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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa debilitante, causada pelo Mycobacterium
leprae. O Brasil ocupa o segundo lugar mundial em numero de novos casos. O
diagndstico de hanseniase em sua maior parte € feito com base nos sinais e
sintomas clinicos. Entretanto, aproximadamente 30% dos pacientes ndo apresentam
sintomas cardinais. Mesmo quando baciloscopia e histologia sdo solicitadas como
exames confirmatérios, estes podem ser negativos para uma parte dos pacientes
que apresentam poucas lesées. Sem diagndstico preciso, aumenta a probabilidade
de transmissdo da doenca e de aparecimento de incapacidades relacionadas a
doenga. Dentro deste contexto, os métodos moleculares para o diagnéstico da
hanseniase sao considerados estratégias promissoras na area. Entretanto, poucos
foram implementados formalmente no sistema publico de saude de paises
endémicos. Nosso objetivo foi avaliar a acuracia de um teste comercial baseado em
hibridizagao reversa, o GenoType LepraeDR®, que se propde a identificar por meio
da deteccdo de material genético o M. leprae e suas mutagdes de resisténcia
medicamentosa. Para tanto, os resultados foram comparados com as metodologias
de gPCR de genes alvo RLEP, folP1, rpoB e gyrA e nested gPCR dos genes folP1,
rpoB e gyrA para diagnostico e com sequenciamento de Sanger para identificagdes
de mutagdes de resisténcia medicamentosa. Em seguida, simulamos o uso de um
protocolo em série composto por uma triagem inicial usando o GenoType
LepraeDR®, seguido pelo nested qPCR do gene rpoB. Foram incluidos 80
individuos no presente estudo e 53 tiveram o diagnostico de hanseniase, enquanto
os 27 restantes foram classificados como controles. O teste GenoType LepraeDR®
(sensibilidade: 0,45, especificidade: 1) teve desempenho semelhante a qPCR do
gene rpoB (sensibilidade: 0,49, especificidade: 1). Além disso, o ensaio foi mais
especifico e menos sensivel que o RLEP (sensibilidade: 0,89, especificidade: 0,85),
folP1 (sensibilidade: 0,62, especificidade: 0,41), nested rpoB (sensibilidade: 0,64,
especificidade: 0,93), gyrA (sensibilidade: 0,64, especificidade: 0,96) e nested gyrA
(sensibilidade: 0,64, especificidade: 0,96). O protocolo em série GenoType
LepraeDR® seguido do nested gPCR do gene rpoB resultou em melhor acuracia
(0,76). Provavelmente devido ao numero amostral pequeno, ndo foram encontradas
as principais mutagdes que causam resisténcia, porém os dados obtidos a partir do
sequenciamento de Sanger e o ensaio comercial foram concordantes. O teste
GenoType LepraeDR® apresenta algumas vantagens, incluindo especificidade de
100% e capacidade de detecgao simultédnea de resisténcia antimicrobiana. Um
protocolo em série usando o GenoType LepraeDR® seguido de nested qPCR para o
gene rpoB mostrou-se uma estratégia pratica e de possivel execugao.

Palavras-chave: hanseniase; diagnodstico; qPCR; resisténcia medicamentosa;
GenoType LepraeDR®.



ABSTRACT

Leprosy is a debilitating infectious disease caused by Mycobacterium leprae. Brazil
ranks second in the world in number of new cases. The diagnosis of leprosy is mostly
based on clinical signs and symptoms. However, approximately 30% of patients do
not have cardinal symptoms. Even when bacilloscopy and histology are requested as
confirmatory tests, these may be negative for some patients who have few lesions.
Without a precise diagnosis, the probability of disease transmission and the onset of
disease-related disabilities increases. Within this context, molecular methods for
diagnosing leprosy are considered promising strategies in the area. However, few of
these have been formally implemented in the public health system of endemic
countries. Our objective was to evaluate the accuracy of a commercially available
test based on reverse hybridization, the GenoType LepraeDR®, which proposes to
identify, through the detection of genetic material, M. leprae and its drug resistance
mutations. Therefore, the results were compared with the methodologies of qPCR
using target genes RLEP, folP1, rpoB and gyrA and nested qPCR for genes folP1,
rpoB and gyrA for diagnosis and were compared with Sanger sequencing for
identification of drug resistance mutations. Then, we simulated the use of a serial
protocol composed of an initial screening using the GenoType LepraeDR® followed
by the nested qPCR for rpoB gene. We included 80 individuals in the present study
and 53 had a positive diagnosis for leprosy, while the remaining 27 were classified as
controls. The GenoType LepraeDR® test (sensitivity: 0.45, specificity: 1) performed
similarly to rpoB gPCR (sensitivity: 0.49, specificity: 1). The commercially available
assay was more specific and less sensitive than RLEP (sensitivity: 0.89, specificity:
0,85), folP1 (sensitivity: 0.62, specificity: 0,41), nested rpoB (sensitivity: 0.64,
specificity: 0,93), gyrA (sensitivity: 0.64, specificity: 0,96) and nested gyrA tests
(sensitivity: 0.64, specificity: 0,96). The serial protocol of GenoType LepraeDR®
followed by the nested qPCR rpoB resulted in better accuracy (0.76). Probably due to
the small sample size, the main mutations that cause resistance were not found, but
the data obtained from Sanger sequencing and the commercially available assay
agreed. The GenoType LepraeDR® test has some advantages, including 100%
specificity and ability to simultaneously detect antimicrobial resistance. A serial
protocol using the GenoType LepraeDR® followed by nested qPCR for the rpoB
gene proved to be a practical and possible implementation strategy.

Keywords: leprosy; diagnosis; gPCR; drug resistance; GenoType LepraeDR®.
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1 INTRODUGAO

Considerado problema de saude publica em paises em desenvolvimento, a
hanseniase € uma doenca infecciosa debilitante, que leva a danos na pele e nos
nervos, muitas vezes resultando em deficiéncias para a vida toda. A transmissao
continua do Mycobacterium leprae (M. leprae) é responsavel por aproximadamente
200.000 novos casos a cada ano, conferindo carater atual e desafiador ao
tratamento dessa doenca (VAN HOOIWJ et al.,, 2018). A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) desenvolveu estratégias visando erradicagdo da transmissdo e de
casos de criangas que atinjam grau de incapacidade fisica (GIF) 2 originada pela
doenca. Entretanto, devido ndo s6 a falta de profissionais com experiéncia no
diagndstico, mas também as questdes inerentes a doencga, o Brasil ainda ocupa o
segundo lugar mundial em numero de novos casos de hanseniase (WHO, 2021).

O diagndstico de hanseniase em sua maior parte é feito com base nos sinais
e sintomas clinicos, sendo este o padréo ouro investigativo. A avaliagao clinica testa
as lesdes pelo toque, sensacgao de calor e frio ou pela diminuicdo da sudorese por
meio de um teste de iodeto ou de histamina na area afetada e o compara com o
mesmo teste na pele ao redor. Todos esses testes avaliam danos aos nervos
dérmicos (STEINMANN et al., 2020). Esta avaliacdo requer médicos bem treinados,
pois algumas formas paucibacilares (PB) e neurais, nas quais o0s pacientes
apresentam poucas lesbes, podem ser facilmente confundidas com outras
dermatoses comuns e, ainda, cerca de 30% dos pacientes, muitos deles
multibacilares (MB), ndo apresentam sintomas cardinais, como a perda de
sensibilidade (LETURIONDO et al.,, 2019). Quando ha duvidas, solicita-se
baciloscopia e histologia. Entretanto, a baciloscopia costuma também ser negativa
para os paucibacilares. Sem diagnodstico preciso, aumenta a probabilidade de
transmissao posterior e de incapacidade relacionada a doenga (STEINMANN et al.,
2020).

Dentro deste contexto, os testes moleculares podem ser auxiliares
valorosos, sendo que o desenvolvimento, padronizagdo e implantacado de testes de
diagndstico precisos para a detecgdo precoce da hanseniase em infeccdes
subclinicas, mostram-se essenciais para a rapida interrupgcdo da cadeia de

transmissdo da doenca e para prevenir o desenvolvimento de sequelas da
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hanseniase por meio do tratamento imediato (STEINMANN et al., 2020; TATIPALLY;
SRIKANTAM; KASETTY, 2018).

A implementacao de testes moleculares capazes de detectar o M. leprae,
bem como suas resisténcias medicamentosas, € de interesse dos principais 6rgaos
envolvidos com o controle desta doenga no Brasil. Sendo assim, o presente trabalho
avaliou a acuracia diagnostica do teste molecular comercial GenoType LepraeDR® -
HAIN, registro Anvisa n°® 80502070067, em amostras de biépsia de pacientes de
populagao brasileira, ja que este mostra-se uma ferramenta potencial no diagndstico
e ja € usado em outros paises.

O teste GenoType LepraeDR® €& baseado em reacdo em cadeira da
polimerase (PCR) convencional e hibridizacdo reversa de DNA e teve sua acuracia
comparada com PCR quantitativa em tempo real (QPCR). Além disso, o teste teve
seu potencial de rastreio comparado ao sequenciamento, método utilizado hoje pelo
ministério da saude como padrao ouro para o monitoramento de resisténcias

medicamentosas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HANSENIASE

Considerada como uma das doengas mais antigas da humanidade, a
hanseniase € uma doenca infecciosa cronica, com alta infectividade e baixa
patogenicidade, causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae) ou Mycobacterium
lepromatosis (M. lepromatosis), um bacilo gram-positivo, alcool-acido-resistente,
intracelular obrigatorio, nao cultivavel in vitro, de crescimento lento, com tropismo por
macrofagos da pele e células de Schwann. O bacilo é diferenciado de outras
bactérias gram-positivas e gram-negativas por sua parede celular rica em lipidios,
principalmente acidos micadlicos e glicolipidio fendlico-1 (PGL-1). O PGL-1 permite a
penetracao do bacilo nos macrofagos via fracdo C3 do sistema complemento por
meio dos receptores CR1, CR3 e CR4, induzindo sua fagocitose. Este glicolipidio é
um componente chave para a patogénese da doenga e esta envolvido no
mecanismo de escape lisossomal, desempenhando um papel imunossupressor que
facilita a sobrevivéncia do M. leprae dentro da célula hospedeira, o macrofago
(BRASIL, 2021; FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022).

Dos individuos expostos ao M. leprae, 95% nao desenvolverdo a doenga,
sugerindo que a imunidade do hospedeiro desempenha um papel importante na sua
progressao e controle (WHO, 2018). Neste cenario, verifica-se que a variabilidade
interindividual nas manifestagbes clinicas depende de fatores genéticos,
imunoldgicos e ambientais que definem a capacidade do hospedeiro de estabelecer
imunidade efetiva ao M. leprae. Foi identificada associacdo da doenca com alelos
dos genes HLA (Antigenos Leucocitarios Humano), células reguladoras humanas e
o conceito Th1/Th2 para células T humanas, no qual o perfil de citocina encontrado
na pele difere em cada extremo da doenga, com maior expressao de citocinas Th1
(como IL-7 e IL-15) em pessoas com hanseniase tuberculdide e maior expressao de
citocinas Th2 (como IL-4, IL-5, IL-10 TGF-B) em individuos com hanseniase
lepromatosa (CORSTJENS et al., 2016; FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022). Ainda
assim, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares e os efeitos das variantes
genéticas do hospedeiro nas respostas imunes da hanseniase e sua patogénese (Ml
et al., 2020).
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O periodo de incubacado do M. leprae varia de 2 a 20 anos ou mais e seu
mecanismo exato de transmissdo € pouco conhecido, porém, a via respiratéria € a
mais aceita e € necessario convivio proximo e prolongado com individuos portadores
da forma multibacilar da doencga. Este patégeno afeta a pele, o sistema nervoso
periférico e alguns outros tecidos, como o sistema reticulo-endotelial, olhos, ossos,
musculos, articulagbes, membranas mucosas, testiculos e suprarrenais (SARTORI
et al., 2020; WHO, 2018; TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

As primeiras classificacbes da hanseniase foram baseadas apenas em
parametros clinicos e, em 1953, durante o VI Congresso Internacional de Lepra,
Madrid, foi proposta a classificagdo baseada em quatro grupos principais de
doencas: hanseniase indeterminada (PB), tuberculdide (PB), dimorfa (MB) e
virchowiana (MB) (RIDLEY et al., 1962, OLIVEIRA, 2012) (Quadro 1).

QUADRO 1 - Classificagdo Madrid - 1953

Classificacdo Caracteristicas
Indeterminada A lesao de pele geralmente é Unica, mais clara do que a pele ao redor, ndo é
(Paucibacilar) elevada, apresenta bordas mal delimitadas, e € seca.

Forma da doenga em que o sistema imune consegue destruir os bacilos.
Tuberculéide Manifesta-se por uma placa totalmente anestésica ou por placa com bordas
(Paucibacilar) elevadas, bem delimitadas e centro claro. Necessario correlacionar os
resultados com a clinica do paciente.

Varias manchas de pele avermelhadas ou esbranquicadas, com bordas
Dimorfa elevadas, mal delimitadas na periferia, ou por multiplas lesdes bem delimitadas.
(Multibacilar) Ha perda parcial a total da sensibilidade e o diagndstico pode ser confirmado
facilmente pela baciloscopia dos l6bulos das orelhas e cotovelos.

E a forma mais contagiosa da doenga. E comum aparecerem carogos escuros,
Virchowiana endurecidos e assintomaticos. Pele apresenta-se avermelhada, seca e
(Multibacilar) infiltrada.

FONTE: BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE (2017).

Em 1966, Ridley & Jopling propuseram uma classificagdo baseando-se no
espectro imunologico da doenga, suas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.
Nos polos deste espectro estdo as formas tuberculdide e lepromatosa (virchowiana),
e no centro encontram-se trés formas intermediarias: borderline-tuberculdide,
borderline-borderline e borderline-virchowiana. A medida que a apresentagao clinica
progride do polo tuberculdide para o lepromatoso, ocorre uma transigcao gradual da
resposta imune Th1 para Th2 (PAVANI; TONOLLI; DAVILA, 2008; FROES;
TRINDADE; SOTTO, 2022). Devido as dificuldades operacionais para seu uso e
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visto a necessidade de apoio da anatomia patoldgica, passou a ser considerada
como uma classificacdo destinada a centros especializados e para trabalhos de
pesquisa (FLEURY, 2005).

Em 1982, a OMS estabeleceu uma classificagdo operacional e simplificada
para acesso a assisténcia médica de campo, em regides onde os recursos medicos
sao insuficientes e cujo critério basico sao aspectos clinicos e laboratoriais (indice
baciloscopico (IB) - densidade dos bacilos da hanseniase no exame de pele):

a. Paucibacilar: presenca de 1 a 5 lesbes cutdneas, auséncia
demonstrada de bacilos em baciloscopia.

b.  Multibacilar: presengca de mais de cinco lesbes de pele, ou com
envolvimento dos nervos ou com a presenga demonstrada de bacilos em esfregaco
de pele, independentemente do numero de lesdes cutaneas (BRITO, 2004; WHO,
2018; CHEN et al., 2022).

A doencga pode evoluir como uma infecg¢ao localizada ou sistémica, levando
a danos nos nervos periféricos (neuropatias) que podem causar diferentes graus de
comprometimento e incapacidade, sendo também associada ao estigma quando ha
deformidades (RIDLEY et al., 1962). O Grau de Incapacidade Fisica (GIF) € uma
medida que indica a existéncia de perda da sensibilidade protetora e/ou deformidade
visivel em consequéncia de lesdo neural elou cegueira. E um indicador
epidemiologico que pode ser utilizado na avaliagdo do programa de vigilancia de
hanseniase, determinando a precocidade do diagndstico e o sucesso das atividades
que visam a interrupcéo da cadeia de transmissdo (QUADRO 2) (BRASIL, 2017).

QUADRO 2 — CRITERIOS PARA AVALIACAO DO GRAU DE INCAPACIDADE FiSICA (GIF)

Grau Caracteristicas

0 Olhos: Forga muscular das palpebras e sensibilidade da cornea preservadas.

Maos e Pés: For¢ga muscular das maos preservada e sensibilidade palmar: sente o
monofilamento 2 g (lilas) ou o toque da ponta de caneta esferografica.

1 Olhos: Diminuigao da forga muscular das palpebras sem deficiéncias visiveis e/ou
diminui¢cdo ou perda da sensibilidade da coérnea.

Maos e Pés: Diminuigdo da forga muscular das maos e pés sem deficiéncias visiveis e/ou
alteracado da sensibilidade palmar e plantar: ndo sente o0 monofilamento 2 g (lilds) ou o
toque da ponta de caneta esferografica.

2 Olhos: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase.

Maos e Pés: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, como: garras,
reabsorcdo 6ssea, atrofia muscular, mdo e/ou pés caidos, contratura, feridas.

