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RESUMO

Introducgao: A resisténcia antimicrobiana na hanseniase ¢ um problema crescente, e o impacto
de pacientes com baixos indices baciloscopicos (IBs) na sensibilidade dos testes moleculares ¢
desconhecido. Objetivamos avaliar a sensibilidade do sequenciamento genético para a detecgao
de mutagdes relacionadas a resisténcia antimicrobiana do Mycobacterium leprae em pacientes
com baixos IBs por meio de um modelo analitico. Métodos: Pacientes com hanseniase foram
incluidos e divididos em dois grupos dependendo do Bis ((=2+ e < 2+). As sensibilidades dos
dois métodos de extracdo de DNA foram comparadas ap6s amplificacdo e sequenciamento do
elemento repetitivo (RLEP), folP1, rpoB e gyrA do M. leprae. Resultados: Incluimos 56
pacientes com hanseniase: 35 tinham IBs menor que 2+ (22 tinham baciloscopia negativa) e 21
pacientes com IBs maior ou igual a 2+. A sensibilidade da amplificagdo do alvo RLEP e do
sequenciamento génico de folP1, rpoB e gyrA foi de 50 a 70% menor em pacientes com IB
menor que 2+ e foi significativamente reduzida em pacientes com IBs mais baixos para todos
os alvos (p <0,001). Um paciente apresentava uma mutacao no gene folP1 e 14 pacientes tinham
mutagdes no gene gyrA, mas nenhuma mutagdo relacionada a resisténcia antimicrobiana foi
encontrada. Conclusdes: Podemos concluir que a sensibilidade dos testes moleculares esta
diretamente relacionada ao IB, mas esses testes ainda podem detectar até 20% dos alvos em
pacientes com IBs <2+. Devem ser desenvolvidas novas estratégias para facilitar a detec¢do da
resisténcia antimicrobiana em pacientes com hanseniase e critérios clinicos razodveis para o

acompanhamento e a introdugdo de tratamentos alternativos.

Palavras-chave: Hanseniase; Teste de sensibilidade microbiana; Reacdo em cadeia da

polimerase; terapéutica.



ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance in leprosy is an emerging problem, and the quantitative
impact of low bacilloscopic indexes (BIs) on the sensitivity of molecular tests is unknown. We
aimed to evaluate the sensitivity of gene sequencing for the detection of mutations related to
antimicrobial resistance in Mycobacterium leprae in patients with low Bls using an analytical
model. Methods: Leprosy patients were included and divided into two groups depending on
their Bis (=2+ and < 2+). The sensitivities of the two DNA extraction methods were compared
after amplifying and sequencing the repetitive element (RLEP), folP1, rpoB and gyrA in M.
leprae. Results: We included 56 leprosy patients: 35 had Bis less than 2+ (22 had negative slit-
skin smear [SSS] results) and 21 patients with Bls greater than or equal to 2+. The sensitivity
of the amplification of the RLEP target and the gene sequencing of folP1, rpoB and gyrA was
50 to 70% lower in patients with a BI less than 2+ (Table 5) and was significantly reduced in
patients with lower Bls for all targets (p<0.001). One patient had a mutation in the folP1 gene,
and 14 patients had mutations in the gyrA gene, but no mutations related to antimicrobial
resistance were found. Conclusions: We can conclude that the sensitivity of molecular tests is
directly related to the BI, but these tests can still detect up to 20% of the targets in patients with
BlIs < 2+. New strategies to facilitate the more sensitive detection of antimicrobial resistance in
leprosy patients and reasonable clinical criteria for follow-up and the introduction of alternative

treatments must be developed.

Keywords: Leprosy; Microbial Sensitivity Tests; Polymerase Chain Reaction; Therapeutics.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa contagiosa, transmissivel, de evolucao lenta
causada por uma micobactéria denominada Mycobacterium leprae. A doenga acomete
preferencialmente o sistema nervoso periférico para depois acometer a pele, interessando a
qualquer especialidade médica, por acometer diversos Orgdos e sistemas, levando a
incapacidade inestéticas e funcionais. A hanseniase também denominada como leprosy (inglés),
lepre (francés), mal de Hansen (MH), foi eliminada em diversos paises do mundo, mas ainda ¢
endémica nos paises em desenvolvimento. No Brasil, o termo lepra deixou de ser adotado por
conta do seu teor estigmatizante, sendo assim, substituido por hanseniase (LIMEIRA,
Omesina Maroja e colab., 2013) e (Belda e Junior, e colab.,2014) e (Lei que dispdes sobre a
terminologia oficial relativa ‘a hanseniase e d4 outras providéncias, nimero 9.010, de 29 de

margo de 1995.)

E uma patologia que apesar de ser vista como ramo da dermatologia, ela deve ser
de interesse de qualquer especialidade na area da saude, por tratar-se de uma doenga que
independe da classe social, pode comprometer varios o0rgdos e sistemas, além de causar
incapacidades fisicas e inestéticas nos pacientes que ndo foram precocemente tratados. A
hanseniase ¢ um grave problema de satde publica pois pode resultar na incapacidade fisica
permanente, além de apresentar altos niveis endémicos com distribuicdo variada nas diferentes
regides do pais, fatores que geram dificuldades para o seu controle epidemioldgico (Diretrizes
para vigilancia, aten¢do e eliminacdo da hanseniase como problema de saude publica,

Ministétio da Saude, 2016).
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1.1. Historico da hanseniase

Acredita-se que as micobactérias surgiram ha cerca de 150 milhdes de anos, mas a
época do aparecimento exato da hanseniase ndo ¢ conhecida, porém foi identificada em mumias
de cristdos no Egito da Historia Antiga do século V e VI antes de Cristo (BARBERIS e colab.,
2017). O Micobacterium leprae foi a primeira bactéria descrita como patdégena para o homem,
descoberta por Hansen em 1873. Documentos historicos ja relacionaram a hanseniase como
castigos divinos, o que fortalece a constante segregacao social e o preconceito enfrentado pelos

pacientes acometidos (LASTORIA e DE ABREU, 2014).

No Brasil, os primeiros relatos da hanseniase sdo provenientes da época da
colonizagdo, a hanseniase foi trazida para as Américas pelos colonizadores espanhois e
portugueses e, ainda pelos escravos africanos. Condi¢des sanitarias desfavoraveis e a falta de
recursos econdmicos enfrentados por grande parte da populacdo brasileira culminam na
manuten¢do da doenga como problema grave de saude publica, até os dias atuais. Até o século
XX, a politica de controle da doenca era baseada no isolamento compulsorio dos pacientes
acometidos visando assim, o controle da transmissdo. Esta politica de isolamento mostrou que,
além de violar de forma irreversivel os direitos humanos dos pacientes acometidos, ndo tinha
efetividade cientifica comprovada. Cabe aqui lembrar que paises desenvolvidos como os paises
do bloco europeu reduziram dramaticamente a incidéncia da hanseniase com politicas de saude
publica, mesmo antes do advento do tratamento antibioticoterdpico efetivo (Organizacao

Mundial da satde-OMS, 2016).

Até meados do século XX, ndo existia tratamento efetivo contra a hanseniase.
Diversas descrigdes podem ser encontradas incluindo o uso de plantas medicinais e de dleos

para inje¢do subcutanea. Nenhum destes tratamentos mostrou-se realmente benéfico para os

16



pacientes acometidos. Na década de 1940, a sulfona foi introduzida como monoterapia para o
tratamento da hanseniase e persistiu como o tratamento padrdo até a década de oitenta (SAGA
e YAMAGUCHLI, 2009). O desenvolvimento de estratégias para antibioticoterapia representou
uma grande mudanga para o histérico da hanseniase que a partir deste momento tornou-se uma

doenca curavel (ANDRADE e colab., 2021).

