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RESUMO

Introducéo: A hanseniase é uma doenca cronica infecciosa e transmissivel. A atual
estratégia de controle esta fundamentada, principalmente, na poliquimioterapia (PQT),
gue tem como um dos objetivos prevenir a resisténcia antimicrobiana (RAM). Em
2018, o Brasil implementou a vigilancia da RAM na hanseniase. No entanto, poucos
sao os estudos sobre a temética, principalmente de abrangéncia nacional. Objetivo:
Esta tese teve como objetivo analisar a acuracia dos testes diagndsticos para a
resisténcia antimicrobiana e a frequéncia de resisténcia antimicrobiana nos pacientes
de hanseniase no Brasil. Método: Foram desenvolvidos dois estudos: o primeiro foi
uma revisao sistematica com metanalise dos estudos de acuracia diagnodstica e dos
estudos de rastreio para a RAM. Foram feitas buscas em bases de dados cientificas
em saude e na literatura cinzenta, sem limite de data ou idioma. Os estudos foram
eleitos por dois pesquisadores independentes, que retiraram os dados e avaliaram a
gualidade. O segundo foi um estudo transversal que procurou determinar a frequéncia
da RAM nos pacientes de hanseniase no Brasil por grupo de investigacao no periodo
de 01 de outubro de 2018 a setembro de 2020. Além de investigar fatores associados
a RAM por meio de regresséo logistica. Resultados: Na revisédo sistematica, foram
incluidos 129 estudos. Desses, 27 para andlise da precisdo diagnéstica. Os testes
moleculares para resisténcia a dapsona tiveram sensibilidade de 78,8% (IC95% =
65,6-87,9) e especificidade de 97,0% (IC95% = 94,0-98,6). Testes moleculares para
resisténcia a rifampicina tiveram sensibilidade e especificidade de 88,7% (1C95% =
80,0-93,9) e 97,3% (IC95% = 94,3-98,8), respectivamente. Os testes moleculares para
resisténcia a ofloxacino tiveram sensibilidade e especificidade de 80,9% (IC95% =
60,1-92,3) e 96,1% (IC95% = 90,2-98,5), respectivamente. No estudo transversal,
1.183 casos de hanseniase investigados para RAM no Brasil foram incluidos. No total,
apenas 16 (1,4%) pacientes apresentaram mutacdes associadas a RAM. Desses, 8
(50%) foram em casos de recidiva de hanseniase, 7 (43,8%) em casos classificados
como suspeita de falha terapéutica com tratamento padréo, e 1 (6,2%) era caso novo
de apresentacdo de hanseniase. Mutacdes associadas a RAM foram encontradas
para todos os trés genes examinados (folP1l, rpoB e gyrA). Dois pacientes
apresentaram resisténcia simultdnea a dapsona e a rifampicina, indicando resisténcia
multidroga. Nao foi identificada relacéo significativa entre variaveis clinicas e presenca
de resisténcia antimicrobiana. Conclusao: Apesar das diferencas entre os estudos
incluidos na revisdo sisteméatica, é possivel afirmar que a sensibilidade e a
especificidade dos testes moleculares sdo boas para detectar resisténcia aos
principais antimicrobianos usados no tratamento da hanseniase e que a proporcédo de
casos resistentes ndo aumentou significativamente apés a introducao da PQT. No
Brasil, evidenciaram-se baixa frequéncia de RAM na hanseniase, especificamente a
rifampicina, a principal droga bactericida para hanseniase e a importancia da PQT. No
entanto, a maior frequéncia de RAM entre pacientes com recidiva no Brasil sustenta
a necessidade constante do monitoramento.

Palavras-chave: Hanseniase; Revisédo Sistematica; Estudo Transversal; Resisténcia
as drogas Bacterianas; Diagndstico; Andlise de Sequéncia de DNA; Metanalise;
Vigilancia; Brasil.



ABSTRACT

Introduction: Leprosy is a chronic infectious and transmissible disease. The current
control strategy is based mainly on multidrug therapy (MDT), that intends to prevent
the antimicrobial resistance (AMR). In 2018, Brazil implemented the AMR surveillance
in leprosy. However, the studies about this specific theme are scarce, mainly
nationally. Objective: This thesis had as objective to analyze the accuracy of the
diagnosis testing related to antimicrobial resistance and the frequency that the
antimicrobial resistance happens on Leprosy Patients in Brazil. Method: Two studies
were developed: the first one was a systematic review with a meta-analysis of the
diagnostics accuracy studies and of the tracking studies for the AMR. There were
searches on scientific data base conducted in health and gray literature, with no date
or language limits. The studies were chosen by two independent researchers, that
drew the data and evaluated their quality. The second study was a transversal one that
intended to determinate the frequency of the AMR on leprosy patients in Brazil by
investigation group from 01 October 2018 to September 2020. Besides that, to
investigate factors associated to AMR by logistic regression. Results: In the
systematic review, there were included 129 studies. From those ones, 27 were
selected to diagnostic precision analysis. The molecular tests to resistance to dapsone
had the sensibility of 78,8% (ClI95%=65,6-87,9), and the specificity of 97,0%
(C195%=94,0-98,6). The molecular tests to resistance to rifampicin had the sensibility
and specificity of 88,7% (CI95%= 80,0-93,9%) and 97,3% (Cl95%=94,3-98,8),
respectively. The molecular tests to resistance to ofloxacin had the sensibility and
specificity of 80,9% (C195% =60,1-92,3) and 96,1% (C195% =90,2-98,5), respectively.
In the transversal study, 1.183 leprosis investigated cases to AMR in Brazil were
included. In total, only 16 (1,4%) patients showed mutations associated to AMR. From
those ones, 8 (50%) were in relapsed cases of leprosis, 7 (43,8%) in cases were
classified as suspects of therapeutic failure with the standard treatment, and 1 (6,2%)
was a new case of leprosis. Mutations associated to AMR were found to all of the three
examinate genes (folP1, rpoB and gyrA). Two patients presented simultaneous
resistance to dapsone and rifampicin, indicating multidrug resistance. It was not
identified any significative relation between clinical variables and the antimicrobial
resistance presence. Conclusion: Although the differences between the included
studies on the systematic review, it's possible to affirm that the sensibility and the
specificity of the molecular tests are good to detect resistance to the mainly
antimicrobials used on the leprosis treatment and that the proportion of resistant cases
didn’t increase significantly after the introduction of the MDT. In Brazil, it showed the
low frequency of AMR in leprosis specifically to rifampicin, the mainly bactericidal drug
to leprosis and the importance of MDT. However, the higher frequency of AMR
between relapsed patients in Brazil sustains the constant necessity for monitorization.

Keywords: Leprosy; Systematic Review; Transversal Study; Drug Resistance
Bacterial; Diagnostic; DNA Sequence Analyses, Meta-analyses; Surveillance; Brazil.
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APRESENTACAO

A hanseniase despertou o meu interesse desde o inicio de minha atuacéo
profissional como fisioterapeuta em municipios endémicos de Rondénia e do Rio de
Janeiro. Em 2013, ao ingressar no mestrado do Instituto de Saude Coletiva da
Universidade Federal Fluminense (ISC/UFF), confirmou-se o meu entusiasmo pela
epidemiologia da doenca.

Atualmente, estou alocada na Coordenacao Geral de Doencas em Eliminacéo
do Ministério da Saude (CGDE/SVS/MS), na qual atuo desenvolvendo atividades de
monitoramento e avaliacdo dos indicadores epidemiolégicos e operacionais da
hanseniase. Desde 2017, vem sendo discutida a implementacao da rede de vigilancia
da resisténcia antimicrobiana dentro da CGDE, visto que essa € uma recomendacao
da Organizacdo Mundial da Saude para os paises de alta carga, como o Brasil.

O meu envolvimento e entusiasmo com o tema me fez abracar uma linha de
investigacdo no doutorado como possibilidade de contribuir para a gestao nacional do
agravo na implementacdo da vigilancia em todo pais. Diante disso, a partir das
conversas com meus colegas de trabalho e meus orientadores, questionamos: Qual
€ a acuracia diagnéstica, a sensibilidade e a especificidade dos testes diagnosticos
para a deteccdo da resisténcia antimicrobiana do M. leprae? Qual é a proporcao de
resisténcia antimicrobiana nos pacientes de hanseniase rastreados descritos na
literatura e no Brasil?

Esta tese de doutorado explana sobre a resisténcia antimicrobiana na
hanseniase, com énfase nos testes diagndsticos e na propor¢cao de casos. Ela esta
organizada em cinco capitulos: introducdo, objetivos, métodos, resultados e
discusséo, e conclusdes e recomendacoes.

As pesquisas foram organizadas na forma de artigo cientifico tradicional, sendo
apontadas no capitulo resultados e discusséo da tese. Os artigos estdo descritos em
lingua portuguesa, mas foram submetidos a revistas cientificas internacionais em
lingua inglesa, visando a uma maior divulgacéo da pesquisa.

O artigo 1, intitulado “Revisao sistematica e metanalise de estudos sobre
acuracia diagnostica e testes de rastreio para deteccao de resisténcia antimicrobiana
em hanseniase”, apresenta a pesquisa realizada tendo por base a literatura
preexistente sobre os dois temas propostos. Nesse primeiro artigo, pretendeu-se

resumir os dados sobre a acuracia diagnoéstica, bem como compilar a estimativa de
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proporcao de resisténcia antimicrobiana na hanseniase. Academicamente, o artigo foi
desenhado para trazer maior conhecimento tedrico sobre os temas, de modo a
embasar o artigo 2.

No artigo 2, “Resisténcia antimicrobiana em pacientes com hanseniase no
Brasil: resultados do Plano Nacional de Vigilancia”, sdo detalhados os procedimentos
realizados e os resultados de um inquérito populacional realizado no Brasil, que visou
a estimar a proporcéo da resisténcia antimicrobiana nos pacientes de hanseniase.
Esse estudo foi o primeiro a apresentar dados de resisténcia antimicrobiana na
hanseniase em nivel nacional, representando a principal pesquisa realizada durante
o periodo de doutorado.

Por fim, o capitulo conclusdes e recomendacfes sintetiza os principais
desfechos dos artigos e, concomitantemente, propde recomendacgdes para futuras

pesquisas e para a gestdo da hanseniase no pais.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ou mal de Hansen (MH) é uma das doencas mais antigas do
mundo, com registro de casos ha mais de 4000 anos, na China, no Egito e na India
(1). E uma doenca transmissivel, infecciosa e de carater crénico que apesar dos
avancos em seu controle, permanece como um problema de saude publica em alguns
paises em desenvolvimento, especialmente no Brasil (2).

Os agentes causadores da hanseniase sdo o Mycobacterium leprae (M. leprae)
e 0 Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis), tendo sido este ultimo descoberto
recentemente (3,4). O M. leprae acomete primariamente nervos superficiais da pele e
troncos nervosos periféricos, assim como pode ter um espectro sistémico, afetando,
por exemplo, olhos e érgaos internos (5). A lesdo neural pode causar incapacidades
permanentes e, consequentemente, gerar impactos fisicos, psicoldgicos, sociais e
econdmicos para as pessoas acometidas (6). A carga de morbimortalidade pode ser
ampliada pela possibilidade de ocorréncia de episédios reacionais que, ao
potencializarem o dano neural, provocam uma resposta imunoldgica exacerbada (7).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2020 foram reportados
127.396 casos novos de hanseniase no mundo. Desses, 67,3% foram diagnosticados
na forma mais tardia da doenca, 5.6% com deformidades visiveis no momento do
diagndstico registrado como Grau de Incapacidade Fisica 2 (GIF2) e 6,8% foram
diagnosticados em menores de quinze anos que indica a ocorréncia da transmisséo
continua da infeccdo na comunidade. Neste mesmo ano, 19.195 foram diagnosticados
nas Américas e 17.979 (93,6%) notificados no Brasil. Do total de casos novos
diagnosticados no pais, 8,3% apresentaram deformidades visiveis e 4,8% em
menores de quinze anos (8).

Diante do cenario brasileiro, o pais é classificado como uma pais de alta carga
para a hanseniase e ocupa o segundo lugar na relacédo dos paises com maior numero
de casos no mundo e o primeiro das Americas (9). Assim, a hanseniase configura-se
como importante endemia para a saude publica do Brasil que esta fortemente
relacionada a condi¢des econémicas, sociais e ambientais desfavoraveis (10).

A hanseniase faz parte de um grupo de 20 doencas consideradas
negligenciadas pela OMS, que sé@o aquelas causadas por agentes infecciosos ou

parasitarios, transmissiveis e que incidem e prevalecem em paises tropicais e
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subtropicais, acometendo, primordialmente, populacdes que vivem em situacdes de
vulnerabilidade da Africa, Asia e América Latina (11).

A doenca também integra uma agenda internacional importante, estando
inserida no objetivo 3 dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Organizacao das Nacbes Unidas (ONU), que objetiva promover o bem-estar e uma
vida saudavel, com a meta proposta de combater as epidemias de aids, tuberculose,
malaria e outras doencgas transmissiveis e tropicais negligenciadas, até o ano de 2030
(12).

A Estratégia Global de Hanseniase de 2016-2020 trouxe uma mudanca de
paradigma na meta mundial, da eliminacdo da hanseniase como um problema de
saude publica para zero hanseniase com foco em elimina-la completamente. Para
alcancar a meta proposta, a Estratégia aborda que é preciso superar as barreiras
existentes e antecipar os desafios emergentes (2).

Um desses desafios € a resisténcia do M. leprae aos antimicrobianos utilizados
no tratamento da hanseniase. Isso porque as opc¢bes de substituicdo para o
tratamento padrdo da doenga sdo escassas, e a Resisténcia Antimicrobiana (RAM)
pode resultar em infec¢cbes persistentes e tratamentos longos e ineficazes,
prejudicando as medidas de controle (13).

O monitoramento da RAM do M. leprae, nos casos novos e nas recidivas, €
recomendado pela OMS desde 2009, com o propdésito de avaliar a efetividade da
poliquimioterapia (PQT). As orientagbes sdo voltadas, principalmente, para areas
endémicas e investigacdo de resisténcia a rifampicina, droga central da PQT (14).
Embora se tenha observado um aumento nos relatos sobre a RAM na hanseniase nas
tltimas décadas (15,16), sua magnitude ainda é desconhecida e ndo se sabe o0 quanto
a RAM afeta a manutencédo da carga da doenca nos paises endémicos.

Estudos anteriores, no Brasil, mostraram 5% de resisténcia a rifampicina e 2%
de resisténcia multidroga (MDR) (17,18). A maioria dos casos resistentes foi
identificada por meio de projetos de pesquisa desenvolvidos em centros de referéncia
na area de hanseniase para o pais (17,19) e pode nao representar o verdadeiro
cenario epidemiolégico nacional.

Por esse motivo e, também, frente & recomendacédo da OMS, o Ministério da
Saude do Brasil, em 2018, implementou no pais a vigilancia da resisténcia aos
antimicrobianos utilizados no tratamento da hanseniase com objetivo principal de

detectar as resisténcias primaria e secundaria entre as pessoas acometidas pela
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doenca (20). Até o momento, nenhum estudo foi realizado utilizando dados de
abrangéncia nacional.

Diante do exposto, estudos sobre RAM na hanseniase tornam-se importantes
para buscar o preenchimento de lacunas que possam ajudar no seu monitoramento
no Brasil. Nesse sentido, a elaboracéo desta tese tem como intuito prover informacdes
importantes para a vigilancia nacional, de forma que possam subsidiar o planejamento
e o desenvolvimento de ac¢des para RAM e, assim, o efetivo controle da hanseniase
no pais.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Manifestacdes Clinicas e Diagnostico da Hanseniase

As manifestacdes clinicas da hanseniase sédo muito variaveis e dependem mais
da resposta imunecelular do hospedeiro ao M. leprae que da capacidade de
multiplicacéo bacilar (21). Normalmente, séo lesdes cutaneas e neurais, mas podendo
suceder, também, comprometimento da mucosa das vias areas superiores e dos
olhos.

As lesBes cutaneas mais comuns na hanseniase sdo manchas esbranquicadas
ou avermelhadas, com reducéo de sensibilidade, papulas, tubérculos e nédulos. Nas
lesbes neurais, as funcdes sensitivas (térmica, dolorosa e tatil), autonémicas e
motoras sdo alteradas, e, com isso, podem ocorrer espessamentos neurais, dor a
palpacao do nervo, parestesias, paralisias, diminuicdo de forca, amiotrofias, tenddes
retraidos, fixacdes articulares, entupimento e ressecamento do nariz e ressecamento
nos olhos. Essas manifestacfes, uma vez nao tratadas precocemente, podem causar
deformidades visiveis e irreversiveis ao paciente com hanseniase (7).

As classificacfes mais utilizadas para as manifestacdes clinicas da hanseniase
sdo a de Madri, a de Ridley e Jopling e a Classificacdo Operacional proposta pela
OMS. Na classificacdo de Madrid (1953), a hanseniase é categorizada em quatro
formas de manifestagBes clinicas e baciloscépicas: indeterminada, tuberculoide,
dimorfa e virchowiana (7,22). Ridley & Jopling, em 1966, classificaram a hanseniase
em cinco fases distintas, baseando-se em critérios clinicos, baciloscopicos,

imunoldgicos e histopatoldgicos: Tuberculoide (TT), Dimorfa-Tuberculoide (DT),
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Dimorfa-Dimorfa (DD), Dimorfa-Virchowiana (DV) e Virchowiana (VV). Tudo comeca
com a fase indeterminada que evolui para alguma das fases jA& mencionadas a
depender de diversos fatores como genéticos e nutricionais do hospedeiro ou da
suscetibilidade dos genes. A figura 1 representar a complexidade dessa classificacéo
da hanseniase. Ha duas formas polares: a forma TT, que apresenta uma
predominéncia de resposta celular com poucos bacilos; e a forma VV, o polo de
extrema suscetibilidade ao M. leprae, com predominéncia da resposta humoral
resultando em proliferacdo disseminada do bacilo e em lesdes de pele difusas pelo
corpo do paciente. As formas DT e DD refletem graduais variacdes de resisténcia ao
bacilo, e, nelas, h4 uma diminuicdo da resposta imunecelular acompanhada por
aumento da carga bacilar e dos niveis de anticorpos especificos contra o bacilo, lesdes
de pele e um grande numero de nervos afetados (23).

(DD)
BORDERLINE

UNSTABLE

INDETERMINATE

THE SPECTRUM OF LEPROSY
(Ridley - Jopling Classification)

Fonte: (24) Alemu Belachew W, Naafs B. Position statement: LEPROSY: Diagnosis, treatment and follow-up. 2019
Figura 1 - Espectro clinico da hanseniase proposto por Ridley & Jopling

Alguns estudos mostraram que pacientes com a forma DD foram mais
suscetiveis a recorréncia da hanseniase (25,26). Os autores se referiram a
instabilidade imunoldgica presente nessa forma, o que contribuiu para a recidiva da
doenca. No entanto, em um outro estudo a forma VV teve quatro vezes mais chance
de ocorrer a recidiva em comparagédo com outras formas clinicas (27).

A OMS prop6s uma nova classificagdo para a hanseniase em 1981, com
finalidades operacionais, direcionada a PQT, classificando-a de duas formas: a

paucibacilar e a multibacilar. A forma paucibacilar caracteriza-se pela presenca de 1
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a 5 lesdes cutaneas e baciloscopia obrigatoriamente negativa. Ja a forma multibacilar
caracteriza-se pela presenca de mais de cinco lesdes de pele e/ou baciloscopia
positiva. Ha consenso sobre a classificacdo como MB dos casos de hanseniase que
apresentam mais de um nervo periférico comprometido, desde que devidamente
documentado pela perda ou diminuicdo de sensibilidade nos seus respectivos
territdrios. Para 0s casos que apresentam o comprometimento de apenas um nervo
periférico, a OMS recomenda a classificagdo multibacilar, porém, na literatura
brasileira, € classica a descricdo do comprometimento isolado de um nervo periférico
na forma tuberculoide, consensualmente reconhecida como paucibacilar (28).

O Ministério da Saude recomenda para a rede de saude no Brasil, visando ao
tratamento com a PQT, a utilizacdo da classificagdo proposta pela OMS, ou seja,
classificacdo operacional (paucibacilar e multibacilar) do nimero de lesdes cutaneas
elou resultado da baciloscopia. Ademais, adota, também, a classificacdo de Madri
para categorizar a forma clinica da doenca no pais (5).

A alta incidéncia de hanseniase multibacilar e elevado numero de
incapacidades funcionais podem ser reflexo de déficits no sistema de saude de um
pais no que diz respeito a vigilancia epidemiolégica e educacdo em saude,
demostrando diagnéstico tardio da doenca (29).

O diagnodstico de caso de hanseniase € essencialmente clinico e
epidemioldgico, realizado por meio da anamnese e exame fisico (exame
dermatoneuroldgico) para identificar lesbes ou areas de pele com alteracdo de
sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos, com alteracdes sensitivas
e/ou motoras e/ou autondmicas. Além disso, exames complementares como
baciloscopia, histopatologia (cutdnea ou de nervo periférico sensitivo) e
eletrofisiol6gicos podem ajudar a melhorar o diagnéstico da doenca (5). No entanto, o
diagnéstico ainda € um grande desafio, principalmente nas fases iniciais, em uma
forma paucibacilar, caracterizada pela auséncia de bacilos na baciloscopia. Além
disso, os sinais encontrados nas fases iniciais da doenca podem ser confundidos com
outras dermatoses (30).

No contexto atual, métodos imunoldgicos e técnicas em biologia molecular tém
sido estudados e propostos para fins diagndésticos (31,32). Até o momento, ndo existe
nenhum teste que tenha 100% de acuracia para o diagndstico da hanseniase, uma
vez que existem amplas variagdes da forma clinica, que impactam diretamente na

capacidade diagnostica de cada exame. Ademais, ndo existem testes para
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diagnosticar casos assintomaticos ou para prever a progressdao da doenca em

individuos expostos, representando um grande desafio para o controle da doenca.

1.1.2 Contexto Epidemiolégico da Hanseniase no Mundo e no Brasil

A pandemia do novo coronavirus SARS-CoV2 (COVID-19) impactou
substancialmente a detec¢do e a notificagcdo dos casos de hanseniase nos anos de
2020 e 2021 em todo mundo, ocorrendo uma reducdo do numero de casos novos
guando comparados aos anos anteriores (8,33). No Brasil, ndo foi diferente. A
pandemia influenciou o diagnéstico e 0 acompanhamento dos casos de hanseniase
no pais nesses ultimos dois anos (9,34). Um estudo apresentou uma reducao de
41,4% no numero de casos de hanseniase notificados no pais em 2020, quando
comparado com o numero médio de casos entre os anos 2015 e 2019, mostrando
reducado no diagnostico da populacao geral em todos os estados e regides brasileiras
(35).

Devido a essa situacdo, o ano de 2019 foi utilizado como base para
contextualizar a situacdo epidemioldgica da hanseniase no mundo e no Brasil.

A introducédo de estratégias, como a PQT no tratamento e a vacina Bacilo de
Calmette e Guérin (BCG) na imunoprofilaxia, contribuiu para reducdo do tempo de
tratamento e, consequentemente, para a reducédo acentuada da prevaléncia global da
hanseniase. No entanto, desde 2006, o numero de casos novos da doenca
permanece estavel, sendo registrados mais de 200 mil novos casos todo ano no

mundo, indicando a permanéncia da transmissao ativa (36).
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Esta estabilizacdo pode ser devido a multifatores, como a genética do bacilo, a
complexidade do diagndstico, o grau de centralizacéo e verticalidade do processo de
controle, a falta de participacdo dos gestores locais nas acdes de controle e pela
percepcao negativa sobre a hanseniase por parte da populacéo e profissionais de
saude (37).

Em 2019, foram registrados 202.185 mil casos novos de hanseniase no mundo:
123.560 mil homens, 78.625 mil mulheres e 14.981 mil criangas. A regido do sudeste
asiatico € a que apresenta 0 maior risco para a hanseniase, com uma taxa de
deteccdo de 7.04 casos novos por 100 mil habitantes, enquanto a média é de 2,7
vezes no mundo (2.59 casos novos por 100 mil habitantes). Na regido das Américas,

o risco de adoecimento por hanseniase foi de 2.95 casos por 100 mil habitantes (33).
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Em 2019, os trés paises com as mais altas cargas da doenca foram india, Brasil
e Indonésia, juntos, contribuiram com 79,0% dos casos novos do mundo, com
114.451, 27.863 e 17.439 casos novos, respectivamente. Altas taxas de prevaléncia
da doenca refletem, em geral, baixos niveis de condi¢cfes de vida, de desenvolvimento
socioecondémico e de atencéo a saude. No final do ano de 2019, a prevaléncia global
apresentou uma taxa classificada como média de 2.24 caso por 100.000 habitantes,
perfazendo 177.175 casos em tratamento (33).

O diagnéstico tardio, a transmissdo ativa e a incapacidade fisica visivel no
momento do diagndstico sdo parametros importantes para indicar o status da doenca.
Esses sdo mensurados pelos indicadores: proporcédo de casos novos multibacilares,
proporcao de casos novos em menores de 15 anos e proporgdo de casos novos com
GIF2, respectivamente (5). Do total de casos novos detectados mundialmente em
2019, 64,3% (130.058) foram classificados como multibacilares, 7,4% (14.981)
ocorreram em menores de 15 anos e 5,3% (10.813) apresentaram GIF2. Nesse
mesmo ano, foram reportados 370 casos novos em menores de 15 anos com grau 2
de incapacidade fisica, ndo atingindo uma das trés principais metas da Estratégia
Global 2016 que € zero crianca com diagnoéstico de hanseniase e deformidades
visiveis (6,38).

Outro indicador importante para a hanseniase sao as taxas de retratamento,
estabelecido pela OMS como nova notificagdo de hanseniase em paciente que ja
tenha recebido tratamento anterior. As causas de retratamento incluem recidiva,
abandono, insuficiéncia terapéutica, faléncia terapéutica e alteracdo de esquema por
erro diagnéstico (39). No ano de 2019, no mundo, registraram-se 3.897 mil casos de
recidiva, ou seja, casos que tiveram reativacdo da doenca apds a conclusdo do
tratamento medicamentoso e 15.733 mil casos classificados com outros tipos de
retratamento, como, por exemplo, reingresso apos abandono, insuficiéncia ou faléncia
terapéutica. A taxa de recidiva € importante para avaliar a eficicia da terapéutica e a
cada ano, essa taxa vem aumentando. De acordo com os dados globais, os maiores
nameros de casos de recidiva e retratamento, em 2019, foram reportados pelo Brasil,
seguido de Indonésia e india (33). Para todos esses casos que necessitam refazer o
tratamento para a hanseniase, a OMS recomenda a investigacdo da RAM como
possivel fator predisponente (6,7).

Nas Ameéricas, entre 2010 e 2019, o numero de casos novos da doenca

diminuiu de 37.740 para 29.936; tal reducéo equivale a 20,6% em uma década. No
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entanto, a regido representou 14,8% dos casos notificados no mundo em 2019. No
mesmo ano, 1.612 casos novos foram detectados em menores de quinze anos e 2.544
novos casos foram diagnosticados com GIF2, sendo 51 em criancas (33,40).

O Brasil mantém, nas ultimas décadas, a situacdo mais desfavoravel na
América e, atualmente, faz parte da lista de 23 paises prioritarios para hanseniase no
mundo definida pela OMS, sendo o segundo em nimero de casos NOVos € 0 primeiro
em numero de casos de recidiva (33,40).

De acordo com dados do Ministério da Saude, em 2019, o pais notificou 27.864
novos casos, com uma taxa de deteccao geral de 13.23 casos por 100 mil habitantes.
A figura 4 apresenta a tendéncia dos casos novos de hanseniase diagnosticados no
pais. A série histérica inicia-se com 19.265 casos em 1985, apresentando uma
tendéncia de elevagdo em que se torna mais acentuada em 1997, alcancando seu
pico maximo em 2003 com 51.941casos. Em 2005, a detec¢cdo comeca a apresentar
um declinio, chegando a 25.218 em 2016. Na série estudada, observa-se que a
reducdo no numero de casos novos, de 2003 a 2016, foi de 51,4% (41).

Embora a taxa de deteccédo de casos tenha apresentado um comportamento
de queda ao longo da dltima década, a doenca ainda é um importante problema de

saude no pais (9).
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Quanto as caracteristicas individuais nos casos novos de hanseniase
registrados no pais, em 2019, 55,2% eram do sexo masculino, 65,0% tinham entre 20
e 60 anos de idade (grupo considerado com idade economicamente ativa), 70,8%
eram negros e 52,5% possuiam menos de oito anos de estudo.

Conforme visto acima, a hanseniase no Brasil € uma doenca com maior
prevaléncia de casos em adultos, no entanto ha muitos relatos de casos na faixa etaria
de 0 a 14 anos. Dos casos novos registrados em 2019 no pais, 1.545 foram
identificados em criangas menores de 15 anos. Nesse ano, a taxa de detecgéo dessa
populacao foi de 3.44 casos para cada 100.000 habitantes, considerado um parametro
alto (9). Este indicador esta relacionado a existéncia de um aumento na cadeia de
transmisséo do bacilo na comunidade, além fragilidade os sistemas de vigilancia e no
controle da doenca, e € visto como um importante alerta pra satde publica no pais.

Na taxa de GIF2 no diagndstico também foi observado um comportamento de
reducdo. A série historica (2010 a 2019) se iniciou com uma taxa de 12.72 casos por
1 milh&o de habitantes em 2010 e finalizou com 11.16 por 1 milhdo de habitantes em
2019. Foram diagnosticados nesse ultimo ano 2.351 casos novos com grau 2 de
incapacidade fisica no pais (9).

A hanseniase apesar da reducéo dos coeficientes de deteccédo no Brasil nos
altimos anos, ainda atinge patamares muito altos nas regides Norte, Centro-Oeste e
Nordeste, apresentando bastante heterogeneidade da distribuicdo da doenca no pais.
Em 2019, os estados de Mato Grosso e Tocantins se destacaram por apresentarem
maiores taxas de deteccdo geral, com 129.38 e 96.44 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente. J4 os estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina
apresentaram uma situacdo de baixa endemicidade (9) (Figura 5). Esses dados
demonstram que os estados brasileiros estdo em diferentes estagios no controle da
doenca e que existem distintos cenarios de risco para hanseniase. Os determinantes
sociais da doenca e a organizacao dos servi¢cos de saude em cada localidade podem

influenciar as estratégias de prevencéao e controle do agravo (2).
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Figura 5 - Taxa de deteccdo geral de casos novos de hanseniase por 100 mil

habitantes segundo Unidade da Federacao de residéncia. Brasil, 2019

Nos ultimos anos, alguns estudos tém relatado um acréscimo de casos de
recidiva de hanseniase na populacéo brasileira, 0 que pode levar a incapacidades
fisicas e isolamento social (42,43).

De todos os casos de hanseniase notificados no Brasil, em 2019, 1.698 (4,8%)
foram registrados como casos de recidiva. Conforme a série histérica apresentada na
figura 6, a proporgcéao de casos de recidiva aumentou 41,0%, variando de 3,4%, em
2010, a 4,8%, em 2019 (41).



2010 2011 2012 2013 2016 2017 2018 2019

Proporgao

Fonte: (41) MS/SVS. Situacéo Epidemioldgica - Dados e Resultados.
Figura 6 - Numero e percentual de casos com o modo de entrada recidiva, entre todas as entradas. Brasil, 2010 a 2019
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Nos ultimos cinco anos, foi registrado também um aumento no percentual de
casos de hanseniase com o0 modo de entrada “outros reingressos”, ou seja, pacientes
que, por algum motivo, que néo recidiva, necessitam refazer o tratamento para a
doenca. A proporcao aumentou 47,2%, indo de 5,5%, em 2015, para 8,1% em 2019
(9).