FONTE: BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE (2017).
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A evolugdo cronica da doenca pode ser sobreposta por fendbmenos
inflamatorios agudos, as reagbes hansénicas. As reagdes hansénicas sao
fenbmenos de aumento da atividade da doenga, com piora clinica que podem
ocorrer antes, durante ou apos o final do tratamento com a poliquimioterapia. Os
episodios reacionais podem incidir em qualquer uma das formas clinicas, sendo rara
sua deteccao na hanseniase indeterminada. ha dois tipos de reac¢des, a denominada
de reacdo tipo 1 que ocorre em pacientes com predominio da preservagao da
imunidade celular especifica contra o M. leprae, e a reacgao tipo 2 ou Eritema
Nodoso Hansénico que ocorre em pacientes multibacilares com imunidade pouco
preservada ou ausente (BRASIL, 2017; FOSS, 2003) (QUADRO 3). E de
imprescindivel importancia o rapido diagnostico e manejo das reagdes, pois
constituem a maior causa de lesdo no nervo periférico e aumento das incapacidades
(BRASIL, 2017).

QUADRO 3 — SINTESE DAS REAGOES HANSENICAS (TIPOS 1 E 2) EM RELAGAO A
CLASSIFICACAO OPERACIONAL DA HANSENIASE: CASOS PAUCILARES E MULTIBACILARES

Episddios Reacao Reversa Eritema nodoso Hansénico
reacionais (Reagao Tipo 1) (Reagao Tipo 2)
Formas clinicas Paucibacilar Multibacilar
Antes do tratamento com PQT ou nos Pode ocorrer durante ou apés o
primeiros 6 meses do tratamento. tratamento com PQT.
Inicio Pode ser a primeira manifestacao da Pode ser a primeira manifestagao da
doenca. doenca.
Processo de hiper-reatividade Processo de hiper-reatividade
Causa imunoldgica celular, em resposta ao imunoldgica humoral, em resposta
antigeno (bacilo ou fragmento bacilar) ao antigeno (bacilo ou fragmento
bacilar)
Manifestacdes Aparecimento de novas lesbes que As lesbes preexistentes
clinicas podem ser eritemato-infiltradas. permanecem inalteradas.
Reagudizacao de lesdes antigas. Ha aparecimento brusco de nédulos
Dor espontanea nos nervos periféricos. | eritematosos, dolorosos a palpagao
Aumento ou aparecimento de areas ou até mesmo espontaneamente,
hipo ou anestésicas. que podem evoluir para vesiculas,
pustulas, bolhas ou ulceragdes.
Comprometimento | N&o é frequente. E frequente: apresenta febre,
sistémico astenia, mialgias, nauseas e dor
articular.
Edema de méos e pés, aparecimento Edema de extremidades: irite,
Fatores brusco de méo em garra e “pé caido”. epistaxes, orquite, linfadenite,
associados neurite.
Comprometimento gradual dos
troncos nervosos.
Evolucao Lenta, podem ocorrer sequelas Rapida, o aspecto necrético pode
neurolégicas e complicagdes, como ser continuo, durar meses e
abcesso de nervo apresentar complicagdes graves.

FONTE: ADAPTADO BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE (2019).

LEGENDA: PQT - poliquimioterapia: esquema terapéutico utilizado para o tratamento de hanseniase.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

Na 442 Assembleia Mundial da Saude de 1991, a estratégia adotada pelos
paises membros da OMS estabeleceu a “eliminagdo da hanseniase até o ano 2000
como um problema de saude publica”, visando atingir o coeficiente de prevaléncia
igual ou inferior a um caso em cada 10 mil habitantes (WHO, 1991). Em 1982,
preconizou-se o uso de dois regimes diferentes de poliquimioterapia (PQT) para o
tratamento da hanseniase, os quais sdo distribuidos gratuitamente em paises
endémicos desde 1995 e consistem em rifampicina, dapsona e clofazimina
administradas em uma dose mensal por seis doses para pacientes paucibacilares e
uma dose mensal por 12 meses para pacientes multibacilares (TALHARI; TALHARI;
PENNA, 2015; SARTORI et al., 2020). Apds a introdugao da PQT, as taxas globais
de novos casos de hanseniase diminuiram, no entanto, apesar da ampla aplicagao
dessa terapia, sao registrados aproximadamente 200.000 novos casos anualmente
desde 2005 e a doenca permanece endémica em 13 paises de baixa e média renda,
estando associada a pobreza e ao acesso precario a moradia, alimentacio,
cuidados de saude e educacdo (PLOEMACHER et al., 2020; PESCARINI et al.,
2018; NERY et al., 2019; BRASIL, 2021). Em 2019, a hanseniase foi reportada em
118 paises, estando 79% dos casos na india, Brasil e Indonésia. Dos 202.256 novos
casos registrados, 14.983 correspondem a criancas (FIGURA 1) (WHO, 2020).

FIGURA 1 — NUMERO DE NOVOS CASOS DE HANSENIASE EM 2019.

FONTE: ADAPTADO DE WORLD HEALTH ORGANIZATION (2020).

A estratégia global para hanseniase 2021-2030 redefiniu como meta para a

eliminacdo da doenga a interrupgdo da transmissdo, o alcance de zero
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incapacidade, zero estigma e zero discriminagdo. Entretanto, as ultimas décadas
mostram lenta redugdo mundial do numero de casos de hanseniase, o que ressalta
quéao desafiadora € a eliminagdo da doenca (WHO, 2020). No Brasil, a hanseniase
ainda é considerada um importante desafio em saude publica e faz parte da Lista
Nacional de Notificagdo Compulsoria de Doengas, Agravos e Eventos de Saude
Publica (Portaria de Consolidacdo MS/GM n° 4, de 28 de setembro de 2017) e,
portanto, € obrigatério que os profissionais de saude reportem os casos do agravo
no Sinan (BRASIL, 2022).

Entre os anos de 2016 e 2020, foram diagnosticados no Brasil 155.359 casos
novos de hanseniase. Desses, 86.225 ocorreram em individuos do sexo masculino
(55,5%) (BRASIL, 2022).

Entre os anos de 2011 e 2020 a taxa de deteccdo geral de novos casos
apresentou uma reducao de 51,9%, passando de 17,65 em 2011 para 8,49 casos
por 100.000 habitantes em 2020. O parametro de endemicidade do pais mudou de
alto para médio, sendo 2020 o ano que apresentou maior reducdo da taxa de
deteccdo geral, o que pode estar relacionado aos efeitos do menor numero de
diagnosticos causado pela sobrecarga dos servigos de saude e pelas restricbes
durante a pandemia da covid-19 (FIGURA 2). O segundo ano da pandemia
continuou exigindo estratégias direcionadas ao fortalecimento das ag¢des de controle
da hanseniase, principalmente no que tange a vigilancia, diagndstico,

acompanhamento e tratamento dos casos (BRASIL, 2022).

FIGURA 2 — TAXA DE DETECGAO GERAL DE CASOS NOVOS DE HANSENIASE POR 100.000
HABITANTES SEGUNDO REGIAO DE RESIDENCIA. BRASIL, 2011 A 2020
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FONTE: BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE (2022).
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Embora as terapias multidrogas eficazes e acessiveis tenham o potencial de
curar infecgoes, as falhas na deteccdo e no tratamento podem levar ao
desenvolvimento de deficiéncias estigmatizantes de grau 2 associadas a
hanseniase. De acordo com Pescarini et al. (2018), estimativas recentes indicam
que 7% dos mais de 200.000 novos casos de hanseniase detectados a cada ano
ocorrem em individuos que ja desenvolveram incapacidades de grau 2 no momento
do diagndstico (FIGURA 3).

FIGURA 3 — PROPORCAO DE CASOS NOVOS DE HANSENIASE AVALIADOS QUANTO AO GRAU
DE INCAPACIDADE FISICA (GRAU 0, 1 E 2) NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO.
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% Avaliados % GIF 0 =% GIF 1 % GIF 2

FONTE: BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE (2022).

Em relagdo a avaliagdo do controle da doencga, o parametro prevaléncia, de
grande relevancia epidemioldgica, ndo € considerado ideal, pois pode ser afetado
por aspectos operacionais do programa. Ja a taxa de deteccdo mostra-se um
parametro mais fiel por refletir a capacidade de deteccédo da doenca. Neste contexto,
torna-se imperativo investir em agdes voltadas para o diagnostico precoce e para o
tratamento adequado, com interrupcdo da cadeia de transmissdao e acdes

planejadas direcionadas as populag¢des em risco (BRASIL, 2021d).
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2.3 TRATAMENTO

Antes da era dos antibioticos, o 6leo de chaulmoogra era usado para tratar a
hanseniase com pouco sucesso (MAYMONE et al., 2020). A partir da década de
1940, a intensificacdo das técnicas de producéo sintética de substancias quimicas e
de moléculas permitiu que a dapsona, antibidtico da classe das sulfonas, fosse
utilizada pela primeira vez em 1941 como monoterapia no tratamento da hanseniase
(MAYMONE et al., 2020; SANTOS; SOUZA; SIANI, 2008; FISCHER, 2017). Apesar
de seu sucesso terapéutico, a partir de 1964 foram constatadas resisténcias do
bacilo ao medicamento, resultando em altas taxas de recaida, principalmente devido
a monoterapia inadequada (resisténcia secundaria) (CAMBAU; WILLIAMS 2019;
DIORIO, 2005). Quando a hanseniase resistente era transmitida, resultava em
novos casos de resisténcia a dapsona (resisténcia primaria). Novos medicamentos
foram identificados como eficazes contra a hanseniase, porém, também
demonstraram resisténcia adquirida quando usados como monoterapia (CAMBAU,
WILLIAMS, 2019).

Os relatos de resisténcia primaria e secundaria a dapsona e a rifampicina,
introduzida na terapia da hanseniase no inicio da década de 1970, fizeram com que
a OMS preconizasse, em 1981, um novo esquema terapéutico para o tratamento da
hanseniase, no qual multiplos antibidticos eficazes foram combinados para evitar a
selecdo de cepas resistentes, a PQT (CARVALHO, 2007; DIORIO et al., 2005;
CAMBAU; WILLIAMS, 2019), o qual foi adotado pelo Brasil em 1986 (ANDRADE,
2006).

A poliquimioterapia € realizada através da associagao dos medicamentos de
primeira linha Rifampicina, Dapsona e Clofazimina e o tratamento do paciente deve
ser iniciado logo apos a definigdo do diagndstico, levando a cura em até 98% dos
casos (BRASIL, 2017; BRASIL, 2021). A dapsona e a clofazimina sdo drogas
bacteriostaticas, enquanto a rifampicina é bactericida (OPROMOLLA, 1997).

A rifampicina € um potente bactericida e o unico incluido no regime de
poliquimioterapia. Esta droga € bem absorvida por via oral e deve sempre ser
administrada em combinagdo com outros hansenostaticos, para prevenir que o M.
leprae desenvolva resisténcia ao farmaco. O alvo da rifampicina em bactérias é a
subunidade 3 da RNA polimerase dependente de DNA, interrompendo a ligagcéo da
subunidade B com o DNA, interferindo assim na sintese de RNA bacteriano. A
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dapsona é um antagonista competitivo do acido para-aminobenzoico (PABA) e
impede a utilizagdo bacteriana normal de PABA para a sintese do acido félico, de
modo que é fracamente bactericida. A clofazimina € um corante de fenazina com
atividade antimicobacteriana e anti-inflamatoéria. Seu mecanismo de acéo contra as
micobactérias ndo esta totalmente elucidado, mas acredita-se que exerce efeito
antimicobacteriano ligando-se fortemente ao DNA da bactéria, inibindo a replicagcao
e o crescimento. Exerce efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores in vitro e in
vivo (BRASIL, 2021).

Para fins de tratamento, até 2018, a OMS dividia adultos e criangas em
paucibacilares (indeterminados e tuberculéide) e multibacilares (dimorfos e
virchowianos) (FIGURA 4) (WHO, 2018).

FIGURA 4 — ANTIGO REGIME DA PQT DIRECIONADOS PARA CRIANCAS E ADULTOS
PAUCIBACILARES E MULTIBACILARES

PB adulto:

Mensal: 1° dia

- 2 capsulas de Rifampicina (300 mg x 2)
- 1 comprimido de Dapsona (100 mg)
Diario: do 2° ao 28° dia

- 1 comprimido de Dapsona (100 mg)

PB criangas (10-14 anos):

Mensal: 1° dia

- 2 capsulas de Rifampicina (300 mg
+ 150 mg)

- 1 comprimido de Dapsona (50 mg)

Diario: do 2° ao 28° dia

Ciclo completo de tratamento: 6 cartelas = 1 comprimide ge Bapsona|(H0/me)

Tratamento completo: 6 cartelas

PB cartelas adulto PB cartelas criangas

- MB adulto: MB criangas (10-14 anos):
Mensal: 1° dia N
8] - 2 capsulas de Rifampicina (300 mg x 2) Mensal:( 1 dia

- 2 capsulas de Rifampicina (300 mg
+ 150 mg)
- 3 capsulas de Clofazimina (50 mg x 3)
- 1 comprimido de Dapsona (50 mg)
Diario: do 2° ac 28° dia
— 1 capsula de Clofazimina em dias alternados

- 3 capsulas de Clofazimina (100 mg x 3)
- 1 comprimido de Dapsona (100 mg)
Diario: do 2° ao 28° dia

- 1 capsula de Clofazimina (50 mg)

- 1 comprimido de Dapsona (100 mg)

Ciclo completo de tratamento: 12 cartelas (50 mg)
ME cartelas adulto MB cartelas criangas - 1 comprimido de Dapsona (50 mg)

Tratamento completo: 12 cartelas

Para criangas menores de 10 anos, a dose deve
ser ajustada de acordo com o peso corporal.

FONTE: OMS (2000).

Em 2018, a OMS sugeriu o uso da poliquimioterapia unica (PQT-U), esquema
terapéutico de primeira linha composto por trés drogas: rifampicina, dapsona e
clofazimina para todos os pacientes com hanseniase, tendo duracao de tratamento
de 6 meses para paucibacilares e 12 meses para multibacilares. As vantagens
potenciais desta abordagem sao a simplificagdo do regime de tratamento, impacto

reduzido da classificacao incorreta de casos de hanseniase e logistica simplificada,



30

pois seriam necessarios apenas dois tipos de blisters de medicamentos, o adulto e o
infantil (WHO, 2018). Ainda em 2018, a Comissao Nacional de Incorporacédo de
Tecnologias no Sistema Unico de Saude (CONITEC), recomendou ao Ministério da
Saude a ampliagdo do uso do medicamento clofazimina para tratamento da
hanseniase paucibacilar no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS). A decisdo
teve aceite e publicacao no Diario Oficial da Unidao, por meio da Portaria SCTIE N.
71, de 11 de dezembro de 2018. Em NOTA TECNICA N° 16/2021-
CGDE/DCCI/SVS/MS, 2021, foram publicadas orientacbes a estados e municipios
brasileiros para a implementacdo da “ampliacdo de uso da clofazimina para o
tratamento da hanseniase paucibacilar, no ambito SUS”, visto que a OMS atingiu
capacidade técnica para atender a nova demanda brasileira de poliquimioterapia.

Os principais objetivos do tratamento da hanseniase sao a cura da infecgéo e
a prevengao de incapacidades fisicas por meio da detecgéo precoce de casos e do
tratamento correto das reagbes hansénicas e do comprometimento da funcéo
neurologica. A Atengéo Primaria a Saude possui carater primordial para obtencao de
melhores resultados terapéuticos e consequente impacto positivo na diminuicdo da
carga da doenca no Brasil, ofertando o diagnostico precoce e o tratamento
farmacolégico imediato, assim como o0 encaminhamento agil e adequado ao
atendimento especializado, quando necessario (BRASIL, 2021).

O estigma e a discriminagédo associados ao medo e a falta de conhecimento
sobre a doenca dificultam o diagnéstico precoce, geram sofrimento e podem afetar
os relacionamentos sociais do doente, o bem-estar mental, a condicéo
socioeconémica e a qualidade de vida. Além dos individuos acometidos pela
hanseniase e suas familias, o estigma e a discriminagdo também interferem
negativamente sobre a qualidade da assisténcia dos servigcos de saude e sobre a

efetividade dos programas de controle de hanseniase (BRASIL, 2021).

2.4 RESISTENCIA MEDICAMENTOSA

A resisténcia antimicrobiana é importante no manejo da hanseniase, porém a
incapacidade de cultivar in vitro o M. leprae limita os testes eficientes de resisténcia,
sendo preciso realiza-los em laboratérios especializados por meio de técnicas
moleculares genotipicas (MAYMONE et al., 2020).
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Deve-se suspeitar de resisténcia quando pacientes que realizaram tratamento
adequado apresentam evolugao desfavoravel e sem sinais de melhora clinica,
mesmo apdés a extensdo do tempo de tratamento, resultando em faléncia
terapéutica. Esses casos devem ser encaminhados a referéncia para avaliagao
clinica e investigacdo laboratorial de resisténcia bacteriana aos medicamentos
preconizados (BRASIL, 2019). Pacientes que tiverem confirmacao de resisténcia as
drogas de primeira linha (FIGURA 5a) devem iniciar o tratamento farmacoldgico de
segunda linha (FIGURA 5b), conforme relatério de recomendagcdo CONITEC
“Proposta de esquema terapéutico para o tratamento da hanseniase” (BRASIL,
2018). A ofloxacina € um dos componentes utilizados no regime de segunda linha.
Este farmaco liga-se a subunidade A da DNA girase (gyrA) e inibe a replicagdo do
DNA (CAMBAU; WILLIAMS, 2019).

