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Resumo

Embora seja uma doença milenar, a hanseníase 
ainda é considerada um problema de saúde pública, 
tendo sua eliminação como meta do Ministério da 
Saúde. O diagnóstico preconizado pelo Ministério da 
Saúde é essencialmente clínico. Os métodos auxiliares 
de diagnóstico atuais, baciloscopia e exame histopato-
lógico, apresentam baixa sensibilidade. Entretanto, o 
avanço dos ensaios moleculares como PCR ou LAMP, 
permite a identificação da infecção em indivíduos as-
sintomáticos. Porém, a implantação dessas técnicas 
para diagnóstico da hanseníase na rotina dos serviços 
de saúde ainda é um desafio devido ao alto custo. A 
fim de otimizar  metodologias para extração de DNA 
de M. leprae, avaliando o custo, tempo, quantidade e 
qualidade do DNA extraído e seu uso na técnica LAMP, 
foram propostos neste estudo três protocolos, incor-
porando solução de SDS, proteinase K e Lisozima no 
protocolo da InstaGene Matrix®. O DNA extraído nas 
três versões foi satisfatório para realização da LAMP. 
Entretanto, foi observada diferença estatística nos re-
sultados, sendo 12,48 ng/µL, 13,92 ng/µL e 17,99 ng/
µL nos protocolo 1,2 e 3 respectivamente. Dessa for-
ma, o protocolo 3 foi o indicado por apresentar maior 
eficiência. Os dados apresentados contribuem para 
a implantação de técnicas moleculares no serviço de 
saúde de forma otimizada e eficaz.

Abstract

Although it is a millennial disease, Hansen’s di-
sease is still considered a public health problem, and 
its elimination as a goal of the Ministry of Health. The 
diagnosis advocated by the Ministry of Health is essen-
tially clinical. Current diagnostic auxiliary methods, ba-
cilloscopy and histopathological examination, present 
low sensitivity. However, the advancement of molecu-
lar assays such as PCR or LAMP allows the identifica-
tion of infection in asymptomatic individuals. Howe-
ver, the implantation of these techniques to diagnose 
Hansen’s disease in the health services routine is still 
a challenge due to the high cost. In order to optimize 
methodologies for extraction of DNA from M. leprae, 
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three protocols were proposed, incorporating SDS, 
Proteinase K and Lysozyme solution in the InstaGene 
Matrix® protocol, evaluating the cost, time, quantity 
and quality of DNA extracted in the LAMP technique. 
The DNA extracted in all three versions was satisfactory 
for LAMP. However, a statistical difference was obser-
ved in the results, being 12.48ng/µL, 13.92ng /µL and 
17.99ng /µL in protocol 1,2 and 3 respectively. Thus, 
protocol 3 was indicated as having greater efficiency. 
The data presented contribute to the implementation 
of molecular techniques in the health service in an op-
timized and effective way.

Introdução

Embora seja uma doença milenar, e seu agente ter 
isolado em 1874 pelo médico Norueguês Gerhard Hen-
rik Armauer Hansen, a hanseníase ainda é considerada 
um problema de saúde pública, pois mutila, incapaci-
ta e, ainda hoje, estigmatiza pessoas no Brasil e vários 
outros países (OLIVEIRA, FERNANDES &LIMA 2014; 
MOURA, 2010). 

 Trata-se de uma doença infectocontagiosa de 
evolução crônica que se manifesta, principalmente, por 
lesões cutâneas com diminuição da sensibilidade térmi-
ca, dolorosa e tátil. O agente causador dessa doença é 
o Mycobacterium leprae, uma bactéria que apresenta 
predileção pela pele e nervos periféricos, o que confere 
características peculiares a essa moléstia. O M. leprae 
parasita obrigatoriamente o meio intracelular dos ma-
crófagos, onde se reproduz por divisão binária. Este ba-
cilo tem como características morfológicas a presença de 
uma parede celular com cerca de 20nm de espessura, 
constituída de peptideoglicanos. A transmissão ocorre 
por vias aéreas superiores no contato prolongado entre 
uma pessoa suscetível com um portador de hanseníase 
contagiante não tratado (SEGURADO, CASSENOTE & 
LUNA, 2016; EIDT, 2004; ARAUJO, 2003; MACIEIRA, 
2000;).

