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. Resumo

A hanseniase € uma doenga cronica, incapacitante e de dificil diagnéstico, principalmente nas
formas clinicas ndo classicas. O objetivo deste estudo foi identificar o marcador laboratorial
que apresente maior sensibilidade e especificidade para o diagnostico, conhecer geneticamente
as cepas de M. leprae circulantes no Estado do Para e avaliar a realidade da droga-resisténcia
na regido. Para isso, uma equipe multiprofissional avaliou 833 individuos em diferentes
estratégias na URE Dr. Marcello Candia, e em 14 municipios do Pard. Todos os individuos
foram avaliados clinicamente, e coletadas amostras bioldgicas para analise comparativa dos
resultados de baciloscopia de raspado intradérmico, deteccdo molecular do bacilo pela pesquisa
da regido RLEP por gPCR em l6bulos auriculares, titulacdo de anticorpos IgM Anti-PGL-I, e
biopsia de pele em quem tinha lesdo para exame histopatoldgico, deteccdo de RLEP, e
sequenciamento do genoma completo do M. leprae. Foram clinicamente diagnosticados 351
casos, divididos nos grupos com manifestacdo clinica classica e ndo classica, e casos
assintomaticos e 482 contatos saudaveis. A analise comparativa dos resultados demonstrou que
a deteccdo molecular de RLEP em I6bulo auricular apresentou maior sensibilidade e
especificidade e concordancia com o diagndstico clinico (72,5, 70,4 e Kappa= 0,42
respectivamente), seguida da deteccdo em bidpsia de pele (sensibilidade= 65,8%), sorologia
Anti-PGL-1 com 61,2% (52,2 de especificidade), baciloscopia (41,7%) e histopatologia
(25,0%). Na associacdo do RLEP com a sorologia, houve o aumento da correlacdo com a clinica
(Kappa= 0,55). Na avaliacéo do perfil de cepas circulantes, o perfil mais frequente foi o perfil
4N (52/66- 78,8%), seguido do subtipo 4P (4/66- 6,1%), 31 (9/66- 13,6%), e 1D (1/66- 1,5%).
Na analise das regides de droga-resisténcia, obtivemos 3/101 (3%) de mutacdo conferindo
droga-resisténcia a dapsona, gene folP1. 1/40 (2,5%) conferindo resisténcia as quinolonas, em
gyrB. A cepa resistente em gyrB, apresentava também mutacdo em folP1, e nos genes fadD?9,
ribD, pks4 e nth, considerada hipermutante. Nossos achados direcionam o exame de deteccéo
molecular de RLEP por gPCR associado a sorologia Anti-PGL-I como boas ferramentas para
diagnéstico laboratorial da hanseniase, e que as cepas do tipo 4, originérias da Africa, s30 o tipo
mais frequentes na Amazonia e que existem cepas circulantes com resisténcia as medicacoes

do esquema de poliquimioterapia atual e as drogas alternativas.

Palavras-chave: Hanseniase, Mycobacterium leprae, qPCR RLEP, genotipagem, resisténcia

microbiana a antibiéticos
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Abstract

Leprosy is a chronic disease, disabling and difficult to diagnose in all its clinical manifestations.
The aims of this study were to identify the laboratory marker that presents greater sensitivity
and specificity for diagnosis, to genetically understand the strains of M. leprae circulating in
the Par4 State and to evaluate the region drug resistance reality. A multidisciplinary team
evaluated 833 individuals using different strategies at URE Dr. Marcello Candia, and in 14
municipalities in Para. All individuals were clinically evaluated, and biological samples were
collected for comparative analysis of the results of slit skin smear microscopy, molecular
detection of the bacillus by qPCR RLEP in ear lobes, IgM Anti-PGL-I antibodies titration, and
histopathological lesion skin biopsy, lesion gPCR RLEP, and M. leprae whole genome
sequence. 351 cases were clinically diagnosed, divided into groups: individuals with classic and
non-classic clinical manifestations, asymptomatic cases and 482 healthy contacts. The
comparative analysis of the results demonstrated that ear lobe RLEP detection presented greater
sensitivity, specificity and agreement with the clinical diagnosis (72.5, 70.4 and Kappa = 0.42
respectively), followed by skin biopsy (sensitivity= 65.8%), Anti-PGL-I serology with 61.2%
(52.2 specificity), slit smears skin (41.7%) and histopathology (25.0%). The RLEP association
to serology, showed an increased in laboratorial correlation with the clinic diagnosis (Kappa=
0.55). The circulant streains evaluation, we detected that the most frequent profile was profile
4N (52/66- 78.8%), followed by 4P subtype (4/66- 6.1%), 31 (9/66 -13, 6%), and 1D (1/66-
1.5%). In the drug resistance analysis, we obtained 3/101 (3%) mutation in folP1 gene,
conferring dapsone resistance. 1/40 (2.5%) gyrB mutations, conferring quinolones resistance.
The gyrB resistant strain also had mutation in folP1, and in the fadD?9, ribD, pks4 and nth genes,
considered a hypermutant strain. Our findings showed that qPCR RLEP molecular test
associated with Anti-PGL-I serology were a good tool for leprosy laboratorial diagnosis, and
that type 4 strains, originating in Africa, are the most frequent type in the Amazon. And we find
drug-resistant strains, and a hypermuted strain circling in the region. The strains were resistant

to the current polychemotherapy regimen and the alternative drug regimen.

Keywords: Leprosy, Mycobacterium leprae, q°PCR RLEP, genotyping, drug resistance
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca granulomatosa, infectocontagiosa causada pelo agente
infeccioso Mycobacterium leprae (M. leprae). Trata-se de uma polineuropatia periférica que
pode ser simétrica ou assimétrica (SABIN, 1971), acarretando a perda da sensibilidade térmica,
tatil, dolorosa, podendo ocasionar deformidades e perda de funcdo de méos, pés, olhos e face
(SPIERINGS et al., 2000a).

As alteracdes geram limitagBes na capacidade de execucdo das atividades diérias e
tarefas relacionadas ao trabalho, o que culmina em impactos econémicos negativos para o
portador da doenca (VAN BRAKEL et al., 2012). Pode ocorrer também, a diminuicdo da
participacdo social, pela prépria limitacéo fisica, mas também pelo reflexo da segregacéo social,
ao qual os pacientes sofreram da idade média até meados de 1950, que se reflete no estigma
ainda sofrido pelos pacientes ainda hoje (LUSLI et al., 2015).

O diagndstico da hanseniase é realizado a partir da deteccao da manifestacdo clinica dos
sinais e sintomas decorrentes da infeccéo pelo patdgeno e interacdo com o sistema imune do
individuo acometido. O curso da doenca desde a infeccdo a percepcdo dos sintomas clinicos
varia de 2 a 5 anos (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002), havendo também registros de
chipanzes que apresentaram sintomas de hanseniase apds 30 anos do provével contato com o
patégeno (SUZUKI et al., 2010).

Apesar de ja ter sido detectado na natureza animais de vida livre com a doenga, como
tatus (DA SILVA et al., 2018; DEPS et al., 2008; TRUMAN, 2005), esquilos (SCHILLING et
al., 2019), e até mesmos protozoarios de vida livre, como amebas (LAHIRI; KRAHENBUHL,
2008), a principal fonte de transmisséo da hanseniase aceita € 0 contato com aerossois
provenientes de fala, tosse e espirros contendo bacilos (PLOEMACHER et al., 2020). Dessa
forma, o contato intimo e prolongado com pessoas baciliferas, e sem tratamento, favorece aos
contatos intradomiciliares, e pessoas de convivio diario com pacientes um elevado risco de
contrair a doenga (GOULART et al., 2008)

E mediante a necessidade de controle da doenca, é fundamental o melhor conhecimento
do microrganismo, desenvolvimento de estratégias com exames dermato-neuroldgico e
laboratoriais para o diagnostico em estagios iniciais, correta classificagdo da doenca, para o
correto tratamento, assim como, necessario reforcar a vigilancia sobre cepas com resisténcia
antimicrobiana, com a finalidade de quebrar o ciclo de transmissdo da doenca e prevenir as
incapacidades fisicas (WHO, 2017).
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1.1. EPIDEMIOLOGIA
Dados da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) (WHO, 2019), relatam que foram
diagnosticados 208.641 casos novos mundialmente. Os paises: india (120.334), Brasil (28.660)
e Indonésia (17.017) sdo responsaveis por 79,6% das notificacdes (Figura 01). Considerando a
taxa de deteccdo, o Brasil ocupa o primeiro lugar do ranking (13,7 casos novos/100.000
habitantes), seguido da India (8,9 casos novos/100.000 habitantes) e Indonésia (6,4 casos

novos/100.000 habitantes).

Por se tratar de uma doenga crénica, com longo periodo de incubacéo e que pode gerar
incapacidade fisica, além do parametro que nos permitam entender a propor¢do de pessoas que
adoeceram (taxa de deteccdo de casos novos), € importante também avaliar indicadores que
sugerem a presenca do agente infeccioso ativamente circulante, a ponto de causar adoecimento
em individuos jovens (taxa de deteccdo em menores de 15 anos de idade), e o grau do
acometimento daqueles individuos diagnosticados tardiamente, através da taxa de deteccdo de

casos novos com Grau de Incapacidade Fisica 2 (GIF2).

Map | Geographical distribution of new leprosy cases, 2018
arte | Répartition géographique des nouveaux cas de lépre en 2018

2018

Bl o0
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]

No data — Aucune donnée

Figura 1: Distribuicdo mundial de casos novos de hanseniase. (Adaptado de WHO, 2019)

Os registros de casos novos com GI2 apresentou um gradual declinio no cenario mundial

nos ultimos anos, passando de 14.099 em 2014 para 11.323 em 2018. No entanto, 4 paises ndo
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acompanharam esta tendéncia de declinio e apresentaram maior nimero de GIF2 no

diagndstico, dentre eles, destacam-se Angola, Brasil, Mogambique, e Nepal (WHO, 2019).

Uma das metas para o controle da doenca, segundo a Global Leprosy Strategy (“WHO,
2017), era que ndo fossem mais diagnosticadas criancas com GIF2 até o ano de 2020. Em 2018,
foram reportados 16 013 casos de criangas com GIF, um declinio de 1.104 do ano de 2017 para
0 ano de 2018 (WHO, 2019).

O Brasil apresenta-se sempre em destaque dentre os indicadores associados a nimeros
de casos e relativos a diagnostico tardio. Dados referentes as notificacdes dos anos de 2014 a
2018, apontaram 140.578 casos novos de hanseniase. Sendo 28.660 diagnosticados no Brasil
em 2018. A deteccdo de hanseniase no ano de 2018 foi predominante na Regido Centro-Oeste
(41,29/100 mil hab.), seguido da Regido Norte (31,95/100 mil hab.), Nordeste (20,36/100 mil
hab.), Sudeste (4,22/100 mil hab.), e Sul (2,67/100 mil hab.), representados na figura 02. Os
Estados com maiores taxas de detec¢do foram: Mato grosso (138,3/100 mil hab.), Tocantins
(109,32/100 mil hab.), Maranh&o (44, 94/100 mil hab.) (BRASIL, 2020).

Foram diagnosticados neste periodo 1.705 jovens até 15 anos de idade. A taxa de
deteccdo foi maior na Regido Norte (9,67/100 mil hab.), sequido da Regido Centro-Oeste
(7,14/100 mil hab.), Nordeste (5,73/100 mil hab.), Sudeste (0,88/100 mil hab.), e Sul (0,19/100
mil hab.). Os Estados do Tocantins (30,4/100 mil hab.), Mato Grosso (24,56/100 mil hab.) e
Maranh&o (15,21/100 mil hab.) (BRASIL, 2020).

Quanto ao Grau 2 de incapacidade Fisica, foram detectados 470 casos novos,
representando 25,88/100 mil hab. A regido com maior taxa de detec¢do foi a regido Norte
(25,88/100 mil hab.), seguido da regido Centro-oeste (21,63/100 mil hab.), Nordeste (13,84/100
mil hab.), Sudeste (4,42/100 mil hab.) e Sul (3,59/100 mil hab.). O Estado do Tocantins
(84,87/100 mil hab.) foi o que apresentou maior taxa de deteccdo dentre os Estados da
federacdo, seguido do Mato Grosso (62,08/100 mil hab.), e Rondénia (36,19/100 mil hab.)
(BRASIL, 2020).