Como demonstracdo de esquema terapéutico, o quadro 4 aborda o

tratamento em caso de resisténcia a rifampicina.

FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DAS DROGAS ANTI-HANSENIASE

A Leprosy Multidrug Therapy (MDT)

Dapscne Rifampin Clofazimine
<1

QP

S.

HN NH,

=]

B Leprosy Second-line Drugs

Ofloxacin Clarithromycin Minocycline

FONTE: CAMBAU; WILLIAMS (2019).
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QUADRO 4 — ESQUEMA FARMACOLOGICO 01 E 02 PARA RESISTENCIA A RIFAMPICINA

Classificacao Esquema farmacolégico 01 Duracéo
Ofloxacino 400mg + Minociclina 100mg + Primeiros 6 meses
clofazimina 50mg diariamente

Paucibacilar (PB) "Gfioxacino 400mg ou Minociclina 100mg + Proximos 18 meses
o Clofazimina 50mg diariamente
u Esquema farmacolégico 02 Duragao
L Ofloxacino 400mg + Claritromicina 500mg + Primeiros 6 meses
Multibacilar (MB) Clofazimina 50mg diariamente
Ofloxacino 400mg + clofazimina 50mg Proximos 18 meses
diariamente

FONTE: BRASIL, Ministério da Saude (2021).

A vigilancia da resisténcia medicamentosa faz parte das acdes estratégicas
para a redugdo da carga da doenca no Brasil. Recomenda-se investigagao da
resisténcia medicamentosa primaria em 10% dos casos novos MB com indice
baciloscopico igual ou maior que 2, em pessoas nunca tratadas para hanseniase e
antes do inicio da PQT-U, enquanto vigilancia sentinela para a infecgéo por bacilos
resistentes (BRASIL, 2020b). Em 2021, foi desenvolvido e implementado no SUS o
Sistema de Informagdo de Investigacdo da Resisténcia Antimicrobiana na
Hanseniase (SIRH) e, como estratégia de fortalecimento da rede de resisténcia, o
ensaio GenoType LepraeDR®, destinado a detecgao da resisténcia medicamentosa,
esta em processo de incorporacéo pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2022).

Cambau et al. (2018), desenvolveu um estudo prospectivo a partir de dados
de paises endémicos e descreveu uma taxa de resisténcia global de 8% entre os
anos de 2009 e 2015, sendo quase 2.000 casos relatados. Destes casos, 74
apresentaram resisténcia a rifampicina, 87 a dapsona e 21 a ofloxacina, além de 20
pacientes multirresistentes para rifampicina e dapsona e 4 pacientes
multirresistentes para ofloxacina e dapsona no Brasil, india e Indonésia. Nao houve
relato de casos de resisténcia a todas as trés drogas no periodo de coleta, no
entanto, os autores destacam a necessidade de maior vigilancia a resisténcia
antimicrobiana.

A frequéncia de resisténcia do M. leprae a clofazimina é desconhecida, mas
parece ser extremamente baixa. A super expressao da proteina MmpS5-MmpL5 em
Mycobacterium tuberculosis foi associada a resisténcia a este farmaco, entretanto
essa proteina esta ausente no M. leprae, o que pode parcialmente explicar a
raridade de cepas resistentes a clofazimina. Resisténcia cruzada entre clofazimina e

dapsona ou rifampicina ndo foram relatadas até o momento. No entanto, existem
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raros relatos de M. leprae resistente a clofazimina e dapsona, mas suscetivel a
rifampicina (BRASIL, 2021; LI et al., 2022).

Ao longo do processo de evolugao, o M. leprae teve seu genoma reduzido e
muitos genes e fungdes associadas foram perdidos. Pseudogenes, acumulo de
elementos de sequéncia de insercdo e conteudo reduzido de G+C s&o marcas da
evolucdo redutiva, possivelmente devido a mudanga drastica no estilo de vida livre
para vida associado ao hospedeiro, como a maioria das micobactérias. Embora
todas as principais vias anabdlicas estejam relativamente intactas, a extensa
reducao do repertério genético implicou no restrito crescimento e no catabolismo
severamente limitado, fato que pode explicar sua impossibilidade de multiplicagao
em meios artificiais (SINGH; COLE, 2011; DUO FILHO, 2021).

Como o M. leprae ndo pode ser cultivado in vitro, o teste de sensibilidade a
drogas baseou-se inicialmente na técnica da pata do camundongo (6 a 12 meses) e
no meétodo radio respirométrico, o qual mede a velocidade e a quantidade de
consumo de oxigénio pela bactéria (<2 semanas). Na sequéncia, a melhor
compreensao da base genética, a identificacdo de mutagées envolvidas no
desenvolvimento de resisténcia a drogas em micobactérias e o conhecimento do
genoma do M. leprae, levaram ao desenvolvimento de métodos moleculares
destinados a monitorar a susceptibilidade aos farmacos rifampicina, dapsona e
fluoroquinolonas, exceto a clofazimina, devido ao seu mecanismo de resisténcia
permanecer pouco conhecido (SINGH; COLE, 2011).

Todos os métodos moleculares atuais para teste de suscetibilidade a drogas
de M. leprae sao baseados na amplificagdo por PCR da regido determinante de
resisténcia a drogas (DRDR), folP1 (diidropteroato sintase 1, do inglés,
dihydropteroate synthase 1), subunidade 3 da RNA polimerase bacteriana, do inglés,
subunit of bacterial RNA polymerase (rpoB) e subunidade A da DNA girase, do
inglés, DNA gyrase subunit A (gyrA), responsaveis respectivamente pela resisténcia
a dapsona, rifampicina e ofloxacina. A deteccao de mutagdes em coddons especificos
do folP1, rpoB e gyrA é realizada por meio de sequenciamento, método molecular
padrao ouro, o qual reduz o tempo de diagnéstico de meses para horas (QUADRO
5) (CAMBAU; WILLIAMS, 2019; SINGH; COLE, 2011).

Ao receber uma amostra com suspeita de resisténcia, o laboratério referéncia

deve realizar as seguintes etapas:
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1. Amplificacdo de regides determinantes de resisténcia a farmacos dos
genes rpoB, folP1 e gyrA, utilizando método validado, como sequenciamento do
produto de PCR amplificado ou hibridagdo com sondas especificas.

2. Distincdo entre a sequéncia do alelo selvagem e verificagdo da
presenca de mutacao que leve a substituicdo de aminoacido.

Os laboratorios de referéncia comumente utilizam sequenciadores, porém o
método de hibridacdo mostra-se vantajoso e pratico, podendo ser implementado em
laboratérios sem sequenciadores (WHO, 2017).

A resisténcia a rifampicina deve-se principalmente a mutacdes do gene rpoB,
codificante da subunidade 3 da RNA polimerase, na regido conservada rpoB DRDR.
As mutagdes mais comumente encontradas nesta regido sao a Ser425Leu (Ser456
na ultima anotagao para M. leprae) e His451, tendo sido caracterizadas no ensaio de
suscetibilidade a drogas de pata de camundongo. Outras mutag¢des de baixa
frequéncia foram descritas, mas nem todas confirmadas (QUADRO 5). Em relagao a
dapsona, seu mecanismo de resisténcia em M. leprae ocorre principalmente devido
a mutagdes nos codons 53 e 55 do gene folP1, codificador da diidropteroato sintase
(DHPS1). Como as mesmas mutagdes foram observadas repetidamente nos cédons
53 e 55 do gene folP1 em cepas resistentes a dapsona caracterizadas, essa regiao
foi designada como DRDR para resisténcia a dapsona (QUADRO 5). Mutagbes nos
cdédons 89 e 91 dentro da regido altamente conservada gyrA DRDR foram
associadas ao desenvolvimento de resisténcia a ofloxacina. A substituigao Ala91Val
€ a mutacao mais frequente associada ao fenoétipo de resisténcia a ofloxacina no M.
leprae e tem sido sugerido que mutagdes em gyrB também podem causar
resisténcia as quinolonas (CAMBAU; WILLIAMS, 2019).
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QUADRO 5 — PRINCIPAIS MUTAGCOES EM GENES ALVO DE DROGAS ANTI-HANSENIASE QUE
CONFEREM RESISTENCIA AO M. LEPRAE

Ensaio de
suscetibilidade Mutagio de Aminoacidos? Numero de
medicamentosa’ Isolados
(Pata de camundongo) Resistentes
Dapsona - folP1

R Thr53Ala 14
NC Thr53Ala, Pro55Leu 1

R Thr53Arg 7

R Thr53lle 15

R Thr53Val 3

R Pro55Arg 21

R Pro55Leu 27

R Pro55Ser 1

Rifampicina — rpoB

R GIn438Val 1

R Phe439(Lys + Phe insert) Met440 1
NC Asp441Tyr 2
NC Asp441Asn 1
NC Asp441Asn; Leu458Pro 1

R His451Asp 2

R His451Asp; Gly432Ser 1

R His451Tyr 20

R Ser456Leu 70

R Ser456Met 1

R Ser456Met; Leu458Val 1

R Ser456Phe 2
NC Ser456Trp 1

Ofloxacina — gyrA

NC Gly89Cys 1

R Ala91Val 12

FONTE: CAMBAU; WILLIAMS (2019)

1. R =resistente no ensaio da pata de camundongo / NC = n&o confirmado no ensaio da pata do
camundongo.
2. Substituicdo de aminoéacidos na proteina alvo do farmaco. Aminoacidos mutantes em negrito sdo
mutacdes de alta frequéncia para resisténcia a medicamentos por M. leprae.

De acordo com a meta-analise realizada por Li et al. (2022), baseada em 382
cepas resistentes a drogas, observou-se que o gene rpoB envolveu a maior
variedade de mutacdes e o gyrA a menor. Na regiao DRDR de rpoB (cédon: 439 -
459), a taxa de mutagao no codon que codifica Serina (Ser) foi de 54,17% (IC 95%:
53,02 — 69,40), sendo a maior probabilidade de mutagdo. Para o folP1 (cédon 44 -
64), o codon que codifica Prolina (Pro) teve a maior taxa de mutagao, 83,97% (IC
95%: 77,58 — 90,37) e para gyrA (codon: 81 — 101), o loci de mutagado mais comum
foi Alanina (Ala), com probabilidade de 75,18% (IC 95%: 68,54 - 88,62).



36

A seguir, a figura 6 mostra a localizacdo genémica de mutagdes nos alvos
associados a resisténcia a drogas que combatem a hanseniase e seu mecanismo de

acao.

FIGURA 6 — MUTACOES DE RESISTENCIA A MEDICAMENTOS NOS LOCI DOS GENES ALVOS
NO GENOMA DE M. LEPRAE

GyrA
Mutations at codons 89, 91 and 95 in

gyrA confer ofloxacin (FQ) resistance o o
&y
ANA K\ N N
JAVAVAN | ot o N
0 DMA replication
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FolP1

Mutations at positions
53 and 55 in folP1 confer
dapsone resistance
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Mutations at codons 407, 410,

416, 420, 425 and 427 or 6 bp
insertion between codon 408
and 409 confer Rif-resistance

Transcription

RNA ®
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FONTE: SINGH; COLE (2011).

LEGENDA: Mapa do genoma e as posi¢des de trés genes conhecidos por estarem associados a resisténcia a
drogas, seu RNA e produtos proteicos, juntamente com os antibidticos responsaveis pela inibicdo das fun¢des
enzimaticas correspondentes. rpoB: subunidade B da RNA polimerase bacteriana, folP1: diidropteroato sintase 1,
gyrA: subunidade A da DNA girasse.

2.5 DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

Apesar do sucesso da poliquimioterapia, o numero de novos casos de
hanseniase permanece estavel em cerca de 250.000 em todo o mundo (ALEMU
BELACHEW; NAAFS, 2019). Além disso, a alta taxa de incidéncia em menores de
15 anos indica que ha exposi¢cao precoce da populagdo ao bacilo, o que esta
associado a elevada prevaléncia na populagdo em geral e € um bom indicador de
alta transmissdo. Na auséncia de uma vacina eficaz, o diagnostico precoce e o

tratamento da doencga sao importantes para interromper a transmissao do M. leprae,
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reduzir o risco de incapacidade fisica e deformidade, bem como a carga fisica,
psicossocial e econémica da doenca (CHEN et al., 2022).

A hanseniase afeta os nervos periféricos, pele e mucosa, particularmente do
trato respiratdrio superior. As lesdes cutaneas costumam ser o primeiro sintoma, e
se nao tratada, pode progredir causando danos permanentes aos nervos, pele,
membros e olhos. Danos teciduais sdo causados em sua maioria por reacdes
imunoldgicas secundarias e por traumas apos perda sensorial, levando ao
encurtamento e deformidades no nariz ou em dedos das maos e pés. Pode haver
perda de sensibilidade nas lesdes cutaneas, nas maos ou nos pés, dores no rosto
ou nos membros, sensagcao de dorméncia, sonoléncia, formigamento ou morte nas
areas afetadas. As lesdes cuténeas sédo geralmente maculas, placas infiltradas,
ulceras ou nodulos, de diferentes tamanhos e coloragcbes, hipercromicas,
hipocrémicas, acobreadas, violaceas, avermelhadas (ALEMU BELACHEW; NAAFS,
2019; RIO DE JANEIRO, 2020).

O diagnéstico dos casos de hanseniase é de responsabilidade médica. Dessa
forma, todos os casos identificados como suspeitos por profissionais da saude
devem ser encaminhados ao médico da unidade basica para confirmagao
diagndstica e inicio do tratamento. Nesses pacientes, deve-se coletar a historia
clinica e epidemioldgica, assim como proceder o exame de toda a superficie cutanea
e troncos nervosos em busca dos sinais sugestivos de hanseniase por meio de
testes de sensibilidade e avaliagdo neurologica simplificada. O acometimento das
fiboras finas do sistema nervoso pela doenca manifesta-se clinicamente pela
alteracdo da sensibilidade térmica, dolorosa e tatil, nesta ordem. Assim, os testes
devem ser realizados para verificagao destes trés tipos de sensibilidade. A avaliagao
neuroldgica simplificada consiste num mapeamento sensitivo e motor de olhos,
maos, pés e palpacao de nervos periféricos, permitindo a identificacdo de alteragdes
associadas a determinado tronco neural. Estes sdo procedimentos inerentes ao
diagnodstico e acompanhamento dos casos de hanseniase. Em caso de duvida
diagndstica, o paciente devera ser encaminhado para a referéncia de dermatologia
geral mais proxima do domicilio, retornando a unidade basica de origem para
continuidade do acompanhamento (RIO DE JANEIRO, 2020).

De acordo com Chen et al. (2022), estudos mostram que profissionais de
saude néo treinados podem néao ser eficientes em reconhecer os primeiros sinais da

doenga, levando ao atraso ou perda do diagnostico clinico, especialmente em
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regides geograficas onde a hanseniase € controlada. O desconhecimento é uma das
principais razdes para a falta de diagnostico, com a redugdo da experiéncia clinica,
devido a pouca atengdo dada a hanseniase no curriculo médico, onde até mesmo
dermatologistas, neurologistas e reumatologistas s&o mal treinados, torna-se mais
desafiador identificar a doenga nos estagios iniciais e na forma PB, caracterizada
pela auséncia de bacilos em esfregacos de pele em fenda. Além disso, as maculas
ou placas cutaneas frequentemente encontradas na hanseniase PB, sdo comuns a
muitas outras dermatoses, como pitiriase alba, rosacea granulomatosa, granuloma
anular, tuberculose cutdnea e sarcoidose (CHEN et al.,, 2018; BARBIERI et al.,
2019). Ainda, é dificil realizar o teste de sensibilidade térmica em criangas menores,
o qual é necessario para o diagnostico diferencial de outras lesbes cutaneas da
infancia. Estes desafios demostram a necessidade de ensaios que possam auxiliar
os medicos no diagndstico precoce da hanseniase mesmo antes que seus sinais
clinicos mais claros se manifestarem.

Clinicamente, a hanseniase é diagnosticada quando o paciente apresenta
dois dos trés sinais cardinais abaixo, exceto em paises endémicos, nos quais a OMS
considera um sinal cardinal suficiente (ndo necessitando do alargamento do nervo)
(ALEMU BELACHEW; NAAFS, 2019):

1. Perda de sensibilidade em uma leséo cutanea.

2. Nervo periférico dilatado.

3. Esfregacgos cuténeos positivos.

O exame baciloscopico (esfregago cutaneo para detectar bacilos alcool-acido
resistentes) avalia a carga bacilar e a morfologia. No Brasil, o Ministério da Saude
recomenda a realizacdo de esfregago cutaneo em fenda em quatro locais que
contemplem lesdes ativas ou lesdes com sensibilidade alterada, bem como os
l6bulos das orelhas e o cotovelo contralateral. Na auséncia de lesdo, a fenda
intradérmica deve ser realizada nos l6bulos das orelhas e cotovelos (FIGURA 7).
Essas orientagbes devem-se ao predominio do bacilo nas areas mais frias do corpo,
por volta de 30°C, faixa de temperatura em que melhor ocorre seu crescimento
(JAMBEIRO, et al., 2008).
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FIGURA 7 — PREGUEAMENTO DO SiTIO DE COLETA (ISQUEMIA) E INCISAO PARA COLETA DO
MATERIAL.

FONTE: BRASIL (2010).

