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RESUMO

A hanseniase € uma doencga infecciosa cronica causada pelo bacilo Mycobacterium
leprae. Por se tratar de uma patologia que possui elevado tempo de incubacéo,
criangas com diagnodstico de hanseniase sao um indicativo de transmissao ativa na
comunidade. A associagao das caracteristicas das lesdes de pele da hanseniase, as
quais podem ser facilmente confundidas com outras doengas, com a subjetividade da
avaliacdo dermatoneuroldgica, revela a necessidade de testes laboratoriais que
auxiliem no diagndstico, tornando-o menos subjetivo e, assim, minimizando os riscos
e desafios relacionados ao diagnéstico tardio. O objetivo do presente estudo é
estabelecer métodos de detecgcdo de M. leprae por biologia molecular para
identificacdo de grupos de risco para o desenvolvimento de hanseniase em contatos
menores de 15 anos de pacientes com hanseniase e sua associagao com resultados
de avaliagao dermatoneurologica e com positividade de anticorpos séricos para o
antigeno glicolipideo fendlico 1 (PGL1), especifico de M. leprae. Foram validados dois
tipos de técnicas de PCR em tempo real (QPCR) para detec¢do de DNA de M. leprae
em amostras de sangue: Sybr Green e Tagman®. O kit comercial NATHANSeniase,
recém aprovado para uso com amostras de bidpsias de pele, foi também empregado
para analise de amostras de DNA extraido de sangue total. Foram selecionados 56
casos-indice e 317 contatos menores de 15 anos residentes em Santana do Ipanema
(AL), S&o Gongalo do Amarante (CE) e Canindé (CE). Apds avaliagao
dermatoneurolégica, foram coletadas amostras de sangue total para deteccao de DNA
de M. leprae por qPCR e soro para dosagem de anti-PGL1 por ELISA indireto. Os
alvos escolhidos para a qPCR foram os genes 16SrRNA e RLEP. Foi também
empregada uma sequéncia genética de RLEP desenhada a partir do Programa Primer
Express 3.0. Os testes para RLEP e 16S rRNA apresentaram sensibilidades analiticas
de 1,57 fg/mL e 97,66 fg/mL. Enquanto os testes de RLEP mostraram especificidade
analitica para DNA de M. leprae, 16S rRNA mostrou amplificagcao para DNA de outras
micobactérias. Todos os testes apresentaram bom desempenho, conforme esperado,
para curvas de amplificagcdo de PCR. Quando foram aplicados nas amostras de DNA
extraidas de contatos e casos, ndo houve correlacdo entre a sorologia e os testes
moleculares. Entre os testes moleculares, houve uma leve correlagdao entre o kit
NATHANSeniase e os testes de Tagman® e Sybr Green. Como conclusdo, no

presente trabalho foi possivel estabelecer dois métodos moleculares para DNA de



Mycobacterium leprae que se mostraram sensiveis, especificos e reprodutiveis,
utilizando duas sequéncias de RLEP e uma de16S rRNA. No entanto, ainda nao
podem ser considerados validados para uso com amostras de sangue total, pois o

estudo atual mostrou total discrepancia entre os métodos.

Palavras-chave: hanseniase; PCR em tempo real; anti-PGL1.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the bacillus Mycobacterium leprae.
As it is a pathology that presents a long time for incubation, children diagnosed with
leprosy indicate active transmission in the community. Leprosy skin lesions, which can
be easily confounded with other diseases, and the subjectivity of dermatoneurological
evaluation, reveal the need for laboratory tests that could assist in the diagnosis,
making it less subjective and, thus, minimizing risks and challenges related to late
diagnosis. The objective of the present study was to establish methods for detecting
M. leprae DNA by molecular biology to identify groups at risk for the development of
leprosy contacts under 15 years of age and its association with results of
dermatoneurological evaluation and with positivity of serum antibodies to the phenolic
glycolipid antigen 1 (PGL1), specific to M. leprae. Two types of real-time PCR (qPCR)
techniques were validated for detecting M. leprae DNA in blood samples, that is, Sybr
green and Tagman®. The commercial NATHANS-Leprosy kit, recently approved for use
with skin biopsy samples, was also used to analyze DNA samples extracted from whole
blood. 56 index cases and 317 contacts under the age of 15 living in Santana do
Ipanema (AL), Sdo Gongalo do Amarante (CE) and Canindé (CE) were selected. After
dermatoneurological evaluation, whole blood samples were collected for detection of
M. leprae DNA by qPCR and serum for anti-PGL1 measurement by indirect ELISA.
The targets chosen for gqPCR were the 16SrRNA and RLEP genes. An RLEP genetic
sequence designed from the Primer Express 3.0 Program was also used. The tests for
RLEP and 16S rRNA showed analytical sensitivities of 1.57 fg/uL and 97.66 fg/uL.
While the tests for RLEP showed analytical specificity to M. leprae DNA, 16S rRNA
also showed amplification to DNA from other mycobacteria. Nonetheless, 16S rRNA in
Tagman® tests presented specificity to M. leprae DNA. All tests performed as expected
for PCR amplification curves. When they were applied to DNA samples extracted from
contacts and cases, there was no correlation between serology and molecular tests.
Among the molecular tests, the NATHANS-Leprosy kit shows a slight correlation with
the Tagman® and Sybr Green tests. In conclusion, in the present work it was possible
to establish two molecular methods for Mycobacterium leprae DNA that proved to be
sensitive, specific and reproducible using two RLEP sequences and one 16S rRNA
sequence. However, they cannot yet be considered validated for use with whole blood
samples, as the current study showed a complete discrepancy among the methods.



Keywords: leprosy; Real time PCR; anti-PGL1.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase € uma doenga infecciosa transmitida pelo Mycobacterium
leprae, também chamado de Bacilo de Hansen. A doenga tem como principal sintoma
o aparecimento de manchas na pele, com perda de sensibilidade térmica, dolorosa
e/ou tatil (Ceara, 2021). A hanseniase também afeta os nervos periféricos, podendo
resultar em deformidades e incapacidades, as quais sao caracteristicas associadas
ao estigma que o paciente sofre (OMS, 2017).

A hanseniase apresenta como via de transmissao a inalagao de goticulas
contendo M. leprae a partir da fala, espirros, tosse e durante contato proximo e
prolongado com pacientes nao tratados (OMS, 2021a). Apos a transmissao, nao ha
aparecimento dos primeiros sintomas por duas razdes, principalmente: (a) longo
periodo de incubacao da doenga, que €, em média, de 5 anos, e (b) estado de portador,
ou seja, individuos que estao proximos ao caso, mas que ainda nao desenvolveram a
doenca (OMS, 2017; Brasil, 2022a).

Durante o diagnédstico da hanseniase, o grau de incapacidade fisica deve
ser avaliado. O grau 1 de incapacidade fisica (GIF 1) indica que o paciente possui
apenas diminuicao ou alteracdo de sensibilidade, forgca muscular ou lubrificagcdo de
pele, enquanto o grau 2 de incapacidade fisica (GIF 2) indica que o paciente possui
lesdes mais graves e deformidades irreversiveis, caracterizadas por maos e pés em
garras ou opacidade corneana central (Brasil, 2017). O acometimento de
incapacidade fisica indica diagnoéstico tardio e, portanto, € um indicador de grande
relevancia para a epidemiologia da doencga, devendo ser considerado um alerta para
estratégias na reducédo de sua transmisséo (Brasil, 2017). O diagndstico precoce
significa que o paciente ira receber tratamento em momento oportuno, com maiores
chances de resolutividade e, ao mesmo tempo, reduz os riscos de eventos adversos
durante e apds o tratamento, que resultariam na piora de qualidade de vida do
individuo (Brasil, 2008).

Atualmente, o diagnéstico de hanseniase é realizado por meio de avaliagao
dermatoneurolégica, na qual é verificada a presenca de manchas suspeitas em toda
a extensao da pele do individuo e a presencga de espessamento dos nervos. Verifica-
se que ha um aspecto subjetivo que perpassa a avaliagdo, uma vez que se trata de
um método fundamentalmente clinico. Assim sendo, as manchas da hanseniase

podem ser confundidas com outras doencas de pele, como a psoriase, sifilis,
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leishmaniose, entre outras. Dessa forma, verifica-se com frequéncia um diagnéstico
tardio da doenca em decorréncia de equivocos dos profissionais de saude (Brasil,
2022a). Em criangas, soma-se ainda outras questdes, como a dificuldade em se
concentrar em um exame nao ludico e o desafio de responder de forma objetiva
durante o momento da avaliagcdo das manchas de peles, no que diz respeito a
verificacao da sensibilidade térmica, dolorosa e/ou tatil (Narang; Kumar, 2019). Neste
sentido, o presente trabalho visa contribuir com o estabelecimento de métodos
moleculares para pesquisa de DNA de M. leprae em diferentes tipos de amostras
bioldgicas. Para tanto, foi considerado como publico-alvo contatos na faixa etaria de
4 a 15 anos de idade e casos-indice tratados ou n&o tratados

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (2023), o Brasil € o segundo
pais com maior numero de casos novos de hanseniase por ano. Apenas em 2022,
foram notificados 19.635 casos novos da doenga, ou seja, um coeficiente de
incidéncia de 16,25 casos por 100 mil habitantes. De acordo com o Sistema de
notificacdo (SINAN), no ano de 2022, o estado do Ceara apresentou 1.142 casos
novos, tendo sido a taxa de deteccdo correspondente a 12,99 casos por 100 mil
habitantes, e Alagoas apresentou 278 casos novos, tendo sido a taxa de deteccéo
correspondente a 8,96 casos por 100 mil habitantes. Os municipios cearenses de Sao
Gongalo do Amarante e Canindé e o municipio alagoense de Santana do Ipanema
apresentaram as seguintes taxas de detecgado: 16,66; 20,22; 30,29 por 100 mil
habitantes, respectivamente, no ano de 2022. No mesmo ano, a taxa de casos novos
entre criancas e jovens até 15 anos foi de 1,68 e 1,66 por 100 mil habitantes nos
mesmos municipios, respectivamente (Brasil, 2023). A incidéncia da doencga entre
criancas revela transmissao ativa na comunidade e menor tempo de incubagao da
doenca (Salgado et al., 2016).

Em 2016, a OMS apresentou a “Estratégia Global para Hanseniase 2016-
2020”, que possuia como metas principais que a taxa de casos recém-detectados com
GIF 2 fosse menor que 1 caso por milhdo de habitantes e que reduzissem os casos
de diagndstico em criangas (OMS, 2016). Apesar da diminuigdo de casos da doenca,
porém, nao foi possivel alcancar as metas definidas na Estratégia Global de
Hanseniase 2016-2020. Em 2021, a OMS redefiniu novas metas com o objetivo de
controlar a hanseniase por meio da interrupgcéo da transmissdo (OMS, 2021a). A
Estratégia Global de Hanseniase 2021-2030 define como objetivos que ao menos 120

paises ndao tenham mais novos casos autoctones, redugdo do numero anual de novos
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casos detectados em 70%, reducao da taxa por milhdo de habitantes de novos casos
com GIF 2 em 90% e a redugdo da taxa por milhdo de casos novos de hanseniase
em criangas também em 90% (OMS, 2021a).

O atual objetivo possui diversos entraves para seu alcance. Um dos mais
relevantes € a falta de estratégias nacionais e locais para a implementacao de busca
ativa da doenca de forma continuada. Estudos tém mostrado que o M. leprae esta
presente na mucosa nasal de 5% a 8% dos contatos intradomiciliares (Job; Jayakumar;
Kearney, 2008) e que os pacientes multibacilares nédo tratados sdo uma importante
fonte de transmisséo durante a infecgao subclinica (Rodrigues; Lockwood, 2011). A
magnitude do risco individual para o desenvolvimento da doenga depende da
frequéncia de contato, da proximidade do domicilio do paciente e da carga bacteriana
(Rodrigues; Lockwood, 2011).

A vacinacado de contatos de pacientes com hanseniase com o Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) é recomendado quando aqueles sdo maiores de um ano e
receberam uma ou nenhuma dose da vacina (Brasil, 2022a). A Organiza¢cdo Mundial
de Saude (OMS) recomenda o uso de uma dose unica de rifampicina como Profilaxia
P6s-Exposicao ou, em inglés, Post-Exposure Prophylaxis (PEP). A profilaxia sé pode
ser usada em contatos maiores de dois anos de idade com dose variando de 10mg a
600mg, a depender da idade do contato (OMS, 2020). A OMS também recomenda
avaliacao clinica de contatos intradomiciliares de hanseniase e educagdo em saude
como parte da estratégia de controle da doencga (Rodrigues; Lockwood, 2011).
Entretanto, o exame fisico nao identifica os estagios iniciais da doenca, quando as
manifestagdes clinicas raramente estdo presentes (Cardona-Castro; Beltran-Alzate;

Romero-Montoya, 2009; Banerjee et al., 2010).

1.1 Epidemiologia

Um indicador importante para a verificagao da tendéncia evolutiva de uma
doenga em um determinado local € o coeficiente de detecgao. Este indice é calculado
dividindo-se 0 numero de casos novos na populacao residente em um determinado
local pelo numero total de habitantes naquele local. A seguir, multiplica-se o resultado
por 100 mil. Um coeficiente de deteccdo menor que 2,0 é considerado baixo, taxa
entre 2,0 e 9,99 é média, entre 10,0 e 19,99 é considerada alta, entre 20,0 e 39,99 é
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considerada muito alta e acima de 40,0 por cem mil habitantes € considerada uma
taxa hiperendémica (Brasil, 2021).

Segundo a OMS, durante 2022, 174.087 novos casos foram identificados
no mundo (OMS, 2023). O Brasil, no mesmo ano, detectou 19.635 casos novos, tendo
o Nordeste registrado o maior nimero de casos, ou seja, 8.879 notificagées. Desses
novos casos, 1142 foram notificados no Ceara (12,86 % dos casos do Nordeste) e 278
em Alagoas (3,13 % dos casos do Nordeste) (Brasil, 2023).

Outro indicador importante € o numero de casos diagnosticados entre
criangas e jovens abaixo de 15 anos de idade. Como ja mencionado anteriormente, o
aparecimento de manifestagdes clinicas em criangas indica uma alta carga bacilar no
ambiente e menor periodo de incubagéo da doenga (Brasil, 2022; Salgado et al., 2016).
Em 2022, o Brasil diagnosticou 836 novos casos em menores de 15 anos de idade,
totalizando 4,9% do total de novos casos. Destes, 432 (51,67% dos casos em menores
de 15 anos de idade) foram notificados no Nordeste, sendo 33 proveniente do Ceara
e 13 de Alagoas (Brasil, 2023). De 2009 a 2022, a taxa de detecgédo de casos novos
em menores de 15 anos de idade por 100.000 habitantes do Nordeste reduziu de 8,25
para 3,42 e, apesar da diminuigdo, a taxa continuava classificada como alta, pois
valores entre 2,50 e 4,99 casos por 100.000 habitantes sdo considerados altos. Essa
alta taxa de casos novos em menores de 15 anos no Nordeste indica que a
transmissdo ainda permanece ativa (Brasil, 2022b, 2023).

No Brasil, dentre os 19.635 casos novos de 2022, 85,1% foram avaliados
quanto a incapacidade fisica no momento do diagnéstico. Um total de 5654 casos
(28,8%) e de 1917 (11,5%) foram diagnosticados com GIF 1 e GIF 2, respectivamente
(Brasil, 2023)

O Nordeste possui a menor taxa de avaliagdo de incapacidades do Brasil,
com 81,7% de casos avaliados, sendo que 9,6% dos avaliados foram diagnosticados
ja com GIF 2 em 2022. Ceara e Alagoas realizaram avaliacdo de 72,4% e de 83,9% e
tiveram 12,1% e 15,0% dos avaliados diagnosticados com GIF 2, respectivamente
(Brasil, 2023)

Segundo a OMS, o Brasil notificou 334 novos casos em menores de 15
anos de idade que foram diagnosticados com GIF 2 no periodo de 2015 a 2022 (Brasil,
2023). Esse indicador revela um diagndstico tardio mesmo em regiées com alta carga

bacilar.



23

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Hanseniase (PCDT) € um
importante documento que tem como objetivo normatizar uma diretriz baseada em
evidéncias no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS). O PCDT estabelece os
critérios para diagnostico e tratamento de individuos acometidos pela hanseniase e
promove uma efetiva descentralizagdo do cuidado em hanseniase para a Atencgao
Primaria a Saude (APS). O PCDT define como contato “toda e qualquer pessoa que
resida ou tenha residido, conviva ou tenha convivido com o doente de hanseniase, no
ambito domiciliar, nos ultimos cinco anos anteriores ao diagnodstico da doenca,
podendo ser familiar ou ndo” (Brasil, 2022a).

A avaliacdo dos contatos € um método para realizar um diagndstico
precoce, uma vez que sdo um grupo de maior risco para o desenvolvimento da
hanseniase. No Brasil, o modo de deteccdo é um fato preocupante, pois no ano de
2022, 46,1% foram diagnosticados por encaminhamento, 37,5% por demanda
esponténea e apenas 9,6% dos novos casos foram diagnosticados pelo exame de
contatos. E possivel observar que o nimero de casos novos detectados por exame
de contato esta abaixo do esperado, pois apenas 76,9% dos contatos foram avaliados
(Brasil, 2022b).

Por definicdo, o diagndstico por encaminhamento ocorre quando outras
unidades de saude encaminham um individuo com suspeita. A demanda espontanea
ocorre quando o proprio individuo se dirige ao servico de saude devido a
manifestagbes clinicas dermatologicas e/ou neurologicas. Tais situagdes sao
consideradas busca passiva (Brasil, 2002). As chances de se encontrar lesbes mais
discretas e assintomaticas geralmente ocorrem na busca ativa. Raramente tais
situagdes ocorrem na busca passiva. A Unica estratégia de busca ativa se da através

de campanhas de diagndstico e de exame de contatos (Brasil, 2022a).

1.2 Mycobacterium leprae

Mycobacterium leprae € um bacilo intracelular obrigatério, imdvel, nao
esporulado, com tamanho médio de 0.3-0.4 x 4.0-7.0 uym (Britton; Lockwood, 2004).
Reproduz-se por divisao binaria de forma lenta, entre 12 e 14 dias (Chavarro-Portillo;
Soto; Guerrero, 2019). Atemperatura de crescimento ideal para o M. leprae € de 30°C,
de forma que o bacilo possui tropismo por regides mais frias do corpo, como a pele
(Jin; Ahn; An, 2018).
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Os antigenos das micobactérias podem ser agrupados em polipeptideos,
lipossacarideos, glicolipopeptideos e glicolipidios fendlicos 1, 2 e 3. Eles conferem
especificidade as micobactérias, sendo que os glicolipideos fendlicos sao os
antigenos mais especificos de M. leprae (Lyon; Grossi, 2013).

Em 1981, foi descrita a estrutura quimica do glicolipideo fendlico 1 (PGL-
1), antigeno da parede de M. leprae (Lyon; Grossi, 2013; Moura et al., 2008). O PGL-
1 é composto por um esqueleto de fitiocerol com duas cadeias laterais de acido
micocerodidico ligados por meio de um radical fendlico a uma estrutura trissacarideo,
o] 3,6-di-O-metila-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-metila-a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-3-O-metila-a-L-ramnopiranose (Lyon; Grossi, 2013; Buhrer-Sékula, 2008). A
grande capacidade antigénica do PGL-1 so6 foi descoberta no ano seguinte (Lyon;
Grossi, 2013; Moura et al., 2008).

