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Presenca de Mycobacterium leprae em escarro de paciente
sinfomatico respiratério com hanseniase multibacilar

The presence of Mycobacterium leprae in sputum of respiratory symptomatic patient with
multibacillary leprosy
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RESUMO

Paciente com queixa principal de tosse produtiva crénica com trés meses de duracdo e expectoracdo de muco
purulento, perda de peso, falta de apetite, dispneia, dor na regido tordcica e cansaco, sendo ainda observados
sinftomas clinicos de hansenfase, indice baciloscépico da linfa de 4,25 e titulos de IgM anti-PGL-I positivos. Do
escarro, pelo método de Ziehl-Neelsen, foram observados bacilos isolados e globias, com auséncia de crescimento
em Léwenstein-Jensen. Foi demonstrada amplificacdo do DNA de Mycobacterium leprae nas amostras de escarro e
secreg@o nasal. Assim, ilustramos um caso sinfomdtico de tuberculose e hanseniase, mas somente com hanseniase
multibacilar, podendo ter ocorrido disseminacdo do M. leprae para os pulmées por contiguidade, uma vez que o

bacilo é encontrado rotineiramente na nasofaringe.
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INTRODUCAO

O Estado do Pard representou o quinto Estado do
Brasil com maior taxa de prevaléncia (4,07/10.000) de
hanseniase no ano de 2014, obtendo um coeficiente
de deteccéo de 50,75/100.000. Belém, a capital do
Estado, apresentou uma taxa de deteccdo considerada
muito alta em 2014 (23,47/100.000), com 331 casos
novos nofificados'.

O envolvimento do trato respiratério na hanseniase
h& muito tempo vem sendo relatado. Nos estudos de
Kaur et al> e Barton® foi relatado envolvimento nasal
clinicamente em pacientes examinados. No estudo de
Barton®, o local do trato respiratério mais envolvido foi
a epiglote, enquanto no estudo de Kaur et al? foram as
cordas vocais. Desikan e Job* encontraram granulomas
lepromatosos na submucosa da laringe e Lie® relatou
espessamento da mucosa brénquica e traqueal.
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Em alguns casos de coinfeccdo do Mycobacterium
leprae e Mycobacterium  tuberculosis, os sintomas
respiratérios podem estar relacionados ao M. leprae,
visto que existem relatos do comprometimento dos
pulmées, traqueias e brénquios com producé@o de tosse
e escarro causado pelo M. leprae?34.

RELATO DO CASO

Paciente de 30 anos de idade, do sexo masculino,
procedente de Belém, foi atendido no dia 11 de
setembro de 2013 no Servico de Atendimento Médico
Unificado (SOAMU) do Instituto Evandro Chagas, em
Ananindeua, Estado do Pard, com queixa principal de
tosse crénica produtiva com trés meses de duracéo e
expectoracdo muco-purulenta, perda de peso, falta de
apetite, dispneia, dor na regido tordcica e cansaco.

No exame clinico do paciente, foi observado
que o mesmo apresentava hanseniase caracterizada
por infiltrado auricular bilateral, moltiplas  manchas
hipocrébmicas e  hipercrémicas,  hipoestésicas e
anestésicas nos membros inferiores e superiores e
parestesia nos membros inferiores hd dois anos.

A baciloscopia da linfa dos dois l6bulos auriculares,
cotovelo direito e tornozelo esquerdo foi realizada e
corada pelo método de coloracdo de Ziehl-Neelsen,
obtendo-se um indice baciloscéopico (IB) de 4,25. A
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coleta de material do tornozelo para baciloscopia foi
devido & les@o cutGnea no tornozelo. Néo houve estudo
radiolégico dos pulmées.

Da amostra de escarro, foi feita a pesquisa de
bacilos dlcool-acido resistentes  (BAAR) pelo método
de coloracdo de Ziehl-Neelsen, sendo observados
bacilos isolados e em globias, e a cultura em meio
Léwenstein-Jensen com observacdo por 60 dias, sendo
constatada auséncia de crescimento.