Para interpretacdo de resultados da baciloscopia, utiliza-se o indice
baciloscopico proposto por Ridley, método quantitativo que se baseia em uma
escala logaritmica com variacao entre 0 e 6 cruzes (BRASIL, 2010):

0) — Auséncia de bacilos em 100 campos examinados.

(

(1+) — Presenga de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados.

(2+) — Presenga de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados.

(3+) — Presenga de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado.
(4+) — Presenga de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado.
(

5+) — Presenga de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo
examinado.

(6+) — Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo
examinado.

Embora a baciloscopia se caracterize por alta especificidade, baixo custo e
execucao relativamente simples quando realizada por profissionais capacitados, o
exame tem baixa sensibilidade, resultando em negativo nos casos paucibacilares, o
que nao exclui o diagndstico da hanseniase (BRASIL, 2021(b)).

Além do esfregagco cutdneo em fenda, o exame histopatolégico € empregado
nos casos em que o diagnostico persiste indefinido mesmo apos a avaliagao clinica
e baciloscépica. Na bidpsia de lesdes cutdneas, amostras da pele sao coletadas,
preferencialmente das bordas das lesdes mais ativas e mais recentes. Seguindo as
orientagdes do ministério da saude, o tecido biopsiado deve ser corado por meio da
técnica hematoxilina-eosina para a visualizagdo do infiltrado inflamatério e pela
coloracdo de Fite-Faraco ou Wade para a identificacdo dos bacilos alcool-acido
resistentes. Para classificagdo positiva ou negativa, as lesbes sao examinadas

quanto ao tipo, extensao e caracteristicas do infiltrado, bem como quanto a presenca
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do M. leprae. Os resultados do exame histopatolégico na hanseniase diferem de
acordo com a classificagdo da doenca e sua acuracia depende da selegao
apropriada do local para bidpsia, do tamanho representativo da amostra e da
experiéncia do patologista no exame de hanseniase (CHEN et al., 2022; BARBIERI
et al., 2019; GAMA et al., 2020). No polo tuberculoide, ndo s&o identificados bacilos
e observa-se granulomas de células epitelioides, células gigantes multinucleadas e
linfécitos. Na pele, geralmente o infiltrado inflamatorio envolve anexos cuténeos e
filetes nervosos, sendo este ultimo um aspecto sugestivo da hanseniase. No polo
oposto, casos da forma virchowiana apresentam infiltrado inflamatério com
histiocitos desorganizados e difusos, células repletas de BAAR e perda de estruturas
anexiais (BRASIL, 2021(b)).

As amplas variagdes da forma clinica, impactam diretamente na capacidade
diagnostica dos exames, dificultando a detecgao da doencga. A baciloscopia, técnica
ainda muito dependente da habilidade do operador, apresenta baixa sensibilidade na
deteccdo de paucibacilares, e alta especificidade quando preparada
adequadamente. A biopsia, exame histopatoldégico que depende da qualidade da
coleta e conservagao do material bioldgico, mostra especificidade diagndstica entre
70% e 72% e sensibilidade variando de 49% a 70% (BRASIL, 2021d).

Novas metodologias tém sido estudadas para o desenvolvimento de testes
mais eficazes, destacando-se os ensaios moleculares, como a reacdo PCR, os
sorolégicos como o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e os testes
rapidos (GAMA et al., 2019; GAMA et al., 2020).

Os testes soroldgicos visam detectar anticorpos especificos contra M. leprae
que indiquem infecgdo. O descobrimento do PGL-1, antigeno especifico do M.
leprae, possibilitou a realizagao de testes soroldgicos para diagnostico por meio da
técnica de ELISA. O baixo custo e os resultados quantitativos fazem da sorologia
anti-PGL-1 um meétodo bastante utilizado. Além do ELISA, foram desenvolvidos
ensaios anti-PGL-1 rapidos, estes ndo requerem estrutura laboratorial, a utilizagcéao
de equipamentos ou técnicos especializados (GAMA et al., 2020). Em reviséao
sistematica realizada por Gurung et al. (2019) de diversos trabalhos que utilizam o
ELISA, foi obtida sensibilidade média de 63,8% e especificidade de 91,0%. De
acordo com Van Hooij et al. (2018), a maioria dos pacientes PB nao apresenta
titulos detectaveis de anti-PGL-1. Consequentemente, os testes de deteccdo de

anticorpos nao cobrem todo o espectro da doenga, sendo estes mais efetivos na
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identificacdo de pacientes MB com alto indice bacilar. Embora resultados positivos
indiguem maior risco de desenvolver a doenca, o método apresenta baixa
sensibilidade e ndo € adequado como teste independente para detecgdo precoce
(MANTA et al., 2019).

Nos ultimos vinte anos, estudos demonstraram o potencial da tecnologia de
PCR para a rapida deteccao e identificacdo do bacilo em amostras clinicas. Mais
recentemente, a qPCR melhorou a taxa de deteccdo de doencas, facilitando a
quantificacdo direta do conteudo de DNA bacteriano em amostras clinicas e
aumentando assim a confiabilidade dos resultados (BARBIERI et al., 2019). Varios
estudos usaram a qPCR para amplificar sequéncias especificas e genes-alvo no
DNA do M. leprae, incluindo M. leprae-specific repetitive element (RLEP) e 0 gene
que codifica a subunidade 16S do RNA ribossémico (GAMA et al., 2019). Essa
ferramenta tornou-se particularmente importante no diagnéstico diferencial de casos
com baciloscopia negativa e histopatologia inconclusiva. Na auséncia de um padrao
ouro, estudos anteriores usaram diagnosticos clinicos ou analises histopatoldgicas
como padroes de referéncia para avaliar a sensibilidade e especificidade da PCR.
No entanto, a subjetividade inerente a esses métodos ressalta a necessidade de
critérios mais confiaveis para definir padrées de referéncia (BARBIERI et al., 2019).

Foi demonstrado que o ensaio de gPCR para a sequéncia RLEP poderia ser
usado para melhorar a deteccédo de infeccdo em pacientes multibacilares, devido a
sua sensibilidade de até 100% e especificidade de 84,6% (MARTINEZ et al., 2011).
No entanto, o RLEP é altamente conservado em bactérias do mesmo género, o que
levanta algumas duvidas sobre seu uso efetivo como marcador diagnostico. Outra
prioridade para implementacdo como teste diagndstico é a validagao do produto de
maneira a garantir a qualidade, procedimentos de execugdo padronizados,
interpretacdo correta e, portanto, alta confianca nos resultados dos testes
(STEINMANN et al., 2020). Assim, para implementacdo como ensaio diagndstico,
faz-se necessario atender todas as exigéncias para registro e aprovagao por parte

da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

2.5.1 Teste Molecular GenoType LepraeDR® - Hain

A introducdo de um novo exame complementar com acuracia adequada, ira

contribuir para a formacao de uma nova definicdo dos casos. Novos testes também
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podem ser uteis para a triagem de pacientes assintomaticos, aumentando a
deteccdo e permitindo que o tratamento seja iniciado sem atrasos e incapacidades
possam ser prevenidas. Tratar os pacientes o mais cedo possivel também significa
quebrar a cadeia de transmissdao (GURUNG et al., 2019).

O teste molecular GenoType LepraeDR® - HAIN, tem origem alema e
registro Anvisa n°® 80502070067. De acordo com o uso pretendido do produto, este &
um teste in vitro qualitativo para a identificagcdo por genética molecular do M. leprae
e das principais mutacbes que resultam em resisténcias medicamentosas a
rifampicina, ofloxacina e dapsona de bactérias alcool-acido-resistentes em bidpsias
de pele positivas. Este ensaio baseia-se na tecnologia DNA STRIP de alta
sensibilidade e maxima especificidade e tem seu procedimento dividido em trés
etapas (FIGURA 8):

1. Extragdo de DNA: a partir de amostras de biopsias de pele positivas.

2. Amplificagcdo multiplex com primers biotinilados: amplificagao de regides

especificas do genoma bacteriano.

3. Hibridizacdo reversa em fita de nitrocelulose: as membranas de
nitrocelulose presentes no ensaio sao revestidas com sondas especificas
complementares as sequéncias amplificadas dos genes investigados
pelo ensaio.

ApoOs as etapas 1 e 2 o produto da PCR é desnaturado quimicamente para
que esteja em fita unica e possa se ligar as sondas presentes na membrana
(hibridacdo). A ligacdo especifica das cadeias de DNA complementares é
assegurada por condigbes rigorosas de temperatura e pela composigao dos
tampdes. A fosfatase alcalina conjugada a estreptavidina se liga a biotina presente
no produto amplificado e transforma o substrato adicionado em um corante que se
torna visivel na membrana como um precipitado colorido. Os padrdes de banda
formados sdo entdo interpretados visualmente ou por meio do software GenoScan
(WHO, 2017; GENOTYPE LEPRAEDR, HAIN LIFESCIENCE, 2018).
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FIGURA 8 — ETAPAS DO ENSAIO MOLECULAR GENOTYPE LEPRAEDR®
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FONTE: HAIN LIFESCIENCE (2022a)

Cada fita inclui cinco zonas/bandas de controle e uma zona para

confirmacéao da presenca de estirpe M. leprae (FIGURA 9):

Controle conjugado (CC): verifica a ligacdo do conjugado na fita e reagéo
cromogénica correta.

Controle universal (UC): detecta, todas as micobactérias e membros do grupo
de bactérias gram-positivas com alto conteudo de G+C avaliados na
fabricacdo do produto. Apenas devem ser consideradas as bandas cujas
intensidades sao equivalentes ou maiores que a intensidade da banda da
zona do controle universal.

Trés controles de locus (rpoB, gyrA e folP1): verifica a sensibilidade ideal da
reagao para cada um dos locus génicos testados.

Mycobacterium leprae (ML): banda que documenta a presenga da estirpe de
M. leprae. A variagao da intensidade desta banda depende da concentragao
de DNA inicial. Se esta banda estiver ausente (negativa), a espécie
bacteriana testada néo € o M. leprae e a amostra ndo pode ser avaliada com

este ensaio.

A banda M. leprae (ML) e bandas para os alvos de resisténcia selvagem (WT)

e/ou mutante (MUT) estardo presentes quando houver deteccdao de M. leprae,

conforme figura 9.
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FIGURA 9. ENSAIO MOLECULAR GENETICO PARA A DETECCAO DE M. LEPRAE E SUA
RESISTENCIA A RIFAMPICINA, OFLOXACINA E DAPSONA.

- Controle Conjugado
Controle Universal

Controle Conjugado
Controle Universal

M.lopras (ML) «eccenaans <« M.lepras (ML)
rpoB Locus Control (rpoB)  ««--v-ven- |

rpoB wild type probe 1 (rpoB WT1) - -
rpoB wild type probe 2 (rpoB WT2) - -
rpoB wild type probe 2 (rpoB WT3) - -
rpoB wild type probe 2 (rpoB WT4) -+
rpoB mutation probe 1 (rpoB MUT1) < =-=-====-+|
rpoB mutation probe 2 (rpo8 MUT2)

rpoB Locus Control (npoB)

--  rpoB wild type probe 1 (rpoB WT1)

--- rpoB wild type probe 2 (rppoB WT2)
-~ rpoB wild type probe 2 (rpoB WT3)

rpoB wild type probe 2 (rpoB WT4)

== rpo8 mutation probe 1 (rpoB MUT1)

-- rpo8 mutation probe 2 {rpoB MUT2)

.. gyrA Locus Control {gyrA)
gyrA Wild type probe (gyrA WT)
gyrA mutation probe (gyrA MUT)

gyrA Locus Control (gyrA)
gyrA Wild type probe (gyrd WT)  ...........]
gyrA mutation probe (gyrA MUT)
1o{P) Locus contrel (fo(P)) - -

fofP) wild type prabe (fo(P) WT)
fo(P) wild type probe (lofP) MUT)  +vvevranns

Marcador de cor — . —_— Marcador de cor

Resisténcia - RO R+ /FLQ D R+O/FLQ+D R: Rifampicina
O/FLQ 0/FLQ: Ofloxacina/Fluoroquinolonas
D: Dapsona

-ees fo{P) Locus control (fo(P))
-~ fofP) wild type probe (foP) WT)
«-  fofP) wikd type probe (fa(P) MUT)

FONTE: HAIN LIFESCIENCE (2022).

LEGENDA: llustragéo das fitas de nitrocelulose contendo bandas controle e bandas alvo para M. leprae e suas
principais resisténcias antimicrobianas. Cada fita apresenta uma condigéo de resultado possivel para o ensaio
GenoType LepraeDR®. Da esquerda para direita: (-): Presenga de M. leprae e auséncia de resisténcia. (RO):
Presenca de M. leprae e auséncia de banda selvagem rpoB WT2: infere presenca de mutagao distinta daquelas
detectadas pelo produto. (R+, O/FLQ): Presenca de M. leprae e resisténcia a rifampicina e
ofloxacina/fluoroquinolonas: auséncia das bandas selvagens rpoB WT3 e gyrA WT e presenca das bandas
mutantes rpoB MUT1 e gyrA MUT. (/FLQ): Presenca de M. leprae e resisténcia a ofloxacina/fluoroquinolonas:
auséncia da banda selvagem gyrA WT e presenca da banda mutante gyrA MUT. (D): Presenga de M. leprae e
resisténcia a dapsona: auséncia da banda selvagem fol(P) WT e presenc¢a da banda mutante fo/(P) MUT.
(R+O/FLQ+D): Presenca de M. leprae e resisténcia a rifampicina, ofloxacina/fluoroquinolonas e dapsona:
auséncia das bandas selvagens rpoB WT4, gyrA WT e fol(P) WT, presenca das bandas mutantes rpoB MUT2,
gyrA MUT e fol(P) MUT.

A identificacdo da resisténcia a rifampicina é realizada pela deteccdo das
mutacdes mais frequentes do gene rpoB (TABELA 1) (FIGURA 10), para a detecgao
de resisténcia a ofloxacina ou outras fluoroquinolonas, sdo examinadas as mutacodes
mais frequentes do gene gyrA (TABELA 2) e para testar a resisténcia a dapsona é
examinada a regido do gene folP1 (TABELA 3). O teste € indicado como um apoio
no diagndéstico com aplicagdo em laboratérios médicos (GENOTYPE LEPRAEDR,
2018).



45

FIGURA 10. REGIAO DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA DO GENE RPOB

[ roBWIZ [ rpoB | [ rpoBWI3 | rpoBWIZ |
L N O B 2 O A R I
| |
rpeB MUT1 rpoB MUT2

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, HAIN LIFESCIENCE (2018).
LEGENDA: rpoB: rpoB Controlo de Loci; rpoB WT1-4: sondas rpoB tipo selvagem; rpoB MUT1-2: sondas de
mutagéo rpoB. Os numeros (numeragao de acordo com o genoma do M. leprae) especificam as posi¢cdes dos
aminoacidos (cédons) para todas as mutagdes listadas na tabela. Os cddons para os quais as sondas foram

desenhadas estao sublinhados.

TABELA 1 — MUTA(;OE~S NO GENE RPOB E AS BANDAS CORRESPONDENTES TIPO
SELVAGEM E DE MUTACAO (NUMERACAO DE ACORDO COM O GENOMA DO M. LEPRAE)

Auséncia da banda Cédon Desenvolvimento da Mutacao
tipo selvagem analisado banda de mutacao
rpoB WT1 429-434 G432S
rpoB WT2 437-442 Q438V

F439/M440 KF insertion*
D441N*
D441Y*
rpoB WT3 449-455 rpoB MUT1 H451Y
H451D
H451V*
rpoB WT4 455-459 rpoB MUT2 S456L
S456M
S456F
S456W*
L458V*
L458P*

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, HAIN LIFESCIENCE (2018).

* Mutagdes raras foram detectadas apenas in silico.

TABELA 2 - MUTAQOE~S NO GENE GYRA E AS BANDAS CORRESPONDENTES TIPO
SELVAGEM E DE MUTACAO (NUMERACAO DE ACORDO COM O GENOMA DO M. LEPRAE)

Auséncia da banda Cédon Desenvolvimento da Mutagao
tipo selvagem analisado banda de mutagao
gyrA WT 89 G89ocC*
91 gyrA MUT A91V

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, HAIN LIFESCIENCE (2018).

* Mutacoes raras foram detectadas apenas in silico.
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TABELA 3 — MUTAGOES NO GENE FOLP1 E AS BANDAS CORRESPONDENTES TIPO
SELVAGEM E DE MUTACAO (NUMERAGAO DE ACORDO COM O GENOMA DO M. LEPRAE)

Auséncia da banda Cédon Desenvolvimento da Mutagao
tipo selvagem analisado banda de mutacao
folP1 WT 53 T53A
T53R
T53I
55 folP1 MUT P55L
P55R

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, HAIN LIFESCIENCE (2018).

O teste comercial GenoType LepraeDR® é apresentado como uma das
técnicas para realizagao do monitoramento de resisténcias no “Guia para vigilancia
da resisténcia antimicrobiana na hanseniase: atualizacdo 20177, que tem por
objetivo orientar os paises sobre como testar a resisténcia a drogas na hanseniase
(WHO, 2017). No Brasil, os principais centros de referéncia nacional em hanseniase
utilizam técnicas de biologia molecular, em especial o sequenciamento, para o
monitoramento de resisténcias, entretanto a capacidade de testagem n&o atinge a
preconizada pelo Ministério da Saude visto a necessidade de equipamentos

especializados, estrutura laboratorial e o custo desta técnica.

