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chain reaction in oral mucosa biopsy specimens*
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Resumo: FUNDAMENTOS - A hanseníase é endêmica na América do Sul, sendo responsável por 3% do total dos casos mundiais
e, particularmente, no Brasil, por 85% dos casos sul-americanos. Seu agente pode ser encontrado na mucosa oral sem qual-
quer alteração evidente, e apenas testes laboratoriais muito sensíveis podem detectar sua presença. 
OBJETIVOS - Determinar se o genoma do Mycobacterium leprae pode ser encontrado pelo teste da PCR em biópsias com punch
da mucosa oral de pacientes com hanseníase.  
MATERIAL E MÉTODOS - Realizou-se biópsia da mucosa oral normal de sete pacientes com hanseníase multibacilar. Cinco estavam em
tratamento durante o estudo, e apenas um, ainda sem tratamento, teve o diagnóstico confirmado pela hematoxilina-eosina e col-
oração de Fite-Faraco para M. leprae. As peças foram incluídas em parafina e submetidas à PCR para pesquisa de M. leprae.
RESULTADOS - Seis dos sete casos foram positivos para M. leprae, e um para  Mycobacterium sp., demonstrando-se alta sensi-
bilidade e especificidade do método.
CONCLUSÃO - A PCR é método rápido, fácil e confiável para a investigação de rotina da infecção por micobactéria, mesmo quan-
do a doença ainda é assintomática. O diagnóstico pode ser obtido a partir de simples biópsia ambulatorial.
Palavras-chave: Diagnóstico bucal; Hanseníase; Mycobacterium leprae; Reação em cadeia da polimerase

Abstract: BACKGROUND - Hansen’s disease is endemic in South America, which accounts for 3% of total world cases, and par-
ticularly in Brazil, which accounts for 85% of all South American cases. The bacteria can be found in the oral mucosa with
no evident signs of infection, and only very sensitive laboratory assays can detect its presence. 
OBJECTIVES - The aim of this study was to ascertain if the M. leprae genome can be detected by PCR in small punch biopsy
specimens from the oral mucosa of patients with Hansen’s disease. 
METHODS - The normal oral mucosas of seven multibacillary Hansen’s disease patients were biopsied. Five of them were
under treatment at the time of the study. Diagnosis of Hansen’s disease could be determined by conventional hematoxylin-
eosin and Fite-Faraco staining for M. leprae in only one patient. This patient had not received treatment prior to the time of
the biopsy. The paraffin embedded specimens were submitted to PCR for M. leprae. 
RESULTS - Six out of seven cases showed positivity for M. leprae, and the remaining case showed positivity for Mycobacterium
sp., demonstrating the high sensitivity and specificity of this method. 
CONCLUSIONS - PCR is a fast, easy and reliable method for routine investigation of mycobacterial infection, even during non-
symptomatic periods. Diagnosis can be achieved through a simple oral biopsy at an outpatient clinic.
Keywords: Candida; Diagnosis, oral; Leprosy; Mycobacterium leprae; Polymerase chain reaction
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INTRODUÇÃO
A hanseníase (MH) é doença universal, estiman-

do-se a existência de 10 a 15 milhões de doentes em
todo o mundo. É endêmica em determinadas regiões,
ocorrendo na América do Sul (3% do total mundial) e
particularmente no Brasil (85% dos casos sul-ameri-
canos) nas regiões Norte, Sudeste, Centro-Oeste e,
com menor prevalência, no Nordeste. É o Brasil o
segundo país no mundo em número absoluto de
doentes, tendo cerca de 803.680 registrados.1

As manifestações clínicas da doença na cavidade
bucal são descritas principalmente na forma vir-
chowiana, com extenso infiltrado celular de macrófa-
gos representado por células com abundante citoplas-
ma espumoso. O Mycobacterium leprae (ML) pode
estar presente na mucosa bucal sem apresentar qual-
quer alteração morfológica, e somente métodos labo-
ratoriais mais sensíveis detectam sua presença.

Dentre os exames de alta sensibilidade, a reação
em cadeia da polimerase (PCR), método da Biologia
Molecular, destaca-se pela possibilidade de amplificar
ou multiplicar fragmentos ou vestígios de DNA de
células, incluídas as bacterianas, permitindo assim sua
fácil detecção. Esse método vem sendo aplicado hoje
freqüentemente em pesquisas de doenças infecciosas
de variada etiologia.2,3 Vários trabalhos que utilizaram a
PCR em material colhido da pele,4-12 da mucosa
nasal13,14 e do escarro15 de pacientes com MH foram
publicados. Os resultados obtidos indicam que o
método é seguro e eficaz, tanto no diagnóstico quanto
na avaliação do tratamento.