O Brasil € o0 pais que mais notificou casos de recidiva e retratamento no mundo,
registrando 43,5% e 43,6% desses casos, respectivamente, em 2019 (33).

Entretanto, um estudo brasileiro realizado em centros de referéncias mostrou
taxas de recidiva abaixo de 2%. Neste trabalho, discute-se sobre a falta de
uniformidade no critério e na definicdo de recidiva e na dificuldade de diferenciar o
diagndstico de recidiva dos episédios reacionais pelos profissionais da assisténcia,
que podem ser responsaveis pelo subdiagndstico ou pelo sobrediagnéstico de ambos
0s estagios da doenca (17).

Os altos numeros de casos novos e de recidiva indicam a permanéncia da
transmissdo ativa no pais, e, portanto, sdo necessarias agfes estratégicas que
possam ajudar no enfrentamento da doenca. A falha do tratamento ou recaida nem

sempre é devido a resisténcia.

1.1.3 Mycobacterium leprae e Transmissibilidade

O M. leprae foi a primeira bactéria a ser descoberta e correlacionada a uma
doenca infecciosa em 1873, por Gerhard Henrik Armauer Hansen (44). O patégeno
tem formato de bastonete, que mede de 1,5 a 8 ym de comprimento, por 0,2 a 0,5 ym
de largura, sendo fracamente gram-positiva, intracelular, imovel, microaerdfilas e
fortemente alcool-acido resistente (45). Pertence ao género Mycobacterium, a ordem
Actinomycetalis e a familia Mycobacteriaceae (46).

Esse bacilo, quando comparado com outras bactérias, possui um longo periodo
de incubacéao, atingindo, em média, de trés a cinco anos (47,48) e uma multiplicacao
por divisdo binaria de 12 a 14 dias, o que caracteriza a hanseniase como uma doencga
cronica (49). E altamente infectivo, mas de baixa patogenicidade, na medida em que
somente 5% a 10% da populacéo infectada adoecem (50,51).

O M. leprae ja foi considerado um patégeno que tem como hospedeiro

obrigatério um humano (52). Entretanto, nas décadas de 1960 e 1970, observou-se
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gue o bacilo pode ter outros reservatérios ndo humanos, como camundongos (53) e
tatus Dasypus novemcinctus, conhecido como nove bandas, encontrados nas
Américas (54). Em estudos mais recentes, também foi constatado em esquilos
vermelhos no Reino Unido (55) e em chimpanzés selvagens na Africa (56), ndo
estando clara a fonte de infec¢do, se humana ou ambiental, para esses animais, uma
vez que o M. leprae pode sobreviver durante meses fora do corpo humano e em
condi¢bes ambientais favoraveis. Esta teoria foi apoiada da detecgéo de M. leprae em
amostras de agua (57,58). e em amostras de solo de areas endémicas (59,60)

No corpo humano, o patdgeno tende a infectar areas mais frias e superficiais
como a pele, os nervos periféricos e a mucosa das vias aéreas superiores, porque
essas temperaturas favorecem a sua reproducdo (61). Os macréfagos da pele e as
células de schwan dos nervos periféricos sdo os mais atacados pelo M. leprae,
ocorrendo as lesdes de pele e as neuropatias responsaveis pela maioria das
incapacidades e deformidades fisicas nos pacientes de hanseniase (62).

Outra caracteristica importante do M. leprae € a impossibilidade de seu cultivo
in vitro, até o momento, e isso é considerada um dos principais obstaculos para a
erradicacdo da doenca (49). Por isso, pesquisas desenvolvidas sobre o patdégeno e
observacdes de sua reproducdo tém sido realizadas por técnicas de inoculacdo em
alguns animais, como tatus e camundongos imunocompetentes e imunodeficientes
(63,64).

Na década de 1990, o sequenciamento completo do genoma do M. leprae,
através de técnicas de biologia molecular, permitiu um avango no conhecimento desse
bacilo (65). Observou-se que 0 genoma € 0 menor entre os Mycobacterium, que
possui grande quantidade de pseudogenes (genes néo ativos), e que, ao longo de sua
evolugdo, houve uma enorme perda de genes ativos (66) — quadro 1. Neste sentido,
acredita-se que essas duas Ultimas caracteristicas sejam responsaveis pela

impossibilidade do seu cultivo in vitro e pelo seu longo ciclo de multiplicacéo (62).



35

Quadro 1 — Caracteristicas das estruturas genémicas das espécies de Mycobacterium

N° de Tamanho do
Espécies N° de Genes pseudogenes % de genoma genoma (pb)
M. smegmatis 6.897 168 92,4 6.988.209
M. marinum 5.424 65 90,0 6.636.827
M. ulcerans 4.160 771 72,3 5.631.606
M. tuberculosis 3.959 6 90,8 4.441.532
M. bovis 3.953 27 90,6 4.345.492
M. leprae 1.605 1.116 49,5 3.268.203

Fonte: (66) Akama T, Suzuki K, Tanigawa K, Nakamura K, Kawashima A, Wu H, et al. Whole-Genome expression
analysis of mycobacterium leprae and its clinical application.2010

Atualmente, técnicas moleculares tém ajudado nos estudos da epidemiologia
do bacilo por permitirem a extracdo, amplificacdo e identificacdo do Acido
Desoxirribonucleico (DNA) do M. leprae em amostras clinicas (67). Outras duas
descobertas importantes na era pds-genémica foram: 1) a existéncia de 4 tipos de
Polimorfismos de Nucleotideo Unico que definiram e classificaram 16 subtipos de
Polimorfismos de Nucleotideo Unico descobertos através de um grande mapeamento
de cepas do M. leprae por todo mundo. Essa descoberta e estudos filogeograficos
ajudaram a esclarecer a migracdo humana e a refazer a evolugéo do M. leprae (1,68)
(Figura 7); 2) a presenca de Regides Determinantes de Resisténcia as Drogas (DRDR)
no M. leprae, facilitando a analise da resisténcia as principais drogas utilizadas no

tratamento da hanseniase devido as mutacfes nessas regides (13).
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15,000-35,000

Fonte: (1) Monot M, Honoré N, Garnier T, Zidane N, Sherafi D, Paniz-Mondolfi A, et al. Comparative genomic and phylogeographic analysis of Mycobacterium leprae.2009
Figura 7 - Disseminagdo da hanseniase pelo mundo

Nota explicativa: Os pilares estdo localizados no pais de origem da amostra de M. leprae, com cor codificada de acordo com 0 esquema para 0s 16 subtipos
de Polimorfismos de Nucleotideo Unico. A espessura do pilar corresponde ao nimero de amostras (1-5, fino; 6-29, intermediario; > 30, largo). As setas pretas
indicam as rotas de migracao dos seres humanos, com o tempo estimado de migracdo em anos. Os pontos vermelhos indicam a localizagao da “Rota da Seda”
(que ligava a Europa a Asia) no primeiro século, e *denota resultados obtidos a partir do DNA.
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Apesar de mais de 100 anos de descoberta, ainda ndo se tem uma
compreensao clara da patogénese e fisiologia do M. leprae. Mesmo questdes basicas
sobre seu mecanismo de transmissdo, o papel dos reservatdrios ambientais (por
exemplo, solo, 4gua, animais) ou resultados diferenciais de infeccdo em diferentes
individuos ainda ndo foram completamente elucidados.

Sobre o mecanismo de transmissdo do M. leprae de um hospedeiro a outro,
evidéncias epidemiologicas sugerem que as principais vias potenciais sdo o contato
direto (pele a pele) e a inalagdo de goticulas respiratorias e/ou fébmites, com a
suposicdo de que, em todos os casos, a exposicdo prolongada e/ou repetida &
necessaria (62). Além disso, a consanguinidade entre contatos e o paciente (caso
indice), foi associada ao risco de adoecimento(69).

Existem alguns estudos que apontam que a transmissdo também sofre
influéncia de fatores genéticos do hospedeiro. A incidéncia reduzida da hanseniase
entre os individuos expostos ao M. leprae é um dos principais fatores que sugerem
que a existéncia de variacbes genéticas do hospedeiro influencia na resisténcia a
doenca (70). Estudos também demonstraram diferentes taxas de prevaléncia da

doenca em grupos étnicos distintos vivendo em uma mesma area endémica (71,72).

1.1.4 Tratamento da Hanseniase

Até o final da década de 1930, no mundo inteiro, o tratamento da hanseniase
consistia, principalmente, no uso do 6leo de chaulmoogra e de seus derivados (73).
Originado das arvores chaulmoogras da india, era distribuido para todos os paises
endémicos em formas de cépsulas, injecdes intramusculares e subcutaneas e
cataplasma para que fossem usados nas lesdes cutaneas dos pacientes de
hanseniase (74). O uso do 6leo no tratamento da hanseniase era um consenso entre
0s médicos da época devido a seu efeito menos agressivo para o paciente (75). No
Brasil, o 6leo foi usado até a década de 1950, quando foi substituido absolutamente
pelas sulfonas.

O tratamento medicamentoso da hanseniase teve inicio em 1941, quando o
primeiro antimicrobiano (droga que mata ou inibe o desenvolvimento de micro-
organismos), o derivado sulfénico (glicosulfona sédica — Promin), foi utilizado pela
primeira vez em um leprosario de Carvilhe, nos EUA, o qual revolucionou o tratamento

da doenca mostrando resultados jamais alcancados anteriormente (76). Outro
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derivado sulfénico potente, a dapsona (4,4' diaminodifenilsulfona), passou a ser
considerado, a partir de 1946, o principal medicamento para o tratamento da
hanseniase por apresentar vantagens de, além dos resultados clinicos, um custo
muito baixo, uma administracdo simples por via injetavel ou oral e um tratamento
semanal ou quinzenal, sem a necessidade, portanto, de administracéo diaria (77). No
Brasil, o uso da dapsona foi iniciado de modo experimental em 1949 por via oral, que
passou a ser recomendada como tratamento padrdo para hanseniase na década de
1950 como monoterapia sulfénica (78).

No inicio da década de 1950, observou-se que pacientes com alta carga bacilar
tratados por varios anos com a dapsona, e que no momento do término do tratamento
medicamentoso apresentaram baciloscopia positiva, recidivaram. Assim, uma politica
de saude foi adotada para continuar a sulfonoterapia por mais 1 ano apos a
negatividade da baciloscopia (79). Contudo, clinicos constataram que geralmente uma
duracdo da sulfonoterapia de 5 anos para esses pacientes resultou em recidiva da
doenca apos a suspensao do tratamento (80). Dessa maneira, foi recomendado para
pacientes com alta carga bacilar a terapia com sulfona paratoda a vida, principalmente
em areas onde a hanseniase era endémica (81).

Na década de 1970, o aumento de relato da recidiva e da resisténcia
secundaria a dapsona torna-se um grande problema para o controle da hanseniase,
justificando estudos com novos antimicrobianos para a incorporacao no tratamento da
doenca (82).

A insercdo experimental da clofazimina e da rifampicina no tratamento da
hanseniase nas décadas de 1960 (83) e 1970 (84), respectivamente, trouxe novas
perspectivas de cura e proporcionou a utilizacdo dessas drogas de forma isolada ou
combinada para aqueles pacientes que apresentassem resisténcia a dapsona (82).

H& muito se sabe que a combinacéo de drogas para o tratamento de doencas
infecciosas, como tuberculose e hanseniase, traz diversos beneficios para o seu
controle. De modo geral, os mais importantes deles sdo o aumento da eficacia dos
medicamentos e, consequentemente, a cura do paciente, como, também, o retardo
ou impedimento da evolucao da resisténcia microbiana (85).

Com isso, em 1981, a OMS, indicou esquemas de multidrogas para o
tratamento da hanseniase e prop0s a classificacdo paucibacilar e multibacilar para os
pacientes de hanseniase com finalidades operacionais direcionadas ao novo

tratamento (86). O esquema de tratamento para 0 paciente paucibacilar foi constituido
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por rifampicina (600 miligramas (mg)) e dapsona (100mg) uma vez ao Mmés,
supervisionado, associado a dapsona (100 mg), diariamente, autoadministrado, com
uma duracgao total de seis doses entre 6 e 9 meses. Para o paciente multibacilar, foi
instituido o esquema de tratamento com rifampicina (600 mg), dapsona (100mg) e
clofazimina (300 mg) uma vez ao més, supervisionados, associados a dapsona (100
mgq) e clofazimina (50 mg), diarios, autoadministrados, com duracéao total de 24 doses
entre 24 e 32 meses ou até a negativacao baciloscépico (87).

A PQT/OMS tem como objetivos a eliminacdo do agente infeccioso, a
prevencdo e a propagacao de bacilos resistentes e a reducao do risco de recidivas
(88). Ela é considerada o maior marco da historia de luta contra a hanseniase por
reduzir drasticamente a prevaléncia da doenca nas décadas de 1980 e 1990 em vérias
areas do mundo.

Em 1997, a OMS recomendou que a duracdo da PQT preconizada para
paciente classificado como multibacilar fosse reduzida de 24 doses para 12 doses,
uma vez que estudos mostraram baixas taxas de recidiva apos as 24 doses de
tratamento (28). Além disso, mostrou-se que a diminuicdo no numero de doses €
capaz de reduzir a infectividade, matar o bacilo e ndo aumentar a resisténcia a
rifampicina devido a atividade bactericida das drogas e da combinacéo entre elas. E,
ainda assim, no caso de recidiva de pacientes multibacilares, estes poderiam ser
facilmente retratados com dose adicional de PQT (89).

Na década de 1990, novas drogas foram estudadas para a hanseniase com a
finalidade de aumentar o rol de op¢des para o tratamento da doenca, reduzir o tempo
de tratamento, a toxicidade e os efeitos colaterais, diminuir a ocorréncia de reacfes e
recidivas e retardar uma possivel emergéncia de resisténcia (90,91). Assim, no final
dessa década, minociclina e ofloxacino foram recomendados pela OMS a fazerem
parte do esquema de tratamento para a hanseniase, essas indicadas para 0s casos
de intolerancia, resisténcia ou contraindicacéo a alguma droga da PQT (92). Entre as
combinagdes experimentadas, rifampicina, ofloxacino e minociclina (ROM) dose Unica
foi a primeira a ser utilizada e totalmente supervisionada em pacientes paucibacilares,
no entanto, essa recomendacgdo deixou de existir apos estudos mostrarem que a
PQT/Paucibacilar tem uma maior eficacia e uma menor taxa de recidivas nesses
pacientes (93,94). No contexto atual, recomenda-se o uso da minociclina e/ou
ofloxacino, combinados com a rifampicina e/ou dapsona e/ou clofazimina em cinco

diferentes esquemas substitutivos de tratamento (5,92).
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No Brasil, o tratamento com a PQT foi implantado em 1986 por alguns centros
especializados participantes do projeto-piloto elaborado pelo Ministério da Saude (95).
No entanto, ela foi oficializada como esquema terapéutico padrao para o tratamento
da hanseniase em todo o pais em 1991, dez anos ap0s a recomendacdo da OMS
(96).

Entre 1993 e junho de 2021, no Brasil, utilizaram-se quatro diferentes blisters

para a PQT (5), conforme figura 8.

PB adulto: PB criangas (10-14 anos):

Mensal: 1° dia (Dose Supervisionada)
- 2 capsulas de Rifampicina (300 mg
+ 150 mg)
1 comprimido de Dapsona (50 mg)

Mensal: 1° dia (Dose Supervisionada)
- 2 capsulas de Rifampicina (300 mg x 2)
-1 comprimido de Dapsona (100 mg)

Diario: do 2° ao 28° dia (Dose autoadministrada)
- 1 comprimido de Dapsona (100 mg) Diario: do 2° ao 28° dia (Dose autoadministrada)

- 1 comprimido de Dapsona (50 mg)

Ciclo completo de tratamento: 6 cartelas
Tratamento completo: 6 cartelas
PQT para pacientes

PB cartelas adulto Paucibacilares (<5 lesoes)

PB cartelas criangas

6 meses
- MB adulto: MB criangas (10-14 anos):
Mensal: 1° dia (Dose Supervisionada) Mensal: 1° dia (Dose Supervisionada)
2 capsulas de Rifampicina (300 mg x 2) 2 capsulas de Rifampicina (300 mg
3 capsulas de Clofazimina (100 mg x 3) + 1“50 n\(v) S ’ ’
1 comprimido de Dapsona (100 mg) 3 capsulas de Clofazimina (50 mg x 3)
Diario: do 2° ao 28° dia (Dose autoadministrada) 1 comprimido de Dapsona (50 mg)
Aok o A O a (5
1 cépsula de Clofazimina (50 mg) Diario: do 2° ao 28° dia (Dose autoadministrada)

-1 comprimido de Dapsona (100 mg)

1 cépsula de Clofazimina em dias alternados
Ciclo completo de tratamento: 12 cartelas (50 mg)

MB cartelas adulto MB cartelas criancas 1 comprimido de Dapsona (50 mg)
PQT para pacientes Tratamento completo: 12 cartelas
Multibacilares ( > 5 lesGes)
12 meses

Fonte: (97) WHO. Guia para eliminagéo da hanseniase como problema de salde publica. 2000

Figura 8 - Multidrogas terapia para hanseniase utilizada no Brasil

Legenda: PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar.

Desde julho de 2021, em consonancia com a OMS, o Brasil recomenda um
regime de esquema Unico para o tratamento de todos os pacientes de hanseniase
utilizando trés medicamentos (rifampicina, clofazimina e dapsona), com duracao de 6
meses para hanseniase paucibacilar e 12 meses para hanseniase multibacilar. Essa
recomendacao tem como finalidade simplificar o tratamento e prevenir o tratamento
errbneo em pacientes que tenham uma classificacdo incorreta no momento do

diagnostico (98).
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Quadro 2 — Atual esquema Unico de tratamento da hanseniase no Brasil

Rifampicina: dose mensal de 600mg (2 capsulas de 300mg) com
administragdo supervisionada
ADULTO
Clofazimina: dose mensal de 300mg (3 capsulas de 100mg) com
administracdo supervisionada e uma dose diaria de 50mg
autoadministrada
Dapsona: dose mensal de 100mg (1 comprimido de 2100mg)
supervisionada e uma dose diaria de 100mg autoadministrada
Rifampicina: dose mensal de 450mg (1 capsula de 150mg e 1 capsula
de 300mg) com administracdo supervisionada
CRIANCA
Clofazimina: dose mensal de 150mg (3 capsulas de 50mg) com
administragdo supervisionada e uma dose de 50mg autoadministrada
em dias alternados
Dapsona: dose mensal de 50mg (1 comprimido de 50mg)
supervisionada e uma dose diaria de 50mg autoadministrada
DURACAO DO Classificacdo Paucibacilar: 6 meses
TRATAMENTO
Classificagéo Multibacilar: 12 meses

Fonte: (98) SVS/DCCI/MS. NOTA TECNICA CGDE/.DCCI/SVS/MS No 4/2020- Ampliagéo de uso da clofazimina
para hanseniase paucibacilar no &mbito do Sistema Unico de Saude. 2020

Uma outra droga aprovada e incorporada recentemente pelo MS para o
tratamento da hanseniase é a claritromicina. Sua indicacédo é recomendada apenas
para os casos de hanseniase com confirmada resisténcia a rifampicina, com ou sem
resisténcia associada ao ofloxacino (99).

O tratamento da hanseniase no Brasil € ambulatorial, e a PQT e as drogas de
segunda linha estdo disponiveis gratuitamente nas unidades de saude publica que
prestam assisténcia aos pacientes de hanseniase e que compdéem o Sistema Unico
de Saude (SUS) do pais (7).

No que se refere a composicdo quimica, farmacodinamica e farmacocinética
das drogas utilizadas no tratamento para a hanseniase, temos:

e Dapsona: € uma sulfona, conhecida como sulfona-mde, com acéo
bacteriostatica sobre o M. leprae, ou seja, inibe o crescimento da bactéria. E
um dos componentes da PQT para combate a infec¢do pelo M. leprae. Atua
como antagonista competitivo do acido p-aminobenzoico (PABA), impedindo
sua utilizagdo na sintese de acido folico pelo bacilo. A droga é rapidamente
absorvida em quase sua totalidade, sendo distribuida nos tecidos de maneira
uniforme em todo o organismo. Alcanca niveis plasméticos maximos entre 3 e

6 horas e sua Concentracdo Minima Inibitoria (CIM) frente ao M. leprae é de
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0.003 mg/litro. A vida média é de 28 horas, sendo excretada pelo rim. As
concentracfes séricas permanecem superiores a CIM durante 10 dias. A dose
diaria de 100 mg proporciona niveis séricos maximos 500 vezes superiores a
CIM, inibindo a multiplicacdo do M. leprae, inclusive os com resisténcia baixa
ou moderada (100,101).

Rifampicina: E um derivado piperazinico da Rifamicina com ac&o bactericida.
Ela € considerada o medicamento mais importante do esquema de tratamento
com a PQT. A rifampicina tem um efeito altamente bactericida contra o M.
leprae, e uma Unica dose de 600 mg € capaz de matar 99,9% da populacéo
viavel da micobactéria (102). Ela inibe a biossintese do Acido Ribonucleico
(RNA) bacteriano ao inibir fortemente a subunidade beta da RNA-polimerase
gue depende do DNA, evitando a unido da enzima do DNA e bloqueando,
assim, o inicio da transcricdo do RNA. E rapidamente absorvida principalmente
guando ingerida em jejum, atinge um pico de 7 ug/mlem 2 a 4 horas e tem uma
vida média de 3 horas. Tem uma boa distribuicdo nos tecidos, e a sua maior
parte é eliminada pelo intestino. A CIM frente ao M. leprae é de 0,3 mg/litro, e,
na dose de 600 mg, a concentracdo sérica € 30 vezes superior a do CIM
(88,103).

Clofazimina: E um corante rimino-fenazinico com acéo bacteriostatica e anti-
inflamatdria. E um dos componentes da PQT para combate & infeccéo pelo M.
leprae e também é utilizada no tratamento das reacdes tipo 2 (eritema nodoso).
N&o se conhece o mecanismo exato de sua acdo, mas ela é altamente lipofilica
e parece ligar-se fortemente ao DNA micobacteriano, inibindo a replicacdo e o
crescimento (104). 70% da droga € absorvida apds a administracéo oral, e 0
restante é eliminado pelo suor, glandulas sebaceas e fezes, e sua meia vida é
longa, de cerca de 70 dias (103). As concentracBes séricas maximas sao
geralmente atingidas em 4-12 horas, quando administrada com alimentos. A
clofazimina provou ser bactericida, em pequena propor¢do comparada a
rifampicina, contra M. leprae na inoculagédo de camundongos (105).
Ofloxacino: E uma carboxiquinolona fluorada que apresenta atividade
bactericida para M. leprae (106,107). E uma alternativa para o tratamento da
hanseniase, em segunda linha. E bem absorvida ap6s a administra¢éo oral e
se distribui amplamente pelos tecidos do corpo. Os niveis séricos maximos sao

alcancados entre 1 e 3 horas apés uma administracdo de 400 mg. O
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mecanismo de acdo da ofloxacino em doencas bacterianas parece inibir a
replicacdo do DNA ao desativar o DNA girase, um tetramero contendo duas
subunidades A (gyrA) e duas subunidades B (gyrB) (108).

e Minociclina: E a Unica tetraciclina com acdo bactericida sobre o M. leprae, no
entanto, menos ativa que a rifampicina, presumivelmente, devido a sua
natureza lipofilica, que pode aumentar a penetracdo da parede celular. O seu
uso em combinacdo com outros agentes, também é uma alternativa para o
tratamento da hanseniase, em segunda linha (109). A absorcao por via oral da
minociclina é de cerca de 95 a 100% e nao é afetada pela alimentacdo. Tem
acao longa com tempo de meia-vida superior a 15 horas (110). Seu mecanismo
de acdo é inibir a sintese de proteinas bacterianas por ligagdo com a(s)
subunidade(s) ribossomal 30S e possivelmente a(s) subunidade(s)
ribossémica(s) 50S de bactérias suscetiveis (111).

e Claritromicina: E o Gnico macrolideo que exibe significativa atividade
bactericida contra M. leprae, onde a administracéo diaria de 500 mg mata 99%
de M. leprae viavel dentro de 28 dias e 99,9% por 56 dias (112,113). A
claritromicina €, rapidamente, absorvida pelo trato gastrointestinal, nao
sofrendo a interferéncia do meio acido devido as alteragdes estruturais que ela
possui. Ela atinge seu pico de concentracdo sérico, aproximadamente, duas
horas apés sua administracéo, possuindo meia-vida de 3 a 7 horas, e sua via
de excrecdo se faz, preferencialmente, por via renal. Os macrolideos fazem
parte do grupo de antibidticos que atuam inibindo a sintese proteica bacteriana
(114). A claritromicina inibe a proteina sintese através da ligacdo a subunidade

50S do ribossoma micobacteriano, visando ao 23S rRNA, em particular (111).

Recentes publicacdes relataram resisténcia a essas drogas em algumas areas
endémicas (115,116), ou por terem sido previamente usadas em esquema de
monoterapia ou em combinagdo com a dapsona antes da implementacéo da PQT pela
OMS (17). Por essa razao, a vigilancia de cepas resistentes do M. leprae é prioritaria,

visto que ndo se tem um rol de medicamentos disponiveis para a hanseniase.
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1.1.5 Resisténcia Antimicrobiana

A OMS define RAM como a “capacidade de um microrganismo impedir a
atuacao de um antimicrobiano” (117). Com isso, nas doencas bacterianas, cepas do
patdgeno que foram capazes de sobreviver a exposi¢cdo de uma determinada droga
continuam a crescer e se multiplicar no organismo do hospedeiro. Como resultado, os
tratamentos tornam-se ineficazes, e as infec¢bes persistentes ou até incuraveis (118).

Durante o século 20, a descoberta de agentes antimicrobianos permitiu o
tratamento e o controle de diversas doencas infecciosas, reduzindo a propagacéao e
as mortes. No entanto, nas ultimas décadas, nenhum antimicrobiano potente foi
desenvolvido. Esse periodo é chamado de “vazio da descoberta” por Lynn Silver
(119,120), pela reducdo do arsenal de medicamentos mais potentes para tratar
infeccbes graves contra o crescimento da incidéncia da RAM em todo o mundo (Figura

9).
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Figura 9 - Linha do tempo com as descobertas ou patentes iniciais dos antibiéticos e

o periodo de “vazio da descoberta”

A acdo dos antimicrobianos em uma célula bacteriana se d& por varios

mecanismos que dependem das caracteristicas fisicas, quimicas e farmacolégicas de
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cada antimicrobiano. Os mecanismos mais comuns sao: inibicdo da sintese da parede
celular, inibicdo da sintese ou dano da membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese
proteica dos ribossomos, alteracdes na sintese dos &cidos nucléicos e alteracdes do
metabolismo celular (121), (Figura 10).
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Fonte: (121) Medeiros EAS de, Stempliuk V de A, Santi LQ. Medidas de prevencgdo e controle de resisténcia

microbiana e programa de uso racional de antimicrobianos em servigos de saude. 2007

Figura 10 - Mecanismos de a¢ao de alguns antimicrobianos

A origem, a disseminacao e a manutencdo da RAM podem ser decorrentes de
uma série de fatores, tais como: o alto consumo de antimicrobianos e seu uso
inadequado nos tratamentos de infeccdbes humanas; a utilizacdo excessiva de
antimicrobianos na agropecuéaria; a poluicdo do meio ambiente causada pelo despejo
de residuos de medicamentos no solo ou na agua e pela falta de informacédo da
populacdo. Assim, no contexto atual, a RAM é considerada um problema de Saude
Unica, envolvendo satde humana, animal e ambiental (122).

Quanto a categorizagdo da RAM, algumas bactérias sdo naturalmente
resistentes a certos antimicrobianos, impedindo a destruicdo de sua parede celular, o
gue nominamos resisténcia intrinseca; e outras bactérias, que antes eram suscetiveis
a um antimicrobiano, desenvolvem resisténcia a partir de muta¢cdes nos préoprios

genes ou pela aquisicdo dos genes de resisténcia de outras bactérias, o que
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denominamos resisténcia adquirida (123). O mecanismo de resisténcia das bactérias
varia de patdgeno para patdégeno. Os principais mecanismos estdo expostos na figura
11. S&o eles:
e Alteracao da permeabilidade da membrana externa, impedindo a passagem do
antimicrobiano;
e Mecanismo enzimatico, no qual ocorre producéo de enzimas que degradam ou
modificam os antimicrobianos;
e Bomba de efluxo no interior da célula bacteriana, que bombeia para fora o
antimicrobiano;
e Alteracao do sitio de acao, fazendo que o antimicrobiano ndo reconheca mais

o alvo na célula bacteriana.
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Fonte: (124) ANVSA/MS. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

Figura 11 - Mecanismos de resisténcia bacteriana

A OMS, desde 2011, pauta o problema da resisténcia aos antimicrobianos em
suas assembleias com intuito de alertar governos do mundo todo (125). Além disso,
com objetivo de conhecer a real magnitude do problema da resisténcia nos paises
membros, a OMS iniciou uma pesquisa em 133 paises para realizar uma analise
situacional e identificar o perfil e as iniciativas sobre a RAM. A pesquisa concentrou-
se nos blocos considerados pré-requisitos para combater a RAM: um plano nacional
abrangente, capacidade laboratorial para realizar a vigilancia de microrganismos
resistentes, acesso a medicamentos antimicrobianos seguros e eficazes, controle do
uso indevido desses medicamentos, conscientizacdo e compreensao entre o publico

em geral e programas eficazes de prevencéo e controle de infecgbes (126). Essa
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pesquisa subsidiou a elaboracao do Plano de Acdo Global para enfrentar a RAM, que
foi publicado em 2015 pela OMS.

O Plano Global traz um plano estratégico, atividades prioritarias, orientacao
quanto a necessidade de levantamento de patdgenos resistentes, elaboracdo de
planos nacionais e definicdo do papel das organiza¢cdes participantes. O plano tem
cinco objetivos estratégicos, relacionados a comunicacdo e educacao, vigilancia e
pesquisa, prevencdo de infecgbes, otimizacdo do uso de medicamentos
antimicrobianos na saude humana e animal e garantia de investimento sustentavel
para sua implementacao (127).

No Brasil, a iniciativa de monitorar a RAM no contexto da satde humana iniciou-
se em 2005, pelo Ministério da Saude e pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS/OMS), com a “Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana
em Servigos de Saude (Rede RM)”’, que tinha como principal objetivo tornar a
assisténcia a saude mais efetiva por meio da deteccéo, prevencédo e do controle da
emergéncia de resisténcia microbiana em servicos de salde no pais. A Rede RM,
inicialmente, foi constituida por Laboratérios de Hospitais Sentinela, Laboratérios
Centrais de Saude Publica (LACEN), Vigilancias Sanitarias Estaduais e Municipais,
Comissfes Estaduais e Municipais de Controle de Infeccdo Hospitalar e diversos
colaboradores (128).

Em 2012, a Rede RM ja contava com 1.144 servicos de saude, em sua grande
maioria, unidades hospitalares, em todo o pais. O primeiro boletim da Rede RM foi
publicado em 2013, com dados de 908 hospitais, de 26 das 27 unidades federativas
(UF) brasileiras, com dados dos fendtipos de resisténcia de 19.009 microrganismos
responsaveis por causar infec¢des primarias de corrente sanguinea em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) brasileiras. A partir dessas informacgdes, confirmou-se que a
RAM é um problema de saude publica em todas as regifes do pais (128).