1.2. Epidemiologia da hanseniase

A hanseniase afeta mais de 120 paises e anualmente tem 200.000 novos casos
reportados mundialmente (ORGANIZATION, 2020). Por ser uma doenga que pode resultar em
incapacidades fisicas torna-se estigmatizante e discriminativa. Fatores climaticos, nutricionais,
econdmicos, movimentos migratorios, e, principalmente, terapia inadequada, facilitam a
propaga¢do da endemia. Estes fatores justificam a atual epidemiologia e concentragdo de casos
reportados mundialmente. Brasil, India e a Indonésia sdo os paises que em 2019 apresentaram
uma incidéncia de mais de 10.000 novos casos de hanseniase, evidenciado na Figura 1
(Organizagao Mundial da Saude, 2020) .No ano de 2020, a pandemia da COVID-19 prejudicou

muito as ja dificeis estratégias de detec¢do e controle da doenca (Figura 1).
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Figura 1 - Epidemiologia da hanseniase no ano de 2019

Fonte: Organizacdo Mundial da Satide (OMYS).

Conforme os dados apresentados pela OMS, o Brasil ¢ o pais com maior
concentracgdo de casos pela populagdo total e especialistas ainda acreditam que a subnotificagao
¢ um problema existente. Entre os anos de 2015 e 2019 o Brasil detectou 137.385 novos casos
de hanseniase. No ano de 2019 somente, o Brasil reportou a OMS 27.864 novos casos de
hanseniase (Organizagdo Mundial da Saude, 2019) . Esta taxa de deteccdo vem se mantendo
relativamente estavel nos ltimos 5 anos, apesar dos grandes esforcos de educagao realizados

pelo governo brasileiro como evidenciada na figura 2.
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Fonte: Sinan/SVS/MS e IBGE.
FIGURAS Taxa de deteccao geral de casos novos de hanseniase por 100 mil habitantes segundo regiao de residéncia. Brasil, 2010 a 2019

Figura 2 — Taxa de detecgdo geral de casos novos de hanseniase.

Fonte: Sinan/SVS/MS e IBGE

Dados nacionais mostram que a hanseniase acomete principalmente homens (Sinam,
IBGE e Ministérios da satde de 2020). Esta populagdo vem sendo cada vez mais alvo de atengao
das autoridades publicas, uma vez que a populagdo masculina tem a tendéncia de procurar
menos por atencao em saude. Pouco sabe-se sobre essa preferéncia da hanseniase para o sexo
masculino,mas fatores hormonais ndo podem ser excluidos e fica como uma das possiveis

hipototeses. (CERQUEIRA e colab., 2020).

O grafico anterior, mostra a taxa de deteccdo de novos casos de hanseniase no Brasil
por regides entre os anos de 2010 a 2019 (figura 2), e os graficos abaixo, a propor¢ao de novos
casos de hanseniase de 2010 a 2019 segundo o sexo e a faixa etaria (figura 3) e a propor¢ado de
novos casos de hanseniase de acordo com a escolaridade e a regido de residéncia entre 2010 e
2019 (figura4). Conclui-se que a hanseniase no Brasil, acometeu pessoas com menor nivel de
escolaridade e que possuiam condigdes sociais desfavoraveis, mantendo a cadeia de

transmissao paras os mais proximos e com convivio mais intimo.
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1.3.  Fisiopatologia da hanseniase e microbiologia do M. leprae

Atualmente, a hanseniase ¢ uma doenca endémica dos paises tropicais coincidindo
com o subdesenvolvimento e a pobreza dessas populagdes (NERY e colab., 2019). Para que
ocorra a infeccdo ¢ fundamental a interagdo entre fatores intrinsecos ao individuo
(suscetibilidade genética) e fatores ambientais (SHU KURIZKY e colab., 2020). NA literatura
atual, ha um déficit sobre informacgdes as caracteristicas genéticas do hospedeiro em relagdo a
imunidade ao patogeno. Ao que parece, a maioria (cerca de 90%) da populacdo ¢ geneticamente
resistente, por mecanismos ainda desconhecidos. Parte dos suscetiveis desenvolve a doenca
apos tempo prolongado de contato, que geralmente ¢ intradomiciliar. (Diretrizes para
vigilancia, atencdo e elimina¢do da hanseniase como problema de saude publica, Ministétio da

Saude, 2016).

Aqueles que desenvolvem a doenga passam por longo periodo de incubacdo (3 a 5
anos) e a seguir, pela fase inicial da hanseniase (3 a 5 anos) e ndo contagiosa, sem sequelas.
Posteriormente, alguns pacientes desenvolverdo as formas ditas paucibacilares representadas
por poucas lesdes e intenso dano neuroldgico enquanto outros desenvolverdo as formas
multibacilares caracterizadas por intensa infiltragcdo bacilar e pela transmissao da doenga (Guia

pratico sobre hanseniase-Ministério da satde, 2017).

A hanseniase ¢ causada pelo Micobacterium leprae, um parasita intracelular
obrigatdrio, com alta infectividade e baixa patogenicidade. Apresenta-se sob a forma de um
bastdo alcool-acido-resistente (BAAR), cora-se em vermelho pela fucsina (Ziehl-Neelsen) em
esfregaco de lesdes habitadas, tem reproducao muito lenta (12 a 14 dias) e afinidades por células
do tecido cutaneo e nervos periféricos. O bacilo ndo ¢ cultivado em meios artificiais, mas apenas

em culturas de tecidos vivos (ANDRADE e colab., 2021). O bacilo tem preferéncia por areas
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mais frias do corpo como nariz, testiculos e locais onde os nervos se encontram muito proximos

a pele.

Por ser um bacilo que ndo cresce em meios de culturas artificiais possui uma
dificuldade para comprovar a infec¢@o nos tecidos e nos experimentos para avaliar a efetividade

das medicamentos usados para o seu tratamento.

1.4. Imunologia da hanseniase

O M.leprae € um bacilo gram-positivo, dlcool acido resistente, com tropismos para
os macrofagos e células de Shwann. Sua parede celular € rica em lipidios, particularmente o
acido micolico e o glicolipidio fenolico 1 (PGL-1) (TABOURET e colab., 2010). O PGL-1 tem
a funcdo de mediar a entrada do bacilo nos macrofagos, ao ligar-se a proteina C3 do
complemente, pela via de receptores CR1, CR3 e CR4, ajudando ao escape dos fagolisossomo.
O PGL-1 dentro dos monocitos desempenham um papel de imunossupressao, colaborando para

a sobrevivéncia do bacilo no meio intracelular (TABOURET e colab., 2010).

Na imunologia humana, os macrofagos sdo classificados em 2 grandes grupos M1
e M2, de acordo com a resposta imune Th (Th1l e TH2, respectivamente). O M2 associa-se aos
receptores Th2 que estdo em quantidades elevadas presentes nos quadros de hanseniase
virchowiana. Nesse processo ocorre a estimulacdo de CD68 e CD163, arginase 1 além de

citocinas pro inflamatérias como a IL-10 e o TGF-8 (SHU KURIZKY e colab., 2020).