2.6 ACURACIA DIAGNOSTICA

Frequentemente enfrenta-se o desafio de diagnosticar uma doenga com
base nos resultados de testes diagnosticos. Entretanto, a maioria dos testes
diagndsticos usados na pratica clinica sdao imperfeitos e produzem resultados falso-
positivos (o teste é positivo, mas o paciente ndo tem a doencga) e resultados falso
negativos (o teste é negativo, mas o paciente tem a doenga) (FERREIRA e PATINO,
2017).

De acordo com Moreira et al. (2016), sao cinco as principais caracteristicas
de performance dos testes diagndsticos com resultados numéricos: sensibilidade,
especificidade, valor preditivo (positivo e negativo), acuracia e razdo de
verossimilhanca (positiva e negativa) (QUADRO 6).

e Sensibilidade: é a probabilidade de resultado positivo na presenca da doenca,
isto é, avalia a capacidade do teste detectar a doenga quando ela esta

presente (verdadeiro positivo) e € calculado como: a/(a+c).
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e Especificidade: é a probabilidade de resultado negativo na auséncia da
doenga, isto é, avalia a propor¢céo de individuos que nao tém a doenga e
apresenta teste negativo (verdadeiro negativo) e é calculado como: d/b+d.

e Valor preditivo positivo: € a probabilidade da presenca da doenca quando o
teste é positivo e é calculado como: a/a+b

e Valor preditivo negativo: é a probabilidade da auséncia de doenga quando o
teste é negativo: d/c+d.

e Acuracia: é a probabilidade de o teste fornecer resultados corretos, ou seja,
ser positivo nos doentes e negativo nos ndo doentes. E calculado como:
(a+d)/(a+b+c+d), também expresso como (a+d)/N.

e A razado de verossimilhanga (RV): é a probabilidade de um determinado
resultado em um individuo doente dividida pela probabilidade do mesmo

resultado em um individuo sem a doenga, podendo ser positiva ou negativa.

A sensibilidade e a especificidade sdo medidas importantes para avaliagao
do desempenho de um novo teste diagndstico em comparagdo com o desempenho
de um teste padrao ouro existente (FERREIRA e PATINO, 2017). Como s&o valores
nao influenciados pela prevaléncia da doenca, podem ser utilizados em diferentes
populacdes e, também, para comparar o potencial diagndstico de testes diferentes.
Valores preditivos positivos e negativos contém informagdes sobre o poder do teste
(sensibilidade e especificidade) e da populagdo a ser examinada (prevaléncia da
doenca), sendo uma medida de maior utilidade clinica (MOREIRA et al., 2016).

QUADRO 6. PERFORMANCE TESTE DIAGNOSTICO — TABELA DE CONTINGENCIA

Doenga (D+) Nao-Doenga (D-) Total
Teste indice Verdadeiros positivos (a) | Falsos positivos (b) Testes positivos (a+b)
positivo (T+)
Teste indice Falsos negativos (c) Verdadeiros negativos (d) | Testes negativos (c+d)
negativo (T-)
Total Com doenga (a+c) Sem doenga (b+d) N (a+b+c+d)

FONTE: BRASIL, 2014.

Quando um novo teste diagndéstico € avaliado, define-se um ponto de corte
que estabelece se o teste € positivo ou negativo, e ha sempre uma troca entre
sensibilidade e especificidade ao alterar este ponto (0 aumento de sensibilidade esta

para a reducao de especificidade, assim como a redug¢ao da sensibilidade esta para
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o aumento de especificidade). Essa troca entre sensibilidade e especificidade em
diversos pontos de corte possiveis permite tragar uma curva ROC (receiver operator
characteristic curve) e descrever o desempenho geral do teste de discriminar entre
presenca e auséncia da doenca (MOREIRA et al., 2016; FERREIRA e PATINO,
2017).

As curvas ROC sao representacdes graficas que permitem exibir, comparar
e avaliar a acuracia de testes diagndsticos atuais e novos. Para tanto, as curvas
ROC relacionam trés medidas de precisdao: sensibilidade (verdadeiro-positivo),
especificidade (verdadeiro-negativo) e ASC (probabilidade de um individuo aleatério
com a doencga ter um valor mais alto no teste do que outro sem a doenca). Um teste
de diagnédstico perfeito (ASC=1,0) identifica corretamente todos os resultados
positivos e negativos como doentes e ndo doentes, respectivamente, e alcangaria o
canto superior esquerdo (FIGURA 11). Essas medidas sao calculadas para qualquer
teste de diagnédstico, comparando o resultado do teste (positivo ou negativo) contra
um padrao ouro bem conhecido que determina o verdadeiro estado da doenca.
(MOREIRA et al., 2016; BRASIL, 2014; FERREIRA e PATINO, 2017).

FIGURA 11 - EXEMPLOS COMPARATIVOS DE CURVAS ROC

A p o o e e e

.........

sensibilidade

i " | = - - -Teste Diagnéstico Perfeito (ASC = 1)

! R P Linha de Erro Aleatério (ASC = 0,5)
Teste Diagnéstico n° 1

———— Teste Diagnadstico n°® 2

I

1 - especificidade
LEGENDA: Curva ROC: diagndstico perfeito (ASC=1), linha de erro aleatério (ASC=0,5) e dois testes
diagndsticos hipotéticos. As linhas vermelhas representam um limite clinicamente relevante da faixa de alta
sensibilidade em que a ASC do Teste Diagndstico n°® 2 supera a do Teste Diagndstico n° 1.
FONTE: FERREIRA e PATINO, 2017.
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Dessa forma, por meio das curvas ROC os estudos podem derivar uma medida de
acuracia do teste baseado no calculo da area sob a curva ROC, ou podem definir
um valor de corte para a positividade do teste baseado em algum critério, como um
ponto da curva que maximize seus valores de sensibilidade e especificidade ou
basear o limiar de positividade de acordo com um objetivo, como triagem,
diagndstico ou prognéstico. Se um mesmo teste indice (teste que esta sendo
avaliado) apresentar diferentes valores para positividade em diferentes estudos,
pode-se utilizar esses diferentes valores (pontos de corte) e correspondentes pares
de sensibilidade e especificidade para estimar uma nova curva ROC, esse método

de calculo é chamado de curva ROC sumaria ou SROC.
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3 JUSTIFICATIVA

A dificuldade e falhas no diagndstico clinico e laboratorial inerentes a
biologia da hanseniase resultam na alta disseminacao e geragcéo de novos casos da
doenga, aléem do que a falta de tratamento pode levar ao agravamento do quadro
resultando em deformidades e incapacitagcdes fisicas. Ainda, a falta de
conscientizagdo da comunidade e o estigma associado a doenga favorecem o atraso
na sua identificacdo. Dessa forma, avaliar a performance e acuracia do teste
molecular GenoType LepraeDR® visa contribuir com o levantamento de ferramentas
que auxiliem no diagnostico precoce da hanseniase, bem como no monitoramento

de suas resisténcias medicamentosas.

4 OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo geral

Avaliar a acuracia do teste GenoType LepraeDR® como ferramenta para o
diagndstico molecular de M. leprae associado ao diagndstico clinico e no rastreio de
mutagdes que levam a resisténcia medicamentosa em individuos brasileiros com

suspeita diagndstica de hanseniase

4.1.2 Objetivos especificos

e Testar a sensibilidade, especificidade e acuracia de deteccdo do teste
GenoType LepraeDR® em bidpsias de pele de brasileiros participantes
do estudo em comparagao a metodologia de qPCR de genes alvo para

deteccao do M. leprae.

e Verificar se ha concordancia na deteccao de mutacdes bacterianas nos
genes rpoB, gyrA e folP1 que causam resisténcia aos medicamentos
rifampicina, ofloxacina e dapsona, comparando-se o GenoType

LepraeDR® com o sequenciamento de Sanger destes mesmos genes.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina -
UnB (CAAE 93119018.7.0000.5558) (ANEXO 1). Todos os participantes foram
incluidos apds a assinatura do termo de consentimento informado e recebem retorno

de resultados do estudo realizado.

5.2 POPULACAO ESTUDADA

Foram incluidos em amostragem consecutiva, pacientes internados no
Ambulatério de Hanseniase do Servigco de Dermatologia do Hospital Universitario de
Brasilia, localizado na UnB (Brasilia, Distrito Federal, Brasil) no periodo de agosto de
2018 a agosto de 2020. Trata-se de um servico de referéncia terciaria e distrital,
onde os pacientes sdo encaminhados de unidades basicas de saude para
confirmagdo diagnostica, apds suspeita clinica de hanseniase. Todos os
participantes incluidos foram examinados por um dermatologista certificado e
receberam o mesmo conjunto de testes clinicos para definigdo de caso, bem como
baciloscopia e biopsia cutdnea com punch de 4 mm apds anestesia local com
lidocaina a 2%. Nos participantes com lesdes ativas, a biopsia foi realizada na borda
da lesdo e nos participantes sem lesdes ativas, a bidpsia foi realizada na face
posterior do I6bulo da orelha direita e cotovelo. Apds identificacdo dos casos, todos
foram incluidos por meio do termo de consentimento livre e esclarecido. Os exames
de biologia molecular foram realizados no Laboratério de Dermatomicologia da
Faculdade de Medicina da UnB, e o sequenciamento no Laboratério Central de
Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF).

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO, DEFINICAO DE CASOS E CONTROLES -
DIAGNOSTICO CLINICO (EXAME REFERENCIA)

Os casos de hanseniase foram definidos de acordo com as recomendacdes
da OMS. Os colaboradores envolvidos na classificacdo clinica dos casos incluidos

nao tinham informagdes sobre o resultado dos testes de indice (testes sob avaliagao
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de desempenho). Como critério de inclusdo, foram incluidos participantes
encaminhados ao ambulatério de hanseniase para diagnostico diferencial.

Casos de hanseniase foram diagnosticados clinicamente (Gold Standard)
pelo achado de pelo menos um dos seguintes sinais cardinais: (1) perda definitiva de
sensibilidade em uma mancha de pele palida (hipopigmentada) ou avermelhada; (2)
nervo periférico espessado ou aumentado, com perda de sensibilidade e/ou
fraqgueza dos musculos supridos por esse nervo; (3) presenga de bacilos alcool-
acido resistentes em esfregaco cutaneo e exclusdo de qualquer outro diagnostico
diferencial (ALEMU BELACHEW; NAAFS, 2019). Os participantes que néao
preencheram os critérios foram classificados como controles, grupo composto por
individuos com doencas que podem ser confundidas com hanseniase,
especialmente em unidades basicas de saude, como: micose fungoide,
micobacteriose, carcinoma espinocelular, dermatite de contato alérgica,
farmacodermia, entre outros.

A classificagdo da hanseniase foi baseada em critérios operacionais e na
classificagao Madrid 1953.

e Critérios operacionais: Segundo a OMS, os individuos acometidos pela
hanseniase foram divididos em casos paucibacilares (1 a 5 lesdes
cutaneas, sem presenca demonstrada de bacilos em esfregaco cutaneo) e
em casos multibacilares (mais de cinco lesdes cutdneas ou com
envolvimento do nervo (neurite pura, ou qualquer numero de lesbes de
pele e neurite), ou com a presenca comprovada de bacilos em esfregaco
cutaneo), independentemente do numero de lesdes cutaneas.

e Classificacdo Madrid e forma neural pura: Os individuos acometidos pela
hanseniase foram classificados em indeterminado, tuberculdide, limitrofe,
lepromatoso e em hanseniase neural pura (forma de hanseniase
caracterizada por envolvimento neural sem lesdes cutaneas que afeta
cerca de 3% a 10% dos pacientes e pode ocorrer em qualquer espectro,

sendo mais frequente no tipo tuberculdide) (TRAVE et al., 2021).
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5.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos individuos menores de 18 anos, pertencentes a
comunidades indigenas ou que ndo assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

5.5 TAMANHO AMOSTRAL

Para o calculo do tamanho da amostra consideramos dados assistenciais do
Hospital Universitario de Brasilia e procedimentos ja validados em publicagbes
anteriores, como por Bujang e Adnan (2016), em que a partir do HO e H1 para os
parametros de sensibilidade e especificidade, prevaléncia da doenca na populacao
analisada, poder estatistico minimo de 80% e p<0,05 pode-se estabelecer a
amostragem minima a ser utilizada.

Primeiramente, consideramos um valor de sensibilidade de 78,5% (IC 95%
61,9-89,2) e um valor de especificidade de 89,3% (IC 95% 61,4-97,8) para qPCR de
acordo com uma metanalise anterior que avaliou testes que visavam a deteccéo de
resisténcia em individuos acometidos pela hanseniase (ANDRADE et al., 2022).
Consideramos uma sensibilidade e especificidade inicial de 60% (HO), compativel
com o limite inferior de ambos os intervalos de confianca descritos na revisao citada
acima. A prevaléncia de individuos com diagnostico de hanseniase no servigo de
dermatologia, segundo dados internos, € de aproximadamente 50%. Assumimos que
poderiamos atingir 80% de sensibilidade (H1) com o alvo de gPCR RLEP e com 0s
alvos folP1, rpoB e gyrA em série e com o ensaio comercial GenoType LepraeDR®.
Considerando um poder estatistico de 0,80 e um valor de p<0,05, estimou-se como
tamanho amostral minimo 45 casos de hanseniase. Considerou-se um acréscimo de
10% neste calculo para suprir perdas decorrentes de falhas técnicas ou de

processamento. O total de 80 participantes foram incluidos no estudo.

5.6 TIPO DE ESTUDO

Com o objetivo de testar a acuracia do teste molecular GenoType

LepraeDR® para o diagnéstico da hanseniase e de suas principais resisténcias

antimicrobianas utilizou-se uma estratégia transversal para simular condigdes
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praticas, na qual a definicdo de individuos acometidos pela hanseniase (casos) e
individuos com outras condigdes (controles) foi feita por meio de diagndstico clinico
médico e a coleta de amostra ocorreu simultaneamente. Dessa forma, o médico
ainda nao contava com as informacgdes dos testes laboratoriais de referéncia. A
classificacao clinica dos participantes do estudo também foi desconhecida durante a
realizacdo dos procedimentos técnicos e os dados foram correlacionados apenas na

analise de resultados.

5.7 ENSAIOS LABORATORIAIS (EXAMES REFERENCIA)

O fluxograma de diagndstico realizado neste estudo € apresentado abaixo, sendo

cada etapa detalhada sequencialmente (FIGURA 12).

FIGURA 12. DIAGNOSTICO REFERENCIA (CLINICO E LABORATORIAL) E A VERIFICAGAO DA
ACURACIA DO TESTE GENOTYPE LEPRAEDR® NO DIAGNOSTICO MOLECULAR E NA
IDENTIFICAGAO DE RESISTENCIAS

GOLD STANDARD

DIAGNGSTICO
CLINICO
+

BACILOSCOPIA/
BIOPSIA

» DIAGNOSTICO # aPCR Genotype Leprae DR®
ACURACIA X ACURACIA

& | MOLECULAR : 2

¥ DIAGNOSTICA DIAGNOSTICA

81?7

SEQUENCIAMENTO Genotype Leprae DR®
INVESTIGAgAO DE X INVESTIGA(;AO DE
MUTAGOES MUTAGOES

FONTE: De autoria propria.

5.7.1 Baciloscopia

O raspado intradérmico (baciloscopia) foi coletado conforme orientagdes
prestadas pelo Guia de Procedimentos Técnicos Baciloscopia em Hanseniase do
Ministério da Saude (BRASIL, 2010). Realizou-se antissepsia com alcool a 70% dos
sitios indicados na solicitagdo médica e com o auxilio de uma pinga Kelly, foi feita
uma prega no sitio de coleta, pressionando a pele o suficiente para obter a isquemia,

evitando o sangramento. A pressao foi mantida até o final da coleta sem travar a
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pinga. Apos, foi feito um corte na pele de aproximadamente 5mm de extenséo por
3mm de profundidade e o esfregaco foi adequadamente inserido na lamina e fixado
para posterior analise. Em participantes com lesdes cutaneas visiveis ou areas com
alteracao de sensibilidade, a coleta foi feita em |6bulo auricular direito (LD), I6bulo
auricular esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e lesdo (L). Nas lesdes planas, a
amostra foi coletada no limite interno. Nos nodulos, tubérculos e placas eritematosas
marginadas por micro tubérculos, as amostras foram coletadas no centro. Em
participantes sem lesbes ativas visiveis, o material foi colhido no Iébulo auricular
direito (LD), Iébulo auricular esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e cotovelo
esquerdo (CE). A escala logaritmica foi utilizada para estratificacdo dos grupos. Os
dados obtidos a partir das baciloscopias foram utilizados como apoio na definicao

dos casos.

5.7.2 Biopsia

Bidpsia incisional circular com didametro de 4mm foi realizada nos
participantes incluidos no estudo apds assepsia, antissepsia e anestesia local com
solugao de lidocaina a 2%. O local escolhido para obtengdo da amostra foi a area
suspeita ou periferia da lesao suspeita de hanseniase e em casos de auséncia de
lesao, a coleta foi realizada na area do cotovelo. A biépsia foi utilizada para extracao
de DNA conforme descrito no item 5.8.1.

