL-1 tem risco 24,47 vezes maior 

de desenvolver hanseníase, corroborando com os resultados deste estudo. 

A qPCR, com primers específicos para o M. leprae, associada ao teste ELISA anti-

PGL-1 e ao teste de Mitsuda, é sugerida como mais uma ferramenta sensível e confiável para 

a identificação de grupos de risco dentre a população de comunicantes. A presença do DNA 

do bacilo no sangue de contatos domiciliares vem corroborar com a proposta da 

quiomioprofilaxia nos contatos domiciliares identificados como grupo de risco (GOULART 

et al., 2008a).  

A escassez de publicações que abordam a detecção do DNA de M. leprae em sangue 

periférico de pacientes com hanseníase e de contatos domiciliares evidencia a dificuldade de 

se encontrar o bacilo nessa amostra. O presente trabalho de caráter epidemiológico detectou 

positividade em 22% dos pacientes com hanseníase, e em 1,2% dos contatos domiciliares 

analisados, além de verificar que a presença do DNA de M. leprae em sangue de contatos que 

desenvolveram a doença revelou uma chance 17,22 vezes maior de adoecer em relação aos 

contatos sadios. Este trabalho descreveu o marcador ML0024 como o mais sensível e 

específico para o M. leprae e realizou um amplo estudo em sangue periférico na hanseníase, 

que pode ter implicações na epidemiologia da doença.  

Considerando os últimos índices da incidência mundial da hanseníase, 254.525 casos 

(WHO, 2008), e a média de 4 (quatro) contatos domiciliares para cada paciente (GOULART 

et al., 2008a), o número aproximado de casos da população mundial de contatos é 1.018.100. 

Dessa maneira, admitindo-se a porcentagem de positividade da qPCR ML0024 em sangue 
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periférico neste grupo de indivíduos, obtém-se que cerca de 12.200 contatos domiciliares tem 

DNA de M. leprae na corrente sanguínea. 

A presença do bacilo em sangue de contatos, considerados sadios, é uma ameaça aos 

planos de eliminação da hanseníase. Tem sido relatado o desenvolvimento da hanseníase em 

indivíduos que foram submetidos a transplantes de órgãos (SHIH et al., 2005). A confirmação 

da viabilidade do bacilo em sangue periférico implica na possibilidade da transmissão do 

parasito por meio de transfusões, além de que estes indivíduos podem carregar o bacilo para 

várias localidades, incluindo regiões onde a hanseníase já foi eliminada como problema de 

saúde pública.  

Os resultados encontrados neste trabalho revelaram que a qPCR ML0024 é uma 

ferramenta de importante valor prognóstico e sua aplicabilidade torna-se imperativa quando se 

trata de identificação de grupos de risco para o desenvolvimento de uma doença 

estigmatizante de tamanha magnitude, e com grande potencial incapacitante como acontece 

com a hanseníase. 
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Anexo II 
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
Projeto de Pesquisa: Caracterização Imunológica e M olecular dos Pacientes com Hanseníase e 

seus Comunicantes para Identificação de Grupos  de Risco.  
 

A hanseníase é uma doença que afeta a pele e os nervos. No início os sintomas são dificilmente notados 
e por ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser precocemente afetado. Durante o 
desenvolvimento da doença as lesões de pele são mais aparentes e os nervos podem ser irreversivelmente 
danificados resultando em graves seqüelas. Quanto mais demora para que a doença seja diagnosticada e o 
tratamento iniciado, maior será o dano. O diagnóstico pode ser dificultado porque os exames atuais não 
conseguem detectar o bacilo quando eles estão em pequena quantidade no organismo. 

Atualmente a hanseníase tem cura e muitos são os esforços para que ela deixe de ser um problema de 
saúde pública no Brasil. Mas, como não há uma vacina específica contra a hanseníase, é muito importante que se 
possa identificar os portadores sadios do bacilo que causa a doença, bem como os contatos de pacientes que 
estejam no estágio inicial da infecção, ainda subclínico, para que se possa definir os grupos que tenham maior 
risco de desenvolver a hanseníase.  

Para isso, a equipe de saúde do Centro de Referência Nacional em Hanseníase e Dermatologia Sanitária 
- UFU (CREDESH/UFU) está propondo uma pesquisa onde deverão ser realizados os exames de rotina para o 
diagnóstico da doença nos pacientes, tais como baciloscopia, teste de Mitsuda e biópsia de lesão de pele e, nos 
contatos domiciliares, serão realizados exames dermato-neurológico, teste de Mitsuda (uma injeção de 0,1 ml 
intradérmica no antebraço para avaliar a imunidade celular/resistência) e testes ML-Flow e ELISA (para detectar 
anticorpos contra a bactéria que causa a hanseníase no sangue da pessoa testada, coletando uma gota de sangue 
com uma picada na ponta do dedo e 1 tubo de 8 ml, respectivamente, para avaliar se ela está ou foi infectada 
indicando que a pessoa corre um risco maior de desenvolver a hanseníase). Nos pacientes e seus contatos serão 
realizados ainda coleta sangue (1 tubo de 4 ml) e de swabs das cavidades nasal/ bucal com escovinha própria e 
biópsia de pequeno fragmento de corneto nasal com pinça de nariz, ambos procedimentos para identificar DNA 
do bacilo de Hansen. Cabe ressaltar que todo material utilizado será estéril e descartável, e no caso das biópsias, 
serão realizadas com anestésico local. O material coletado será enviado ao Laboratório de Patologia Molecular e 
Biotecnologia do CREDESH/UFU, onde serão realizados os exames pela técnica de DNA e os resultados serão 
mantidos em sigilo.  

Espera-se que com este estudo seja possível detectar em que estágio de desenvolvimento se encontra a 
doença no paciente, bem como definir os possíveis portadores sadios e aqueles que já estejam infectados com o 
bacilo entre os comunicantes, para seguimento periódico pela equipe do CREDESH/UFU, subsidiando uma 
proposta de tratamento precoce deste grupo de risco, a fim de prevenir o aparecimento da doença nos familiares, 
diminuir o risco de contágio da população e dessa forma, interromper a cadeia de transmissão da hanseníase.  

É direito do paciente e seus contatos pedirem esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa, 
destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se concordarem em participar da pesquisa, 
poderão desistir de fazê-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuízo próprio. 

Pelos presentes termos apresentados por este documento, eu, 
________________________________________________________________________,concordo em 
colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, benefícios e direitos.  

 Assinatura__________________________________________________ 
Uberlândia, ___ de _______________de 20 __. 

 