Com o passar dos anos, outras iniciativas brasileiras foram elaboradas para
monitorar e prevenir a RAM tanto no contexto da saude humana, com o Ministério da
Saude e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), quanto no contexto da
saude animal, com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No
entanto, a abordagem brasileira ndo estava relacionada a uma conduta de Saude
Unica, tal como preconizada pelo Plano Global da OMS, e era desenvolvida de forma
desarticulada e sem monitoramento integrado. Assim, a luz do Plano Global, o Brasil

publicou, em 2018, o Plano de Acdo Nacional de Prevencéo e Controle da Resisténcia
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aos Antimicrobianos (PAN-BR). O PAN-BR foi elaborado com a participacédo direta do
Ministério da Saude, da Anvisa e do MAPA, e com apoio do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovac¢des e Comunicac¢des (MCTIC), do Ministério do Meio Ambiente, da
Fundacdo Nacional de Saude (Funasa), do Ministério das Cidades e do Conselho
Nacional de Saude (CNS). Ele compreendera o periodo de 2018 a 2022, sendo
composto por quatro objetivos especificos: i) Melhorar a conscientizacdo e a
compreensao a respeito da RAM nos servigos de saude por meio de comunicacéo,
educacéo e formacéo efetivas; ii) Refor¢car o conhecimento e a base cientifica por meio
da vigilancia e da investigacao de infeccfes e RAM em servicos de saude; iii) Reduzir
a incidéncia de infec¢cdes com medidas eficazes de prevencao e controle em servigos
de saude; e iv) Promover o uso racional dos medicamentos antimicrobianos nos
servigos de saude (128).

Apesar de a grande maioria das acfes de controle e prevencao da RAM estar
voltada a ambientes hospitalares no PAN-BR, atividades estratégicas sobre RAM
também devem ser elaboradas para a atencao primaria de sadde onde estdo inseridos
muitos programas de intervencao de doencas infecciosas, especialmente aqueles que
tém a prevencao secundaria (quimioterapia) como o principal componente de sua
estratégia de controle, como tuberculose, hanseniase, malaria, entre outras. Sabe-se
que, para essas doencas infecciosas, a falta de novos medicamentos para o
tratamento, a ndo adesdo ao tratamento, uma terapia insuficiente e a falta de
prevencdo e controle sdo fatores agravantes do problema da resisténcia aos
antimicrobianos que estdo ligados as mas condi¢cdes socioeconbmicas de grande

parte da populacao afetada.

1.1.6 Resisténcia Antimicrobiana na Hanseniase

Na hanseniase, a RAM é investigada desde a monoterapia com dapsona. A
primeira suspeita de resisténcia do M. leprae a sulfona se deu em 1947, quando
observou-se que pacientes nao respondiam mais ao tratamento, além do numero de
casos que evoluiram para recidiva (129). Assim, durante a década de 1950, a RAM
foi amplamente discutida nos principais foruns internacionais da doenca (81).

O primeiro caso de hanseniase resistente a dapsona so foi comprovado em
laboratorio em 1964, quando o microbiologista Charles C. Shepard desenvolveu uma

técnica de cultivo do M. leprae in vivo em patas de camundongos (130).
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Na década de 1970, a resisténcia secundaria a dapsona tornou-se comum em
diversos paises, com uma ocorréncia de até 40% dos casos multibacilares tratados
em areas endémicas, passando a ser, portanto, um grande problema para o controle
da hanseniase. O surgimento da resisténcia a dapsona foi relacionado a monoterapia
prolongada, com doses muito baixas, bem como a irregularidade ou a falha no
tratamento (82).

Apesar da experiéncia com dapsona, a rifampicina na década de 1970 também
foi utilizada por alguns anos em esquema de monoterapia, e, consequentemente, em
1976, foi relatado o primeiro caso de M. leprae resistente a ela (131).

No inicio da década de 1980, a resisténcia a sulfénica se configurava um
problema na hanseniase cada vez mais relevante. A introdugdo da PQT/OMS no
tratamento da hanseniase veio com objetivo de frear o aumento no nimero de casos
resistentes. Acredita-se, ainda, que a PQT pode funcionar muito bem na resisténcia a
um unico antimicrobiano por alguns fatores: pelo fato da rifampicina ser altamente
bactericida e, assim, eliminar a maioria das subpopulagdes existentes de M. leprae
resistentes aos outros dois antimicrobianos; e por dapsona e clofazimina destruirem
as subpopulacdes resistentes a rifampicina (103). Ao longo das décadas de 1980 e
1990, pbde-se observar uma resposta satisfatoria desses casos de subpopulacdes
microbianos ja resistentes a qualquer medicamento da PQT em pacientes
multibacilares (92,132). Entretanto, julga-se que, no decorrer do tratamento da
hanseniase, pode ocorrer o desenvolvimento da RAM devido a ndo destruicdo da
subpopulacao resistente, que, posteriormente, pode voltar a crescer e se multiplicar.

Com o desenvolvimento e a estruturacdo dos métodos de biologia molecular
nas décadas de 1990 e 2000, novas publicacBes relataram casos de hanseniase
resistentes as drogas da PQT e do esquema de substituicdo utilizado no tratamento
da doenca, além de também mencionarem a resisténcia combinada a duas ou trés
drogas (132,133).

Pacientes de hanseniase multibacilares possuem uma grande populacdo de M.
leprae variando entre 1+ e 5+ no indice Baciloscépico e que, apesar do tratamento
completo com PQT por 2 ou 3 anos, 0 M. leprae é capaz de persistir como bacilos
viaveis, e, estes pacientes, voltarem a recidivarem (134). Agora, apds mais de 4
décadas de PQT, as recidivas sao frequentemente observadas e isso pode ser devido

a resisténcia aos antimicrobianos (135).
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Portanto, apesar da reducdo das taxas de deteccdo e prevaléncia da
hanseniase no mundo, o surgimento de resisténcia do M. leprae aos antimicrobianos
usados no tratamento da doenga representa uma ameaga, uma vez que a PQT é a
principal estratégia de controle para a doenca.

1.1.6.1 Mecanismo de Resisténcia do M. leprae e Seu Diagndstico

O mecanismo de resisténcia do M. leprae foi inferido a partir de estudos
realizados em Mycobacterium tuberculosis e outras bactérias que sao cultivaveis in
vitro. Com base nesses estudos, compreendeu-se que a RAM ocorre devido a
mutacOes cromossOmicas em genes que alteram os alvos da agao das drogas e que
essas mutacdes ocorrem espontaneamente como resultado de erros na replicacao do
DNA. Normalmente, esses mutantes sao enriquecidos em uma populacéo de bacilo
suscetivel por terapia medicamentosa inadequada (111).

Com estudos genéticos e moleculares, foi possivel, pela primeira vez, realizar
0 sequenciamento genético para os filamentos de M. leprae resistentes em
experimentos que utilizaram, anteriormente, o método de Shepard. Esse
sequenciamento demonstrou que as mutagdes missenses, aquelas em que ocorrem
mudanca de aminoacidos e que deixam de ser reconhecidas pela droga, ocorrem
dentro das regifes do gene pertencente a cada uma das drogas testadas (136,137).
Assim, conferem resisténcia a dapsona — mutacdo no gene folP1; a rifampicina —
mutacdo no gene rpoB; e as quinolonas — mutacdo no gene gyrA (132). No entanto,
até o momento, ainda nao estéo elucidadas as bases genéticas da RAM de todas as
drogas utilizadas no tratamento da hanseniase (44).

A identificacdo dos alvos das drogas, as mutacdes e os cdédons especificos de

mutacdes mais frequentes na resisténcia do M. leprae estédo descritos no quadro 3.
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DNA girase

impedem a inibicdo da
Subunidade A pelo
quinolona

Antimicrobiano Genes Alvo Molecular Mecanismo de Cédons
Resisténcia
Rifampicina rpoB Subunidade B da | Mutacbes neste gene | 438, 441, 451,
RNA polimerase impedem a interacdo da | 456,458
rifampicina com a RNA
polimerase
Dapsona folP1 Di-hidropteroato MutacBes neste gene | 53 e 55
sintase impedem que a dapsona
diminua a producéo da
sintese de diidropteroico
sintetase
Ofloxacino gyrA Subunidade A de | Mutagbes neste gene | 89 e 91

Legenda: DNA = Acido Desoxirribonucleico; RNA = Acido Ribonucleico
Fonte: (138) World Health Organization. A guide for surveillance of antimicrobial resistance in leprosy. 2017

Também confere resisténcia do M. leprae a rifampicina a incorporacédo de

nucleotideos entre os cdédons 439 e 440 (138).

A resisténcia a clofazimina, até o presente, foi relatada em pouquissimos casos

de hanseniase, considerada um evento raro, e a resisténcia a minociclina nao foi

referida em nenhum caso da doenca (111). Portanto, hoje, as ocorréncias de

resisténcia a dapsona, rifampicina e ofloxacino séo as mais estudadas e conhecidas

na hanseniase (108), (Figura 12).
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Figura 12 - Mutacdes de resisténcia as drogas no genoma do M. leprae

Existem duas formas principais de avaliar a resisténcia aos antimicrobianos da
hanseniase: fenotipica e genotipica. A avaliacdo fenotipica € realizada através da
inoculacdo em camundongo, uma técnica que ainda é realizada em poucos paises. A
avaliacdo genotipica € por meio de técnicas moleculares com objetivo de detectar
mutacfes que estdo associadas com a resisténcia do M. leprae. Existem trés
abordagens principais neste: (i) extracdo de DNA, Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e sequenciamento; (i) ensaio de sonda com um kit comercial; ou (iii)
sequenciamento de genoma inteiro (111).

O método in vivo desenvolvido para demonstrar a multiplicacdo do M. leprae
em laboratério € a técnica de Shepard, criada em 1960 (63). Desde o seu
desenvolvimento, a técnica denominada Mouse FootPad tem sido o ‘padréo ouro' para
testar a suscetibilidade as drogas da hanseniase, que consiste na inoculacdo de
bacilos na pata traseira do camundongo, na administragdo das drogas na dieta do
animal e na observacéo da multiplicacéo do bacilo. Desse modo, a sensibilidade ou a
resisténcia a uma droga € avaliada comparando o crescimento bacilar nos
camundongos, que sdo separados em grupo experimental e grupo controle.
Considera-se resisténcia quando for observado crescimento bacilar em um ou mais

camundongos do grupo experimental. Nesta técnica detecta a mutagdo mesmo sem
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saber que gene foi mutavel. A resisténcia na hanseniase é descrita desde 1964

(139,140), usando este método in vivo representado na figura 13.

Fonte: (67) Scollard et al. The continuing challenges of leprosy.2006
Figura 13 - Inoculacéo de M. leprae na pata de camundongos

No entanto, é uma técnica inviavel de ser usada na rotina de vigilancia da RAM
em hanseniase, por exigir instalagdes apropriadas, profissionais bem treinados e um
bom recurso financeiro para manutencdo dos animais durante a experimentacao.
Além disso, os resultados demoram meses para serem produzidos e divulgados, e
seu sucesso depende em grande parte da quantidade do material da bidpsia e do
tempo decorrido até a inoculacdo do camundongo (61). Por conseguinte, apenas
alguns laboratérios de alta qualidade no mundo realizam essa técnica com intuito
principal de apoiar pesquisas em hanseniase. No Brasil, apenas o Instituto Lauro de
Souza Lima (ILSL), em Bauru, Sédo Paulo, tem utilizado, desde o final da década de
1980, a técnica de Shepard para deteccao de cepas resistentes (44,67).

A padronizacdo da técnica de Shepard foi um marco na pesquisa do bacilo e
da doenca, propiciando um importante avanco em estudos, especialmente na area
terapéutica e da RAM.

Com a biologia molecular, também foi possivel testar a susceptibilidade do M.
leprae aos principais antimicrobianos usados no tratamento da hanseniase,
permitindo uma melhor compreensdo dos mecanismos de acdo e resisténcia das
drogas, bem como identificar os genes envolvidos nesses processos (13,136).

A PCR é um método que revolucionou a pratica da biologia molecular. Consiste
em ampliar seletivamente uma unica molécula de DNA ou de RNA milhdes de vezes
em algumas horas, o0 que permite a detec¢do e a andalise de sequéncias de genes

especificos na amostra de um paciente, animal ou organismo sem a clonagem. O
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meétodo baseia-se na amplificacéo de regides pré-selecionadas, por acdo da enzima
Taq polimerase, que, aliada a iniciadores (primers), hibridizam-se com os filamentos
opostos da sequéncia-alvo e desencadeiam a sintese da sequéncia de DNA (141).
Portanto, na hanseniase, partes de um gene do DNA do M. leprae podem ser
amplificadas de maneira exponencial com o uso de primers especificos conhecidos
para estudo da doenca (142,143).

Os métodos moleculares descritos para realizar testes de susceptibilidade aos

medicamentos da hanseniase na literatura, até o momento, sao:

e PCR-sequenciamento direto de DNA (PCR-DNA Sequencing)

Atualmente, é considerado o principal método molecular para detectar RAM na
hanseniase. O teste consiste na utilizacdo de sequenciamento direto da PCR de
fragmentos de DNA do M. leprae retirados do material biolodgico (bidpsia de pele ou
esfregaco intradérmico) do paciente (13,108). As etapas desse teste sdo

demonstradas na figura abaixo.

Isolamento de DNA do M. leprae presente na amostra biolégica

N

Amplificagdo dos fragmentos de DNA alvo apropriados
contendo DRDR de M. leprae usando iniciadores especificos

N

Sequenciagdo automatizada de DNA desses fragmentos com
os primers direto e reverso

N

Alinhamento das sequéncias geradas as sequéncias de DRDR
de referéncia na cepa M. leprae para determinar a presenga de
mutagdes resistentes

Fonte: (138) World Health Organization. A guide for surveillance of antimicrobial resistance in leprosy. 2017

Figura 14 - Etapas da técnica de PCR-sequenciamento direto de DNA do M. leprae

A medida que a mutacdo por PCR-DNA Sequencing passou a ser executada
em muitos laboratérios nos udltimos anos, varios estudos foram realizados para
detectar RAM em hanseniase, a fim de estimar a prevaléncia desse evento na
populacao afetada pela doenca (111). Consequentemente, esse método passou a ser

0 novo 'padréo ouro' para testar a suscetibilidade as drogas utilizadas no tratamento
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da hanseniase, sendo recomendado, inclusive, pela OMS em seus manuais de
vigilancia, por consistir num método ‘“in vitro” com alto indice de sensibilidade, de
forma mais rdpida (em questao de horas) e com menor custo quando comparado ao
método Mouse FootPad (138).

No entanto, o teste apresenta uma desvantagem por ser uma técnica em house
na qual ndo ha uma padronizacao bem definida e nem a utilizacdo de kits especificos,

cabendo cada laboratério padronizar e validar sua técnica.

e DNA-ARRAY (LDS-DA)

O método microarray de DNA (LDS-DA) é considerado um teste mais simples
gue o PCR-DNA Sequencing. Esse teste consiste na realizagdo das seguintes etapas:
1) Uso de PCR multiplex para amplificar simultaneamente as regides determinantes
de resisténcia a droga dos genes-alvo a partir do DNA de amostras clinicas e rotular
os amplicons (moléculas de DNA previamente amplificadas) com biotina; 2)
Desnaturar por calor os amplificadores de PCR e depois resfrid-los rapidamente; 3)
Hibridizar a mistura refrigerada com a lamina LDS-DA, contendo uma série de sondas
oligonucleotidicas ligadas, correspondentes a cada mutacéo nos genes folP1, rpoB e
gyrA; e 4) Hibridizar com as sondas de captura no LDS-DA os fragmentos de DNA
marcados com biotina que sao detectados pela peroxidase de rdbano-avidina-biotina
(133).

Acredita-se que o método é uma boa ferramenta da biologia molecular com alta
reprodutibilidade e sensibilidade para testar a suscetibilidade a medicamentos da
hanseniase em um laboratério proximo ao campo em regides geograficas onde existe

pouco progresso nas areas genéticas (13).

e PCR em Tempo Real de Alta Resolucao de Fuséo (qPCR)

O método qPCR baseia-se em uma simples etapa p0s-PCR para explorar as
caracteristicas térmicas dos amplicons para a detec¢cdo de mutacdes. Como 0s
amplicons sdo submetidos a altas temperaturas, as regides determinantes de
resisténcia as drogas do tipo selvagem (suscetiveis a medicamentos) e mutantes
(resistentes a medicamentos) geram perfis de Alta Resolucdo de Fusédo distintos
(108).
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Nesse método, os amplicons de PCR e as curvas de fusdo sédo gerados no
mesmo instrumento, ndo existindo manipulacdes de amostras apés a reacdo da PCR
e nao havendo a necessidade de reagentes ou suprimentos adicionais para
determinar a susceptibilidade ao medicamento. Isso reduz o risco de contaminacao
cruzada de amplicons e o custo do sequenciamento de DNA (48).

Um estudo recente classificou-o como uma ferramenta sensivel, simples,
rapida e de alto rendimento para a triagem de rotina de casos novos e de recidiva,
podendo auxiliar na deteccdo de mutacfes menores associadas a resisténcia a

medicamentos em uma populacdo de M. leprae, que é totalmente suscetivel (144).

e Kit GenoType Leprae-DR

A tecnologia de fita de DNA foi desenvolvida como kits GenoType e aplicada a
deteccdo molecular de resisténcia a antibiticos em varias infec¢cdes, como
tuberculose e doencas por Helicobacter pylori (disturbios digestivos), por exemplo
(145,146).

O teste utiliza um método de hibridizacédo reversa semelhante a matriz de DNA
descrita no DNA-ARRAY, exceto que as sondas oligonucleotidicas séo pré-hibridadas
em uma fita de nitrocelulose para identificar alteracbes na sequéncia-alvo,
diferenciando sua forma selvagem e mutante. As etapas do teste sdo: 1) Isolamento
de DNA de amostras clinicas; 2) As regifes determinantes de resisténcia as drogas
dos genes-alvo de M. leprae sdo amplificadas por PCR multiplex com primers
biotinilados; 3) Amplicons sdo desnaturados quimicamente; 4) Amplicons de cadeia
simples séo ligados as sondas analdgicas complementares durante a hibridizacao
com a fita de DNA de sondas mutantes e do tipo selvagem especificas; 5) Os
amplicons n&o ligados sdo removidos por lavagem; 6) E realizada uma reacéo
conjugada durante a qual os amplicons ligados sdo marcados com a enzima fosfatase
alcalina; e 7) As regides determinantes de resisténcia as drogas do tipo selvagem e
mutantes sdo, entdo, visiveis em uma reacgéo de detecgao colorimétrica (147).

O kit GenoType® Leprae-DR é de fabricacao alema (Hain Lifescience, Nehren,
Alemanha), sendo o Unico comercialmente disponivel e validado industrialmente para
a deteccdo simultanea de M. leprae resistente a rifampicina, dapsona e ofloxacino
(111). No Brasil, € o Unico teste de susceptibilidade que possui registro na ANVISA
para deteccao de M. leprae resistente (148).
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Recentemente, no Brasil, os kits Genotype® MTBDRplus e Genotype®
MTBDRsI, da mesma empresa alema, foram incorporados no SUS para a detecc¢éo

de resisténcia as drogas utilizadas no tratamento da tuberculose (149).

e PCR-reverse ensaio de hibridizacéo blot (REBA)

O ensaio de hibridizacao por transferéncia reversa (REBA) é uma ferramenta
molecular para a avaliacdo de multiplas amostras usando mdultiplas sondas que
permite a detec¢do e a identificagéo de resisténcia a rifampicina (150).

O método envolve etapas como: 1) Preparacdo de sondas oligonucleotidicas
para REBA correspondentes a ambas as vertentes de regido de resisténcia a
rifampicina de M. leprae; 2) PCR para amplificacao de regides rpoB; 3) Realizacao do
ensaio de hibridizacdo de transferéncia reversa por PCR, com desnaturacao,

hibridizacao, lavagem e, por fim, a visualizagdo colorimétrica (47).

e DNA Heteroduplex

O método de heteroduplex de DNA consiste em uma mistura de proporcdes
iguais do produto de PCR, de uma cepa sensivel e de uma cepa resistente, que é
desnaturado e, em seguida, hibridado. O hibrido é fracionado em gel de poliacrilamida
e visualizado com brometo de etidio. O heteroduplex, resultante da hibridacéo da fita
de DNA da cepa sensivel com o da cepa resistente, exibe uma mobilidade

eletroforética diferente quando comparada a um hibrido homoduplex (151).

Ainda ha algumas lacunas de conhecimento sobre a sobreposicao entre
gendtipo e fendtipo, pois todas as cepas resistentes do M. leprae identificadas através
da MFP foram genotipicamente confirmadas, mas nem todas as mutacdes descritas
no genoma do M. leprae conferem resisténcia no teste MFP (111).

Por isso os critérios clinicos devem ser mantidos em conjunto com a informacao
molecular para avaliar o impacto da resisténcia. Nem todas as mutacbes que
conferem resisténcia conduzem a falha clinica (devido ao uso de multiplas drogas na
PQT). A falha do tratamento ou recidiva nem sempre é devido a resisténcia (152).

Apesar do crescente aumento no numero de estudos que vém descrevendo

novos meéetodos moleculares baseados em PCR para a deteccdo de mutacdes que
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resultam em resisténcia do M. leprae, a concordancia com os ‘padroes-ouro’ (MPF e
PCR-DNA Sequencing) ainda precisa ser melhor estudada, a fim de identificar se
existe um melhor método para auxiliar a vigilancia da RAM em hanseniase de forma
mais automatizada, simples, rpida e que possa ser utilizado em larga escala pelos

laboratorios de paises de alta carga da doenca como o Brasil.

1.1.6.2 A Iniciativa da OMS para a Vigilancia Molecular

Com os desafios enfrentados pelos programas de controle da tuberculose de
diversos paises por causa da resisténcia antimicrobiana, alguns questionamentos
foram levantados por muitos especialistas de hanseniase, tais como: a resisténcia
antimicrobiana era também um problema para hanseniase? A hanseniase seria como
uma tuberculose no futuro, com aumento expressivo de resisténcia aos farmacos
existentes para tratamento da doenca? Qual € o quantitativo de pacientes de
hanseniase com resisténcia antimicrobiana? (108,153,154)

Além disso, a historia da resisténcia a dapsona e seus efeitos negativos sobre
as estratégias de controle da hanseniase na década de 1970, taxas de cura abaixo
do ideal relatados por muitos paises, o aumento gradual de casos de recidivas, a
preocupacdo com a resisténcia a rifampicina, principal componente da PQT, e o
avanco das técnicas de biologia molecular para a deteccéo de resisténcia as drogas
nas doencas infecciosas no inicio dos anos 2000 impulsionaram o Programa Global
de Hanseniase da OMS e especialistas de varios paises a discutirem a elaboracédo de
um sistema de vigilancia para a resisténcia antimicrobiana (155).

Em 2006, o PGH, juntamente com onze paises, instituiu uma rede de vigilancia
sentinela para detectar resisténcia, por meio do PCR-DNA Sequencing, as principais
drogas utilizadas no tratamento da hanseniase, com énfase na rifampicina, como,
também, para avaliar a tendéncia da resisténcia medicamentosa na doenca (154). No
entanto, a rede de vigilancia tornou-se operacional somente em 2008, inicialmente,
com seis paises: Brasil, Etiopia, india, Mali, Mianmar e Vietnd. Nos anos posteriores,
outros paises também incorporaram a rede, como: Benim, Burquina Fasso, China,
Colémbia, Filipinas, Guiné, Iémen, Indonésia, Madagascar, Mogambique, Nepal,
Niger, Paquistéo e Sri Lanka (14,155).

A rede de vigilancia de resisténcia em hanseniase da OMS foi composta por:

centros sentinelas e laboratérios de referéncia localizados nos paises participantes,
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Ministério da Satde do pais participante, Instituto de Salde Global da Ecole
Polytechnique Fédérale de Lausanne, localizado na Suica, e pela OMS.

As amostras biologicas dos pacientes de hanseniase eram coletas nos centros
sentinelas e enviadas para andlise de mutacdes nos laboratérios de referéncia. Os
centros sentinelas reportavam ao Programa Nacional da Hanseniase do Ministério da
Saude informacdes clinicas dos pacientes investigados, enquanto os laboratérios de
referéncia informavam os resultados da andlise do sequenciamento aos centros
sentinelas, ao Ministério da Saude e ao Instituto de Saude Global. Todos os repasses
de informacdes ocorriam por meio de formulérios padronizados da vigilancia. Cada
Ministério da Saude reportava os resultados compilados para o Programa Global da
OMS, que reunia e divulgava os dados globais. O Instituto de Saude Global recebia e
juntava todos os dados brutos do sequenciamento realizados para analisar as

frequéncias de mutacéo (155), conforme demostra a figura abaixo:

MOH
Sequencing results
Form 1 by Form 2
Form 1
S I
. . ampies Reference
Sentinel site |
&< — aboratory
Sequencing results
by Form 2
Raw sequencing
data
Sequencing results WHO Global Health
by Form 1 and 2 Institute

Fonte: (155) Matsuoka M. Global surveillance system to monitor the development of drug resistance in

Mycobacterium leprae. 2015
Figura 15 - Vigilancia sentinela de resisténcia as drogas da hanseniase da OMS
Abreviatura: MOH = Ministry of Health (Ministério da Saude), WHO = World Health Organization

(Organizacéo Mundial da Saude)

No ano de 2009, a OMS publicou o primeiro Guia para a vigilancia que trouxe
detalhes sobre critérios de incluséo, extragdo do DNA, condi¢gbes de PCR e métodos
de sequenciamento. Com as licoes aprendidas com a tuberculose, inicialmente, o foco
da vigilancia foram os casos de recidiva (resisténcia secundaria), por apresentarem o

maior risco de resisténcia aos medicamentos, podendo comprometer as medidas de
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controle existentes (13,14). Somente em 2012, foi recomendado que amostras de
casos novos multibacilares também fossem incluidas no protocolo de analise para
resisténcia primaria como um evento sentinela (156).

A rede de vigilancia sentinela da OMS funcionou entre 2008 e 2015. Ao final
desse periodo, os principais resultados foram publicados em um boletim
epidemioldgico (157) e em um artigo cientifico (158), bem como subsidiaram a
recomendacédo, pela OMS, de continuidade do monitoramento da RAM na hanseniase
(157).

Na Estratégia Global para a Hanseniase, de 2016, a inclusdo do monitoramento
da resisténcia aos principais antimicrobianos da hanseniase nos planos estratégicos
nacionais, principalmente nos paises de alta carga, € considerada um marco
importante para o enfrentamento da doenca (6). Por essa razdo, para orientar 0s
paises a criarem e/ou estruturarem seu sistema de vigilancia para RAM, a OMS
publica, em 2017, o segundo Guia, que traz como recomendacdo a
implantagéo/implementacdo de uma vigilancia universal para a resisténcia
secundéria, investigada em todos os pacientes que precisam refazer o tratamento com
a PQT; e uma vigilancia sentinela para a resisténcia primaria, investigada em uma

amostra de 10% dos pacientes novos multibacilares com baciloscopia positiva (138).

1.1.6.3 Contexto Epidemiolégico da Resisténcia Antimicrobiana na Hanseniase

De acordo com a OMS, entre o0s sete anos da vigilancia sentinela para RAM na
hanseniase, 2009 e 2015, a média de casos novos e de recidiva da doenca no mundo
foram de 220.000 e 2.700, respectivamente, evidenciando a transmissao continua,
principalmente em paises de alta carga (159).

Publicado em 2018, o estudo com os dados global da vigilancia da OMS,
analisou 1.932 casos de hanseniase investigados para resisténcia a rifampicina (1.143
casos de recidiva e 789 casos novos) obtidos em 19 paises, entre os anos de 2009 e
2015. Desses, 74 casos apresentaram cepas de M. leprae com mutagdes conferindo
resisténcia, apresentando uma taxa global de 3,8%. A resisténcia a rifampicina foi
detectada em 58 casos de recidiva (5,1% de resisténcia secundaria) e em 16 novos
casos (2% de resisténcia primaria). Com relacéo a resisténcia a dapsona e ofloxacino,
as taxas globais foram de 5,3% e 1,3%, respectivamente. O estudo ainda destacou o

aumento do numero de casos de hanseniase resistentes reportados a OMS nos
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altimos anos da vigilancia e o potencial risco de resisténcia a PQT, especialmente em
paises de alta carga da doenca, como Brasil e india, que foram os que mais

notificaram casos de hanseniase com resisténcia a rifampicina (figura 16) (158).
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Legenda:
- <3 casos de resisténcia a rifampicina

.....

- >10 casos de resisténcia a rifampicina

Fonte: (158) Cambau E, Saunderson P, Matsuoka M, Cole ST, Kai M, Suffys P, et al. Antimicrobial resistance in leprosy: results of the first prospective open survey conducted
by a WHO surveillance network for the period 2009-15. 2018

Figura 16 - Paises que relatam resisténcia a rifampicina em hanseniase entre 2009 e 2015
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Em 2019, apenas 11 paises forneceram dados sobre a RAM para OMS. Dos
446 pacientes com hanseniase testados para RAM, 15 foram detectados
monorresisténcia. Trés pacientes apresentaram resisténcia a mais de um
antimicrobiano utilizado no tratamento da doenca (152).

Um estudo na China, analisou 290 pacientes com hanseniase entre novos e
recidiva. Foram detectadas 11 mutacfes conferindo resisténcia: 7 em folP1, 1 em
gyrA, 1 e folP1+gyrA e 1 rpoB+gyrA (160). Na Franca, no total de 160 amostras
coletadas entre o periodo 2001 e 2015, foram detectadas mutacdes em pelo menos
um gene em 18 casos (11,3%): folP1 em 13 casos, rpoB em trés casos e gyrA em dois
casos (161). Por fim, na india entre os 239 pacientes com recidiva de hanseniase e
11 novos casos entre 0os anos de 2009-2016, 71 (28%) casos foram resistentes: 26
pacientes eram resistentes a rifampicina, 18 a dapsona, 10 a ofloxacino, 15 resistentes
a duas drogas e 2 resistentes a trés drogas (16).

Em estudos mais recentes relataram a ocorréncia de RAM em pacientes com
estados reacionais recorrentes, tanto do tipo 1 quanto do tipo 2, trazendo nas
discussBes uma alerta para as reacdes e a necessidade de monitorar também a RAM
nesses pacientes (162,163). Além disso, um outro estudo de coorte demonstrou que
cepas de M. leprae resistentes aos antimicrobianos também podem estar associadas
a neuropatia na hanseniase (164).

No contexto nacional, desde a década de 1980, s&o relatados casos de
hanseniase resistentes identificados por meio de pesquisas realizadas pelos centros
de referéncia do pais, principalmente nos casos de recidiva, haja vista que esses

casos mais complexos eram acompanhados por esses centros (Quadro 4).
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clinicos de recidiva.