Além das amostras de escarro, foram coletadas
amostras de secrecdo nasal (SN) por meio de swab por
rotacdo no anteposto externo do orificio nasal e duas
amostras de 5 mL de sangue pela pulséo venosa.

As amostras de sangue foram utilizadas para
dosagem de anficorpos antiglicolipideo  fenélico-1
(anti-PGL-l) e para anticorpos anti-HIV. A pesquisa de
anticorpos da classe IgM anti-PGL-l foi realizada por
meio de ensaio imunoenzimdtico (ELISA), utilizando-se
antigeno semissintético (Japdo, Nara XVII-48), porcdo
terminal trissacdride imunogénica da cadeia do PGL-I,
denominado pela sigla NT-P-BSA. Ambas as amostras
foram positivas para PGL-l com densidade éptica de
0.459 e 0.774, respectivamente, e foram negativas
para anti-HIV.

Para as amostras de escarro, SN e sangue, foi
realizada extragio de DNA utilizando o kit DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen, Duesseldorf, Alemanha),
obedecendo as orientacées do fabricante.

Foi realizada a amplificacGo do DNA das
amostras de escarro e SN por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Os iniciadores gyrAF
(5-3- CCCGGACCGTAGCCACGCTAAGTC) e gyrAR
(5-3'- CATCGCTGCCGGTGGGTCATTA) foram
desenhados com o programa Primer3 v0.4.0 a partir
da regido da subunidade A da girase do DNA do
M. leprae (NC011896.1) para amplificar um fragmento
de 187 pbe°.

Para a realizacéo da PCR, foi utilizado o kit llustra™
PuReTag Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare,
EUA), seguindo as orientacdes do fabricante e os ciclos
de temperatura: 94° C durante 5 min, seguido de
seis ciclos a 94° C durante 45 s, 65° C durante 45 s
e 72° C durante 90 s, mais 35 ciclos a 94° C durante
45 s, 62° C durante 45 s e 72° C durante 90 s com
extens@o final de 72° C por 10 min. Para a visualizacéo
do amplicon, foi feito eletroforese em gel de agarose
2,0% em TBE 1X, sendo observada a amplificacéo
de DNA de M. leprae nas amostras de escarro e SN
(Figura 1).

A partir do DNA extraido do sangue, para
verificacdo de um gendtipo favordvel a fim de uma
resposta celular ou humoral do paciente, foram
tipificados os polimorfismos das principais citocinas
envolvidas nessas respostas. Sendo ftipificados os
polimorfismos dos genes TNF-a (fator de necrose
tumoral-a) -308 G—A; IFN-y (interferon-y) +874 T—A;
IL-6 (interleucina-6) -174 G—C; IL-10 -1082 AT,
-819 C—T, -592 A»C e TGF-B (fator de crescimento
tumoral-B) cédon 10 e cédon 25 pelo uso do kit

PCYTOGENE (One-Lambda; Canoga Park, CA, EUA),
seguindo as orientacées do fabricante. Para visualizacéo
dos amplicons foi feito eletroforese em gel de agarose
1,5% em TBE 1X. Os gendtipos encontrados foram
TNF-a G/G, TGF-B T/C G/G, IL-10 GCC/ATA, IL-6
G/G, 14 e 15: IFN-y T/A.

1: Marcador de 100 pb; 2: Amostra de escarro com amplificacdo do
fragmento de 187 pb da subunidade A da girase do DNA do M. leprae;
3: Controle positivo; 4: Controle negativo (dgua substituindo DNA).

Figura 1 — Gel de agarose 2,0% em TBE 1X

DISCUSSAO

Os sintomas comuns da hansenfase sGo lesdes de
pele, tais como méculas hipocrémicas ou avermelhadas
com alteracéo de sensibilidade, parestesias, madarose,
Ulceras, espessamento neural, nédulos e edema nos
membros. Podem ocorrer sinfomas respiratérios, no
entanfo a tosse com expectoracdo é rara e pode estar
associada com o M. tuberculosis, devido & coinfeccéo
com o M. leprae’. Porém, Muir® destacou que na
hansenfase a infiltracdo nodular da traqueia e dos
brénguios podem romper, ocorrendo uma alta liberacao
de BAAR e producéo de escarro, levando a um falso
diagnéstico de tuberculose pulmonar.