5.8 ENSAIOS MOLECULARES

5.8.1 Extracdo de DNA

As amostras de pele foram coletadas e armazenadas em freezer -80°C para
posterior extragcdo. A extracdo de DNA foi realizada usando o PureLink Genomic
DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) seguindo as instru¢des do fabricante. Este conjunto comercial tem
protocolos previamente definidos para a extracdo de amostras de tecido. As
amostras de DNA foram armazenadas a -80°C por até 120h até a reagcao de gPCR
(SEVILHA; CERQUEIRA; GOMES, 2021).
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5.8.2 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

O par de iniciadores especificos para o elemento de repeticdo RLEP de M.
leprae, foi projetado de acordo com Sevilha, Cerqueira e Gomes (2021), por meio da
ferramenta de Design Primer (National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, Maryland, EUA), RLEP-F: 5' — TGCGCTAGAAGGTTGCCGTA - 3' e
RLEP-R: 5' — ATTTCTGCCGCTGGTATCGGT - 3, resultando em um fragmento de
148bp. Estes pares de primers tém temperaturas de melting semelhantes, 2°C graus
acima de 60°C (para usar uma unica temperatura de anelamento e extensao) e um
teor de GC préximo a 50%. Como controle interno de reagdo, o alvo enddgeno
escolhido foi a beta globulina humana. O conjunto de primers especifico e utilizado
para amplificacdo deste alvo foi BGF 5' — GGCAGGTTGGTATCAAGGTTAC — 3' e
BGR 5 — CCTAAGGGTGGGAAAATAGACC — 3' (SEVILHA; CERQUEIRA; GOMES,
2021).

De acordo com Sevilha et al. (2022), baseando-se nos primers
recomendados pela OMS e por meio da mesma ferramenta Design Primer, foram
projetados primers para amplificacdo de um fragmento dos genes folP1, rpoB e
gyrA, além de primers adicionais capazes de amplificar uma sequéncia interna
(Nested-qPCR) do produto da primeira reagdo de qPCR. Dessa forma, as reagbes
de Nested-gPCR foram realizadas em duas etapas: a primeira reacédo de qPCR
usando como molde o DNA extraido da biopsia, e uma segunda reacdo utilizando
primers capazes de amplificar um fragmento interno do produto da primeira gPCR. O
objetivo de uso da Nested-PCR é aumentar a concentragdo do fragmento de
interesse e, consequentemente aumentar a sensibilidade e a especificidade da
amplificagdo do DNA quando comparada com as reagdes da PCR convencionais.

Os primers usados para as reacdes descritas acima sao apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 — PARES DE PRIMERS USADOS PARA AS REACOES DE gPCR.

Alvo Primers Sequéncias Produto CG% Tm
(pb)

RLEP RLEP-F 5-TGCGCTAGAAGGTTGCCGTAT-3 148 52,3 62,1
RLEP-R 5-ATTTCTGCCGCTGGTATCGGT-3" 52,3 62,1

folP1 folP1-F1 5" - CTTGATCCTGACGATGCTGT - 3° 254 50,0 57,6
folP1-R1 5" - CCACCAGACACATCGTTGAC - 3° 50,0 58,8

*folP1 folP1-F2 5 - GATCCTGACGATGCTGTCCAG - & 242 57,1 60,5
folP1-R2 5 - ACATCGTTGACGATCCGTG - 3° 52,6 57,9

rpoB rpoB-F1 5 - ACGCTGATCAATTATCCGTCC - 3 345 47,6 58,2
rpoB-R1 5 - GTATTCGATCTCGTCGCTGA - 3° 50,0 57,3

*rpoB rpoB-F2 5 - CTGATCAATATCCGTCCGGT - 3° 255 50,0 56,8
rpoB-R2 5 - CGACAATGAACCGATCAGAC - 3 50,0 56,6

gyrA gyrA-F1 5" - ATGACTGATATCACGCTGCCA - 3 390 47,6 59,5
gyrA-R1 5 - ATAACGCATCGCTGCCGGTGG - 3° 61,9 65,9

*gyrA gyrA-F2  5- GATGGTCTCAAACCGGTACATC - 3° 225 50,0 58,8
gyrA-R2 5" - ACCCGGCGAATTGAAATTG - 3° 47,3 56,8

LEGENDA: Pb = Pares de bases, CG% = % de citosina e guanina, Tm = temperatura de melting, RLEP =
elemento repetitivo, folP1 = alvo associado a resisténcia a dapsona, rpoB = alvo associado a resisténcia a
rifampicina, gyrA = alvo associado a resisténcia as quinolonas; * = as reagdes Nested foram realizadas em 2
etapas compreendendo uma primeira reagao idéntica as rea¢des de amplificagdo simples e uma segunda etapa
usando um segundo par de primers visando amplificar uma sequéncia interna produto da primeira reagao.

As reacdes foram realizadas em um termociclador QuantStudio 1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) usando PowerUp SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) em um volume final de
15 ul, contendo 1X Universal SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos), 10 uM de cada iniciador (Applied Biosystems,
Foster City, CA, Estados Unidos), 3 pl de DNA (20 a 100 ng) e agua ultrapura para o
volume final. A concentracdo de DNA nao foi padronizada pois, ao quantificar o
DNA, esse é correspondente ao DNA humano + DNA de M. leprae (quando
presente). O DNA de M. leprae na amostra € escasso, assim, coloca-se a
concentracdo maxima recuperada na coluna de extragao. Como controle interno de
inibicdo de qPCR e da presenga de DNA na amostra, utilizou-se a beta globulina
humana na reacdo. A amplificacdo foi realizada de acordo com o standard cycling
mode (primer Tm=60°C) sugerido pelo fabricante da PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix, sendo: etapa inicial de 50°C por 2 minutos (ativacdo da UDG) e 95°C
por 2 minutos (ativagdo Dual-Lock™ DNA polimerase), seguida de 45 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A curva de melting foi processada de 60°C a
95°C, tendo velocidade de rampa de aumento de temperatura de 0,05°C/s. O
threshold foi alocado na inflexdo da curva e os resultados foram obtidos de acordo

com a primeira detecgédo de sinal fluorescente do Cycle Threshold (Ct), ou seja, o
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ciclo de quantificagdo (Cq) e a amostra foi considerada positiva quando mostrou Cq
menor que 40, adotado como ponto corte, enquanto amostras com Cq’s superiores

foram consideradas negativas.

5.8.3 Teste Molecular GenoType LepraeDR® - Amplificagao e Hibridizagao reversa

Apods extracdo de DNA das bidpsias, o mesmo eluido utilizado para gPCR foi
também usado para realizagcdo da reacdo de PCR convencional e hibridizacao
reversa por meio do teste Molecular GenoType LepraeDR® (Hain Lifescience,

Germany). Como principio do ensaio, 0 reagente mistura de primer / nucleotideo

(PNM) contém primers biotinilados para a amplificagdo de regides especificas da
estirpe de M. leprae (M. leprae, rpoB, gyrA e folP1). Apds amplificacdo e
desnaturacao quimica, os amplicons de cadeia unica ligam-se (hibridizagdo) as
sondas especificas e complementares aos acidos nucleicos amplificados presentes
em tiras de nitrocelulose. Amplificacdo, hibridizac&o e interpretacao foram realizadas
de acordo com a instrugao de uso do fabricante (GENOTYPE LEPRAEDR, 2018).

Para preparo da reacdo de PCR seguiu-se as instrucées de uso do kit

GenoType, o qual orienta o uso da HotStartTaqg DNA Polymerase (Qiagen):
e 35ulde PNM;
e 5 ul de 10x Tampéao de PCR Buffer para HotStarTag DNA Polymerase
(contendo 15 mM MgCl2);
e 2 ul de solugao de MgCl2 25 mM,;
e 3 ul de agua DNAse e RNAse free;
e 0,2 ul (1 U) de Polymerase HotStarTaq (Qiagen);
e 5 ul de DNA total (20 a 100 ng)
A concentragéo final de MgCl2 nesta mistura de amplificagao foi de 2,5 mM.

A ciclagem esta exposta na figura 13.
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FIGURA 13 — CICLAGEM PARA AMPLIFICAGAO DOS ALVOS DO GENOTYPE LEPRAEDR®

15 min 95°C 1 ciclo

30 sec 95°C } _

2 min 58°C 10 ciclos
25 sec 95°C

40 sec 53°C 30 ciclos
40 sec 70°C

8 min 70°C 1 ciclo
Taxa de

aquecimento <2,2°C/sec

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, 2018.

Apds amplificagéo, realizou-se a hibridizagdo no equipamento TwinCubator,
equipamento capaz de homogeneizar as amostras, fitas e reagentes, controlando
tempo e temperatura em cada etapa do protocolo (FIGURA 14 e FIGURA 15).

FIGURA 14 — TWINCUBATOR — HIBRIDIZACAO DAS FITAS
T e,

FONTE: A AUTORA, DURANTE EXPERIMENTACAO EM BANCADA.



FIGURA 15 — GUIA ILUSTRADO DE HIBRIDIZAGAO - GT45

CUlA DE HIBRIDIZA(;JELG -GT 45
(C-D) Area de Hibridizagdo e Deteccio
= Colocar jaleco e luvas.

+  Descontaminar drea de trabalho com solugao de Hipoclorito de
Sadio 1,5% recém diluida.

»  Pré-aguecer solugdes RIN e dgua destilada a temperatura
ambiente & HYB & 5TR a 45°C.

+  Diluir, de acordo com a quantidade necessaria, os reagentes

COM-C & CON-D em diluigao 1:100 & os reagentes SUB-C e SUB-D
em diluicdo 1:100.

Usar o Twincubator com
o programa adequado

para o procedimento de
hibridizagdo e detecgao.

20pL  20pL
DEN Amplicon

Misturar e incubar
por 5 minutos em
temperatura ambiente.

1 mLHYB

(C) HIBRIDIZACAO

Adicionar e misturar
cuidadosamente.

Inserir DNA-STRIF no pogo.
Incubar por 20 minutos a 45°C.
Remover reagente HYB completamente.

1 mLSTR Incubar por 15 minutos a 45°C.

Remover STR completamentes.

EIN

1 mLRIN Incubar por 1 minuto em
temperatura ambiente.

Remover RIN completamente.

10 pL COM - C + 1 mL CON - D = conjugadeo diluido

1 m Lde Incubar por 20 minutos em
conjugado temperatura ambiente. Remover
diluido

conjugado completamente.

1mLRIM Incubar por 1 minuto em

temperatura ambiente. Remowver
reagente RIN completamente.

Incubar por 1L minuto em
temperatura ambiente. Remowver
reagente RIN completamente.

(D) DETECGCAO

Enxaguar com agua por 1 minuto.
Remover agua completamente,

1 mL H,0

10 pL SUB - C + 1 mL SUB - D = substrato diluide

\

1 mlL de Incubar por 3-20 minutos
substrato em temperatura ambiente.
diluido Remover substrato

completamente.

Parar reacao lavando
duas vezes com agua.

Remowver DMA-STRIP da
bandeja e secar em papel
absorvente, analisar os
resultados utilizando o
template.

FONTE: HAIN E MOBIUS LIFE SCIENCE.
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Apos a hibridizagao, a interpretacdo das bandas presentes e ausentes para
cada tira, foi feita comparando-as com uma ficha modelo fornecida com o ensaio
(FIGURA 16). A banda de reagcdo Mycobacterium leprae (ML) confirma a presenca
de uma estirpe de M. leprae. Se esta zona é negativa, a espécie bacteriana testada
nao é o M. leprae e a amostra ndo pode ser avaliada com este teste. Quando todas
as bandas WT s&o detectadas e todas as bandas MUT n&o s&o detectadas a
amostra é considerada sensivel ao farmaco analisado. Por outro lado, quando ha
hibridizagdo com uma sonda mutante e auséncia de hibridizagdo com a sonda
selvagem correspondente, a amostra é considerada resistente.

Pode ocorrer também a auséncia de hibridagdo de uma amostra, tanto com
as sondas mutantes quanto com as sondas selvagens correspondentes. Isso pode
se tratar de uma alteracao diferente daquelas mutagdes detectadas pelo teste. Neste
tipo de situacdo, a mutagdo € denominada inferida. Caso haja hibridizacdo da
amostra com uma sonda mutante e com uma sonda selvagem correspondente, a
amostra pode representar uma populacdo heterogénea de bactérias
(heterorresisténcia) ou uma infeccdo mista por isolados com diferentes perfis de

sensibilidade.

FIGURA 16 — FICHA MODELO PARA INTERPRETAGAO DE RESULTADOS

----- «—— Controlo do Coniu?ado (CC)
..... «—— Controlo Universal (UC)

----- ———— Mpycobacterium leprae (ML)

----- ——— rpoB Controlo do Locus (rpoB)J

----- ——— rpoB sonda tipo selvagem 1 (rpoBWT1)
----- ——— rpoB sonda tipo selvagem 2 (rpoB WT2)
----- ——— rpoB sonda tipo selvagem 3 (rpoB WT3)
----- ——— rpoB sonda tipo selvagem 4 (rpoB WT4)
----- ——— rpoB sonda de mutacao 1 (rpoB MUT1)
----- ——— rpoB sonda de mutacdo 2 (rpoB MUT2)

----- ——— gyrA Controlo do Locus (gyrA]
----- ——— gyrA sonda tipo selvagem (gyrA WT)
----- ———— gyrA sonda de mutacao (gyrA MUT)

----- ——— folP1 Controlo do Locus (folP1)
----- — folP1 sonda tipo selvagem (folPT WT)
----- —— folP7 sonda de mutacao (felPT MUT)

i — marcador colorido

FONTE: GENOTYPE LEPRAEDR, 2018.
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5.8.4 Sequenciamento de Sanger

Para sequenciamento dos genes folP1, rpoB e gyrA das amostras dos
participantes deste estudo, utilizou-se como moldes os produtos de amplificagao da
nested qPCR de cada alvo, uma vez que se espera uma maior quantidade dos
fragmentos de interesse na Nested. Devido a resultados insatisfatérios para o
Nested do gene folP1, o sequenciamento deste alvo foi feito também a partir da
primeira reacdo de qPCR. O SYBR presente nos produtos de gPCR nao interfere
significativamente no sequenciamento pois utiliza-se pouco volume deste produto
nas reagbes, além de dilui-lo, resultando em baixa concentragdo. Ainda, no
sequenciamento as fitas estdo desnaturadas (a fluorescéncia emitida pelo SYBR
esta presente em fitas duplas) e ha degradacao deste fluoréforo durante as etapas
de reacao, reduzindo ainda mais possiveis interferéncias, as quais sdo reconhecidas
como background pelo equipamento. Conforme descrito por Camargo et al., (2022),
produtos de qPCR de High Resolution Melting (HRM) também foram usados para
sequenciamento Sanger sem interferéncia significativa do fluoréforo intercalante.

Para a reacdo, 5 pyL do produto de qPCR foram purificados com ExoSAP-IT
PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 37°C
por 5 min. Para cada gene, uma reagao de sequenciamento foi preparada usando 3
ML de produto de gPCR purificado, 0,3 pM de cada primer separadamente
(unidirecional) e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies,
Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos) seguindo as instrugcdes do fabricante (Tabelas
5 e 6). As andlises de sequenciamento foram realizadas em um ABI 3500 Genetic
Analyzer, com o polimero POP7, capilar de 50 cm (Life Technologies, Carlsbad,

Califérnia, Estados Unidos).

TABELA 5 — PROTOCOLO DA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR

PURIFICADOS
Composicao Volume
BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix 4,0 pl
BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer 2,0 pl
Forward primer (3.2 pMol) 3,2 ul
Reverse primer (3.2 pMol) 3,2 ul
Agua RNase/DNase-free 5,6 ul
DNA Template 2,0 pl
Total 20 ul

FONTE: KIT BIGDYE™ TERMINATOR V3.1 CYCLE SEQUENCING
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TABELA 6 — CONDICOES DE CICLAGEM DAS REAGCOES DE SEQUENCIAMENTO DOS
PRODUTOS DE PCR PURIFICADOS

Numero de Ciclos Ciclos Temperatura Tempo
Incubacgéo 96 °C 1 minuto
Desnaturacao 96 °C 10 segundos
25 Anelamento 50 °C 5 segundos
Alongamento 60 °C 4 minutos

FONTE: KIT BIGDYE™ TERMINATOR V3.1 CYCLE SEQUENCING

Apos as reacdes de sequenciamento, os produtos foram purificados por
meio do kit de purificagdo comercial chamado BigDye Xterminator de acordo com as
instrugbes de uso do fabricante (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). Este kit
conta com 2 reagentes: beads e SAM solution. Foi feito um pré mix contendo 45 uL
de SAM e 10 uL de beads. Depois, foi adicionado 55 uL desse Mix em um tubo com
10 uL da reacdo de sequenciamento (BigDye). Apds, a mistura foi mantida em
agitacao vigorosa por 30 min.