Técnica
Drogas laboratorial
Autores e ano Objetivo Local e populagao avaliadas utilizada Resultados principais
. Discutir a resisténcia medicamentosa . A -
Talhari et al., . : . - Mouse Seis casos de sulfonorresisténcia secundéaria — quatro com
em pacientes residentes de um antigo | Fuam/AM, S/info Dapsona A - N ;
1985 (165) L FootPad resisténcia total e dois com resisténcia parcial.
leprosario de Manaus.
. Fuam/AM, 12 casos
Damasco et al, Realizar um levantamento dos casos multibacilares em | Dapsona Mouse Oito casos apresentaram M. leprae resistentes a dapsona
1986(19) resistentes a dapsona. P FootPad P -1ep P )
tratamento
Determlna( A a prevalenC|a~ de ILSL/SP, 30 casos . ‘
Costa et al sulfpnorresstenmg na _populqgao de multibacilares virchowianos Mouse 10 casos mo:strgram seus bacilos reglsfenyes. aDDS, ggndo
1993(166) " pacientes hansenianos virchowianos do com mais de 5 anos de Dapsona FootPad 4 com resisténcia parcial, 2 com resisténcia intermediaria e
municipio de Bauru, estado de S&o 4 com resisténcia total.
tratamento e IB > 3
Paulo
_Dett_armmar 0 fe'FOt'F’O acetllador, da 11 casos mostraram seus bacilos resistentes a DDS. 2 com
Costa et al., isoniazida em pacientes de hanseniase | ILSL/SP, 21 casos de Mouse P . SN
; . . o Dapsona resisténcia parcial, 1 com resisténcia intermediaria e 8 com
1993(167) suspeitos de terem desenvolvido | recidiva multibacilares FootPad o
ROV resisténcia total.
resisténcia a DDS.
. . P . Caso 1 - bacilos resistentes a dapsona e a rifampicina.
Discutir a resisténcia medicamentosa . . . . o
. ) : ILSL/SP, 4 pacientes Caso 2 - bacilos resistentes a dapsona e a rifampicina.
Opromolla et em  pacientes  virchowianos em ; . Dapsona e | Mouse : . . -~
. . . virchowianos em tratamento . - Caso 3 - bacilos resistentes a dapsona, a rifampicina e a
al., 1993 (168) tratamento da hanseniase ha muitos : Rifampicina | FootPad ; .
; - : da hanseniase etionamida.
anos e ainda com lesdes ativas. . . . -
Caso 4 - bacilos resistentes a dapsona e a rifampicina.
11 casos com resisténcia a dapsona e 2 casos com
resisténcia a rifampicina.
5/11 (45,4%) dos individuos apresentaram bacilos
o Detectar cepas resistentes a DDS e RFP resistentes ao nivel mais alto de concentragdo de DDS;
Diorio et al., entre pacientes tratados, com sinais ILSL/SP, 40 casos de | Dapsona e | Mouse 1/11 (9,1%), concentragao intermediaria; e 5/11 (45,4%), a
2005(169) P ! recidiva multibacilares Rifampicina FootPad ' ! & ' . !

menor concentragdo da droga. Obtiveram um indice de
12,5% de resisténcia a DDS (55% deles eram de
monoterapia) e 5% a RFP entre 40 casos de pacientes que
apresentaram sinais clinicos de recidiva.

Continua
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Técnica
Drogas laboratorial
Autores e ano Objetivo Local e populagéo avaliadas utilizada Resultados principais
Verificar a ocorréncia de recidivas em 3 casos de resisténcia a dapsona e nenhuma a
Didrio et al., hanseniase associadas a resisténcia a | ILSL/SP, 28 casos de | Dapsona e | Mouse rifampicina.
2009(170) drogas, apdés término de tratamento com | recidiva multibacilares Rifampicina | FootPad A recidiva foi associada a resisténcia medicamentosa em
monoterapia sulfénica. 10,7% (3/28) das amostras avaliadas.
Detectar recidiva e a contribuicdo da g:’mode Arﬁjggg::gé Ez%mg Dapsona
Rocha et al., resisténcia aos medicamentos . ’ apsona, PCR-DNA 1 resisténcia a dapsona e 3 multirresistentes.
2012(17) entre os doentes de hanseniase de cinco Ce‘f’“f"" 145 casos de leampICIrla Sequencing Todos MB e do sexo masculino
. recidiva (Paucibacilar e | e Ofloxacino '
estados do Brasil. L
Multibacilar)
Identificar polimorfismos nos genes | Fuam/AM, 126 casos novos Dapsona
Contreras etal., | folP1, gyrA e rpoB em pacientes com | 39 casos de recidiva apsona, PCR-DNA 3 casos novos resistentes a rifampicina.
2 Rifampicina . - o
2014(18) hanseniase tratados no estado do | 3 casos de retratamento : Sequencing 1 caso de recidiva multirresistente.
. ~ e Ofloxacino
Amazonas, Brasil. 29 casos em reagao
Analisar, por meio da PCR convencional, Dapsona
Albertini et al., regides de resisténcia medicamentosa | Fuam/AM, 107 pacientes de apsona, PCR-DNA 1 resisténcia a dapsona.
L Rifampicina . ol . o
2016 (171) nos genes rpoB, folP1, gyrA do M. | recidiva : Sequencing 1 resisténcia a rifampicina.
e Ofloxacino
leprae.
Estudar resisténcia do M. leprae a PQT - . PCR-DNA 1 caso novo resistente a rifampicina.
O P Ex-colénia Vila do Santo | Dapsona, X 1 caso novo resistente a dapsona.
Rosa et al., em populagdo hiperendémica de uma Py p : S Sequencing e Lo
P " . Anténio do Prata/Para, 19 | Rifampicina 4 casos novos multirresistentes.
2019(172) ex-col6nia de hanseniase localizada na -~ . Mouse Foot o X
casos novos e 18 recidivas e Ofloxacino 2 casos de recidiva resistente a dapsona.

Amazonia Brasileira.

Pad

8 casos de recidiva multirresistente.

Fuam: Fundagéo Alfredo da Matta/Amazonas; ILSL: Instituto Lauro de Souza Lima/Sao Paulo; S/info: Sem informagéo
Fonte: Elaborado pela autora
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Na observacéo desses estudos, podem-se citar como limitagcdes encontradas
o tamanho e o critério de selecdo das amostras, que séo bastante especificos. A
dapsona foi a droga mais investigada, provavelmente devido a monoterapia utilizada
por longos anos no tratamento da hanseniase no pais. Apenas dois estudos tiveram
como objetivo investigar a resisténcia primaria na populacdo estudada. Os resultados
expressivos de RAM primaria achados por Rosa et al. (172) em pacientes de
hanseniase e seus familiares que residem em uma éarea de ex-colbnia trouxeram
diversos questionamentos, inclusive, um deles é se as proporc¢des encontradas no
estudo representam o verdadeiro cenario epidemiolégico do pais ou se refletem
somente a realidade dessas areas de alta endemicidade, uma vez que nenhum estudo
de abrangéncia nacional foi realizado até o momento.

Na participagdo da vigilancia sentinela da OMS, no periodo de 2009 a 2015, o
Brasil investigou para resisténcia a rifampicina um total de 353 casos de hanseniase
(321 casos de recidiva e 32 casos novos) acompanhados em unidades de referéncia,
encontrando 32 casos resistentes, com uma proporc¢ao geral de 9,1%, evidenciando
a circulacdo de cepas resistentes na comunidade. A proporcdo de resisténcia
secundaria foi de 8,4% (27/321), e a de resisténcia primaria de 15,6% (5/32). O pais
apresentou propor¢cdes de resisténcia a rifampicina (geral, primaria e secundaria)
maiores do que as proporcdes globais apresentadas pela OMS, que foram de 3,8%,
5,1% e 2%. Além disso, a propor¢cdo geral de resisténcia a dapsona foi de 12,7%, e
ao ofloxacino de 3% (158).

Consequentemente, a importancia da investigacao da infeccao resistente do M.
leprae no Brasil foi destacada ap6s a publicacdo desses estudos, que demonstraram
a necessidade de um sistema de vigilancia mais abrangente no pais, a fim de

conhecer a real magnitude do evento no pais.

1.1.7 Vigilancia Molecular da Resisténcia Antimicrobiana em Hanseniase no

Brasil

As recomendacdes de prevencdo e vigilancia da resisténcia antimicrobiana
para hanseniase vém desde a década de 1970 no Brasil, tendo como referéncia
documentos internacionais e a experiéncia de especialistas brasileiros (82,173). O

quadro abaixo descreve as principais recomendacdes.
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Quadro 5 — Principais recomendacfes para vigilancia da RAM em hanseniase descritas nos documentos publicados pelo Ministério da Saude, no periodo de 1973 a 2020, no

Brasil

Documento (Ano de publicacdo)

Principais Recomendacdes

Guia para o
(1973)(173)

controle da Lepra

Recomenda tratamento com Clofazimina (100mg/dia) para os pacientes com sulfonorresisténcia.

Manual de normas e procedimentos de
enfermagem de tipo ambulatorial no
controle da hanseniase (1978)(174)

- Determina que deve ser suspeitada a sulfonorresisténcia secundaria em paciente virchowiano ou dimorfo que apresentar piora clinica
e bacterioscépica, com bacilos sdlidos encontrados no esfregaco intradérmico obtido em leséo nova em atividade.

- Preconiza a confirmagao clinica de resisténcia a sulfona, se os casos mencionados anteriormente ndo responderem ao tratamento
pela sulfona no periodo de 3 a 6 meses.

- Recomenda tratamento para pacientes de sulfonorresisténcia com Rifampicina (600mg/dia) e Clofazimina (100mg/dia) nos primeiros
dois a trés meses, e uso somente da Clofazimina (100mg/dia) ap6s esse periodo.

- Orienta o uso de medicacéo associada (Rifampicina e Dapsona) no tratamento de pacientes virchowianos e dimorfos a fim de evitar
a sulfonorresisténcia.

Guia para o controle da hanseniase
(1983)(175)

- Recomenda tratamento para pacientes de sulfonorresisténcia com Rifampicina (600mg/dia) e Clofazimina (100mg/dia) nos primeiros
trés meses, e uso continuo da Clofazimina (100mg/dia) ap6s esse periodo, até 10 anos apds a inativagdo do caso, nos casos
multibacilares.

- Descreve caso inativo todo paciente de hanseniase que ndo mais apresentar sinal de atividade clinica da doenga e que tenha
bacterioscopia negativa.

Normas técnicas e procedimentos para
utilizacdo dos esquemas de PQT no
tratamento de hanseniase (1989)(176)

- Recomenda o uso da PQT-OMS no tratamento de pacientes novos com hanseniase com o intuito de prevenir o desenvolvimento de
bacilos resistentes & dapsona.

- Orienta a obrigatoriedade de iniciar o tratamento com PQT-OMS em pacientes tratados anteriormente com monoterapia sulfénica ou
esquema DNDS pela possibilidade de ocorrerem recidiva e resisténcia medicamentosa.

Legislagdo sobre o controle das
doencas na area de dermatologia

- Determina que deve ser suspeitada a resisténcia medicamentosa em pacientes com reativacéo da doenca.
- Descreve reativagdo como surgimento de novos sinais da doenca durante o tratamento quimioterapico.

hanseniase no Brasil: PORTARIA N°

1073 (2000)(178)

sanitaria: PORTARIA Ne 814
(1993)(177)
Legislagdo sobre o controle da | - Preconiza areferéncia de pacientes que foram reintroduzidos a PQT-OMS (casos de recidiva) e que ndo responderam favoravelmente

ao tratamento, a fim de investigar a resisténcia medicamentosa.
- Define recidiva como ocorréncia de sinais de atividade clinica da hanseniase, apds a alta por cura, afastada a possibilidade de estados
reacionais.

Continua
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Documento (Ano de publicagédo)

Principais Recomendacdes

PORTARIA CONJUNTA N° 125: Define
acoes de controle da hanseniase
(2009)(179)

- Recomenda a investigacdo dos casos suspeitos de recidiva nas unidades de referéncia e, uma vez confirmada a recidiva, orienta as
unidades de referéncia a coletar e encaminhar material bioldgico do paciente para os centros nacionais de referéncia, a fim de investigar
a resisténcia medicamentosa.

- Descreve caso de recidiva aquele paciente que, apds 5 (cinco) anos da alta por cura, apresentar lesdes cutaneas e/ou exacerbacéo
de lesdes antigas, novas altera¢des neuroldgicas que nao respondem ao tratamento com talidomida e/ou corticosteroide nas doses e
prazos recomendados, baciloscopia positiva, quadro compativel com pacientes virgens de tratamento.

- Reforga a realizacéo da vigilancia da recidiva e da resisténcia medicamentosa em pacientes pertencentes a areas de ex-col6nia.

NOTA INFORMATIVA N° 51: Recidiva,

- Orienta a referéncia de paciente com suspeita de faléncia terapéutica as unidades de referéncia por ter maior probabilidade de

insuficiéncia, faléncia e resisténcia | apresentar bacilos com resisténcia medicamentosa.

medicamentosa na hanseniase | - Define como caso de faléncia terapéutica aqueles pacientes que ndo apresentam sinais de melhora clinica durante o tratamento

(2015)(180) regular com a PQT ou aqueles que, ao final do segundo ciclo de tratamento, ainda apresentam: (i) sinais de atividade clinica e/ou; (ii)
presenca de bacilos integros na baciloscopia e/ou na histologia de pele; e/ou (iii) manutencéo de altos niveis de Elisa Anti-PGL1 (IGM).
- Estabelece o fluxo de envio de amostra bioldgica das Unidades Federativas para seu respectivo centro nacional de referéncia.

NOTA INFORMATIVA N°  31: | - Recomenda a investiga¢do da resisténcia antimicrobiana em uma amostra dos casos novos multibacilares com baciloscopia positiva

Implantagéo do protocolo de
Investigacdo da Resisténcia
Medicamentosa em Hanseniase e
estabelecimento do fluxo de envio de
amostra (2018)(181)

e com indice baciloscépico igual ou maior que 2, em todos os casos confirmados de recidiva e em todos 0s casos suspeitos de faléncia
terapéutica.

- Redefine o fluxo de envio de amostra bioldgica das unidades de referéncia para os centros nacionais de referéncia e estabelece
prazos de envio.

NOTA TECNICA N° 8: Vigilancia da
resisténcia antimicrobiana em
hanseniase (2020)(20)

- Recomenda a implementagé&o da rede de vigilancia da resisténcia antimicrobiana nas Unidades Federativas com a identificacdo das
unidades de sentinelas, acesso aos exames de baciloscopia e biopsia, estabelecimento de fluxos de envio de amostra para o Lacen e
tratamento e acompanhamento dos pacientes resistentes.

- Orienta o registro das informacdes dos pacientes no sistema indicado para a investigagéo da resisténcia antimicrobiana e a vigilancia
dos contatos dos pacientes resistentes.

Fonte: Biblioteca Virtual em Saude e arquivos do Instituto Lauro de Souza Lima.
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Atualmente, o controle da hanseniase no Brasil envolve diversas acfes
estratégicas voltadas para deteccdo precoce, tratamento oportuno, prevencdo de
incapacidades e fortalecimento do sistema de vigilancia. No ambito nacional, essas
acbes, juntamente com a assisténcia multidisciplinar, devem acontecer,
prioritariamente, na atencdo primaria a saude, no entanto, em situacbes mais
complexas, devem ser desempenhadas, também, na atencéo secundaria e terciaria a
saude do paciente (5,7).

Em consonancia com a Estratégia Global da OMS, de 2016 a 2020, o Ministério
da Saude, através da Coordenacéo-Geral de Vigilancia das Doencas em Eliminacdo
(CGDE), tem desenvolvido novas estratégias para o enfrentamento da hanseniase e
suas complicacbes com o objetivo de contribuir para a diminuigéo da carga da doenca
no pais. O fortalecimento da rede de laboratérios e dos centros de referéncia para a
implementacdo das acdes de vigilancia da RAM € uma dessas estratégias (2).
Ademais, o Ministério da Saude, no seu Plano de acdo nacional de prevencéo e
controle da resisténcia aos antimicrobianos no ambito da saude Unica 2018-2022,
estabelece, também, como uma das atividades estratégicas a avaliacdo dos métodos
diagnésticos para identificacdo oportuna da RAM no M. leprae, a fim de apoiar a
vigilancia (182).

A rede de vigilancia molecular da RAM em hanseniase no Brasil iniciou-se em
2009, com intuito de responder a rede de vigilancia sentinela da OMS. A rede tinha
como objetivo detectar resisténcia secundéaria a rifampicina, entre 0s casos
multibacilares que recidivaram, apds serem submetidos a tratamento padrdo completo
de PQT/OMS no Brasil. A rede abrangeu centros clinicos de referéncia de 15 UF do
pais e laboratérios de cinco institutos: i) Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, S&o
Paulo; ii) Fundacao Alfredo da Matta, Manaus, Amazonas; iii) Centro de Referéncia
Nacional em Hanseniase/Dermatologia Sanitaria, Uberlandia, Minas Gerais; iv) Centro
de Referéncia Marcelo Candia, Marituba, Para; v) Fundacgéo Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro. Cada um desses institutos foi designado para apoiar de 2 a 5 UF. Com
a rede, foi possivel aperfeicoar a técnica do PCR-DNA Sequencing e a identificacao
de mutacdes em 3 dos 5 institutos, e o monitoramento da RAM foi realizado durante
cinco anos, entre 2010 e 2015 (183-185).

No final de 2015, o Brasil ampliou a investigagcdo da RAM em hanseniase para
todo pais com a recomendacao de investigar casos de recidiva, casos em tratamento

com manutencdo dos sinais e sintomas da doenca (os suspeitos de faléncia
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terapéutica) e pacientes residentes de areas de ex-colbnia por possuirem maiores
probabilidades de apresentarem bacilos resistentes. A investigacao laboratorial ficou
ao encargo somente dos trés laboratorios que realizavam o PCR-DNA Sequencing e
a deteccdo de mutacBes. Cada laboratdrio também ficou responsavel por um grupo
de UF (180). Contudo, na pratica, foi observado que a investigacao da resisténcia ficou
centralizada nos critérios clinicos definidos pelo médico da assisténcia de forma
individualizada e em alguns centros de pesquisa.

Com base na recomendac¢édo da Estratégia Global de 2016 e do segundo Guia
de Vigilancia da OMS, ao longo do ano 2017 até metade de 2018, o Ministério da
Saude promoveu varias discussbes com o proposito de reestruturar a rede de
vigilancia existente para uma vigilancia universal para a resisténcia secundéaria e uma
vigilancia sentinela para a resisténcia priméria (186).

Em outubro de 2018, um plano de vigilancia para resisténcia aos
antimicrobianos da hanseniase foi implementado no pais. A rede de vigilancia é
composta por unidades de referéncia para a hanseniase (municipais, regionais ou
estaduais) distribuidas nas 27 UF, pelo Lacen e por Laboratérios de Referéncia (181).
Tem como propasito a deteccdo de resisténcia primaria e secundaria a rifampicina e
a dapsona, drogas da PQT, e ao ofloxacino, droga de segunda escolha para os casos
de intolerancia e resisténcia, por meio de amostras clinicas (bidpsia de pele) obtidas
da borda de uma leséo do paciente e de PCR-DNA Sequencing, assim como, também,
0 tratamento e o acompanhamento dos casos resistentes (20).

A bidpsia de pele é realizada nas unidades de referéncia e enviada para o
Lacen do estado, que, por sua vez, encaminha as amostras clinicas para o laboratério
de referéncia que assiste a sua UF. Ao todo, sdo trés laboratorios de referéncia, e
cada um deles é responsavel pela avaliacdo das amostras das seguintes UF:

e Instituto Lauro Souza Lima/Bauru: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Distrito
Federal, Tocantins, Para e Acre.

e Fiocruz/Rio de Janeiro: Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Alagoas,
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara e Piaui.

e Fundacéo Alfredo da Matta/Manaus: Amazonas, Rondonia, Roraima, Amapa e

Maranhao.
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Para o registro de dados da vigilancia foi desenvolvido um formulario eletrénico
no website do FormSus pelo Ministério da Saude para vigilancia epidemioldgica e
monitoramento dos pacientes de hanseniase selecionados para a investigacdo da
RAM, bem como para acompanhamento de todas as fases da investigagcédo (20). O
FormSus € uma plataforma virtual para criacdo de formularios publicos na WEB com
a finalidade de atender ao SUS e aos 6rgaos publicos (187).

Em consonancia com a recomendacao da OMS, a vigilancia nacional preconiza
a investigacdo da resisténcia primaria em uma amostra de 10% dos casos novos
multibacilares com baciloscopia positiva com IB maior ou igual a 2 detectados no ano,
assim como a investigacao da resisténcia secundaria em todo caso de hanseniase
classificado como recidiva e como suspeita de falha terapéutica sem qualquer
restricdo relacionada a baciloscopia (20).
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 17 - Sistema de vigilancia da RAM em hanseniase no Brasil.

Conforme as diretrizes nacionais (5), € considerado:
- Caso novo multibacilar: todo aquele paciente que nunca recebeu tratamento

anteriormente para hanseniase e que, no momento do diagnéstico, apresentou mais



72

de cinco lesbes de pele e/ou baciloscopia positiva e/ou mais de um nervo
comprometido.

- Caso de recidiva: todo caso de hanseniase tratado regularmente com
esquemas oficiais padronizados e corretamente indicados, que recebeu alta por cura
e que voltou a apresentar novos sinais e sintomas clinicos de doenca infecciosa ativa.

- Faléncia terapéutica: todo paciente diagnosticado com hanseniase que nao
apresenta sinais de melhora clinica durante o tratamento regular, com indicacdo
adequada de 6 ou 12 doses PQT e/ou que apresenta sinais de atividade clinica e/ou
presenca de bacilos integros bem definidos no raspado dérmico ou exame
histopatolégico de pele e manutencéo de altos niveis de anticorpos IgM anti-PGL1
(IgM) que é detectado por ELISA.

A implementacdo da vigilancia da RAM em hanseniase e sua efetivacdo
possibilitardo a ampliacdo da investigacdo e a deteccdo de casos resistentes, além
disso, seus dados permitirdo a realizagéo de novos estudos voltados ao conhecimento
da magnitude, da disseminacéo, dos fatores de risco e do impacto que a RAM possa

ter no controle da doenca no pais.

1.1.8 Revisao Sistematica da Literatura

Nos dias de hoje, devido a inimeras inovacdes na area da saude, a tomada de
decisdo dos gestores e profissionais necessitam estar embasada em principios
cientificos, a fim de selecionar a intervencdo mais adequada (188). A revisdo
sistematica € um tipo de pesquisa secundaria que se baseia na literatura, com a
finalidade de auxiliar nessa tomada de decisGes, como também serve de base para a
elaborar protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas, apontar lacunas no
conhecimento que requerem pesquisa e melhorar a utilizacdo de recursos de
pesquisa. O estudo aplica métodos sistematicos, transparentes e reprodutiveis e tem
como objetivo sumarizar as pesquisas prévias, sejam elas estudos primarios ou
revisdes sistematicas (overview), (189).

Os principais passos para a elaboracdo de revisdes sistematicas séo: a)
elaboracdo da pergunta de pesquisa; b) elaboracdo e registro do protocolo de

pesquisa; c) a busca na literatura; d) selecéo dos artigos; e) extracao dos dados; f)
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avaliacdo da qualidade metodolégica dos dados extraidos; g) sintese dos dados
(metandlise); h) avaliacdo da qualidade das evidéncias; e i) redacéo e publicacdo dos
resultados (189).

A pergunta investigativa precisa ser bastante definida e sensivel para o tema
escolhido, consequentemente, a criacdo de uma estrutura logica para definir
explicitamente a pergunta e maximizar o alcance da pesquisa € essencial (190,191).
Existem alguns acrénimos que ajudam na estruturacdo das perguntas e o mais
utilizado deles € o PICO - Paciente, Intervencdo, Comparagdo e “Outcomes”
(desfecho) (192).

O protocolo de uma revisdo sistematica assemelha-se a um projeto de
pesquisa, na qual descreve o0s objetivos, a pergunta de investigacédo e o método a ser
executado. Atualmente, o registro do protocolo € primordial para uma futura
publicacdo. Protocolos de revisfes sistematicas em salde e assisténcia social sdo
normalmente registrados no International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPERO), que é um banco de dados internacional que tem como objetivo
aumentar a transparéncia e a reprodutibilidade da pesquisa, assim como evitar
duplicacdes de esforcos sobre um mesmo tema (193).

A avaliacdo da qualidade metodoldgica dos estudos significa discernir sobre a
validade de seus resultados e confianca que se tera neles. Essa avaliacao critica inclui
analise de possiveis fontes de viés como o de selecdo, afericdo e confundimento.
Existem varios instrumentos disponiveis para auxiliar nessa avaliagdo critica que
depende do tipo de delineamento do estudo avaliado, geralmente, 0s instrumentos
estdo dispostos como checklists (194,195).

Em revisao sistematica, a principal forma de sintese quantitativa € a metanalise
que é uma técnica estatistica utilizada para combinar resultados provenientes de
diferentes estudos e, com isso, produzir estimativas por meio de medidas de
frequéncia e de associa¢do que resumem o todo (196).

No entanto, as etapas anteriores a metanalise sdo primordiais, como:

1) Verificar a existéncia ou nao de viés de publicacdo: consiste em incluir na
revisdo sistematica uma amostra de estudos nao representativa da totalidade
dos estudos realizados. Em especial, quando se realiza uma busca na
literatura, ha maior probabilidade de encontrar estudos com resultados
positivos. A presenca desse viés pode ser identificada por meio de graficos de

funil, o mais utilizado, e de testes estatisticos. No grafico de funil, os estudos



2)

3)

74

“pequenos” estdo plotados na parte mais larga do funil. Na auséncia de viés, a
dispersédo dos pontos sera semelhante a uma piramide simétrica (197,198).
Testar a homogeneidade entre os estudos: compreende testar a variabilidade
entre os estudos. Quando a variabilidade ndo € apenas aleatoria, dizemos que
os estudos sao heterogéneos. Técnicas estatisticas sao utilizadas para verificar
a existéncia de heterogeneidade nos achados, como: i) o teste do qui-quadrado
a um nivel de significancia de p<0,10; ii) i-quadrado (1?), que indica o percentual
da variacdo do resultado entre os estudos e que varia de 0 a 100%. Um |2
superior a 50% indica heterogeneidade substancial, e acima de 75%,
heterogeneidade consideravel; iii) Teste Q de Cochran consiste em calcular
todas as variancias envolvidas no estudo e dividir a maior delas pela soma de
todas; iv) Grafico de floresta, que € um grafico que mostra informacdes
individuais de cada estudo, e uma delas é a medida de efeito e seu intervalo
de confian¢a, sendo que, quanto maior é o intervalo, maior é a variabilidade
dentro do estudo (196-198).

Modelar a variagdo e adotar um modelo para analise: sdo dois os modelos
estatisticos mais utilizados na metanalise: os de efeito fixo e os de efeitos
aleatérios. O modelo de efeito fixo é utilizado quando pressupde que o efeito
de tratamento € idéntico entre 0s estudos e tem como objetivo estimar um efeito
de tratamento para uma populagdo especifica e ndo extrapolar para outras
populacées. O modelo de efeitos aleatérios € usado para combinar varios
estudos que tém o mesmo objetivo, mas que nao foram conduzidos da mesma
maneira. Nesse caso, o efeito sumario € a estimativa da média das distribuicbes
dos tamanhos de efeito de cada estudo. Nesse modelo, é possivel extrapolar
para outras populacdes, o que torna a analise mais abrangente (196,199). Para
a escolha de qual modelo adotar, é necessario levar em consideracdo o0s
resultados das duas etapas anteriores. Quando sao constatadas
heterogeneidades no efeito do tratamento, sugerem-se as seguintes

abordagens:
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[ Estudos Heterogéneos

lgnorar Incorporar Explicar

Modelo de
efeito fixo

Metandlise de ~
Meta-regressao
Fonte: (198) Higgins J, Green S. Cochrane handbook for systematic reviews of interventions. 2011

Modelo de
efeitos aleatdrios

subgrupos

Figura 18 - Tratamento da heterogeneidade na metanalise

A metandlise de subgrupos é uma analise de comparacao entre os grupos do
estudo. Trata-se de um método de segmentacdo de tal modo que exista grande
homogeneidade dentro de cada grupo e heterogeneidade entre eles, e a
metarregressao € usada para investigar se algum fator especifico esta influenciando
0s resultados (198,199).

Apesar de ndo necessariamente apresentarem recomendacdes de acdes em
sua concluséo, as revisdes sistematicas servirdo para embasar recomenda¢des como
intervencdes, exposicdes e diagnosticos. Assim, a qualidade da evidéncia avalia a
confianca nos resultados encontrados, se ha evidéncias suficientes para responder
de forma conclusiva a questao investigativa e, se houver, quéo forte € a evidéncia
(200). Também existem instrumentos que auxiliam na avaliacdo dessa qualidade,
padronizando e classificando as evidéncias. O mais comumente utilizado é o GRADE
(Grading of Recommendations Assessment, Development and Evaluation), um
sistema que foi desenvolvido por um grupo de pesquisadores que visa a padronizacéo
de todo processo avaliativo (201).

Apesar da escrita da revisdo sistematica ser uma das etapas finais, na pratica,
ela acontece no decorrer de todo o processo. O Preferred Reporting ltems for
Systematic reviews and Meta-Analyses (PRISMA), e suas extensdes, € um guia
metodoldgico que orienta a redagéo das revisdes sistematicas. A estrutura é adaptada

conforme a natureza e escopo da reviséo (193).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar acuracia dos testes diagnosticos para a resisténcia antimicrobiana e a

frequéncia de resisténcia antimicrobiana nos pacientes de hanseniase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar acurdcia diagnostica dos testes para resisténcia antimicrobiana em
hanseniase, por meio de uma revisao sisteméatica da literatura;

2) Determinar a frequéncia da resisténcia antimicrobiana nos pacientes de
hanseniase no Brasil;

3) Investigar os fatores associados a resisténcia antimicrobiana nos pacientes de
hanseniase no Brasil.
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3 METODOS

A presente tese foi realizada com base em duas metodologias:

1. Uma revisdo sistematica da literatura para o conhecimento amplo da
acuracia dos testes diagndésticos e da frequéncia de resisténcia antimicrobiana na
hanseniase.

2. Um estudo com os dados da vigilancia da RAM em hanseniase no Brasil.

Os passos detalhados estédo descritos a seguir.

3.1 ESTUDO DE REVISAO SISTEMATICA PARA ANALISAR A ACURACIA
DIAGNOSTICA DOS TESTES PARA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E
DETERMINAR A FREQUENCIA DA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA NOS
PACIENTES DE HANSENIASE.

3.1.1 Desenho do Estudo

Neste estudo, a revisdo sistematica foi escolhida com intuito de reunir e
sintetizar as varias evidéncias descritas na literatura sobre os testes diagnosticos para
RAM nos pacientes de hanseniase e sobre a proporcdo de RAM nos pacientes de
hanseniase rastreados, a fim de criar uma visdo geral sobre ambos.

O protocolo elaborado para este estudo adotou as recomendacfes do PRISMA
e foi registrado no PROSPERO.

As perguntas da pesquisa foram elaboradas a luz do método PICO, que prevé
a definicdo como elementos de analise: participante (P), intervencao (1), comparacao
(C) e desfecho/outcomes (O) (202).

12 Pergunta (Objetivo primario): Qual é a acuracia diagnostica dos testes de
deteccdo de RAM na hanseniase em comparacdo com o teste padréao de referéncia?

22 Pergunta (Objetivo secundario): Qual € a propor¢cdo de RAM na populacdo
avaliada formada por pacientes com hanseniase?

A acuracia de um teste diagnostico, seja ele laboratorial ou exame clinico e
fisico, é definida como a sua capacidade de fornecer resultados positivos nas pessoas

gue de fato estdo doentes e resultados negativos naquelas que nao estao doentes.
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As medidas de analise da acuracia sdo: sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos, razdes de verossimilhancas positiva e negativa, area

sob a curva ROC, razédo das chances de diagnadstico e indice de Youden (203).

