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APRESENTAÇÃO

A coleção “Ações de Saúde e Geração de Conhecimento nas Ciências Médicas” 
é uma obra que tem como foco principal a discussão científica por intermédio de 
trabalhos diversos que trazem implicações práticas, alicerçadas teoricamente. 

A intenção desta obra é apresentar a pluralidade de saberes e práticas por 
meio de estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e de pesquisa 
do país. O e-book reúne pesquisas, relatos de casos e revisões que transitam nas 
várias especialidades e na multidisciplinaridade, constituindo-se em uma importante 
contribuição no processo de produção de conhecimento. 

A coletânea está organizada em três volumes com temas diversos. O volume 1 
contém 25 capítulos que representam ações de saúde por meio de relatos de caso 
e relatos de experiência vivenciados por universitários, docentes e profissionais 
de saúde, além de práticas de pesquisa acerca de estratégias ou ferramentas que 
envolvem o escopo do livro. 

O volume 2 contém 27 capítulos que tratam de pesquisas que utilizaram como 
fonte vários dados obtidos no Departamento de Informática do Sistema Único de 
Saúde (DATASUS), em sua maioria, além de dados de instituições de saúde e de 
ensino e estudos experimentais. O volume 3 contém 21 capítulos e é constituído por 
trabalhos de revisão de literatura.

Deste modo, esta obra apresenta uma teoria bem fundamentada nos resultados 
práticos obtidos pelos diversos autores, bem como seus registros de desafios e 
inquietações, de forma a contribuir para a construção e gestão do conhecimento. Que 
estes estudos também auxiliem as tomadas de decisão baseadas em evidências e 
na ampliação e fortalecimento de ações de saúde já em curso. 

Uma ótima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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RESUMO: Hanseníase é uma doença antiga, 
mas ainda representa um desafio à saúde 
coletiva. Métodos imunológicos e moleculares 
têm sido utilizados para melhor entendimento 
da dinâmica de transmissão da doença 
e proposição de estratégias de controle. 
Objetivo: Avaliar o desempenho de um teste 

rápido denominado MIX, teste rápido Duplete 
e compará-los à PCR de amostras de sangue 
total na amostra estudada. Material e Método: 
A amostra constou de 11 pacientes com 
hanseníase multibacilar (MB), 44 ex-pacientes 
MB, 3 pacientes Paucibacilares (PB), 14 ex-
pacientes PB e 306 contatos de pacientes 
com hanseníase. Realizou-se teste rápido 
MIX (antígenos Di e Trissacáride combinado 
derivados do PGL-1 de Mycobacterium leprae), 
teste Duplete (antígenos Di e Trissacáride em 
linhas separadas na tira de nitrocelulose), IgM-
ELISA – PGL-1 e PCR de amostras de sangue 
total. Resultados: O teste MIX apresentou maior 
positividade comparado ao teste Duplete com 
antígenos isolados na amostra total, 39,00% 
(25/64) seguido do antígeno dissacarídeo 
com 37,00% (17/63) e por último o antígeno 
trissacáride com 15,38% (10/65). Em relação 
à PCR de amostras de sangue total observou-
se positividade de 3,00% (7/227). Conclusão: 
Observou-se que o teste MIX possui um bom 
desempenho para o diagnóstico e vigilância de 
hanseníase comparado ao desempenho dos 
antígenos isolados e pode, portanto, ser uma 
ferramenta útil ao Programa de controle da 
hanseníase.
PALAVRAS-CHAVE: Testes sorológicos. 
Hanseníase. Diagnóstico.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF A RAPID TEST FOR HANSENIASIS AND 
PRESENCE OF Mycobacterium leprae DNA IN CLINICAL SAMPLES