A resposta imunologica a infec¢do ¢ o melhor preditor para a forma clinica de
apresentacdo da doenga. O balango entre a resposta imune celular (Thl) e a resposta imune
humoral (Th2), apesar de explicar de forma muito simplista toda a resposta imunologica
existente , ainda explica de forma didatica as manifestagdes clinicas (GURUNG e colab., 2019).
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Pacientes que ap6s desenvolvimento da doenca apresentam resposta imune baseada em células
do polo Thl (predominio da resposta imune celular) vdo desenvolver lesdes restritas tanto na
pele quanto nos nervos. Por outro lado, pacientes que desenvolvem uma resposta humoral no
polo Th2, considerada inefetiva para a luta contra o bacilo, terd doenga difusa com grande
quantidade de parasitas. Entre estes dois polos estdo os pacientes dimorfos com caracteristicas

dos dois polos descritos.

1.5. Classificacdo da hanseniase

De acordo com a OMS e com o Ministério da Satide do Brasil para fins operacionais
de tratamento, os doentes sao classificados em paucibacilares (PB — presenca de até cinco lesdes
de pele com baciloscopia de raspado intradérmico negativo, quando disponivel) ou
multibacilares (MB — presenga de seis ou mais lesdes de pele ou baciloscopia de raspado
intradérmico positiva) O Brasil também utiliza essa classificacdo. Entretanto, alguns pacientes
ndo apresentam lesdes facilmente visiveis na pele, e podem ter lesdes apenas nos nervos
(hanseniase primariamente neural), ou as lesdes podem se tornar visiveis somente ap6s iniciado
o tratamento. Por isso a introducdo do tratamento PQT deve ser feita com bastante atengdo e
ndo deve ser postergado em caso de caso clinico confirmado. (Diretrizes para vigilancia,
aten¢do e eliminagdo da hanseniase como problema de satde publica, Ministétio da Satde,

2016).

A apresentacdo clinica da hanseniase dependerd da resposta imunologica Th1/Th2
apresentada pelo hospedeiro. A grande maioria dos pacientes tera as formas instaveis que
perfazem formas espectrais entre os dois distintos polos. Para auxiliar no seu diagnostico foi
criado no congresso em Madri de 1953 a Classificacdo de Madrid: hanseniase indeterminada

(PB), tuberculdide (PB), dimorfa (MB) e virchowiana (MB). Posteriormente, Ridley e Jopling
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pormenorizaram as formas dimorfas em tuberculoide-dimorfa, dimorfa-dimorfa e dimorfa-

virchowiana (FRADE e colab., 2017).

1.6. Hanseniase Indeterminada (paucibacilar)

De acordo com registros histdricos a hanseniase indeterminada ¢ a fase inicial de
qualquer forma espectral da hanseniase. Nos dias atuais uma minoria dos pacientes apresenta
esta forma clinica no momento do diagnostico (Diretrizes para vigilancia, ateng@o e eliminagao
da hanseniase como problema de satde publica, Ministétio da Satude, 2016).Trata-se de uma
forma considerada paucibacilar e inicial que acomete, de forma mais frequente, criangas e

adultos jovens, sugerindo um menor tempo de contato com a fonte infectante.

A forma clinica ¢ caracterizada por lesdo Unica, hipocrdmica com redu¢do da
sensibilidade térmica e dolorosa. A doenga faz diagndstico diferencial com a pitiriase alba,
patologia pediatrica benigna e auto-limitada, sem resultar em dano para o paciente. Acomete
pacientes atdpicos e visualmente a lesdo apresenta-se como macula hipocrémica com a presenga

de foliculos pilosos evidentes e, naturalmente, sensibilidade preservada.
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Figura 5- Demonstracgao clinica da hanseniase indeterminada.

Fonte: Guia pratico sobre a hanseniase / Ministério da Satude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis. —

Brasilia: Ministério da Saude, 2017. 68

1.7. Hanseniase tuberculdide (paucibacilar)

Apresenta-se clinicamente, por maculas ou placas de contornos bem delimitados,
hipocromicas, eritematosas ou acastanhadas com contornos circulares, anulares, circinadas ou
geograficas. Podem ser tnicas ou em pequeno nimero, com distribuicdo assimétrica. Os
distarbios de sensibilidade sdo bem acentuados além dos distirbios vasomotores e alteracdes
na sudorese (hipoidrose ou anidrose). Os troncos nervosos podem ser acometidos em pequeno
nimero, de maneira assimétrica, resultando em incapacidade fisica permanente. (Belda e
Junior,2014). Caracteriza-se por intensa resposta imune celular, Thl, nesses pacientes

acometidos que sdo incapazes, na maioria dos casos, em controlar a infec¢do espontaneamente.
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Figura 6 - Demonstragao clinica de acometimento neuroldgico localizado em paciente com
hanseniase tuberculdide — Garra ulnar.

Fonte: Acervo pessoal,2019.

1.8. Hanseniase dimorfa

As formas de hanseniase dimorfa foram pormenorizadas pela classificacdo de
Ridley e Jopling pois sdo consideradas as formas instdveis da doenga que podem, por vezes,
mimetizar caracteristicas tuberculdides e apresentam alta infiltracdo de bacilos, contribuindo

para a cadeia de transmissao.

A forma classica da hanseniase dimorfa consiste na apresentacao de diversas placas

eritematosas com centro relativamente poupado, configurando o aspecto de queijo suico. As
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lesdes podem ser mais localizadas e com baciloscopia negativa representando a forma dimorfo-
tuberculdide (Figura 7) ou podem ser menos proeminentes € mais infiltradas representando a
forma dimorfo-virchowiana (Figura 8). Trata-se da forma mais comum da doenca em nosso

pais.

Figura 7 - Demonstracdo clinica da hanseniase dimorfo-tuberculéide.

Fonte: Acervo pessoal,2019.
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Figura 8 - Demonstracdo clinica da hanseniase dimorfo-Virchowiana.

Fonte: Acervo pessoal,2019

1.9. Hanseniase virchowiana (multibacilar)

Trata-se da forma que mais contribui para a cadeia de transmissdo. Nesta
apresentacdo clinica da doenca hd uma completa ou parcial anergia aos antigenos bacilares.

Estes pacientes podem passar por anos como assintomaticos. (LIMEIRA, O.M. e colab., 2013).

Apresenta grande polimorfismo das lesdes. Inicialmente, sdo manchas muito
discretas, hipocomicas, multiplas e de limites imprecisos, que progressivamente tornam-se
eritematosas, eritemato-pigmantedas, vinhosas, ferruginosas e espessadas. Apds tempo
variavel, podem surgir lesdes solidas: péapulas, papulonodulares, nodulares, placas isoladas,
agrupadas e/ ou confluentes, simetricamente distribuidas, em geral poupando axilas, inguinais,

perineais e coluna vertebral. (BELDA JUNIOR, e colab, 2014)
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Com o evoluir da infec¢do, ocorre perda dos supercilios (madarose) e o
desenvolvimento de hansenomas caracterizados pela presen¢a de tumores colonizados por

bacilos sitiados em macréfagos espumosos. Nestes casos, a baciloscopia ¢ fortemente positiva.