O PGL-1 esta presente na parede celular do bacilo e corresponde a 2% da
massa total do bacilo. Possui grande importancia para o hospedeiro, pois pode induzir
producao de anticorpos, interfere na fungdo macrofagica e, portanto, atua provocando
alteracdes na qualidade da resposta imunolégica do individuo (Lyon; Grossi, 2013).

A capacidade antigénica do PGL1 se deve as regides de di- e trissacarideo
da molécula (Spencer; Brennan, 2011) e a porg¢ao terminal 3,6 — di-O-metil-glucose
(Macieira, 2000). Os polissacarideos e lipidios sao os responsaveis pela ativacao de
linfécitos via T-independente. Nesse tipo de ativagdo, o macrofago apresenta o
antigeno diretamente para a célula B da zona marginal do bago, induzindo a produgéo
majoritariamente do isotipo IgM (Mesquita Junior et al., 2010).

Quando o M. leprae se encontra em um ambiente favoravel, como o
macrofago ativado via alternativa, pode haver producdo de grande quantidade de
PGL-1 (Singh; Bishai, 2017). Este pode persistir no fagolisossoma, levando o
macrofago a permanecer em estado alternativamente ativado. Pode também ser
liberado na corrente sanguinea, onde pode persistir. Como € uma molécula altamente
insoluvel em agua, o organismo possui dificuldade em excreta-la (Miller; Gorder;
Harnisch, 1987). Como mencionado anteriormente, persisténcia do PGL-1 no sangue
pode induzir a producdo de uma quantidade elevada de IgM anti-PGL-1. Embora tais
titulos estejam particularmente elevados em individuos com alta carga bacilar, sua
pesquisa ndo tem sido realizada para o diagnéstico da doenga, uma vez que pessoas
que ainda nao apresentaram a doenga, ou seja, os contatos, podem também,

eventualmente, apresentar niveis elevados de IgM anti-PGL-1 (Froes Junior; Trindade;
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Sotto, 2022).

O PGL-1 pode reagir com compostos de radicais livres de forma a proteger
o bacilo dos efeitos toxicos de enzimas lisossomais e metabdlitos oxidativos
produzidos pelos macrofagos durante a resposta imunologica (Macieira, 2000). Além
disso, € uma molécula responsavel pela ligagao do bacilo com as células de Schwann,
responsaveis pela formacdo da bainha de mielina no sistema nervoso periférico
(Girardi et al., 2022). O acometimento dos nervos periféricos é resultante de tal
interacdo (Vincent et al., 2000). Ocorrem dois fenbmenos aparentemente paradoxais:
por um lado, as células de Schwann sédo desprovidas de componentes que possam
eliminar os microrganismos, como ocorrem nos fagdcitos, o que favorece a
multiplicagdo bacteriana no seu interior (Spierings et al., 2001); por outro lado, a
presenca de micobactérias e de seus componentes no interior das células pode
provocar a indugao da expressao de moléculas co-estimulatdrias na superficie das
células produtoras de bainha de mielina. Assim sendo, as células de Schwann podem
se tornar elas mesmas, células apresentadoras de antigeno nao profissionais, cuja
funcdo seria de apresentagdo de antigenos micobacterianos aos linfécitos T, o que
resultara em sua destruicao (Spierings et al., 2001).

E possivel extrair o PGL-1 nativo com cloroférmio e metanol, entretanto,
como a sua obtencdo em grandes quantidades é um processo dificultoso, os
antigenos sintéticos comegaram a ser preparados (Lyon; Grossi, 2013; Brett et al.,
1986). As moléculas sintéticas sdo obtidas a partir de agucares produzidos de forma
sintética, ligando-os a albumina sérica bovina (BSA), seja de forma direta, seja através
de uma ligacéao octil (O), ou fenil (P). Tais antigenos sintéticos sdo o0 monossacarideo-
octil-BSA (M-O-BSA), o dissacarideo-BSA (D-BSA), o dissacarideo-octil-BSA natural
(ND-O-BSA) e o trissacarideo-fenil-BSA (NT-P-BSA) (Silva et al., 2013). As duas
principais vantagens dos antigenos sintéticos sao a sua solubilidade em agua e a
capacidade de produgédo dessas moléculas em grandes quantidades (Lyon; Grossi,
2013; Silva, 2013).

O genoma completo do M. leprae foi sequenciado e descrito pela primeira
vez em 2001. Ele contém 3.268.203 pares de bases com percentual de G+C de 57,8%
e um peso de 10fg para 3 bacilos, ou seja, aproximadamente 3,3fg para o genoma de
1 bacilo (Cole et al., 2001; Truman et al., 2008). Com o sequenciamento de genomas
completos em vigor, 4 gendtipos e 16 subtipos do M leprae foram identificados (Ti6-
Coma et al., 2020).
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Quando o genoma da M. leprae é comparado ao de outras micobactérias
homodlogas de outros ancestrais, como a Mycobacterium tuberculosis (4,411,532
pares de bases), sdo observados um tamanho menor e uma quantidade mais reduzida
de proteinas codificantes (Cole et al., 2001; Ti6-Coma et al., 2020). A partir de analises
de bioinformatica, verificou-se que 1614 genes sao codificantes para proteinas e mais
de 50 genes codificam RNAs estaveis. Isso compde apenas 49,5% do genoma de M.
leprae, enquanto o restante € formado por pseudogenes e genes ndo codificantes,
que podem ser sequéncias regulatorias ou que apresentam muitas mutagdes (Singh;
Cole, 2011). O acumulo de 1116 pseudogenes, com consequente perda de fungao
desses genes, pode ser responsavel pela taxa de crescimento excepcionalmente lenta
do bacilo e pela incapacidade de replicagdo dessas bactérias in vitro (Monot et al.,
2009; Borah et al., 2020).

A perda de muitos genes levanta a possibilidade que a inabilidade de M.
leprae de crescer em culturas axénicas € decorrente da perda mutacional de vias
biossintéticas importantes com consequente dependéncia externa de nutrientes
complexos provenientes do hospedeiro, que nao estariam disponiveis em meios de
cultura sintéticos (Borah et al., 2020). No entanto, analises das sequéncias do genoma
demonstraram que a capacidade anabdlica do patégeno, quando comparada ao de M.
tuberculosis, parece intacta, mantendo sistemas enzimaticos completos para a sintese
dos aminodacidos, com excegédo da metionina e da lisina (Cole et al., 2001). O mesmo
ocorre para as vias biossintéticas de purinas, pirimidinas, nucleosideos, nucleotideos,
vitaminas e cofatores. Assim, as delecbes parecem ter afetado principalmente
diversos sistemas catabdlicos e respiratorios (Cole et al., 2001). Um exemplo é a
cadeia respiratoria aerdbica ser truncada devido a perda de diversos genes na operon
oxidase NADH, eliminando potencialmente a capacidade do patdgeno de produzir ATP
a partir da oxidagao de NADH. Essa redugao evolutiva génica, associada a perda de
fungcdo em sistemas importantes, torna possivel a compreensao de que a M. leprae
seja considerada uma bactéria intracelular obrigatdria, ou seja, completamente
dependentes de um hospedeiro para o seu crescimento, o que também justifica o fato
de nao ser um bacilo cultivavel (Scollard et al., 2006; Borah et al., 2020). Os principais
hospedeiros naturais encontrados na atualidade sao o tatu e o ser humano (Mi; Liu;
Zhang, 2023).
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1.3 Classificacao da hanseniase

A hanseniase é uma doenca que se apresenta com amplos espectros
clinicos, podendo as lesdes serem hipocrémicas e bem delimitadas, mas também
podem se apresentar em forma de papulas e nédulos. Com o intuito de facilitar o
diagndstico e o tratamento, foram propostas algumas classificagbes, tanto em relagéo
a sua forma clinica quanto aos fins terapéuticos. Podemos citar a Classificacdo de
Madri (1953), a classificacdo de Ridley e Jopling (1966) e a classificagdo da OMS
(Lastdria; Abreu, 2012).

Segundo a classificagdo de Madri, as formas de manifestagao clinica da
hanseniase sdo: indeterminada, tuberculdide, virchowiana e dimorfa. A forma
indeterminada é a forma inicial da doenca, na qual ha a presenca de uma unica
mancha de pele, portanto ha uma dificuldade no diagndstico por meio da avaliagao
dermatoneurolégica (Brasil, 2017).

A partir da forma indeterminada, o paciente pode vir a evoluir para uma das
outras trés formas. A forma tuberculdide caracteriza-se clinicamente por lesées em
placa na pele, com bordas bem delimitadas, eritematosas, ou por manchas
hipocrémicas nitidas e bem definidas, enquanto a forma virchowiana caracteriza-se
clinicamente pela disseminacdo de lesdes de pele que podem ser eritematosas,
infiltrativas, de limites imprecisos, brilhantes e de distribuicdo simétrica. A forma
dimorfa oscila entre a tubercul6ide e a virchowiana (Brasil,2017).

A classificagao de Ridley e Jopling foi criada principalmente com finalidade
de pesquisa cientifica e para suprir uma deficiéncia que a classificagdo de Madri
possui, que era o fato de os critérios serem puramente baseados na clinica do
paciente. Portanto, essa classificacdo considera, além da clinica do paciente, a
imunidade celular do paciente em relagao a doencga, baseando-se no teste de Mitsuda
(avalia a resposta imune celular ao bacilo, de forma similar ao teste de Mantoux,
utilizado na tuberculose). A classificagdo de Ridley e Jopling subdivide a hanseniase
em cinco formas diferentes: tuberculdide, dimorfa tuberculdéide, dimorfa dimorfa,
dimorfa virchowiana e virchowiana. A forma tuberculéide e virchowiana seriam
representadas por uma presenga total ou auséncia de imunidade celular,
respectivamente, e as outras 3 formas oscilariam entre esses dois polos (Ridley;
Jopling, 1966).
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Por fim, para fins de tratamento, tem sido adotada a classificagdo da OMS,
que divide os pacientes em dois grupos, sendo eles forma paucibacilar e forma
multibcilar (Brasil, 2017). A forma paucibacilar é definida como a presenga de 1 a 5
lesdes cutdneas e auséncia de bacilos no raspado intradérmico. A forma multibacilar
é definida como a presenca de mais de 5 lesdes cutaneas, baciloscopia de raspado
intradérmico positiva e envolvimento dos nervos (Brasil, 2022a).

O tratamento da hanseniase é chamado de poliquimioterapia unica (PQT-
U). O tratamento de primeira linha inclui a rifampicina, clofazimina e dapsona, sendo
a rifampicina apenas uma dose mensal supervisionada e a clofazimina e dapsona uma
dose mensal supervisionada e doses diarias autoadministradas. A dose é definida a
partir da idade e peso do paciente, enquanto a duragao do tratamento é definida a
partir da forma clinica, sendo os pacientes com a forma multibacilar da doenca
tratados por 12 meses e os pacientes com a forma paucibacilar sdo tratados por 6
meses. O tratamento de primeira linha n&o é indicado para mais de 12 meses de uso,
de forma que é necessario uso dos medicamentos do tratamento de segunda linha

para casos de suspeita de resisténcia do M. leprae a antimicrobianos (Brasil, 2022a).

1.4 Diagnostico clinico

O diagndstico clinico da hanseniase € baseado, essencialmente, no quadro
clinico. O primeiro passo do diagndstico € a anamnese, sendo importante observar
tanto o histdrico clinico do individuo como o historico epidemiologico. A segunda etapa
€ realizar a avaliagdo dermatoneuroldgica, considerada exame padrao ouro para
diagnosticar um caso de hanseniase (Brasil, 2002; Brasil, 2017).

A avaliagdo dermatoneuroldgica procura a presencga de lesdes suspeitas
de hanseniase em toda a extenséo da pele do individuo e/ou nervos acometidos. Ha
locais onde as lesbes sdo mais frequentes, como face, orelhas, nadegas, bracos,
pernas e costas, mas elas podem ocorrer, também, na mucosa nasal. Caso seja
encontrada alguma lesao, os testes de sensibilidade térmica, dolorosa e tatil devem
ser realizados. Além disso, realiza-se a apalpacao de alguns nervos para verificacao
de possivel espessamento. Estes nervos estao localizados na face (nervo trigémeo e
facial), nos membros superiores (radial, ulnar e mediano) e membros inferiores (fibular

comum e tibular posterior). Observa-se ainda se o individuo apresenta alguma queixa
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de dor e/ou formigamento, ressecamento da pele ou perda da sudorese no local
suspeito (Lehman et al., 1997; Brasil, 2002).

Quanto a alteragdes de sensibilidade na lesdo, a primeira sensacao a ser
alterada costuma ser a térmica, seguida da dolorosa e da tatil, porém nem sempre ha
a perda da sensibilidade tatil. Para a avaliagdo da sensibilidade térmica nas lesdes,
podem ser usados dois tubos de vidro, um contendo agua fria e o outro contendo agua
aquecida a 45°C. A avaliacdo da sensibilidade dolorosa é realizada encostando a
ponta de uma agulha na pele do paciente, sem que haja sangramento, e alternando a
ponta e o cabo da agulha (Brasil, 2017). Para a avaliagdo da sensibilidade tatil, utiliza-
se o estesidmetro.

O estesidmetro é um conjunto de 6 microfilamentos de diferentes forgas de
flexdo empregado para avaliagéo de sensibilidade tatil. Em geral, como parametro de
avaliacdo, se o individuo ndo sentir o monofilamento violeta, cuja forca é de 2,0
gramas, significa que sua sensibilidade tatil esta comprometida. Em seguida, é
realizado o teste de forca muscular, no qual é solicitado ao individuo que realize uma
série de movimentos. Caso ele seja capaz de realizar os movimentos, € pedido para
repetir movimentos frente a resisténcia aplicada pelo avaliador (OMS, 2020a; Brasil,
2022a).

Durante a avaliacdo da pele, também €& possivel realizar o teste da
pilocarpina e teste da histamina. No teste da pilocarpina, avalia-se a capacidade de
producgao de suor no local da lesdo. Pincela-se uma tintura de iodo na lesao suspeita,
a seguir injeta-se 0,1 a 0,2mL de solugéo de pilocarpina de 0,5% a 1% e, em seguida,
€ polvilhado amido. Se a lesao tiver integridade das terminagdes nervosas autbnomas,
a pilocarpina ira ativar as glandulas sudoriparas e o suor produzido ira misturar o iodo
€ 0 amido, resultando em uma solucéo de iodeto de amido de coloragao azulada, o
que nao ocorrera em caso de hanseniase devido a auséncia de sudorese nas lesdes
de hanseniase (Lyon; Grossi, 2013; Brasil, 2017).

O teste da histamina avalia se 0 organismo possui capacidade de resposta
ao estimulo de liberagdo de histamina enddégena no local da lesdo. Inicialmente,
realiza-se uma pressao através da utilizacdo de uma tampa de caneta sobre o local
da lesdo e observa-se a formacdo do eritema. Na pele normal, espera-se o
aparecimento da tripla reacdo completa de Lewis, a qual é caracterizada por eritema

primario, eritema reflexo (halo eritematoso) e papula. Caso haja auséncia do halo
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eritematoso, denomina-se reagao incompleta de Lewis, o que indica que o eritema
reflexo decorrente do estimulo de nervos locais nao esta ocorrendo (Brasil, 2022a).

Outros exames subsidiarios podem ser realizados, como bidpsia de pele e
baciloscopia de raspado intradérmico (Brasil, 2017). A baciloscopia de raspado
intradérmico utiliza 5 amostras, sendo 2 dos l6bulos da orelha direita e esquerda, 2
dos cotovelos direito e esquerdo e 1 da lesdo. A técnica de coloragéo utilizada tem
sido a de Ziehl-Neelsen. O resultado é fornecido em termos de indices que variam de
0 a 6. Positividade indica hanseniase multibacilar, no entanto, negatividade ndo exclui
a doenca (Lastéria; Abreu, 2012; Pimentel et al., 2018).

A biopsia de pele auxilia na classificagdo da hanseniase. A técnica de
coloragado proposta € a de Faraco-Fite. Um resultado positivo indica hanseniase
multibacilar, entretanto, resultado negativo n&o exclui o diagndstico da doenga (Brasil,
2017).

1.5 Testes sorolégicos

Estudos mostram que a imunidade na hanseniase é controlada por
determinacao genética de suscetibilidade e resisténcia ao M. leprae, de forma que os
individuos podem apresentar diferentes padrbes de resposta imune quando em
contato com o microrganismo (Scollard et al., 2006).

A partir da obteng¢do de antigenos nativos e sintéticos de PGL-1, foram
desenvolvidos ao longo dos anos testes imunoenzimaticos em fase solida (ELISA),
bem como testes de imunocromatografia para detecgao de anticorpos, utilizando-se
soro (Buhrer-Sékula, 2008; Silva et al., 2010; Montanha et al., 2023) ou saliva
(Cabral et al., 2013; Macedo et al., 2017; Mayangsari et al., 2020).

Entre as vantagens do uso do teste sorolégico em fase sélida, estdo a
obtencao de resultados semiquantitativos ou quantitativos, bem como a discriminagéo
dos isotipos envolvidos na reagédo (Cunha, 2012; Macedo et al., 2018). Entretanto, é
importante observar que necessitam de uma infraestrutura laboratorial apropriada e
profissionais aptos para realizar essa técnica.

A presengca de IgM anti-PGL-1 na circulagdo sistémica indica risco
aumentado em pelo menos trés vezes de desenvolvimento da hanseniase (Penna et
al., 2016). Entretanto, existem individuos que desenvolvem a doenga, mas que nao

apresentam positividade de anticorpos (Sinha et al., 2004; Penna et al., 2016), o que
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indica um fator limitante dos marcadores.

O anti-PGL-1 da classe IgM é o isotipo mais estudado em pacientes e
contatos, pois o antigeno PGL-1 é um antigeno T independente. Entretanto, ja foi
demostrada a presenga de outros isotipos especificos, como IgG e IgA anti-PGL1. O
isotipo IgA apresentou boa correlagdo com IgM (Macedo et al., 2017), enquanto a
presenca do isotipo IgG em contatos de 4 a 15 anos demonstrou um risco relativo para
o desenvolvimento da doenga (Nagao-Dias et al., 2019). Dessa forma, € importante a
avaliacdo dos trés isotipos em conjunto para o monitoramento dos contatos (Nagao-
Dias et al., 2019).

Anticorpos salivares do isotipo IgA podem indicar contato antigo ou recente.
Quando séo do isotipo IgM, indicam contato recente. Em nenhum dos casos, porém,
indica doenga (Macedo et al., 2018; Cabral et al., 2013; Nahas et al., 2018).

A pesquisa de anticorpos anti-PGL-1, associada com avaliagao
dermatoneuroldgica, tem sido considerada util para o rastreio da hanseniase entre
contatos, sendo que seu monitoramento periddico pode auxiliar no diagnostico
precoce de contatos de pacientes com hanseniase (Macedo et al., 2018; Albuquerque
et al., 2022; Sagica et al., 2020).

Em dezembro de 2021, por meio da Portaria SCTIE/MS n° 84, o Ministério
da Saude incorporou o teste rapido imunocromatografico para hanseniase no SUS
com o objetivo de avaliar contatos intradomiciliares ou peridomiciliares que
conviveram com o doente de hanseniase nos ultimos cinco anos anteriores ao
diagnodstico da doenca (Brasil, 2022a).