A OMS traca estratégias de controle e eliminacdo da hanseniase (WHO, 2017, 2021),
no entanto pouco se considera os diagnosticos represados da doenca por falta de estratégias de
diagndstico e falta de capacitagdo das equipes de salde. Esta realidade vem sendo apontada em
tratabalhos publicados pelo nosso grupo de pesquisa, como trabalho que evidencia a situagéo
da ilha de mosqueiro, em Belém, aonde foram diagnosticados 110 casos novos em mil

individuos avaliados em uma semana de trabalho, com uma equipe de especialistas,
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contrariando a taxa de deteccéo local, que eram de 14,01 por 100.000 habitantes, no ano de
2013 (GUEDES SALGADO et al., 2016).

Detec¢ao de hanseniase no Brasil, 2018

Uuhgﬂ

Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste

= N w S (O]
o o o o o

Taxa de detecgio /100 mil hab.

o

B Taxa de detecgdo B Menores de 15 anos B Grau 2 de Incapacidade Fisica

Figura 2: Detec¢do de hanseniase no Brasil, em 2018. (Fonte: Brasil, 2020)

1.2. O AGENTE INFECCIOSO

O patdgeno responsavel por causar a hanseniase, foi a primeira bactéria associada a
doenca infecciosa em humanos, descrita primeiramente em 1854 pelo médico dermatologista e
bacteriologista noruegués Gerhard-Henrik Armauer Hansen (GHOSH; CHAUDHURI, 2015).
Esta bactéria pertence ao dominio Bactéria, ordem Actinomycetales, subordem
Corynebacterineae e familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. Atualmente,
conhecemos duas espécies responsaveis por causar a doenga: o Mycobacterium leprae, e mais

recentemente, o0 Mycobacterium lepromatosis (HAN et al., 2008).

E uma bactéria com formato de bastonete reto ou levemente encurvado, de extremidades
arredondada, medindo de 1 a 8 micras de comprimento por 0,3 a 05 micras de espessura, que
pode ser encontrada isolada ou unidas formando globias (MINELLI, 1983). Apresenta a
caracteristica tintorial de se corar em vermelho por fuccina fenicada e ndo se descorar na
presenca do alcool-alcido. E portanto, um bacilo alcool-4cido resistente (BAAR)(MARIA et
al., 2002).

S840 organismos ndo cultivdveis em meio de cultura artificial e apresentam a
caracteristica de serem intracelulares obrigatérios, com tropismo por células de Schwann em

nervos periféricos, além de macréfagos (FOSS, 1999). Esta micobactéria tem predilecdo por



21

células fagocitarias, como os macrofagos, preferencialmente aqueles que se situam proximos

de vasos sanguineos da microcirculacdo da pele e de nervos periféricos.

A comparagdo do genoma completo de cepas de M. leprae isoladas em diferentes
regides do mundo demonstrou homologia de mais de 99% entre os genomas, diferindo em
algumas regides. A anélise dessas regides permitiu o agrupamento dessas cepas em apenas
dezesseis subtipos baseados em polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP), que demonstraram
forte correlacdo com o padrdo de migracdo humana nos primoérdios da construcao historica das
civilizagdes atuais, tracando rotas de disperséo das cepas (MONOT et al., 2009a).

1.3. DIAGNOSTICO E CLASSIFICACAO CLINICA

O diagndstico da hanseniase é baseado na deteccdo de alteracGes nos nervos periféricos
como espessamento, dor e choque ao toque, e alteragdes cutaneas, que variam desde a alteracdo
da sensibilidade térmica, tatil e dolorosa, ao achado de lesbes cutdneas com alteracdo de
sensibilidade, regides com alopecia, xerodermia, e deteccdo de maculas hipocrémicas ou
infiltradas (TRINDADE et al., 2009a).

O dano neural € decorrente da acdo do sistema imune na tentativa de conter a
proliferacdo do M. leprae em macrofagos e células de schwann, este dano pode progredir para
danos irreversiveis no nervo periférico (SPIERINGS et al., 2000b). As manifestacdes iniciam
pelo acometimento dos nervos periféricos, para posteriormente serem percebidas as
manifestacdes cutaneas, com a polarizacdo da reposta imune e reconhecimento como estagio
classico da doenca.

As manifestacdes clinicas iniciais, ou ndo classicas, da hanseniase se apresentam com
discretas alteracGes neuroldgicas, podendo ou ndo apresentar lesdes de pele o que torna o
diagnostico clinico dificultado. Para as lesdes neurais e de pele bem caracterizadas, pode ser
aplicada a classificagdo proposta por Ridley e Joplin (1966), que possui classificacdo espectral
baseada em aspectos clinicos classicos, histopatoldgicos, imunoldgicos, através do teste da
lepromina, e do indice baciloscépico (IB). Dessa forma, a hanseniase pode ser classificada
como: Primariamente Neural (PNL), Indeterminada (), apés evolugdo, pode se apresentar
como um dos polos estaveis e bem definidos: Tuberculéide (TT) e Virchoviano (LL) e trés
intermediarios e instaveis: Dimorfa Tuberculdide, ou Bordeline-Tuberculéide (BT), Dimorfo-
Dimorfo, ou Bordeline-Bordeline (BB), Dimorfa Virchowiana, ou Bordeline-Lepromatosa
(BL), (RIDLEY, 1966).

A hanseniase primariamente neural, é caracterizada pela auséncia de lesdo de pele, com

espessamento neural, e alteracdo de sensibilidade no local suspeito (GARBINO et al., 2013). A
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hanseniase Indeterminada é caracterizada por ser uma manifestacdo puramente macular,
hipopigmentada, com sutil alteracéo de sensibilidade. Os achados histopatoldgicos da area de
lesdo pouco podem auxiliar na diferenciacdo de um caso de hanseniase e dermatite cronica,

com pouco ou nenhum M. leprae no corte histologico (Figura 3).

Figura 33: Hanseniase Indeterminada. Méacula hipocromica. ' placa

eritematosa com bordas externas elevadas com superficie aspera, e auséncia de pelos, e
predominantemente anestésica. O nervo afetado normalmente encontra-se espessado,
evoluindo para quadros de anestesia, hiperalgesia, fraqueza muscular, e hipotrofia (RIDLEY,
1966) (Figura 02).

Figura 4: Hanseniase Tuberculdide- LesGes em placas com bordas tuberosas na periferia da lesdo

O polo Virchoviano (LL), apresentando lesdes maculares ou papulares, distribuidas de
forma bilateral e simétrica, eritematosas. As maculas apresentam superficie lisa e brilhante,
normalmente ndo sdo anestésicas. Nenhum nervo periférico espessado pode ser apalpado e a na
evolugdo natural da doenca pode ocorrer um espessamento difuso facial, levando o
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aprofundamento das linhas da face, espessamento do nariz e orelhas, conhecida como face
leonina, em alguns casos pode ocorrer deformidades no septo nasal, ceratite hansénica e irite,
perda de dentes incisivos centrais superiores e alteracdes 6sseas nas médos e pés. Os nervos
periféricos podem sofrer degeneracdes ou fibrose levando a anestesia e perda de massa
muscular nas méos e pés (RIDLEY, 1966) (Figura 03).

A forma Bordeline-Tuberculdide se caracteriza por maculas numerosas, acompanhado
por espessamento de multiplos nervos afetados e que eventualmente apresentam lesdes satélites
na periferia das lesdes. A forma Bordeline-Bordeline, com as lesdes foveolares, de aparéncia
tipica de “perfuragdo”, caracterizam-se como lesdes ovaladas, de centro hipopigmentado e
bordas internas bem delimitadas, tornando-se elevada e eritematosa na porcdo exterior com
grau moderado de anestesia, e a forma Bordeline-Lepromatosa, com numerosas lessdes
(méculas, placas e nodulos), algumas tendem a ser grandes e com anestesia (RIDLEY, 1966)
(Figura 04).

Figura 5 Hansenifase Virchowiana. A) Lesdes nodulares; B) Les6es nodulares no l6bulo auricular com infiltracdo
difusa.
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Figura 6: Hanseniase Borderline. A) Hanseniase Borderline-Tuberculoide- Macula hipocrémica com borda infiltrada; B) Hanseniase
Bordeline-Bordeline- Macula eritematosa com aspeto foveolar; Hanseniase Bordeline-Lepromatosa- Maculas eritematosas foveolares,
nodulos e infiltracdo difusa.

afetadas e indice baciloscopico. Nesta classificacdo, o individuo pode apresentar-se como
hanseniase paucibacilar (PB), onde se enquadram as formas Indeterminadas e TT, e hanseniase
multibacilar, onde se enquadram as formas BT, BB, BL e LL, e pacientes com baciloscopia
positiva, independente das caracteristicas da lesdo de pele. A forma clinica PNL pode ser
classificada como PB, se houver um nervo afetado, ou hanseniase multibacilar (MB) se houver

mais de um ramo nervoso afetado (“WHO | Classification of leprosy”, 2016) (Figura 05).

Hanseniase
Primariamente Neural

Indeterminada
Legenda:
|:| Paucibacilar
TT BT BB BL LL |:| Multibacilar

[ ] Pauci ou Multibacilar

Figura 7: Forma clinica e Classificagdo operacional

1.4. TRATAMENTO

O tratamento da hanseniase, como a associacao de drogas que conhecemos hoje,
foi preconizado em 1982 pela OMS (WHO, 1982). em resposta a tentativa de minimizar o
surgimento de cepas de M. leprae resistentes as monoterapias por sulfonas (PETTIT; REES,
1964b), e rifampicina(JACOBSON; HASTINGS, 1976). A partir de entdo, a OMS estabeleceu
um esquema terapéutico baseado na associagdo das drogas dapsona, rifampicina e clofazimina,
esquema conhecido como Poliquimioterapia (PQT) (WHO, 1982). Para o correto tratamento
com a PQT, é necessaria a correta classificacdo operacional, pois pacientes paucibacilares e

multibacilares diferem na associacdo de medicamentos e no tempo de tratamento.
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Para pacientes paucibacilares, é administrada uma dose mensal supervisionada pelo
profissional de saude de rifampicina (600mg) juntamente com 100 mg de dapsona, e
diariamente o paciente ingere uma dose autoadministrada de dapsona de 100mg, pelo periodo
de 6 meses, podendo se estender por até 9 meses. Para os pacientes multibacilares, € adicionado
ao esquema a droga clofazimina na dose supervisionada (300mg), e na dose diaria
autoadministrada (50 mg), pelo periodo de 12 meses podendo se estender por até 18 meses.
Para criancas, as doses sao ajustadas conforme o peso (BRASIL., 2002).

Quando ha necessidade de troca de qualquer medicamento da PQT, seja por resisténcia,
ou efeitos colaterais como anemia hemolitica, meta-hemoglobinemia, erupcfes cutaneas,
neuropatias, agranulocitose, hepatites toxicas, sindrome da sulfona, decorrentes das
medicacdes, principalemente a dapsona (GOULART et al., 2002; MARQUES et al., 2012),
existe a possibilidade de utilizar o esquema alternativo, substituindo a referida medicacgéo por
ofloxacina na dose mensal de 400mg supervisionada e diaria autoadministrada, ou substituir
por minociclina com dose mensal de 10mg nas doses supervisionadas e na dose diaria
autoadministrada (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

1.5. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Apesar de ainda ndo existir um teste diagnostico que seja capaz de detectar a doenca em
todas as suas formas clinicas, as ferramentas laboratoriais sdo importantes para auxiliar o
diagnéstico, correta classificacdo, acompanhamento da evolugdo dos casos de hanseniase, e
confirmacéo de recidiva. A utilizacdo de métodos diagndsticos como baciloscopia do raspado
intradérmico, exame histopatolégico de lesdo, exames soroldgicos e mais recentemente,
técnicas de biologia molecular estdo sendo aprimorados para implementacdo do diagnostico,
principalmente de pacientes paucibacilares e em quadros iniciais da doenga, onde os sinais

clinicos sé&o mais discretos do que as formas classicas(DOCKRELL, 2011).
1.6. EXAME BACILOSCOPICO

A baciloscopia do raspado intradérmico constitui-se ainda como um dos principais
exames laboratoriais que auxilia no diagnéstico, direciona o tratamento, e auxilia no
monitoramento da evolugdo clinica do paciente. Baseada na visualizagdo do BAAR, em
amostras de pontos de coleta especificos e pré-estabelecidos I6bulo auricular direito, I6bulo
auricular esquerdo, cotovelo direito, cotovelo esquerdo ou lesio (HANSENIASE;
BACILOSCOPIA, 2010), possibilitando a mensuracdo da densidade de bacilos presente na
infeccdo a partir de uma escala logaritmica estabelecida por Ridley e Hilson (RIDLEY, D .S;
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HILSON, 1967), baseada na contagem dos bacilos por campo, ap6s a leitura de 100 campos de

cada ponto de coleta, como representado na tabela 1.