1.10. Diagnostico da hanseniase

O diagnostico de casos de hanseniase ¢ essencialmente clinico e epidemiologico,
realizado por meio de anamnese, exame clinico para identificar lesdes ou areas de pele com
alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos, com alteragdes
sensitivas e/ou motoras e¢/ou autonomas (GURUNG e colab., 2019; TORRES ¢ colab., 2021;

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

Segundo as diretrizes para vigilancia, aten¢do e eliminacdo da hanseniase do
Ministério da saude de 2016, a defini¢do de caso de hanseniase, considera a apresentagao de
um ou mais dos seguintes sinais cardinais, a qual necessita de tratamento com Poliquimioterapia
(PQT) (Diretrizes para vigilancia, atencao e elimina¢ao da hanseniase como problema de satide

publica, Ministétio da Saude, 2016).:

* les@o(0es) e/ou area (s) da pele com alteragdo de sensibilidade térmica e/ou
dolorosa e/ou tatil; ou

» Espessamento de nervo periférico, associado a alteragdes sensitivas e/ou motoras
e/ou autonomicas; ou

* Presenca de bacilos M. leprae, confirmada na baciloscopia de esfregaco

intradérmico ou na biopsia de pele.
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A fim de avaliar e diagnosticar melhor e mais precisamente a hanseniase, os testes
sdo divididos em dois grandes grupos. O primeiro identifica diretamente o bacilo, como o
esfregaco de pele e os testes moleculares (GURUNG e colab., 2019). O segundo grupo
identifica as reagdes imunologicas do individuo ao bacilo, o que permitiu o desenvolvimento
de varias técnicas sorologicas, mas que apresentam resultados muito controversos (RAJU e
colab., 2014). Por ser um bacilo ndo cultivavel em meios de cultura artificiais, acaba por
dificultar a sua investigagdo, sendo a cultura in-vivo util para a detecgdo de resisténcia a drogas

e para o estudo de reservatorios em animais (SHEPARD, 1971).

Os exames histopatoldgicos sdo uteis no diagnostico e na classificagdo das formas
clinicas. O local escolhido para a biopsia cutdnea deve ser de uma lesdo espessada, papula ou
nddulo, ou a borda de uma mancha ou placa por serem locais mais ativos. A colheita do material
cutaneo se faz por punch de 4 mm, apds a assepsia e anestesia prévia do local a ser biopsiado.
As biopsias sdo processadas e os cortes histologicos sdo corados por corantes comuns (
hematoxilina e eosina) e especificos para o bacilo. (BELDA JUNIOR, 2014). A biopsia do
nervo ¢ uma ferramenta usada para o diagnostico de casos mais raros de hanseniase neural pura,
com certas restricdes para evitar sequelas e exames falso-negativos (PIMENTEL e colab.,

2004).

O exame microscopico de um esfregaco de pele, conhecida no Brasil como
baciloscopia, ¢ um teste que esta incluido na defini¢do de caso da OMS, entretanto cerca de
50% de todos os pacientes com hanseniase apresentardo resultados negativos para esse exame
(Guia de procedimentos técnicos: baciloscopia em hanseniase. ,Ministério da satude, 2010). A
baciloscopia ¢ um procedimento de facil execu¢do, mas que necessita de profissional capacitado
para a leitura da lamina, algo que ndo o impede de ser realizado em unidades bésicas de satde,
no primeiro momento da suspeita da hanseniase, ndo devendo, porém, ser considerada como

critério de diagndstico da hanseniase em caso de exame negativo (Organizagdo mundial da
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saude-OMS, 2016). O resultado positivo apesar de definidor de caso, ndo deve ser esperado

para o inicio do tratamento em um paciente com apresentacao clinica classica.

Para realizagdo do exame de baciloscopia, as areas selecionadas irdo depender da
presenca de lesdes visiveis ou areas com alteracao de sensibilidade, incluir as areas do l6bulo
auricular direito, 16bulo auricular esquerdo, cotovelo direito e cotovelo esquerdo. A técnica
consiste na realizacao do pregueamento do sitio de coleta, a fim de uma isquemia momentanea,
com uma ldmina de bisturi ¢ feito um corte na pele de 5 mm extensdo por 3 mm de
profundidade. Com uma ldmina, faz-se o raspado das intradérmico das bordas e do fundo da

incisdo, retirando quantidade suficiente e visivel de material.

O Indice Baciloscopico (IB), proposto por Ridley em 1962, baseia-se em uma
escala logaritmica com variagdo entre 0 a 6. E 0 método de avaliagio quantitativo mais correto
e utilizado na leitura da baciloscopia em hanseniase (Guia de procedimentos técnicos:

baciloscopia em hanseniase. ,Ministério da saude, 2010).

Escala Logaritmica de Ridley:

(0)— Auséncia de bacilos em 100 campos examinados.

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

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

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

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

(5+) — Presenca 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.
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O segundo grupo que realiza a detec¢do imunologica do hospedeitro ao bacilo, tem
seu representante no teste de reconhecimento do glicolipidio-fendlico- 1 (PGL-1), sendo o mais

especifico para os casos iniciais de hanseniase. (Belda Junior, et colab, 2014)

1.11. Tratamento da hanseniase

O tratamento da hanseniase ¢ realizado através da associa¢do de medicamentos
(poliquimioterapia- PQT) conhecidos como rifampicina, dapsona e clofazimina (Diretrizes para
vigilancia, atencdo e elimina¢do da hanseniase como problema de saude publica, Ministétio da
Sauade, 2016). Deve-se iniciar o tratamento ja na primeira consulta, apos a defini¢do do

diagnostico, se nao houver contraindica¢des formais.

Os pacientes PB e MB receberdo uma dose mensal supervisionada de 600 mg de
Rifampicina, 100mg de Dapsona e de 300mg de Clofazimina. Em casa, o paciente tomara 100
mg de Dapsona e 50mg de Clofazimina diariamente. O tempo de tratamento ¢ de 6 ou 12 meses
(cartelas) para pacientes PB ou MB respectivamente (Organizacdo Mundial da Saude-OMS,
2018). Caso a dapsona precise ser suspensa, devera ser substituida pela ofloxacina 400mg (na
dose supervisionada diariamente) ou pela Minociclina 100 mg (na dose supervisionada e

diariamente).

O Brasil, em 2017, relatou o maior nimero de casos retratados e
supervisionados (6887), seguido pela india (5332). Uma analise aprofundada do retratamento
para determinar as razdes para a descontinuag¢do do tratamento, melhoraria a adesdo, o uso
eficaz do medicamento e, até certo ponto, impediria o surgimento de resisténcia aos
medicamentos. Os dados disponiveis indicaram que, de 122.172 casos de hanseniase

multibacilar na coorte de 2017, 108.668 (89,0%) completaram um curso completo de

32



tratamento; dos 7.164 casos de hanseniase paucibacilar detectados em 2018, 6.732 (94,5%)
completaram o tratamento. As taxas de conclusdo do tratamento em alguns paises foram, no

entanto, abaixo do ideal.

1.12. Resisténcia medicamentosa na hanseniase

Nas décadas de 1950 e 1960, a dapsona foi o primeiro farmaco eficaz para o
tratamento da hanseniase e para prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos,
a combinacdo de antibidticos foi padronizada para o tratamento. Em 1981, a resisténcia a
dapsona estava disseminada e surgiram casos de resisténcia a rifampicina, o que induziu a OMS
a padronizar a poliquimioterapia (PQT) para hanseniase combinando a dapsona com a
rifampicina para todos os casos, mais a clofazimina para os casos multibacilares (ANDRADE

e colab., 2021).

A resisténcia a dapsona foi evidenciada como falha clinica na monoterapia de longa
duracdo, mas foi detectada por meio de testes laboratoriais apenas com o desenvolvimento do
modelo em pata de camundongo, pois o M. leprae ndo pode ser cultivado em nenhum meio
artificial, fato esse que dificulta a pesquisa de resisténcia medicamentosa. (MATSUOKA, 2010;

SHEPARD, 1971).