O teste rapido se trata de um teste qualitativo que avalia a presenga ou
auséncia de anticorpos anti-PGL-1 da classe IgM. Esse exame tem como vantagens
o fato de o resultado sair em apenas 20 minutos e n&o precisar de nenhuma estrutura
laboratorial aprimorada. Além disso, o teste pode ser realizado com soro, plasma ou
sangue total, portanto, foi preconizado o uso de sangue total coletado por meio de
puncao digital a fim de facilitar a realizagdo do teste. Quando comparado com o teste
de ELISA, o teste rapido apresentou 99,1% de concordancia e possui sensibilidade
diagnostica e especificidade diagnéstica de 90,8% e 98,0%, respectivamente
(Quibasa, 2022).

A deteccao isolada de anticorpos nao pode ser utilizada para diagnosticar
um individuo. Deve-se analisar o resultado do teste rapido associando-o com a clinica

e a avaliagao dermatoneuroldgica do individuo e, a partir de todos esses resultados,
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o contato podera ser encaminhado para a realizag&o de outros exames ou apenas ser

acompanhado por meio do posto de saude ou do autoexame (Brasil, 2022a).

1.6 Testes Moleculares

A partir do sequenciamento do genoma de M. leprae, foi possivel o
desenvolvimento de testes moleculares, tais como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para detecgao de DNA de bacilos em amostras clinicas com maior sensibilidade
e especificidade analiticas (Turankar et al., 2015). Foram testados diversos tipos de
matrizes biolodgicas, como sangue, e realizada biopsia de pele e de nervo, swab nasal
e orofaringeo, além de diversas regides gendmicas terem sido alvos de estudo. Dentre
as regides estudadas, as que apresentaram um maior potencial para padrao ouro para
a hanseniase foram RLEP3, 85-B e 16S rRNA (Goulart; Goulart, 2008).

Figura 1 - Imagem do genoma do Mycobacterium leprae.

PRIMER SENSO 16S rRNA
5'-GCATGTCTTGTGGTGGAA AGC-3’
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Referéncia: MARTINEZ, A. N. Y \ (4, 5'-CACCCCACCAACAAGCTGAT-3'
et al, 2009 N
/’ ¢ e T \ SONDA 165 rRNA
/ - _\_ 5"~ VIC- CATCCTGCACCGCA-QSY-3'
/ o y A\
/ r el \
- ; Y ‘
Alvo: RLEP |‘ = ¢ | Mycobacterium leprae 1 Alvo: RLEP
RLEPa | = ', 3,268,203 bp } RLEPb
Desenhado no programa \ k [’ | Referéncia: TRUMAN et al.,
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5'-GCAGAAATGGTGCAAGGGATA-3' . 5'-GCACATACGGCAACCTTCTAGCG-3'
SONDA 5'-FAM-CACCTGAACAGGCACGTCCCCG-QSY-3" SONDA 5'-FAM-TCGATGATCCG GCCGTCGGCG-QSY-3"

Fonte: Imagem adaptada de Cole et al. (2001).

O RLEP é uma sequéncia de repeticdo no genoma do M. leprae. Apresenta
um total de 37 cdpias, ocorrendo predominantemente nas extremidades 3’ dos genes
e, em varios casos, até dentro dos pseudogenes (Cole; Supply; Honoré, 2001). Testes
para RLEP conseguem detectar o equivalente a 10 fg de DNA bacteriano (Truman et
al., 2008; Turankar et al., 2015).
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Quanto ao 16S rRNA, ele corresponde a um gene conservado nas
bactérias, responsavel por codificar o RNA ribossomal da por¢do de 16S rRNA do
ribossomo. Testes de PCR em tempo real (RT PCR), usando alvos de 16S rRNA, tém
sido uteis para a identificagdo dos bacilos viaveis em amostras biolégicas, no entanto
nao é especifico para M. leprae (Turankar et al., 2015). De todo modo, Martinez et al.
(2009) relataram que testes de RT PCR para detecgao associada de RLEP e 16S
rRNA apresentam melhores resultados, visto que RLEP corresponde a um alvo
especifico de M. leprae e 16S rRNA a viabilidade bacteriana. Segundo achados dos
estudos de Beissner et al. (2019), a testagem molecular por RT-PCR com alvos
combinados de RLEP e 16S rRNA funciona como uma ferramenta especifica e
sensivel para determinar a carga bacteriana e a viabilidade de M. leprae em amostras
de swabs nasais, sugerindo sua possivel aplicagdo para o diagndstico precoce,
monitoramento da resposta ao tratamento e investigagcdo da transmissao comunitaria
(Beissner et al., 2019).

Desenvolvida em 1985 por Randall Saiki e aperfeicoada por Kary Mullis em
1986, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é capaz de amplificar uma unica
sequéncia de DNA, gerando copias em quantidades exponenciais (Vieira, 2002; Arya
et al., 2005) a partir do uso de uma enzima DNA polimerase, geralmente Taq
polimerase, nucleotideos, iniciadores senso e anti-senso, DNA alvo, magnésio, calcio
e um termociclador (Tamay de Dios; Ibarra; Velasquillo, 2013; Alberts, 2017). No final
dos ciclos de amplificagdo, os produtos de PCR ou amplicons sao analisados por
eletroforese em gel de agarose ou acrilamida. Este tipo de técnica é denominado de
PCR convencional e foi utilizado até ha alguns anos por alguns pesquisadores para a
deteccédo de DNA de M. leprae, principalmente em amostras de swab nasal (Pathak et
al., 2019; Adriaty et al., 2020).

Na atualidade, tal tipo de técnica tem sido suplantado pelo PCR em tempo
real, também denominado qPCR ou PCR quantitativo. A técnica possui varias
vantagens frente ao seu predecessor, tais como sensibilidade e especificidade
analiticas e possibilidade de testagem de varias amostras ao mesmo tempo.

A gPCR apresenta o mesmo principio da PCR convencional, sendo sua
fundamental diferenca residindo na visualizagdo da amplificacdo, que pode ser
acompanhada de forma grafica em tempo real devido a presenca de fluoréforos.
Existem dois métodos de visualizacdo com fluoréforos, sendo eles através do uso de

fluoréforos intercalantes (ex: Sybr Green) de DNA e de sonda de hidrélise (ex:
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Tagman®) (Novais; Pires-Alves, 2004; Arya et al., 2005).

Figura 2 - Métodos de visualizacdo de fitas de nucleotideo com fluoroforos: através do
uso de fluordforos intercalantes de DNA (Sybr Green, a esquerda) e de sonda de
hidrélise (Tagman®, a direita).
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

O corante Sybr Green é um fluoréforo que se intercala apenas em fitas
duplas. Desta forma, a cada duplicacdo de DNA, o corante se intercala, liberando
fotons que sédo identificados pelo detector de fluorescéncia do aparelho (Figura 2).
Apesar de ter menor custo, o Sybr Green tem a grande desvantagem de ser um
fluoréforo inespecifico por se ligar em qualquer fita dupla (Arya et al., 2005).

Apesar de ser mais caro quando comparado ao Sybr Green, o método
Tagman® é mais especifico. A sonda de hidrdlise € uma sequéncia de DNA assim
como os iniciadores, entretanto existe um fluoréforo, ou fluorescent repérter, na
extremidade 5’, sendo representado pela letra R na figura 2, e um silenciador, ou
quencher, na extremidade 3’, o qual é representado pela letra Q na figura 2. O
fluoréforo pode ser o FAM, VIC, Cy5, entre outros, e possui a fungdo de emitir
fluorescéncia para visualizacdo da amplificacdo do DNA ao ser fisicamente separado
do quencher, conforme ilustrado na figura 2. O quencher, como o Black Hole Quencher
(BHQ), funciona por proximidade, baseado no principio de Transferéncia de Energia
de Ressonancia Forster (FRET). Ele absorve a energia emitida pelo fluoréforo e a
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perde por diferentes vias (Arya et al., 2005).

Martinez et al. (2011) aplicaram gPCR utilizando varios alvos, dentre eles o
RLEP e 16S rRNA. Foi utilizada bidpsia de pele de lesdes de pacientes com variadas
formas clinicas da doenca e de individuos saudaveis. Foi observada uma maior
sensibilidade em RLEP quando comparada ao alvo 16S rRNA, entretanto, o alvo 16S
rRNA apresentou uma especificidade de 100% (Martinez et al., 2011).

Como a nasofaringe € a principal porta de entrada para o bacilo (Lavania
et al., 2013; Silva, 2013), o uso de swab nasal foi sempre considerado relevante em
estudos de investigagao cientifica em hanseniase (OMS, 2021a). Beissner et al. (2019)
validaram um método de PCR em tempo real utilizando swab nasal de pacientes
recém diagnosticados com a forma multibacilar da doenga. As regides analisadas
foram RLEP e 16S rRNA, tendo sido observado 100% de especificidade e 75% de
sensibilidade diagndsticas.

Em 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o
primeiro kit de biologia molecular de uso comercial para o diagnostico da hanseniase,
o Kit NATHANS. Esse teste é realizado utilizando bidpsia de lesdes ou nervos, com o
intuito de auxiliar no diagndéstico e na vigilancia epidemiologica da doenga (Conitec,
2021). Como o foco desse kit € em individuos com lesao ou alteragdo no nervo, ainda

ha a necessidade de buscar métodos capazes de realizar um diagndstico precoce.



36

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer um método de deteccao de M. leprae por biologia molecular
para identificagcdo de grupos de risco para o desenvolvimento de hanseniase em
contato menores de 15 anos de pacientes com hanseniase em municipios endémicos

e hiperendémicos.

2.2 Objetivos especificos

a) Estabelecer métodos de qPCR para Mycobacterium leprae;

b) Analisar a presenga de material genético de M. leprae em amostras de
sangue total de casos indices de hanseniase;

c) Analisar a presenga de material genético de M. leprae em amostras de
sangue total de contatos de hanseniase abaixo de 15 anos de idade;

d) Verificar possiveis associagbes entre positividade de gqPCR com
avaliagao dermatoneuroldgica entre contatos suspeitos de hanseniase;

e) Avaliar possiveis associagdes entre positividade de gqPCR com titulos

de anticorpos séricos anti-PGL1 dos casos e contatos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara sob o parecer numero 532.850/2014. Apds explicagdo sobre o
projeto, os responsaveis dos participantes que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O Termo de
Assentimento foi aplicado aos jovens de 8 anos de idade ou mais. Foram garantidos

o sigilo dos dados e 0 anonimato a todos os participantes.

3.2 Selegao dos participantes

Foi realizado um levantamento dos casos-indice dos municipios de Sao
Gongalo do Amarante (CE), Canindé (CE) e Santana do Ipanema (AL), notificados no
Sistema Nacional de Vigilancia em Agravos (SINAN) até 5 anos antes da realizagao
do estudo. A partir desses dados, contabilizou-se os casos em areas onde havia maior
concentracdo dos casos. Foram definidos como contatos intradomiciliares aqueles
que residiam com o caso-indice e como contatos peridomiciliares aqueles que
residiam até 5 casas a esquerda e a direita da moradia do caso-indice, bem como 3
casas diante da moradia do caso-indice, ou ainda aqueles que apresentavam
convivéncia intradomiciliar, mas que nao residiam no domicilio. Ao todo, foram
selecionados 56 casos-indice e 317 contatos abaixo de 15 anos de idade.

Foram realizadas visitas domiciliares juntamente com os agentes
comunitarios de saude durante os anos de 2018 e 2019. Apds explanacao do projeto
aos responsaveis das criangas e jovens entre 4 e 15 anos de idade, era realizado o
agendamento no posto de saude para avaliagido dermatoneuroldgica dos participantes
e coleta das amostras biolégicas (sangue com e sem anticoagulante). Também foi
solicitado que os participantes e responsaveis respondessem a um questionario para
obtencéo dos dados sociodemograficos. Os casos-indice também foram convidados
a participar do projeto, tendo sido coletada amostra de sangue total com
anticoagulante para extragao de DNA, bem como amostra sem anticoagulante para

obtencao do soro.
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3.3 Critério de inclusao

Casos-indice, conforme descrito acima, e seus contatos intra e
peridomiciliares entre 4 e 15 anos de idade. Todos os responsaveis das criancas e
jovens, bem como os casos-indice, foram convidados a assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Jovens entre 8 e 15 anos de idade, apds

explanagao do projeto, foram convidados a assinarem o Termo de Assentimento.

3.4 Critério de exclusao

Participantes que faltaram a avaliagcédo dermatoneuroldgica e aqueles que

se recusaram ou que nao foi possivel a obtengcdo dos materiais bioloégicos.

3.5 Avaliagao dermatoneuroldégica

A avaliacdo dermatoneurolégica dos contatos e casos em Sao Gongalo do
Amarante e Canindé, CE, foi realizada pela Liga Académica de Doencgas
Estigmatizantes (LADES), sob supervisao da professora Paula Sacha Frota Nogueira
(DENF-UFC), da Universidade Federal do Ceara. Foram avaliados: quantidade e
aspectos das lesdes de pele, alteragao de sensibilidade (térmica, dolorosa e tatil) nas
lesdes e espessamento de nervos. Quando se fazia necessario, era realizada a prova
da histamina enddgena.

A avaliagdo dermatoneuroldgica em Santana do Ipanema foi realizada

pelos profissionais de Enfermagem e Fisioterapia do préprio municipio.

3.6 Coleta e preparo das amostras

A coleta das amostras foi realizada no posto de saude dos municipios entre
os anos de 2018 e 2019. Foram coletados 4 mL de sangue total em um tubo contendo
anticoagulante e outro tubo com gel separador. O tubo com gel separador foi
centrifugado apd6s 15 minutos da coleta, sendo o soro separado em aliquotas e
armazenado em congelador. A seguir, as amostras eram encaminhadas ao laboratério
de pesquisa em Imunologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da

UFC. As amostras de sangue total e soro foram armazenadas em caixa de isopor com
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gelo a -20°C durante o transporte para Fortaleza até o momento da realizagdo do

ensaio.

3.7 Extragcao de DNA

Foi extraido DNA de sangue total de casos e contatos utilizando o Kit de
Extragdo Biopur Mini Spin Plus (Mobius Life Science, Brasil), conforme as
recomendacgdes do fabricante.

Resumidamente, em um microtubo foram adicionados 25 pL de proteinase
K, 200 pL de sangue total e 200 pL de tampao de lise. Apds homogeneizagao vigorosa,
o microtubo foi colocado em banho seco a 56°C por 30 minutos, com nova
homogeneizagdo a cada 10 minutos. Apds isso, foram adicionados 200 pL de etanol
96%. Em seguida, a suspensao foi transferida para uma coluna de silica e submetida
a centrifugacdo a 11.000g por 1 minuto. O filtrado foi descartado, tendo sido
adicionados 500 pL de tampéao de lavagem 1 na coluna. Apds nova centrifugagao a
11.000g por 1 minuto, o filtrado foi novamente descartado e 600 uL de tampao de
lavagem 2 foram adicionados a coluna. Apés nova centrifugacgao e descarte do filtrado,
repetiu-se a operagao sem a solugcao de lavagem para a retirada completa do etanol.
A coluna foi transferida para um novo microtubo, tendo sido adicionados 100 yL de
tampao de eluicdo pré-aquecidos a 56°C na coluna, deixando-se incubar por 3
minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugacédo, repetiu-se a operagao,
adicionando-se novamente o tampao de eluicao. O volume final do eluato foi de 200
ML.

As amostras de sangue total de Santana de Ipanema foram realizadas
utilizando volume dobrado de amostra, proteinase k, tampao de lise e etanol 96%. A
etapa de eluicao foi feita apenas 1 vez utilizando 50 pL. O objetivo dessas alteragdes
foi aumentar a concentracdo de DNA extraido das amostras.

O DNA extraido de todas as amostras foi armazenado a -20°C até o

momento da analise pelos testes moleculares.

3.8 Escolha dos alvos para o qPCR

Os iniciadores e sondas foram definidos a partir do trabalho de Martinez et
al. (2009) e de Truman et al. (2008) para o gene 16S rRNA e o gene RLEP,
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respectivamente. Uma outra sequéncia de iniciadores para o alvo RLEP foi desenhado
empregando-se o programa Primer Express® 3.0. Para fins de identificacdo, daqui em
diante, os iniciadores desenhados no programa Primer Express® 3.0 seréo
identificados como RLEPa e aqueles descritos por Truman et al. (2008), como RLEPb
(Quadro 1). Como controle interno de reacao, foi decidido utilizar RNAse P humana
(Lu, 2020).

Quadro 1 - Iniciadores e sondas empregadas nos testes de validagdo de qPCR para
Mycobacterium leprae.

x Sonda e o
Regi&o iniciadores Sequéncia

16S rRNA (senso) 5-GCATGTCTTGTGGTGGAAAGC-3’

16S rRNA 16S rRNA , ,

(Martinez et al., 2009) (Antisenso) 5-CACCCCACCAACAAGCTGAT-3
16S rRNA (Sonda) 5'- VIC- CATCCTGCACCGCA-QSY-3

RLEPa (Senso) 5-GGCGTTTTAGTGTGCATGTCA-3'
RLEPa RLEPa . .
(Desenhado no programa (Antisenso) 5-GCAGAAATGGTGCAAGGGATA-3

Primer Express 3.0)

RLEPa (Sonda) | © TAM-CACCTGAAGAGGCACGTCCCCG-

QSY-3'
RLEPD (Senso) 5'-GCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCA-3'
RLEPb ' '
RLEPb ; 5'-GCACATACGGCAACCTTCTAGCG-3
(Antisenso)

(Truman et al., 2008)

5'-FAM- TCGATGATCCGGCCGTCGGCG-

RLEPD (Sonda) QSY-3'

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Foi realizada uma analise das sequéncias gendmicas dos iniciadores e das
sondas no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST — Disponivel em:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificagao da especificidade in silico com
0 M. leprae. Foram calculados os seguintes parametros realizados no BLAST: escore
maximo, cobertura de alinhamento, valor E e percentual de identidade de primers e
sondas para DNA de M. leprae. Apds analise, foi solicitada a sintese dos iniciadores e
sondas (Thermo Fisher, EUA).

3.9 Validacao dos testes de qPCR para M. leprae
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Para a validacdo dos testes de gPCR, empregou-se o DNA de M. leprae
extraido de bacilos liofilizados (BEI Resources, ATCC, EUA). A concentragdo do DNA
extraido foi de 0,2 ng/uL (200.000 fg/uL), determinada pelo kit de alta sensibilidade
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific, EUA), conforme recomendacdes do
fabricante. Diferentes concentragcdes de iniciadores foram testadas, de 200nM a
800nM.

Dois protocolos de qPCR foram testados:

a) Sybr Green - O protocolo utilizado foi o PowerUp™ SYBR® Green Master Mix
(Thermo Scientific, EUA), modificando-se apenas a etapa de ativacao de 2
minutos para 10 minutos a 95°C em relagdo as instrucées do fabricante.
Empregou-se, para a realizagédo dos testes, o termociclador BIO RAD CFX 96
(BIO RAD, USA), gentilmente cedido pelo Laboratério de Analises Clinicas do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Ceara.

b) Tagman® - Foram testadas diferentes concentragbes de primers, de 200nM a
800nM e de 50nM a 250nM para as sondas. Empregou-se o protocolo
recomendado pelo fabricante para Tagman® Universal PCR Master Mix
(Thermo Fisher, USA).

Para a escolha das concentragdes dos testes, utilizou-se DNA de M. leprae
na concentracao de 400fg. Apds a definicdo das melhores concentracdes de primer e

sondas, procedeu-se a realizagao das curvas padrao.