Ao produto foi adicionado 12uL de formamida para desnaturacédo das fitas
de DNA no termociclador, a 96°C, durante dois minutos, seguido de choque térmico
no freezer -80°C durante 40 segundos, a fim de estabilizar as fitas separadas para
seu sequenciamento pela metodologia de Sanger em sequenciador ABI3500
(Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o Geneious ® software
(Version 10.1.3) e comparadas com sequéncias referéncia no GenBank (National

Center for Biotechnology Information, EUA).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Para analise de dados tomou-se como base os procedimentos estatisticos
previamente validados em estudos de precisdo e abordados na revisao sistematica
de Gurung., et al. (2019). O teste qui-quadrado (X?) ou teste exato de Fisher foi
usado para comparar variaveis categoricas. O teste t de Student foi utilizado para
avaliar as relagdes das variaveis paramétricas (dados numéricos, como idade e
indice baciloscopico). O teste de McNemar ou Wilcoxon foram usados para dados
pareados.

A sensibilidade foi calculada considerando a porcentagem de resultados

positivos em individuos acometidos pela hanseniase, e a especificidade foi calculada
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de acordo com a porcentagem de resultados negativos em individuos sem
hanseniase. Para o calculo da sensibilidade, avaliamos adicionalmente os
subgrupos de participantes paucibacilares e multibacilares, separadamente. A
construcao de Forest plots das Receiver Operating Characteristic Curves (ROCs) foi
realizada no Review Manager (RevMan) versao 5.3. (Copenhague, Nordic Cochrane
Centre, Cochrane Collaboration, 2014). As curvas SROC foram ponderadas de
acordo com os tamanhos das amostras. A significancia estatistica foi definida como
p<0.05 e pelo intervalo de confiancas de 95%. Todos os testes foram realizados no
software RStudio (Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC,
Boston, MA. URL http://www.rstudio.com/).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DEMOGRAFICA

Foram incluidos no estudo 80 participantes conforme calculo amostral,
sendo 24 do sexo feminino e 56 do sexo masculino. Todos os dados aqui descritos
estdo sumarizados na TABELA 7. A média de idade da populagao foi de 45,56 anos
(desvio padrao: 15,45) e sua maior parte reside no DF (49 — 61,25%). Para os
demais, observou-se a contribuicdo dos estados vizinhos Goias (20 - 25%), Minas
Gerais (5 — 6,25%), Bahia (1 — 1,25%) e outros 5 sem domicilio definido (6,25%).

Dos participantes do estudo, 53 tiveram o diagnodstico de hanseniase
enquanto os 27 restantes foram classificados como controles. De acordo com a
classificagdo operacional, 47 individuos acometidos por hanseniase foram
classificados como multibacilares e 6 como paucibacilares, enquanto de acordo com
a classificacdo de Madrid Modificada, 25 individuos acometidos por hanseniase
foram virchowianos, 27 borderline e 1 com hanseniase neural pura. Em relacdo a
baciloscopia, 7 dos participantes acometidos por hanseniase apresentaram
baciloscopia negativa e 16 tiveram indice baciloscépico (IB) abaixo de 2.

Nao houve diferenga significativa entre a distribuicdo de individuos dentro
dos grupos hanseniase e controle tanto para sexo (p=0,4701) quanto para idade
(p=0,2016).

Para o grupo controle, deu-se o seguinte diagndstico: 11 leishmaniose
tegumentar, 3 reacdes adversas a medicamentos, 2 micobacterioses nao
tuberculosas, 2 micoses subcutaneas, 2 linfomas cutaneos, 1 tuberculose cutanea, 1
hidradenite supurativa, 1 carcinoma espinocelular, 1 carcinoma basocelular, 1 tumor

cutaneo benigno, 1 vasculite cutanea e 1 dermatite atdpica.
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TABELA 7 — CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DOS PARTICIPANTES
INCLUIDOS NO ESTUDO.

Hanseniase Controle —Valor de P
Sexo
Feminino 14 10 0,470*
Masculino 39 17
Média idade (desvio) 43,94 (14,96) 48,84 (16,21) 0,202 #
Classificagao Operacional
Multibacilar 47
Paucibacilar 6
Classificagao Madrid
Virchowiana 25
Borderline 27
Neural 1

indice Baciloscépico (IB) 2,97 (1,72)
Baciloscopia Negativa 7
Indice Baciloscépico < 2+ 16

27

Legenda: *valor de significancia obtido por meio do teste Fisher; # valor de significancia obtido por
meio do teste t de Student.

6.2 DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

A baciloscopia, exame utilizado neste estudo para definicido dos casos de
hanseniase junto a avaliagdo clinica dermatologica, apresentou acuracia de 0,87
(IC95% = 0,83 — 0,96), sensibilidade de 0,87 (IC95% = 0,75 — 0,95) e especificidade
de 1,00 (IC95% = 0,87 — 1,00) na detecgdo da hanseniase. A acuracia acima do
esperado (geralmente em torno de 50%) para esta técnica deve-se ao Ambulatoério
de Hanseniase do Servico de Dermatologia da UNB receber pacientes em estagios
avancados, os quais apresentam maior quantidade de bacilos em suas amostras. De
acordo com as diretrizes metodolégicas de estudos de precisdo diagnéstica, a
melhor condigcdo de acuracia e sensibilidade obtidos para a baciloscopia, melhora
artificialmente as propriedades de precisao desse estudo e ndo pode ser comparado
diretamente aos testes indice (BRASIL, 2014; BRASIL, 2022b).

Teste indice é aquele que tem seu desempenho avaliado, neste trabalho sao:
ensaio molecular GenoType LepraeDR®, os métodos comparativos gPCR e Nested-
gPCR e o sequenciamento para verificagcdo da presenca de mutacdes. Qualquer
comparacao de testes indice e baciloscopia € meramente informativa.

A proposta de verificagdo de um teste indice pode incluir diferentes
tecnologias ou alguma alternativa menos invasiva ou mais barata que o teste de
referéncia. O teste indice pode auxiliar na triagem da doencga, na substituicdo do

padrao de referéncia ou ser um teste adicional ao padrdo ouro (BRASIL, 2014).
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Neste contexto, a tecnologia de PCR e qPCR estdo em foco, sendo discutidas
em estudos como ferramentas potenciais para melhora da acuracia diagnéstica,
ainda que apresentem limitagdes quanto a sensibilidade, principalmente para casos
paucibacilares, e especificidade, de acordo com o alvo escolhido para detecgéo do
M. leprae (AZEVEDO et al., 2017; BARBIERI et al., 2019; MARTINEZ et al., 2006).0
Teste Molecular GenoType LepraeDR® foi proposto neste estudo como ensaio
adicional, visando melhora da acuracia do padrao atual de testagem e ampliacéo de
acesso a ferramentas que permitam a verificacdo de presenga do M. Leprae e de
suas resisténcias medicamentosas.

Para avaliagcdo da acuracia diagnostica, os desfechos sao limitados aos
parametros que avaliam esse desempenho, sendo a relagao entre os resultados do
teste indice e o estado da doenga (se presente ou ausente) incluindo o numero de
verdadeiros positivos (aqueles que tém a doenca e o teste foi positivo), falso
positivos (aqueles que nao tém a doenga, mas o teste indice foi positivo), falso
negativos (aqueles que tém a doenga, mas o teste indice foi negativo) e os
verdadeiros negativos (aqueles que n&o tém a doenca e o teste foi negativo). A partir
desses dados calculou-se para o teste indice Molecular GenoType LepraeDR®, bem
como para os alvos detectados por meio de gPCR e nested qPCR a sensibilidade, a

especificidade e a acuracia diagnéstica (TABELA 8).
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TABELA 8. SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, ACURACIA E SEUS RESPECTIVOS INTERVALOS
DE CONFIANGA (95% IC) PARA CADA TESTE INCLUIDO NO ESTUDO PARA O DIAGNOSTICO

DE HANSENIASE

Sensibilidade Especificidade Acuracia
n+/n n-/n (IC 95%)
Casos Hanseniase Casos Controle
GenoType LepraeDR® 0,45 1,00 0,64
24/53 27127 (0,52-0,74)
(0,32-0,76) (0,87-1,00)
RLEP 0,89 0,85 0,88
47/53 23/27 (0,78-0,94)
(0,77-0,96) (0,66-0,96)
folP1 0,62 0,41 0,55
33/53 11/27 (0,43-0,66)
(0,48-0,75) (0,22-0,61)
Nested folP1 0,49 0,44 0,47
26/53 12/27 (0,36-0,59)
(0,35-0,63) (0,25-0,65)
rpoB 0,49 1,00 0,66
26/53 27127 (0,55-0,76)
(0,35-0,63) (0,87-1,00)
Nested rpoB 0,64 0,93 0,74
34/53 25/27 (0,63-0,83)
(0,50-0,77) (0,76-0,99)
gyrA 0,64 0,96 0,75
34/53 26/27 (0,64-0,84)
(0,50-0,77) (0,81-1,00)
Nested gyrA 0,64 0,96 0,75
34/53 26/27 (0,64-0,84)
(0,50-0,77) (0,81-1,00)
GenoType LepraeDR® 0,68 0,93 0,76
— nested rpoB in series 36/53 25127 (0,65-0,85)
(0,54-0,80) (0,76-0,99)

LEGENDA: n = numero de participantes; n+ = nimero de participantes com teste positivo; IC =

intervalo de confianca

A figura 17 apresenta a visualizagao grafica por meio de curvas ROC da

relacdo dos dados de especificidade (eixo X) e sensibilidade (eixo Y) para os testes

indices avaliados neste estudo.



FIGURA 17. GRAFICOS ROC MOSTRANDO O DESEMPENHO DE CADA TESTE iNDICE.
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LEGENDA: Os simbolos menores representam a avaliagdo da populagao total (casos de hanseniase
e controles) enquanto os simbolos maiores representam a deteccao de participantes multibacilares

apenas nos casos de hanseniase.

Dentre os ensaios avaliados acima, o teste Molecular GenoType LepraecDR®

e a gPCR do alvo rpoB foram os unicos capazes de chegar a 100% de

especificidade diagndéstica. A maior capacidade de detecgao do M. Leprae foi obtida
por meio de gPCR do alvo de RLEP (acuracia = 0,88, IC 95% = 0,78-0,94), porém

este teste exibiu uma reducdo de 15% em especificidade quando comparada ao

GenoType LepraeDR® e alvo rpoB. Devido a isso, mesmo com alta sensibilidade, o

uso do alvo RLEP na identificacdo de individuos acometidos por hanseniase poderia

levar ao tratamento de individuos falso positivos, ou seja,

individuos sem

hanseniase poderiam receber tratamento se apenas esse alvo fosse considerado na

definigdo de caso. O manejo terapéutico incorreto expde individuos saudaveis ao
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uso desnecessario da PQT-U e aos seus possiveis efeitos colaterais, como:
problemas digestivos, anemia hemolitica, metemoglobinemia, hepatites, neuropatia
motora periférica, fotodermatite, cefaleia, insuficiéncia respiratéria, insuficiéncia renal
e ressecamento da pele (SOUZA et al., 2019). Dessa forma, a especificidade no
diagndstico é de grande importancia para definigdo terapéutica assertiva, bem como
para o direcionamento de recursos pelo estado.

A sequéncia RLEP, localizada varias vezes ao longo do genoma do M. leprae,
mostra-se mais sensivel quando comparada a outros alvos de coépia Unica como
Ag85B, sodA e 16S rRNA (AZEVEDO et al., 2017). Truman et al. (2018), Azevedo et
al. (2017) e Breat et al. (2018) indicaram alta especificidade para RLEP utilizando
SYBR Green ou TagMan®. No entanto, devido a possivel presenga de sequéncias
RLEP homologas em micobactérias n&do identificadas, ndo cultivaveis ou pouco
estudadas intimamente relacionadas ao M. leprae, as altas especificidades
encontradas para este alvo mostram-se provisorias e por isso a elevada
sensibilidade deve ser interpretada com cautela (BRAET et al., 2018; BRASIL,
2021d). Além disso, testes falsos positivos para os alvos de RLEP sao descritos na
literatura e podem ocorrer por amplificacdo inespecifica, ou pela deteccdo de
fragmentos de DNA em individuos infectados pelo M. leprae, mas que nao
desenvolveram a doenga (ANDRADE et al., 2021).

Dentre os alvos de qPCR, o nested rpoB (acuracia = 0,74; IC 95%= 0,63-
0,83), o gyrA (acuracia = 0,75; IC 95% = 0,64-0,84) e o nested gyrA (acuracia = 0,75;
IC 95% = 0,64-0,84) apresentaram acuracias estatisticamente semelhantes e
mostraram os melhores valores para os genes avaliados. Porém, assim como o alvo
RLEP, esses testes nao foram 100% especificos, o que gera uma limitagdo em sua
aplicacao na definicao de casos de hanseniase.

Levando-se em conta as qualidades e limitacbes de cada teste e a atual
necessidade do diagnostico molecular da hanseniase e da ampla vigilancia de
resisténcia a rifampicina, nossa equipe simulou o uso de um protocolo em série com
o objetivo de melhorar as propriedades de sensibilidade e especificidade diagndstica
(FRANCO, 2016). Este protocolo compreende a triagem inicial de hanseniase
usando o teste Molecular GenoType LepraeDR® em todos os individuos com
suspeita de hanseniase, seguido pelo uso de qPCR nested rpoB apenas em
individuos que apresentaram resultado negativo para o teste GenoType LepraeDR®.

Do ponto de vista técnico, essa estratégia mostra-se interessante devido a
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especificidade de 100% do GenoType LepraeDR®, a qual garante assertividade no
rastreio daquelas amostras que apresentaram quantidade suficiente de bacilos para
atingir o limite de sensibilidade do produto, além disso, o uso do GenoType permite
a investigacdo de resisténcias ja nesta etapa. Como adicional, para melhora da
sensibilidade do teste e visando reduzir falsos negativos, sugere-se o uso sequencial
de nested qPCR para rpoB, obtendo-se melhor performance do ensaio (acuracia =
0,76; IC 95% = 0,65-0,85; sensibilidade = 0,68; IC 95% = 0,54-0,80; especificidade =
0,93; IC 95% = 0,76 -0,99) (TABELA 8) (FIGURA 18).

De acordo com o relatério de recomendacado da CONITEC, outra vantagem
da implementacao do ensaio GenoType LepraeDR® ¢é a possibilidade de execucgéao
de um maior numero de testes, em maior numero de laboratérios, junto da avaliagéo
simultdnea de resisténcia aos trés farmacos mencionados acima, além da rapida e
facil interpretacao dos resultados (BRASIL, 2021c). Para uso e implementagao da
estratégia em série no sistema de saude, seria necessario registro ANVISA da gPCR
nested rpoB.

A fim de avaliarmos a diferenga de performance do ensaio comercial
GenoType LepraeDR® e alvos de gPCR e nested qPCR, a figura 18 apresenta os
valores de sensibilidade, especificidade e Forest plots para todos os testes
considerando o diagnostico de hanseniase e a detecgdo de casos multibacilares.
Para os esfregagos positivos e negativos dos participantes acometidos com
hanseniase, 7-especificidade representa a sensibilidade de cada teste na deteccao

de casos paucibacilares.



FIGURA 18. SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E FOREST PLOT PARA OS ENSAIOS
DIAGNOSTICOS DA HANSENIASE E DETECCAO DOS CASOS MULTIBACILARES
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LEGENDA: SSS = esfregagos de pele de fenda (baciloscopia); TP = verdadeiro positivo; FP

= falso positivo; FN = falso negativo; TN = verdadeiro negativo; Cl = intervalo de confianga.

A taxa de prevaléncia da hanseniase entre os contatos domiciliares € um

importante indicador epidemiologico do carater e tendéncia da doenga, entretanto, o

diagnodstico de pacientes paucibacilares continua sendo um desafio devido a
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acuracia dos produtos disponiveis no mercado. Em estudo de Swain, Mishra e Jena
(2004), familias de 400 casos primarios foram estudadas para detecgéo de casos de
contato (secundarios). Em 54 familias foram detectados 72 casos, sendo 58 destes
paucibacilares. Ainda que poucos tenham tido origem de contatos primarios
paucibacilares, sua ocorréncia indica potencial fonte de infeccdo. De acordo com
revisao realizada por Bratschi et al. (2015), estudos relatam que o tamanho da casa,
carater socioecondmico, incluindo sanitizagdo, educacao e situacido nutricional, séo
fatores de riscos adicionais que favorecem a transmissdo do M. leprae, além da
presenca do patégeno no meio ambiente e em animais. Além disso, pacientes
paucibacilares contribuem para o sucesso global do patdégeno, sendo importante
desenvolver um programa de vigilancia para contatos de pacientes com hanseniase,
pois a detecgao precoce e o tratamento de contatos sédo importantes para reduzir o
reservatorio de infecgao na comunidade (SWAIN, MISHRA E JENA, 2004).

Como esperado, em nossos resultados todos os testes tiveram melhor
desempenho em participantes multibacilares (TABELA 9 e FIGURA 19),
especialmente naqueles com indice baciloscopico maior ou igual a 2+. Isso vai ao
encontro do que vem sendo recomendado em estudos com sequenciamento génico
convencional e na instrugdo de uso dos produtos comerciais, 0s quais orientam o
uso de material biolégico multibacilar devido a dificil deteccdo em amostras de
individuos paucibacilares (WHO, 2017; GENOTYPE LEPRAEDR, 2018).