Para a identificacdo do BAAR, utiliza-se a técnica de coloracdo desenvolvida por Ziehl-
Neelsen, considerada a melhor metodologia para identificacdo (SIQUEIRA; ALMEIDA;

BELDA, 1983). Nesta metodologia se utiliza: fucsina fenicada, alcool-acido 1%, e azul de
metileno(HANSENIASE; BACILOSCOPIA, 2010), deixando os bacilos corados em vermelho,

e em azul a coloragdo de fundo, como visto na figura 08.

Tabela 1: Escala logaritmica de Ridley para quantificacdo de bacilos éalcool-acidos resistentes em

amostras de raspado intradérmicos em casos suspeitos de hanseniase.

Escala logaritmica de Ridley

0

1+
2+
3+
4+
5+
6+

Auséncia de bacilos em 100 campos
1 a 10 bacilos em 100 campos
10 a 100 em 100 campos
1 a 10 bacilos por campo
10 a 100 bacilos por campo
100 a 1.000 por campo
Mais de 1.000 bacilos por campo

(Adaptado de: Ridley & Hilson,1967)
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Figura 8: Baciloscopia de raspado intradérmico com presenca de BAAR (com coloragdo vermelha). indice

baciloscépico imagem A: 4+; imagem B: 6+. Leitura no aumento: 100x.

Este método apresenta grande aplicabilidade na confirmacdo do diagnostico de

hanseniase multibacilar, possibilita a avaliacéo da eficacia do tratamento no acompanhamento

dos pacientes, e pode auxiliar no diagnostico de recidiva (WATERS, 2002)
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1.7. EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Além da baciloscopia do raspado intradérmico, em alguns casos faz-se necessaria a
utilizacdo do exame histopatologico da lesdo. Além de permitir o diagndstico e correta
classificacdo(RIDLEY, 1966), este exame pode demonstrar se ainda h& atividade na leséo
mesmo depois do término do tratamento (JOSHI, 2011).

Assim como a manifestacdo clinica, a caracterizagdo histopatologica da doenca
depende das caracteristicas imunoldgicas do individuo(RIDLEY, 1974). No exame
histopatoldgico € analisado um fragmento de lesdo, obtidos através de bidpsia, nele € possivel
observar a disposicdo das células da epiderme e derme, formacao de granulomas e verificacao
das estruturas nervosa no fragmento de tecido. E possivel observar também a presenca e
distribuicdo de BAAR, e que por se tratar de amostra com maior representatividade do que a
baciloscopia de raspado intradérmico, apresenta maior percentual de positividade (SRINIVAS;
SUNEETHA; RAO, 2002).

No polo tuberculéide, os pacientes da forma clinica classica TT, apresentam no tecido
granuloma de células epitelidides, com numero importante de células linfocitarias, danos nos
nervos da derme, ou aumento macico de um feixe nervoso, presenca de células gigantes de
qualquer tipo, com BAAR variando de 0,0 a 1,0+ (Figura 09). Na forma clinica BT, ha a
presenca de granuloma de células epitelidides com células gigantes, um nimero moderado de
linfocitos, as estruturas nervosas periféricas podem estar moderadamente aumentadas. O indice
baciloscopico desta peca varia de 0,0 a 2,5+ (Figura 09) (RIDLEY, 1974).

O polo intermediario BB apresenta também granuloma de células epitelidides, sem
células gigantes, e poucos linfocitos espalhados difusamente, os nervos podem parecer de
tamanho normal, podendo demonstrar a laminacéo do perineuro (ausente nas formas clinicas
do polo tuberculdide) com infiltracdo de células epitelidides. O polo BB apresenta indice
baciloscopico de 3,0 a 4,5+ (Figura 09) (RIDLEY, 1974).

Nas formas clinicas do polo lepromatoso, temos: caracterizacdo do polo BL com
granulomas de macréfagos com numerosos linfécitos compactados. Pode apresentar tambem
pequeno aglomerado de células epitelidides. E possivel observar a regido de perineuro nos
nervos com aspecto de camadas, como casca de cebola. A baciloscopia desta amostra varia
entre 4,0 e 5,5+. No polo LL, é possivel observar granuloma de macréfagos sem células

epitelioides e sem muitos linfocitos, presenca de macrofagos espumaosos, nervos com perineuro
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com pouca ou nenhuma infiltragdo. O indice baciloscopico da forma clinica varia de 5,5 a 6,0+
(Figura 09) (RIDLEY, 1974).

inespecificos. Podem demonstrar infiltrados neurais inespecificos, sem infiltrado neural
suficiente para diagnostico e classificacdo. Os bacilos na amostra podem ser raros ou ausentes.
Nestes casos, o diagnostico de hanseniase sO deve ser dado se houver evidéncias suficiente
(como o envolvimento nervoso e presenca de bacilos alcool-acido resistentes), pois 0s achados
sdo inespecificos trazendo a possibilidade de um diagndéstico equivocado (SCOLLARD et al.,
2006).
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Figura 9: Exame Histopatoldgico nas diferentes formas clinicas. Fonte:(SCOLLARD et al., 2006)

1.8. EXAME SOROLOGICO

A sorologia € outra importante ferramenta laboratorial para diagndstico, monitoramento
de eficacia de terapia, risco de recidiva da doenca e na selecdo dos contatos com maior risco de
adoecer (MOURA et al., 2008). Essa metodologia apresenta a capacidade de detectar a resposta
imune humoral do individuo frente ao M. leprae, apesar desta ndo ser uma resposta protetora
(BARBOSA DE LIMA FONSECA et al., 2017). Dentre as moléculas estudadas, destaca-se o

papel do Glicolipidio fendlico-1 (PGL-I), antigeno de superficie, espécie-especifico do M.
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leprae que apresenta papel fundamental na patogenia da doenca (SPENCER; BRENNAN,
2011).

Estudos sugerem que a titulacdo dos anticorpos Anti-PGL-1 auxiliam na classificacéo
dos pacientes em paucibacilar e multibacilar, por haver correlacdo com o indice baciloscépico
(SCHURING et al., 2006), acompanhamento da eficacia da terapéutica(DOUGLAS et al.,
1988), acompanhamento de contatos e deteccdo de hanseniase em estagios iniciais da doenca,
além de estudos de acompanhamento de populagdes, importantes principalmente em areas
endémicas para a doenca (BARRETO et al., 2015).

1.9. DIAGNOSTICO MOLECULAR

As técnicas de identificacdo de material genético de microrganismos para diagnostico
sdo amplamente utilizadas nas doencas infecciosas (ACHARYA et al., 2020; TANG; OU,
2012; VALERO; MARTIN-GOMEZ; BUITRAGO, 2022). Para a hanseniase, 0
reconhecimento da regido repetitiva espécie especifica para M. leprae (RLEP), com 37 cdpias
no genoma (COLE; SUPPLY; HONORE, 2001), permitiu estudos avaliando esta regifo espécie
especifica do M. leprae através da técnica de reacdo da cadeia da polimerase (PCR), apontado
como potencial marcador para o diagnostico de hanseniase (YOON et al., 1993). Variacdes da
PCR sdo amplamente estudadas, com a PCR em tempo real (JPCR), onde ja foi demonstrado
ser capaz de detectar até 10fg de DNA de M. leprae purificado, o equivalente a
aproximadamente 300 bactérias no tecido analisado (YOON et al., 1993).

A biologia molecular também pode ser utilizada como ferramenta para o estudo da
biologia do patdgeno, ja que este € um microrganismo ndo cultivavel. Assim como também
permite a pesquisa de mutacdes pontuais em genes especificos dentro do genoma. Por isso,
através de técnicas de PCR, Sequenciamento de genes especificos, ou mesmo do genoma
completo, permitem a analise de mutacdes em regido de determinacdo de droga-resisténcia
(DRDR)(WILLIAMS; GILLIS, 2012). MutacBes em pontos especificos podem levam a
resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento, 0 que antes sO era possivel a partir da
observacao in vivo, com inoculacéo da cepa em pata de camundongo(PETTIT; REES, 1964a)
a partir da suspeita clinica naqueles pacientes com quadros de recidiva da doenca.

1.10. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia as drogas é atribuida a mutacGes que podem ocorrer nos genes codificantes
de regides alvo dos farmacos, e a partir da administracdo inadequada da medicacdo, as cepas

sensiveis sdo eliminadas e as resistentes sao selecionadas, desenvolvendo a partir de entdo uma
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infecgdo por cepa resistente. Este processo é denominado de resisténcia secundéaria. H4 também
a possibilidade deste individuo transmitir esta cepa a outras pessoas, que podem desenvolver a
doenca a partir da cepa resistente, 0 que chamamos de resisténcia primaria(WILLIAMS;
GILLIS, 2012).

Segundo dados da OMS, do ano de 2010 a 2015, foram detectados 5,2% de resisténcia
secundéria e 2,1% de resisténcia primaria(“WHO | A guide for surveillance of antimicrobial
resistance in leprosy: 2017 update”, 2017). A dificuldade de obtencdo e manutencdo do M.
leprae e os elevados custos dificultam a mensuracdo desta realidade. Os primeiros casos de
resisténcia foram detectados e comprovados laboratorialmente no inicio da década de 1960,
com resisténcia as sulfonas (PETTIT; REES, 1964b), e posteriormente a
rifampicina(JACOBSON; HASTINGS, 1976), como ja descrito anteriormente.

Apesar dos esforcos, cepas multidroga-resistentes comecaram a  ser
selecionadas(CAMBAU et al., 1997), e causar resisténcia primaria (WILLIAMS et al., 2013).
Este fato chama a atengdo para a emergéncia de um novo problema associado a hanseniase, e
alerta a necessidade do monitoramento destas cepas(NAKATA; KAI; MAKINO, 2012)

1.11. REGIAO DE DETERMINACAO DE DROGA-RESISTENCIA (DRDR)

A resisténcia bacteriana esta associada a mutagfes em regides especificas, conhecida
como regido de determinacdo de droga-resisténcia (DRDR), que abrange os genes folP1, rpoB,
gyrA e gyrB, onde mutacBes nestes genes estdo relacionadas com resisténcia a dapsona,
rifampicina e as quinolonas respectivamente(WILLIAMS; GILLIS, 2012).

A dapsona atua como antagonista da enzima 6-hidroximetil-7,8-diidropteroato sintase
(DHPS), responsavel pela producdo de folato interrompendo a producdo de purinas,
componentes das bases nitrogenadas Adenina e Guanina do DNA, interferindo assim, na
divisdo celular(OLIVEIRA et al., 2014). Mutagdes no codon 55 e 53 do gene folpl foram

descritas como responsaveis por causar resisténcia contra dapsona(MATSUOKA, 2010).

A rifampicina atua na subunidade beta da RNA polimerase, que é codificada por rpoB
no M. leprae, mutac6es no gene levam a mudanca estrutural da RNA polimerase, o que impede
a atuacdo do farmaco(WILLIAMS; GILLIS, 2012). Ja foram descritas muta¢fes nos codons
407, 409, 410, 420, 425, e 427 (MATSUOKA, 2010), no entanto, a muta¢do no codon 456
(WILLIAMS; GILLIS, 2012) se mostrou mais frequente nas cepas resistentes.



32

Nos casos em que ha intolerancia ou impossibilidade de utilizar as drogas da PQT, ¢é
necessario a utilizacdo de um esquema substitutivo utilizando drogas de segunda linha, como
fluoroquinolonas (ofloxacina), que interagem com as subunidades A e B da DNA girasse,
inibindo a atividade enzimatica. Mutacdes que conferem resisténcia as flouroquinolonas foram
relatadas em gyrA(BELTRAN-ALZATE et al., 2016; CAMBAU et al., 1997; YOKOYAMA et
al., 2012a) e gyrB (DA SILVA ROCHA et al., 2012; TAKIFF et al., 1994; YOKOYAMA et
al., 2012b).
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1.12. OBJETIVO
1.12.1. Objetivo geral

Identificar o marcador laboratorial que apresenta maior sensibilidade e especificidade
para o diagnostico em casos iniciais de hanseniase, assim como conhecer geneticamente as

cepas circulantes no Estado do Paréa e avaliar a realidade da droga resisténcia na regido
1.12.2. Objetivo Especifico

a) Correlacionar achados clinicos e laboratoriais de casos classicos e ndo classicos de
hanseniase;

b) Avaliar a biologia molecular como marcador laboratorial para diagndstico de casos de
hanseniase;

c) Descrever perfil genotipico e de sensibilidade de cepas de M. leprae circulantes no
Estado.

d) Avaliar a dispersdo de uma cepa multidroga resistente em um municipio do Estado do

Para.
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2. METODOLOGIA
2.1. POPULACAO AMOSTRAL

Foram avaliados pacientes que buscaram atendimento na Unidade de Referéncia
Especializada em Dermatologia Sanitaria DR. Marcello Candia (UREMC) entre os anos de
2015 e 2019, e aceitaram participar do projeto com assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE). Estes pacientes passaram por avaliacdo dermato-neuroldgica e coleta de
amostra biologica. Ap6s a confirmacdo do diagndstico de hanseniase, seus contatos
intradomiciliares foram convidados a comparecer a UREMC para avaliagdo neuro-
dermatoldgica e laboratorial. Pacientes que apresentaram particularidades (Figura 10) foram
selecionados como alvos de a¢des de busca ativa pela equipe multiprofissional, com a finalidade
de exame de contatos. Os critérios de inclusdo formam:

i) Casos menores de 15 anos com hanseniase multibacilar e/ou algum grau de
incapacidade;

i) Idosos portadores de hanseniase multibacilar, com dificuldade de
locomocéo e/ou muito contatos intradomiciliares para avaliacao;

iii) Pacientes com sucessivos quadros de reacdo/recidiva e/ou mais de um

tratamento anterior; e

iv) pacientes com suspeita ou confirmacdo laboratorial de resisténcia

medicamentosa.