ABSTRACT: Leprosy is an ancient disease, but still represents a challenge to collective 
health. Immunological and molecular methods have been used to better understand 
the dynamics of transmission and proposition of control strategies. The goal of study 
was evaluate the performance of a rapid test called MIX, Duplete rapid test and 
compare them to the PCR of whole blood samples in the population studied. Material 
and Method - the sample consisted of 11 patients with multibacillary leprosy (MB), 
44 Ex-patient MB, 3 paucibacillary (PB) patients, 14 Ex-patient PB and 306 leprosy 
patients contacts. A rapid MIX test (Di and Trissacaride combined antigens derived from 
Mycobacterium leprae PGL-1), Duplet test (Di and Trissacaride antigens on separate 
lines on the nitrocellulose strip), IgM-ELISA-PGL-1 and PCR from samples of whole 
blood. Results - The MIX test showed a greater positivity compared to the Duplete test 
with antigens in the total sample, 39.00% (25/64) of the antigen followed with 37.00% 
(17/63) and finally the trissacaride antigen with 15 38% (10/65). Regarding the PCR-
s-positivity of 3.00% (7/227). Conclusion - It has been observed that the MIX test has 
a good performance for the diagnosis and surveillance of leprosy compared to the 
performance of the isolated antigens and can therefore be a useful tool for the Leprosy 
Control Program.
KEYWORDS: Serological tests. Leprosy. Diagnosis

1 | 	INTRODUÇÃO

Hanseníase é doença antiga causada pelo Mycobacterium leprae, organismo 
intracelular obrigatório, não cultivável “in vitro” e que possui genoma bastante reduzido 
durante a evolução. As dificuldades para desenvolver testes diagnósticos sensíveis 
e específicos são significativas para controle ou eliminação da doença nos países 
endêmicos (BRASIL, 2017). 

Na década de 1980 foi identificado por Hunter e Brennan o maior antígeno de 
parede celular do M.leprae, o Glicolipídeo Fenólico 1 (PGL-1) e, após esse advento, 
diversos  estudos  epidemiológicos  foram  realizados  para  melhor  entendimento  
da resposta imunológica humoral entre doentes com hanseníase multibacilar (MB). 
Entretanto a sensibilidade do teste imunoenzimático para detecção de anticorpos 
IgM contra PGL-1 do M.leprae, excelente para pacientes MB, cerca de 90 a 100%, 
continua até hoje, baixa para detecção dos pacientes paucibacilares, cerca de 40 a 
60% (HUNTER, FUJIWARA, BRENNAN, 1982; BÜTRER et al, 1998). 

Outro método alternativo para diagnostico de hanseníase é a amplificação do 
DNA da bactéria em reação em cadeia de polimerase (PCR). Estudos realizados 
por meio da detecção do DNA em sangue demonstram a possibilidade de infecção 
subclínica de indivíduos clinicamente sadios, tais como contatos intradomiciliares, 
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vizinhos e contatos sociais de regiões endêmicas e a existência de portadores 
temporários da bactéria, configurando papel importante na epidemiologia da doença 
(AMARAL et al, 2008).

O Pará é considerado o quarto estado com maior número de casos com 
hanseníase com um coeficiente de detecção de 40, 39/100.000 habitantes, superando 
a taxa de incidência nacional de 14, 97/ 100.000 habitantes, entre os anos de 2012-
2016, o que o deixa em uma situação de risco no país (BRASIL, 2018).

Apesar de vários avanços alcançados no diagnóstico da hanseníase, 
determinantes sociais e históricos, associados à ocupação da Amazônia Legal, à 
existência de barreiras físicas e sociais que dificultam o acesso aos serviços de saúde 
e ajudam a explicar o acúmulo de pessoas infectadas em se tratando de doença de 
longo período de incubação (BRASIL, 2016). 

Para o alcance das metas do Ministério da Saúde de eliminação da doença 
como um problema de saúde pública, propostas para o ano de 2015 e redução 
da carga da hanseníase até 2020, é necessária a intensificação da vigilância 
epidemiológica nas áreas mais endêmicas, de ações mais efetivas e de mais estudos 
sobre a transmissão da hanseníase e fatores de risco (BRASIL, 2018). 