O teste comercial GenoType LepraeDR® nao foi capaz de detectar as
amostras paucibacilares (baciloscopia negativa) deste estudo. Nossos dados
mostram que a dificil amplificagdo do DNA em amostras de individuos com baixo
indice baciloscépico é uma limitacdo inerente aos métodos moleculares, levando a
resultados falso negativos devido a sensibilidade dos testes ndo ser capaz de
detectar o M. leprae presente na amostra destes individuos. Ainda assim, estes
ensaios sao ferramentas uteis de apoio aos profissionais da saude no diagndstico da
hanseniase, pois ampliam a capacidade de deteccédo daqueles com IB maior ou
igual a 2+. A tabela 9 apresenta a sensibilidade de cada teste de indice

considerando-se baciloscopias positivas e negativas.



74

TABELA 9. SENSIBILIDADE DE CADA TESTE DE iINDICE NA IDENTIFICAGAO DE

PARTICIPANTES COM ESFREGACOS CUTANEOS POSITIVOS E NEGATIVOS.

IB médio (DP) em | IB médio (DP) em Sensibilidade Sensibilidade
exames positivos exames n+/ n SSS positiva n+/n SSS
negativos (IC) negativa

GenoType 3,88 (0,92) 2,22 (1,88) 0,52 0,00
LepraeDR® 24/46 o/7

0,37-0,67) (0,00-0,41)
RLEP 3,25 (1,49) 0,75 (1,83) 0,98 0,29
45/46 217

(0,88-1,00) (0,04-0,71)
folP1 3,33 (1,55) 2,37 (1,85) 0,67 0,29
31/46 217

(0,52-0,80) (0,04-0,71)
Nested folP1 3,18 (1,68) 2,77 (1,76) 0,52 0,29
24/46 2/7

(0,37-0,67) (0,04-0,71)
rpoB 3,42 (1,29) 2,54 (1,98) 0,57 0,00
26/46 0/7

(0,41-0,71) (0,00-0,41)
Nested rpoB 3,41 (1,46) 2,19 (1,91) 0,72 0,14
33/46 117

(0,57-0,84) (0,00-0,58)
gyrA 3,53 (1,39) 1,98 (1,83) 0,74 0,00
34/46 o/7

(0,59-0,86) (0,00-0,41)
Nested gyrA 3,47 (1,39) 1,83 (1,89) 0,80 0,00
37/46 o/7

(0,66-0,91) (0,00-0,41)

LEGENDA: n = numero de participantes; n+ = nimero de participantes com teste positivo; SSS =
esfregacos de pele de fenda (baciloscopia); IB = indice baciloscopico; DP = desvio padrao; IC =

intervalo de confianca.

Voltando-se para os dados de acuracia encontradas neste estudo, a figura
19 mostra o desempenho das 2 estratégias que alcangaram a melhor acuracia junto
(IC).

anteriormente, o RLEP foi o alvo de qPCR com maior acuracia diagndstica, porém

com seus respectivos intervalos de confianga Conforme discutido

com especificidade de 85%, enquanto o protocolo em série com o teste Molecular

GenoType LepraeDR® + gPCR nested rpoB resultou na maior acuracia diagnéstica

por meio da associacdo de ambos os testes, bem como permite o monitoramento de

resisténcia a rifampicina ao avaliar as amostras no GenoType LepraeDR®.
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FIGURA 19. CURVA ROC MOSTRANDO O DESEMPENHO DAS DUAS ESTRATEGIAS DE
MELHOR ACURACIA.
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LEGENDA: Os simbolos menores representam a avaliagdo da populacgéao total (casos de hanseniase
e controles) enquanto os simbolos maiores representam a deteccao de participantes multibacilares

apenas nos casos de hanseniase.

Apesar de alta sensibilidade para o RLEP, a estratégia em série mostra-se
vantajosa devido a sua especificidade aumentada e sua contribuigdo no
monitoramento de resisténcia a rifampicina.

Visando implementacao, torna-se necessario registro ANVISA para os
ensaios que compdem a estratégia em série. Com isso, estes testes poderiam ser

utilizados no apoio ao diagndéstico e no controle epidemioldgico da doenga.

6.3 MONITORAMENTO DE RESISTENCIAS MEDICAMENTOSAS

Para o monitoramento de resisténcias, as amostras foram avaliadas por
meio de sequenciamento Sanger e do teste GenoType LepraeDR®. Devido as
limitacbes financeiras, das amostras de qPCR positivas para M. leprae, foram

sequenciadas 26 para gyrA, 37 para rpoB e 38 para folP1.
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Para as 26 amostras gyrA positivas, 19 apresentaram uma mutacéo
silenciosa (297C>T) no sequenciamento. Ao analisar as fitas correspondentes do
teste comercial, 5 tiveram o M. leprae nao detectado e 3 tiveram desaparecimento
da banda selvagem e auséncia de banda mutante, indicando presenca de mutagao,
entretanto ndo daquelas detectadas pelo produto e 11 mostraram-se sensiveis (com
presenca da banda selvagem) (TABELA 10 e FIGURA 20). Estes dados mostram-se
concordantes com o resultado de sequenciamento, visto que a mutagao

contemplada na fita GenoType nao foi detectada no Sanger.

TABELA 10 — AMOSTRAS SEQUENCIADAS PARA O GENE GYRA E SEUS ACHADOS FRENTE A
ANALISE NO TESTE MOLECULAR GENOTYPE LEPRAEDR®.

N Sanger: Mutacoes GenoType LepraeDR®: mutagoes
identificadas identificadas
5 - Auséncia de deteccao de M. leprae.
gyrA 26 19 (297C>T) = 3 - Auséncia da banda selvagem e da
silenciosa banda mutante.
11- Sensiveis: presenga de banda
selvagem.

Legenda: Achados no sequenciamento Sanger frente ao teste molecular GenoType LepraeDR®.
Auséncia de M. leprae: auséncia da banda ML. Sensivel: Presenga da banda selvagem para o alvo
de interesse.

FIGURA 20. FITAS GENOTYPE LEPRAEDR® - DEMONSTRAGCAO DAS TRES CONDIGOES
DESCRITAS PARA AS AMOSTRAS AVALIADAS EM SEQUENCIAMENTO DO ALVO GYRA.
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FONTE: FITA OBTIDA A PARTIR DO ENSAIO GENOTYPE LEPRAEDR®.
LEGENDA: SENSIVEL: presenca da banda selvagem para o alvo de interesse. AUSENCIA DE M. LEPRAE:
auséncia da banda ML. AUSENCIA DA BANDA SELVAGEM gyrA: auséncia da banda gyrA WT.
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Para as 37 amostras rpoB, apenas 1 apresentou mutagao silenciosa no
sequenciamento (1386T>C), dupla populacédo. Ao analisar sua fita correspondente,
nao houve detecgcao de M. leprae (auséncia - banda ML) (TABELA 11 e FIGURA
21).

TABELA 11 — AMOSTRAS SEQUENCIADAS PARA O GENE RPOB E SEUS ACHADOS FRENTE A
ANALISE NO TESTE MOLECULAR GENOTYPE LEPRAEDR®

N Sanger: Mutagodes GenoType LepraeDR®
identificadas
rpoB 37 1(1386T>C) = Auséncia de M. leprae nesta amostra
silenciosa

Legenda: Achados no sequenciamento Sanger frente ao teste molecular GenoType LepraeDR®.
Auséncia de M. leprae: auséncia da banda ML. Presenca de banda no alvo folp7 devido a este ser
comum em micobactérias saprofitas.

FIGURA 21. FITA GENOTYPE LEPRAEDR® CORRESPONDENTE A AMOSTRA COM MUTAGAO
SILENCIOSA DE ACORDO COM O SEQUENCIAMENTO DO ALVO RPOB.
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FONTE: RESULTADO OBTIDO A PARTIR DO ENSAIO GENOTYPE LEPRAEDR®.
LEGENDA: AUSENCIA DE M. LEPRAE: auséncia da banda ML.

OBS.: Presencga de banda no alvo folP1 devido a este ser comum em micobactérias saprofitas.

Para as 38 amostras folP1, 6 apresentaram mutacdes silenciosas, sendo 5
em 288G>A e 1 em 300C>T. Além destas, 6 apresentaram alteragao de aminoacido
e dupla populagéo, sendo 2 em p.75E>G, 1 em p.88T>M, 1 em p.94R>Q, 1 em

p.97L>M e 1 em p.101T>A. Ao analisar suas fitas correspondentes, 10 destas foram
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sensiveis e 2 mostraram auséncia do M. leprae (auséncia da banda ML) (TABELA

12 e FIGURA 22).

TABELA 12 - AMOSTRAS SEQUENCIADAS PARA O GENE FOLP1 E SEUS ACHADOS FRENTE A
ANALISE NO TESTE MOLECULAR GENOTYPE LEPRAEDR®.

Sanger:
N Mutacgoes
identificadas

Alteragoes de

aminoacidos

GenoType LepraeDR®

2emp.75E>G 2 - Auséncia de detecgao de M.
1em p.88T>M leprae.
Folp1 38 5 (288G>A) 1em p.94R>Q 10 - Sensivel: presenca de banda
1 (300C>T) = 1emp.97L>M  selvagem.
silenciosa 1em
p.101T>A

Legenda: Achados sequenciamento Sanger frente ao teste molecular GenoType LepraeDR® (fitas
reais obtidas a partir do ensaio). Auséncia de M. leprae: auséncia da banda ML.

FIGURA 22. FITAS GENOTYPE LEPRAEDR® - DEMONSTRAGAO DAS DUAS CONDICOES
DESCRITAS PARA AS AMOSTRAS AVALIADAS EM SEQUENCIAMENTO DO ALVO FOLP1.
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FONTE: FITA OBTIDA A PARTIR DO ENSAIO GENOTYPE LEPRAEDR®.
LEGENDA: AUSENCIA DE M. LEPRAE: auséncia da banda ML. SENSIVEL: presenga da banda selvagem para
o alvo de interesse. OBS.: banda folP1 MUT desconsiderada devido a intensidade ser inferior a intensidade da

banda controle universal.

Nenhuma mutagcdo nos genes alvos folP1, rpoB e gyrA relacionados a
resisténcia medicamentosa na hanseniase foi detectada por qualquer uma das duas
estratégias testadas (GenoType LepraeDR® e sequenciamento génico dos produtos
de gPCR). A principal limitagdo do presente estudo reside na auséncia de cepas
resistentes de M. leprae para analise direta do desempenho dos testes indices no
diagndstico de resisténcia medicamentosa na hanseniase. Alternativamente, foram
utilizados dados de acuracia diagnostica para extrapolar a estimativa de

desempenho dos testes no diagndstico de resisténcias.
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Além do exposto acima e de acordo com a literatura, conforme mencionado
no relatério de recomendagdes CONITEC, o teste GenoType LepraeDR® mostra-se
promissor na deteccao de resisténcia. No estudo de Cambau et al., (2010), foi obtida
concordancia total entre os resultados do teste GenoType LepraeDR® frente ao
método referéncia coxim plantar de camundongo (14 amostras classificadas como
resistentes a rifampicina e 77 sensiveis a esse farmaco, o que significou
sensibilidade de 100% (77% - 100%; 1C95%) e especificidade de 100% (95% -
100%; 1C95%), bem como, no estudo de Cambau et al., (2012), em que foi obtida
concordancia total entre os resultados do teste GenoType LepraeDR® frente ao
método referéncia sequenciamento genético (16 amostras resistentes e 104
sensiveis a rifampicina, o que significou sensibilidade de 100% (79% - 100%;
IC95%) e especificidade de 100% (97% - 100%; 1C95%) (BRASIL, 2021c). Para
maior conhecimento da capacidade de deteccdo de resisténcias pelo ensaio
GenoType LepraeDR® em amostras brasileiras, sugere-se o aumento do numero
amostral investigado, bem como busca de amostras resistentes que contemplem as
mutacgdes investigadas por este produto, pois estas n&o estiveram presentes na
amostra populacional deste estudo.

Em relacdo a viabilidade econbmica, o relatério de recomendacdes
CONITEC elaborou uma profunda analise do impacto or¢camentario ao implementar
0 ensaio GenoType LepraeDR® no SUS, o qual representa um custo-minimizagéo
31,26% menor em relagdo ao sequenciamento genético atualmente realizado. Ja na
analise de impacto orgamentario, mantendo-se os critérios atuais para investigagao
de resisténcia, estima-se reducdo de aproximadamente R$ 3,4 milhdes na alocacao
de recursos (BRASIL, 2021c). Em paises onde multiplos testes internos sao
inviaveis devido aos custos e devido as regulamentagdes locais, o protocolo em
série proposto aqui mostra-se estrategicamente interessante para o diagndstico da
hanseniase e a deteccdo simultdnea de suas resisténcias medicamentosas.
Recomenda-se continuidade investigativa de sua acuracia na detecgdo de

resisténcias.
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7 CONCLUSOES

e O teste Molecular GenoType LepraeDR® e a qPCR do alvo rpoB foram os
unicos capazes de atingir 100% de especificidade diagnodstica.

¢ A performance do teste Molecular GenoType LepraeDR® foi semelhante
ao qPCR do gene rpoB e foi mais especifico e menos sensivel que o
RLEP, folP1, nested rpoB, gyrA e nested gyrA.

e A melhor acuracia foi alcangcada com o teste RLEP, no entanto sua
aplicacao na identificacdo de individuos acometidos por hanseniase pode
levar ao tratamento de individuos falso positivos devido sua especificidade
de 85%.

e O protocolo em série, GenoType LepraeDR® seguido da qPCR nested
rpoB, melhorou a acuracia do ensaio e mostrou-se uma estratégia pratica
e de possivel execucao, contribuindo no monitoramento de resisténcia a
rifampicina.

e Corroborando com o descrito em literatura, os testes indice moleculares
avaliados neste estudo ndo foram capazes de detectar de maneira efetiva
amostras com indice baciloscopico igual ou inferior a 2+.

e Nenhuma mutagdo nos genes alvos folP1, rpoB e gyrA relacionados a
resisténcia medicamentosa na hanseniase foi detectada pelas duas
estratégias testadas (GenoType LepraeDR® e sequenciamento génico).

e A principal limitagcdo do presente estudo reside na auséncia de cepas
resistentes de M. leprae.

e Para maior conhecimento da capacidade de detecgao de resisténcias pelo
ensaio GenoType LepraeDR® em amostras brasileiras, sugere-se o
aumento do numero amostras investigado, bem como a busca em bancos
por amostras resistentes que contemplem as mutagdes investigadas por

este produto.
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DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 2.790.707

Apresentacio do Projeto:

Por meio de um estudo transversal analitico de rastreio pretende-se detectar a presenca ou n3o de
mutacdes genéticas de resisténcia bacteriana a nfampicina, dapsona e ofloxacina em pacientes hansénicos
com baixo indice baciloscopico.

Objetivo da Pesquisa:

Monitorar a incidéncia de alteragfes moleculares associadas a resisténcia do M. Leprae a nfampicina,
dapsona e ofloxacina em pacientes com indice baciloscopico baixo atendidos no Hospital Universitario de
Brasilia — HUB além, de avaliar a presenca de mutagdes genéticas entre isolados de Mycobactenum leprae
de pacientes hansenianos; Detectar fatores clinicos que possam influenciar no desenvolvimento de
resisténcia genética ou clinica ao esquema substitutivo contendo ofloxacina;e descrever fatores
demograficos desta populacio.

Avaliacido dos Riscos e Beneficios:

Os= niscos inerentes a pesquisa podem resultar do procedimento de bidpsia incisional ou baciloscopia como
dor, hematoma, sangramento e infecgio.Os pesquisaores relatam gque minimizarde este nsco utilizando
apenas amostras [a coletadas para realizagio da identificagio do agente etiologico por reagio em cadeia da
polimerase, exame de rotina no ambulatono de dermatologia e que ndo serdo realizadas biopsias adicionais
e sim processamento adicional de bidpsia ja coletada.Os beneficios do estudo consistem em melhor
monitorizacdo (molecular) do
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diagndstico e do fratamento, bem como possivel reconhecimento precoce de casos de faléncia terapéutica.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Considerando que pacientes com menor carga bacilar sejam de suma importincia, uma vez que casos
secundarios de resisténcia bacteriana apresentardo recidivas ou recorréncias com formas de doencas
apresentando menor nimero de bacilos. A pesquisa mostra-se relevante por realizar o monitoramento da
resisténcia bacteriana em pacientes com baixe indice baciloscopico.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéio obrigatdria:

O projeto encontra-se bem instruido e de acordo com a resolugio 466/12 do CNS com TCLE adequade,
critérios de exclusdo e inclusdo e nscos e beneficios bem delineados.

Recomendagdes:

(O parecer,salvo melhor juizo do colegiado, & pela aprovaco.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Projeto apreciado na 5% ReuniZo Ordinarnia do CEP-FM-UnB-2018. Apds apresentacio do parecer do (a)
Relator (a), aberta a discuss3o para os membros do Colegiado. O projeto foi Aprovado.

De acordo com a Resolucio 466/2012-CONEP/CNS, itens X.1. - 3.b. e Xl. -2.d, este Comité chama a
atencdo da cobrigatoredade de envio do relaténo parcial semestral e final do projeto de pesquisa para o CEP
-FM, através de Motificacdes submetidas pela Plataforma Brasil, contados a partir da data de aprovac3o do
protocolo de pesquisa.
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