A poliquimioterapia continua sendo o esquema recomendado para o tratamento da
hanseniase. Embora as recidivas em pacientes tratados com PQT sejam raras, resisténcia
multipla foi eventualmente relatada em diferentes regides do mundo, com a descri¢do de cepas
de M. leprae resistentes a dapsona, rifampicina e ofloxacina concomitante a falha do tratamento
(ARAUJO e colab., 2017; KIM e colab., 2003; MANTA e colab., 2020; VEDITHI ¢ colab.,

2015). Anteriormente, o modelo de cultivo em pata de camundongo era o Unico método
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disponivel para testar a resisténcia do M.leprae aos agentes antimicrobianos. Este método ¢
complicado, demorado (os resultados estdo disponiveis somente apds 6 a 12 meses), caro e
requer uma equipe de laboratdrio altamente qualificada. Por esses motivos esse era um método

usado ocasionalmente.

Com o desenvolvimento da rea¢do em cadeia da polimerase e do sequenciamento
de DNA, foram identificados marcadores genéticos de resisténcia aos medicamentos na
hanseniase para rifampicina, dapsona e ofloxacina (antibiotico do grupo das quinolonas),
permitindo que os resultados estivessem disponiveis em poucos dias € com menor custo. Até o
momento, ndo ha testes moleculares para avaliar a resisténcia medicamentosa da clofazimina,
por esta apresentar um modo de acdo e resisténcia ainda desconhecidos (ANDRADE e colab.,
2021). A ofloxacina ¢ um antibidtico de segunda linha, recomendado em casos de resisténcia a
rifampicina ou nos casos de intolerancia a esta medicagdo. O teste molecular para resisténcia a
drogas envolveu a detec¢do de mutacdes em loci gendmicos definidos (regides determinantes
de resisténcia a drogas): folP1 para resisténcia a dapsona, rpoB para rifampicina e gyrA para

ofloxacina (FORBES e colab., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

A hanseniase ¢ uma doenca antiga, negligenciada por séculos. Apesar das tentativas
de erradicagdo pela OMS, a doenga ainda é endémica em varios paises, como o Brasil ¢ a India.
A associagdo de medicamentos para o seu tratamento, a poliquimioterapia, foi uma maneira de
evitar a resisténcia medicamentosa ,que pode dificultar ainda mais a eliminacdo dessa patologia.
Outro fato que dificulta a erradicagdo e a determinacao da resisténcia as medicagdes ¢ o fato do
bacilo de Hansen ndo ser cultivavel em meios de cultura artificiais, necessitante de testes lentos
e caros ou mais recentemente das técnicas de PCR e deteccdo do DNA para a determinagao

dessa resisténcia.

A resisténcia medicamentosa ¢ um problema grave para todas as doengas
infecciosas. Sendo mais dificil quando tratamos das micobactérias que sdo naturalmente
resistentes a grande maioria das drogas. Outro ponto limitante consiste no fato de que o agente
causal da hanseniase ainda ndo foi cultivado em meios artificiais. Isso dificulta ainda mais o
desenvolvimento de testes diagnosticos para a resisténcia medicamentosa. Nos dias atuais estes

testes sdo baseados na inoculagdo em pata de camundongo ou na identificagdo molecular.

Outro ponto a ser analisado sdo os pacientes com indice baciloscopico menores
que 2+, por necessitarem de uma investigagdo mais aprimorada para a resisténcia
antimicrobiana. Entretanto, os métodos de detecg¢ao de resisténcia in vivo como a cultura e o
sequenciamento genético possuem sérias limitagdes nessa populacdo, pois uma quantidade
reduzida de bacilos dificulta a realizagdo de culturas e do sequenciamento genético pelos

métodos tradicionais.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o comportamento do teste recomendado pela OMS, o sequenciamento
genético, para detecgdo de resisténcia microbiana ao M. leprae em pacientes com IB (indice

baciloscopico) menor do que 2 ( <2).

4.2 Especificos

A. Avaliar as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com hanseniase
atendidos no Hospital Universitario de Brasilia.

B. Avaliar a sensibilidade comparativa do teste de resisténcia entre pacientes com
indice menor e maior/igual a 2+.

C. Descrever as principais muta¢des encontradas na populacdo estudada.

D. Tecer comentérios sobre métodos para melhorar a sensibilidade da detec¢ao de

resisténcia medicamentosa na hanseniase.
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5. METODOLOGIA

Recrutamento

Os pacientes selecionados para o estudo sdo pacientes do Hospital Universitario de
Brasilia, Brasilia, centro-oeste do Brasil, um ambulatério especializado e referéncia no
diagnéstico e tratamento de pacientes com hanseniase, tendo, no maximo, 3 meses consecutivos
de tratamento, durante o periodo de agosto de 2018 e setembro de 2019. Todos os pacientes
foram analisados clinicamente para diagnoéstico e classificagdo da doenga. Foram utilizadas a
definicdo de caso utilizada pela OMS e as classificagcdes da doenga em operacional, Madri e de

Ridley e Jopling (FRADE e colab., 2017).

O recrutamento desses pacientes foi realizado por médicos especialistas em
dermatologia. Os exames laboratoriais foram realizados no laboratério de dermatomicologia-
UnB e do Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN-DF). Foram excluidos menores de
18 anos ou pacientes que ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Apds a
inclusdo, os pacientes foram divididos em 2 grupos, a depender dos indices baciloscopicos >2+

e menor que 2 (<2).

Baciloscopia

A baciloscopia foi realizada por profissional treinado na coleta da amostra. Foram
coletadas, em todos os pacientes, amostras de raspado da derme, por lamina de bisturi nimero
15 ap6s pregueamento da regido com pinga. Foram escolhidos 4 pontos de coleta incluindo dois
lobulos de orelha, 1 cotovelo e adicionalmente uma lesdo cutdnea ou outro cotovelo em
pacientes sem lesdo cutanea. As laminas foram fixadas por flambagem e apds coloragdo por
técnica de Fite-Faraco o indice baciloscopico foi aferido no Laboratério Central do Distrito
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Federal - LACEN-DF. A escala logaritmica foi utilizada para extratificacdo dos grupos (Guia

de procedimentos técnicos: baciloscopia em hanseniase. ,Ministério da saude, 2010).

Coleta de amostra e extracao do DNA.

Uma bidpsia incisional de 4 mm foi realizada pelo dermatolotologista
especializado, apos a realizagdo da assepsia, antissepsia e anestesia local com solugdo de
lidocaina a 2%. O local escolhido para a obtencdo da amostra foi a borda de uma lesao cutanea
infiltrada. Caso o paciente ndo apresentasse lesdes visiveis, o local selecionado seria a regido

posterior do 16bulo da orelha direita.

O fragmento coletado foi dividido verticalmente em 2 fragmentos menores para a
realizacdo de extragdo de DNA por 2 kits comerciais.: PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e NucleoSpin Tissue
XS (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Alemanha) conforme orientacdo dos

fabricantes.

PCR para M.Leprae

Primeiramente, os ensaios de PCR foram realizados com iniciadores para o alvo de
elementos de repeticdo (RELP) do M./leprae. Os alvos amplificados resultaram em 148 pares
de bases (Tabela 1). Reagdes foram realizadas em um volume final de 30 pL contendo 1x de
tampao, 0.2 mM dNTP’s, 1.5 mM MgCl, 1U Platinum Taq DNA Polymerase, 0.2 pM of de
cada iniciador (Invitrogen, Waltham, USA), agua ultrapura e 50 - 100 ng de DNA genomico.