2 | 	OBJETIVOS 

Avaliar o desempenho de um teste rápido denominado MIX, teste rápido Duplete 
e compará-los à PCR de amostras de sangue total na amostra estudada.

3 | 	MATERIAL E MÉTODO

Trata-se de um estudo experimental transversal para avaliação comparativa do 
teste rápido de fluxo lateral com antígenos Dissacarídeo –ND-O-BSA e Trissacarídeo 
– NT-P-BSA e antígeno MIX (ND-O-BSA + NT-P-BSA).

População foi selecionada por demanda espontânea no município de 
Goianésia do Pará, sendo classificados operacionalmente em multibacilares (MB), 
ex-multibacilar (EX-MB), paucibacilares (PB), ex-paucibacilar (Ex- PB) e contatos. 
Dessa forma, foram inclusos 14 pacientes em tratamento, sendo 11 MB e 3 PB e 
49 ex-pacientes, sendo 40 ex-MB e 9 ex-PB, e 234 contatos, que não apresenta 
sintomas clínicos de hanseníase. 

3.1 Teste Rápido Dissacarídeo e Trissacarídeo e Teste MIX (ND-O-BSA + NT-P-
BSA)

O desenvolvimento dos testes foi baseado na tecnologia de imunocromatografia, 
onde membranas e reagentes foram selecionados, garantindo uma impregnação de 
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qualidade e ótimo limiar de detecção. O teste MIX imobiliza dois antígenos amplamente 
utilizados em estudos soroepidemiológicos, porém nunca utilizados mesclados como 
um antígeno MIX em uma membrana de nitrocelulose que permite a detecção de 
anticorpos para os isotipos IgM específicos para hanseníase (Mycobacterium leprae) 
dentro de 10 a 15 minutos após a adição do soro, plasma ou sangue total do paciente 
e da solução tampão.

3.2 Extração do DNA 

Detecção do DNA do M. leprae
O DNA genômico das amostras foi extraído utilizando o “kit” DNeasy Blood & 

Tissue (QIAGEN, Valencia, Calif.), seguindo as orientações do fabricante.
Dois iniciadores foram desenhados com o programa Primer3 v.0.4.0 a partir 

da região genômica do M. leprae ML0006 (Subunidade A da DNA gyrase), sendo as 
seguintes sequencias: 

•	gyrAF 5` – CCCGGACCGTACGCTAAGTC – 3` 
•	gyrAR 5` – CATCGCTGCGGGTCATTA – 3`
As amostras foram levadas ao termociclador e as reações foram processadas 

no seguinte esquema: aquecimento inicial a 94ºC por 5 minutos, seguido de 40 
ciclos de: 74ºC por 30 segundos para a desnaturação, 59,5°C por 30 segundos para 
o anelamento e 72ºC por 1 minuto para a extensão. Após os 40 ciclos houve um 
período de extensão final que ocorreu a 72ºC por 14 minutos e depois as amostras 
foram mantidas a 4ºC até serem retiradas do termociclador e armazenadas a -20ºC. 
O produto gerado foi de 187 pb.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 
UltraPure™ Agarose-1000 a 3% a 80V em TBE 1X. Após a corrida, o DNA foi corado 
com SYBR® Safe DNA Gel Staine visualizado sob luz ultravioleta em transluminador.

A pesquisa foi realizada seguindo os preceitos éticos da Declaração de 
Helsinque e do Código de Nuremberg, sendo aprovada pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) pelo parecer 2.364.234.

Os dados foram tratados e analisados através do software Epi-info versão 
7.2.2.6 adotando um intervalo de confiança de 95% e nível de significância de 5% 
(P< 0,05).