Figura 10: Criancas menores de 15 anos com hanseniase multibacilar e/ou algum grau de incapacidade

fisica;

A partir destes critérios, formam visitadas residéncias nos municipios de Belém- Ilha do

Combu, Cametd, Castanhal, Curralinho, Jacunda, Limoeiro do Ajuru, Maracand, Marapanin,
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Mocajuba, Nova Esperanca do Piri4, Salvaterra, Santo Anténio do Taua, S&o Caetano de
Odivelas, S&o Miguel do Guamé (Figura 11).

0 200

f 1 km

Figura 11: Distribuicdo geografica das familias visitadas pela equipe na busca ativa nos municipios de
Belém- Ilha do Combu, Cameta, Castanhal, Curralinho, Jacunda, Limoeiro do Ajuru, Maracand, Marapanim,
Mocajuba, Nova Esperanca do Piria, Salvaterra, Santo Antnio do Taua, Sdo Caetano de Odivelas, Sdo Miguel do

Guama

2.2. AVALIACAO CLINICA

A avaliacdo clinica seguiu os critérios definidos no manual de diagnéstico da hanseniase
do Ministério da Sadde (BRASIL MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2018) e consistiu na busca por sinais e sintomas caracteristicos da
hanseniase, tais como maculas hipocrémicas ou eritematosas, infiltracdo e nodulos com
alteracdo de sensibilidade, alem da avaliacdo do grau de acometimento dos nervos periféricos.
Todos os participantes passaram por avaliacdo dermatoldgica, onde o médico hansenologista
analisou cuidadosamente a pele e nervos de cada individuo. Ao detectar a presenca de lesGes
foi realizado o teste de verificacdo de alteracao de sensibilidade utilizando o estesiometro (VAN
BRAKEL et al., 2003). Além do exame dermatoldgico, foi realizada a avaliacdo neuroldgica
dos nervos trigémeo, facial e auricular na face, nervo radial, radial cutaneo, mediano e ulnar
nos membros superiores; nervo fibular, fibular superficial, tibial posterior e tibial nos membros
inferiores(LEHMAN et al., 1997), como visto na figura 12.
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2.3. DEFINICAO DOS GRUPOS

Os individuos atendidos neste projeto foram divididos em quatro grupos: casos classicos
(n= 106), casos nao cléssicos, ou iniciais (n= 213), casos assintomaticos (n= 32) e contatos
saudaveis (n= 482). Aqueles individuos que perceberam os sinais e sintomas clinicos da
hanseniase, buscaram diagnostico na UREMC, e na avaliacdo clinica apresentavam
manifestagdes clinicas classicas descritas por Ridley e Jopling (RIDLEY, 1966) foram
denominados “casos classicos”. O grupo de casos ndo classicos ou iniciais foi composto por: i)
casos diagnosticados na UREMC e que ndo apresentavam lesdes de pele caracteristicos das
formas classicas, ou as apresentavam nas formas iniciais; ii) contatos que apresentavam 0s
sinais e sintomas clinicos, mas em suas formas iniciais, com auséncia ou poucas queixas
clinicas; iii) e individuos diagnosticados em a¢des de buscas ativas nos municipios de Castanhal
e Acara. O grupo de casos assintomaticos € composto por individuos que conviviam com 0s
casos e ndo apresentaram sinais e sintomas clinicos de hanseniase e que apresentaram

baciloscopia de raspado intradérmico positiva. € o grupo “contatos saudaveis” é composto por

contatos sem manifestacdes clinicas e com resultado de baciloscopia negativa

2.4. EXAMES LABORATORIAIS

Ap0s a avaliacdo clinica, foi realizada a coleta de amostras bioldgicas dos participantes.
Foram coletadas amostras de raspado intradérmico para baciloscopia e deteccdo molecular da
regido RLEP, sangue periférico para quantificacdo de anticorpos IgM Anti-PGL-I, e naqueles
individuos que apresentavam lesdes dermatoldgicas, foi realizada bidpsia de pele para analise
histopatoldgica, e para realizacdo do sequenciamento do genoma completo para identificacéo
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do perfil genotipico (SNP) e analise das regibes de determinacdo de droga resisténcia a

antimicrobianos das cepas de M. leprae (Figura 13).

| SNP
Avaliagdo Raspado Bidosia 1.'
Clinica intradérmico B f'
! rpoB
s e |I'
| Forma Clinica —| Baciloscopia; Anti-PGL-I; | Histopatologia; | folP1
S E———— —_— \ J |
|
| C— e — r—‘
Grau de Sequenciamento
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— D VR
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Figura 13: Fluxograma da avaliagdo e coleta de material biolégico dos participantes do estudo.

2.4.1. Baciloscopia do raspado intradérmico
O exame baciloscopico do raspado intradérmico foi realizado em quatro pontos de
coleta: os I6bulos auriculares direito e esquerdo, cotovelo direito e cotovelo esquerdo ou lesao
de pele, se apresentasse lesdo suspeita de lesdo por hanseniase. A coleta foi realizada a partir
de incisdo na pele, apos realizacdo da isquemia local, com bisturi de aco de 5 mm de extenséo
e 3 mm de profundidade com Iamina de bisturi em ago carbono (n15) estéril. Apos incisdo, com
o bisturi, foi realizado 0 movimento de raspagem da regido intradérmica e obtengdo do material

bioldgico.
Este material bioldgico obtido foi distendido em lamina de vidro, com movimento

circulares obedecendo a ordem dos pontos de coleta. Apds coleta, o material bioldgico foi
corado com coloragdo de Ziehl-Nelsen a frio, e lido em microscépio Optico com objetiva de

100x.
Na leitura, foram lidos 100 campos de cada ponto de coleta. Os BAARs detectados

foram contabilizados para determinagéo do IB, e o resultado foi emitido e cruzes, obedecendo

a escala logaritmica de Ridley (Tabela 1).



38

2.4.2. Deteccdo molecular da regido RLEP do Mycobacterium leprae em raspado

intradérmico

Simultaneamente a coleta do raspado intradérmico para baciloscopia, uma aliquota do
raspado dos I6bulos auriculares foi coletada e fixada contendo etanol 70%. No laboratério, foi
retirado o &lcool, e a amostra foi reidratada com phosphate buffered saline (PBS) 1X, a partir
de entdo, a extracdo do DNA foi realizada no raspado intradérmico de lobulos auriculares
usando o Kit kit QIAGEN Tissue & Blood (Cat. N° 69504), seguindo as recomendacGes do
fabricante. A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), foi realizada com realizada
utilizando os primers RLEP do M. leprae (LP1 (5-GTGAGGGTAGTTGTT-3") e LP2 (5'-
GGTGCGAATAGTT-3") (DONOGHUE; HOLTON; SPIGELMAN, 2001).

A gPCR foi realizada com a utilizacdo do reagente SYBR green fluorescent, em um
sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems® 7500. A reagdo ocorreu com as seguintes
especifica¢fes: 2 minutos a 95 ° C, mais 45 ciclos de 95 ° C por 15 segundos para desnaturagéo,
58 ° C por 15 segundos para recozimento e 72 ° C por 1 minuto para extin¢do. Uma curva de
amplificacdo padréo foi preparada a partir do DNA purificado de M. leprae extraido apds o
processamento de coxim plantar de camundongos nude (seis meses apés a inoculagdo). A curva
padrdo foi composta por cinco pontos e foi realizada por diluicdo em série (1:100 a 1:5000).
Para garantir a especificidade da reacdo, foi utilizada a curva de melting de cada reacdo. Os
resultados foram obtidos de acordo com o primeiro sinal de deteccdo no limiar do cycle
thereshold (Ct), criando um limiar automatico de 0,2. Foram consideradas positivas as amostras
com Ct menor ou igual a 45. A curva padréo foi realizada em cada placa e trés amostras
negativas foram adicionadas em cada experimento.

2.4.3. Sorologia Anti-PGL-I

Foi realizada a titulacdo de anticorpos IgM_ anti-PGL-I dos individuos através de um
ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA). Para isso, uma amostra de sangue periférico foi
coletada em tubo com EDTA, e centrifugada para obtengdo do plasma (GONCALVES
BARRETO etal., 2011). Para a realizacéo do ensaio, foi utilizado 0,5 mg / poco de ND-O-HSA
em 50 ul de solucdo de revestimento (NaHcO3-8,4 mg / ml e Na2C0O-10,6 mg / ml, pH 9,6) em
placas de 96 pocos foram armazenados durante a noite em 4 °C. As placas foram blogueadas
por uma hora usando 300 ml / pogo de PBS, pH 7,2, contendo albumina de soro bovino a 1%
(BSA, Sigma-Aldrich A7906, St. Louis, MO, EUA). Um microlitro de amostra foi diluido (1:
300) e foi adicionada aos po¢os em duplicado e incubada por 2 horas a temperatura ambiente.

Apos a incubacdo foi lavada com PBS-TWEEN 20 (0,5 pl / ml) e incubada com anticorpo IgM
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anti-humano secundéario conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich A0420, St. Louis, MO,
EUA) a 1: 10.000. Apos incubacdo e lavagem foram adicionados 100 pL de substrato de
dicloridrato de o-fenilenodiamina (SIGMAFASTe OPD, Sigma-Aldrich P9187, St. Louis, MO,
EUA). A reacdo foi parada com 50 ul de solucdo de acido sulfarico (4 N) e a absorvancia foi
lida a 490 nm, utilizando um leitor de microplacas MRX Revelation 4.25 (Dynex Technologies,
Chantilly, VA, EUA). Uma amostra de plasma positiva com um paciente com hanseniase
virchowiana de alto IB e uma amostra negativa de uma pessoa saudavel nascida nos EUA,
regido de baixa endemia da doenca, foram usadas como controle positivo e negativo. O ponto
de corte para resultados positivos foi estabelecido a uma densidade dptica (DO) de 0,295.
2.4.4. Andlise histopatoldgica

Para realizacdo do exame histopatoldgico, foi realizada bidpsia de lesdes
caracteristicas de hanseniase. Com o auxilio de punch de 8mm, foi coletado um fragmento de
pele da borda das lesbes, quando planas, ou do centro, quando lesdes nodulares. Apos coleta, 0
fragmento de tecido foi armazenado em formol tamponado 10%, e armazenado a temperatura
ambiente por no minimo 24h, a amostra foi submetida ao processamento histopatologico,
passando por etapas de desidratacdo, diafanizacao e incluséo, apds o processo, 0s blocos foram
montados, e cortados em micr6tomo com espessura de 0,5 um para montagem das laminas.

Foram selecionadas duas laminas provenientes de cada amostra. A primeira, foi
realizada a coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), para observacéo da disposicao celular e
tecidual da pele, e a coloracdo de Fite-Faraco (FARACO, 1938) avaliacdo da presenca e
quantificacdo de BAAR. As laminas foram lidas e tiveram laudo emitido por médicos
patologistas. A guantificacdo do BAAR se deu a partir da leitura de toda a peca histoldgica, e
o resultado foi obtido com a contagem de BAAR e sua estimativa segundo a escala logaritmica
de Ridley (Tabela 1) (RIDLEY, D .S; HILSON, 1967).