Tendo em vista os trabalhos citados, o objetivo
deste estudo foi determinar se o genoma do ML pode
ser encontrado por meio do teste da PCR em pequenas
peças da mucosa oral de pacientes com o diagnóstico
de MH. 

MATERIAL E MÉTODOS
Foi examinada a mucosa bucal de sete pacientes

multibacilares, sendo cinco homens e duas mulheres,
com idades entre 21 e 65 anos, com duração da doença
variando de dois meses a 20 anos. Após anestesia local,
foram realizadas biópsias incisionais em mucosa normal
(de palato duro e mole), colhendo-se dois espécimes de
cada um por meio de punch de 4mm. Todos os
espécimes foram submetidos à PCR, cortes histopa-
tológicos e coloração de Fite-Faraco para verificar a pre-
sença de micobactérias.

Desses sete pacientes, cinco estavam sendo sub-
metidos à poliquimioterapia em períodos alternados de
12 a 24 meses, e dois não recebiam medicação durante
o estudo, sendo um virgem de tratamento. Os pacientes
assinaram consentimento aprovado pelo Comitê de
Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da
Universidade de São Paulo (parecer n. 274/95).

Identificação do genoma de Mycobacterium 
leprae pela PCR
Extração do DNA

Foram analisadas amostras de tecido suspeito
de infecção com M. leprae, fixadas e emblocadas. O
DNA foi extraído pela seguinte metodologia: após o
tratamento da amostra com xileno e etanol, o materi-
al foi ressuspenso em proteinase K (50mM TRIS 8.3
com 200μg/ml de proteinase K) a 37ºC, incubado
durante a noite e posteriormente submetido a conge-
lamento em nitrogênio líquido por cinco minutos,
seguido de aquecimento da amostra a 98ºC por cinco
minutos.

Hance et al.16 demonstraram que há regiões
gene-específicas conservadas entre uma variedade de
espécies patogênicas; por isso a amplificação do DNA
do Mycobacterium pode ser realizada com primers
comuns. Em amplificação de fragmentos específicos
do gênero micobactéria por PCR, um dos alvos mais
utilizados é uma região altamente conservada que
codifica uma proteína heat shock de 65 kDa.17 Visando
otimizar a sensibilidade e a especificidade do frag-
mento a ser amplificado, executou-se a PCR em duas
etapas (nested PCR, reamplificação), conforme
descrito por Cook et al.,6 com modificações. A PCR
teve como base a amplificação de um fragmento final
de 133 pares de base. Em suma, as seqüências dos
primers upstream na primeira etapa foram 5’AAGGA-
GATCGAGCTGGAGGA3’ e 5’AGGCGTTGGTTCGC-
GAGGG3’, e a do primer downstream foi 5’TGAT-
GACGCCCTCGTTGCC3’, que produziram dois frag-
mentos de 310 e 231 pares de base, respectivamente.
A segunda etapa foi feita com duas seqüências difer-
entes, 5’GTCTCAAACGCGGCATCG3’ e 5’GTCACC-
GATGGACTGGTC3’, e produziu um fragmento final
de 133 pares de base.

Digestão com endonucleases
Dez microlitros do material obtido da segunda

amplificação foram digeridos por três enzimas distin-
tas, HhaI (BRL), BstU1 (ou Acc, ou Tha) (New England
Biolabs, Beverly, EUA) e Mbo 1 (Mannheim Boeringer,
Uptsala, Suécia), por quatro horas, a 37ºC. Os produ-
tos da digestão foram misturados com ficoll e analisa-
dos em gel de 8% de poliacrilamida e corados com
prata. Tamanhos diferentes das bandas eram espera-
dos. Pelo exame algoritmo dos fragmentos,6 foi pos-
sível determinar a maior parte das espécies diferentes
de Mycobacterium.

O padrão de restrição de ML foi desenvolvido
após verificação do genoma bacteriano no banco
genômico do National Cancer Institute (NCI). O sítio
de restrição para as enzimas utilizadas foi localizado
nas seqüências amplificadas e nos fragmentos finais.
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Seguindo os cortes, os sítios foram estimados e con-
firmados com os controles positivos obtidos das
amostras cultivadas.

Controles
Como controle positivo da amplificação, foi uti-

lizado material proveniente de duas culturas de micobac-
térias: uma de M. tuberculosis e uma de M. avium-intra-
cellulare. Ambos os produtos de amplificação tiveram o
mesmo tamanho e apresentaram padrões de corte dis-
tintos e de acordo com a espécie em questão, conforme
o esperado.

RESULTADOS
Os sete casos biopsiados em mucosa normal

foram submetidos aos exames histopatológicos por
hematoxilina-eosina e Fite-Faraco. Todos foram nega-
tivos, exceto um (5/1.137), que apresentou quadro
histológico de córion com edema, infiltrado infla-
matório histiocitário perivascular e filete nervoso
espessado, vacuolização de células de Schwann,
numerosos bacilos granulosos (2+) em filete nervoso
e macrófagos, diagnosticando-se MH multibacilar, vir-
chowiano. Esse paciente era virgem de tratamento. 