4 | 	RESULTADOS

Nesse estudo foi analisado amostras clinicas de pacientes provenientes dos 
municípios de Goianésia do Pará e Parauapebas classificados operacionalmente em 
MB, Ex-MB, PB, Ex- PB e contatos.
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Referente ao perfil clinico epidemiológico, o sexo masculino predominou como 
o mais acometido pela doença, apresentando positividade geral entre os grupos 
estudados, exceto contatos, de 56, 94% (41 casos) enquanto o sexo feminino 
apresentou 43,05% (31). A forma que predominou no sexo masculino foi a MB 
e Ex-MB, com 90,91 % (10) e 52,27% (23), respectivamente. A forma PB e Ex-
PB foi prevalente para o sexo feminino com 66,67% (2) 50% (7). O sexo feminino 
foi predominante entre os contatos analisados com um percentual 62,42% (191) 
(p=0,0036).

Em relação a faixa etária, observou-se diferenciação entre os grupos estudados, 
demostrou-se predominância das formas MB e Ex-MB aqueles acima de 46 anos 
com 63,64% (7) e 54,55% (24), respectivamente (p=0,0019). 

O teste duplete realizado com antígenos dissacarídeo apresentou positividade 
maior no grupo MB com 63,64% (7), em relação aos Ex-MB com 23,08 % (9) e Ex-
PB com 11,11% (1). Não houve positividade desse teste nos grupos de contatos e 
PB (p=0,0338). O resultado do trissacáride não mostrou diferenciação estatística 
significativa entre os grupos (p>0,05).

A presença do DNA do M. leprea em amostras sanguíneas apresentaram baixa 
positividade, não diferenciando-se estatisticamente entre os grupos estudados 
(p>0,05), porem quando cruzado seu resultado com a idade dos indivíduos, aqueles 
na faixa etária de 15 a 30 anos sobressaíram-se estatisticamente. Observe a tabela 
a seguir.

O teste rápido com antígenos mesclados (teste MIX) apresentou maior 
positividade no grupo MB com 81,82% (9), em relação aos Ex-MB com 35 % (14) e 
Ex-PB com 22,22% (2). Não houve positividade desse teste nos grupos de contatos 
e PB. Observe a tabela abaixo.
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Referente a faixa etária, os indivíduos acima de 46 anos apresentaram a maior 
frequência de positividade com 68,00% (17) (p= 0). O gênero não interferiu na 
positividade desse teste (p>0,05).

O teste MIX mostrou-se mais sensível em comparação aos testes Duplete 
com antígenos isolados, com positividade geral de 39,68% (25), enquanto o teste 
dissacarídeo apresentou 37,00% (17) e o trissacarídeo 15,87% (10). Foi observada 
uma afinidade entre os testes, de 73,91% (17) entre o mix e o teste Dissacarídeo, e 
de 40% (10) entre o teste MIX e o teste Trissacárideo conforme disposto na tabela 
abaixo.

5 | 	DISCUSSÃO 

O perfil clinico epidemiológico mostrou predominância do sexo masculino entre 
pacientes classificados como MB com 90,91% e Ex-MB com 52,27%. Segundo 
Ministério da Saúde (2018), o sexo masculino lidera o índice de casos novos 
detectados no Brasil entre os anos de 2012 a 2016, o qual apresenta a forma mais 
grave de hanseníase com grau II de incapacidade física, fato que mostra o diagnóstico 
tardio da doença (BRASIL, 2018).

Convenções socioculturais, tais como atividade laboral masculina fora do 
ambiente doméstico e por conseguinte um maior contato interpessoal, aumentando 
a exposição do homem ao bacilo M.leprae, bem como um menor autocuidado com 
a própria saúde influenciam para a realidade apresentada (AMARAL et al, 2008; 
BÜTRER,1098; RIBEIRO et al, 2018). 
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Em relação ao sexo feminino, observou-se maior índice de casos com PB 
66,67% o que sugere perfil genético e imunológico de resistência ao M. leprae ou 
menor exposição ao bacilo (AMARAL et al, 2008; BRASIL,2018).