Como j&4& demonstrado que a prevaléncia da
coinfeccdo do M. leprae e M. tuberculosis em regides
endémicas de hanseniase ndo é incomum?'%, no caso
relatado suspeitou-se de coinfecco de hanseniase
e tuberculose, pois o paciente apresentava alguns
sinftomas caracteristicos da tuberculose, como tosse
cronica, inicialmente seca, evoluindo para a produgéo
de escarro esverdeado, mal estar, perda de peso,
falta de apetite, dificuldade respiratéria e cansaco. A
tuberculose pode ocorrer durante todo o espectro da
hanseniase ou apds o uso de corticoterapia’'!.

Com o objetivo de descartar a suspeita de
coinfeccdo, foi realizada a cultura da amostra de
escarro em meio Léwenstein-Jensen com observacdo
por 60 dias, sendo constatada auséncia de crescimento.
Também foi constatado que o paciente ficou curado,
sem sintomas respiratérios, apds o tratamento com
clofazimina, rifampicina e dapsona durante um ano.



Corroborando que o M. leprae era a causa dos
sinftomas respiratérios, a PCR da amostra de escarro foi
positiva para o M. leprae e foram observadas globias
na lamina. Poucos estudos conseguiram comprovar a
presenca de M. leprae no escarro'®'®, sendo observada
uma caréncia de estudos mais recentes na literatura que
abordem casos sintomdticos respiratérios na hanseniase.

Kaur et al?> estudaram pacientes hansenianos com
tosse e expectoracdo de muco e concluiram que a
abundéncia de células secretoras de muco seria devido
ao hébito de fumar, visto que 60% desses pacientes
eram fumantes e, em um paciente com evidéncias
radiolégicas de tuberculose, o cultura em meio
Lowenstein-Jensen foi negativa. O paciente deste estudo
ndo era fumante.

A deteccGo do DNA do M. leprae por PCR no
auxilio da prdtica clinica da hanseniase é bem
relatada na elucidacdo do diagnéstico da hanseniase
indeterminada e neural em pacientes com sinais clinicos
de hanseniase, mas sem confirmacédo pela baciloscopia,
ELISA e histopatologia, em casos de dificil diagnéstico
e no diagndstico precoce de contatos de pacientes'?,
sendo neste estudo demonstrado que a PCR pode ser
utilizada para a diferenciacéo répida de M. tuberculosis
e M. leprae presente no escarro quando os sintomas
sdo inconclusivos para coinfeccéo.

O exame clinico, o resultado do anti-PGL-l e do
IB, demonstraram que o paciente era multibacilar.
As diferencas de densidade éptica no ELISA (0.459 e
0.774) devem-se as diferentes datas em que foram
feitas as sensibilizacdes das placas.

A genotipagem de citocinas envolvidas na resposta
celular revelou um perfil genético ndo favordvel a
resposta celular Th1 (células T helper 1), a qual teria
efeito protetor contra a hansenfase.

As citocinas exercem importante papel nas respostas
celular e humoral do paciente com hanseniase, sendo
a primeira relacionada & hansenfase paucibacilar e
a segunda relacionada & hanseniase multibacilar. A
variabilidade genética de genes de citocinas traduz a
complexidade de diferencas individuais na resposta
imune a patégenos'>1¢. O paciente do presente estudo

apresentou gendtipo TNF-a G/G e IFN-y T/A, os

quais, segundo o fabricante do kit, representam baixa
e intermedidria producdo da citocina, respectivamente,
enquanto seria necessdria uma producdo elevada de
ambas as citocinas para contencéo da infeccdo. O
IFN-y age sobre macréfagos, estimulando a fagocitose
e os mecanismos de ativacdo celular, levando a
maior producdo de TNF-a que incrementa a ativacéo
macrofdgica, atuando por meio de um mecanismo
sinérgico ciclico'®'.