 No Brasil, em 2015, foram detectados 28.761 ca-
sos novos, ocupando o segundo lugar no mundo em nú-
mero absoluto de casos de hanseníase, de acordo com 
dados do SINAN (Sistema de Informação de Agravos de 
Notificação) atualizados em 2016 (BRASIL, 2016; SI-
NAN, 2015).

 As atividades de eliminação da hanseníase, de-
sempenhadas e financiadas em sua maioria com recur-
sos do SUS (Sistema Único de Saúde), incluem, para os 
casos novos: diagnóstico, tratamento poliquimioterápico 
padrão (Rifampicina, Dapsona e Clofazimina, instituído 

no Brasil na década de 1990), vigilância epidemiológica, 
por meio do exame dos contatos; educação do pacien-
te, da família e da comunidade; prevenção de incapaci-
dades/deficiências, reabilitação e encaminhamento das 
complicações segundo os níveis de complexidade da 
assistência, assim como o acompanhamento dos casos 
prevalentes até a cura (CRESPO & GONÇALVES, 2014; 
SANTOS, 2009; BRASIL, 2009, 2001). 

 O Ministério da Saúde definiu como meta, a eli-
minação da doença enquanto problema de saúde pú-
blica em nível nacional, baseando-se essencialmente no 
aumento da detecção precoce, na cura dos casos diag-
nosticados e acompanhamento de contatos de casos ín-
dices. No entanto, os métodos auxiliares de diagnóstico 
atuais, como: baciloscopia e exame histopatológico, são 
positivos  apenas casos em que já existe a manifesta-
ção dos sinais e sintomas, característicos da Hanseníase. 
Dessa forma não é possível detectar casos assintomáti-
cos ou prever progressão da doença entre indivíduos ex-
postos (BRASIL, 2010; BRASIL, 2012; STEFANI, 2008).

 Com o avanço de testes moleculares e o se-
quenciamento do genoma do M.leprae, é possível a uti-
lização de ensaios baseados na amplificação de DNA e 
RNA como a PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) e 
LAMP (Loop mediated isothermal amplification), capaz 
de identificar portadores assintomáticos antes do apare-
cimento de lesões e possíveis danos motores e físicos ao 
paciente (GAMA, 2012).

O Método de PCR apresenta especificidade e boa 
sensibilidade para a detecção de bacilos em amostras 
biológicas. Além de identificar a presença da bactéria,  
pode identificar a viabilidade do bacilo no organismo.  
Entretanto, a implantação de técnicas moleculares para 
diagnóstico da hanseníase na rotina dos serviços de saú-
de ainda não foi possível devido ao alto custo de re-
agentes, necessidade de técnico especializado e equi-
pamento sofisticado. Outra limitação que se destaca é 
dificuldade de acesso ao DNA de M. leprae em amos-
tras clínicas, pois a presença de parede celular espessa 
dificulta a lise celular. Normalmente utilizam-se kits para 
extração de DNA de elevado custo ou metodologias de 
extração orgânica, extremamente laboriosas, o que di-
ficulta sua implantação na rotina dos serviços de saúde 
(DIÓRIO, 2014; ROSA, 2008; STEFANI, 2008).

 Diante da relevância de endemia hansênica no 
Brasil e em busca de reduzir as limitações na incorpora-
ção de técnicas moleculares propõe-se otimizar meto-
dologias para extração de DNA de M. leprae, avaliando 
o custo, o tempo para extração, a quantidade e qualida-
de do DNA extraído  e seu uso na técnica LAMP.
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Metodologia

Três protocolos de extração de DNA foram pro-
postos para este estudo. Cada protocolo foi realizado 
em sextuplicata. A mesma quantidade de suspensão 
de M. leprae (30µL na concentração de 6,48 E8 bacté-
rias por ml) foi utilizada em todos os ensaios. O primei-
ro protocolo segue as orientações do manual fornecido 
pela InstaGene Matrix® – BIORAD, um método rá-
pido e simplificado. O segundo e terceiro protocolos 
foram baseados no primeiro, com aditivos que promo-
vem danos à membrana e parede celular, conforme 
descrito a seguir: 