Referente à faixa etária, aqueles acima de 46 anos mostraram maior incidência 
das formas MB e Ex-MB com 63,64% e 54,55%, respectivamente. Nesse sentido, a 
diminuição da capacidade de defesa imunológica do organismo, o longo período de 
incubação ou latente da doença e possíveis reinfecções são relatados como causais 
para a realidade apresentada (AMARAL et al, 2008; BÜTRER,1098).

A identificação do DNA do M. leprae no sangue apresentou índice de 
positividade significativa na faixa etária de 15 a 30 anos. Esta realidade levanta 
alguns questionamentos referentes à epidemiologia da doença, isto posto, assim 
como identificado no estudo de Amaral et al (2008)  é pouco provável que a detecção 
do DNA no sangue seja de uma bactéria morta, pois se trata de uma bactéria 
intracelular obrigatória, que infecta as células do sistema fagocitário, apresentando 
um curto período de meia vida. Nesse sentido, o DNA do bacilo encontrado no 
sangue configure uma real infecção com a migração do bacilo para os nervos das 
extremidades do corpo (AMARAL et al, 2008).

A detecção de anticorpos utilizando antígeno sintético apresenta maior 
sensibilidade para MB devido a resposta humoral do organismo, enquanto que para 
PB a sensibilidade diminui (SILVESTRE, 2012; BÜTRER, 2008). O teste rápido com 
antígeno dissacarídeo se mostrou sensível correlacionado a classificação, com 
positividade nos casos MB e Ex- MB, com 63,64% e 23, 08%, respectivamente. Em 
contrapartida a isto, o teste rápido trissacarídeo e não apresentou diferenciação 
entre os grupos analisados.

O teste MIX mostrou distribuição estatística de 81,82% dos casos de MB, 35% 
para Ex-MB, e 22,22% de Ex-PB demostrando relevância nos grupos estudados. 
A análise da faixa etária apresentou resultado altamente significativo com 
predominância daqueles com idade acima de 46 anos, representando 68,00% dos 
casos, corroborando que a faixa etária pode representar um fator de risco para a 
infecção (AMARAL, 2008; RIBEIRO et al, 2018). 

Em um estudo preliminar sobre a aplicação do teste MIX o mesmo demonstrou 
um ótimo desempenho correlacionado ao teste trissacáride isoladamente 
(SILVESTRE, 2012). Corroborando este estudo, a taxa de detecção de anticorpos no 
teste MIX apresentou maior positividade quando comparados ao teste dissacarídeo 
e trissacáride isolados. O percentual de positividade para o teste mesclado em 
amostra total foi de 39,00% seguido do antígeno dissacarídeo com 37,00% e por 
último o antígeno trissacáride com 15,38%. Foi observada uma afinidade entre os 
testes, de 73,91% entre o MIX e o teste Dissacarídeo, e de 40% entre o teste MIX e 
o teste Trissacárideo.
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A utilização de antígenos mesclados (dissacarídeo + trissacarídeo) no teste 
rápido, denominado teste MIX, tem por objetivo aumentar a sensibilidade de 
detecção de casos de hanseníase para as formas PB que apresentam uma menor 
resposta humoral, com pouca produção de anticorpos específicos para o bacilo, além 
de detectar possíveis infecções subclínicas a qual o indivíduo possa vir a adoecer 
e/ou transmitir a infecção a pessoas saudáveis, assim como impedir um possível 
esquema terapêutico inapropriado em casos MB com até cinco lesões (BÜTRER, 
2008; BARRETO et al, 2008; SILVESTRE, 2012).

Neste estudo não foi possível correlacionar os testes com antígenos mesclados 
e os resultados de PCR de amostras de sangue, devido dificuldades em conseguir 
antígenos sintéticos para realização dos testes. 

6 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

Observou-se que o teste MIX possui um bom desempenho para o diagnóstico 
e vigilância de hanseníase comparado ao desempenho dos antígenos isolados e 
pode, portanto, ser uma ferramenta útil ao Programa de controle da hanseníase.
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