A amplificacdo foi realizada em T100 Thermal Cycler (Bio Rad, Hercules, USA) com uma
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desnatura¢do inicial por 3 minutos a 94°C seguidos por 15 ciclos de 94°C de 30 segundos,
56°C por 30 segundos, 72°C por 30 s, em seguida 20 ciclos a 94°C por 1 min, 56°C por 30

s, 76°C por 1 min.
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Tabela 1 - Pares de Iniciadores usados em todas as reacdes em cadeia da polimerase

Tamanho
Alvo Iniciadores Sequéncias (pb) GC% Tm
RLEP RLEP-F 5-TGCGCTAGAAGGTTGCCGTAT-3" 148 5238  62.17
RLEP-R 5 -ATTTCTGCCGCTGGTATCGGT-3" 52.38  62.19
folP1  folP1-F1 5" - CTTGATCCTGACGATGCTGT - 3° 254 50.00 57.69
folP1R1 5" - CCACCAGACACATCGTTGAC - 3° 50.00 58.85
folP1  folP1-F2 5" - GATCCTGACGATGCTGTCCAG - 3° 242 57.14  60.54
folP1-R2 5" - ACATCGTTGACGATCCGTG - 3° 52.63 57.97
rpoB  rpoB-F1 5" - ACGCTGATCAATTATCCGTCC - 3° 345 47.62  58.24
rpoB-R1 5" - GTATTCGATCTCGTCGCTGA - 3° 50.00 57.33
rpoB  rpoB-F2 5" - CTGATCAATATCCGTCCGGT - 3° 255 50.00 56.89
rpoB-R2 5" - CGACAATGAACCGATCAGAC - 3° 50.00 56.65
gyrA  gyrA-F1 5" - ATGACTGATATCACGCTGCCA - 3° 390 47.62  59.59
gyrA-R1 5" - ATAACGCATCGCTGCCGGTGG - 3° 61.90 65.97
gyrA  gyrA-F2 5'- GATGGTCTCAAACCGGTACATC - 3° 225 50.00 58.80
gyrA-R2 5" - ACCCGGCGAATTGAAATTG - 3" 47.37  56.89

Legenda: RLEP = Elemento repetitive do Mycobacterium leprae, folP1 = alvo de resisténcia a

dapsona, rpoB = alvo de resisténcia a rifampicina, gyrA = alvo de resisténcia as quinolonas,

pb = pares de bases, Tm = temperatura de anelamento.
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Amplificacdo dos Alvos Genéticos De Resisténcia folP1, rpoB e gyra (nested

PCR)

Apds os dois kits apresentarem resultados RLEP positivo, foi realizado PCR para a
detec¢do de mutacdes que causam resisténcia com amostras extraidas do Kit PureLink Genomic
DNA. Os iniciadores selecionados para cada uma das drogas testadas (folP1 = dapsona; rpoB
= rifampicina e gyra = quinolonas) estdo descritos na Tabela 1. As rea¢des foram realizadas em
duas etapas a primeira com iniciadores mais amplos e a segunda no produto da primeira PCR
com alvos mais especificos configurando a técnica de nested PCR. A programagao para PCR
consistiu em 1 ciclo de 2 minutos a 94 °C, seguidos por 3 passos de ciclos de 30 segundos a 94
°C, e 30 segundos a 56 °C, e 30 segundos a 72 °C, em sequéncia 30 ciclos durante 5 minutos a
72 °C. O produto de todas as reacdes de PCR foi visualizadas em gel de agarose a 2% corado
com GelRED (Biotium, Fremont, USA) e para a purificacdo da sequéncia utilizamos

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Alemanha).

Sequenciamento genético dos alvos de resisténcia

O sequenciamento de folP1, rpoB e gyra foi realizado utilizando os produtos
obtidos na nested PCR. Portanto, 5 uL. do produto de PCR foram purificados com ExoSAP-IT
PCR Product Cleanup Reagent (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) por 5 min a 37 ° C.
Para cada gene, uma reagdo de sequenciamento foi preparada usando 3 pL de produto de PCR
purificado, 0,3 uM de primer e BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante. As andlises de sequenciamento foram
realizadas no ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies) no LACEN da SES-DF. As

sequéncias obtidas foram analisadas usando Sequencher Alignment Editor Software v. 4.1.4.
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(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, EUA) e comparadas com sequéncias conhecidas no

GenBank (National Center for Biotechnology Information, EUA).

Analise estatistica:

Todos os dados foram coletados e tabulados para planilhas especificas. Estatistica
descritiva foi feita por medidas de tendéncia central e dispersdao. Comparagao das frequéncias
foi realizada com o teste do Qui-quadrado ou por sua versdo exata quando cada casela tinha 5
ou menor numero de ocorréncias. A comparacao das variaveis numéricas se deu pelo teste t de

student quando a varidvel apresentou distribui¢do normal ou pelo teste MannWhitney.

Para as propriedades diagnodsticas, a sensibilidade foi calculada pelo nimero de
resultados positivos dentre os pacientes com quadro de hanseniase. Para a comparagdo entre a
concordancia entre dois testes diferentes nos mesmos pacientes utilizou-se o teste de Mcnemar
e também o coeficiente de concordancia de Kappa. A concordancia de Kappa foi interpretada
da seguinte forma: menor que zero = insignificante; entre 0 e 0,2 = fraca entre 0,21 ¢ 0,4 =

razoavel entre 0,41 e 0,6 = moderada, entre 0,61 e 0,8 = forte, entre 0,81 e 1 = quase perfeita.

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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Aspectos éticos:

O presente protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CAAE: 93119018.7.0000.5558). Todos

os pacientes foram incluidos ap6s assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido.
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6. RESULTADOS

No total, 56 pacientes foram incluidos no estudo, 35 com IB abaixo de <2 (22 com
baciloscopia negativa) e 21 pacientes com IB >2. Os dois grupos foram similares em relacao
ao sexo, regido demografica, idade e histdria previa de tratamento para hanseniase (Tabela 2).

O numero de pacientes que apresentaram rea¢ao hansénica foi maior no grupo com maior indice

baciloscopico (Tabela 2).
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Tabela 2 - Tabela comparando as caracteristicas demograficas de cada grupo conforme o

indice bacilosopico.

Indice Baciloscopico

Variavel >2 <2 Total p-valor
Sexo
M, n 17 20 37 0.086
F,n 4 15 19
Idade: Média 43.24 4431 4391 0.802
(DP) (14.68) (15.90) (15.32)
Tratamento prévio 11 15 25 0.678
(52%) (43%)
Reacoes 0.001
Tipo I 5 15 20
(23.81%) (42.86%) (35.71%)
Tipo 11 5 1 6
(23.81%) (2.86%) (10.71%)
Tipos I e Il 9 5 14
(42.86) (14.29%) (25.00%)
Nao 2 14 16
(9.52%) (40%) (28.57%)

Legenda: n = ntimero de pacientes, DP = desvio padrao.

A classificagdo operacional, a classificagdo de Madrid e a classificagdo de Ridley e

Jopling sdo mostradas na Tabela 3. Como esperado, os pacientes com um IB maior foram
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classificados com mais frequéncia como portadores de hanseniase Virchowiana, indicando que
os médicos provavelmente aplicaram os critérios de classificagdo de forma adequada. O IB nao
teve relagdo com o tipo de tratamento prescrito para hanseniase e nem com a prescricdo de
nenhum tratamento alternativo, provavelmente por se tratar de um instituto terciario em que
tem um viés elevado de pacientes com efeitos colaterais das medicacdes, pacientes com reagdes

hansénicas de dificil controle e paciente retratados, por exemplos. (Tabela 4).