2.4.5. Deteccdo molecular da regido RLEP do Mycobacterium leprae em lesdo de pele

Para a deteccdo molecular da regido RLEP do Mycobacterium leprae em lesdo de pele,
foi realizada biopsia de lesdo com caracteristicas de hanseniase. Com o auxilio de punch de
8mm, foi coletado um fragmento de pele da borda das lesdes, quando planas, ou do centro,
guando lesBes nodulares. Apoés coleta, o fragmento de tecido foi armazenado em alcool 70%,
em temperatura ambiente até serem enviadas para processamento no Ecole polytechnique
féderale de Lausanne. Para extracdo do DNA do fragmento de bidpsia foi utilizado o kit Tissue
& Blood (QIAGEN). A presenca de M. leprae foi avaliada por g°PCR usando iniciadores RLEP
do M. leprae LP1 (5-GTGAGGGTAGTTGTT-3") ¢ LP2 (5-GGTGCGAATAGTT-3')
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(DONOGHUE; HOLTON; SPIGELMAN, 2001), pela metodologia de PCR em tempo real,
descrita anteriormente. Foram consideradas positivas as amostras com Ct menor ou igual a 40.
2.4.6. Coleta de material bioldgico para determinacdo do SNP e avaliacdo de Regido

de Droga-resisténcia

Foi selecionada uma lesdo de pele, e dela realizada biopsia com punch de 8mm. A coleta
foi realizada da borda das lesGes, quando as lesdes eram planas, ou do centro, quando as lesdes
eram nodulares. As amostras foram armazenadas em alcool 70%, em temperatura ambiente até
serem enviadas para processamento no Ecole polytechnique fédérale de Lausann.

2.4.7. Extracdo e sequenciamento do genoma completo do Mycobacterium leprae

(WGS)

Para extracdo do DNA do fragmento de bidpsia foi utilizado o kit Tissue & Blood
(QIAGEN). A presenca de M. leprae foi avaliada por gPCR usando iniciadores RLEP do M.
leprae  LP1 (5-GTGAGGGTAGTTGTT-3') e LP2 (5-GGTGCGAATAGTT-3')
(DONOGHUE; HOLTON; SPIGELMAN, 2001), antes da preparacao da biblioteca.

As bibliotecas foram preparadas a partir do DNA extraido foram usadas diretamente
para sequenciamento. A qualidade da extracdo do DNA de M. leprae foi avaliada a partir da
porcentagem de DNA de M. leprae presente na biblioteca inferida pelo alinhamento com a
sequéncia do genoma de referéncia, com um limiar minimo definido em 1%. Esse limite foi
escolhido porque produz uma cobertura média do genoma de pelo menos 5 x por amostra em
uma execucdo multiplexada de 10 amostras em uma pista HiSeq 2500 (produzindo cerca de 20
milhGes de leituras por amostra e 100 bases por leitura) (BENJAK et al., 2018).

A partir dos genomas completos foram analisadas as sequéncias de caracterizacdo de
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) para a tipagem molecular das cepas circulantes,
além de permitir a anélise das sequéncias dos genes relacionados a perfil de resisténcia ja
reconhecidos em M. leprae (MATSUOKA, 2010).

2.4.8. Analise estatistica

Para a comparacao das medianas dos resultados de cada teste foi realizado o teste Mann-
Whitney, quando comparadas duas amostras ndo paramétricas independentes. E para avaliagcdo
da quantificacdo do teste laboratorial dentro dos grupos analisados, foi realizado o teste
Kruskal-Wallis. Ambos os testes estatisticos e plotagem dos resultados em graficos foram
realizados no programa GraphPad prism® (versao 6.1).

A anélise da concordéncia da capacidade de deteccdo dos testes laboratoriais em
comparagdo ao exame clinica, foi avaliado pelo teste Kappa, utilizando o programa BioEstat
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(versdo 5.4). O coeficiente Kappa, determina o nivel de concordancia. Sendo Kappa <0: N&o
existe concordancia; 0-0,20 concordancia fraca; 0,21-0,4- concordéncia boa; 0,41- 0,60
concordancia moderada; 0,61-0,80- concordancia substancial; 0,81- 1,0 — concordancia

excelente. Para todas as analises, foi utilizado o nivel de significancia de 0,5 (p> 0.005).
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3. RESULTADOS

No periodo de agosto de 2014 a outubro de 2018, foram avaliados 833 individuos, e 351
(33,8%) foram diagnosticados com hanseniase pela equipe, sendo 106/351 (30,2%) com
manifestacdo clinica cléssica, 245/351 (69,8%) casos com as manifestagdes clinicas ndo
classicas (Figura 12). 316 participaram da avaliagdo clinica simplificada, e 173/316 (54,7%)
individuos apresentaram GI0, 100/316 (3,2%) apresentaram GI1 e 43/316 (13,6%)
apresentaram GI2.

Dos 106 pacientes que apresentavam manifestacao clinica classica, 4/106 (3,8%)
foram classificados nas formas paucibacilares, e 102/106 (95,3%) como multibacilares. Estes
pacientes foram classificados em hanseniase TT = 4/106 (3,8%); BT = 31/106 (29,2%); BB =
7/106 (6,6%); BL = 32/106 (30,2%); LL = 31/106 (29,2%); e PNL = 2/106 (1,9%) (Figura
11B). Todos os pacientes das formas clinicas ndo cléssicas foram considerados multibacilares,
segundo a classificacdo de Madrid. A avaliacdo neurolégica simplificada demonstrou que
36/106 (34,0%) apresentaram GI0; 44/106 (41,5%) GI1; e 27/106 (25,5%) GI2 Figura 11C),
nas formas clinicas ndo classicas, o acometimento neuroldgico no diagnostico foi de 136/210
(64,8%) individuos com GI0; 57/21 (27,1%) pacientes com GI1, e 17/210 (8,1%) pacientes
com GI2 (Figura 13).
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Manifestacdo Clinica Forma clinica
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Figura 12: Manifestacéo clinica e forma clinica de pacientes diagnosticados com hanseniase
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Figura 13: Grau de incapacidade fisica no diagndstico de casos classicos e nao classicos;
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3.1. AVALIACAO DE CONTATOS

Foram avaliados 688 contatos intradomiciliares e sociais dos pacientes avaliados na
URE (n= 207), e contatos de pacientes que foram visitados em seus domicilios (n= 481). O
percentual de deteccgdo de casos de hanseniase na avaliacdo neuro-dermatolégica foi de 172/688
(25%), correspondendo a igual percentual em cada uma das estratégias de avaliacdo de contatos,
sendo 53/207 (25%) entre aqueles que se dirigiram a UREMC, e 119/481 (24,7%) entre 0 grupo
de individuos que recebeu o grupo em seu respectivo domicilio.

Além dos individuos diagnosticados clinicamente, detectamos entre as pessoas expostas
ao M. leprae aqueles sem manifestacdes clinicas, mas que apresentaram baciloscopia positiva
(32/516; 6,2%). Esses individuos foram considerados individuos com hanseniase ndo classica,

e excluidos do grupo de contatos saudaveis, constituido entdo, por 484 pessoas.

3.2. BACILOSCOPIA DO RASPADO INTRADERMICO

O exame baciloscopico do raspado intradérmico foi realizado em 105/106 (99,0%) casos
classicos, e em 141/213 (66,2%) dos casos iniciais e a avaliacdo de contatos, permitiu a
realizacdo de 421/516 (81,6%) bacioloscopias entres contatos intradomiciliares e sociais, tendo
sido positivas 32/421 (7,6%) em individuos que nao apresentaram nenhuma manifestacao
clinica sugestiva de hanseniase, sendo entdo definidos como casos assintomaticos de
hanseniase. Os demais contatos 387/421 (91,9%) compuseram o grupo de contatos saudaveis
na andlise deste estudo.

A positividade da baciloscopia de raspado intradérmico nos casos foi de 41,7%
(116/278), mas quando avaliamos separadamente 0s grupos de estudo, observamos percentuais
diferentes. Sendo 68/105 (64,8%) em casos classicos, e somente 11,3% (16/141) nos casos
iniciais (Tabela 02), sendo os 32 casos assintomaticos definidos pela positividade na
baciloscopia. O indice bacilar foi estatisticamente capaz de diferenciar casos classicos tanto dos

iniciais, e assintométicos (Mann-Whitney, p< 0,0001) (Figura 14).

Tabela 2: Positividade da baciloscopia de raspado intradérmico em casos classicos, iniciais e

assintomaticos.

Forma  Median

Clinica a(IB)
TT 0 0 0,0 4 100,0 4
BT 0,75 3 10,0 27 90,0 30

Positivo % Negativo % Total

Casos Classicos
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BB 1,25 6 85,7 1 14,3 7

BL 3,75 31 96,9 1 3,1 32

LL 4 28 93,3 2 6,7 30
PNL 0 0 0,0 2 100,0 2

Total 68 64,8 37 35,2 105
I 0 0 0,0 4 100,0 4
TT 0,5 1 50,0 1 50,0 2

Casos Nio BT 0,5 7 6,7 97 93,3 104
classicos BB 1,6 2 40,0 3 60,0 5
BL 0,75 3 100,0 0 0,0 3
LL 3 2 66,7 1 33,3 3

PNL 1 1 5,0 19 95,0 20

Total 16 11,3 125 88,7 141

Casos
Assintomatico 0,5 32 100 0 0 32
S

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculdide; BT: hanseniase bordeline-tuberculéide; BB:

hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase virchowiana; PNL:

hanseniase primariamente neural;

indice Baciloscépico
w
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Figura 14: Baciloscopia de casos classicos, ndo cléssicos e casos assintomaticos.
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3.3. SOROLOGIA IgM ANTI-PGL-I

A positividade do anticorpo IgM Anti-PGL-I em individuos com hanseniase foi de
197/322 (60,8%), nos grupos de estudo o percentual foi de 74/107 (69,2%) em casos classicos,
com mediana de DO de 0,618. Nos casos nao classicos foi 98/185 (53%), com mediana de DO
de 0,320, e naqueles sem manifestagdo clinica, os casos assintomaticos, o percentual foi de
25/30 (78,1%) e a mediana de DO foi de 0,407. O grupo de contatos saudaveis apresentou
positividade em 119/416 (47,8%), com mediana de DO de 0,282 (Tabela 03). Na analise
estatistica pelo teste Mann-Whitney, foi possivel observar diferenca significativa na producéo
de anticorpos IgM anti-PGL-I dos casos classicos quando comparados com casos iniciais (p<
0,0001), casos assintomaticos (p =0,046), e com contatos saudaveis (p< 0,0001). Os casos
assintomaticos apresentaram mediana de detec¢éo significativamente do que 0s casos iniciais
(p= 0,0221), e contatos saudaveis (p= 0,0004). O teste soroldgico ndo foi capaz de distinguir
casos iniciais de contatos saudaveis (p= 0,1023) (Figura 15).

Tabela 3: Positividade da sorologia IgM anti-PGL-I de casos cléssicos, iniciais e contatos saudaveis

Sorologia Anti-PGL-I

Forma  Mediana

Positivo % Negativo %  Total

Clinica (DO)
TT 0.184 1 25.0 3 75.0 4
BT 0.189 13 41.9 18 58.1 31
BB 0.506 5 714 2 28.6 7
Casos Classicos
BL 1.507 26 81.3 6 18.8 32
LL 1.145 28 90.3 3 9.7 31
PNL 0.357 1 50.0 1 50.0 2
Total 0.618 74 69.2 33 30.8 107
Casos Nao
o 0.320 98 53.0 87 470 185
Classicos
Casos
0.407 25 78.1 5 16.7 30

Assintomaticos
Contatos saudaveis  Total 0.282 199 47.8 217 52.2 416

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculdide; BT: hanseniase bordeline-

tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural;



Titulagdo de Anticorpos IgM Anti-PGL-l1 em Casos Classicos, Nao Classicos e
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Figura 15: Titulacdo de anticorpos IgM Anti-PGL-I dos Casos Cléssicos, Casos ndo classicos,

assintomaticos e Contatos saudaveis e analise estatistica pelo teste Mann-Whitney (p< 0,005).

Na verificacdo da titulacdo dos casos segundo a forma clinica pelo teste Kruskal-Wallis,
observamos gque a mediana de deteccdo da forma clinica BL foi significantemente maior do que
a titulacdo das formas clinicas | (p= 0,0376), BT (p< 0,0001), BB (p< 0,0001), PNL (p<
0,0014). E a mediana de detec¢do da forma clinica LL foi significantemente maior do que a
titulagdo das formas clinicas | (p= 0,0213), TT (p= 0,0470), BT (p< 0,0001), BB (p< 0,0001),

PNL (p=0,0006), e AL (0,0277) (Figura 16).




Titulagdo de anticorpos IgM anti-PGL-1 de acrodo com a forma clinica

3.5

2.54

2.0

D.O (490nm)

1.5

1.01

0.5+
Cut-off-

0.0

*

*

48

T
BL

Forma clinica

T
LL

T
AL

Figura 16: Deteccdo de Anticorpos IgM anti-PGL-1 dos casos cléssicos, iniciais e

assintomaticos segundo a forma clinica

3.4. EXAME HISTOPATOLOGICO DE LESAO DE PELE

Foram realizadas 115 bidpsias de lesdo de pele, sendo 49/115 (42,6%) de individuos

com as manifestacGes clinicas classicas, e 66/116 (57,4%) de individuos nas formas iniciais.