PROTOCOLO 1 – InstaGene Matrix® - BIORAD 
Foram pipetados 30 µL da suspensão de M. le-

prae em tubo de 500µl e adicionado 200 µl de resina 
InstaGene Matrix® - BIORAD. Em seguida, foi reali-
zada agitação no Vórtex por 10 segundos e o tubo foi 
incubado a 56ºC por 30 minutos. Posteriormente, a 
amostra foi agitada novamente no Vórtex por mais 10 
segundos, incubada a 100ºC por 8 min. Logo após, 
realizou-se centrifugação a 20.000G por 5 minutos. Ao 
final, 100 µL do sobrenadante foram transferidos para 
tubo de 500 µL e estocados a -20ºC até o momento 
da análise.

PROTOCOLO 2 - InstaGene Matrix® - BIORAD, 
PROTEÍNASE K (PK) E SOLUÇÃO DE LISE - SDS 1%

Foram pipetados 30 µL da suspensão de M. le-
prae em tubo de 500 µL. Em seguida, adicionou-se 70 
µL de solução de lise SDS 1% + 30 µL PK (10 mg/ ml) 
. A amostra foi incubada a 56ºC por 60 minutos. Ao 
final desta etapa, a solução foi centrifugada a 20.000 
G por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado,  
sendo preservado aproximadamente 30 µL no pellet. 
Logo após, foi adicionado a este tubo 200 µL de resi-
na InstaGene Matrix® -BIORAD, seguido de agitação 
em vórtex por 10 segundos.  Novamente, a amostra 
foi incubada a 56ºC por 30 minutos.  Logo após, o 
tubo foi agitado em vórtex por mais 10 segundos. Para 
finalizar o processo de extração, a amostra foi incuba-
da a 100ºC por 8 minutos e em seguida centrifugada 
a 20.000G por 5 minutos. 100 µL do sobrenadante 
foram transferidos para tubo de 500 µL e estocados a 
-20ºC até o momento da análise.

PROTOCOLO 3 -  InstaGene Matrix® - BIORAD, 
PROTEÍNASE K (PK), SOLUCAO DE LISE - SDS 1% 
e LISOZIMA 

A amostra da suspensão de M. leprae foi trans-
ferida para tubo de 500 µL, em seguida foram adicio-
nados 50 µL de lisozima (10 mg/ ml) e incubados a 37 
ºC por 60 minutos. Logo depois, foi incorporado 70 
µL de solução de Lise SDS 1% + 30 µL PK (10 mg/ 
ml) e posterior incubação a 56ºC por 60 minutos. Em 
seguida, a amostra foi centrifugada a 20.000G por 10 
minutos. O sobrenadante foi descartado, reservando 
aproximadamente 30 µl no pellet . Em sequência, fo-
ram adicionados 200 µL de resina InstaGene Matrix® 
-BIORAD, seguida de agitação em vórtex por 10 se-
gundos. A amostra foi incubada a 56ºC por 30 minutos 
e novamente agitada em vórtex por 10 segundos. Ao 
final, foi incubada a 100ºC por 8 minutos e centrifuga-
da a 20.000G por 5 minutos. 100 µL do sobrenadante 
foram transferidos para tubo de 500 µL e estocados a 
-20ºC até o momento da análise. 

ANÁLISE DA EFICIÊNCIA DE EXTRAÇÃO
 A análise da eficiência de extração de DNA 

pelos três protocolos foi realizada utilizando o equi-
pamento BiospecNano – Shimadzu®. Foram obtidos 
dados referentes à concentração de DNA em ng/µL e o 
grau de pureza, gerado pela razão de absorbância em 
260nm e 280nm. Além disso, o tempo de execução da 
extração e o custo foram verificados. O teste t de Stu-
dent foi utilizado para comparar a quantidade de DNA 
obtida nos três protocolos. O intervalo de confiança foi 
de 95%. 