A análise dos sete casos (1/495, 2/1.133,
3/1.139, 4/1.136, 5/1.137, 6/1.138, 7/1.134) mostrou
ausência de corte do material amplificado com a enzima
HhaI, e banda única de 120 pares de base com a enz-
ima Tha. Em um dos casos (2/1.133) a enzima HhaI
produziu duas bandas, de 40 e 90 pares de base; a
enzima HhaI tem o padrão de produzir duas bandas,
de 65 e 75 pares de base, para o genoma de M. tuber-
culosis. Nesse mesmo caso, a enzima Tha produziu
fragmento único de 120 pares de base, similar ao
padrão dos demais casos, e a enzima Mbo 1 produziu
dois fragmentos, de 50 e 70 pares de base. O agente
em questão não pôde ser identificado, devendo ser
micobactéria atípica; só o seqüenciamento do material
amplificado poderia responder a essa questão.

A enzima Mbo 1 produziu corte no material
amplificado em todos os casos, gerando duas bandas,
uma de 50 e outra de 80 pares de base. Esse achado
comprovou ser típico de M. leprae a partir da verifi-
cação, no banco genômico do NCI, da seqüência
amplificada e da presença de sítio de restrição para
Mbo 1 localizado exatamente na região esperada para
a produção das bandas descritas.

Dos sete casos processados, seis foram posi-
tivos para M. leprae: 1/495, 3/1.139 (não apresenta-
do), 4/1.136, 5/1.137, 6/1.138 (conjuntamente) e
7/1.134 (Figura 1). Um caso (2/1.133) foi positivo
para Myicobacterium sp., conforme a figura 2. Para o
caso 6/1.138, a figura 3 mostra análise de restrição
com diagnóstico de ML.

FIGURA 1: Pré-digestão dos espécimes. Todos são
positivos, exceto o 1.135, que não foi amplificado.

O espécime 1.138 apresenta uma banda 
diagnóstica, embora tênue

FIGURA 3:
Este caso
(1.138)
mostra
fragmentos
de diag-
nóstico de
Mycobacte-
rium
leprae
após 
digestão
enzimática.
HhaI, Tha
e Mbo l
são as 
enzimas 
de 
restrição
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FIGURA 2: O espécime 1.133 mostra digestão 
enzimática padrão. HhaI, Tha e Mbo l são as 

enzimas de restrição
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DISCUSSÃO
Desde a publicação do trabalho de Williams et

al.,12 outros pesquisadores estudaram a detecção mole-
cular de ML utilizando biópsias de pele.3,4,7,8,10,11,14, 15,18,19 Não
foram encontradas na literatura referências sobre apli-
cação da PCR em mucosa bucal de MH. No presente estu-
do foi examinado um grupo de sete pacientes – cinco
estavam sendo submetidos à poliquimioterapia, e dois
não recebiam medicação, sendo um virgem de tratamen-
to. Devido à facilidade e rapidez da PCR, sugere-se que
esse procedimento seja incorporado ao programa de
rotina de acompanhamento dos pacientes com MH nos
ambulatórios de dermatologia e medicina oral.

Nos sete espécimes submetidos ao exame his-
tológico de rotina e à coloração específica de Fite-
Faraco foram obtidos resultados negativos em seis
casos; o caso positivo (5/1137) apresentou lesão
multibacilar em cortes com parafina, mas nenhuma
manifestação clínica no momento da realização da
biópsia. Surpreendentemente, obteve-se positividade
em seis dos sete casos (85,7%) para detecção molec-
ular do ML. Na única exceção, não foi possível definir
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a espécie envolvida. Isso demonstra a grande sensi-
bilidade do método, que pode, contudo, variar de
acordo com o estado de conservação da amostra
clínica e o método de extração do DNA. Embora não
tenham sido testados espécimes coletados com swab,
pode-se presumir que tal método seria igualmente
factível. O fato de que um Mycobacterium não classi-
ficável tenha sido encontrado em um dos casos pode
ser atribuído à contaminação da amostra com espé-
cies saprófitas de Mycobacterium presentes na água
de torneira.

CONCLUSÃO
O genoma do Mycobacterium leprae foi identifi-

cado pela reação em cadeia da polimerase em pequenas
peças da mucosa oral de pacientes com o diagnóstico de
hanseníase biopsiados pela técnica de punch. A PCR
provou ser método rápido, fácil e confiável para a inves-
tigação de rotina da infecção por micobactéria, mesmo
quando a doença ainda é assintomática. O diagnóstico
pode ser obtido a partir de uma simples biópsia ambula-
torial. �
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