A sensibilidade a amplificacdo pelo RLEP na PCR convencional para os alvos de
folP1, rpoB e gyra mostraram-se reduzidos de 50 a 70% nos pacientes com baciloscopia inferior
a 2+. Ambos os kits de extragdo apresentam sensibilidade similar na detec¢ao do M./leprae em
pacientes multibacilares (Teste de Mcnemar p-valor = 0.628), no entanto a concordancia dos
dois meios de extracdo ndo foi adequada para os pacientes com IB <2, o que sugere a
necessidade de métodos mais sensiveis para esses casos especials, que possuem uma indice

baciloscopico baixo. (Kappa = 37.86% 95%CI= 0.1183 - 0.6389; p=0.002) (Tabela 5).
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Tabela 3 - Tabela comparando as diversas formas clinicas de classificacdo da hanseniase em

grupos de acordo com indice baciloscopicos.

Indice Baciloscopico

Clacificaciao >2 <2* p-valor
Operacional

Paucibacilar 0 8 0.020
Multibacilar 21 27

Madri

Indeterminada 0 2 0.001
Tuberculoide 0 9

Dimorfa 6 15

Virchowiana 15 9

Ridley & Joplin

Indererminada 0 2 0.001
Tuberculoide-Tuberculoide 0 4

Tuberculoide-Dimorfa 0 5

Dimorfa-Dimorfa 3 14

Dimorfa-Virchowiana 3 2
Virchowiana-Virchowiana 15 8

* Incluindo pacientes com baciloscopia negativa.
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Tabela 4 - Diferencas relacionadas ao tratamento prescrito em pacientes estratificados pelo
indice baciloscopico.

Indice Baciloscopico

Variavel >2 <2 Total p-value
Tratamento prévio 11(52%) 15(43%) 25 0.678
Tratamento alternativo  11(52.38%) 16(45.71%) 27(48.21%) 0.136
ROM 2(9.52%) 0 2(3.57%)

OMS PQT-MB 8(38.10%) 19(54.29%) 27(48.21%)

Rifampicina 20(95.24%) 34(97.14%) 54(96.43%) 1
Dapsona 14(66.67%) 25(71.43%) 39(69.64%) 0.940
Clofazimina 21(100%) 34(97.14%) 55(98.21%) 1
Ofloxacina 12(57.14%) 16(45.71%) 38(67.86%) 0.581
Minocyclina 7(33,33%) 6(17,14%) 13(23,21%) 0.288
Moxifloxacina 2(9.52%) 6(17.14%) 8(14.29%) 0.696

Legenda: ROM = Rifampicina mensal + ofloxacina e minociclina didrias; OMS PQT-MB =

Poliquimioterapia padrdo definida pela Organizacdo Mundial da Saude.
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Tabela 5 - Sensibilidade e intervalo de confianca de 95% das técnicas diagnosticas e de detec¢do da resisténcia por grupos estratificados de
acordo com o indice baciloscopico.

Indice Baciloscopico

Test >=2 <2 0+ Total P-valor

PCR RLEP

PureLink Kit 19(90.48%) 15(42.86%) 9(40.90%) 34(60.71%)  <0.001
(71.09-97.35) (27.98-59.14)  (23.26-61.27)  (47.63-72.42)

Nucleospin TXS 19(90.48%) 12(34.29%) 7(31.81%) 31(55.35%)  <0.001
(71.09-97.35) (20.83-50.85)  (16.36-52.68)  (42.41-67.61)

Sensibilidade

complementar*

folP1 19(90.48%) 8(22.86%) 5(22.72%) 27(48.21%)  <0.001
(71.09-97.35) (12.07-39.02)  (10.12-43.44)  (35.67-60.99)

rpoB 19(90.48%) 7(20%) 3(13.64%) 26(46.43) <0.001
(71.09-97.35) (10.04-35.89)  (4.749-33.34)  (34.02-59.30)

gyrA 16(76.19%) 5(14.28%) 2(9.09%) 21(37.50%)  <0.001




(54.91-89.37)  (6.26-29.38)  (2.529-27.82)  (26.01-50.59)

* Legenda: PureLink = PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA);
Nucleospin TXS = NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, GmbH & Co. KG, Diiren, Germany); folP1 = alvo de resistancia a dapsona,

rpoB = alvo de resisténcia a rifampicina, gyra = alvo de resisténcia as quinolonas.
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Em pacientes com baciloscopia negativa, embora o PureLink Genomic DNA Mini
Kit parega resultar em uma deteccdo mais sensivel do RLEP (sensibilidade = 40,90%; IC 95%
=23,26-61,27) do que o kit NucleoSpin Tissue XS (sensibilidade = 31,81%; IC 95% = 16,36-
52,68), essa diferenca ndo foi significativa (valor de p de McNemar = 0,505); a estatistica de
concordancia Kappa também ndo foi satisfatéria para esta comparacdo (Kappa = 0,1538;
1C95% = 0,20-0,75; p = 0,450), significando que as duas técnicas de extragdo podem ter

propriedades complementares.

Também observamos uma reducdo significativa na sensibilidade da detec¢cdo de
folP1, rpoB e gyrA em pacientes com um IB menor que 2+. Essa reducdo na sensibilidade foi
ainda maior em pacientes com resultados negativos de baciloscopia. A PCR nested foi capaz
de amplificar apenas 10 a 40% dos alvos genéticos em pacientes com IB menor que 2+.
Nenhuma mutacdo relacionada a resisténcia antimicrobiana foi encontrada nas amostras
analisadas. Apenas um paciente apresentou mutagao de substitui¢do no gene folP1 ((c.288G>A;
p.Ala9). Nao encontramos mutagdes no gene rpoB. Quatorze pacientes tiveram mutagdes de
exclusdo-insercao no gene gyrA (c.352 353delinsAA; p.Gly118Asn), e dez pacientes tiveram

uma mutagdo de substitui¢do no mesmo gene (c.297C>T; p.Arg99=).



7. DISCUSSAO

O surgimento de cepas de M. leprae resistentes a antimicrobianos ¢ considerado
uma ameaga a saude publica. A OMS fez recomendagdes especificas sobre a vigilancia da
resisténcia antimicrobiana, que ¢ um problema sério associado a grande maioria das doengas
infecciosas devido ao investimento inadequado no desenvolvimento de novos medicamentos
(Organizagdo mundial da satde-OMS, 2015). Embora uma recente revisdo sistematica da
literatura com meta-anélise demostrou que a prevaléncia de resisténcia antimicrobiana em M.
leprae ndo aumentou na ultima década, devemos considerar que, at¢ o0 momento, ndo existe
teste ja desenvolvido que possa ser considerado como padrao ouro para o reconhecimento de
resisténcia bacteriana na hanseniase (ANDRADE e colab., 2021). Por isso um constante

monitoramento por meio de vigilancia clinica e laboratorial sdo recomendados.