Curva padréo

Curvas padrao foram realizadas para M. leprae utilizando-se, para tanto, os
primers e as sondas de RLEPa, RLEPb e 16S rRNA nas concentracdes previamente
definidas e DNA extraido de M. leprae nas concentragbes de 1,53 a 50.000 fg/uL. Os
testes foram repetidos 3 vezes em dias diferentes, tendo sido cada concentracao
testada em duplicata. Como controle negativo, foram incluidos dois pogos contendo
todos os reagentes, exceto o DNA bacteriano, a fim de verificar possivel contaminagao
da PCR. As curvas padrao foram também analisadas nos seguintes aspectos: a

eficiéncia da curva (E), a linearidade (r?) e o slope (coeficiente angular da reta).
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Foram também realizadas curvas de dissociagdo com o intuito de se
verificar a temperatura de dissociacao para cada primer. Para tanto, realiza-se a curva
de dissociacdo de um amplicon de um controle positivo, iniciando com a temperatura
de 55°C a 60°C, quando todas as fitas de DNA estdo aneladas. Nessas temperaturas,
o corante Sybr Green esta completamente intercalado entre as fitas duplas, ocorrendo
0 maximo de emissao de fluorescéncia. A seguir, programa-se de tal forma que haja
um aumento gradual de 5°C até atingir 95°C, quando todas as fitas estdo
completamente separadas e ndo ha mais emissao de fluorescéncia do Sybr Green
(Ririe; Rasmussen; Wittwer, 1997). A temperatura de dissociagdo € aquela em que

metade dos amplicons estao na forma de fita dupla e a outra metade esta dissociada.

Sensibilidade analitica

ApOs a realizacao das curvas padrao para cada alvo, foi definido o valor de
threshold e o cut-off. O threshold representa o indice relativo de fluorescéncia
necessario para que a amostra comece a ser detectada e o cut-off € o maior numero
de ciclos necessarios para que a fluorescéncia que comecgou a ser detectada ainda

seja considerada como resultado positivo.

Especificidade analitica

Utilizou-se DNA extraido de bactérias gram positivas, gram negativas e de
bactérias do género Mycobacterium. As bactérias gram positivas Staphylococcus
aureus (6538P ATCC) e Enterococcus faecalis (19433 ATCC) e gram negativas
Pseudomonas aeruginosa (9027 ATCC) e Escherichia coli (8739 ATCC) foram
gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Hélio Nobre Vitoriano Junior, do Laboratério de
Bioprospecgao de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do
Cearad. A Mycobacterium tuberculosis foi gentilmente fornecida pela Prof.? Dra.
Cristiane Cunha Frota, do Laboratério de Micobactérias da Universidade Federal do
Ceara e as Mycobacterium bovis, Mycobacterium fortuitum e Mycobacterium
gordonae foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Célio Lopes Silva, do Laboratério
de Pesquisa e Desenvolvimento de Imunobiolégicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto (USP). Apés a extracao de DNA das bactérias, cada amostra contendo

10 ng de DNA foi testada em duplicata, inclusive DNA de M. leprae.
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Foram realizados os testes qPCR tanto pelo método de Sybr Green como
pelo método de Tagman®, empregando-se 0os mesmos iniciadores e sondas utilizadas
anteriormente, ou seja, RLEPa, RLEPb e 16S rRNA.

Para posterior comparacao, os produtos de PCR foram submetidos a
separagao por eletroforese em gel de agarose, corados com corante fluorescente
SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo, EUA) e identificados pelo fotodocumentador
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, EUA).

3.10 Anadlise de amostras de casos e contatos por PCR em tempo real

Apos validagao, os testes foram utilizados para avaliagdo de amostras de
DNA extraidas de sangue total de casos e contatos residentes em S&o Gongalo do
Amarante (CE), Canindé (CE) e Santana do Ipanema (AL).

Algumas amostras foram também testadas pelo kit NATHANS (gentilmente
doado pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), adotado por nosso grupo

como sendo o teste padréo ouro.

3.11 NATHANS

O kit NATHANS, como mencionado anteriormente, foi validado em
setembro de 2021 pela ANVISA para uso com bidpsia de lesdes cutdaneas com o
objetivo de auxiliar no diagndstico de pacientes com hanseniase e em contatos
suspeitos. O protocolo da PCR foi realizado de acordo com as informagdes do proprio
kit, tendo sido empregado o QuantStudio 5™ System (Thermo Fisher, USA),
gentilmente cedido pelo hemocentro do Ceara (HEMOCE) para realizagao dos testes.

Devido a limitante quantidade de reagente, foi necessario escolher um n
amostral para o kit NATHANS. A escolha das amostras baseou-se nos seguintes
critérios: 1) contatos com sorologia positiva para 2 ou mais isotipos de anticorpos; (2)
casos que ainda ndo tivessem iniciado o tratamento; e (3) casos e contatos que

possuissem resultado positivo ou inconclusivo nos demais testes de qPCR.

3.12 Pesquisa de Anticorpos por ELISA indireto

Inicialmente, placas de poliestireno (Costar, USA) foram sensibilizadas com
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50uL de solugédo de antigeno PGL-1 a 5ug/mL etanol absoluto em cada pogo por 2
horas. A seguir, foram adicionados 100uL de solugéo fosfato de salina (PBS)- soro
fetal bovino (SFB) 1%. Ap6s 2 horas de incubacédo a 37°C, foram realizadas lavagens
(5x) com 400uL de PBS-SFB 0,05% em cada pogo. Amostras de soro de controles e
testes foram diluidos (1:50 para o teste de IgA e 1:200 para os testes de IgM e IgG)
com PBS-SFB 1% e 50 pL foram adicionados em cada pogo. Os controles foram
testados em quadruplicata e as demais amostras em duplicata.

As placas foram incubadas a 37°C por 2 horas. Durante a incubagao, os
conjugados anti-IgA (Thermo Fisher, USA), anti-IgG (Sigma, USA) e anti-lgM (Thermo
Fisher, USA) foram previamente diluidos na razdo de 1:12.000, 1:20.000 e 1: 2.500,
respectivamente. As placas foram lavadas, seguindo o mesmo procedimento
anteriormente mencionado, e 50uL do conjugado de interesse foram adicionados nos
pocos. Apos nova incubagdo a 37°C por 1 hora e 30 minutos, as placas foram
novamente lavadas e 100uL de solugao de tetrametilbenzidina 1 mg/mL (Bio Rad,
USA) foram adicionados a cada pogo, seguido de 30 minutos de incubacédo a
temperatura ambiente e protegido da luz. A reacéo foi interrompida, aplicando-se 25uL
de acido sulfurico 2,5N para finalizar a reagcdo e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 450nm.

Como controle positivo, foi utilizada uma amostra de soro de paciente com
nivel elevado de anticorpos. Como controle negativo, foi utilizada uma amostra de soro
de individuo ndo doente com auséncia de anticorpos. Foi aplicada em todos os testes
uma amostra de pool de soro humano normal (constituido de soro de 50 doadores de
pessoas que nao referiam contato com pacientes com hanseniase, obtido no
HEMOCENTRO, CE), considerado como soro cut-off. Os resultados foram expressos
de acordo com a seguinte férmula: média da densidade éptica (DO) da amostra teste
(menos branco) dividida pela DO do soro cut-off. indices correspondentes ou acima
de 1,2 eram considerados positivos, 1,0 a 1,1, indeterminados, abaixo de 1,0,

negativos (Nagao-Dias et al., 2019).
3.13 Analise estatistica
As variaveis escalares estdo descritas como média e desvio-padrao. As

variaveis categoéricas, por sua vez, estao descritas por frequéncia absoluta (n amostral)

e relativa (percentual).



45

Os parametros de sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo
(VPP) foram estimados para os métodos de biologia molecular.

No intuito de avaliar a concordéancia entre os métodos de biologia molecular
e de sorologia, foram calculados os indices kappa para cada par de métodos atraves
do programa JAMOVI versao 2.3.28.0. Foi realizada interpretacdo dos indices por
meio dos critérios de Landis & Koch (1977). Apresentaram concordancias
despreziveis aquelas com coeficiente kappa entre 0,00 e 0,20; concordancia suave,
aquelas com coeficiente kappa entre 0,21 e 0,40; concordancia moderada, aquelas
com coeficiente kappa entre 0,41 e 0,60; concordancia substancial (grande), aquelas
com coeficiente kappa entre 0,61 e 0,80; e concordancia quase perfeita, aquelas com
coeficiente kappa entre 0,81 e 1,00. Considerou-se a analise estatisticamente
significante, quando p <0,05.

Visando verificar se a forma clinica constituia um preditor do diagndstico de
hanseniase pelos métodos de biologia molecular, foram realizadas analises
multivariadas. Para os casos, foram conduzidas regressoes logisticas binarias, tendo
como variaveis dependentes os métodos Tagman®, Sybr Green e NATHANS). Para
os contatos, foram realizadas regressoes logisticas binarias, tendo como variaveis
dependentes os métodos (Tagman®, Sybr Green e NATHANS) e como preditores
possiveis a forma clinica e o tipo de contato residencial.

Previamente a execucgao das regressoes, os seguintes pressupostos foram
avaliados: 1) auséncia de multicolinearidade para cada par de preditores por meio dos
parametros de tolerancia e VIF e 2) auséncia de outliers entre os residuos. Para cada
analise de regressao foi adotado o teste Qui-Quadrado de Likelihood Ratio para
verificar a significancia do modelo gerado. A significancia dos preditores foi avaliada
pelo teste de Wald. O nivel de significancia adotado foi de alfa=0,05.

Todas as analises foram realizadas no programa estatistico SPSS (IBM,

Greenville, SC) versao 25.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Primers e sondas

Com relacéo ao alvo RLEP (Quadro 1), decidiu-se, no presente trabalho,
adicionar um par de sequéncias (ao qual se denominou RLEPa), além daquele
proposto por Truman et al. (2008): RLEPb. Para tanto, foi utilizado o programa Primer
Express® 3.0.

Considerando o genoma completo do Mycobacterium leprae (GenBan:
AL450380.1), foi observado que os amplicons formados a partir dos iniciadores para
RLEPa, RLEPb 16S rRNA apresentavam os seguintes tamanhos: 127, 70 e 71 pares
de bases, respectivamente.

Quanto aos primers e sonda do RLEPa, quando alinhados ao BLASTn,
apenas M. leprae apresentou 100% de alinhamento (Tabela 1). Foram obtidos os
escores maximos e os menores valores de E para M. leprae. Escore maximo é um
parametro que o BLAST calcula, considerando a sequéncia de alinhamento e os
nameros de pares de bases alinhadas. Valor E € o valor de expectativa, ou seja, se 0
indice for menor, significa dizer que o alinhamento n&o ocorreu ao acaso. A totalidade
de alinhamento € dada pela cobertura de identidade, que estéa relacionada a como as
sequéncias estao alinhadas e o percentual de identidade esta relacionado a
similaridade das sequéncias. Semelhantes observagdes foram feitas para RLEPb
(Tabela 1).

Tabela 1 - Escore Maximo, Cobertura de alinhamento, Valor E e percentual de
identidade de primers e sondas para RLEPa e RLEPb com DNA de M. leprae,
conforme calculos realizados pelo BLAST.

Escore Cobertura de Valor E Percentual de

Maximo identidade identidade
RLEPa Senso 42,1 100% 0,61 100%
RLEPa Antisenso 42 1 100% 0,61 100%
RLEPa Sonda 441 100% 0,16 100%
RLEPb Senso 52,0 100% 0,001 100%
RLEPb  Antisenso 46,1 100% 0,039 100%
RLEPb Sonda 421 100% 0,61 100%

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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A sequéncia de 16S rRNA apresentou 100% de alinhamento para M.
tuberculosis e M. sp., entretanto, devido ao numero limitado de respostas de analises
fornecida pelo BLAST, nao foi obtida informacao sobre seu alinhamento com o M.

leprae (Tabela 2).

Tabela 2 - Escore Maximo, Cobertura de alinhamento, Valor E e percentual de
identidade de primers e sondas para 16S rRNA com DNA de Mycobacterium sp., M.
tuberculosis e M. leprae, conforme andlises realizadas pelo BLAST.

Mycobacterium sp M. tuberculosis
16S Escore Cobertura Valor Percentual Escore Cobertura Valor Percentual
rRNA Maximo de E de Maximo de E de
identidade identidade identidade identidade
Senso 421 100% 0,61 100% 42,1 100% 0,61 100%
Anti 40,1 100% 2,4 100% 40,1 100% 2,4 100%

senso
Sonda  Nao foi possivel sua realizagao

Fonte: Elaborada pela autora (2023). Obs.: Informagéo nao fornecida pelo BLAST para M. leprae.

4.2 Validagao dos testes de qPCR

Para a realizagdo dos testes de validagdo da PCR, empregou-se DNA
extraido de M. leprae (BEI Resources, USA) e, como controle negativo, agua para

injecao.

Determinagdo da concentragéo de primers e sondas

Foi realizado o protocolo baseado no uso do reagente PowerUp™ SYBR®
Green Master Mix para os testes, tendo as amostras sido amplificadas no
termociclador Bio-rad CFX (Bio-rad, USA). O critério utilizado para a escolha da
concentracao de primer foi aquele em que o controle positivo apresentasse o menor
Cq e a maior fluorescéncia (RFU) no final da rea¢do, em que Cq representa o0 numero
de ciclos necessarios para comegar a ser detectada a fluorescéncia.

A figura 3 e a tabela 3 apresentam os ciclos de amplificagdo para todas as

concentracdes dos primers.
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Figura 3 - PCR em tempo Real para DNA de Mycobacterium leprae, empregando
o termociclador Bio-rad CFX (Bio-rad, USA) para amplificacdo das amostras. As
curvas de amplificacdo estéo ilustradas em azul (RLEPa), verde (RLEPDb) e
amarelo (16S r RNA) para as trés concentracdes testadas de primer, ou seja,
200 nM, 400 nM e 800 nM. Cada concentragao foi testada em duplicata.

Amplificacao

—
<,

Unidade relativa de
fluorescéncia (RFU)

10

0 10

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Tabela 3 - Média dos valores de Cq e de RFU da duplicada de cada concentracédo de
primer. RFU: unidades relativas de fluorescéncia; Cq: numero de ciclos de
amplificagdo necessarios para a fluorescéncia comecar a ser detectada.

Concentragéo de RLEPa RLEPb 16SrRNA
primers
Cq RFU Cq RFU Cq RFU
800nM 20,20  1905,04 20,42  1650,31 24,87  2134,91
400nM 20,13 1753,62 20,80  1407,20 24,94 195521
200nM 20,40 187,74 21,93 107541 24,81 1466,15

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Considerando o Cq como o menor numero de ciclos necessarios para a

fluorescéncia comecar a ser detectada, assim como levando-se em conta a maior

fluorescéncia emitida, as concentragdes de 800 nM para RLEPb e 16S rRNA e de 400

nM para RLEPa foram escolhidas. Nao foi observada qualquer amplificacdo nos

controles negativos.

Quanto ao protocolo de Tagman®, foram analisadas as seguintes
concentragdes de sonda: 50nM, 100nM, 150nM e 250nM.
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Conforme mostram a tabela 4 e a figura 4, considerando o Cq a maior
fluorescéncia emitida, decidiu-se pela concentragao de 250 nM para todas as sondas.

Nao houve amplificagdo nos controles negativos para as sondas testadas.

Tabela 4 - Média dos valores de Cq e de RFU da duplicada de cada concentragao de
sonda. RFU: unidades relativas de fluorescéncia; Cq: numero de ciclos de
amplificagdo necessarios para a fluorescéncia comecar a ser detectada.

Concentragdo de RLEPa RLEPb 16SrRNA
sondas Cq RFU Cq RFU Cq RFU
250nM 21,26 6036,83 20,87 205354 2508 2360,50
150nM 2141 412150 2129 124403 2559 1405,92
100nM 21,93 211476 2177 80924 26,36 1031,04

50nM 2042 653,92 2366 37398 27,36 569,11

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 4 - Grafico de amplificagcdo da validagcao de sonda. As linhas em azul e verde
representam os alvos RLEPa e RLEPD, respectivamente, cujo fluoroforo € o FAM. As
linhas em amarelo representam o alvo 16S rRNA, cujo fluoroforo é o VIC.

Amplification

RFU

Cycles

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Curva de dissociacdo

Foi realizada, a seguir, uma curva de dissociagdo para que os amplicons
almejados fossem diferenciados de dimeros de primers, contaminagdes ou amplicons

inespecificos (Ririe; Rasmussen; Wittwer, 1997).
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As temperaturas de dissociagdo foram 85,0°C para RLEPa, 81,5°C para
RLEPDb e 82,5°C para 16S rRNA (Figura 5). E possivel ocorrer uma variagéo de 0,5°C
de uma concentracdo para outra do mesmo amplicon, o que de fato foi observado.

Nao se observou amplificagdo para o controle negativo com nenhum dos primers

testados.

Figura 5 - Curvas de dissociagdo de DNA M. leprae, utilizando como primers RLEPa
(5a), RLEPb (5b) e 16S RNA (5c). As trés concentragdes testadas de primer foram
200 nM, 400 nM e 800 nM. Cada concentracgao foi testada em duplicata. As curvas de
menor fluorescéncia representam as menores concentragdes de primer.

-d(RFU)/dT — Regressao negativa da fluorescéncia em relagéo a temperatura.
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c) Curva de dissociagao para 16S RNA

OO oo e e T————
300;

00 +

-d(RFU/AT)

100 +

60 70 80 90
Temperatura de dissociagao (°C)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Especificidade analitica

Os primers de RLEPa, RLEPb e 16S RNA foram testados para avaliar
possivel amplificacdo com DNA de outras bactérias. Para tanto, foram analisados
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
fortuitum e Mycobacterium gordonae. DNAs das cepas foram extraidos em duplicatas
e cada uma destas amostras foram quantificadas por NanoDrop Lite UV (Thermo,
USA) e diluidas para a concentragao de 5ng/uL. A seguir, cada amostra contendo 10ng
de DNA de cada um dos microrganismos foi testada em duplicata. Para efeitos de
comparacgao, foi também testado DNA de M. leprae.

Em relagdo aos dois alvos do gene RLEP, foi observada amplificagcao
apenas para DNA de M. leprae, tanto pelo método de Sybr Green (Figuras 6a e 6b)

quanto pelo método Tagman® (Figuras 7a e 7b), sendo possivel confirmar a

especificidade dos primers empregados.
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Figura 6 - PCR pelo método Sybr Green, empregando-se como primer RLEPa (Figura
6a) e RLEPb (Figura 6b) e DNA de Mpycobacterium leprae, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
gordonae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Houve positividade apenas para DNA de M. leprae.

a) Protocolo gPCR- Sybr Green com RLEPa

Amplificagao

Unidades relativas de
fluorescéncia (RFU)

10 ; | L e

Ciclos

b) Protocolo gPCR- Sybr Green com RLEPb

Amplificagdo

T T T T T T T T

Unidades relativas de fluorescéncia

(RFU)

Ciclos

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 7 - PCR pelo método Tagman®, empregando-se como primer RLEPa (Figura
7a) e RLEPDb (Figura 7b) e DNA alvos de Mycobacterium leprae, Mycobacterium

tuberculosis, Mycobacterium bovis,

Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium

gordonae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Houve positividade apenas para DNA de M. leprae.

a) Protocolo gPCR- Tagman® com RLEPa

Amplificagao

Unidades relativas de fluorescéncia

(RFU)

b) Protocolo gPCR- Tagman® com RLEPb

Amplificagao

40

Unidades relativas de fluorescéncia

(RFU)

Ciclos

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Em relacado ao alvo 16S rRNA, houve amplificagcao para DNA de M. leprae

e para DNA das demais espécies do género Mycobacterium pelo protocolo de Sybr

Green (Figura 8). Nao houve amplificagao para os demais géneros.
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Figura 8 - PCR pelo método Sybr Green, empregando-se como primer 16S rRNA e
DNA alvos de Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Houve
amplificagdo para DNA de M. leprae e para as demais espécies de Mycobacterium.
Nao houve amplificagao para os demais géneros.
Amplificagdo

Unidades relativas de fluorescéncia

(RFU)

Ciclos

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Empregando-se o método Tagman®, houve amplificagdo apenas para o
DNA de M. leprae (Figura 9).