3.1.2 Caracterizacdo da Amostra e os Critérios de Inclusdo e Exclusao

Tipo de estudo: todos os tipos de estudos que avaliaram a acuricia de teste
diagnostico para RAM em hanseniase e o comparam com um teste padrdo de
referéncia foram incluidos para o objetivo primario, e todos os estudos observacionais
gue rastrearam a RAM em pacientes com hanseniase foram incluidos para o objetivo
secundario.

Estudos envolvendo animais também foram incluidos, pois, como o M. Leprae
nao é cultivavel, alguns testes foram realizados utilizando inoculagcdo em animais,
mesmo que as amostras testadas sejam de seres humanos.

Estudos de reviséo e relatos de casos foram excluidos.

Tipos de participantes: individuos com hanseniase, de qualquer idade e de
qualquer forma clinica, testados para RAM foram incluidos.

Pacientes sem diagndstico de hanseniase foram excluidos.

Tipo de intervencdao: todos os testes de susceptibilidade as drogas (animal e
molecular) utilizados nos pacientes de hanseniase para detectar RAM foram incluidos.

Tipo de grupo de comparacdo: para o objetivo primério, foram utilizados
como grupo comparador os pacientes de hanseniase que nao apresentaram
resisténcia antimicrobiana pelo método diagndstico padrdo de referéncia. E, para o
objetivo secundario, os pacientes de hanseniase que ndo apresentaram resisténcia
antimicrobiana.

Tipos de desfechos: o desfecho primario foi analisar acuracia diagndstica,
sensibilidade e especificidade dos testes diagnosticos para RAM na hanseniase. O
desfecho secundario foi a proporcdo de RAM nos pacientes de hanseniase
rastreados.

Para este estudo, foram adotadas as seguintes definicbes: i) Os trabalhos de
acuracia diagnostica foram definidos como estudos que compararam duas ou mais
técnicas complementares em que os testes-indice foram sempre avaliados em
comparacao com um padrao de referéncia e em que um grupo caso com resisténcia

antimicrobiana e um grupo controle sem resisténcia foram incluidos; e ii) Os trabalhos
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de rastreio foram definidos como estudos em que apenas uma técnica foi avaliada, e
testes complementares foram utilizados como estratégia de triagem, sem se

compararem esses testes com um padrao de referéncia.

3.1.3 Estratégia de Busca e Selecdo dos Estudos

A busca eletrénica foi realizada nas bases bibliogréficas da area da saude
PUBMED, EMBASE, Web of Science, Scopus, Scielo e LILACS, com a combinacéo
de termos/descritores padronizados definidos nos idiomas portugués e inglés, em abril
de 2020.

As referéncias dos artigos selecionados também foram pesquisadas para
estudos adicionais. Em complemento, a literatura cinzenta também foi explorada como
bases de dados de dissertacdes, teses e anais de reunides.

N&o houve nenhuma restricdo de data ou idioma na busca das evidéncias. As
estratégias de busca utilizadas nas bases bibliograficas foram estruturadas conforme
0 quadro abaixo:
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Quadro 6 — Bases bibliogréficas e estratégia de busca

PUBMED #4 Search (((((((LL((((((foot*) OR shepard) OR polymerase*) OR qpcr*)
OR melt) OR folP1) OR rpoB) OR gyrA) OR sequenc*) OR microarray)
OR hybridization) OR hrm) OR genotype) OR gyrase)) AND resist*) AND
((lepr*) OR hans*)
#3 Search (((((((((((((foot*) OR shepard) OR polymerase*) OR gpcr*) OR
melt) OR folP1) OR rpoB) OR gyrA) OR sequenc*) OR microarray) OR
hybridization) OR hrm*) OR genotype) OR gyrase
#2 Search resist*
#1 Search (lepr*) OR hans*

EMBASE #1 AND #2 AND #3
#3 foot* OR shepard OR polymerase* OR gpcr* OR melt* OR folP1 OR
rpoB OR gyrA OR sequenc* OR 'microarray'/exp OR 'hybridization'/exp
OR (high AND resolution AND melt*) OR 'genotype'/exp OR 'folP1
gene'/exp OR 'rna polymerase beta subunit/exp OR 'gyrase’
#2 resist*
#1 lepr* OR hans*

WEB OF SCIENCE #3 AND #2 AND #1
indices=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI
Tempo estipulado=Todos o0s anos
# 3 Todos os campos: (foot*) OR Todos os campos: (shepard) OR Todos
0s campos: (polymerase*) OR Todos os campos: (qpcr*) OR Todos os
campos: (melt*) OR Todos os campos: (folP1) OR Todos os campos:
(rpoB) OR Todos os campos: (gyrA) OR Todos os campos: (sequenc*)
OR Todos os campos: (microarray) OR Todos os campos: (hybridization)
OR Todos os campos: (hrm*) OR Todos os campos: (genotype) OR
Todos os campos: (gyrase)
indices=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI
Tempo estipulado=Todos 0s anos
# 2 Todos os campos: (resist*)
indices=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI
Tempo estipulado=Todos 0s anos
# 1 Todos os campos: (lepr*) OR Todos os campos: (hans*)
indices=SCI-EXPANDED, SSCI, A&HCI, CPCI-S, CPCI-SSH, ESCI
Tempo estipulado=Todos o0s anos

SCOPUS (TITLE-ABS-KEY (leprosy)) AND (ALL (resist*)) AND ((ALL (foot*)
OR ALL(shepard) OR ALL (polymerase*) OR ALL(gpcr*) OR
ALL (melt*) OR ALL(folP1) OR ALL(rpoB) OR ALL(gyrA) OR
ALL (sequenc*) OR ALL (microarray) OR ALL ( hybridization) OR
ALL (hrm*) OR ALL (genotype) OR ALL (gyrase)))

SCIELO (CC(foot*) OR shepard) OR polymerase*) OR gpcr*) OR melt) OR
folP1) OR rpoB) OR gyrA) OR sequenc*) OR microarray) OR
hybridization) OR hrm) OR genotype) OR gyrase)) AND resist*) AND
((lepr*) OR hans*)

LILACS (CCC((foot*) OR shepard) OR polymerase*) OR gpcr*) OR melt) OR
folP1) OR rpoB) OR gyrA) OR sequenc*) OR microarray) OR
hybridization) OR hrm) OR genotype) OR gyrase)) AND resist*) AND
((lepr*) OR hans*)

Fonte: Elaborado pela autora
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Além do uso dos operadores booleanos “AND” e “OR”, o simbolo “*” também
foi utilizado, e sua sintaxe identificou pequenas diferencas em cada base bibliogréafica
utilizada, possibilitando recuperar todas as variagdes com sufixos das palavras de
origem.

A selecéo de todos os estudos incluidos na revisao sistematica foi feita por dois
revisores independentes, por meio, primeiramente, da examinacdao dos titulos e
resumos e, posteriormente, da leitura do estudo na integra. As divergéncias sobre a
inclusdo ou exclusdo de algum trabalho foram resolvidas por consulta a um terceiro
revisor. Nessa etapa, foi utilizado o software EPPI-Reviewer 4 verséao 4.11.3.0 (EPPI

Centre, Londres, Reino Unido), que auxiliou no gerenciamento e na analise dos dados.

Busca dos estudos

Exclusdo de
duplicadas

4 o .
Avaliagdo dos titulos
e resumos conforme
critérios de inclusao

~

O estudo
atende
todos os
critérios de

inclusdo?

N&o
Sim esta
claro
I
Estudo excluido

para avaliacdo de texto
completo

t Estudos selecionados

O estudo
atende
todos os
critérios de
inclusdo?

[ Estudo incluido } { Estudo excluido

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 19 - Fluxograma da selecdo dos estudos para a revisdo sisteméatica
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3.1.4 Extracao e Avaliacdo da Qualidade dos Dados

Duas planilhas exploratérias foram elaboradas no Microsoft Excel® verséo
2019 para a extracao dos dados dos estudos selecionados para a analise final. Uma
planilha para a acuracia, conforme as informacdes presentes no quadro 7, e outra
para a proporcao de resisténcia, no quadro 8. Para ambas, também foram inseridos

itens para avaliar a qualidade dos estudos.

Quadro 7 — Principais dados retirados dos estudos de acuracia

Caracteristicas dos estudos Numero de identificagdo do estudo, tipo de
estudo, autor, ano, titulo, tipo de publicacéo, pais
e desenho do estudo

Caracteristicas dos participantes Tipo de Mycobacterium, classificacéo
operacional, baciloscopia, tratamento, tipo de
resisténcia (primaria ou secundaria) e resisténcia
a qual droga

Caracteristicas do teste indice e do teste de | Teste de inoculagdo animal ou teste de biologia
referéncia molecular

Valores das medidas de acuracia Verdadeiro positivo (VP), verdadeiro negativo
(VN), falso-positivo (FP), falso-negativo (FN),
sensibilidade e especificidade

Fonte: Elaborado pela autora

Quadro 8 — Principais dados retirados dos estudos de rastreio

Caracteristicas dos estudos NUimero de identificacdo do estudo, tipo de
estudo, autor, ano, titulo, tipo de publicacao, pais
e desenho do estudo

Caracteristicas dos participantes Tipo de Mycobacterium, classificacéo
operacional, baciloscopia, tratamento, tipo de
caso, quais drogas testadas, tipo de resisténcia
(priméria ou secundéria) e resisténcia a qual

droga

Caracteristicas do teste utilizado Teste de inoculacdo animal ou teste de biologia
molecular

Valores das medidas de propor¢cdes Numero de casos resistentes e total de casos
investigados

Fonte: Elaborado pela autora

A avaliagédo da qualidade metodolégica dos estudos incluidos é uma fase muito
importante na revisdo sistematica, pois nessa etapa sdo analisados todos 0s possiveis

vieses que podem prejudicar a analise final (194).
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e [Estudos de acuréacia

Para analise de qualidade dos estudos de acuracia, foi utilizado o checklist
Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2 (QUADAS-2), que € uma
ferramenta utilizada para avaliar o risco de viés e aplicabilidade de estudos de
precisao diagnostica primaria. O QUADAS-2 consiste em quatro dominios principais:

» Selecao de paciente
* Teste de indice

+ Padréo de referéncia
* Fluxo e tempo

Cada dominio é avaliado em termos de risco de Vviés, e 0s trés primeiros em
termos de preocupacdes com relacao a aplicabilidade (204). Perguntas de sinalizacédo
sdo incluidas para auxiliar nos julgamentos. O QUADAS-2 é aplicado em quatro fases:

1. Resumir a questéo da reviséao;

2. Adaptar a ferramenta para a revisao e produzir orientacdes especificas
para a revisao;

3. Construir um fluxograma para o estudo primario;

4. Avaliar o risco de parcialidade e as preocupacdes relativas a
aplicabilidade.

O guadro abaixo resume 0 QUADAS-2 e lista todas as questdes de sinalizacao,

risco de viés e classificacao de aplicabilidade.
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Quadro 9 — Avaliacdo do risco de vieses e aplicabilidade, por dominios. QUADAS-2

DOMINIO SELECAO DE TESTE DE PADRAO DE
PACIENTE INDICE REFERENCIA FLUXO E TEMPO
Descrigao - Descreva os - Descreva o - Descreva o - Descreva todos 0s
métodos de selecdo | teste de indice e padrdo de pacientes que nédo
de pacientes. como ele foi referéncia e como | receberam o(s)
- Descreva os conduzido e ele foi conduzido teste(s) de indice
pacientes incluidos | interpretado. e interpretado. e/ou padréo de
(teste anterior, referéncia ou que
apresentacao, uso foram excluidos da
pretendido do teste tabela 2x2 (consulte
de indice e o fluxograma).
configuragdo). - Descreva o intervalo
de tempo e quaisquer
intervencgdes entre
o(s) teste(s) de indice
e o padréo de
referéncia.
Perguntas de - Foi uma amostra - Os resultados - E provéavel que - Houve um intervalo
sinalizagéo: consecutiva ou do teste de indice | o padrado de apropriado entre o(s)
(sim/ndo/pouco aleatéria de foram referéncia teste(s) de indice e o
claras) pacientes inscritos? | interpretados sem | classifique padréo de
- Um projeto de 0 conhecimento corretamente a referéncia?
controle de caso foi | dos resultados do | condicdo-alvo? - Todos os pacientes
evitado? padrao de - Os resultados receberam um
- O estudo evitou referéncia? do padréo de padrdo de
exclusbes - Se um limite foi referéncia foram referéncia?
inadequadas? usado, ele foi pré- | interpretados sem | - Todos os pacientes
especificado? 0 conhecimento receberam o mesmo
dos resultados do | padréo de
teste de indice? referéncia?
- Todos os pacientes
foram incluidos na
andlise?
Risco de viés: - A selecao de - A conducgéo ou - O padrédo de - O fluxo do paciente
(alto risco/baixo pacientes poderia interpretagéo do referéncia, sua poderia ter
risco/risco pouco ter introduzido viés? | teste de indice conduta ou sua introduzido viés?
claro) pode ter interpretacao
introduzido viés? podem ter
introduzido viés?
Preocupacodes - Ha preocupagbes | - Ha - Existe a
com relacéo a de que os pacientes | preocupagfes de preocupacao de
aplicabilidade: incluidos néo gue o teste do que a condigédo-
(alta/baixa/pouco correspondam a indice, sua alvo definida pelo
clara) pergunta da conduta ou padrdo de
revisao? interpretacéo referéncia ndo
difiram da corresponda a
pergunta da questado da
revisao? revisao?

Fonte:(204) Oliveira MRF de, Gomes A de C, Toscano CM. QUADAS e STARD: avaliacdo da qualidade de
estudos de acuracia de testes diagnosticos. 2011

Cada estudo de acuracia inserido na revisdo sistematica foi avaliado
individualmente para cada dominio. No QUADAS-2, ao final da avaliacdo, pode-se
fazer um julgamento geral do estudo ou chamar atencdo para um determinado
dominio (204).
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e [Estudos de rastreio

Para andlise de qualidade dos estudos de rastreio, foi usado o checklist for
Prevalence Studies do The Joanna Briggs Institute Critical Appraisal tools. Essa

ferramenta consiste em nove perguntas, conforme o quadro 10.

Quadro 10 — Checklist segundo o Instituto Joanna Briggs

) NAO ESTA NAO E
PERGUNTAS SIM | NAO CLARO | APLICAVEL

A amostra foi representativa da populagéo-
alvo?

Os participantes do estudo foram recrutados de
forma adequada?

O tamanho da amostra foi adequado?

Os sujeitos do estudo e o cenario foram
descritos em detalhes?

A andlise dos dados foi realizada com
cobertura suficiente da amostra identificada?

Foram usados critérios objetivos e padrao para
a medicéo da condi¢do?

A condig&o foi medida de forma padréo e
confiavel para todos os participantes?

Houve uma analise estatistica adequada?

A taxa de resposta foi adequada? E, se nao, foi
baixa a taxa de resposta gerida
adequadamente?

Fonte:(205) The Joanna Briggs Institute Critical. Checklist for Prevalence Studies [Internet]

Cada estudo inserido na revisao sistematica foi avaliado individualmente para
cada pergunta. A avaliacdo final é parecida com a do QUADAS 2, em que se pode
fazer um julgamento geral do estudo ou chamar atencdo para um determinado

resultado.
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e [Estudos de acurécia e rastreio

Para avaliagdo da qualidade dos desfechos relatados, sensibilidade e
especificidade (acuracia) e proporcdo de resisténcia detectada, foi utilizada a
classificacdo de acordo com o sistema Grading of Recommendations, Assessment,
Development and Evaluation (GRADE) (201). A andlise foi feita pelos seguintes

dominios:

> Desfechos: Descreve o desfecho que esta sendo avaliado no estudo.

> Participantes do estudo: Descreve o numero de participantes do estudo que

esta sendo avaliado.

> Delineamento do estudo: Descreve o desenho do estudo avaliado e avalia a

qualidade da evidéncia cientifica e define a confianga na informacéo utilizada.
> Risco de viés: Avalia as limitagdes metodoldgicas de cada estudo.

> Evidéncia indireta: Julga os desfechos avaliados nos estudos que foram
substancialmente diferentes daqueles considerados na questao de pesquisa.

> Inconsisténcia: O julgamento da inconsisténcia é baseado na similaridade das
estimativas de efeito, na sobreposicdo dos intervalos de confianca e em
critérios estatisticos.

> Imprecisdo: Julga o quanto que as medidas de estimacdo utilizadas nos

estudos foram imprecisas.

> Viés de publicacdo: Avalia se o conjunto das evidéncias encontradas pode ou
nao representar a totalidade dos estudos publicados sobre a questdo de

pesquisa.

> Qualidade da evidéncia: Alto (ha forte confianca de que o verdadeiro efeito
esteja préximo daquele estimado), Moderado (h& confianga moderada no efeito
estimado), Baixo (a confianca no efeito é limitada) e Muito baixo (a confianca
na estimativa de efeito € muito limitada. H& um importante grau de incerteza

nos achados).
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3.1.5 Analise dos Dados

Foi elaborado um fluxograma de quatro etapas (identificacdo, selecéo,
elegibilidade e inclusdo), sugerido pelo PRISMA, para melhor visualizagdo do

processo de busca e selecdo dos estudos (193).

e Estudos de acuracia

ApoOs a analise da qualidade dos dados, foram construidas tabelas 2x2 para o
calculo dos valores de sensibilidade e especificidade dos testes. Depois, foram
elaboradas novas tabelas com os dados dos testes-indice, dos testes de referéncia,
dos numeros de VP (aqueles que tém RAM, e o teste indice é positivo), de VN
(aqueles que ndo tém RAM, e o teste indice foi negativo), de FP (aqueles que ndo tém
RAM, mas o teste indice foi positivo), de FN (aqueles que ttm RAM, mas o teste indice
foi negativo), de sensibilidade (probabilidade de o resultado do teste indice ser positivo
caso a RAM esteja de fato presente; representa os VP da amostra), de especificidade
(probabilidade de o resultado do teste indice ser negativo quando RAM esta de fato
ausente; representa os VN da amostra) e do intervalo de confianca em 95%. Um
grafico de floresta para os valores de sensibilidade e especificidade com seus
intervalos de confianca em 95% também foi elaborado para cada estudo e droga
testada (rifampicina, dapsona e ofloxacino).

Para este estudo, a definicdo de um teste positivo para RAM na hanseniase
seguiu a classificacdo dada pelos autores em cada estudo incluido. A sensibilidade foi
definida como a proporcédo de testes positivos para resisténcia antimicrobiana em
pacientes com infeccao por M. leprae resistente, e a especificidade foi definida como
a proporgdo de testes negativos para a resisténcia antimicrobiana em pacientes sem
infeccédo resistente por M. leprae.

Para os estudos de acurécia, o viés de publicacdo foi analisado por meio de
graficos de funil. A heterogeneidade, apesar de ndo existir recomendacéo para
estimar o seu grau nas revisées de acuracia diagnostica (198,199), foi analisada de
forma visual nos gréficos de florestas e na analise dos resultados da metarregressao.

O modelo de efeitos aleatorios foi utilizado para a metanalise, tendo em conta

a variagdo dentro do estudo e entre os estudos. A metandlise foi realizada apenas
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com estudos que utilizaram técnicas moleculares, porque eles tinham o mesmo
objetivo de detectar a mutacdo genética, e, assim, buscou-se uma melhor comparacéo
entre eles. Para investigar a influéncia de fontes de heterogeneidade, realizou-se a
metarregressao, incluindo as seguintes covariaveis no modelo: tipo de padrdo de
referéncia utilizado e tipo de técnica molecular utilizada. Para essas analises
estatisticas, foi empregado o software estatistico R versao 4.0.0 (R Foundation para
Statistical Computing. Viena, Austria) no pacote Mada e funcéo do Reitsma (206,207).

Um grafico de curva ROC também foi construido para sumarizar os dados dos
estudos que compararam os testes moleculares para diagnosticar resisténcia a
dapsona, rifampicina e ofloxacino.

O Review Manager (RevMan) versao 5.3. (Copenhagen, The Nordic Cochrane
Centre, The Cochrane Collaboration, 2014) foi utilizado para gerar os gréaficos de
florestas e a curva ROC.

Nas analises, os resultados com nivel de significancia de 0,05 (probabilidade

de erro de 5%) foram considerados estatisticamente relevantes.

e [Estudos de rastreio

AplOs a andlise da qualidade dos estudos, foi calculada a proporcédo de
resisténcia para cada droga testada, pelo nimero de casos de hanseniase com
resultado positivo para RAM e pelo nimero total de casos de hanseniase testados.
Para esse estudo, a definicdo de multidroga resisténcia foi definida como resisténcia
a dois ou mais medicamentos no mesmo paciente.

A realizacdo da analise do viés de publicacdo objetivou testar se estudos com
resultados nao significativos ndo foram publicados. A presenca de viés de publicacdo
entre os estudos de propor¢cdo de resisténcia foi avaliada por meio de analise do
grafico de dispersdo em funil, teste de regressdo, classificagdo dos testes de
correlacdo e o modelo de funcéo de peso, usando o software R (208), comparando
cuidadosamente as quatro analises.

A analise de heterogeneidade, caracteristica dos estudos observacionais, foi
realizada por meio de valores I?, adotando os seguintes parametros: abaixo de 50%,
indica baixa heterogeneidade; entre 50% e 75%; indica heterogeneidade moderada;
e acima de 75%, indica alta heterogeneidade entre os estudos (198).
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Antes de realizar a metanalise, realizamos a transformacéo das variaveis para
estabilizar variancia, sendo esse método mais utilizado nas revisbes com grande
namero de estudos (grande amostra) (209).

No software estatistico R, foi utilizada a funcdo themetaprop para realizar o
modelo de efeitos aleatérios para a metanalise. Apenas os estudos com tamanho
amostral adequado, de acordo com o resultado da avaliacdo da qualidade, foram
incluidos na metanalise, para evitar uma andlise de viés de publicacdo ndo confiavel
(208). Para as drogas cujo numero de artigos com tamanho amostral adequado foi
considerado baixo, foi realizada a metanalise com todos os artigos disponiveis
comparando a transformacéo para modelos lineares mistos generalizados (209).

Diante da presenca de heterogeneidade, foi realizada a metarregressao para
identificar as covariaveis (ano do estudo, pais, classificacdo operacional — paucibacilar
e multibacilar, tipo de resisténcia, tipo de teste diagndstico e adequabilidade da
amostra) associadas. O indice R2 foi utilizado, o qual representa a influéncia
quantitativa de uma determinada covariavel no resultado da metarregresséo, e seus
valores s80 expressos em porcentagens.

Em todas as analises, o nivel de significancia do adotado foi de 5%.
3.1.6 Consideracdes Eticas
Por ndo se tratar de pesquisa com seres humanos, nao foi necessaria a

submissao deste estudo ao Comité de Etica.

3.2 ESTUDO TRANSVERSAL PARA DETERMINAR A FREQUENCIA DA
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E INVESTIGAR SEUS FATORES ASSOCIADOS
NOS PACIENTES DE HANSENIASE NO BRASIL.

3.2.1 Desenho e Populacao do Estudo
Trata-se de um estudo transversal descritivo e analitico de abrangéncia

nacional de todos os casos de hanseniase que foram submetidos a investigacao de
RAM no periodo de 1° de outubro de 2018 a 30 de setembro de 2020, no Brasil.
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Os critérios de incluséo para investigacao de RAM no Brasil incluem pacientes
encaminhados aos centros de referéncias classificados como novos casos
multibacilares com IB maior ou igual a 2+, bem como casos de recidiva e 0s
classificados como suspeita de falha terapéutica sem qualquer restricdo relacionada
ao 1B (181).

3.2.2 Fonte de Dados

Foram utilizados os dados do Sistema de Formuléarios Eletrénicos (FormSus)
para a vigilancia de RAM na hanseniase e o Sistema de Informacédo de Agravos de
Notificacdo (Sinan) — Hanseniase.

e Sistema de Formularios Eletrénicos (FormSus)

Dados sobre os casos de hanseniase investigados para RAM foram compilados
em formuléario padronizado com coleta virtual por meio do FormSus.

O formulario on-line esta dividido em blocos de informacdes que sao
preenchidos, respectivamente, pela unidade de saude, Lacen e laboratério de
referéncia (20). Para este estudo, foram selecionados os pacientes que realizaram a
biopsia para investigacdo de RAM no periodo de 1° de outubro de 2018 a 30 de
setembro de 2020.

e Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (Sinan) — Hanseniase

Os casos de hanseniase de recidiva e os suspeitos de faléncia terapéutica com
resultado laboratorial resistente a qualquer droga no FormSus foram procurados e
relacionados nas bases de dados no Sinan no periodo de 2001 a 2020. As variaveis
utilizadas para relacionar os dois bancos de dados foram: n° do Sinan, nome completo,

data de nascimento e nome da mae.
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3.2.3 Variaveis do Estudo

As variaveis do estudo foram retiradas dos bancos de dados do FormSus e do
Sinan, formando um Unico banco. As variaveis estdo descritas nos quadros 11 e 12.

Quadro 11 — Blocos e variaveis do FormSus

Blocos Variaveis

Numero do Sinan, nome, data de nascimento, sexo,

Identificacéo do paciente nome da mae, estado de residéncia.

Tipo de paciente (caso novo, recidiva ou suspeita de
faléncia), esquema terapéutico, forma clinica, nimero

Informacdes clinicas do paciente . . ~ N o
& P de indice bacilar, reacdo hansénica, data da realizagédo

da biopsia.
Investigagdo da resisténcia Deteccéo de DNA do M. leprae na amostra.
antimicrobiana
Resultado da Investigacao Resultado da investigacdo para rifampicina, dapsona e
antimicrobiana ofloxacino (sensivel, resistente e inconclusivo).
Fonte: Elaborado pela autora
Quadro 12 — Variaveis do Sinan
Casos Variaveis

Data de notifica¢do da primeira entrada no sistema como
caso novo, tipo de tratamento anterior realizado, nimero
Recidiva de doses tomadas no tratamento anterior e o tipo de
saida da notificacdo da primeira entrada no sistema
COMO caso nNovo.

Data de notificagéo; modo de entrada, tipo de tratamento

Suspeita de Falha Terapeutica atual e numero de doses tomadas no tratamento atual.

Fonte: Elaborado pela autora

3.2.4 Deteccao da RAM

A deteccdo da RAM é realizada a partir das bidpsias de pele provenientes da
borda da leséo de pele coletada com punch 6 ou 4mm, conforme a orientacdo da
coordenacao nacional de vigilancia (20). Trés laboratérios de referéncia (Fundacéao
Alfredo da Mata, Instituto Lauro Souza Lima e Fundagdo Oswaldo Cruz), que atuam
na detecgdo, padronizaram a técnica molecular de acordo com as instru¢cdes do
Ministério da Saude e da OMS (138). O teste molecular aplicado é o PCR-DNA
Sequencing, para identificar mutacdes padrbes presentes nas regides determinantes
de resisténcia a droga do gene folP1 (GenelD: 908646), rpoB (GenelD: 910599) e
gyrA (GenelD:908154), disponiveis no GenBank acesso n°® NC002677
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(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide). As sequéncias séao alinhadas utilizando o
programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software v 7.0.

Para este estudo, foram considerados casos resistentes aqueles que
apresentaram mutacfes que conferem resisténcia a, pelo menos, uma das drogas
testadas (dapsona, rifampicina e ofloxacino), e casos multidroga resistentes aqueles
com resisténcia a duas ou mais drogas. Do mesmo modo, foi considerada resisténcia
priméria aquela encontrada em pacientes que nunca receberam qualquer tratamento
especifico para a doenga (0 caso novo), e resisténcia secundaria aquela encontrada
em pacientes que ja foram expostos anteriormente as drogas utilizadas no tratamento
da doenca (caso de recidiva e com suspeita de faléncia terapéutica).

Pacientes sem resultados laboratoriais da investigacdo molecular no sistema

de informacao foram excluidos deste estudo.

3.2.5 Andalise dos Dados

Inicialmente, foi realizada uma andlise descritiva por meio de proporcdes,
medianas e intervalo interquartil das variaveis: idade, sexo, regiao de residéncia, tipo
de caso, forma clinica, presenca de reacdo, esquema de tratamento, presenca de
DNA do M. leprae e IB para todos os casos de hanseniase investigados; e, também,
por subgrupos de investigacéo (caso novo, recidiva e suspeita de faléncia).

Também foram analisadas descritivamente as caracteristicas demograficas e
clinicas dos casos de hanseniase resistentes.

O método de proporcao é recomendado pela OMS para avaliacdo dos dados
de RAM na hanseniase (39). Nesse sentido, a frequéncia de resisténcia para este
estudo foi calculada dividindo o nimero de casos de hanseniase resistentes pelo
namero total de casos de hanseniase testados, multiplicado por 100.

Para identificar fatores associados a presenca de RAM, foi realizada anélise
bivariada por meio do teste qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fischer (210)
para variaveis independentes categoricas (sexo, regido, tipo de caso, forma clinica e
reacdo), sendo selecionadas por um especialista em hanseniase com base em
critérios clinicos. As variaveis independentes numéricas (idade e IB) foram
comparadas pelo teste U de Mann-Whitney, que é um teste ndo paramétrico usado
para analisar a diferenca entre duas amostras independentes (211). As variaveis

independentes foram inseridas em modelo de regressao logistica multivariada, a fim
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de analisar quais variaveis poderiam influenciar significativamente a ocorréncia de
RAM.

Andlises de subgrupos também foram utilizadas para explorar as
caracteristicas dos casos novos, casos de recidiva e casos suspeitos de insucesso
terapéutico.

A medida de associacdo utilizada foi expressa como odds ratios (ORs), com
intervalos de confianca de 95% (IC) na analise bivariada, e OR ajustadas (aORs) com
IC na analise multivariada, para reduzir confundimento e valores de p
correspondentes. As perdas foram ignoradas, e os valores faltantes resultaram na
exclusdo do caso na analise multivariada. Na analise, os resultados com nivel de
significancia de 0,05 foram considerados estatisticamente relevantes.

O Software RStudio (RStudio Team (2020). RStudio: Integrated Development
for R.Studio, PBC, Boston, MA URL http://rstudio.com./) verséo 1.2.1335 foi utilizado
para analises estatisticas utilizando os pacotes MASS, epiR e oddsratio e o software

QGIS (Geographic Information System) versao 2.18 para elaboragédo do mapa.

3.2.6 Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Saude da Universidade de Brasilia sob o n° 4.391.397 (Anexo ). O consentimento
informado do paciente foi dispensado apds aprovacao ética, pois os dados relevantes
foram incluidos no sistema nacional de vigilancia, utilizando, assim, dados
secundarios.

Para a realizacdo das analises, foi solicitado acesso as bases de dados
nominais do FormSus e Sinan para a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do
Ministério da Saude. Para isso, foi enviado o projeto contendo o objetivo, a justificativa
e a metodologia, bem como o “Termo de responsabilidade diante da cesséo de base
de dados nominais” (Anexo II).