Na avaliacdo histopatoldgica, o exame demonstrou ser capaz de diagnosticar hanseniase em

29/116 (25,2%) dos casos, os demais laudos se mostraram inespecificos, com resultados de
dermatite granulomatosa 24/115 (20,9%), dermatite perivascular com 52/115 (45,2%)

demonstrados na tabela 4.

Tabela 4: Diagnostico histopatolégico de lesdes de pele de individuos diagnosticados com hanseniase.

Laudo histopatolégico Casos classicos Casos Iniciais Total
(n (%) (n) (%) (n (%)
Hanseniase 27 56.3 2 3.0 29 25.2
Dermatite granulomatosa 12 25.0 12 17.9 24 20.9
Dermatite perivascular 7 14.6 44 65.7 51 443
Dermatite espongiotica 1 2.1 6 9.0 7 6.1
Rosacea granulomatosa 1 2.1 0 0.0 1 0.9
Dermatite psonasﬁqrr_ne-espong|ot|ca 0 0.0 1 15 1 09
superficial
Liquen Plano 0 0.0 2 3.0 2 1.7
Total 48  100.0 67 100.0 115 100.0
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A andlise realizada nos grupos de estudo demonstrou diferenca no diagndstico dos
casos classicos e iniciais, aonde o diagnostico de hanseniase foi 27/48 (56,3%) nos casos

classicos, e 2/67 (3,0%) nos casos ndo classicos.

3.5. DETECCAO DA REGIAO RLEP DO M. leprae EM RASPADO INTRADERMICO

O exame apresentou positividade em 253/322 (78,6%) individuos com diagnostico de
hanseniase. Sendo 103/105 (98,1%) em individuos classificados como casos cléssico, e 150/270
(69,1%) nos casos nado classicos. Nos contatos clinicamente saudaveis a positividade foi de
128/433 (29,9%) (Figura 17). Nos casos classicos a positividade nas formas clinicas TT (4/4),
BB (7/7), BL (32/32) e LL (30/30) foi de 100%. Na forma clinica BT a positividade foi de 30/31
(96,8%), quanto o Unico individuo classificado como PNL ndo apresentou amplificacdo do
RLEP (Tabela 2).

Classicos
105/106 (99,1%)
F

+ ]

N 103/105 02/105 :
Hanlsif:_lase (98,1%) (1,9%) Individuos
(322 saudaveis (433)

+ Niio-clssi o -

217/2 128/433 305/433

253322 69/322

(78.6%)  (214%) s — (29.9%) (70.4%)
150/217 67/217
(69.1%) (30.9%)

Figura 17: Positividade do exame de deteccdo da regido RLEP por gPCR em raspado intradérmico

Na analise estatistica, pelo teste Kruskal-Wallis, a comparacdo de mediana de CT de
amplificagdo demonstrou que o grupo de casos cléassicos (CT= 37,4) pbde ser diferenciado dos
casos iniciais (CT=40,8) com p <0,0001, dos casos assintomaticos (CT=41,7) com p= 0,0022,
e dos contatos clinicamente saudaveis (CT= 41,3) com p <0,0001. Os outros grupos se
apresentaram semelhantes na comparagdo da mediana, conforme demonstrado na figura 18.

Quando avaliamos a mediana de CT de deteccdo entre as formas clinicas, detectamos que as
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formas clinicas BL e LL foram diferentes estatisticamente da forma clinica BT, casos
assintomaticos e contatos saudaveis. Os demais grupos foram semelhantes entre si (Figura 19).

Tabela 5: Positividade de detecgdo de RLEP por gPCR nos grupos casos classicos, ndo classicos e

contatos saudaveis.

Deteccdo de RLEP por gPCR
Forma Mediana
Clinica (C.T)

Positivo %  Negativo % Total

TT 36.1 4 1000 0 00 4
BT 40.7 30 96.8 1 32 31
Casos Cléssicos BB 37.7 7 1000 0 00 7
BL 34.2 32 1000 O 00 32
LL 34.9 30 1000 0 00 30
PNL 0 0.0 1 1000 1
Total 37.4 103 98.1 2 19 105
Casos ndo 40.8 110 621 67 379 177
classicos
_Casos 417 14 452 17 548 31
Assintomaticos
Contatos Total 41.3 128 296 305 704 433
Saudaveis

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculéide; BT: hanseniase bordeline-
tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL:

hanseniase virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural; AL: hanseniase assintomética
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Deteccdo de RELEP por qPCR em casos classicos, ndo classicos, assintom aticos
e contatos saudaveis

Casos classicos

Casos Né&o classicos

Casos assintomaticos -

Contatos saudaveis

Teste Kruskal-Wallis

Casos oligossintomaticos  Casos assintomaticos Contatos saudaveis

Casos classicos (p) <0.0001 0,0022 <0.0001
Casos ndo classicos (p) >0.9999 0,9606
Casos assintomaticos (p) > 0.9999

Figura 18: Detecgdo e CT de amplificagdo da regido RLEP em casos cléssicos, ndo cléssicos, assintomaticos e

contatos clinicamente saudaveis.
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Amplificacdo da regido RLEP em raspado intradérmico de I6bolo auricular de casos classicos,
nédo classicos, assintomaticos e contatos saudaveis
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Figura 19: Detecgdo da amplificacfo da regido RLEP segundo as formas clinicas, individuos

assintomaticos e contatos saudaveis

3.6. DETECCAO DA REGIAO RLEP DO M. leprae EM BIOPSIA DE PELE

Foi realizada detecgdo molecular de RLEP nos fragmentos de leséo de pele em 175
pacientes diagnosticados clinicamente com hanseniase. A positividade do exame foi de 101/175
(57,7%), e quando consideramos 0s grupos, observamos que a positividade foi de 85/104
(81,7%) em casos com as manifestacbes clinicas classicas, e 16/71 (22,5%) entre aqueles
pacientes com manifestacdes iniciais da hanseniase (Tabela 06).

Nos casos classicos, o maior percentual de positividade foi nos pacientes do polo
virchowiano, com positividade de 30/30 (100%), e 29/32 (90,6%) nas formas clinicas LL e BL
respectivamente, apresentando decaimento do percentual conforme a forma clinica se aproxima
do polo TT, com positividade de 18/30 (60,0%) e 3/4 (75,0%) nas formas clinicas BT e TT
respectivamente. Considerando as formas clinicas dos casos iniciais, a positividade variou de
0/1 (0%) nos pacientes da forma clinica BB e LL, a 2/3 (66,7%) na forma clinica TT (Tabela
06).



Tabela 6: Deteccdo de RLEP por gPRC em lesdo de pele em pacientes com hanseniase

Detecgdo de RLEP em lesdo de pele

Forma Clinica Positivo %  Negativo %  Total

TT 3 75,0 1 25,0 4

BT 18 60,0 12 40,0 30

Casos Classicos BB 5 71,4 2 28,6 7

BL 29 90,6 3 9,4 32

LL 30 100,0 0 0,0 30

PNL 0 0,0 1 1000 1
Total 85 81,7 19 18,3 104

Casos Nao Classicos 16 22,5 55 77,5 71
Total de casos de hanseniase 101 57,7 74 42,3 175
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Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculdide; BT: hanseniase bordeline-tuberculéide; BB:

hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase virchowiana; PNL:

hanseniase primariamente neural; AL: hanseniase assintomatica

3.7.

CORRELACAO DA DETECCAO DE RLEP POR gPCR E OS DEMAIS
EXAMES LABORATORIAIS

A avaliacdo da correlacdo entre a positividade do indice baciloscépico e o Ct de

amplificacdo da deteccdo de RLEP pela técnica de qPCR, demonstrou correlacdo moderada

(r=-0,51) entre 0 aumento do indice baciloscopico e a diminui¢do do Ct (p<0,001; r2=0,2640) (

Tabela 07 e Figura 20), havendo diferenca estatistica (p<0,05) apenas no Ct de detec¢do dos

pacientes com IB 0, quando comparados com pacientes com IB 4 e 5, e pacientes com IB 1,

também quando comparados com pacientes com IB 4 e 5, pelo teste estatistico Kruskal-Wallis

(Figura 21).

Tabela 7: Deteccdo de RLEP por gPCR de acordo com a baciloscopia nas formas clinicas

.. Baciloscopia RLEP Positivo RLEP Negativo  TOTAL
Forma clinica
n % n % N
Positivo 0 0,0 0 0,0 0
I (n=4) .
Negativo 4 100,0 0 0,0 4
Positivo 0 0,0 1 100,0 1
TT (n=6) .
Negativo 5 100,0 0 0,0 5
Positivo 8 80,0 2 20,0 10
BT (n=124) ]
Negativo 84 73,7 30 26,3 114
Positivo 7 100,0 0 0,0 7
BB (n=10) .
Negativo 2 66,7 1 33,3 3
Positivo 34 100,0 0 0,0 34
BL (n=35) .
Negativo 1 100,0 0 0,0 1
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Positivo 30 100,0 0 0,0 30
LL (n=33) .
Negativo 3 100,0 0 0,0 3
Positi 0 0,0 0 0,0 0
PNL (n=20) OSIHIVO
Negativo 14 70,0 6 30,0 20
AL (n=31) Positivo 14 45,2 17 54,8 31

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tubercul6ide; BT: hanseniase bordeline-
tuberculéide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL:

hanseniase virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural; AL: hanseniase assintomaética

Correlagdo entre indice baciloscépico e CT de am plificagcdo de RLEP por qPCR de individuos com
hanseniase

r=-0.5138

Figura 20: Correlagéo entre indice Baciloscopico e CT de amplificacdo de RLEP por gPCR de individuos
diagnosticados com hanseniase
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Distribuicdo do CT de amplificacdo de RLEP por gPCR de acordo com o indice
basciloscépicos de individuos com hanseniase

1B

Figura 21: Distribuicdo do CT de amplificacdo de RLEP de acordo com o indice baciloscopico de individuos

diagnosticados com hanseniase

Foi realizada a comparacdo da deteccdo de anticorpos Anti-PGL-1 e a deteccdo
molecular de 289 individuos com hanseniase e 381 contatos. A avaliacdo da relagdo da
positividade da sorologia IgM Anti-PGL-1 com a positividade do RLEP em raspado
intradérmico demonstrou que foi possivel detectar o DNA do bacilo em pacientes mesmo
quando a sorologia se apresentou negativa (74,5%- 79/106), como demostrado na tabela 08. A
regresséo linear que compara o Ct de amplificacdo e a D.O de leitura do exame Elisa Anti-PGL-
I demonstrou correlagdo moderada (r=-0,4477) entre a diminuicdo do C.T e 0 aumento da D.O
de leitura da sorologia (p<0,0001; r2= 0,2005)(Figura 22).

Tabela 08: Positividade de RLEP por gPCR de acordo com a deteccdo de anticorpos Anti-

PGL-I segundo as formas clinicas.

. RLEP RLEP
IgM Anti-PGL-I i )
Forma clinica Resultado g Positivo Negativo
n % n % n %
Positivo 2 28,6 2 100,0 0 0,0
I (n=7)

Negativo 5 71,4 3 60,0 2 40,0



TT (n=7)

BT (n=132)

BB (n=23)

BL (n=35)

LL (n=34)

PNL (n=22)

AL (n=29)

Contatos Saudaveis
(n=381)

Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo

3
4
69
63
14
9
29
6
30
4
12
10
24
5
187
194

42,9
57,1
52,3
47,7
60,9
39,1
82,9
17,1
88,2
11,8
54,5
45,5
82,8
17,2
49,1
50,9

2
3
49
49
9
5
29
6
30
4
10
6
9
3
48
73

66,7
75,0
71,0
71,8
64,3
55,6
100,0
100,0
100,0
100,0
83,3
60,0
37,5
60,0
25,7
37,6
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33,3
25,0
29,0
22,2
35,7
44,4
0,0
0,0
0,0
0,0
16,7
40,0
62,5
40,0
74,3
62,4

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculdide; BT: hanseniase bordeline-

tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural; AL: hanseniase assintomética

Correlagcdo entre Anti-PGL-le CT de amplificagdo de RLEP por qgPCR de individuos com hanseniase
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Figura 22: Correlacéo entre D.O do ELISA IgM Anti-PGL-1 e C.T de deteccdo de RLEP em

raspado intradérmico

Foi realizada a correlagéo entre a deteccdo de RLEP em nas amostras de leséo de pele e

raspado intradérmico de 162 individuos diagnosticados com hanseniase. A positividade em
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lesdo de pele foi 98/162 (60,5%), enquanto a positividade em raspado intradérmico foi de
139/162 (85,8%). A deteccdo de RLEP em raspado intradérmico foi capaz de identificar o
DNA do M. leprae em individuos com hanseniase, mesmo quando o material genético do
patdgeno ndo era detectavel na leséo de pele. O percentual de detec¢cdo nos casos RLEP de leséo
de pele negativo e RLEP de raspado intradérmico positivo variou de 50 % nas formas clinicas

I (1/2), e PNL (2/4), a 100% nas formas clinicas TT (1/1) e LL (2/2) (Tabela 09)
Tabela 09: Positividade de RLEP em raspado intradérmico por gPCR de acordo com a deteccao de RLEP

em lesdo de pele segundo as formas clinicas.