Este estudo identificou uma limitagdo clara dos testes usados para detectar a
resisténcia antimicrobiana na hanseniase: tais testes ndo foram sensiveis em todos os pacientes
com baixos indices baciloscOpico. A presenca de inibidores da PCR e a baixa carga de DNA
das amostras podem reduzir a sensibilidade da PCR. Outros obsticulos que podem reduzir a
sensibilidade da PCR incluem a ocorréncia de mecanismos de resisténcia nao relacionados a
mutagdes no DNA e a ocorréncia de mutagdes ainda ndo descritas na literatura. Essas limitagdes
também, em parte, sdo validas para a cultura do M. leprae na pata de camundongo porque uma
baixa concentracao da bactéria ndo produzird um crescimento satisfatério em modelos animais.
Essas limitagdes ndo significam que pacientes com IBs baixos ndo sejam afetados por cepas de

M. leprae resistentes.

Na verdade, os pacientes com resisténcia parcial a um ou mais medicamentos ou
com infec¢des simultdneas por cepas resistentes e sensiveis de M. leprae podem atingir uma

redugdo significativa em seus IBs com a PQT, mas podem desenvolver recaidas tardias apos a
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selecdo e replicacdo de cepas resistentes. Acredita-se que a PQT seja parcialmente efetiva para
os bacilos de cepas resistentes, negativando a baciloscopia e posteriormente gerando recidivas
tardias. Trata-se de uma ocorréncia de dificil monitoramento, uma vez que a defini¢do clinica

de cura completa também ¢ imprecisa.

Estratégias mais sensiveis para a detec¢do de resisténcia antimicrobiana do M.
leprae devem ser desenvolvidas e utilizadas para vigilancia no nivel populacional (GOMES e
colab., 2015; SEVILHA-SANTOS e colab., 2018). Técnicas como PCR em tempo real sdo
alternativas interessantes (ARAUJO e colab., 2017). A PCR em tempo real seguida por analise
de curva melting ou o pelo uso de sondas TagMan especificas provavelmente resulta em
resultados mais sensiveis do que os alcancados pela PCR convencional seguida do
sequenciamento genético. No entanto, de acordo com uma recente revisdo sistematica da
literatura, a validagdo desses testes ainda ¢ necessaria em estudos de acurdcia bem delineados

(ANDRADE e colab., 2021).

Embora existam estratégias alternativas, ¢ provavel que nenhuma técnica atinja
100% de sensibilidade na detecgao de resisténcia antimicrobiana do M. leprae. Esse fato aponta
para a necessidade de critérios clinicos para orientar a selecdo de tratamentos alternativos em
casos suspeitos de resisténcia (CHAGAS e colab., 2021). Antes de iniciar um tratamento
alternativo, os clinicos devem primeiro excluir completamente a possibilidade de reinfec¢ao e
garantir se a adesdo ao tratamento padrao foi adequado (GITTE e colab., 2018; STEFANI e
colab., 2017). Portanto, a reavaliacdo dos contatos domiciliares e uma investigacao detalhada
da historia clinica do paciente sdo essenciais antes que qualquer tratamento alternativo possa
ser considerado para os pacientes com testes inconclusivos para resisténcia antimicrobiana. Em
casos suspeitos de recidiva clinica com resultados de teste de resisténcia antimicrobiana
inconclusivos, sem evidéncia de reinfeccdo e adesdo adequada ao tratamento anterior, novos

critérios clinicos orientando o acompanhamento e o inicio de tratamentos alternativos devem
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ser desenvolvidos. Os critérios tradicionais utilizados antes da introducdo da PQT, como
infiltracdo da lesdo cutanea e avaliagdo seriada do IB, podem ndo ser adequados se utilizados
isoladamente devido a sua imprecisdo e ao longo tempo necessario para que esses métodos

apresentem alteracdes perceptiveis.

Na presente populacdo, nenhuma mutagdo relacionada a resisténcia descrita
anteriormente foi encontrada. Esse resultado sugere que a PQT recomendada pela OMS
continua sendo uma medida importante e custo-efetiva de controle da doenga. A introdugao
precoce do tratamento ¢ fundamental para prevenir o desenvolvimento de sequelas nos
pacientes afetados e para interromper a cadeia de transmissdao. Curiosamente, embora nenhum
gene de resisténcia tenha sido encontrado, um numero significativamente maior de mutagdes
associadas as quinolonas foi encontrado no gene gyrA. Isso pode ser explicado pelo fato de que
as quinolonas podem ser mais propensas ao desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana do
que outras drogas, devido ao seu uso mais frequente para infec¢cdes comuns do que rifampicina
e dapsona (GHOSH e colab., 2020; SENEROVIC e colab., 2020). As recomendacdes sobre a
prescri¢cao adequada de fluoroquinolonas e estratégias de farmacovigilancia devem ser feitas
com cuidado, pois se trata de uma séria ameaca a satde publica. Recentemente em reunido
realizada pela OMS para tratar da vigilancia na resisténcia bacteriana na hanseniase foi
levantada a necessidade de criar um banco de dados com todas as mutagdes encontradas, mesmo

que ndo relacionadas a resisténcia medicamentosa.

Algumas limitagdes do presente estudo devem ser levadas em consideracdo na
interpretacdo dos resultados. Embora as sensibilidades tenham sido semelhantes entre os kits
de extracdo testados, a concordancia entre as duas técnicas foi insatisfatoria. Isso implica que
os kits por terem propriedades diferentes podem ser usados como técnicas complementares. No
entanto, ndo identificamos nenhuma evidéncia clinica ou laboratorial que pudesse indicar

quando um kit de extragdo deve ser preferido em relagdo ao outro. Além disso, conforme
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mencionado acima, € possivel que existam causas adicionais de resisténcia antimicrobiana para
as quais ndo haja testes especificos disponiveis (ANDRADE e colab., 2021). Estudos com a
inclusdo de desenvolvedores, empresas publicas e privadas sdo necessarias para a otimizagao

destas técnicas.
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8. CONCLUSAO

No presente estudo podemos concluir as seguintes informagdes com base nos

objetivos aqui colocados.

8.1 Geral

Avaliar o comportamento do teste recomendado pela OMS para deteccdo de

resisténcia microbiana ao M. leprae em pacientes com IB (indice baciloscopico) menor do que

2.

O presente estudo demonstrou uma importante limitagao para os testes diagnosticos
de resisténcia em uma populagdo com baciloscopia menor do que 2+, mas que , apesar dessa

limitagdo diagndstica, parte destes pacientes beneficia-se do teste molecular.

8.2 Especificos

Avaliar as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com hanseniase atendidos

no Hospital Universitario de Brasilia.

O presente estudo demonstrou que ndo houve diferencga nas caracteristicas clinicas
e demograficas quando comparados os dois grupos de indice baciloscdpico alto e baixo. O fato
demonstra que as caracteristicas podem ser resultantes de especificidades do bacilo ou de

condi¢des clinicas ndo medidas por este estudo.
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Avaliar a sensibilidade comparativa do teste de resisténcia entre pacientes com

indice <e > 2.

A sensibilidade dos testes de resisténcia apresentou uma importante reducdo em

pacientes com baciloscopia baixa.

Descrever as principais mutacdes encontradas na populacido estudada.

Nao foram encontradas mutagdes relacionadas a resisténcia medicamentosa neste

estudo. Também foram descritas as exatas mutacdes detectadas pelo sequenciamento genético.

Tecer comentarios sobre métodos para melhorar a sensibilidade da deteccdo de

resisténcia medicamentosa na hanseniase.

Técnicas que aumentem a sensibilidade da deteccdo diagndstica devem ser
desenvolvidas. Sugerimos o uso da PCR em tempo real, por exemplo, como técnica de extra¢ao

do DNA.
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