Figura 9 - PCR pelo método Tagman®, empregando-se como primer 16S rRNA e DNA
alvos de Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Houve
amplificagdo apenas para DNA de M. leprae.

Amplificagao

Unidades relativas de fluorescéncia

(RFU)

0 10 20 30 40
Ciclos

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os amplicons obtidos pelo método de Sybr Green foram analisados apo6s

separagao eletroforética em gel de agarose 5%. Depois de corados com corante
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fluorescente Sybr Safe stain, os géis foram submetidos a analise de
fotodocumentador. Conforme mostra a Figura 10, na canaleta 1 encontra-se um
marcador de 100 pares de base. Nas canaletas seguintes, estdo representados os
amplicons de Mycobacterium leprae (2), Mycobacterium tuberculosis (3),
Mycobacterium bovis (4), Mycobacterium fortuitum (5), Mycobacterium gordonae (6),
Staphylococcus aureus (7), Enterococcus faecalis (8), Escherichia coli (9),
Pseudomonas aeruginosa (10), Mycobacterium leprae (11) e marcador de 100 pares
de bases (12). Com relagdo aos primers RLEPa e RLEPDb, comparando-se as
posicbes dos amplicons para M. leprae com as do marcador, verifica-se que o0s
numeros de pares de bases foram de aproximadamente 127 e 71 respectivamente,
correspondentes as analises em silico. Nao houve presenca de amplicons das demais
espécies de micobactérias, tampouco dos demais géneros.

Observa-se que para o primer 16S rRNA, ha presenca de material genético
nas canaletas relacionadas a todas as espécies de micobactérias testadas, além de

M. leprae. Houve auséncia de material genético para os demais géneros.

Figura 10 - Analise eletroforética dos amplicons obtidos a partir dos primers RLEPa,
RLEPb e 16S rRNA em gel de agarose 5%. A ordem dos pogos em todos os géis
foram: 1- Marcador de 100 pares de bases, 2- Mycobacterium leprae, 3-
Mycobacterium tuberculosis, 4- Mycobacterium bovis, 5- Mycobacterium fortuitum, 6-
Mycobacterium gordonae, 7- Staphylococcus aureus, 8- Enterococcus faecalis, 9-
Escherichia coli, 10- Pseudomonas aeruginosa, 11- Mycobacterium leprae e 12-
Marcador de 100 pares de bases. Os amplicons foram corados com corante Syber
Safe DNA stain e identificados pelo fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging system
(Bio-Rad, USA)

RLEPa RLEPb 16S RNA

CReercewsen

s rpm()P
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Curvas padrao

As curvas de RLEPa pelo método de Sybr Green obtiveram eficiéncias de
100,0% (r?= 0,997; slope=-3,323), de 102,5% (r? = 0,996; slope= -3,264) e de 105,2%
(r? = 0,996; slope=-3,204) (Tabela 5). Foi observada detecgéo até 1,53fg/uL de DNA.

As curvas de RLEPb obtiveram eficiéncias de 99,8% (r? = 0,997; slope= -
3,326), de 100,6% (r?> = 1,000; slope=-3,307) e de 108,2% (r?> = 0,992; slope= -3,140)
(Tabela 5). Foi observada detecgdo com boa reprodutibilidade entre as duplicatas até
1,53fg/ uL de DNA.

As curvas da 16S rRNA registraram eficiéncias de 101,6% (r> = 0,996;
slope= -3,285), de 94,2% (r? = 0,999; slope=-3,469) e de 108,5% (r> = 0,993; slope=
-3,134). Dois pontos da curva foram excluidos da analise devido a divergéncia entre
as duplicatas ou total auséncia de amplificacdo (Tabela 5). Foi observada uma
deteccéao até 97,66fg/uL de DNA, tendo sido considerado o iniciador menos sensivel

do nosso estudo.

Tabela 5 - Curvas padrao de DNA de M. leprae utilizando os primers RLEPa, RLEPD,
16S RNA pelo protocolo de Sybr Green. Foram calculados os valores de eficiéncia
(E), linearidade (r?) e slope de trés curvas realizadas para cada primer. Para a
realizacdo das curvas, utilizou-se DNA extraido de M. leprae (BEI RESOURCES,
USA) em concentragbes que variaram de 1,53 a 50.000fg/pL.

Protocolo SYBR GREEN

curva 1 curva 2 curva 3 Média

E r> slope E > slope E > slope E 12 slope

RLEPa 100,0 0,997 102,5 0,996 -3,264 1052 0,996 -3,204 102,6 0,996

3,323 3,264

RLEPb 99,8 0,997 3.326 100,6 1,000 -3,307 108,2 0,992 -3,14 102,9 0,996 3.258
16S - -
'RNA 101,6 0,996 3,285 942 0,999 -3,469 108,5 0,993 -3,134 101,4 0,996 3.296

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Quanto ao protocolo de qPCR-TAQMAN®, as trés curvas de RLEPa
obtiveram eficiéncias de 92,8% (r?> = 1,000; slope= -3,506), de 93,0% (r>= 0,999; slope
=-3,502) e de 92,5% (r? = 0,999; slope = -3,515) (Tabela 6). Foi observada detecgao
até 1,53fg/uL de DNA.
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As curvas de RLEPb apresentaram eficiéncias de 101,1% (r> = 0,997; slope
= -3,298), de 100,6% (r? = 0,999; slope = -3,308) e de 92,7% (r?> = 0,997; slope = -
3,511) (Tabela 6). Foi observada detecgdo com boa reprodutibilidade entre as
duplicatas até 1,53fg/uL de DNA.

Quanto as curvas de 16S rRNA, foram observadas eficiéncias de 97,7% (r?
= 0,996; slope =-3,379), de 95,1% (r?=0,999; slope = -3,445) e de 97,7% (r? = 0,996;
slope = -3,378) (Tabela 6). Dois pontos da curva foram excluidos da analise devido a
divergéncias entre as duplicatas ou a total auséncia de amplificagdo. Foi observada
uma deteccgao até 97,66fg/uL de DNA, sendo considerado o alvo menos sensivel do

nosso estudo.

Tabela 6 - Curvas padrao de DNA de M. leprae utilizando o primer RLEPa, RLEPD,
16S RNA pelo protocolo de Tagman®. Foram calculados os valores de eficiéncia (E),
linearidade (r?) e slope de trés curvas realizadas para cada primer. Para a realizagédo
das curvas, utilizou-se DNA extraido de M. leprae (BEI RESOURCES, USA), em
concentracdes que variaram de 1,53 a 50.000fg/uL

Protocolo TAQMAN®
curva i curva 2 curva 3 Média
E r2 slope E r2 slope E r> slope E r? slope

RLEPa 92,8 1,000 -3,506 93,0 0,999 -3,502 92,5 0,999 -3,515 92,8 0,999 -3,508
RLEPb 101,1 0,997 -3,298 100,6 0,999 -3,308 92,7 0,997 -3,511 98,1 0,998 -3,372

rll{?\lSA 97,7 0,996 -3,379 95,1 0,999 -3,445 97,7 0,996 -3,378 96,8 0,997 -3,401

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Limiar de reatividade ou cut-off

O cut-off, ou limiar de reatividade, de cada alvo foi decidido baseado no Cq
do ponto de menor concentragcdo. Dessa forma, resultados positivos seriam
considerados quando o numero de ciclos necessarios para amplificacao fosse menor
do que aqueles para atingir o cut-off (Tabela 7). Resultados negativos seriam
considerados quando n&do houvesse amplificacdo. Resultados indeterminados seriam
considerados quando o numero de ciclos necessarios para amplificacdo fosse maior

do que aquele do cut-off.
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Tabela 7 - Valor de cut-off, ou limiar de reatividade, baseado no numero de ciclos
necessarios para atingir a menor concentracdo de DNA de M. leprae

Primer Sensibilidade analitica - Cut-off Threshold
(fg/mL) (Cq) (RFU)
RLEPa 1,53 36
RLEPb 1,53 35,5 216,48
16S rRNA 97,66 35 133,58

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.3 Perfil clinico e demografico de casos e contatos

Os dados demograficos, classificagado e avaliagdo dos contatos e casos
estdo apresentados na Tabela 8. Foram selecionados para o estudo 317 contatos,
destes 62 eram intradomiciliares (ID) e 255 eram peridomiciliares (PD) na faixa etaria
de 4 a 15 anos de idade. Foram selecionados 56 casos, sendo 14 com a forma clinica
paucibacilar (25,0%) e 42 (75,0%) com a forma multibacilar. A média de idade dos
contatos era de 9,26 anos de idade com desvio padréo de 3,22 anos e a média dos
casos foi de 50,45 anos de idade com desvio padrao de 20,39 anos. O sexo feminino
representou 52,7% dos contatos e 37,5% dos casos.

Foi verificada uma porcentagem baixa de contatos intradomiciliares
(19,6%). Houve uma maior frequéncia de contatos de pacientes multibacilares (68,1%),
sendo que, em relacédo a 12 contatos, nao foi possivel obter a informagao de tipo de
forma clinica de seus respectivos casos-indice. A presenca de lesbes suspeitas ou
nervos acometidos nos contatos foi de 39 (12,3%). Destes, a grande maioria dos

participantes nao apresentou alteragcdo de histamina enddgena.

Tabela 8 - Analise descritiva dos dados coletados nos casos de hanseniase (n = 56)

e nos contatos entre 4 e 15 anos de idade (n = 317). continua
Casos (n = 56) Contatos (n = 317)

Idade (anos) (média £ DP) 50,45 + 20,39 9,26 + 3,22
Sexo
Masculino, n (%) 35 (62,5) 150 (47,3)
Feminino, n (%) 21 (37,5) 167 (52,7)
Forma clinica
Paucibacilar, n (%) 14 (25,0) 89 (28,1)
Multibacilar, n (%) 42 (75,0) 216 (68,1)
Nao informado, n (%) 0 (0,0) 12 (3,8)

Contato residencial
Intradomiciliar,n (%) - 62 (19,6)
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Tabela 8 - Analise descritiva dos dados coletados nos casos de hanseniase (n =

56) e nos contatos entre 4 e 15 anos de idade (n = 317). conclusao
Casos (n = 56) Contatos (n = 317)
Peridomiciliar,n (%) - 255 (80,4)
Lesao suspeita
Presen¢ca,n (%) - 36 (11,4)
Auséncia,n (%) - 281 (88,6)
Nervo acometido
Presen¢ca,n (%) - 5(1,6)
Auséncia,n (%) - 312 (98,4)
Lesao suspeita e/ou nervo
acometido
Presenga,n (%) - 39 (12,3)
Auséncia,n (%) - 278 (87,7)
Fonte: Elaborada pela autora (2023). Nota: DP= desvio-padrao.

4.4 Sorologia e testes moleculares nos casos de hanseniase e contatos

Com relacdo a sorologia, foi considerada positiva quando a amostra
apresentasse positividade para dois ou mais isotipos de anti-PGL1 e negativa quando
apresentasse até um isotipo de anticorpo.

A testagem de IgG, IgA e IgM anti-PGL1 foi realizada nos 56 casos-indice
de hanseniase e em seus 317 contatos.

Com relacao aos testes moleculares, consideraram-se positivos aqueles
que apresentavam positividade para dois ou trés alvos (RLEPa, RLEPb, 16S rRNA);
negativos aqueles que apresentavam auséncia de amplificagao para todos os alvos;
e inconclusivos aqueles que apresentavam positividade para um alvo.

Os protocolos moleculares Sybr Green e Tagman® foram realizados em
todos os 56 casos e seus 317 contatos.

Duas de 373 amostras analisadas pelo teste de Tagman® foram inconclusivas
(0,536%). As demais foram negativas (n = 371, 99,46%). Quanto as amostras
inconclusivas, elas apresentavam RLEP, mas auséncia de 16S RNA.

Quanto ao teste de Sybr Green, 342 amostras foram consideradas negativas
(91,69%), 22 inconclusivas (5,90%) e 9 positivas (2,41%). Quatorze das 20 amostras
inconclusivas ocorreram por auséncia de 16S RNA e 8 por auséncia de RLEP.

O kit NATHANS foi testado em 9 casos e 134 contatos. Os critérios de

positividade e negatividade foram os mesmos que aqueles utilizados para os demais
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testes moleculares. Segundo o teste, 142 amostras foram consideradas negativas
(99,30%) e uma positiva (1,7%).

A Tabela 9 apresenta os resultados para sorologia e testes moleculares
(Tagman® e Sybr Green) em 56 casos-indice de hanseniase e em 317 contatos.
Quanto aos casos, 7 (12,5%) amostras apresentaram positividade na sorologia e 1
(1,79%) amostra foi positiva no teste molecular de Sybr Green. Quanto aos contatos
(n = 317), 1 (0,32%) amostra apresentou positividade na sorologia e 8 (2,52%)
positivos no teste molecular de Sybr Green. O teste molecular de Tagman® n&o

apresentou nenhuma amostra positiva tanto em casos como em contatos.

Tabela 9 - Frequéncia de positividade e negatividade em casos-indice de hanseniase
(n = 56) e em seus contatos (n = 317), com relagcao a sorologia (anti-PGL1) e testes
moleculares para DNA de M. leprae.

Sorologia Testes moleculares
Anti-PGL1 Tagman® Sybr Green
Positivo Negativo Positivo In';lggzttijvs?\/lo Positivo In’;‘ggiﬂj"s?‘/’o
S"Z‘S/‘;S (n=56). 7 (125) 49(87,5) 0(0) 56 (100)  1(1,79) 55 (98,21)
Contatos 1032 316 0 (0) 317 (100) 8 (252) 309 (97,48)

(n=317), n (%) (99,68)
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A Tabela 10 apresenta os resultados para sorologia e testes moleculares
(Tagman®, Sybr Green e NATHANS) em 9 casos de hanseniase e em 134 contatos.
Quanto aos casos, nao foi observado positividade tanto na sorologia como nos testes
moleculares. Quanto aos contatos, apenas 1 (0,75) amostra apresentou positividade
na sorologia e no teste NATHANS e 4 (2,99%) amostras foram positivas no teste
molecular de Sybr Green. O teste molecular de Tagman® ndo apresentou nenhuma
amostra positiva.
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Tabela 10 - Analise descritiva da frequéncia de positividade em 9 casos de hanseniase
e em 134 contatos com relagdo a sorologia (anti-PGL1) e testes moleculares para
DNA de M. leprae, incluindo NATHANS.

Sorologia Taqman® Sybr Green NATHANS
. . . Negativo/ - Negativo/ - Negativo/
Positiv Negativ Positiv Inconclusiv Positiv Inconclusiv Positiv Inconclusiv
o o o o o o o o
Casos
(n=9) 0 (0) 9 (100) 0 (0) 9 (100) 0 (0) 9 (100) 0 (0) 9 (100)
n (o/o)
Contato
s 133
(n=134) 1 (0,75) (99,25) 0 (0) 134 (100) 4 (2,99) 130(97,01) 1 (0,75) 133 (99,25)
, N (%)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Analisou-se, a seguir, uma possivel concordancia entre os testes
moleculares e soroldgicos, calculando-se o indice kappa e realizando-se sua
interpretacdo conforme critérios de Landis & Koch (1977), a saber: coeficiente kappa
entre 0,00 e 0,20 (desprezivel), entre 0,21 e 0,40 (suave), entre 0,41 e 0,60
(moderada), entre 0,61 e 0,80 (grande), e entre 0,81 e 1,00 (quase perfeita).

Para tornar possivel o calculo do indice kappa, utilizou-se a seguinte
interpretacdo para a sorologia: a amostra foi considerada positiva quando
apresentasse positividade para dois ou mais isotipos de anti-PGL1, negativa quando
apresentasse 0 isotipos e inconclusiva quando apresentasse apenas 1 isotipo de
anticorpo.

A testagem de IgG, IgA e IgM anti-PGL1 foi realizada nos 56 casos-indice
de hanseniase e em seus 317 contatos.

Entre 317 amostras consideradas negativas pelo teste molecular de
Tagman®, 145 delas (39,08%) foram também consideradas negativas (0 isotipos) pela
sorologia, entretanto, 181 (48,79%) resultaram em inconclusivas (1 isotipo de anti-
PGL1) ou positivas (presenga de 2 ou mais isotipos de anti-PGL1; n = 45; 12,13%)
pela sorologia (Tabela 11). Nao houve nenhuma amostra positiva pelo teste molecular
de Tagman®. Uma amostra resultou inconclusiva tanto pelo teste de Tagman® como
pela sorologia. A outra amostra inconclusiva pelo teste de Tagman® resultou negativa
pela sorologia. Nado houve qualquer concordancia entre os testes (indice Kappa =
0,001).
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Tabela 11 - Analise de concordancia entre sorologia anti-PGL1 e testes moleculares
de Tagman®para M. leprae entre 56 casos-indice de hanseniase e seus 317 contatos.
Para efeitos de calculo do fator kappa, amostras com 0 isotipos de anticorpos foram
consideradas negativas, aquelas com 1 isotipo de anticorpo foram consideradas
inconclusivas e as que apresentavam 2 ou mais isotipos de anti-PGL1 foram
consideradas positivas.

Sorologia (anti-PGL1)

Total

0 isotipos 1 isotipo 2 isotipos ota

: 145 181 45 371

Negativo
®
Tagman . ] ] 0 5
Inconclusivo
Total N 146 189 45 373

indice Kappa = 0,001
P =0,883

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Entre 342 amostras consideradas negativas pelo teste molecular de Sybr
Green, 161 delas (47,08%) foram também consideradas negativas pela sorologia,
entretanto, 138 (40,35%) resultaram inconclusivas ou positivas (n = 43; 12,57%) pela
sorologia (Tabela 12). Entre 9 amostras consideradas positivas pelo teste molecular
de Sybr Green, 5 delas (55,56%) foram consideradas negativas, 3 (33,33%)
resultaram em inconclusivas e apenas 1 (11,11%) resultou positiva pela sorologia. Nao

houve qualquer concordancia entre os testes (indice Kappa = -0,0487).