RLEP leséo de RLEP SSS + RLEP SSS- TOTAL

Forma clinica pele " % " % "
| (n=23) Positivo 0 0,0 1 100,0 1
- Negativo 1 50,0 1 50,0 2
Positivo 4 80,0 1 20,0 5
TT (n=6) Negativo 1 1000 0 00 1
Positivo 24 92,3 2 7,7 26

BT (n=67 . ! ’
(n=67) Negativo 32 780 9 220 41
Positivo 5 83,3 1 16,7 6

BB (n=1 . ! !
(n=16) Negativo 6 600 4 400 10
Positivo 20 1000 0 00 29
BL (n=33) Negativo 3 750 1 250 4
Positivo 30 1000 0 00 30
LL (n=32) Negativo 2 1000 0 00 2
Positivo 0 0,0 1 0,0 1
PNL (n=5) Negativo 2 50,0 2 50,0 4
Total 139 858 23 142 162

Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tubercul6ide; BT: hanseniase bordeline-
tuberculéide; BB: hansenfase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural;

Naqueles que receberam diagnostico histopatoldgico de hanseniase, a deteccédo
molecular do RLEP em raspado intradérmico e lesdo de pele foi 96,6% (28/29), a analise dos
grupos demonstrou que o percentual por grupo foi respectivamente: 100% (27/27) e 96,3
(26/27) em casos classicos, e 50% (1/2) e 100% (2/2) em casos iniciais (Tabela 11), enquanto
que aqueles individuos com hanseniase, que ndo foram diagnosticados pela analise
histopatoldgica, se considerassemos a deteccdo do RLEP raspado intradérmicio, alcancariamos
100% dos casos cléssicos diagnosticados como dermatite granulomatosa (12/12), dermatite
espongidtica (1/1 ), e 87,5% (7/8) dos casos classicos classificados como dermatite

perivascular. Ja nos casos nao classicos, se o diagnostico tivesse sido guiado pela deteccdo do
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RLEP em raspado intradérmico, um exame menos invasivo do que uma coleta de bidpsia, teria
sido diagnosticado 41,7 % (5/9) daqueles pacientes que receberam diagnostico de dermatite
granulomatosa, 25% (11/19) pacientes com diagnostico de dermatite perivascular, e 50% (1/2)
diagnosticado como dermatite espongiotica (Tabela 10).

Quando avaliamos a positividade das les6es de pele quanto ao marcador RLEP em casos
ndo classicos, detectamos que o percentual de positividade foi maior do que a deteccdo no
raspado intradérmico apenas nos casos diagnosticados como hanseniase pelo exame
histopatolégico. Naqueles individuos que ndo teriam diagnostico pela histopatologia, o raspado
intradérmico apresentou maior percentual de positividade do que o PCR da lesdo. Um viés
importante nestas analises consiste no C.T maximo de leitura das biopsias de pele, uma vez que
as qPCRs de lesdo foram realizadas no Ecole polytechnique fédérale de Lausanne, aonde
adotam C.T méaximo de 40 ciclos. Enquanto nossa padronizacdo de técnica permite a leitura até

45 ciclos, o que foi utilizado para analise do raspado intradérmico.

Tabela 10: Positividade do marcador molecular RLEP em raspado intradérmico e fragmento de lesdo de

pele
Laudo Casos classicos Casos Iniciais Total
histopatoldgico (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Histopatoldgico 27 54 2 3 29 25
Positivo 27 100 1 50 28 96,6
] RLEP SSS )
Hanseniase Negativo O 0 1 50 1 3,4
Positivo 26 96,3 2 100 28 96,6
RLEP SL )
Negativo 1 3,7 0 0 1 3,4
) ) 12 24 12 18,2 24 20,7
Histopatoldgico
Dermatite Positivo 12 100 5 41,7 17 70,8
RLEP SSS _
granulomatosa Negativo 0 0 4 33,3 4 16,7
Positivo 11 91,7 1 8,3 12 50
RLEP-SL )
Negativo 1 8,3 5 41,7 6 25
Histopatoldgico 8 16 44 66,7 52 44,8
Positivo 7 87,5 11 25 18 34,6
Dermatite RLEP SSS )
) Negativo 1 12,5 19 43,2 20 38,5
perivascular
Positivo 4 50 4 91 8 15,4
RLEP-SL )
Negativo 4 50 21 47,7 25 48,1
Dermatite Histopatologia 1 2 6 9,1 7 6
espongiotica RLEP SSS Positivo 1 100 1 16,7 2 28,6
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Negativo 0 0 1 16,7 1 14,3
Positivo 0 0 0 0 0 0
RLEP-SL )
Negativo 1 100 3 50 4 57,1
Histopatolégico 1 2 2 3 3 2,6
Positivo 1 100 0 0 1 33,3
Outros RLEP SSS
. Negativo 0 0 0 0 0 0
diagnosticos
Positivo 1 100 0 0 1 33,3
RLEP-SL
Negativo 0 0 0 0 0 0

RLEP SSS = Raspado intradérmico RLEP SL = Leséo de pele =

Apesar do percentual de deteccdo de RLEP em raspado intradérmico e fragmento de
lesdo ser semelhante nos individuos com diagndstico clinico e histopatoldgico, nos grupos com
diagnostico inespecifico, a deteccdo do RLEP do raspado intradérmico se mostrou uma
importante ferramenta para direcionamento do diagnostico, uma vez que a positividade em
casos com outros diagnosticos no exame histopatologico.

Quando comparados os exames laboratoriais, verificamos que a amplificacdo da regido
RLEP do M. leprae apresentou maior positividade entre os casos de hanseniase, chegando a
2271313 (72,5%), seguido do exame soroldgico IgM anti-PGL-I, com 197/322 (61,2%) e
deteccdo em fragmento de pele com 101/175 (57,7%) de positividade. Enquanto os exames
considerados padrdo ouro de deteccdo, baciloscopia do raspado intradérmico e histologia de
lesdo, apresentaram positividade de 116/278 (41,7%) e 29/115 (25,2%) respectivamente
(Tabela 11).

Quando avaliamos os grupos separadamente, a detecgdo molecular do M. leprae em
raspado intradérmico de I6bulos auriculares também apresentou maior percentual de
positividade dentre os exames realizados nos grupos casos classicos e iniciais. No0s casos
classicos, a deteccdo da regido RLEP em raspado intradérmicos de I6bulos auriculares foi de
103/105 (98,1%), o segundo exame com a maior positividade foi a deteccéo da regido RLEP
no fragmento de pele, com 16/71 (81,7%), a sorologia IgM anti-PGL-I foi positiva em 74/107
(69,2%) dos casos classicos, e na sequéncia, os exames baciloscopia de raspado intradérmico,
com positividade em 68/105 (64,8%), e 27/48 (56.2%) na histopatologia de lesdo de pele
(Tabela 11).

Nos casos ndo classicos, a deteccdo da regido RLEP por gPCR em amostra de raspado
intradérmico foi de 110/177 (62,1%), seguido titulacdo de anticorpos anti-PGL-I, com
percentual de positividade de 98/185 (53,0%), seguido da detecgdo molecular da regido RLEP
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em fragmento de lesdo de pele, com positividade de 16/71 (22,5%). A baciloscopia de raspado
intradérmico e histopatologia de lesdo presentaram os percentuais de positividade mais baixos,
16/141 (11,3%) e 2/67 (3,0%) respectivamente (Tabela 11).

O exame com maior positividade nos casos assintomaticos foi a sorologia anti-PGL-I
25/30 (83,3%), sequido da deteccdo da regido RLEP, com positividade de 14/31 (45,2%). No
grupo de individuos contatos saudaveis, detectamos 199/416 (47,8%) dos contatos com
sorologia positiva para o0 anticorpo anti-PGL-I, e 128/434 (29,5%) de individuos positivos na
deteccdo molecular do M. leprae em raspado intradérmico de I6bulo auricular (Tabela 12).

Como a positividade da baciloscopia do raspado intradérmico foi considerada critério
para o diagnostico dos contatos que ndo apresentavam sinais e sintomas clinico, os casos
assintomaticos, e o seu resultado negativo utilizado como critério para inclusdo dos individuos
no grupo de contatos saudaveis, a positividade deste exame ndo pode ser considerada para
andlise estatistica nestas duas populagoes

A capacidade dos exames laboratoriais em detectar um caso de hanseniase foi avaliado
a partir do célculo da sensibilidade. Dentre os exames avaliados, 0 que apresentou maior
sensibilidade, foi a deteccdo da regido RLEP, por g°PCR em amostra de raspado intradérmico
(72,5%), o segundo exame com maior sensibilidade foi a g°PCR de RLEP em bidpsia de leséo
de pele (65,8%), a sorologia apresentou sensibilidade de 61,2%, enquanto a baciloscopia de
raspado intradérmico apresentou sensibilidade de 41,7% e a sensibilidade da histopatologia da
lesdo de pele foi de 25,0%.
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Tabela 11: Percentual de positividade dos exames laboratoriais realizados nos individuos diagnosticados clinicamente com hanseniase e de contatos saudaveis
Casos de Casos Casos Casos Contatos
Hanseniase Cléssicos Né&o Classicos Assintomaticos saudaveis
n % n % N % n % n %
Positivo 227/313 72,5 103/105 98,1 110/177 62,1 14/31 45,2 128/433 29,6
RLEP SSS
Negativo 86/313 27,5 02/105 19 67/177 37,9 17/31 54,8 305/433 70,4
RLEP Lesio Positivo 101/175 57,7 85/104 81,7 16/71 22,5 NA NA NA NA
de pele Negativo 74/175 42,3 19/104 183  55/71 775 NA NA NA NA
Positivo 29/115 25,2 27148 56,2 02/67 3,0 NA NA NA NA
Histopatologia
Negativo 87/115 74,8 21/48 43,8 56/67 97,01 NA NA NA NA
Baciloscopia raspado Positivo 116/278 41,7 68/105 64,8 16/141 11,3 32/32 100 NA NA
Intradérmico Negativo 162/278 58,3 37/105 352 125/141 88,7 NA NA 388 100
Sorologia IgM Positivo 197/322 61,2 74/107 69,2 98/185 53,0 25/30 83,3 199/416 47,8
Anti-PGL-I Negativo 125/322 38,8 33/107 30,8  87/185 47,0 05/30 16,7 217/416 52,2

Legenda: NA= Ndo avaliado
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Quando observamos os grupos de pacientes separadamente, detectamos que o exame de
gPCR de RLEP no raspado intradérmico de lébulos auriculares se apresentou como 0 exame
mais sensivel tanto nos casos com manifestacdo clinica classica, com sensibilidade de 98,1%,
e 61,2% nos casos com manifestagdes clinicas iniciais. O segundo exame com maior
sensibilidade nos pacientes com as formas clinicas classicas foi a biologia molecular para
deteccdo de RLEP em biopsia de lesdo de pele, com sensibilidade de 89,2%, seguido da
sorologia IgM anti-PGL-I (69,2%), a baciloscopia de raspado intradérmico e a histopatologia
apresentaram as menores sensibilidades, com 64,8% e 56,3% respectivamente. No grupo de
pacientes com manifestacdes clinicas iniciais, 0 exame com segunda maior sensibilidade foi a
sorologia IgM anti-PGL-1, com sensibilidade de 53.0%, seguido da deteccdo de RLEP em
biopsia de lesdo, com sensibilidade de 24,6%, do exame bacilocopico de raspado intradérmico
(11,3%) e histopatologia de lesdo (3,4%) (Tabela 12).