LAMP – Loop mediated isothermal amplification
Para esta metodologia de amplificação de DNA, 

foi estudado o gene 16SrRNA específico do M. leprae. 
A reação foi realizada com um volume final de 25 µL 
contendo: 4 mM de MgCl2 (Promega), 0,32 µM de 
cada dNTP (Promega), 0,8M de betaína, 0,16 µM de 
cada iniciador externo (F3 e B3) e 0,64 µM de cada  ini-
ciador interno (FIP e BIP) (tabela 01), 02 U de Bst DNA 
3.0 (New England BioLabs) e  tampão 1× (ThermoPol 
Reaction Buffer: 20 mM Tris-HCl, 10mM (NH4)2SO4, 
10 mM KCl, 2mM MgSO4, 0,1% Triton X-100, pH 8,8) 
New England BioLabs. A quantidade de DNA utilizada 
na reação foi de 30 ng. A reação foi realizada a 65ºC 
por 20 minutos em termociclador Applied Biosystems 
GeneAmp PCR System 9700. O resultado foi avaliado 
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por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

Resultados

A quantidade e a pureza do DNA genômico ob-
tido pelos protocolos de extração avaliados foram sa-
tisfatórios para a realização da LAMP. A concentração 
de DNA obtido do material extraído no protocolo 1 
apresentou média de 12,48 ng/µL e o valor médio da 
razão entre as leituras das absorbâncias 260/280 foi de 
1,54. O protocolo 2 apresentou rendimento médio de 
13,92 ng/µL e a média da razão 260/280 foi 1,23.  No 
entanto, maior concentração de DNA foi alcançada no 
terceiro protocolo, obtendo-se valor médio de 17,99 
ng/µL e grau de pureza de 1,01. Observa-se diferen-
ça estatisticamente significativa para o protocolo 3, na 
quantidade de DNA extraído (p = 0,001 e p = 0,017) 
(Figura 01). 

Entretanto, o custo do procedimento e o tempo 
de execução da técnica foram maiores para o terceiro 
protocolo (Tabela 2). 

O DNA obtido em todos os protocolos foi subme-
tido à LAMP para verificar se a qualidade do material 
poderia impedir ou dificultar a reação. Foi observado 
neste ensaio  que a qualidade do DNA extraído não in-
terferiu na reação, conforme apresentado na figura 2.

 

Discussão

Está claro que para alcançar a eliminação da han-
seníase é fundamental incorporar novas ferramentas 
buscando diagnóstico, com técnicas que possam de-
tectar a infecção pelo M. leprae, bem como a fonte 
de infecção. Ensaios moleculares como PCR e PCR em 
tempo real tem se mostrado mais eficientes que as téc-
nicas convencionais para identificação do M. leprae. 
Entretanto, diversos fatores dificultam o seu estabeleci-
mento no serviço de saúde, como por exemplo, o alto 
custo para execução e a perícia para reprodutibilidade 
da técnica (DIÓRIO, 2014; MARTINEZ et al, 2014; 
GAMA, 2012). 

 A extração do DNA de M. leprae é uma técnica 
laboriosa, pois o M.leprae possui parede celular muito 
espessa o que dificulta a lise. Kits comerciais de ex-
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tração de DNA são relativamente caros e por isso há 
limitação em sua inserção no processo diagnóstico 
estabelecido nos serviços de saúde. Neste trabalho, 
otimizamos o protocolo da InstaGene Matrix® Bio-
-RAD  para extração de DNA, adaptando-o às caracte-
rísticas peculiares inerentes do M. leprae. As modifica-
ções propostas foram a incorporação de componentes 
como lisozima, solução de lise (SDS), proteinase K (Pk), 
com a finalidade de promover a lise do M. leprae e 
possibilitar a purificação do DNA extraído e posterior 
amplificação por meio do método LAMP.