Tabela 12 - Analise de concordancia entre sorologia anti-PGL1 e teste molecular de
Sybr Green para M. leprae entre 56 casos-indice de hanseniase e seus 317 contatos.
Para efeitos de calculo do fator kappa, amostras com 0 isotipos de anticorpos foram
consideradas negativas, aquelas com 1 isotipo de anticorpo foram consideradas
inconclusivas e as que apresentavam 2 ou mais isotipos de anti-PGL1 foram

consideradas positivas. continua
logi
. 'Soro Ogle.l . — Total
0 isotipos 1 isotipo 2 isotipos
. N 161 138 43 342
Negativo
Sybr
Green : N 16 5 1 22
Inconclusivo
Positivo N 5 3 1 9

Total N 182 146 45 373
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Tabela 12 - Analise de concordancia entre sorologia anti-PGL1 e teste molecular de
Sybr Green para M. leprae entre 56 casos-indice de hanseniase e seus 317 contatos.
Para efeitos de calculo do fator kappa, amostras com 0 isotipos de anticorpos foram
consideradas negativas, aquelas com 1 isotipo de anticorpo foram consideradas
inconclusivas e as que apresentavam 2 ou mais isotipos de anti-PGL1 foram
consideradas positivas. conclusao

indice Kappa = -0,0487
P =0,04

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Houve negatividade para 342 amostras testadas pelas técnicas
moleculares de Sybr Green e de Tagman® (Tabela 13). Entretanto, entre outras 29
amostras consideradas negativas pelo teste molecular de Tagman®, 21 amostras
(72,41%) resultaram inconclusivas e 8 amostras (27,58%) resultaram positivas pelo
teste molecular de Sybr Green. Entre 2 amostras consideradas inconclusivas pelo
teste molecular de Tagman®, 1 também resultou inconclusiva e 1 positiva pelo teste
molecular de Sybr Green. Nao houve qualquer concordancia entre os testes (indice
Kappa = 0,083; p < 0,001).

Tabela 13 - Analise de concordancia entre os testes moleculares de Sybr Green e de
Tagman® para M. leprae entre 56 casos-indice de hanseniase e 317 contatos.

Tagman®
. , Total
Negativo Inconclusivo
. N 342 0 342
Negativo
Sybr Green . Y ] 5o
Inconclusivo

Positivo N 8 1 9

Total N 371 2 373

indice Kappa = 0,083
p < 0,001

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Entre 16 amostras consideradas negativas pela sorologia (0 isotipos de
anticorpos), 15 delas (93,75%) foram negativas e 1 positiva (6,25%) pelo teste de
NATHANS (Tabela 14). De 100 amostras inconclusivas (presenca de 1 isotipo de

anticorpos) pela sorologia, todas resultaram negativas pelo teste de NATHANS. As
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amostras positivas (com presenca de 2 ou mais anticorpos; n = 27) pela sorologia
foram consideradas negativas pelo teste de NATHANS. N&o foi observada qualquer

concordancia entre os testes (indice kappa = -0,0085; p = 0,047).

Tabela 14 - Analise de concordancia entre a sorologia e o teste molecular de
NATHANS para M. leprae entre 9 casos de hanseniase e 134 contatos. Para efeitos
de calculo do fator kappa, amostras com 0 isotipos de anticorpos foram consideradas
negativas, aquelas com 1 isotipo de anticorpo foram consideradas inconclusivas e as
que apresentavam 2 ou mais isotipos de anti-PGL1 foram consideradas positivas.

Sorologia anti-PGL1

Oisotipos  1isotipo 2 ou mais Total
isotipos
N 15 100 27 142
Negativo
. N 0 0 0 0
Inconclusivo

NATHANS Positivo N 1 0 0 1

Total N 16 100 27 143

indice kappa= - 0,0085
p = 0,047

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Entre 143 amostras testadas pelos testes moleculares NATHANS e
Tagman®, 142 delas resultaram negativas por ambos os testes (Tabela 15); uma
resultou positiva pelo teste NATHANS, mas inconclusiva no teste de Tagman®. O

indice kappa revelou moderada concordancia entre os testes (K = 0,498; p < 0,001).

Tabela 15 - Analise de concordancia entre os testes moleculares de NATHANS e

Tagman® para M. leprae entre 9 casos de hanseniase e 134 contatos. continua
NATHANS
. . — Total
Negativo  Inconclusivo Positivo
. N 142 0 0 142
Negativo
. N 0 0 1 1
Inconclusivo
Tagman®
Positivo N 0 0 0 0
N 142 0 1 143

Total
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Tabela 15 - Analise de concordancia entre os testes moleculares de NATHANS e
Tagman® para M. leprae entre 9 casos de hanseniase e 134 contatos.  conclusdo
indice Kappa = 0,498
P<0,001

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Entre 143 amostras testadas pelos testes moleculares NATHANS e Sybr

Green, 135 delas resultaram negativas por ambos os testes; uma resultou positiva,

também por ambos os testes (Tabela 16). Entre 7 amostras que resultaram negativas

pelo teste NATHANS, 3 foram inconclusivas e 4 positivas pelo teste de Sybr Green. O
indice kappa revelou suave concordancia entre os testes (K = 0,215; p < 0,001).

Uma amostra de contato apresentou positividade nos testes de

NATHANS e de Sybr Green e resultou inconclusiva pelo Teste de Tagman®. Tratava-

se uma jovem de 13 anos de idade, contato intradomiciliar de caso de hanseniase

multibacilar. Ela apresentava auséncia de alteragdes clinicas e auséncia de anticorpos.

Tabela 16 - Analise de concordancia entre os testes moleculares de NATHANS e
Tagman® para M. leprae entre 9 casos de hanseniase e 134 contatos.
NATHANS

Total
Negativo Inconclusivo  Positivo ota
Negativo N 135 0 0 135
: N 4 0 0 0
Inconclusivo
Sybr
Green
Positivo N 3 0 1 0
Total N 142 0 1 143

indice kappa = 0,215

p < 0,001
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A seguir, alguns parametros foram estimados para os testes moleculares,
sendo eles especificidade diagndstica e sensibilidade diagndstica (SD).

Com o objetivo de se calcular a especificidade diagndstica, foram
analisados os dados obtidos de amostras de contatos sem qualquer alteragao clinica
(auséncia de lesdes e auséncia de espessamento de nervos) e com auséncia de anti-
PGLA1.
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Segundo a tabela 17, 147 amostras de contatos com auséncia de
alteragdes clinicas e auséncia de anticorpos foram testadas pelos testes de Tagman®
e Sybr Green, resultando em especificidades diagndsticas de 99,32% para o Teste de
Tagman® e de 88,44% para o teste de Sybr Green. O teste de NATHANS foi testado
em 15 amostras de contatos de hanseniase com auséncia de alteragdes clinicas e
auséncia de anti-PGL1. Nessas circunstancias, o teste de NATHANS obteve uma

especificidade diagnostica de 93,33%.

Tabela 17 - Parametro de especificidade diagndstica (ED) para os testes moleculares
de Tagman®, Sybr Green e NATHANS. Para tanto, foram testadas amostras de
contatos de hanseniase sem qualquer alteragdo clinica (auséncia de lesbes e
auséncia de espessamento de nervos) e com auséncia de anti-PGL1.

Tagman® (N = 147) Sybr Green (N = 147) NATHANS (N = 15)
Neg Inc Pos Neg Inc Pos Neg Inc Pos
(N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N)
146 1 0 130 13 4 14 0 1

ED =99,32% ED = 88,44% ED = 93,33%

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Com o objetivo de se calcular a sensibilidade diagndstica, foram analisados
os dados obtidos de amostras de casos de hanseniase multibacilar.

Segundo a tabela 18, 42 amostras de casos de hanseniase multibacilar
foram testadas pelos testes de Tagman® e Sybr Green, resultando em sensibilidades
diagndsticas de 0,00% para o Teste de Tagman® e de 2,39% para o teste de Sybr
Green. O teste de NATHANS foi testado em 9 amostras de casos de hanseniase
multibacilar. Devido a amostragem ter sido pequena, o parametro de sensibilidade

diagndstica néo foi calculado.

Tabela 18 - Parametro de sensibilidade diagndstica (SD) para os testes moleculares
de Tagman®, Sybr Green. Para tanto, foram testadas amostras de casos de
hanseniase multibacilar. Estdo mostrados os resultados de 9 amostras testadas pelo
teste de NATHANS.

Tagman® (N = 42) Sybr Green (N = 42) NATHANS (N = 9)
Neg Inc Pos Neg Inc Pos Neg Inc Pos
(N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N) (N)
42 0 0 40 1 1 9 0 0

SD = 0,00 % SD= 2,39% SD= n.c.

Fonte: Elaborada pela autora (2023). Obs: n.c. = ndo calculado.
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A seqguir, realizou-se um calculo estimado do valor preditivo positivo do teste
de Sybr Green, visto ter sido o unico teste que obteve o parametro de sensibilidade
diagnodstica. Assim sendo, tomou-se por base, como exemplo, 0 numero de casos de
hanseniase diagnosticados em Santana do Ipanema em 2023, que foi de 28 casos
em uma populagdo estimada de 46220 habitantes'. Considerando-se que a
sensibilidade diagndstica do teste molecular de Sybr Green é de 2,39% e que sua
especificidade diagnostica é de 88,4%, estimou-se que nessas circunstancias o valor
preditivo positivo do teste seria de 0,53%.

Nao foi possivel a realizacdo de calculos de regressdes logisticas para
verificar se a forma clinica e o tipo de contato eram preditores do diagndstico de
hanseniase pelos métodos de biologia molecular entre os contatos, uma vez que os

testes resultaram negativos para a grande maioria das amostras.

' Disponivel em: https://cidades.ibge.gov.br/brasil/al/santana-do-ipanema/panorama. Acesso em: 19
dez. 2024.
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5 DISCUSSAO

A hanseniase € uma doenga infecciosa ancestral que, ao longo do tempo,
perpetua o estigma associado aos pacientes (Maciel, 2018). Esse estigma acarreta
sérias repercussdes na qualidade de vida, impactando a saude mental dos individuos
que enfrentam rejeicdo social, discriminacdo, sequelas da doencga, preconceito,
desafios no ambiente profissional e nas relagdes sociais e familiares. Além disso, a
hanseniase é frequentemente vinculada a deformidades visiveis, ampliando ainda
mais o impacto negativo na vida dos afetados (Costa et al., 2022).

O Brasil persiste como um pais endémico, apresentando elevadas taxas de
detecgdo da doenga. Mesmo considerando o longo periodo de incubacao do bacilo,
ainda é observado o grau 2 de incapacidade fisica no momento do diagndstico, o que
indica um diagndstico tardio da doenga (Brasil, 2017). Outro ponto preocupante é a
presenca de criangas e jovens de até 15 anos sendo diagnosticados com hanseniase,
um indicativo de que a transmissé&o esta ativa na regido. Essas constatagbes apontam
para a necessidade de aprimoramento dos processos de diagnostico precoce da
hanseniase (Brasil, 2024).

O diagnéstico precoce desempenha um papel crucial, principalmente na
prevencao de sequelas irreversiveis associadas a hanseniase, as quais podem
ocorrer se a intervengado nao for rapida. Além disso, a antecipagdo do diagnédstico
contribui significativamente para reduzir a disseminacdo da doenca. Dado que os
individuos nao tratados com carga bacilar elevada sao a principal fonte de infeccéao,
liberando o M. leprae pelas vias aéreas superiores, o diagnostico precoce, aliado ao
tratamento eficaz, resultaria na diminuigdo da transmisséo e, por conseguinte, poderia
eventualmente levar ao controle da doenga (Brasil, 2017).

Apesar de existir outros testes auxiliares, o diagndstico da hanseniase é
realizado por meio da avaliagcdo dermatoneurologica (Brasil, 2017). Este método
apresenta varios fatores que podem resultar em diagndsticos tardios, sendo o mais
significativo o fato de as lesées cutaneas associadas a doenca serem frequentemente
confundidas com outras condicbes dermatoldgicas. Assim, uma identificagao eficiente
requer conhecimento e experiéncia por parte dos profissionais de saude (Neves et al.,
2021). Ha uma dificuldade adicional no que tange a avaliagdo em criangas, uma vez
que ha momentos em que se faz necessaria sua participacdo colaborativa,

circunstancia que nao ocorre principalmente naquelas mais jovens (Barreto et al.,
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2017).

Ha alguns testes subsidiarios que auxiliam no diagndstico, tendo sido eles
ja mencionados anteriormente, tais como a baciloscopia de raspado intradérmico. Seu
problema reside no fato de que, se houver auséncia do bacilo, a doenga nao é
descartada, o que torna mais dificultoso o processo de identificagdo. O mesmo ocorre
com a biépsia de lesdo. Quanto aos anticorpos anti-PGL1, especificos da hanseniase,
podem estar presentes em doentes e em contatos ndo doentes. Assim como pode
haver doentes com auséncia de anticorpos, principalmente aqueles com a forma
localizada da doenga (Brasil, 2022a).

Considerando a via de transmissao, a hanseniase apresenta maior risco
em situagcbes de contato prolongado, tornando os individuos que compartilham
moradia com pacientes um grupo de alto risco (Brasil, 2017). Nesse contexto, uma
abordagem eficaz para o diagndstico precoce € a implementacao da busca ativa, que
consiste no rastreamento sistematico desses conviventes de casos-indice de
hanseniase, independentemente da forma clinica, assim como na educacéo tanto da
comunidade como dos profissionais de saude (Brasil, 2024).

A busca ativa também inclui a verificagao do histérico de vacinagao contra
a BCG, administrando-se uma dose adicional em casos com registro de apenas uma
ou nenhuma vacina, com base no cartdo de vacinagao ou cicatriz vacinal. Além disso,
a avaliagdo dermatoneurologica dos contatos é realizada com minucia, visando
identificar precocemente os primeiros sintomas da doencga (Brasil, 2017).

Um desafio evidente € que, na pratica, a avaliagdo dos contatos se
concentra majoritariamente nos contatos intradomiciliares, excluindo uma
consideravel parcela da populacdo que, embora conviva com o caso-indice, néo é
submetida a avaliagao por ndo compartilhar a mesma residéncia. Moura et al. (2013)
destacaram, em seu estudo, a existéncia de uma relacdo significativa entre o
surgimento de novos casos em regides onde casos antigos multibacilares residiam,
ressaltando a relevancia da avaliagdo dos contatos peridomiciliares.

Ha alguns anos, nosso grupo de pesquisa acompanhou, durante 3 anos
seguidos, contatos de pacientes com hanseniase na faixa etaria de 4 a 15 anos de
idade em Santana do Ipanema (AL) (Nagao-Dias et al., 2019). Aqueles que
apresentavam lesdes suspeitas e foram diagnosticados com hanseniase durante o
periodo apresentaram uma frequéncia maior do isotipo IgG, levando-nos a sugerir que

se tratava de um marcador precoce da doenca. No mesmo trabalho, verificou-se que,
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no primeiro ano de acompanhamento, uma crianga apresentou positividade de IgA
sérica anti-PGL-1, passando a positivar também o isotipo IgG no segundo ano e, por
fim, o isotipo IgM. No terceiro ano, apresentou uma discreta lesdo hipocrémica com
alopecia e foi diagnosticada com hanseniase indeterminada.

Foi realizado um estudo com abordagem transversal com criangas entre 4
e 15 anos de idade em Canindé (CE). Em tal estudo, que veio a se constituir como o
primeiro subprojeto do presente trabalho (Albuquerque et al., 2022), verificamos que
a associagéo dos trés isotipos conjuntamente, ou seja, IgA, 19G e IgM anti-PGL1,
apresentava um alto valor preditivo positivo para a doenga.

Conforme as diretrizes do novo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas
(Brasil, 2022a), em situagdes em que contatos apresentam alteragdes suspeitas,
porém inconclusivas, é realizado o teste rapido para avaliar a presencga de anticorpos.
O teste rapido adotado pelo Sistema Unico de Saude (SUS) é o ML Flow, um ensaio
qualitativo imunocromatografico que detecta anticorpos IgM anti-PGL1 em amostras
de soro ou sangue total (Brasil, 2022a).

Embora, o teste sorolégico ndo possa ser utilizado isoladamente para o
diagnodstico da hanseniase, o Ministério da Saude comecga a emprega-lo como teste
subsidiario na identificacao de contatos de casos confirmados de hanseniase (Brasil,
2022).

Quando os contatos exibem alteracbes suspeitas, porém inconclusivas, e
obtém um resultado ndo reagente no teste soroldgico, € recomendado encaminha-los
para um centro de atencdo especializada. Nesse local, sdo conduzidos testes
adicionais, como a gPCR, a fim de aprofundar a avaliacdo diagnédstica. O Kit
NATHANS representa o teste de biologia molecular utilizado no Sistema Unico de
Saude (SUS) e, por ser realizado mediante bidpsias de lesdes ou nervos (Conitec,
2021), concentra-se predominantemente em individuos com lesdes ou alteragées nos
nervos e em contatos de casos confirmados de hanseniase com lesdes suspeitas.

Apesar do teste de NATHANS possuir alta especificidade e sensibilidade,
ainda permanece a urgéncia em desenvolver métodos capazes de efetuar
diagnosticos precoces, mesmo em individuos sem lesao de pele ou nervo espessado.
Além disso, ha interesse de se utilizar amostras menos invasivas para que o publico
em geral possa vir a se beneficiar do teste.

Ainda que a presenca de DNA de M. leprae possa ocorrer em amostras de

swab nasal em pacientes com hanseniase, sabe-se que 0 mesmo pode acontecer
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entre contatos, ou seja, naqueles que nao venham a desenvolver a doenga (Araujo et
al., 2016). Neste quesito, poderia se reflexionar sobre a viabilidade de seu uso em
seguimento de contatos.

Outra possibilidade avaliada foi a utilizagdo de amostras de sangue. A
literatura sustenta que a deteccdo de DNA de M. leprae no sangue de contatos
possivelmente revela que as bactérias ultrapassaram as barreiras mucosas e estao
circunstancialmente na circulagdo do organismo, uma vez que tém preferéncia por
locais de temperatura mais baixa, como as células da pele (Drutz, Chen, Lu, 1972). A
detecgdo da bactéria no sangue pode indicar um aumento significativo, de até 14,78
vezes, no risco de desenvolver a doenga (Reis et al., 2014). Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivo validar um método de biologia molecular utilizando DNA
extraido de sangue total, buscando desenvolver um teste que possa ser aplicado em
contatos intra e peridomiciliares de pacientes com hanseniase.

Qualquer teste laboratorial necessita de uma validagao para que haja uma
maior eficiéncia e credibilidade em sua utilizacdo na rotina laboratorial. No caso da
PCR, o primeiro passo apds a escolha do gene alvo € o desenho do iniciador. Os
iniciadores, ou primers, sao responsaveis pela especificidade do teste molecular, pois
eles limitam a sequéncia do DNA que deve ser replicada (Valones et al., 2009). Cada
primer deve indicar apenas um sitio de amplificagao para a enzima DNA polimerase
e, portanto, deve ser complementar apenas in loco da regido de interesse. Caso isso
nao ocorra, produtos de PCR ou amplicons ndo desejados serédo produzidos (Lexa;
Horak; Brzobohaty, 2001).

Apos realizar uma pesquisa com relagao a possiveis alvos de M. leprae em
artigos académicos buscados em sites como Google Académico, Pubmed, Lilacs e
Scielo, foi decidido usar primers de 2 regides, séo elas: 16S rRNA (Martinez et al.,
2009) e RLEP (Truman et al., 2008). O alvo 16S rRNA foi escolhido por se tratar de
uma regido conservada entre as espécies do género Mycobacterium. A regido RLEP
€ uma regiao especifica do M. leprae e, por ser uma regiao de repeticdo, uma unica
fita de DNA do bacilo possuiria mais de um local para anelamento dos primers.

Como mencionado anteriormente, com relacdo ao alvo RLEP, decidimos,
no presente trabalho, adicionar um par de sequéncias (ao qual denominou-se RLEPa),
além daquele proposto por Truman et al. (2008): RLEPb. Para tanto, foi utilizado o
programa Primer Express® 3.0. A ideia inicial era propor uma sequéncia adicional que

se mostrasse também especifica para M. leprae, de modo a aumentar a confiabilidade
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no teste molecular estabelecido, seja por Sybr Green ou Tagman®.