Apoés o recebimento, as bases com os dados de identificacdo e identificaveis
foram armazenadas em um computador com senha individual, acessivel apenas ao
pesquisador principal. Depois do relacionamento das bases de dados, as informacoes
de identificag&o e identificaveis foram excluidas dos bancos de dados, resguardando-
se o0 anonimato dos dados de identificacdo de cada paciente, para posterior realizacao

das andlises estatisticas.
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Resumo

Embora a terapia multidrogas seja considerada um tratamento eficaz para a
hanseniase, a resisténcia antimicrobiana é uma preocupacgdo séria. Foi realizada
revisdo sistematica de estudos sobre a acuracia diagnostica e de rastreio para
resisténcia antimicrobiana em hanseniase. Esta revisao foi registrada em PROSPERO
(CRD42020177958). Em abril de 2020, buscamos estudos nas bases de dados
Pubmed, EMBASE, Web of Science, Scopus, Scielo e LILACS. Para a metandlise, foi
utilizado um modelo de regressao de efeitos aleatérios. Foram incluidos 129 estudos.
Os testes moleculares para resisténcia a dapsona tiveram sensibilidade de 78,8%
(IC95% = 65,6-87,9) e especificidade de 97,0% (IC95% = 94,0-98,6). Testes
moleculares para resisténcia a rifampicina tiveram sensibilidade e especificidade de
88,7% (IC95% = 80,0-93,9) e 97,3% (IC95% = 94,3-98,8), respectivamente. Os testes
moleculares para resisténcia a ofloxacino tiveram sensibilidade e especificidade de
80,9% (IC95% = 60,1-92,3) e 96,1% (IC95% = 90,2-98,5), respectivamente. Nas
Ultimas décadas, néo foi detectado aumento na propor¢ao de resisténcia. No entanto,
0 numero crescente de casos resistentes ainda € uma preocupacao clinica.

Palavras-chave: Hanseniase; Resisténcia a Medicamentos Bacterianos; Diagndstico;
Analise de Sequéncia de DNA; Metanalise.

Introducéo

A hanseniase é causada pelo Mycobacterium leprae e pelo Mycobacterium
lepromatosis. Foi erradicada em paises desenvolvidos através da melhoria das
condicBes sociais (1). A poliquimioterapia da Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS)
(PQT-OMS) é composta por trés drogas, rifampicina, clofazimina e dapsona, que sao
administradas por 6 e 12 meses em pacientes paucibacilares e multibacilares,
respectivamente (2). Embora esse seja o tratamento padrdo, a resisténcia
antimicrobiana € uma séria preocupacao para as autoridades de saude publica (3).
Além disso, alguns artigos descrevem a possivel disseminacdo de infeccdes
resistentes por M. leprae (4). Esses relatos justiicam a necessidade de
monitoramento constante da resisténcia ao M. leprae para permitir que 0s
profissionais de salude tomem as melhores decisfes baseadas em evidéncias.

Até a primeira metade do século XX, os critérios clinicos e a baciloscopia eram
0s unicos métodos de monitoramento da resisténcia antimicrobiana na hanseniase.
Esses critérios foram (teis para pacientes que usaram a monoterapia dapsona por
longos periodos. A necessidade de decisdes terapéuticas rapidas justificou o
desenvolvimento de métodos alternativos. Embora M. leprae ainda ndo seja cultivavel
em meios artificiais, em 1960, Charles C. Shepard descreveu um procedimento
consistente e confiavel para a replicacdo desse Mycobacterium em patas de

camundongo (Mouse FootPad) (5). Camundongos infectados podem ser tratados com
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as mesmas drogas de hanseniase utilizadas em pessoas, enquanto o crescimento de
bacilos € monitorado. Limitagdes, como a necessidade de um longo tempo de
avaliacdo, inviabilizam a aplicacdo desse método em larga escala.

A partir de 1993, o sequenciamento de genes (GSEQ) foi avaliado de acordo
com os critérios clinicos e o teste Mouse FootPad. Mutagdes missense agrupadas em
genes especificos identificados como regibes determinantes de resisténcia para
dapsona, rifampicina e quinolonas foram descritas (6). A resisténcia a clofazimina é
detectada pelo teste Mouse FootPad, mas nenhuma mutacao especifica foi descrita
(7). Especificamente, para a hanseniase, a OMS recomenda o uso do GSEQ como
referéncia para inquéritos populacionais (3). Além disso, varias técnicas baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) estdo disponiveis e podem ser especialmente
Uteis para grandes levantamentos epidemiol6gicos devido a sua relativa simplicidade
em comparacdo com o GSEQ. Estudos recentes mostraram que outras técnicas
moleculares, incluindo PCR em tempo real, também tém desempenho satisfatério (8).

Como a resisténcia antimicrobiana na hanseniase é uma preocupacao
crescente, € importante a criacdo de uma via clinica (Figura 1). Na pratica, a busca de
resisténcia antimicrobiana a hanseniase comeca com suspeita clinica. GSEQ ¢é a
estratégia padrao, de acordo com a OMS, mas outras técnicas baseadas em PCR
estdo disponiveis. Com base nos valores de sensibilidade e especificidade desses
testes, os clinicos terdo de decidir se a substituicdo PQT-OMS é necesséria.

Nosso objetivo foi criar uma visédo geral da precisdo diagnostica dos testes de
resisténcia antimicrobiana em hanseniase. O objetivo secundario foi incluir estudos
de rastreio para reunir informacfes importantes sobre a propor¢cdo de resisténcia
antimicrobiana em pacientes com hanseniase. A qualidade da literatura existente

também foi avaliada.
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Hanseniase

- Suspeita de resisténcia primaria

- Suspeita de resisténcia secundéria
- Inquérito de rastreio

¢ Novos testes moleculares

- Necessidade de ser validado em
comparagdo com Mouse Foot Pad
Mouse Foot Pad e sequenciamento de genes
Sequenciamento de Genes

Né&o resisténcia Resisténcia

! l

Prolongar a PQT-OMS (por
exemplo, 24 doses).
Considerar reinfeccao

Tratamento Substitutivo

Figura 1 - Via clinica para detec¢édo e manejo clinico da resisténcia antimicrobiana em

hanseniase.

Material e Métodos

O presente protocolo esta registrado em PROSPERO (CRD42020177958). Um
"teste indice" foi definido como a principal técnica complementar utilizada em cada
artigo (9). Um "padrao-referéncia" (padrdo-ouro definido) € o critério (exame ou
conjunto de exames) utilizado por cada artigo para definir a resisténcia antimicrobiana
(9). "Estudos de precisdo diagnostica" foram definidos como estudos que
compararam duas ou mais técnicas complementares em que os testes-indice foram
sempre avaliados em comparacédo com um padrao de referéncia e em que um grupo
de casos com resisténcia antimicrobiana e um grupo de controle sem resisténcia
antimicrobiana foram incluidos (9). Os "artigos de rastreio" foram definidos como
estudos em que apenas uma técnica foi avaliada e em que testes complementares
foram utilizados como estratégia de rastreio/vigilancia sem comparar esses testes com

um padrao de referéncia.
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Estratégia de busca e critério de selecdo

Em 4 de abril de 2020, pesquisamos exaustivamente estudos relevantes nas
bases de dados Pubmed, EMBASE, Web of Science, Scopus, Scielo e LILACS
(Tabela Suplementar S1). As referéncias dos artigos selecionados foram pesquisadas
para estudos adicionais. Também pesquisamos exaustivamente a literatura cinzenta
em bases de dados de teses e anais de reunibes (Suplementar S2). Nenhuma
restricdo de data ou idioma foi aplicada. Foram incluidos artigos que avaliaram
qualquer teste complementar para detecgdo de resisténcia antimicrobiana em M.
leprae ou M. lepromatosis, sem restricdes quanto ao padréo de referéncia utilizado e

ao tratamento prévio de hanseniase. Excluimos séries de casos e relatos de casos.

Triagem de artigos

Os titulos e resumos recuperados foram exportados para EPPI-Reviewer 4
Versao 4.11.3.0 (EPPI Centre, Londres, Reino Unido), e duplicatas foram removidas.
Dois revisores independentes (CG e EA) avaliaram titulos e resumos. A avaliacéo do
texto completo também foi realizada por dois revisores independentes (GC e EA). As

discordancias durante cada etapa foram resolvidas por um terceiro revisor (PK).

Anélise da qualidade do artigo

Os estudos de acuracia diagnostica foram avaliados por dois revisores
independentes (GC e EA) utilizando o checklist Quality Assessment of Diagnostic
Accuracy Studies-2 (QUADAS-2). Dois revisores independentes (GC e JS) avaliaram
os estudos de rastreio utilizando o Checklist for Prevalence Studies do The Joanna
Briggs Institute, ferramentas de avaliagao critica. As divergéncias foram resolvidas por

consenso.

Extracdo e andlise de dados

Os dados foram extraidos por dois revisores independentes dos estudos de
acuracia (GC e EA) e dos estudos de rastreio (JB e JS). As divergéncias foram
resolvidas por consenso. A coleta de dados das caracteristicas clinicas e do teste foi
baseada em fatores que poderiam influenciar a probabilidade de deteccdo de
resisténcia antimicrobiana. A definichdo de teste positivo para resisténcia
antimicrobiana na hanseniase seguiu a classificagdo dada pelos autores em cada

estudo incluido. A sensibilidade foi definida como a proporcao de testes positivos para
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resisténcia antimicrobiana em pacientes com infeccao resistente por M. leprae (10).
Especificidade foi definida como a propor¢cdo de testes negativos para resisténcia
antimicrobiana em pacientes sem infeccdo resistente por M. leprae (10). Para os
estudos de acuracia, foram criadas tabelas 2x2 para o célculo dos valores de
sensibilidade e especificidade do teste. Para a metanalise, foi utilizado o modelo
bivariado (efeitos aleatorios), considerando a variacdo dentro do estudo e a variacao
entre os estudos. Review Manager (Revman) versao 5.3. (Copenhagen, The Nordic
Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2014) foi utilizado para gerar gréaficos
de floresta e curvas ROC (summary receiver operating characteristic). A funcao
Reitsma do pacote Mada no software estatistico R versédo 4.0.0 (R Foundation for
Statistical Computing. Viena, Austria) foi usada para o modelo de metanalise
bivariada. A medida da heterogeneidade € um passo importante ha metanalise, pois
os resultados devem ser considerados apenas se os estudos forem suficientemente
homogéneos em termos de métodos epidemiolégicos, populacbes de pacientes e
técnicas de diagndstico. Se os estudos forem altamente heterogéneos, a metandlise
ndo fornecerd um resultado sumario confiavel. Ndo h4 medida recomendada para
estimar o grau de heterogeneidade em revisdes de precisdo diagndstica (1). Adotou-
se a funcdo Reitsma para investigar a influéncia de fontes de heterogeneidade
utilizando metarregressao, incluindo as seguintes covariaveis no modelo bivariado:
tipo de padrao de referéncia utilizado e tipo de técnica molecular utilizada.

Para os estudos de rastreio, o nimero de resultados positivos para cada droga
testada e a populacéo total testada foram extraidos e expressos em proporcdes. A
definicdo de resisténcia antimicrobiana multidrogas foi definida como resisténcia a 2
ou mais drogas no mesmo paciente. Primeiro, realizamos a transformacgéo de duplo
arco seno para estabilizar as variancias. Como esse modelo € mais confidvel com
grandes tamanhos de amostra (11), para evitar uma analise de viés de publicacdo ndo
confiavel (12), apenas artigos com tamanhos amostrais adequados de acordo com
nossa avaliacdo de qualidade foram incluidos na metanalise. O modelo de efeitos
aleatorios foi utilizado para a metanalise utilizando a fungé&o de metaprop no software
estatistico R. Para as drogas para 0s quais o numero de artigos com tamanho amostral
adequado foi baixo, foi realizada uma metanalise com todos os artigos disponiveis
comparando a transformacdo do duplo arco seno com modelos lineares mistos
generalizados (11). A heterogeneidade foi avaliada por meio de valores 12 (13) que

descrevem a porcentagem de variacdo entre os estudos devido a heterogeneidade. A
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influéncia das covariaveis foi avaliada por metarregressdo. Os valores do indice R?
SA0 expressos em porcentagens e representam a influéncia quantitativa de uma
determinada covaridvel no resultado da metarregressdo. A andlise de viés de
publicacdo objetivou testar se estudos com resultados ndo significativos ndo foram
publicados. A presenca de viés de publicacdo entre os estudos de rastreio foi avaliada
por meio de andlise do gréafico de funil, teste de regresséao, coeficiente de correlacéo
de postos de Spearman e modelo de funcdo de peso utilizando o software R (12).

Comparamos cuidadosamente as quatro analises.

Resultados

Nossa estratégia de busca resultou em 11.601 artigos (1.601 da Pubmed, 4.564
da EMBASE, 3.780 da Web of Science, 1.615 da Scopus, 17 da Scielo e 24 da
LILACS); 15 artigos foram incluidos na literatura cinzenta e 21 foram incluidos nas
referéncias dos artigos. Um total de 3.742 duplicatas foram removidas. Rastreamos o
titulo e os resumos de 7.895 referéncias e avaliamos os textos completos de 452
artigos. Por fim, foram selecionados 129 estudos (Suplementar S3), incluindo 27
artigos (8;14-39) que avaliaram a precisao de testes complementares para resisténcia

antimicrobiana em hanseniase (Figura 2).
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Pubmed + Embaze + WOS + Busca literature cinzenta +
Scopus + Scielo + LILACS n= referéncias de artigos n=15 + 21
1,601 + 4,564 + 3,780 + 1,613
+17+24 =11.601
| )
\ | Duplicadas
Triagem dos titulos e resumos n=3,742
n=7.895

Excluidos n=7,443 (Evidéncia
nio humano, revisio, relato de
casa)

Nomero total de artigos
completos n=432

Excluidos n=323 (Evidéncia
nio humano, revisio, relato de
casa)

|

Incluidos na
revisio n=129 lﬁl Estudos de acurdcia n=27

Figura 2 - Diagrama de fluxo da reviséo.

Estudos de acuracia

Dos 27 estudos de acuracia incluidos, 19 avaliaram a resisténcia a dapsona,
16 avaliaram a resisténcia a rifampicina, e 9 avaliaram a resisténcia a ofloxacino. Nao
foram incluidos estudos de acuracia para outras drogas. Os resultados da avaliacéo
de qualidade para os estudos de acuracia estao apresentados na Figura 3. Nenhum
artigo obteve baixo risco de viés no dominio de amostragem de pacientes. Apenas 3
artigos obtiveram baixo risco de viés no dominio de teste indice. Cinco artigos
alcancaram um baixo risco de viés no dominio padréo de referéncia, e apenas dois
artigos alcancaram um baixo risco de viés no dominio tempo e fluxo. Nenhum estudo
foi classificado como de baixo risco quanto a aplicabilidade da amostra do paciente.
Preocupacdes quanto a aplicabilidade do teste indice pontuaram baixo em apenas 2
estudos, e preocupacdes quanto a aplicabilidade do padréo de referéncia também
pontuaram baixo em apenas 2 artigos. Apenas dois artigos utilizaram um desenho
transversal (19;28), e os artigos restantes utilizaram um estudo de precisdo caso-

controle, o que significa que os investigadores ja conheciam o estatuto da resisténcia
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antimicrobiana em doentes antes da aplicacéo de testes-indice, levando a potenciais
vieses e reduzindo a generalizacdo do estudo e a possivel aplicacdo de testes na
pratica.

Estudos avaliando PCR em tempo real, hibridacdo, PCR de touchdown e
analise heteroduplex de DNA mostraram os melhores valores individuais de
sensibilidade e especificidade. Estdo representados graficamente (graficos de
floresta) os testes-indice e os padrdes de referéncia utilizados para dapsona (Figura
4), rifampicina (Figura 5) e ofloxacino (Figura 6), bem como as curvas ROC (Figura 7).
Devido ao pequeno numero de artigos que avaliam outros métodos, apenas estudos
gue avaliam métodos de diagndstico molecular, incluindo GSEQ, PCR em tempo real
(associado a anéalise HRM ou sondas baseadas em Tagman), hibridacdo, PCR de
touchdown e analise heteroduplex de DNA, foram incluidos na metanélise. GSEQ foi
a técnica mais estudada (13 estudos) e foi comparada a todas as outras técnicas
moleculares que foram, consequentemente, denominadas "outros métodos
moleculares” para metandlise. Testes moleculares de detecc@o de resisténcia de
dapsona demonstraram sensibilidade sumaria de 78,8% (IC 95% = 65,6-87,9) e
especificidade sumaria de 97,0% (IC 95% = 94,0-98,6). A metarregressao confirmou
gue outros métodos moleculares foram mais sensiveis (p=0,014) e especificos do que
o0 GSEQ (p=0,035) (Tabela 1). Os testes de resisténcia a rifampicina tiveram 88,7%
(IC 95% = 80,0-93,9) de sensibilidade suméaria e 97,3% (IC 95% = 94,3-98,8) de
especificidade. Outros métodos moleculares também foram mais especificos do que
o GSEQ para deteccdo de resisténcia a rifampicina segundo metarregressao
(p=0,034) (Tabela 1). Por fim, os testes moleculares para resisténcia a ofloxacino
tiveram sensibilidade de resumo de 80,9% (IC 95% = 60,1-92,3) e especificidade de
96,1% (IC 95% = 90,2-98,5), e a técnica molecular utilizada néo teve influéncia nesses
resultados. O padréao de referéncia utilizado néo teve efeito sobre os resultados de

acuracia para todos os medicamentos (Tabela 1).
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RISCO DE VIES

QUESTOES DE
APLICABILIDADE

Autor, Ano Selecéo Teste Padrdode Fluxoe  Selegdo Teste Padréo de Desenho do N° pacientes
do indice Referéncia Tempo do indice Referéncia Estudo hanseniase
Paciente Paciente incluidos
Almeida JG, 1983 ? © © © ? © © Caso-controle 142
Araljo S, 2017 ? © © © ? © © Caso-controle 211
Cambau E, 2005 ? ? © ? ? ? ? Caso-controle 38
Cambau E, 2010 ? © © ? ? © © Transversal 91
Cambau E, 2015 ? ? © ® ? ? ? Caso-controle 46
Cambau E, 2012 ® ? ? ? ® ? ? Caso-controle 120
Honore N, 1993 (1) ® ® ® ? ® ® ® Caso-controle 14
Honore N, 1993 (2) ® ® ® ? ® ® ® Caso-controle 15
Honore N, 2001 ? ? ? ? ? ? ? Transversal
Kai M, 1999 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle
Kim S, 2003 ® ® ® ® ® ? ® Caso-controle
Lavania M, 2016 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 3
Lee SB, 2001 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 51
Liw, 2012 ® ® ® ? ® ® ® Caso-controle 121
Maeda S, 2001 ® ® ? ® ® ® ® Caso-controle 3
Maeda S, 2004 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 3
Matsuoka M, 2008 ® ® ® B ® ® ® Caso-controle 136
Matsuoka M, 2010 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 21
Pearson JMH, 1979 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 88
Rosa PS, 2020 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 4
Satish M, 1985 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 13
Sekar B, 2011 ® ® ® ? ® ® ? Caso-controle 40
Singh P, 2011 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 168
Vedithi SC, 2015 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 26
Williams DL, 1994 ® ® © ? ® ® ® Caso-controle
Williams DL, 2000 ® ® ® ® ® ® Caso-controle
Williams DL, 2001 ® ® ® ® ® ® ® Caso-controle 16

Figura 3 - Risco de viés e preocupacdes com relacdo a analise da aplicabilidade usando o

checklist Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies-2 (QUADAS-2).
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Figura 4 - Testes indice, padrbes de referéncia, valores de sensibilidade e valores de especificidade de testes de resisténcia antimicrobiana

da dapsona em hanseniase.
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Figura 5 - Testes indice, padrdes de referéncia, valores de sensibilidade e valores de especificidade de testes de resisténcia antimicrobiana

da rifampicina em hanseniase.
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Tabela 1 — Resultados de metanalise e metarregresséo de sensibilidade e especificidade para testes
moleculares para detecc¢do de resisténcia antimicrobiana da hanseniase e influéncia de covariaveis

DAPSONA

COVARIAVEL Estudos (n)  Sensibilidade (IC 95%) Especificidade (IC 95%)
Sumario 15 78.8 (65.6-87.9) 97.0 (94.0-98.60)
GSEQ 7 66.7 (20.6-93.9) 92.2 (46.8-99.4)
N&éo GSEQ 8 89.2 (76.9-95.4) 98.5 (96.1-99.4)
P-value 0.014 0.035
RFSTD Mouse 8 69,1 (21.7-94.7) 94.3 (53.0-99.6)
RFSTD GSEO 7 87.3(72.8-94.7) 98.4 (95.5-99.5)
P-value 0.053 0.107
RIFAMPICINA

COVARIAVEL Estudos (n) Sensibilidade (IC 95%) Especificidade (IC 95%)
Sumario 16 88.7 (80.0-93.9) 97.3 (94.3-98.8)
GSEQ 6 88.4 (45.0-98.6) 92.9 (54.7-99.3)
N&o GSEQ 10 88.9 (77.0-95.0) 98.5 (96.4-99.4)
P-value 0.947 0.034
RFSTD Mouse 7 90.0 (48.3-98.9) 95.0 (59.3-99.6)
RFSTD GSEQ 9 87.5 (73.7-94.6) 98.3 (95.6-99.4)
P-value 0.720 0.154
OFLOXACINO

COVARIAVEL Estudos (n) Sensibilidade (IC 95%) Especificidade (IC 95%)
Sumario 9 80.9 (60.1-92.3) 96.1 (90.2-98.5)
GSEQ 4 79.2 (10.6-99.2) 90.9 (25.2-99.7)
N&o GSEQ 5 82.2 (53.7-94.8) 97.8 (92.4-99.4)
P-value 0.857 0.163
RFSTD Mouse 5 78.4 (8.9-99.3) 94.9 (31.8-99.9)
RFSTD GSEQ 4 83.6 (52.4-95.9) 97.2 (88.3-99.4)
P-value 0.751 0.567

Legenda: RFSTD = Referéncia padrdo, GSEQ = Método molecular baseado em sequenciamento de

genes.

Nota: A qualidade das evidéncias relacionadas a cada desfecho (valores de sensibilidade e
especificidade sumaria) foi classificada de acordo com a ferramenta Grading of Recommendations,
Assessment, Development and Evaluation (GRADE). Ferramenta do Grupo de Trabalho em Alta

DODDD, Moderada DD X, baixa BHxx e muito baixa G X X" X.
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Estudos de rastreio

Foi possivel extrair a proporcdo de casos resistentes aos antimicrobianos entre
o total de casos de hanseniase em 129 artigos. Em nossa analise de qualidade,
apenas 27 (20,93%) artigos incluiram um quadro amostral adequado para atender a
populacdo-alvo; apenas 24 (18,60%) amostraram o0s participantes de forma
adequada; e 42 (32,56%) apresentaram tamanho amostral adequado. Em apenas 36
(27,91%) estudos, os participantes e o local foram descritos detalhadamente. Em 77
(59,69%) estudos, a analise dos dados foi conduzida com cobertura suficiente da
amostra identificada. Em 109 (84,49%) estudos, métodos validos foram utilizados para
a identificacdo da condicdo. E em 93 (72,09%) estudos, a condicdo foi medida de
forma padréo e confiavel para todos os participantes. Por fim, em 105 (81,39%)
estudos, foi utilizada uma andlise estatistica adequada, e em 106 (82,17%) estudos,
a taxa de resposta foi adequada (Tabela Suplementar S4).

A proporc¢ao de resisténcia foi avaliada para dapsona (112 artigos), rifampicina
(81 artigos), ofloxacino (47 artigos), Clofazimina (8 artigos), os outros 5 tipos de drogas
e para multirresisténcia (59 artigos). Esses resultados estao presentes na Tabela 2 e
no Arquivo Suplementar S5. Foi encontrada heterogeneidade significativa em todos
0s 5 modelos de metanalise.

A metarregressao mostrou que a propor¢do de resisténcia a dapsona foi
significativamente influenciada pelo ano em que o estudo foi realizado. Os gréficos de
floresta indicaram reducdo significativa na proporcéo de casos resistentes a dapsona
apos a introducdo da PQT-OMS, em 1981. A metarregressao também mostrou que
0s estudos que utilizaram o teste Mouse Foot Pad apresentaram maiores propor¢cdes
de casos com resisténcia a dapsona e multidrogas do que os estudos que utilizaram
GSEQ.

A metarregressdo mostrou que a proporcdo de resisténcia antimicrobiana a
rifampicina e ao ofloxacino e de resisténcia multidrogas néo foi influenciada por
covariaveis (Tabela 2). Também n&o fomos capazes de identificar a fonte de
heterogeneidade para estudos envolvendo essas drogas. E importante ressaltar que
nao encontramos evidéncias de que a proporgdo de resisténcia antimicrobiana tenha
aumentado ao longo do tempo. N&o foi encontrado viés de publicacdo. As andlises de
metarregressdo e viés de publicacdo ndo foram realizadas para resisténcia a
clofazimina devido ao pequeno numero de estudos incluidos. Os resultados

individuais dos estudos que avaliaram a resisténcia antimicrobiana a minociclina,
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claritromicina, moxifloxacina, desoxifructo-serotonina e outros macrolideos sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 2 — Metanalise e metarregressao de propor¢des de casos de hanseniase com resisténcia
antimicrobiana a dapsona, rifampicina, ofloxacino e multirresisténcia e influéncia de covariaveis

Dapsona Proporcéo (%) IC 95% | 2 (%) p-value
Metanalise 8,5 4.8-12.9 98.5 <0.001
Metarregresséo R2 (%) p-value

Ano do estudo 30,1 <0.001

Pais 0 0.460

Resisténcia primaria 0,3 0.303

Pacientes paucibacilares 2,7 0.159

Amostra adequada 0 0.339

Tipo de teste 33,8 <0.001
Rifampicina Proporcéo (%) IC 95% | 2 (%) p-value
Metandlise 2,0 1.0-3.0 89.3 <0.001
Metarregresséo R2 (%) p-value

Ano do estudo 0 0.984

Pais 0 0.794

Resisténcia primaria 0 0.623

Pacientes paucibacilares 0 0.974

Amostra adequada 0 0.924

Tipo de teste 0 0.878

Ofloxacino Proporcéao (%) IC 95% | 2 (%) p-value
Metandlise 1,0 0-2.0 84.0 <0.001
Metarregresséo R2 (%) p-value
Ano do estudo 0 0.499

Pais 7,2 0.261
Resisténcia primaria 0 0.576
Pacientes paucibacilares 6,9 0.158
Amostra adequada 0 0.427

Tipo de teste

Continua
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Clofazimina Proporcéao (%) IC 95% | 2 (%) p-value
Metanélise 3,0 0-8.1 89.2 <0.001

Multidroga resistente Proporcao (%) IC 95% 12 (%) p-value
Metandlise 1,0 0-2.0 92.1 <0.001

Metarregresséo R2 (%) p-value

Ano do estudo 0 0.864

Pais 0 0.502

Resisténcia primaria 0 0.439

Pacientes paucibacilares 8,9 0.115

Amostra adequada 0 0.440

Tipo de teste 58,5 <0.001

Nota: A qualidade das evidéncias relacionadas a cada desfecho (valores de sensibilidade e
especificidade sumaria) foi classificada de acordo com a ferramenta Grading of Recommendations,
Assessment, Development and Evaluation (GRADE). Ferramenta do Grupo de Trabalho em Alta
ODPP, Moderada P D"x, baixa BS"x"x e muito baixa G "X X"X.

Tabela 3 — Resultados individuais de estudos que avaliaram a propor¢éo de resisténcia antimicrobiana
a Minociclina, claritromicina, moxifloxacina, desoxifructo-serotonina e outros macrolideos

Autor/ano Droga Tipo Resisténcia | Populagdo | Proporgcdo | IC 95%
(n) (n)
Matsuoka M, | Minociclina Mouse 0 21 0 0.00-
2010 FootPad 0.16
Kim S, 2003 | Claritromicina | Touch- 0 7 0 0.00-
down PCR 0.41
Chokkakula Claritromicina Gene 2 290 0.01 0.00-
S, 2019 Sequencin 0.02
g 23s rRNA
Pardillo FEF, | Moxifloxacino Mouse 0 8 0 0.00-
2008 FootPad 0.37
Balakrishnan | Desoxifructo- Mouse 6 22 0.27 0.11-
S, 1985 serotonina FootPad 0.50
Rumebe L, Macrolideos Gene 0 34 0 0.00-
2016 Sequencin 0.10
g of rpID,
rplV, rrl
Matsuoka M, | Claritromicina Mouse 0 21 0 0.00-
2010 FootPad 0.16
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Discusséo

A PQT-OMS revolucionou o tratamento da hanseniase. Substituiu o antigo uso
da monoterapia dapsona, reduzindo drasticamente o tempo de tratamento. A
introducéo dessa combinacgéo também reduziu a disseminacao de isolados resistentes
a dapsona na segunda metade do século XX, como confirmado por nosso estudo
(Arquivo Suplementar S5).

Na metanalise dos estudos de acurdcia, a especificidade sumaria dos testes
moleculares foi maior que 96% para a deteccdo de resisténcia antimicrobiana a
dapsona, rifampicina e ofloxacino (Tabela 1), o que significa que os resultados falso-
positivos ndo parecem ser um problema relevante na pratica clinica. A sensibilidade
global desses testes variou de 78,8% (IC 95% = 65,6-87,9) para resisténcia a dapsona
a 88,7% (IC 95% = 80,0-93,9) para resisténcia a rifampicina. Essa sensibilidade
reduzida pode representar um desafio significativo para as autoridades de saude
publica. Por exemplo, se um inquérito molecular for realizado em uma populacdo de
10.000 pacientes com hanseniase e a propor¢ao de resisténcia da dapsona for de 1%,
21 casos com resisténcia a dapsona ndo serdo detectados. Esses pacientes podem
nao responder a PQT-OMS e transmitir bacilos com resisténcia multipla a outros
contatos. Essa sensibilidade reduzida encontrada em alguns estudos pode ser
explicada por outros mecanismos de resisténcia além da mutacdo genética em
regides determinantes da resisténcia, pela limitada capacidade de deteccdo em
pacientes paucibacilares, pela presenca de populagcbes de bacilos resistentes e
sensiveis no mesmo paciente e pela presenca de inibidores da PCR.

Rifampicina e ofloxacino tém atividade bactericida contra micobactérias,
enquanto dapsona é bacteriostatica (7;40). Esse mecanismo de acao, além do fato de
a dapsona ser a droga mais antiga utilizada para o tratamento da hanseniase, sugere
qgue o perfil de resisténcia da dapsona possui mecanismos patogénicos mais amplos
do que os perfis de outras drogas. Isso também pode explicar por que, excluindo-se a
resisténcia a dapsona, os graficos de floresta apresentaram valores de sensibilidade
e especificidade relativamente homogéneos. No entanto, observamos que o0s
intervalos de confianca foram muito amplos, refletindo o baixo nimero de pacientes
estudados (Figura 4).

De acordo com os resultados do estudo individual e com o nosso modelo de
metarregressao, outros métodos moleculares, incluindo PCR em tempo real (baseado

na analise de HRM ou em sondas Tagman), foram mais sensiveis e especificos para
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a deteccdo de resisténcia a dapsona do que GSEQ. Esses testes moleculares também
foram mais especificos para deteccéo de resisténcia a rifampicina do que GSEQ. Para
deteccdo da resisténcia de ofloxacino, todos os testes moleculares foram
equivalentes. Esses métodos tém, também, a vantagem de ser relativamente mais
simples do que o GSEQ, e podem ser Uteis para inquéritos de rastreio (8). No entanto,
algumas limitacbes metodologicas foram detectadas na analise de qualidade do
QUADAS-2 (Figura 3). Espera-se que técnicas como a PCR em tempo real sejam
mais sensiveis do que a GSEQ, uma vez que esta ultima é precedida de amplificacédo
PCR convencional. Além disso, a maioria das muta¢cdes que conferem resisténcia em
M. leprae sdo baseadas em mutacdes consistentes de coédon ou nucleotideo,
possivelmente garantindo boa especificidade para outros métodos moleculares.