 A utilização do detergente SDS, combinado 
com a proteinase K, que realiza a digestão enzimática, 
apresenta como resultado eficiente extração de DNA. 
Proteinase K é frequentemente aplicada em ensaios 
moleculares para digerir proteínas da membrana ci-
toplasmática e nucleases a partir de microrganismos, 
células cultivadas e plantas (SCORSATO & TELLES, 
2011). 

 A lisozima causa degradação do peptideoglicano 
de certas espécies de bactérias por hidrólise das liga-
ções glicosídicas β(1-4) do ácido N-acetilmurâmico e 
da Nacetilglucosamina. Esta hidrólise do peptideogli-
cano resulta na lise e morte celular em ambientes hi-
potônicos (SCHULZ et al., 2003).

 A InstaGene Matrix® Bio-RAD é resina baseada 
em Chelex, uma agente quelante, que preferencial-
mente quela íons metálicos polivalentes, prevenindo 
a degradação do DNA. A resina pode ser empregada, 
com sucesso, em amostras com poucas células, vários 
tipos de materiais forenses e tecidos (SCORSATO & 
TELLES, 2011).

 Neste estudo foi verificado o efeito de solução 
de lise com SDS somada a Proteinase K (protocolo 2) e 
Lisozima (protocolo 3) na concentração de DNA extra-
ído. Interessantemente, não foi observada a diferença 
estatística entre o protocolo 1 e protocolo 2. Entretan-
to, obteve-se maior quantidade de DNA através do 
protocolo 3, que utiliza lisozima. Tal fato aponta que a 
solução de Lise com SDS 1% e proteinase K (10mg/ml) 
não são suficientes para aumentar extração de DNA de 
M. leprae, em relação ao uso exclusivo de InstaGene 
Matrix® Bio-RAD. No entanto, a utilização de lisozima 
aumenta significativamente a concentração de DNA. 
Provavelmente a espessa parede celular de peptideo-
glicano no M. leprae dificulta a ação da proteinase K 
sobre a membrana citoplasmática.

 Por outro lado, a maior qualidade de DNA foi 
alcançada pelo protocolo 1, que conta apenas com 
a InstaGene Matrix® Bio-RAD. A Razão 260/280 di-

minui progressivamente nos protocolos subsequentes. 
Este fato pode ser explicado pelo excesso de reagentes 
ou fragmentos celulares na solução, que dificultam a 
purificação com Chelex.

O custo e tempo para extração são maiores no 
protocolo 3, devido ao uso de reagentes e períodos de 
incubação. Entretanto, este protocolo tem custo mui-
to menor que os kits comerciais, que chegam a custar 
R$35,00 por amostra (orçamento realizado em 2017). 
Além disso, o tempo de execução do protocolo 3 é 
acentuadamente menor que processos de extração ba-
seados em Fenol-Clorofórmio com duração média de 
48 horas (BAREA et al, 2004).

A técnica LAMP foi utilizada para amplificação 
de DNA neste trabalho, por ser técnica recentemente 
criada e por apresenta proposta semelhante ao objetivo 
deste estudo: facilitar a aplicação de métodos molecu-
lares para diagnóstico. Foi observado amplificação de 
DNA de M. leprae obtidas nos três protocolos de oti-
mização propostos. Este fato confirma que os reagentes 
utilizados nos protocolos não impedem a LAMP, ainda 
que a razão 260/280 não seja a ideal. Isto também foi 
observado na proposta de diagnóstico por LAMP nas in-
fecções por M. tuberculosis (NOTOMI et. al, 2015).

  

Conclusão

 Apesar de apresentar baixo grau de pureza, o 
protocolo 3 utilizando resina InstaGene Matrix®, solução 
de lise SDS, proteinase K e lisozima,  foi indicado pelo 
baixo custo em relação aos kits comerciais e por garantir 
maior quantidade de DNA de M. leprae extraído. 

Os testes foram realizados em sextuplicata, o que 
assegura sua reprodutibilidade. Além disso, o DNA foi 
facilmente amplificado pela técnica LAMP. Desta for-
ma, os dados apresentados contribuem para a implan-
tação de técnicas moleculares no serviço de saúde, 
com finalidade de diagnóstico de hanseníase.
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