Ao desenhar um primer, alguns critérios devem ser obedecidos. O tamanho
deve ser por volta de 15 a 30 nucleotideos, pois primers pequenos apresentam baixa
especificidade analitica no teste, mas aqueles com sequéncias grandes podem
diminuir a eficiéncia da PCR. O percentual de guanina-citosina (%GC) deve estar
entre 30% e 80% (Rodriguez et al., 2015). Apesar de percentuais maiores oferecerem
maior estabilidade ao primer, ao mesmo tempo podem causar dificuldades na etapa
de desnaturagdo dos amplicons. Tal fato ocorre porque as bases nitrogenadas
guanina e citosina realizam trés ligagdes de hidrogénio, enquanto entre adenina e
timina ha apenas duas ligagdes. Dessa forma, quanto maior for a quantidade de
guanina ou citosina em um primer, maior seria 0 numero de ligagdes de hidrogénio e,
consequentemente, mais energia seria necessaria para a quebra dessas ligagbes e
dissociagao das fitas duplas (Rodriguez et al., 2015).

Foi realizada uma andlise dos primers e das sondas no BLAST para
verificacdo da especificidade in silico com o M. leprae. O BLAST apresenta as 100
sequéncias com as maiores coberturas de alinhamento, sendo que estas sequéncias
estdo presentes no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Quanto aos primers e sonda do RLEPa e RLEPDb, quando alinhados ao
BLAST, apresentaram 100% de alinhamento para DNA de M. leprae. As curvas de
amplificacdo demonstraram especificidade para DNA de M. leprae tanto pelo método
de Sybr Green (Figura 8), como pelo método de Tagman® (Figura 9). Nao houve
amplificacéo para os DNAs das demais micobactérias e outros géneros de bactérias.

Quanto a sequéncia 16S rRNA, o BLAST néo realizou as analises de
escore maximo, cobertura de identidade, valor E com relacdo a M. leprae. Uma
possivel explicacdo seria que o sistema escolhe os 100 melhores perfis de
alinhamento para realizar analise. Como vimos na Tabela 2, 16S rRNA apresentou
100% de perfil de identidade com M. tuberculosis e Mycobacterium sp. 1sso decorre
do fato de que se trata de uma regiao altamente conservada dentre as micobactérias.
Podemos verificar, nas Figuras 8 e 10, que houve amplificacdo para DNA de M. leprae
pelo método de Sybr Green, utilizando-se como primer 16S rRNA, assim como para
DNA de outras micobactérias testadas, mas ndo com outros géneros de bactérias. No
entanto, quando se utilizou a sonda 16S rRNA pelo método de Tagman®, houve
amplificacdo apenas para M. leprae, e nao para as demais micobactérias.

O corante Sybr Green é um fluoréforo que se intercala apenas em fitas
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duplas. Desta forma, a cada duplicacdo de DNA, o corante se intercala, liberando
fétons, que sao identificados pelo detector de fluorescéncia do aparelho. Apesar de
ter menor custo, o Sybr Green tem a grande desvantagem de ser um fluoréforo
inespecifico por se ligar em qualquer fita dupla (Arya et al., 2005).

Apesar de ser mais caro quando comparado ao Sybr Green, o método
Tagman® é mais especifico. A sonda de hidrdlise é uma sequéncia de DNA assim
como os iniciadores, entretanto, contém um fluoréforo na extremidade 5 e um
quencher (silenciador) na extremidade 3’. Quando a sonda esta intacta, o quencher
faz com que a emissao de fluorescéncia seja minima. No entanto, na presencga da
sequéncia complementar, ha anelamento com os primers. Nessa etapa, a sonda se
hibridiza a fita molde de DNA e, em seguida, a um dos primers. Desse modo, a Taq
polimerase inicia a amplificacdo da nova fita de DNA no sentido $'-3' e, durante esse
processo, a enzima encontra a sonda que esta no sentido 3'-5'. Assim, ela inicia sua
funcao exonucleasica, quebrando a sonda para continuar a formag¢ao da nova fita de
DNA. Quando os componentes sdo separados, ha liberacdo do fluoréforo e emissao
da fluorescéncia (Arya et al., 2005).

A proposta de se empregar a sequéncia 16S rRNA baseou-se no fato de
que esta presente apenas em micobactérias viaveis e, uma vez que se trata de uma
unidade bastante conservada no género das micobactérias, poderia assegurar uma
sensibilidade maior ao teste.

Uma outra caracteristica importante que deve ser definida durante a
validacdo de um método de PCR ¢é a temperatura de anelamento, uma vez que se a
temperatura for muito baixa pode ocorrer a formagao de amplificagdes nao especificas
(Bornet; Branchard, 2001). As temperaturas de anelamento podem variar muito entre
as metodologias, uma vez que, idealmente, devem ser trés a cinco graus abaixo da
temperatura de dissociacao dos primers (Gomes; Mendes; Lima, 2012).

A definicdo de temperatura de dissociagao € a temperatura em que uma
dada amostra possui metade das suas fitas duplas de DNA na forma dissociada e a
outra metade na forma de fita dupla (Morgante; Blawid, 2016). Essa temperatura de
dissociagcao é especifica para cada primer, pois depende principalmente de dois
fatores: seu tamanho e sua sequéncia de nucleotideos (Loeffelholz; Dong, 2012;
Rodriguez et al., 2015). No presente estudo, as temperaturas de dissociacdo dos
primers RLEPa, RLEPb e 16SrRNA foram de 85,0°C, 81,5°C e 82,5°C,

respectivamente.
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A temperatura de dissociagao € fundamental para distinguir os amplicons
formados. Ao utilizar um corante intercalante de fita dupla, como o Sybr Green, a
fluorescéncia € emitida na presenca de qualquer fita dupla, quando o corante esta
intercalado na estrutura. Dada a falta de especificidade em relacdo a um amplicon
particular, torna-se necessario um método para diferenciar a origem dessa emissao
de fluorescéncia. Esse procedimento de diferenciagdo € conhecido como Curva de
dissociagdo, uma vez que ira distinguir as temperaturas de dissociagdo dos amplicons
dos primers especificos daqueles dos dimeros de primers ou de amplicons
inespecificos (Ririe; Rasmussen; Wittwer, 1997; Arya et al., 2005).

A curva de dissociagdo gera um grafico de fluorescéncia em fungao da
temperatura, mas ha outra maneira de visualizar esse grafico, denominada curva do
pico de dissociagdo. A curva do pico de dissociacdo € formada pela férmula (-
ARN)/ATemp em relagao a temperatura e, em comparagédo com a curva de dissociagao,
oferece a vantagem de eliminar a interferéncia da temperatura e de qualquer
fluorescéncia nao relacionada a amplificacdo do DNA (Ririe; Rasmussen; Wittwer,
1997). Este grafico apresenta elevag¢des, chamadas de picos, e cada uma delas
representa um amplicon distinto. O ponto no eixo X, correspondente ao pico dessa
elevagao, é a temperatura de dissociagao do amplicon. Se o grafico de uma reacao,
com apenas um par de primers, exibir apenas um pico ao longo de todo o grafico, isso
indica a producao de apenas um amplicon. No entanto, se houver dois ou mais picos,
significa que cada um desses picos representa a temperatura de dissociagdo de um
amplicon diferente, indicando que os primers nao sao especificos (Morgante; Blawid,
2016). Esta observacao nao ocorreu em nossos testes. Todos apresentaram um unico
pico de dissociagao, especifico para cada primer empregado.

A visualizagdo de picos em controles negativos, como agua, pode indicar
contaminagdo do ambiente da prépria agua, como também possiveis
inespecificidades causadas pelos proprios primers (Morgante; Blawid, 2016). Essas
inespecificidades acontecem quando os primers formam dimero de primer ou hairpin,
podendo diminuir a eficiéncia ou mesmo inutilizar toda a reagao da PCR, pois impede
a ligagao dos primers com a fita molde e, assim, nao é possivel que a Taq polimerase
dé inicio a amplificagdo da nova fita de DNA (Rodriguez et al., 2015; Kubista et al.,
2006).

Os dimeros de primers sdo formados quando ha o anelamento

intermolecular entre primers. Os primers podem se anelar com o mesmo primer ou
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com um primer diferente, sendo chamados de homodimeros e heterodimeros,
respectivamente. Hairpins acontecem quando ha o anelamento intramolecular de um
primer e ele adquire um formato conhecido como grampo de cabelo. Essas
sequéncias s6 se tornam um problema quando elas se anelam em temperatura
proxima a temperatura de anelamento dos primers, impedindo o anelamento dos
primers a fita molde (Wang; Seed, 2003; Queiroz et al., 2017). Tal ocorréncia nao foi
observada em nossos testes.

No presente estudo, a média de eficiéncia das curvas padrdes no protocolo
de Sybr Green para RLEPa foi de 102,6%, para RLEPb, de 102,9% e para 16S rRNA,
de 101,4%, um pouco acima da faixa considerada ideal, ou seja, entre 90% e 100%
(Rodriguez et al., 2015). Quanto ao slope, a média foi de -3,264 para RLEPa, -3,258
para RLEPD e -3,296 para 16S rRNA, estando dentro da faixa ideal de -3,100 e -3,600
(Rodriguez et al., 2015). Quanto a linearidade, ou r?, a média foi de 0,996 para todos
os primers, de acordo com o desejavel, ou seja, acima de 0,990 (Rodriguez et al.,
2015).

Para a validagdo do método, € necessario também realizar a etapa da curva
padrdo. Para analisar a curva padrao, € importante observar 3 variaveis: a eficiéncia
da curva (E), a linearidade (r?) e o slope (coeficiente angular da reta). A eficiéncia de
100% significa que duas cépias sdo amplificadas por ciclo, o qual esta diretamente
relacionado com o slope. Este representa a inclinacdo da reta formada pela curva
padrdo. ldealmente, a curva padrao deve ser realizada em triplicata com uma amostra
positiva em diluicdo seriada, sendo necessario pelo menos 5 concentragdes diferentes
(Green; Sambrook, 2018).

A média de eficiéncia das curvas padrées no protocolo de Tagman® para
RLEPa foi de 92,8%, para RLEPD, de 98,1% e para 16S rRNA, de 96,8%, dentro da
faixa esperada de 90% a 100%. Quanto ao slope, a média foi de -3,508 para RLEPa,
-3,372 para RLEPbD e -3,401 para 16S rRNA, estando dentro da faixa ideal de -3,100
e -3,600. Quanto a linearidade, ou r?, a média foi de 0,999 para RLEPa, 0,998 para
RLEPD, 0,997 para 16S rRNA, de acordo com o desejavel, ou seja, acima de 0,990
(Rodriguez et al., 2015).

Quanto a sensibilidade analitica dos protocolos de Sybr Green e Tagman®,
os testes para 16S rRNA mostraram-se bem menos sensiveis do que para RLEPa e

RLEPb. Foram encontradas as sensibilidades analiticas de 97,66 fg/uL para 16S rRNA
e de 1,53 fg/uL para RLEPa e RLEPb. Nossos testes apresentaram limites de
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detecgdo semelhantes aos encontrados por Martinez et al. (2009) e Truman et al.
(2008), os quais empregaram os alvos 16S rRNA e RLEP. Segundo os autores, 0s
testes apresentaram sensibilidades analiticas de até 100fg para o 16S rRNA e 10fg
para o alvo RLEP, respectivamente.

O grafico da curva de amplificagdo possui dois valores chamados de
baseline e threshold. O baseline € o menor valor de fluorescéncia que o equipamento
consegue detectar. O threshold é um valor definido automaticamente pelo programa,
como dez vezes o valor do desvio padrdo do baseline, e fluorescéncia abaixo desse
valor ndo sao consideradas amplificacées verdadeiras, sendo chamadas de ruidos.
Apesar de ser inicialmente predefinido pelo programa, o threshold normalmente é
alterado manualmente, sendo definido pela validacdo do método, e deve estar
localizado na fase exponencial. O momento em que a curva passa pelo threshold e
passa a ser considerada uma amplificacdo verdadeira € chamado de Ciclo de
Quantificagéao (Cq) (Arya et al., 2005).

Como a leitura da fluorescéncia é realizada a cada ciclo, a curva pode
atravessar o exato valor do threshold no eixo Y entre leituras de dois ciclos e, portanto,
€ possivel que o valor de Cq seja um numero decimal. O Cq é inversamente
proporcional a quantidade inicial de DNA presente na amostra, portanto quanto maior
a concentragao inicial, menor sera o Cq e vice-versa (Arya et al., 2005). O cut-off em
nosso estudo foi considerado segundo o Cq obtido para cada alvo. Assim sendo, 0s
cut-off foram de 36 ciclos para RLEPa, 35,5 ciclos para RLEPb, 35 ciclos para 16S
rRNA. Dessa forma, para que a amostra seja considerada positiva, ela deveria
apresentar um Cq menor que o cut-off do teste. Cq acima do cut-off seria considerado
indeterminado.

Ap0s a validagéo dos testes, seguiu-se ao seu emprego para avaliagao dos
casos-indice de hanseniase e contatos.

Quanto aos casos, foram incluidos tanto aqueles que ainda n&o haviam
iniciado o tratamento, como aqueles que se encontravam em tratamento, assim como
aqueles ja tratados. Nao foi possivel selecionar apenas aqueles que nao haviam
iniciado tratamento devido a pequena amostragem. Também €& importante ressaltar
que nem todo individuo que apresenta hanseniase obrigatoriamente possui
espessamento de nervos e, como a equipe nao contava com um dermatologista, as
criangas nado puderam ter o diagnostico de hanseniase confirmado. Estes foram

fatores limitante do estudo.
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Quanto ao perfil clinico-demografico dos contatos, pode-se verificar que 36
entre os 317 contatos (11,4%) avaliados no aspecto dermatoneurolégico
apresentaram lesdes de pele suspeitas. Desses, 5 (1,6%) apresentam nervo
espessado.

Inicialmente, comparando-se apenas a sorologia e os testes moleculares
de Tagman® e Sybr Green, nao foi observado similaridade entre as frequéncias de
positividade. Podemos especular que a sorologia e o teste de Tagman® apresentaram
frequéncias similares de positividade, principalmente entre os contatos (0,75% em
ambos).

De fato, quando submetemos a analise de concordancia entre os testes,
verificamos indices Kappa negativos ou préximos a zero, demonstrando uma auséncia
de correlagdo entre eles. Os unicos testes que apresentaram alguma concordancia
entre si foram entre o teste NATHANS com os testes Sybr Green e Tagman®, sendo
concordancias moderada e suave, respectivamente.

Santos et al. (2018) observaram que a positividade entre contatos que nao
possuiam lesdo ou anticorpos foi de 8,6% (3/35). Se levarmos em conta de que esse
dado pudesse ser tratado como valor falso positivo, 0% (0/147) foi encontrado no teste
de Tagman®, 2,72% (4/147) foram encontrados no teste de Sybr Green, 6,67% (1/15)
no teste de NATHANS.

Os mesmos autores encontraram teste molecular positivo em 40,6%
(71/175) dos individuos entre contatos sem lesdo e com sorologia positiva. Para
efeitos de comparacao, consideramos aqueles que apresentaram sorologia positiva
para apenas 1 isotipo de anticorpo. Houve 0% (0/110) de positividade no teste de
Tagman®, 2,73% (3/110) no teste de Sybr Green, 0% (0/84) no teste de NATHANS.

Em termos de especificidade diagndstica, foi observado que todos os trés
testes de biologia molecular apresentaram alta especificidade, sendo o Tagman® o
método com maior especificidade (99,32%), seguido do kit NATHANS (93,33%) e, por
ultimo, Sybr Green (88,44%). Quanto a sensibilidade diagndstica, apenas foi possivel
ser calculada para o método de Sybr Green, o qual apresentou uma baixa
sensibilidade (2,39%).

Embora ndo tenha uma relevancia no presente trabalho de discutir sobre
os valores preditivos positivos e negativos dos testes, visto que nao foi realizado um
estudo de seguimento dos contatos, iremos realizar algumas especulagbes com base

nos valores encontrados.
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A partir dos dados obtidos, apenas foi possivel obter o valor preditivo
positivo para o teste de Sybr Green. Entretanto, ele apresentou um valor sofrivel de
0,53%.

Os dados revelam a complexidade de quando se trata de comparar os
testes moleculares, seja entre os estabelecidos no laboratério, seja com aqueles ja
disponiveis para diagnéstico. E importante, neste aspecto, ressaltar que o kit
NATHANS esta aprovado para uso em biopsias de lesao.

O estudo de Gongalves et al. (2023) apresenta uma comparagéo de
diferentes kits comerciais de qPCR para detec¢do de bactérias causadoras de
meningite bacteriana. Esses kits foram comparados com o ensaio molecular in house
mqPCR/IAL realizado de rotina pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), o qual € um laboratério
de referéncia para diagnostico de meningite bacteriana. Foi observado que os trés kits
comerciais, ALLPLEX™, VIASURE™ e XGE, apresentaram coeficiente Kappa com
grande concordancia quando utilizada uma amostra de liquido cefalorraquidiano
(LCR), sem esses valores de Kappa de 0,796, 0,679 e 0,774, respectivamente.
Entretanto, apenas um dos trés kits (VIASURE™) testados para soro apresentou
concordancia quase perfeita (k = 1,000) quando comparado com o teste molecular de
rotina.

No estudo de Martinez et al. (2011), é apresentada a validagdo do RLEP e
do 16S rRNA. A validacao foi realizada com amostras de biépsia de pele de casos e
individuos sem contato com hanseniase. Foi possivel observar que a sensibilidade
diagnéstica e a especificidade diagndstica foram de 91,5% e 73,3%, respectivamente.
E importante ressaltar que os autores realizaram o estudo com bidpsias de pele. Da
mesma forma, o kit NATHANS foi estabelecido para bidpsias de pele. Para casos
paucibacilares, a sua sensibilidade diagndstica é de 57% (41,1% - 70%), enquanto a
especificidade é de 90% (85% - 95%). Ja para os multibacilares, a sua sensibilidade
diagndstica é de 80% (70% - 90%), enquanto a especificidade é de 95% (90% - 100%)
(Conitec, 2021).

Manta et al. (2020) realizaram o ensaio de qPCR em casos e avaliagao de
positividade utilizando varios kits de extracao e diferentes tipos de amostras, dentre
eles o sangue total. AqPCR foi realizada utilizando os mesmos primers para 16S rRNA
que o presente estudo. Foi observado que, para o melhor kit de extracdo constatado
pelo estudo, a positividade em amostras de sangue total dos casos MB e PB foi de

17% e 0%, respectivamente. No estudo de Silva et al. (2017), foi realizada uma
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validacao de dois métodos de PCR para o mesmo alvo, o RLEP. As amostras
bioldgicas escolhidas foram de swab nasal e verificou-se que a reagao com os primers
Ip1 e Ip2 obteve uma sensibilidade de 82,35%, enquanto a especificidade diagndstica
foi de 22,22%. Por outro lado, o método utilizando os primers R5 e R6 apresentaram
sensibilidade diagndstica de 46,15% e especificidade diagnostica de 51,85%.

Por fim, procuramos avaliar se teria algum fator preditor de doenca pelos
testes moleculares, como tipo de contato e forma clinica do caso-indice. No entanto,
nao foi possivel realizar os testes a partir dos resultados obtidos.