Devido a presenca de limitagbes metodoldgicas e ao numero relativamente
baixo de pacientes avaliados, as conclusdes devem ser tomadas com cautela. E
importante considerar que os estudos de avaliagdo de outras técnicas, que ndo o
GSEQ, podem ainda estar numa fase mais precoce de validacdo, e, embora as
metodologias de artigos publicados possam resultar em maior sensibilidade e
especificidade, a capacidade de reproduzir esses resultados pode ser limitada. O fato
de a maioria dos estudos ter utilizado delineamento caso-controle corrobora essa
interpretacdo alternativa (Figura 3).

Para os estudos de rastreio, foi encontrada heterogeneidade substancial na
metandlise, o que significa que os resultados sumarios ndo sao confidveis. Na
metarregressdo, estudos que utilizaram o teste Mouse FootPad para rastreio
relataram maior proporcdo de casos resistentes a dapsona do que estudos que
utilizaram métodos moleculares. Muito provavelmente, a muito baixa concentracdo de
dapsona utilizada no teste Mouse FootPad pode explicar esse resultado. Alguns
autores acreditam que a administracédo de 0,0001 g de dapsona por 100 g de dieta de
camundongos, por exemplo, € equivalente a 1 mg de dapsona diaria em humanos
(41). Uma vez que a dose habitual de dapsona € de 100 mg por dia, podemos concluir
gue o teste Mouse FootPad é provavelmente muito sensivel para detectar resisténcia.
O teste Mouse FootPad pode detectar resisténcia a dapsona mesmo em pacientes
que terdo uma boa resposta clinica a terapias que contenham essa droga.
Curiosamente, o ano de publicacdo também foi um mediador significativo da
resisténcia da dapsona na metarregressao. Estudos realizados antes de 1980, quando

a monoterapia da dapsona era considerada o tratamento padréo para a hanseniase,
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relataram maior proporcdo de casos resistentes a dapsona do que artigos mais
recentes.

Embora a heterogeneidade diminua a precisdo das conclusdes, os graficos de
floresta de resisténcia a dapsona, rifampicina, ofloxacino e clofazimina n&o indicam
gue a resisténcia antimicrobiana contra a PQT-OMS estd aumentando (Arquivo
Suplementar S5). Para todas as drogas, os graficos de floresta mostram que a
proporc¢éo de resisténcia € estavel nas Gltimas décadas. Esse resultado € corroborado
pelo modelo de metarregresséo, que nao mostrou efeito do tempo nas proporg¢oes de
casos resistentes a rifampicina e ofloxacino. Esse resultado esta de acordo com as
recomendacdes recentes da OMS e com os resultados de ensaios clinicos recentes
(2;42). Embora a duragéo do tratamento e a necessidade da adi¢ao de clofazimina em
pacientes paucibacilares estejam sendo intensamente discutidas por especialistas da
area, ha um claro consenso de que a PQT-OMS ainda é uma medida importante para
o controle da hanseniase (2;42;43).

Como limitagdo importante, ndo foi possivel identificar outras variaveis que
pudessem explicar os resultados heterogéneos para resisténcia a rifampicina, ao
ofloxacino e a clofazimina. Isso pode ser explicado pela presenca de importantes
limitacdes metodoldgicas para a validacdo de estudos de rastreio. A questdo mais
importante para os estudos de rastreio baseia-se nos métodos de amostragem
relatados. Na maioria dos estudos, ndo foi possivel garantir que os métodos de
amostragem e inclusdo dos pacientes resultam em propor¢do representativa da

populacao-alvo.

Conclusdes

Podemos concluir que estudos avaliando técnicas moleculares mais simples
gue o Mouse FootPad e o GSEQ, incluindo a PCR em tempo real, sdo alternativas
promissoras para a deteccdo da resisténcia antimicrobiana na hanseniase, embora a
qualidade metodologica das evidéncias existentes ainda precise ser melhorada. Além
disso, nossos resultados sugerem que a proporcdo de casos resistentes nao é
influenciada pelas caracteristicas regionais ou clinicas dos pacientes e que nao
aumentou significativamente nas ultimas décadas. No entanto, o constante relato de
casos resistentes de hanseniase € uma preocupacéo clinica e epidemiologica, pois

mesmo poucos casos podem ser importantes fontes de transmisséo da doenca.
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Dapsona
Artigos, Ano Teste Diagnostico VP FN FP VN GSEQ REFSTD
Arautjo S, 2017 gPCR-HRM folpl 4 0 0 207 NAO GSEQ
Cambau E, 2012 GenoType® LepraeDR 22 0 0 98 NAO GSEQ
Kim S, 2003 Touch Down PCR 4 0 0 3 NAO GSEQ
Li W, 2012 gPCR-HRM folpl 5 0 4 112 NAO GSEQ
Matsuoka M, 2008 DNA microarray - Hibridization 5 2 0 129 NAO GSEQ
Singh P, 2011 gPCR Tagman folp1 2 0 0 166 NAO GSEQ
Williams DL, 2001 DNA Heteroduplex Analysis 10 0 0 6 NAO GSEQ
Cambau E, 2005 Gene Sequencing folpl 10 6 0 22 SIM MFP
Kai M, 1999 Gene Sequencing folpl 4 0 0 2 SIM MFP
Lavania M, 2016 Gene Sequencing folpl 1 1 0 1 SIM MFP
Matsuoka M, 2010 Gene Sequencing folpl 9 0 0 12 SIM MFP
Rosa PS, 2020 Gene Sequencing folpl 3 0 0 1 SIM MFP
Sekar B, 2011 Gene Sequencing folpl 6 4 0 30 SIM MFP
Williams DL, 2000 Gene Sequencing folpl 2 2 0 2 SIM MFP
Cambau E, 2010 GenoType® LepraeDR 18 0 0 73 NAO MFP
Rifampicina
Araujo S, 2017 gPCR-HRM rpoB 1 0 0 210 NAO GSEQ
Cambau E, 2012 GenoType® LepraeDR 16 0 0 104 NAO GSEQ
PCR single-strand conformational
Honore N, 1993(2) polymorphism 10 0 0 5 NAO GSEQ
Honore N, 2001 PCR - Hibridization 2 0 0 3 NAO GSEQ
Kim S, 2003 Touch Down PCR 2 0 0 5 NAO GSEQ
Li W, 2012 gPCR-HRM rpoB 5 1 0 12 NAO GSEQ
Matsuoka M, 2008 DNA microarray - Hibridization 2 0 0 134 NAO GSEQ
Singh P, 2011 gPCR Tagman rpoB 1 0 0 167 NAO GSEQ
Vedithi SC, 2015 gPCR-HRM rpoB 10 0 0 16 NAO GSEQ
Cambau E, 2015 Gene Sequencing rpoB 11 0 0 35 SIM MFP
Honore N, 1993(1) Gene Sequencing rpoB 9 0 0 5 SIM MFP
Lavania M, 2016 Gene Sequencing rpoB 2 0 0 1 SIM MFP
Matsuoka M, 2010 Gene Sequencing rpoB 6 1 0 14 SIM MFP
Rosa PS, 2020 Gene Sequencing rpoB 2 0 0 2 SIM MFP
Williams DL, 1994 Gene Sequencing rpoB 4 0 0 4 SIM MFP
Cambau E, 2010 GenoType® LepraeDR 14 0 0 77 NAO MFP
Ofloxacino
Cambau E, 2015 Gene Sequencing GyrA 1 0 0 4 YES MFP
Maeda S, 2001 Gene Sequencing GyrA 1 0 0 2 YES MFP
Maeda S, 2004 Gene Sequencing GyrA 1 0 0 2 YES MFP
Matsuoka M, 2010 Gene Sequencing GyrA 3 0 0 18 YES MFP
Cambau E, 2010 GenoType® LepraeDR 1 0 0 90 NO MFP
Cambau E, 2012 GenoType® LepraeDR 4 0 0 56 NO GSEQ
Kim S, 2003 Touch Down PCR 1 0 0 6 NO GSEQ
Li W, 2012 gPCR-HRM gyrA 3 0 1 14 NO GSEQ
Matsuoka M, 2008 DNA microarray - Hibridization 1 0 0 135 NO GSEQ

Legenda: VP = Verdadeiro Positivo, FN = Falso-Negativo, FP = Falso-Positivo, VN = Verdadeiro
Negativo, GSEQ = Método molecular baseado em sequenciamento de genes, RFSTD = Referéncia

padréo.
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Figuras suplementares 1 - Estudos de rastreio inseridos na metanalise e a proporcao

de RAM entre os casos de hanseniase por subgrupo de droga investigada.

DAPSONA
Peso

Estudo Eventos Total Proporgao 1IC95% (fixo)

Hastings RC, 1977 75 123 | —_— 0.61 [0.52; 0.69] 1.0%
Pearzon JMH, 1978 117 181 I —_— 0.85 [0.58:0.71] 1.5%
Almeida JG, 1983 a5 142 —_— 0.67 [0.59:0.74] 1.1%
Meelan PN, 1983 14 790 0.02 [0.07:0.03] 6.4%
Baguillon G, 1983 31 1054 [H 0.03 [0.02: 0.04] 5.5%
Guelpa-Lauras CC, 1987 133 280 — 0.48 [0.42; 0.53] 2.3%
Gelber RH. 1220 1 101 +—1: 0.071 [0.00: 0.04] 0.8%
Dietrich M, 1994 13 233 == 0.06 [0.03: 0.09] 1.9%
Butlin CH. 1996 21 157 —_— 0.13 [0.058: 0.19] 1.3%
Ebnezer G, 2002 18 369 =g 0.05 [0.03;0.07] 3.0%
You E, 2005 20 104 —_— 019 [0.12:0.27] 0.8%
Matzucka M, 2007 15 305 sy 0.05 [0.03: 0.08] 2.5%
Matzucka M, 2008 7 136 —rr 0.05 [0.02:0.10] 1.1%
Gupta UD, 2009 27 161 P 017 [0.11:0.23] 1.3%
Singh P, 2011 2 233 + ¢ 0.01 [0.00; 0.03] 1.8%
Liw/, 2011 6 391 = ! 0.02 [0.01;:0.03] 3.2%
kKai M, 2011 19 423 =+ 0.04 [0.03: 0.07] 3.4%
Rocha AS, 2012 3 145 +— 0.02 [0.00: 0.05] 1.2%
Wwahyuni R, 2012 6 270 =« 0.02 [0.07: 0.04] 2.2%
Cambau E. 2012 22 120 V—— 0.18 [0.12:0.26] 1.0%
Liwf, 2012 5 121 —'—-' 0.04 [0.01;0.09] 1.0%
Jamil &, 2013 143 457 : —-— 0.31 [0.27:0.36] 3.7%
Mejia MDCC, 2014 1 197 = ! 0.071 [0.00: 0.02] 1.6%
Guerrerc MI. 2014 4 941 I 0.00 [0.00: 0.01] 7.6%
Lavania M, 2014 9 140 —— 0.06 [0.03:0.11] 1.1%
Chaouffour &, 2015 132 160 —-(:— 0.08 [0.04:0.13] 1.3%
Lawvania M, 2015 1 216+ 0.00 [0.00: 0.02] 1.7%
Beltran-Alzate C, 2016 3 243 + |} 0.071 [0.00: 0.03] 2.0%
Male MM, 2016 0 234 0.00 [0.00: 0.01] 1.9%
Dalawi I, 2017 238 651 : — 0.37 [0.33: 040 5.2%
Reja AHH, 2018 0 127 + 0.00 [0.00; 0.01] 1.0%
Lawvania M, 2018 34 250 i—'— 0.14 [0.10: 0.18] 2.0%
Cambau E. 2018 87 1639 0.05 [0.04:0.068] 13.2%
Chokkakula 3. 2019 8 290 -'—i 0.03 [0.07:0.05] 2.3%
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Quadro suplementar 1 — Principais genoétipos associados com a resisténcia aos antimicrobianos da

hanseniase.
Regido Autor/Ano Pais Antimicrobianos Gene Gendétipo de Resisténcia
Rifampicina rpoB Ser456Leu
Avanzi et al., 2016 Guiné
Dapsona folP1 Thr53Arg
Rifampicina r0oB GIn438Val; Asp441Asn;
Africa P P Ser4561Leu; Ser456Phe
Coulibaly etal., 2020 Cl\aztr?irio Thr53Iso; Pro55Arg;
Dapsona folP1 Pro55Leu
Ofloxacino gyrA Ala91Val
Rifampicina rpoB Ser425Leu
Matsuoka et al., 2010 México
Ofloxacino gyrA Ala91Vval
Brasil, Rifampicina rpoB Ser425Leu
Venezuela
Sing et al., 2011 ,
Colémbia
e Uruguai Dapsona folP1 Pro55Leu
Rifampicina rpoB Ser531Met; Ser531Leu;
Ser531Phe
Rocha et al., 2012 Brasil Dapsona folP1 Pro55Arg
Ofloxacino gyrA Ala91val
Williams et al., 2013 EUA Rifampicina rpoB Ser425Leu
Dapsona folP1 Thr53Ala
Rifampicina r00B Ser425Leu; Asp410Asn;
P P Asp410Tyr; His420Tyr
Guerrero et. Al, 2014 Colombia Dapsona folP1 Thr53Ala; Pro55Leu
Américas Ofloxacino gyrA Ala91Val
Rifampicina rpoB Ser425Phe
Contreras et al., 2014 Brasil Dapsona folP1 Pro55Arg
Ofloxacino gyrA Ala91Vval
Rifampicina rpoB Ala426Thre; Asp441Tyr;
Ser456Leu; Ser458Met;
Asp505Trp
Beltran-Alzate et al., Colémbia Dapsona folP1 Thre53Ala; Pro55Leu;
2016 Thr88Pro; Asp91His;
Arg94Trp
Ofloxacino gyrA Alal07Leu
Rifampicina rpoB Ser456Met; Ser456Met;
Leud70GIn; Asp441Tyr
Rosa et al., 2019 Brasil Thr53Ala; Pro55Arg;
Dapsona folP1 Pro55Leu
Ofloxacino gyrA Leu97Phe
Masanori et al., 2010 Vietnd Dapsona folP1 Thrs3lle; ProS5Arg;
Pro55Leu
. i Thr53Ala; Thr53Val;
Asia Lietal, 2011 Filipinas Dapsona folP1 Pros5Leu
Rifampicina rpoB Asp410Tyr
Wahyuni et al., 2012  Indonésia Dapsona folP1 Thr53Ala; Thr53Arg;

Pro55Arg; Pro55Leu

Continua
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Continuacao

Regido Autor/Ano Pais Antimicrobianos Gene Gendétipo de Resisténcia
Rifampicina rpoB  Thr433lle; Phe439Leu; Asp441Tyr;
GIn442His
Lavania et al., 2014 india Dapsona folP1 Thr53Arg; Pro55Leu; Pro55Arg
Ofloxacino gyrA Ala91Thr; Ala91Val; Ser92Ala
Reja et al., 2015 india Rifampicina rpoB Glud42His
"y P ] . Thr433lle; GIn438Val; Phe439Leu;
Vedithi et al., 2015 India Rifampicina rpoB Gluad2His; ProA60Del: Gly462Del.
Gly495Ser
. o . - Ala411Val; Val424Gly; Ala425Gly;
Lavania et al., 2015 India Rifampicina rpoB Ser437GIn: GIn438Tyr- Glndd2His:
Leu455Pro
Rifampicina rpoB Ser531Leu
Liu et al., 2015 China Dapsona folP1 Pro55Arg
Ofloxacino gyrA Ala91Val
. . Ser456Leu; Serd456Val; Val424Gly;
Rifampicina poB Ser434Cys; Asp441Tyr
Aci Lavania et al., 2018 India Dapsona folP1  Thrs3lle; Ala53Asp; Pro55Leu:
sia
Pro55Arg;
Ofloxacino gyrA Ala91Val; Ser92Ala
Siskawati et al.,, 2018  Indonésia Rifampicina rpoB Asp410Tyr; Ser425Leu
Singh et al., 2018 india Ofloxacino gyrA Ala91val
) Leu436Meth; Ser437Pro;
Lavania et al., 2018 India Rifampicina rpoB Asp441Tyr; GIn442His;
Ser456Leu;
Vedithi et al., 2018 india Rifampicina rpoB H476R; S437L; D441Y; D441V
Rifampicina rpoB Asp410Tyr
. Dapsona folP1 Pro55Ser; Thr53Arg; Thr53lle;
Chokkakula et al., 2019 China Pro55Arg
Ofloxacino gyrA Ala91Val; Gly362Asp
Rifampicina rpoB Lue436Gin;
Mahajan et al., 2020 india Dapsona folP1 Pro55Ser; Pro55Lue
Ofloxacino gyrA Ala91Pro; Gly89Ala; Gly89Cys
Dapsona folP1 Thr53Ala; Thr53lle; Pro55Arg;
Chen et al., 2020 China Pro55Leu
Ofloxacino gyrA Ala91Vval
Rifampicina rpoB Ser456Leu; Ser456Phe
Europa | Chauffour et al., 2018 Franca Dapsona folP1 Thr53lle; Thr53Ala; ProS5Leu
Ofloxacino gyrA Ala91Vval
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Titulo curto

Resisténcia antimicrobiana na hanseniase no Brasil.

Resumo

O Brasil ocupa o0 segundo lugar entre 0s casos novos e 0 primeiro em casos de
recidiva de hanseniase em todo o mundo, por isso, foi criado o Plano de Vigilancia da
Resisténcia Mycobacterium leprae. O objetivo desta pesquisa € apresentar 0s
resultados de um acompanhamento de dois anos do Plano Nacional de Vigilancia no
Brasil. Foi realizado um estudo transversal de casos de hanseniase para investigar a
resisténcia antimicrobiana (RAM) no Brasil, entre outubro de 2018 e setembro de
2020. Foram realizados rastreamento molecular de genes relacionados a dapsona
(folP1), a rifampicina (rpoB) e resisténcia ao ofloxacino (gyrA). No periodo de
encaminhamento, 63.520 pacientes ativos de hanseniase foram registrados no Brasil,
e 1.183 preencheram os critérios de inclusédo para investigacdo molecular da RAM.
No total, apenas 16 (1,4%) pacientes apresentaram polimorfismos genéticos
associados a RAM. Destes, 8 (50%) foram em casos de recidiva de hanseniase, 7
(43,8%) em casos classificados como suspeita de falha terapéutica com tratamento
padréo, e 1 (6,2%) era caso novo de apresentacao de hanseniase. Cepas de M. leprae
com mutacdes associadas a RAM foram encontradas para todos os trés genes
examinados. Cepas de dois pacientes, apresentaram resisténcia simultanea a
dapsona e a rifampicina, indicando resisténcia multidroga (MDR). N&o foi identificada
relagdo significativa entre variaveis clinicas e presenca de RAM. O estudo revelou
baixa frequéncia de RAM no Brasil. As cepas foram, principalmente, resistentes a
dapsona, e um numero muito baixo de cepas foi resistente a rifampicina, a principal
droga bactericida para hanseniase, ou apresentou MDR, reforcando a importancia da
terapia multidroga padrdo da Organiza¢do Mundial da Saude. A maior frequéncia de
RAM entre pacientes com recidiva sustenta a necessidade de monitorar
constantemente esse grupo.

Palavras-chave: Hanseniase; M. leprae; Resisténcia as drogas; Analise de
sequéncia, DNA,; Vigilancia; Brasil.

Introducao

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada por Mycobacterium
leprae e Mycobacterium lepromatosis (1). O nimero meédio anual de novos casos nos
ultimos dez anos manteve-se estavel em todo o mundo. Em 2019, foram notificados
202.185 novos casos e 3.897 casos de recidiva em mais de 120 paises, demonstrando
a manutencdo da cadeia de transmissdo (2). O monitoramento da resisténcia
antimicrobiana (RAM) em cepas de M. leprae nos casos novos e de recidiva tem sido
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com o objetivo de avaliar
a efichcia da poliquimioterapia (PQT). As diretrizes atuais estdo focadas,

principalmente, na investigacdo da resisténcia a rifampicina, a droga principal no
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regime da PQT-OMS (3). RAM pode resultar em infeccéo persistente e regimes de
tratamento ineficazes, dificultando as medidas de controle da hanseniase (4).

Estudos recentes na China (5), na Franca (6) e na india (7) relataram
proporcdes de 25%, 11,2% e 7% entre os casos de hanseniase, respectivamente.
Apesar desses relatos, ainda ndo se sabe se a RAM afeta a manutencédo da carga da
doenca. O regime de 12 doses da PQT-OMS é altamente eficaz (8) e tem sido bem
sucedido no tratamento de casos de resisténcia isolada a dapsona (9). O Brasil esta
entre os 23 paises com maiores cargas da doenca, e, em 2019, foi responsavel por
13,7% dos novos casos e 43,5% dos casos de recidiva em todo o mundo (2).

A importancia da investigacédo de cepas resistentes de M. leprae no Brasil foi
destacada apos a publicacdo dos resultados do estudo obtidos a partir da vigilancia
sentinela em 19 paises, entre 2009 e 2015. A proporcao de resisténcia a rifampicina
encontrada no Brasil parecia alarmante, com 9,1%, em compara¢ao com a proporcao
global registrada, que é de 3,8% (10). Estudos anteriores, no Brasil, mostraram 5% de
resisténcia a rifampicina e 2% de resisténcia multidroga (MDR) (11,12). A maioria dos
casos resistentes foi identificada por meio de pesquisa realizada pelos centros de
referéncia terciarios (11-13), e pode nao representar o verdadeiro cenario
epidemiolégico nacional.

O principal objetivo do presente estudo € apresentar os dados de um
acompanhamento de dois anos do Plano de Vigilancia de Resisténcia M. leprae
elaborado pelo Programa Nacional de Hanseniase do Ministério da Saude. O plano
abrange todos os estados brasileiros onde amostras de bidpsia séo coletadas, a partir
de casos primarios e de retratamento, conforme indicado pela OMS. Também

buscamos investigar possiveis caracteristicas clinicas relacionadas a RAM.

Métodos

Desenho, populacdo e fonte de dados do estudo

Trata-se de um estudo transversal nacional de todos os casos de hanseniase
que coletou materiais biologicos para a investigacdo da RAM no Brasil. Os pacientes
foram classificados, principalmente, como novos casos de hanseniase e aqueles que
precisavam ser retratados. Foram registradas e classificadas as principais situacdes
que requerem retratamento da seguinte forma: 1. suspeita de falha terapéutica:

pacientes que, ao final do primeiro tratamento adequado de hanseniase, ainda
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apresentam sinais de atividade da doenca, como reacdes de hanseniase intrataveis e
formas anérgicas de hanseniase; e 2. Recidiva: pacientes que desenvolveram
atividade da doencga muito tempo ap0s o primeiro tratamento. Os critérios de inclusao
para a investigacdo da RAM no Brasil se constituiram de pacientes encaminhados a
centros sentinelas, classificados como novos casos multibacilares com indice
baciloscopico (IB) maior ou igual a 2+. Além disso, casos de hanseniase de recidiva
e casos classificados como suspeita de falha terapéutica foram investigados sem
qualquer restricao relacionada ao IB (14).

Os dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos casos de hanseniase
investigados com relacdo a RAM foram obtidos nas bases de dados do Sistema de
Formularios Eletronicos (FORMSUS) de 1° de outubro de 2018 a 30 de setembro de
2020, no sistema do Plano de Vigilancia. Também foram coletadas informacdes
adicionais do tratamento anterior e atual de pacientes classificados como recidiva e
suspeita de falha terapéutica do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacédo
(SINAN), de 2001 a 2020. Ambos séo sistemas do Ministério da Saude. Foram
excluidos pacientes sem resultados laboratoriais da investigacdo molecular. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Salde da
Universidade de Brasilia (n° 4.391.397). O consentimento informado do paciente foi
dispensado apoOs aprovacdo ética, pois os dados relevantes foram incluidos no

sistema nacional de vigilancia.

Deteccdo de RAM

A deteccdo da RAM foi realizada em trés laboratérios de referéncia (Fundacao

Alfredo da Matta, Instituto Lauro Souza Lima e Fundacdo Oswaldo Cruz), que
padronizaram a técnica molecular de acordo com as diretrizes da OMS (15,16). A
técnica utilizada é um teste molecular de reacdo em cadeia de polimerase de
sequenciamento direto (PCR) baseado em DNA para detectar mutagcbes ou
Polimorfismos de Nucleotideo Unico que tém sido associados a resisténcia do M.
leprae a drogas (17). Os laboratorios realizaram a PCR para amplificacdo de
fragmentos de DNA de M. leprae isolados da bidpsia da pele do paciente. Em seguida,
0 sequenciamento genético (sequenciamento PCR-DNA) foi usado para identificar
mutacdes ou Polimorfismos de Nucleotideo Unico presentes nas regides
determinantes de resisténcia a droga do gene folP1 para dapsona, gene rpoB para

rifampicina e gene gyrA para ofloxacino (16).
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Amostras de bidpsia da pele foram obtidas a partir da borda de uma leséo
cutanea. A coleta de material biolégico de novos pacientes multibacilares e recidiva
foi realizada no momento do diagnostico (14). As regides-alvo dos genes folP1 (Gene
ID: 908646), rpoB (Gene ID: 910599) e gyrA (Gene ID: 908154), que estéo disponiveis
sob a adesédo do GenBank n°® NC002677 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide),
foram utilizadas como padrdes. As sequéncias foram alinhadas usando MEGAT:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis versao 7.0 para maiores conjuntos de dados
(Kumar, Stecher e Tamura 2015).

Anélise de dados

A proporc¢ao de casos de hanseniase resistentes entre os casos de hanseniase
investigados foi calculada conforme recomendado pela OMS (18). Para identificar
fatores associados a presenca de RAM, foi realizada uma analise bivariada utilizando-
se o teste qui-quadrado de Pearson ou o teste exato de Fischer para variaveis
categoricas (sexo, regido, caso, forma clinica e reacao). As variaveis numéricas (idade
e IB) foram comparadas utilizando-se o teste de Mann-Whitney U. Variaveis que
poderiam influenciar significativamente a ocorréncia de RAM foram selecionadas por
um especialista em hanseniase (GC) com base em critérios clinicos e foram inseridas
em um modelo de regressao logistica multivariada. Um ponto de corte de 50 anos foi
considerado para a idade com base no valor médio encontrado para o0s pacientes com
hanseniase. Analises de subgrupos também foram utilizadas para explorar as
caracteristicas de novos casos de hanseniase, casos de hanseniase de recidiva e
casos suspeitos de falha terapéutica. As associacfes sdo expressas como odds ratios
(ORs) com intervalos de confianca de 95% (IC) na analise bivariada, e ORs ajustados
(AORs) na andlise multivariada para reduzir os valores de confusdo e p
correspondentes. As perdas foram ignoradas, e os valores perdidos resultaram na
exclusdo do caso na analise multivariada.

O software Rstudio versao 1.2.1335 (Rstudio Team, Boston, EUA) foi utilizado
para analise estatistica, e 0 QGIS Geographic Information System (Open-Source
Geospatial Foundation Project. http://qgis.osgeo.org" versédo 2.18) foi usado para a

elaboracao do mapa.
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Resultados

Caracteristicas dos pacientes investigados

De outubro de 2018 a setembro de 2020, foram registrados, no Brasil, 63.520
pacientes ativos de hanseniase e isolados de 1.414 (2,23%) casos de hanseniase
investigados para a RAM. Destes, 1.183 (83,66%) foram incluidos neste estudo, e 16
(1,35%) dos casos apresentaram RAM (Figura 1). Na analise demografica, houve
predominio de 860 homens (72,69%), com relagdo sexo feminino/masculino de 1:3.
887 (74,98%) pacientes usavam PQT, e 421 (35,59%) apresentaram estados
reacionarios ativos durante a investigacdo da RAM. As caracteristicas demograficas
e clinicas dos pacientes com hanseniase estao detalhadas na tabela 1. A investigacao
foi realizada em 26 estados brasileiros, entre os quais, trés estados relataram mais de
100 casos investigados. Os casos de hanseniase resistentes foram diagnosticados
em sete estados, com maior niumero de diagndésticos em trés deles: Para (4), Mato
Grosso (4) e Séao Paulo (4) (Figura 2).

Na andlise do subgrupo, os isolados dos pacientes classificados por suspeita
de faléncia terapéutica foram os mais investigados, com 534 (45,14%) dos pacientes
nesse grupo; o tempo médio de tratamento no momento da investigacao foi de 12
meses; e o indice baciloscépico positivo médio (IB) foi de 2.80+. Novos casos
multibacilares foram o segundo subgrupo mais investigado, com 344 (29,08%)
pacientes, dos quais, 283 (82,27%) apresentaram IB positivo, com média de 3.60+.
Finalmente, entre os 305 (25,78%) casos de recidiva investigados, 230 (75,41%)
tinham informac0@es sobre a data do tratamento anterior, com tempo médio de 12 anos
entre o Ultimo tratamento e o tratamento atual, e a média positiva do IB foi de 2.80+.
Dos 33 casos paucibacilares investigados pela RAM, 24 (72,7%) apresentaram
resultado PCR positivo, com amplificacdo de pelo menos um dos trés genes avaliados,
e, destes, 14 (58,33%) foram clinicamente tuberculoides, 10 (41,66%) foram

classificados como recidiva e 9 (37,50%) como suspeita de falha terapéutica.
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Figura 1 - Fluxograma dos casos de hanseniase investigados para RAM no Brasil
entre outubro de 2018 e setembro de 2020.
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Tabela 1 — Caracteristicas de pacientes com hanseniase investigados para RAM de outubro de 2018
a setembro de 2020, Brasil

Suspeita de
Total Novo caso Recidiva falha no
Variavel tratamento
(n=1183) (n=344) (n=305) (n=534)
Idade, anos, mediana
(IOR) 47(37-49) 48 (35-49) 50 (39-61) 46 (37-59)
Sexo, masculino,
n (%) 860 (72,7) 241 (70,1) 217 (71,1) 402 (75,3)
Regides
Norte, n (%) 309 (26,1) 79 (23,0) 79 (25,9) 151 (28,3)
Nordeste, n (%) 192 (16,2) 65 (18,9) 35 (11,5) 92 (17,2)
Sudeste, n (%) 407 (34,4) 137 (39,8) 125 (41,0) 145 (27,1)
Sul, n (%) 138 (11,7) 31 (9,0) 46 (15,1) 61 (11,4)
Centro-Oeste,
n (%) 137 (11.6) 32 (9.3) 20 (6.5) 85 (16,0)
Forma clinica, WHO-
multibacilar, n (%) 1017 (86,0) 223 (64,8) 278 (91,1) 516 (96,6)
Reacé&o, sim, n (%) 421 (35,6) 90 (26,2) 102 (33,4) 229 (42,9)
Regime de
tratamento, PQT- 887 (75,0)
OMS, n (%) 220 (64,0) 260 (85,2) 407 (76,2)
Presenca de DNA M.
leprae, sim, n (%) 1085 (91,7) 321 (93,3) 273 (89,5) 491 (92,0)

indice baciloscopico,
mediana (IQR)

3.00 (2.00-4.25)

3.50 (2.25-4.75)

2.00 (0.66-3.95)

3.00 (1.75-4.00)

Abreviaturas: PQT: poliquimioterapia; OMS: Organiza¢do Mundial da Saude;
Presenca de DNA M. leprae detectado por PCR; IQR: intervalo interquartil
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Figura 2 - Mapa das unidades federativas brasileiras que investigaram casos de hanseniase para RAM e amostras com resisténcia

as drogas entre outubro de 2018 e setembro de 2020.
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Achados e caracteristicas dos pacientes com infeccao resistente

Entre os 1.085 casos positivos para a presenca de DNA do M. leprae, a
amplificagcéo foi bem sucedida para o rpoB em 987 (90,96%) amostras, para folP1 em
999 (92,07%) amostras e para gyrA em 976 (89,95%) amostras. A proporcao de cepas
com resisténcia a dapsona foi de 1,2%, representando 12 casos. Outros dois casos
(0,2%) tinham concomitantemente resisténcia a rifampicina e a dapsona. Também foi
identificado um caso de resisténcia isolada a rifampicina e um caso de resisténcia
isolada ao ofloxacino (0,1% cada).