Neste estudo, os gendtipos do  paciente
TGF-B T/C G/G, IL-10 GCC/ATA, IL-6 G/G, segundo
o fabricante do kit, representam alta, intermedidria
e alta producdo da citocina, respectivamente, o que
pode caracterizar uma inativacdo da resposta celular
e favorecimento de uma resposta humoral. O TGF-$
tem acdo supressora sobre macréfagos, inibicdo da
producéo de TNF-a. e diminuicdo da producéo de IFN-y,
dessa forma podendo contribuir para a perpetuacdo da
infeccdo. A IL-10 é supressora da atividade macrofdgica
e relacionada & inibicdo da liberacdo de citocinas
com propriedades antibacterianas. A IL-6 participa na
diferenciacdo e na maturacéo das células B em células
secretoras de anticorpos''6.

CONCLUSAO

Foi relatado um caso sintomdtico de tuberculose e
hanseniase, mas somente com hanseniase multibacilar,
no qual foi constatada a presenca do M. leprae no
escarro do paciente por baciloscopia e PCR que pode
ter sido decorrente da contaminacéo da secrecdo
ao longo das vias aéreas superiores ou devido a
disseminacdo do M. leprae para os pulmées por
contiguidade, uma vez que o bacilo é encontrado
rotineiramente na nasofaringe.

Devido & hanseniase e & tuberculose serem de
alta prevaléncia na Regido Norte, deve-se investigar a
coinfeccdo com M. tuberculosis e M. leprae em todos
os pacientes com manifestacées clinicas dermatolégicas
e pulmonares alusivas dessas enfermidades. A
necessidade de profissionais treinados na rede de satde
¢ importante para se evitar um falso diagnéstico da
tuberculose em pacientes hansenianos com sintomas
respiratérios, evitando-se também um tratamento
inadequado e prejudicial.

The presence of Mycobacterium leprae in sputum of respiratory symptomatic patient

with multibacillary leprosy

ABSTRACT

Patient with main complaints of chronic productive cough lasted three months and expectoration of purulent
sputum, weight loss, loss of appetite, dyspnea, pain in the thoracic region and tiredness, clinical symptoms
of leprosy, lymph index of 4.25 and positive IgM anti-PGL-I titers. Of the sputum, by using the Ziehl-Neelsen
method, isolated bacilli and in groups with lack of growth in Léwenstein-Jensen were observed. It was shown
DNA amplification of Mycobacterium leprae in the sputum samples and nasal secretion. It is demonstrated a
symptomatic case of tuberculosis and leprosy, but only in multibacillary leprosy, so the dissemination by contiguity
of M. leprae to the lungs can occur, once bacillus is frequently found in the nasopharynx.

Keywords: Leprosy; Sputum; Tuberculosis.
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Presencia de Mycobacterium leprae en esputo de paciente sintomdtico respiratorio
con lepra multibacilar

RESUMEN

Paciente con queja principal de tos productiva crénica con tres meses de duracién y expectoraciéon de muco purulento,
pérdida de peso, falta de apetito, disnea, dolor en la regién tordcica y cansancio, se observaron sinfomas clinicos
de lepra, indice baciloscépico de linfa de 4,25 y titulos de IgM anti-PGL-1 positivos. Del esputo, por el método de
Ziehl-Neelsen, se observaron bacilos aislados y globias, con ausencia de crecimiento en Léwenstein-Jensen. Se
demostré una amplificacién del ADN de Mycobacterium leprae en las muestras de esputo y secrecién nasal. Asi,
ilustramos un caso sintomdtico de tuberculosis y lepra, solamente con lepra multibacilar, aunque puede haber habido
diseminacién de M. leprae para los pulmones por contigiidad, una vez que el bacilo se encuentra, normalmente,
en la nasofaringe.

Palabras clave: Lepra; Esputo; Tuberculosis.
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