Houve diversos fatores limitantes durante a pesquisa, dentre os quais a
auséncia de um médico na equipe, a limitagao financeira, a gestdo dos municipios e
a pandemia do COVID-19, que impossibilitou o intuito inicial de realizar um
acompanhamento com essas criangas e jovens ao longo de 3 anos.

No presente trabalho, foi possivel estabelecer dois métodos moleculares
para DNA de Mycobacterium leprae que se mostraram sensiveis, especificos e
reprodutiveis utilizando trés primers: RLEPa, RLEPb e 16S rRNA. No entanto, nao
podemos considerar ainda que, no caso de amostras de sangue total, possam ser
utilizados para seguimento de contatos, pois o0 estudo atual mostrou total discrepancia

entre os métodos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Como reflexdo importante sobre o presente trabalho, observa-se que
ocorreram uma seérie de fatores limitantes relacionados a selegao da casuistica, seja
entre os contatos, seja entre os casos. Para calculos dos parametros intrinsecos e
extrinsecos de validagao dos testes seria necessario incluir uma populagao residente
em areas nao endémicas sabidamente ndo doentes e casos-indice multibacilares e
paucibacilares n&o tratados em maior numero. No entanto, é primordial ressaltar que
os meétodos para deteccdo de DNA de M. leprae encontram-se estabelecidos,
podendo ser futuramente empregados em estudos de pesquisa para validagcao de seu
uso de swab nasal, de bidpsias e em amostra de sangue, sendo que nesta ultima pode
ser interessante a coleta de mais de uma amostra em momentos diferentes, na

tentativa de melhorar a sensibilidade.



81

7 CONCLUSOES

Inicialmente, o presente estudo estabeleceu dois métodos de biologia
molecular Tagman® e Sybr Green para DNA de Mycobacterium leprae, apresentando
adequadas sensibilidade e especificidade analiticas, além de boa reprodutibilidade,
utilizando duas sequéncias de RLEP e uma de 16S rRNA como iniciadores.

Embora tenha sido possivel detectar a presenca de M. leprae tanto em
casos como em contatos, os testes moleculares ndo apresentaram correlagdo entre
si, tampouco com a sorologia. Houve uma leve concordancia entre teste de NATHANS
com os testes de Tagman® e Sybr Green.

Nao foi possivel realizar testes para verificar qualquer associagdo com
relagado entre os testes moleculares e os contatos menores de 15 anos no que diz

respeito a lesées suspeitas, tipo de convivio e forma clinica dos casos-indice.
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APENDICE A —- QUESTIONARIO DO CONTATO

Questionario do
Contato

* Required

Latitude

Your answer

Longitude

Your answer

Numero de contatos na mesma casa

Your answer
Nome do contato 1*

Your answer

Data de nascimento contato 1*

Date

Cidade 1*

Your answer

Nome do Contato 2

Your answer

Data de nascimento 2

Date
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Cidade 2

Your answer

Nome do Contato 3

Your answer

Data de nascimento 3

Date

Cidade 3

Your answer

Cadigo do Contato

Your answer

Logradouro

Your answer

Numero

Your answer

Bairro

Your answer

Telefone

Your answer

Nome do Agente de Saude *

Your answer

Next
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Questionario do
Contato

Contato com o caso indice

Vocé conhece alguém que teve ou tem
hanseniase?

O sim
O Nao

Nome do caso indice (fornecido pelo
SINAN)

Your answer

Forma clinica do caso indice

O Paucibacilar
O Multibacilar

O N&o mencionado na ficha do SINAN

Tipo de contato com o caso indice
Pai/mae

filho/filha

irmao/irma

sobrinho (a) /tio (a)

vizinho

amigo

Neto (a)

Primo (a)

Q000000000

Other:

Tipo de contato

n O intradomiciliar
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Tipo de contato

(O intradomiciliar

O peridomiciliar

Frequéncia de contato

O diéria
O semanal

O esporadica

Distancia, em numero de casas (ou em
metros) do caso indice

Your answer

Observagoes

Your answer

o
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FacuLpaDe DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , aceito
que , menor sob minha
responsabilidade, estd sendo convidado para participar da pesquisa Detecgdo precoce de casos de hanseniase
entre jovens abaixo de 15 anos de idade através do auxilio de marcadores imunaoldgicos e moleculares,
sobre andlise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
estd presente na saliva e no sangue. Esta andlise serd realizada uma vez por ano durante 3 anos. Este estudo
é importante para quem mora com uma pessoa que tem hanseniase e vai ser importante para ver se ele (a)
tem risco de desenvolver a doenga. Aceito também responder a um questionario relacionado a ele (a), nossos
familiares e ao paciente com quem moramos. Estou de acordo que no momento da coleta, ele (a) seja
examinado (a) para se verificar se ndo tem nenhuma mancha suspeita. Serdo coletados saliva (1 mL), sangue
{2 tubos com 3 mL cada). Na coleta de sangue, ele (a) podera sentir uma leve dor por causa da picada da
agulha. Todos os procedimentos serdo realizados por pessoas capacitadas.

Caso algum resultado esteja alterado, ele (a) serd encaminhado (a) para o posto de saude.

1. Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar que ele (a) participe do estudo?

Como beneficio, ele (a) terd oportunidade de ser acompanhado (a) durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avallar se ele (a) adquiriu ou n3o a doenga. Com isto, ele (a) pord ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condicdes do que ele (a). Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratorials ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos provar que ha uma estreita
associagdo entre a positividade dos pardmetros imunoldgicos efou moleculares e associagdo com o risco de
desenvolvimento da hanseniase, serd um grande beneficio para o menor e para outros jovens e criangas.

Riscos da realizagdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registros em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras bicldgicas. Contudo alguns desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do pracedimento de (garrote) e pungdo venosa poderd ser sentida. Garantimos que em
nenhum momenta haverd risco para do participante contaminar-se com gualquer doenga.

II. Quando ele (a) ndo pode participar do estudo?
N&o ha contra-indicagbes para ele (a) participar do estudo

Nds, pesquisadores, garantimos que:

% Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatdrios, resumos,
publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa ndo divulgara a identidade dos participantes.

% 0Os dados dos participantes sero mantidos sob sigilo. No final da pesgquisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso seja necessdrio, os participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.

%+ E garantida aliberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituicao.

TCLE vers3o 4, data 11/09/2018
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% Egarantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

<+ Despesas e compensagies: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. N3o hd compensagao financeira relacionada a sua participagao.

% A qualguer momento vocé podera recusar a participa¢do do menor sob sua responsabilidade.

“* Vocé receberd uma via do TCLE, caso seja desejado.

<+ A entrevista serd de aproximadamente 15 minutos e conterd 10 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
gue minha perticipogio é isento de despesos. Concordo wvoluntariomente que o menor sob minha
responsabilidade participe deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu passa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou duvidas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas a
pesquisa, vocé poderd falar com a coordenadora do projeto (Prof2 Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone 85-
3366.8270 ou 85-999618435, Universidade Federal do Ceard = Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210).

pr -
Cidade Data da assinatura
do termo

Nome do
responsdvel

Impressdo digital do

responsavel
Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitagdo do responsavel

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou divida, sobre a sua participagdo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Ftica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo
Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Hordrio: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢
a instincia da Universidade Federal do Ceard responsdvel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éticos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. Att., CEP/UFC/PROPESQ (85) 33668344/8346

TCLE versdo 4, data 11/09/2018
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APENDICE C — TERMO DE ASSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Termo de Assentimento para Sujeitos de 08 a 15 anos de idade completos

Titulo do estudo: Detecgdo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
através do auxilio de marcadores imunoldgicos @ moleculares.
Eu, , aceito participar da pesquisa
sobre andlise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
estd presente na saliva e no sangue. Esta andlise serd realizada anualmente por 3 anos. Este estudo é
importante para quem mora com uma pessoa que tem hanseniase e vai ser importante para ver se tenho
risco de desenvolver a doenga. Meus responsdveis j& estdo informados sobre o conteddo da pesquisa. Aceito
também responder a um questiondrio relacionado a mim, meus familiares e ao paciente com guem moro.
Estou de acorde que no momento da coleta, eu seja examinado para se verificar se ndo tenho nenhuma
mancha suspeita e dorméncia. Serdo coletados saliva (1 mL) e sangue (2 tubos com 3 mL cada). Na coleta de
sangue, poderei sentir uma leve dor por causa da picada da agulha. Todos os procedimentos serdo
realizados por pessoas capacitadas.
Caso algum resultado esteja alterado, vocé sera encaminhado para o posto de satde.

I. Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar participar do estudo?

Como beneficio, vocé terd a oportunidade de ser acompanhado durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se vocé adquiriv ou ndo a doenga. Com isto, vocé poderd ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condigdes do que vocé. Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratoriais ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos provar que ha uma
estreita associagdo entre a positividade dos pardmetros imunoldgicos efou moleculares e associagdo com o
risco de desenvolvimento da hanseniase, sera um grande beneficio para o menor e para outros jovens e
criangas.

Riscos da realizacdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registro em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras biolégicas. Contudo alguns desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do procedimento de (garrote) e pung3o venosa podera ser sentida. Garantimos gue em
nenhum momento havera risco para do participante contaminar-se com gualquer doenga.

Il. Quando ndo passo participar do estudo?

N3o ha contra-indicagdes para vocé participar do estudo

Nos, pesquisadores, garantimos que:

+#+ Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatérios, resumos,
publicages cientificas e o grupo de pesquisa nao divulgara a identidade dos participantes.

# 0Os dados dos participantes serdo mantidos sob sigilo. No final da pesquisa ou mesmo durantea
pesquisa, caso seja necessario, os participantes poderdo ter acesso 3os resultados individuais.

< E garantida aliberdade da retirada do consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituigao.

<+ Egarantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

#+ Despesas e compensagbes: ndo ha despesas pessoais para o participante em gualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. N3o ha compensagao financeira relacionada a sua participacio.

“ Vocé é livre para decidir se participard ou n3o.Se vocé n3o quiser participar nio vai ter nenhum
problema e vocd continuard seu acompanhamento na sua Unidade de Sadde do mesmo modo. Se vocé

Versdo Termo assentimento 3, data 29/08/2018
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aceitar participar, voc@ poderd voltar atrds e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualguer momento.

A qualguer momento vocé poderd recusar sua participagdo.

% Vocé receberd uma via do termo de assentimento, caso seja desejado.

%+ Aentrevista sera de aproximadamente 15 minutos e conteral0 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado o respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim sobre o estudo acima. Ficarom claros para mim quois so os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, as garantios de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro tambem que minha participagdo € isenta de despesas. Concordo voluntariomente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento o quolguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou dividas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas
a pesquisa, vocé podera falar com a coordenadora do projeto (Prof2 Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou 85-999618435, Universidade Federal do Ceara — Rua Capit3o Francisco Pedro, 1210).

Data do
preenchimento

Cidade

Nome do
participante

Impressdo digital do
participante

Assinatura de aceitag3o do participante

Impressdo digital do
respansdvel

Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitagdo do responsavel

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida, sobre a sua participagdo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo
Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Hordrio: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢
ainstincia da Universidade Federal do Ceard responsidvel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éicos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. Att, CEP/UFC/PROPESQ (85) 33668344/8346
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APENDICE D - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plotaforma
CEARA/ PROPESQ %Gﬂ

Continuacdo do Parecer: 532.850

positividade para M. lepromatosis nas amostras positivas de PCR; Realizar seguimento clinico-laboratorial
anual dos contatos durante dois anos; Associar os parametros laboratoriais com o desenvolvimento da

doenca.

Avaliagado dos Riscos e Beneficios:

Risco: desconforto das coletas de sangue da mucosa nasal.

Beneficio: Os testes realizados poderé&o avaliar o risco de aquisicdo da doenga entre os contatos de
portadores de hanseniase.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo de coorte em um periodo de seguimento de dois anos apos o ingresso
no estudo com contatos de portadores de hanseniase com as formas clinicas paucibacilar ou multibacilar
abaixo de 15 anos de idade notificados nos dltimos trés anos, cujos responsaveis consintam em que
participem do estudo. Foram selecionados os municipios onde as equipes estardo devidamente capacitadas
para realizar exames dermato-neurologico (com objetivo de se realizar busca ativa de hanseniase entre os
contatos intradomiciliares abaixo de 15 anos de idade). Dentro desses critérios, foram eleitas quatro cidades
em Alagoas, ou seja,Rio Largo, Santana de Ipanema, Arapiraca, onde o grau de endemicidade é

considerado alto ou hiperendémico e uma cidade no Ceara, ltaitinga (hiperendémico).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foram apresentados adequadamente: carta de encaminhamento, folha de rosto, curriculo do pesquisador,

anuéncia dos pesquisadores, cronograma, orgamento, anuéncia dos municipios, refez O TCLE e termo de
assentimento.

Recomendagodes:

Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Né&o se aplica.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Né&o

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: /0.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (89)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plotaforma
CEARA/ PROPESQ %ﬂﬂ

Continuacdo do Parecer: 532.850

FORTALEZA, 18 de Fevereiro de 2014

Assinador por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA

(Coordenador)
Enderego: Rua Cel Nunes de Melo, 1127
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: £0.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3365-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plataforma
CEARA/ PROPESQ %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deteccéo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
residentes em municipios de Alagoas e Itaitinga, CE.

Pesquisador: Aparecida Tiemi Nagao Dias

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 11709213.9.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 532.850
Data da Relatoria: 18/02/2014

Apresentagdo do Projeto:

o presente projeto visa realizar um estudo prospectivo a partir de contatos abaixo de 15 anos de idade,

durante dois anos a partir do ingresso no projeto, com objetivo de se associar os parametros imunolagicos
e/ou moleculares com o risco de desenvolvimento da doenga. A escolha dos municipios foi feita com base

em apoio técnico e logistico oferecido pelos servigos de saude locais.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar o risco de aquisic&o da doenca entre contatos de portadores de hanseniase abaixo de 15
anos de idade através de parametros clinicos, imunologicos e moleculares diagnosticados nos ultimos trés
anos em municipios de Alagoas e em ltaitinga, CE.

Especificos: Avaliar o perfil clinico e demografico dos casos de hanseniase nos municipios diagnosticados
nos ultimos trés anos nos municipios; Realizar exame dermato-neurologico nos contatos intradomiciliares
abaixo de 15 anos de idade dos casos identificados; Avaliar a frequéncia de positividade de anticorpos
sericos IgA, 1gG e IgM anti-PGL 1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de positividade de
anticorpos salivares IgA e IgM anti-PGL1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de
positividade de DNA de Mycobacterium leprae em amostras de swab nasal e de sangue dos contatos e

casos indices; Avaliar a presenca de

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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APENDICE E - EMENTA DO PARECER DO COMITE DE ETICA

UFC - UNIVERSIDADE .
FEDERAL DO CEARA / w

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Delecgdo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
através do auxilio de marcadores imunolbégicos e moleculares

Pesquisador: Aparecida Tiemi Nagao Dias

Area Tematica:

Versdo: 8

CAAE: 11709213.9.0000.5054

Instituigdo Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.729.159

Apresentacio do Projeto:
A referida emenda tem por finalidade a incluséo da municipio de Canindé, Ceara, no estudo. O projeto foi
alterado com a inclusdo do municipio.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo da emenda:

Incluséo do municipio de Canindé, como mais um local de realizagio da pesquisa.

Avallagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Todos os procedimentos seréio realizados por profissionais habilitados, com registro em seus respectivos
conselhos e obedecerdo as normas lécnicas vigentes de coleta de amostras bioldgicas. Contudo alguns
desconforios poderdo ser sentidos durante a coleta da amostra da mucosa nasal a ser realizada com um
cotonete esterilizado (swab), Durante a coleta de sangue, dor leve no momento do procedimento de
Lgarrote, e punclio venosa poderd ser sentida. Garantimos que em nenhum momento haverd risco para do
participante contaminar-se com qualquer doenga,

Benelicios:

Se conseguirmos provar que ha uma estreita associagio entre a positividade dos pardmetros imunoldgicos
e/ou moleculares e associagéo com o risco de desenvolvimento da hanseniase, acreditamos que serd uma
importante contribuigdo para as politicas pablicas de sadde, pois o

Endarego: Rua Cel Nunes de Maelo, 1000

Balrro: Rodaollo Tedlilo CEP: B0.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Talefone: (BS)3368-R344 E-mail: comape@ulc br
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UFC - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA / W

custo de um paciente diagnosticado tardiamente para o Estado é enorme, além do prejuizo de qualidade de
vida que o Individuo terd de forma permanente. Os parimetros propostos no presente estudo caso se
demaonsirem aplicdvels e de significdncia, o seu conhecimento tecnologico poderd ser repassado para 0s
laboratérios do Estado, como os LACENs.

Comentéarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

A relerida emanda tem por finalidade a incluséo do municiplo de Canindé, Ceard, no estudo. O projeto loi
alterado com a inclusfio do municipio,

Coninuaglo do Pamosi 3,720,150

Consideragées sobre os Termos de apresentaciio obrigatéria:
Fol devidamente anexado:
cartacomiteeticanovembro04112010.pdl
projetomadificado01112019.pdf
Cronogramaatualizado01112019.pd!

declaracaocaninde, pdf

cartacomiteeticanovembro20112019.pdl

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Néo se aplica.

Consideragdes Finals a critério do CEP:

A pesquisadora deve enviar o relatdrio final ao concluir a pesquisa.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Infarmacies Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_146369] 20/11/2019 Aceito
do Projeto 4 _E3.pdl 16:53:38
Outros caracomiteeticanovembro20112019.pdf | 20/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
16:52:42 | Nagao Dias

Outros cartacomiteeticanovembro04112019.pdf| 04/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
11:37:51__|Magao Dias

Projeto Detalhado / | projetomadificado01112019.pd! 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito

Brochura 12:40:44 |MNagao Dias

igador

Cronograma Cronogramaatualizado01112019.pdf 01/11/2019 | Aparecida Tiemi Aceilo
12:40:12 |Magao Dias

Deaclaragao de declaracaocaninde.pdf 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceilo

Instituigio & 10:50:05 _|Nagao Dias

Enderego: Rua Cel. Nunes de Mela, 1000

Balrra: Rodolfo Tedllo CEP: ©0.430-275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telefone: (A5)3366-8344 E-mail: comape @ ufc.br
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UFC - UNIVERSIDADE

B ™™

FEDERAL DO CEARA/
Continuagano do Pamecer: 3.729.158
Infraestrutura declaracaocaninde. pdf 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
10:50:05 |MNagao Dias
Declaragao de concordanciasacgoncalo.jpg 18/10/2018 |Aparecida Tiemi Aceita
Instituigdo & 11:19:53 |Nagao Dias
niragstrutura
Declaragao de declaracaoanuenciaulc.pdf 14/09/2018 |Aparecida Tiemi Aceito
Pesguisadores 10:59:17 |Magao Dias
Declaragéo de declaracacenfermagem.docx 14/09/2018 |Aparecida Tiemi Aceito
Pesquisadores 10:58:24 |MNagao Dias
TCLE / Termos de | termoassentimentoversan(4.doc 11/09/2018 |Aparecida Tiemi Aceito
Assentimento / 15:25:51 |Nagao Dias
Justificativa de
i
TCLE / Termos de | termoconsentimentoversac04.dacx 11/09/2018 |Aparecida Tiemi Aceito
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ANEXO A - OS ISOTIPOS DE ANTICORPOS ANTI-PGL-I PODEM DIFERENCIAR

Can anti-PGL-1 antibody sotypes differentiate leprosy contacts and leprosy
patients?
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