A Tabela 2 mostra as caracteristicas de cada cepa resistente. As cepas
resistentes de M. leprae foram mais frequentemente encontradas em pacientes com
recidiva de hanseniase. Nesse subgrupo, a frequéncia de resisténcia a rifampicina foi
1/273 (0,36%), a resisténcia a dapsona 5/273 (1,83%), resisténcia ao ofloxacino de
1/273 (0,36%) e de resisténcia dupla (dapsona e rifampicina) foi 1/273 (0,36%). O
tempo médio entre cura inicial e recidiva em pacientes com RAM foi de 8,5 anos. Entre
0S 0ito casos resistentes a recidiva, quatro pacientes apresentaram irregularidade no
tratamento, dois pacientes foram perdidos no seguimento anterior e dois pacientes
possivelmente receberam tratamento paucibacilar inadequado.

A RAM foi detectada em sete pacientes que estdo sendo tratados por suspeita
de faléncia terapéutica. Destes, 6/491 (1,22%) apresentaram resisténcia a dapsona e
1/491 (0,20%) tinham resisténcia dupla (dapsona e rifampicina). Todos esses
pacientes estavam em seu segundo ciclo de tratamento. Entre 0os novos casos,

apenas 1/321 (0,31%) apresentou resisténcia isolada a dapsona (Tabela 2).

Anélise bivariada e multivariada

Na andlise do subgrupo, os pacientes com recidiva de hanseniase
apresentaram maior proporcao de casos resistentes do que pacientes com suspeita
de falha no tratamento e novos casos multibacilares, com OR de 3.03 (IC95% 1.13-
8.16; p = 0.043); no entanto, na analise multivariada, essa associagdo nao foi
confirmada: OR=8.12 (IC95% 1.35-154.86; p = 0.054). Nao foi observada outra

associacao significativa (Tabela 3).
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Recidiva Suspeita de faléncia
Tempo de Tratamento  Resultado Tratamento
recidiva anterior/N°  tratamento Entrada Atual/
N° Caso Resisténcia®  Genétipo Regido Idade Sexo CO 1B Tratamento  Reacé&o (anos) Doses anterior /Ano N° Doses
RpoB - TCG 456
TTG (Ser-Leu)
Rifampicina + Folpl - CCC 55 PQT-MB
1 Recidiva Dapsona CGC (Pro-Arg) Sudeste 61 F MB Sl/Info Substitutivo S/Info S/Info Irregular/9 Abandono - -
Folpl - CCC 55 PQT-PB
2 Recidiva Dapsona CGC (Pro-Arg) Sudeste 53 F MB 0,0 PQT Nao 7 Regular/6 Cura - -
Folpl - CCC 55 PQT-MB
3 Recidiva Dapsona CGC (Pro-Arg) Norte 28 F MB 4,0 PQT Sim S/Info Irregular/8 Abandono - -
Folpl - CCC 55 PQT-MB
4 Recidiva Dapsona CGC (Pro-Arg) Centro-oeste 42 M MB Sl/Info PQT Nao 12 Regular/12 Cura - -
Folpl - ACC 53 PQT-MB
5 Recidiva Dapsona GCC (Thr-Ala) Sul 80 M MB Sl/Info PQT Nao 6 Regular/24 Cura - -
RpoB - TCG 456 PQT-PB
6 Recidiva Rifampicina ATG (Ser-Met) Sudeste 24 M MB 2,75 PQT Nao 9 Irregular/6 Cura - -
Folpl - ACC 53
7 Recidiva Dapsona ATC (Tre-lle) Norte 80 F MB 4,0 PQT S/Info S/Info S.info S.info - -
GyrA - GCA 91 PQT-MB
8 Recidiva Ofloxacino GTA (Ala-Val) Norte 37 M MB 3,25 PQT Sim S/Info Irregular/12 Cura - -
RpoB - TCG 456
TTG (Ser-Leu)
Suspeita de Rifampicina + Folpl - CCC 55 Caso novo/ PQT-MB/
9 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Sudeste 36 M MB Sl/Info PQT Nao - - - 2018 17
Suspeita  de Folpl - CCC 55 Caso novo/ PQT-MB/
10 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Centro-oeste 51 F MB Sl/Info PQT Nao - - - 2018 17
Suspeita de Folpl - CCC 55 Reingresso/ PQT-MB/
11 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Centro-oeste 28 M MB S/Info PQT Sim - - - 2019 15
Suspeita  de Folpl - ACC 53 Caso novo/ PQT-MB/
12 Faléncia Dapsona GCC (Thr-Ala) Centro-oeste 51 M MB 1,0 Substitutivo Sim - - - 2015 24
Suspeita  de Folpl - CCC 55 Reingresso/ PQT-MB/
13 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Norte 75 F MB 4,0 PQT Nao - - - 2019 17
Suspeita  de Folpl - CCC 55 Caso novo/ PQT-MB/
14 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Norte 24 F MB 4,0 Substitutivo Nao - - - 2017 S.info
Suspeita  de Folpl - CCC 55 Caso novo/ PQT-MB/
15 Faléncia Dapsona CGC (Pro-Arg) Norte 44 F MB 3,3 PQT Sim - - - 2017 S.info
Folpl - CCC 55
16 Caso Novo Dapsona CGC (Pro-Arg) Sudeste 59 M MB 2,0 PQT Sim - - - -

Abreviaturas: M: Masculino; F: Feminino; CO: Classificacdo Operacional; MB: Multibacilar; IB: indice Baciloscopico; Sfinfo: Sem mforma(;ao
PQT: Poliquimioterapia; Substitutivo: Esquemas terapéuticos com minociclina, ofloxacino e claritomicina

aResisténcia inferida a partir de mutacdes em regides determinantes da resisténcia as drogas que comprovadamente causam resisténcia
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p valor OR Ajustado p valor
Variavel n* Resistente N&o resistente OR (IC 95%) (IC 95%)
Idade (anos), n (%)
Mais de 50 ** 462 8(1,7) 454 (98,3) 0-74 (0-28-1-98)° 0-726 0-55 (0-08-3-32) 0-525
50 ou menos de 50 623 8(1,3) 615 (98,7) -
Sexo, n (%)
Feminino 286 8 (2,79) 278 (97,21) 2-85 (1-06-7-65)° 0-060 2:21 (0-71-6-50) 0-147
Masculino 799 8 (1,00) 791 (99,00) - - -
Regido, n (%)
Norte 282 6 (2,13) 276 (97,87) 1.72 (0-62-4-79)2° 0-441
Nordeste 166 0 (0,00) 166 (100,00) - 1-000
Sudeste 368 5(1,36) 363 (98,64) 0-88 (0-30-2-56)2 1-000 - -
Sul 135 1(0,74) 134 (99,26) 0-47 (0-06-3-55)2 0-708
Centro-Oeste 134 4 (2,99) 130 (97,01) 2-41 (0-77-7-58)3" 0-124
Caso, n (%)
Recidiva 273 8(2,93) 265 (97,07) 3.03 (1-13-8-16)P¢ 0-043 8-12 (1-35-154-86) 0-054
Suspeito de faléncia terapéutica 491 7(1,43) 484 (98,57) 0-94 (0-35-2:54)Pc 1-000 4.-86 (0-84-91-71) 0-141
Caso novo 321 1(0,31) 320 (99,69) 0-16 (0-02-1-19)°f 0-049 - -
Forma Clinica, OMS, n (%)
Multibacilar 942 16 (1,70) 926 (98,30) - 1-000 - -
Paucibacilar 24 0 (0,00) 24 (100,00)
Reacéo, n (%)
Sim 389 6 (1,54) 383 (98,46) 1-11 (0-38-3-24)° 1-000 0-93 (0-30-2-74) 0-899
Nao 577 8(1,39) 569 (98,61) - - -

* Andlise realizada somente com pacientes com presenga de DNA de M. leprae detectado por PCR. Os dados sdo expressos em frequéncia absoluta (n) e porcentagem (%) com p valor
para variaveis categoricas: teste qui-quadrado (c) ou teste exato de Fisher (f) e para variaveis numéricas: Mann-Whitney U. ** Corte de 50 anos. As variaveis com baixa variabilidade foram

retiradas da analise multivariada. # Comparado com todos os outros no grupo; P"Comparado com todos 0s outros no grupo

Abreviagao: OMS: Organizagao Mundial da Saude
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Discusséo

As estratégias indicadas pela OMS para garantir 0 sucesso dos esquemas
terapéuticos para a hanseniase incluem a detecgdo e o monitoramento precoce da
RAM (19). O presente estudo mostra baixa frequéncia de RAM, especialmente para
rifampicina, a droga primaria na PQT-OMS. Além disso, nao identificamos nenhuma
relacdo significativa entre caracteristicas clinicas e a ocorréncia de RAM. Este é o
primeiro estudo realizado no Brasil que analisou dados nacionais e um grande nimero
de amostras. Os dados atuais estdo em consonancia com estudos realizados h& dez
anos, indicando baixas taxas de resisténcia a rifampicina (11,12).

Em nosso estudo, a RAM foi mais prevalente em casos de recidiva, o que
também tem sido observado em outros paises (20-22). No entanto, a frequéncia de
RAM nesse subgrupo foi menor do que a relatada pela rede de vigilancia da OMS
entre 2010 e 2015, sendo 10% para rifampicina, 13% para dapsona e 2% para
ofloxacino entre os 254 casos investigados no Brasil (10). A frequéncia de RAM
também foi menor do que nos estudos de Rocha et al. (11), com 1,08% de resisténcia
a rifampicina e a 3,26% de taxa de resisténcia dupla; e de Contreras et al. (12), com
uma taxa de 2,5% de resisténcia a rifampicina, realizada no Brasil. Essas diferencas
podem ser explicadas, principalmente, por diferentes periodos de estudo, areas de
cobertura, tamanhos amostrais e critérios de selecdo. Pequenas amostras podem
resultar em tamanhos de efeito superestimados. No entanto, a vigilancia da RAM
nesse subgrupo é importante, pois a recorréncia, devido a hanseniase resistente a
antimicrobianos, pode manter uma frequéncia aumentada de resisténcia primaria.

Um achado importante € o nimero de casos de hanseniase com suspeita de
falha terapéutica investigada para RAM. Curiosamente, a frequéncia de RAM nesse
subgrupo foi a segunda mais alta encontrada. O conceito de falha terapéutica na
hanseniase vem sendo discutido no Brasil ha anos. Devido ao tempo de replicacéao
de M. leprae, é provavel que sejam casos de resisténcia primaria e, principalmente,
devido a dapsona, uma vez que, independentemente da discussdo na década de
1980, parece que cepas resistentes a dapsona podem sobreviver. Tal achado indica
gue um esquema PQT melhorado, substituindo a dapsona por minociclina, por
exemplo, poderia ser usado.

Como esperado, a resisténcia isolada a dapsona foi o tipo de resisténcia mais
frequentemente observado. Esse resultado foi semelhante aos achados na Malasia

(23), Franca (6) e Costa do Marfim (24), mas diverge dos achados na China (25) e na
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india (21), onde a resisténcia a rifampicina foi mais frequente. A frequéncia de
resisténcia isolada a rifampicina e ao ofloxacino foi considerada muito baixa, em
contraste com os resultados relatados na india (7). No entanto, nossos achados foram
semelhantes aos de estudos de Wahyuni et al. (22) e Chen et al. (5). Nossos
resultados apoiam a eficacia das acfes de controle da doenca de acordo com o regime
da PQT-OMS (8). Encontramos dois casos de resisténcia dupla (rifampicina +
dapsona). Esse numero foi inferior aos 12 relatados no estudo realizado por Rosa et
al. (26) em uma é&rea de aglomerado situada em estado hiperendémico no Norte do
Brasil. Esses dados indicam uma peculiaridade da populacédo de uma ex-coldnia que
nao foi observada no resto do pais.

A frequéncia de resisténcia primaria ndo foi elevada neste estudo. Esse
resultado difere dos achados de pesquisas realizadas na regidao Norte do Brasil, em
Manaus (12), que relataram uma frequéncia primaria de resisténcia de 2,30% (3/126),
e no Para (26), que relataram uma frequéncia primaria de resisténcia de 31,50%
(6/19). O programa Nacional de Vigilancia da RAM tem como objetivo contribuir com
informagbes para apoiar o0 estabelecimento de diretrizes nacionais (14,27).
Irregularidade no tratamento, perda de seguimento, possiveis regimes de tratamento
inadequados e periodos de tratamento prolongados foram caracteristicas de casos
resistentes nos subgrupos de recidiva e falha terapéutica. Notavelmente, do total de
casos notificados no pais durante o periodo de estudo, apenas 1% representou novos
casos multibacilares, e 9,60% foram casos de recidiva.

Na analise do gendtipo, a mutacdo mais frequente identificada em casos de
hanseniase resistentes foi no cédon 55 (Pro-Arg), que confere resisténcia a dapsona.
Essa mutacdo também foi relatada como a mutacdo mais prevalente em estudos
anteriores (11,26). Esse resultado sugere que, provavelmente, ha persisténcia desse
genatipo durante a transmisséo da doenca no Brasil, demonstrando a necessidade de
monitorar mutagfes de resisténcia a dapsona e realizar investigacbes mais
consistentes dos casos primarios e casos indices.

O modelo de analise multivariada utilizado mostrou que nenhuma das variaveis
demograficas e clinicas influenciou a ocorréncia de resisténcia a medicamentos. Os
mesmos resultados foram encontrados em estudos na Colémbia (28), China (29) e
india (30). Isso pode indicar que a RAM esta mais relacionada as caracteristicas
inerentes ao bacilo e que, provavelmente, é influenciada por fatores como o uso

irregular de antimicrobianos (31). A recidiva da hanseniase foi associada a detecgéo
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de resisténcia na analise multivariada, mas o intervalo de confianca foi
consideravelmente amplo. No entanto, esses pacientes devem ser constantemente
monitorados para a RAM.

Uma limitacdo deste estudo é a ma qualidade de alguns dos registros no
sistema de vigilancia; alguns deles apresentaram alta proporcdo de campos em
branco e/ou incompletos para variaveis importantes. A falta de completude também
pode dificultar a orientacdo de estratégias nacionais baseadas no cenario real da
RAM. A reducdo do poder estatistico estava relacionada a poucos casos de
resisténcia em M. leprae. Também foram identificadas outras limitacdes importantes,
como a auséncia de dados relativos ao tratamento prévio ou concomitante para outras
infec¢des crbnicas, o curto periodo de funcionamento do Plano Nacional de Vigilancia
e o fato de que diferentes mecanismos de resisténcia relacionados a outros genes
ainda nao foram identificados (32). Outros estudos sdo necessarios sobre a RAM na
hanseniase, principalmente estudos prospectivos capazes de analisar associa¢des de
risco e relatar outros tipos de mutacoes.

Em conclusao, este estudo revelou um percentual muito baixo de RAM em
hanseniase no Brasil e, consequentemente, ressalta que o regime padrdo da PQT-
OMS ¢é eficaz na prevencdo de casos de hanseniase resistentes. Além disso, os
resultados sustentam que o ofloxacino é a melhor escolha para substituir a rifampicina

em casos de intolerancia e resisténcia no Brasil.
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Tabela suplementar 1 — NUmero de casos de hanseniase por grupo de investigacao para RAM e casos
de hanseniase resistentes. Brasil, Regides e Unidades Federativas no periodo de outubro de 2018 a

setembro de 2020
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Tabela suplementar 2 — Completitude das variaveis do Formsus no periodo de outubro de 2018 a

setembro de 2020

VARIAVEIS DO FORMSUS COMPETITUDE (%)
Idade 100
Sexo 100
UF_Residéncia 100
MN_Residéncia 100
Regido_Residéncia 100
Motivo_Investigacao 100
Esquema_Tratamento 89
Forma_Clinica 89
Classificacdo Operacional 89
Reacgéo 89
Indice_Baciloscépico 78
DNA_ M.Leprae 100

Tabela suplementar 3 — NUmero de casos de hanseniase por grupo de investigagdo para RAM sem
presenca de DNA do M. leprae detectado por PCR. Brasil e Unidades Federativas, no periodo de

outubro de 2018 a setembro de 2020
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5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

A hanseniase ainda perdura como um grande problema de saude publica no
Brasil, necessitando de acdes de enfrentamento mais eficazes na vigilancia da doenca
e na reducdo da transmissdo do bacilo em todo nivel nacional. A vigilancia da
resisténcia antimicrobiana € considerada uma estratégia importante para avaliar a
eficacia terapéutica, principal arma contra a doenca. O aumento no nimero de casos
de hanseniase com bacilos resistentes as drogas da PQT gerara um grande problema
com poucas possibilidades de solucao terapéuticas.

Os resultados desta tese demonstraram pela primeira vez a sumarizacao da
acuracia dos principais testes de susceptibilidade para o diagnoéstico de RAM na
hanseniase e as proporcbes de casos de hanseniase resistentes a dapsona,
rifampicina e ofloxacino, descritos na literatura, provendo evidéncias para vigilancia
no Brasil.

Apesar da baixa qualidade metodoldgica dos estudos de acuracia inseridos na
revisdo sistematica, conseguiu-se concluir que a sensibilidade e a especificidade dos
testes moleculares sédo boas para detectar resisténcia aos principais antimicrobianos
usados no tratamento da hanseniase. Além disso, testes moleculares diferentes do
PCR-Sequencing parecem ter a vantagem de ser mais simples, podendo ser utilizados
em larga escala em uma vigilancia nacional. No entanto, a maioria deles é utilizada
basicamente para pesquisas, dificultando a aplicagcdo desses testes na rotina
laboratorial pela falta de kits comerciais. O Unico registrado no Brasil, GenoType
Leprae-DR, parece apresentar boa aplicabilidade e facil execucéo, porém, estudos
mais robustos de acuracia diagndstica e estudos econdmicos sdo necessarios para
verificar a viabilidade para o uso na rotina da vigilancia no pais.

A grande variacdo entre os estudos de rastreio impossibilitou estimar a
proporcdo de resisténcia para cada droga testada e utilizada no tratamento da
hanseniase. Isso aponta necessidade de padronizacdo metodolégica em futuros
estudos, bem como a utilizacdo de uma amostragem adequada o bastante a ponto de
garantir um numero razoavel de eventos, a fim de estimar uma proporcdo de
resisténcia mais proxima da populacao estudada.

Apesar disso, pode-se concluir que a PQT esta sendo eficaz na prevencgao de
cepas resistentes, uma vez que o0s estudos de rastreio relataram pequenas

by

proporcdes de casos de hanseniase resistentes, principalmente a rifampicina e a
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dapsona, apds a introducdo da PQT. Em virtude disso, esses resultados séo
importantes para ratificar que o tratamento com a PQT é a principal acdo de controle
da doenca.

Esta tese também foi pioneira ao analisar os primeiros resultados da primeira
vigilancia nacional para RAM na hanseniase no mundo. O segundo estudo aqui
apresentado contou com a vantagem de analisar um nimero maior de pacientes de
hanseniase investigados para RAM, em comparagdo com estudos de rastreio
incluidos no primeiro estudo e uma amostragem de pacientes recrutados nos servigos
de rotina normal de atendimento.

Como conclusdo, podemos relatar que a proporcdo de resisténcia
antimicrobiana na hanseniase encontrada foi muito baixa no Brasil, principalmente a
rifampicina, apesar de as metas de investigacdo preconizadas pelo Ministério da
Saude estarem longe de serem atingidas. Entretanto, esses primeiros resultados
parecem reforcar a eficacia da PQT na prevencdo da RAM relatada também no
primeiro estudo.

Entretanto, apesar do nimero pequeno de casos resistentes € importante o
acompanhamento desses casos nos centros especializados para hanseniase e o
monitoramento por parte do MS. Além disso, a investigacdo dos contatos serd uma
das estratégias primordiais para a quebra da transmissao das cepas resistentes.

Quanto a pesquisa de fatores de risco, nenhuma variavel demografica e clinica
incluida na analise do estudo teve associacao com a resisténcia antimicrobiana. Esse
resultado pode ser devido a limitacao do tipo do dado analisado, da base amostral da
rede de vigilancia ou do periodo de tempo estudado, como também a presenca de
outros fatores inerentes ao bacilo. Neste contexto, estudos prospectivos sdo
necessarios, a fim de analisarem novas associagfes de risco.

Adicionalmente, na analise dos dados do segundo estudo desta tese,
demonstrou-se que os servicos de saude responsaveis pela investigacdo da RAM
podem estar tendo dificuldade na classificacéo e na diferenciacéo de falha terapéutica
e estado reacional, tornando isso um problema operacional da rede de vigilancia. Isso
porque observamos um numero alto de pacientes classificados como suspeita de
faléncia terapéutica que estavam em estado reacional no momento da coleta de
material bioldgico ou que n&do apresentavam DNA do M. leprae na realizacdo do PCR.
O conceito e uso da classificacao “faléncia terapéutica” ao tratamento foram

implementados no Brasil em 2015 como uma tentativa de detectar precocemente
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casos circulantes resistentes (180). Porém, é necessaria a simplificacdo dos conceitos
existentes hoje (recidiva, insuficiéncia e faléncia terapéutica) por parte do Ministério
da Saude, a fim de facilitar as condutas dos profissionais de saude. Para todos esses
conceitos em uso atualmente, no Brasil, a OMS classifica-os como “casos de
retratamento”, e esses podem servir de ponto de partida para novas discussdes no
pais.

Por outro lado, se de fato existir um contingente alto de casos que nao
respondem a PQT e que ndo apresentam resisténcia antimicrobiana, novos estudos
Sa0 necessarios, pois, nesse contexto, outros fatores, como estilo de vida do paciente,
comorbidades e genética humana, podem estar interferindo na resposta ao esquema
terapéutico. Sabe-se que a genética humana pode afetar o metabolismo das drogas
(212), e que as diretrizes da hanseniase trazem a necessidade de avaliar parametros
associados ao metabolismo das drogas da PQT para os casos de faléncia terapéutica
(5).

Também se faz necessario estudar outras mutacées no genoma do M. leprae
ainda ndo correlacionadas com a RAM na hanseniase e confrontar com amostras
resistentes no modelo in vivo, uma vez que a detec¢cdo de mutacdo associada a
resisténcia é clinicamente importante, mas a inexisténcia de muta¢do nos genes-alvo
nao representa, obrigatoriamente, que o bacilo em questéo seja sensivel.

Por fim, o estudo mostrou também que a vigilancia da RAM na hanseniase é
imprescindivel, principalmente para os pacientes de recidiva, uma vez que esse foi 0
grupo com maior numero de casos resistentes. Sabemos que a recorréncia da doenca
devido a RAM pode aumentar a frequéncia de resisténcia primaria, principalmente em
areas mais endémicas.

Uma limitag&o importante observado neste trabalho foi a amostragem utilizada,
proveniente da rede de vigilancia do pais, que parece ndo ser representativa e, por
conseguinte, o baixa niumero de resisténcia ndo pode ser extrapolado para todo pais.
Recomenda-se que o MS trabalhe para uma ampliagdo da investigagdo com
desenhos amostrais para todas UF, de modo que se tenha dados mais representativos
do pais como um todo.

Em conjunto, esses resultados promoveram novas evidéncias e discussdes
para a implementacao da vigilancia da RAM na hanseniase no pais, de modo que
possam ajudar na construcdo e na implementacao de politicas publicas voltadas para

a vigilancia e assisténcia dos pacientes de hanseniase no pais.
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ABSTRACT

Lepmsy is caused by Mycobocterium leproe and Mycobacterium
lepromatosis. It has been eradicated in developed countries through
the improvement of sodal conditions {Guming et al, 2019). World
Health Organization {WHO) multidrug thempy { WHO-MDT) consists
of 3 dmigs, rifampicin, clofazimine, and dapsone, which are adminis-
tered for 6 and 12 months in paucbacillary and multibacillary
patients, respectively {World Health Organization, 2018) Although
this is the standard treatment, antimicrobial resistance is a serious
concern (Asia, 2017). In addition, some articles have described the
possible spread of resistant M. leproe infections (Contreras Mejia
et al, 2014). These reports justify the necessity of constant monitor-
ing of M. leprae resistance to allow health care providers to make the
best evidence-based dedsions.
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Articl hisory: Although mutidreg therapy & considered an effective treatment for leprosy, antimicrobial resistane i a
Resived 20 Ocwher 2020 serious @noern We performed a syste matic review of studies on the diagnostic accuracy and screening of
Revised in revised farm 11 December 2020 tests for antimicrobdal resistance in leprogy. This review was registered in PROSPERD (CRIMZ0201 770581 In
At My A April 2020 we searched for studies in the PulbiMed EMBASE, Web of Sdence, Scopis, Scielo, and LILACS data-
bases. A random effects regression model was used for the meta-analyss We included 129 studies Molecu-
” - lar tests for dapsone resistance had a sensitivity of TS (35 confidence interval |Cl) = 65.6—879) and a
specificl ty of 9700 (95T O =940 —986) Molecular tests for rifampicin resistance had a sensitivity and sped-
miﬂme ficity of 88.7% (95% €1 = BL.0-93.9) and 97 3 (95% C1- 943088, respectively. Molecular tests for ofl eacin
Hactesial resistance had a semsitvity and specificity of 809 (358 C1=601-92.3) and 96.1% (95K C1=5902-598.5),
Diagnasis respeatively. In recent deades, no increase in the resistance proportion was detactad. However, the growing
Sequence analysis, [NA number of resistant cases s still a clinical concem.
Metaanalysis © 2021 Ekevier e All Aghts reserved.
1. Imroducton Until the first half of the 20th century, clinical criteria and serial

skin smears were the only methods of monitoring antmicrobial
resistance in leprosy. These criteria were useful for patents using
dapsone monothempy for long periods. The need for rapid therapeu-
tic decisions justified the development of altemative methods
Although M. leprae i= =61l not multivable in artifidal media, in 1960,
Charles C. Shepand described a consistent and reliable procedure for
the meplication of this mycobacterivm in mouse foot pads [ MFPs)
(Shepard, 197 1). Infected mice can be treated with the same leprosy
drugs as those used in people while badlli growth is monitored. Limi-
tations, such as the necessity of a long evaluation time, make the
application of this method unfeasible ona large scale.

From 1993 onward, gene sequencing {GSEQ) has been evaluated
against clinical criteria and the MFP test Missens mutations clus-
tered in specific genes identified as resistance-determining regions
for dapsone, rifampicn, and quinolknes have been described
(World Health Organization, 2017} Oofazimine resisance is
detected by the MFP test, but no specific mutation has been described
(Beltran-Alzate et al, 2016} Spedfically for leprosy, the WHO
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ABSTRACT Brazil ranks second among countries for new cases and first for relapse
cases of leprosy worldwide. The Mycoboadenium leprae Resstance Sunedllance Plan was
esgablished. We aimed to present the results of a 2year followup of the Matlonal
Sureeillance Plan in Brazil A oross-sectional study of leprosy cases was perdormed to
imvestigate antimicroblal resistance (AMR) in Brazill from October 2018 to September
2020, Molecular sceening targeting genes related to dapsone (£0P7) rifampin o8,
and oficemcin resstance (Al was performed. During the referral period, 83520 acthe
leprosy patients were registered in Brazil, and 1,183 fulfilled the indusion criteria for mo-
lecular AMR investigation. In total only 16 {1.4%) patlents had genetic polymonphisms
amodated with AMR Of these B (50%] had cases of leprosy relapse. 7 (43.8%] had cases
of suspected therapeutic fallure with standard treatment, and 1 B.2%) was a case of
new leprogy presentation. M lspree stralns with AMR-assodated mutations were found
for all thee genes soreened. lolates from two patients showed simulneous resistance
to dapsone and dfampin, indicating multidrug resistance (MDRL Mo significant relation-
ship between dinkcal varables and the presence of AMR was identified. Owr study
revedled a low frequency of AMR in Brazil bolates were resistant mainly to dapsone,
and a very low number of Bolates were resistant o dfampin, the main bactericidal agent
for leprosy, of presented MDR, reinforcing the importance of the standard World Health
Organization multidneg therapy. The greater frequency of AME among relapsed patients
supports the need to constanthy monitor this group.
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Anexo Il — Termo de responsabilidade diante da cessao de base de dados nominais

TERMO DE RESPONSABILIDADE DIANTE DA CESSAO DAS BASES DE DADOS
DE SISTEMAS DE INFORMACAO GERENCIADOS PELA SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE

Pelo presente instrumento, na qualidade de responséavel pela guarda e uso da
base de dados solicitada a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,
eu, pesquisadora principal, Elaine Silva Nascimento Andrade, assumo as seguintes

responsabilidades:

a) Utilizar esta base de dados Unica e exclusivamente para as finalidades descritas ao
final deste documento;

b) Guardar sigilo e zelar pela privacidade dos individuos relacionados/listados nesta
base de dados;

c) Nao disponibilizar, emprestar ou permitir a pessoas ou instituicbes ndo autorizadas
pela Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude o0 acesso a esta base
de dados;

d) N&o divulgar, por qualguer meio de comunicacéo, dados ou informacfes contendo o
nome dos individuos ou outras variaveis que permitam a identificacédo do individuo e
gue afetem, assim, a confidencialidade dos dados contidos nesta base de dados;

e) Nao praticar ou permitir qualquer acado que comprometa a integridade desta base de
dados;

f) Nao utilizar isoladamente as informacdes contidas nesta base de dados para tomar
decisOes sobre a identidade de pessoas falecidas/nascidas, para fins de suspenséo
de beneficios ou outros tipos de atos punitivos, sem a devida certificacdo desta

identidade em outras fontes.
Desta forma, a pesquisadora assume total responsabilidade pelas

consequéncias legais da utilizacdo indevida desta base de dados, por parte de

servidores desta instituicdo ou por terceiros.

1- Sistema de Informacéo, Local e anos de abrangéncia.
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Local e anos de
Base .
abrangéncia

(X) Formulario Eletrbnico da Investigacéo .
o _ ) Brasil — 2018 a 2020
Antimicrobiana em Hanseniase (FormSus)

(X) Sistema de Informacdo de Agravos de _
N i Brasil — 2001 a 2020
Notificacdo — Hanseniase

2- Detalhamento dos dados que seréo utilizados pela solicitante.
Todas as variaveis disponiveis no linkage das bases do Sinan-Hanseniase e
do Formulario Eletrénico da Investigacdo Antimicrobiana em Hanseniase (FormSus),

excluindo as informacgdes de identificacdo do paciente.

3- Declaro que esta base de dados sera utilizada Unica e exclusivamente para a
realizagdo da pesquisa “Vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos da hanseniase

no Brasil” e com as seguintes finalidades:

Analisar os primeiros resultados da vigilancia da resisténcia aos
antimicrobianos da hanseniase no Brasil com intuito de subsidiar a gestdo do
Programa Nacional de Controle da Hanseniase na elaboracdo de estratégias que
visem a melhorar a prevencao e o controle da resisténcia antimicrobiana.

Brasilia, 29 de janeiro de 2021.

Pesquisadora responsavel pelo uso e guarda das bases de dados solicitadas:

Nome: Elaine Silva Nascimento Andrade

RG: 001035876 SSP/RO e CPF: 074.884.427-92

Instituicdo: Universidade de Brasilia — PPGSC
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