Avaliamos também a capacidade dos exames laboratoriais em determinar quem
realmente ndo tem hanseniase, ou seja, pessoas saudaveis. Para isso, avaliamos a especificidade
dos testes. O exame que apresentou maior especificidade foi a deteccdo molecular da regido
RLEP em raspado intradérmico, com 70,5%. A sorologia anti-PGL-I apresentou especificidade
de 52,2%. Nao calculamos a especificidade da histologia e deteccdo molecular de RLEP de
lesdo de pele, pois foram coletadas apenas lesdes com caracteristica clinica de hanseniase, e
ndo foi possivel calcular a especificidade baciloscopia de raspado intradérmico de contatos

saudaveis, pois este foi um critério de inclusdo dos individuos no grupo (Tabela 12).

Tabela 12: Determinacéo da sensibilidade e especificidade dos exames laboratoriais nos grupos do estudo.

Sensibilidade (%) Especificidade
Exame Casos de hanseniase  Casos Classicos Casos Nao cléssicos (%)
RLEP SSS 72.5 98.1 62.1 70.4
RLEP Lesao de pele 65.8 89.2 24.6 NA
Histologia 25.0 56.3 3.4 NA
Baciloscopia raspado 417 64.8 113 NA

intradérmico
IgM Anti-PGL-I 61.2 69.2 53.0 52.2

Legenda: NA= Ndo avaliado

A analise da concordéncia dos exames laboratoriais com o diagnoéstico clinico, através
do teste Kappa, apontou o exame de detec¢cdo molecular da regido RLEP (kappa= 0,42,
concordancia boa) apresentou melhor concordancia do que a sorologia anti-PGL-I, com kappa

de 0,13, e concordancia considerada fraca, em pacientes com hanseniase. Os exames:
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baciloscopia do raspado intradérmico, exame histopatolégico e deteccdo molecular em
fragmento de pele ndo tiveram seus parametros avaliados, pois ndo realizamos coleta de
fragmento de pele de individuos sem lesdo e o grupo contatos saudaveis foi criado a partir do
critério de baciloscopia negativa (Tabela 13).

A fim de encontrar um direcionamento laboratorial, avaliamos a associa¢do dos exames:
deteccdo molecular da regido RLEP e o exame soroldgico anti-PGL-I, os dois exames com
maior sensibilidade no grupo de pacientes iniciais. Considerando os resultados duplo positivos
e duplo negativos, percebemos que ha diminuicéo na sensibilidade (48,1%) e na especificidade
(31,7%), quando comparados com os testes isoladamente, no entanto, houve um discreto
aumento no indice Kappa (0,55) (Tabela 14).

Tabela 13: Avaliacdo da concordancia dos exames laboratoriais com o diagnéstico clinico, atraves do

teste Kappa

RLEP- Raspado intradérmico IgM Anti-PGL-I
Kappa p Conclusao Kappa p Conclusao
Casos de hanseniase 0.42 <0,0001 Boa 0.13 0,0002 Fraca
Casos classicos 0,47 <0,0001 Boa 0,14 <0,0001 Fraca
Casos nao classicos 0,3 <0,0001 Fraca 0,04 0,1225 Fraca
Casos assintomaticos 0.5 0.0343 Fraca 0.1 <0,0001 Fraca

Tabela 14: Sensibilidade, especificidade e avaliacdo de concordancia com diagndéstico clinico da

associacdo dos exames sorologia anti-PGL-1 e deteccdo molecular da regido RLEP

Sensibilidade Especificidade Kappa p Concordancia
48,1 31,8 0,5537 <0,0001 Boa

3.8. DETERMINA(}AO DO PERFIL GENETICO DAS CEPAS DE M. leprae ISOLADAS
Foram coletadas 203 amostras de bidpsias de pele provenientes de individuos sem
historico de tratamento com PQT anterior ao diagndstico de hanseniase (121/203- 59,6%), de
65/203 (32,0%) recidivas, (9/203- 4,4%) insuficiéncia terapéutica, (8/203- 3,9%-) sem melhora

clinica e laboratorial mesmo com o tratamento com a PQT.

A forma clinica BT foi predominante, com 74/203 (36,5%), seguida da forma clinica
mais predominante foi a LL, com 47/203 (23,3%). Dentre 0s casos novos, a forma clinica mais

predominante foi a forma BT, com 62/121 (51,2%), enquanto a forma clinica LL foi a mais
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frequente nos grupos de pacientes com recidiva, com 28/65 (43,08%), nos pacientes sem
melhora clinica com tratamento, com percentual de 5/8 (62,6%), e no grupo de pacientes com
insuficiéncia terapéutica 5/9 (55,56%) (Figura 23).

Das amostras coletadas, a positividade na baciloscopia do raspado intradérmico foi de
93/203 (45,8%), e 73/203 (36%) na bidpsia de lesdo. O maior percentual de individuos com
baciloscopia de raspado intradérmico positiva (35/203- 17,2%) apresentavam IB no intervalo
de 3,25 a 4,00+. Com relacdo a biopsia, o0 maior percentual de individuos (17/203- 8,4%)

apresentou IB no intervalo de 5,25 a 6,0+ (Figura 24).

Origem das amostras de lesdo de pele

3,9%

4,5%

Legenda:

B casos novos

O Rrecidivas

@ sem melhora com tratamento
=

Insuficiéncia terapéutica

Total=100

Figura 23: Origem das amostras de bidpsia de pele dos pacientes participantes do estudo
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Casos novos Recidiva Sem melhora Insuficiéncia terapéutica Total

n % n % n % n % n %
| 4 3,31 0 0,00 0 0,00 0 0,00 4 2,0
T 7 5,79 0 0,00 0 0,00 0 0,00 7 3,4
BT 62 51,24 10 15,38 1 12,50 1 11,11 74 36,5
BB 21 17,36 4 6,15 0 0,00 0 0,00 25 12,3
BL 16 13,22 23 35,38 2 25,00 3 33,33 44 21,7
LL 9 7,44 28 43,08 5 62,50 5 55,56 47 23,2
PNL 2 1,65 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 1,0
Total 121 100 65 100 8 100 9 100 203 100

Figura 24: Forma clinica dos participantes do estudo, distribuidos em casos novos, recidiva, pacientes

sem melhora clinica com tratamento e pacientes que insuficiéncia terapéutica
Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tuberculdide; BT: hanseniase bordeline-
tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural;

Na analise molecular dos fragmentos de pele foi possivel detectar a presenca do DNA
do patdgeno, em 140/203 (68,97%) amostras, todos 0s microrganismos analisados foram
identificados como Mycobacterium leprae, e ndo evidenciamos a presenca do Mycobacterium
lepromatosis. Foi possivel determinar o genétipo de 66/203 (32,5%) das cepas responsaveis
por causar hanseniase nos pacientes atendidos na UREMC.

O genotipo mais predominante foi o tipo 4, presente em 56/66 (84,4%) pacientes, sendo
0 subtipo 4N o que apresentou maior distribuicdo na populacdo atendida com 52/66 (78,8%), 0
subtipo 4P apresentou frequéncia de 4/66 (6,1%) e o gendtipo 31, com 9/66 (13,6%), uma destas
cepas foi identificada como subtipo 31-1 (1/66- 1,5%). Outra cepa identificada em nosso estudo,
foi a cepa 1D (1/66- 1,5%) (Figura 25).

Associamos a genotipagem a forma clinica, e histdrico clinico do paciente. Com isso,
detectamos que, a cepa 1D, foi identificada causando hanseniase com na manifestagéo clinica
BL, enquanto o gen6tipo 31 foram isoladas de casos BT (2/9-22,2%), BB (1/9-11,1%), BL (4/9-
44,4%), e na forma clinica LL (2/9-22,2%). As cepas do genétipo 4N também estavam
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presentes nas formas clinicas multibacilares: BT (4/52- 7,7%), BB (3/52- 5,8%), BL (24/52-
46,2%), LL (21/52- 40,4%). O gendtipo 4P foi associado as formas clinicas BT (1/4- 25%), BL
(1/4- 25%) e a forma clinica LL (2/4- 50%), como representado na figura 26.

O historico de entrada do paciente detectou que aqueles que eram casos novos da
doenca, apresentaram em sua maioria, as cepas 4N (22/30- 73,3%), que ja demonstrou ser a
cepa que apresenta a maior frequéncia de detec¢do. Os gendtipos 31 (5/30- 16,7%), e 4P (3/30-
10%) também foram detectados em outros individuos diagnosticados como casos novos de
hanseniase. O grupo de pacientes com recidiva é constituido de 26/31 (83,9%) de individuos
que adoeceram pela cepa do genotipo 4N. Os genoétipos 1D, 3l e 4P correspondem a 1/31
(3,2%), 3/31 (9,7%), e 1/31(3,2%) respectivamente. Aqueles individuos que ndo apresentavam
melhora clinica mesmo ja tomando a medicacdo, apresentaram cepas do genotipo 4N (2/3-
66,7%), e 3l (1/3- 33,3%). Aqueles que foram detectados como insuficiéncia terapéutica
apresentaram as cepas 4N (2/2- 100%) (Figura 27).

1009

52/66 (78,8%)
80

60— -

20T

9/66 (13,6%)

Percentual (%)

4166 (6,1%)

1/66 (1,5%)

T T
1D 31
Genodtipo

Figura 25: Genotipagem das cepas de Mycobacterium leprae causadoras de hanseniase em pacientes
atendidos na Unidade de Referéncia Dr. Marcello Candia
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Figura 26: Genotipo das cepas de Mycobacterium leprae associado as formas clinicas da hanseniase

Legenda: I: hanseniase

indeterminada; TT: hanseniase tuberculéide; BT: hanseniase bordeline-

tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural;
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Figura 27: Associagdo do gendtipo de Mycobacterium leprae com a historia clinica do paciente
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Legenda: I: hanseniase indeterminada; TT: hanseniase tubercul6ide; BT: hanseniase bordeline-
tuberculdide; BB: hanseniase bordeline-bordeline; BL: hanseniase bordeline-virchowiana; LL: hanseniase

virchowiana; PNL: hanseniase primariamente neural;

As amostras obtidas no estudo foram provenientes dos 23/144 (16%) dos municipios do
Estado do Para e 1 municipio do Maranhdo. O municipio de Belém, destacado em amarelo, na
figura 28, abriga os 4 tipos de cepas detectadas no estudo, com frequéncia de 100% (1/1) das
cepas 1D, 22,2% (2/9) de cepas 3I, 32,7% (17/52) das cepas 4N, e 25% (1/4) das cepas do
genotipo 4P (Tabela 15).

O gendtipo 3l, demonstrou distribuicdo geografica em cinco municipios paraenses:
Acara com 4/9 (44,4%), Ananindeua com 1/9 (11,1%), Belém com 2/9 (22,2%), e Canad dos
carajas com 1/9 (11,1%), e Tomé-acu com 1/9 (11,1%). O gendtipo 4N foi detectado em 19
municipios paraenses e em 1 municipio do Estado do Maranh&o. A maior frequéncia da cepa
foi na regido metropolitana de Belém, nos municipios de Belém (17/52- 32,7%), Marituba
(10/52- 19,2%), e Ananindeua (6/52- 11,5%). Foi detectado também no municipio de Cameta
e castanhal, ambos com deteccdo de 2/52 (3,8%), e com deteccdo de 1/53 (1,9%) de nos
municipios de Acara, Capanema, Capitdo poco, Garrafdo do norte, Goianésia do Pard, Igarapé
Miri, Irituia, Jacundd, Marapanin, Mocajuba, Nova esperanca do piria, Paragominas,
Salvaterra, Santa Izabel, e Cedral- Maranhdo. O genoétipo 4P foi detectado em 4 municipios,
com percentual de 25% (1/4) em cada um. Os municipios foram: Ananindeua, Belém, que ja
apresentavam cepas com outros genoétipos, e como Unica deteccdo nos municipios de Maracana
e Vigia (Figura 28 e Tabela 15).

Figura28: Distribuicdo geogréafica das cepas identificadas no Estudo.



Tabela 15: Distribuicdo dos genétipos nos municipios dos Estados do Para e Maranhao.
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Municipios 1D 3l 4N 4P Total
n % n % n % n %

Acara 0 0,0 4 80,0 1 20,0 0 0,0 5
Ananindeua 0 0,0 1 12,5 6 75,0 1 12,5 8
Belém 1 4,8 2 9,5 17 81,0 1 4,8 21
Cameta 0 0,0 0 0,0 2 1000 O 0,0 2
Canad dos carajas 0 0,0 1 100,0 0 0,0 0 0,0 1
Capanema 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Capitdo poco 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Castanhal 0 0,0 0 0,0 2 1000 O 0,0 2
Garrafdo do norte 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1
Goianésia do Para 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1
Igarapé Miri 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Irituia 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Jacunda 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Maracana 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100,0 1
Marapanim 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Marituba 0 0,0 0 0,0 10 10000 O 0,0 10
Mocajuba 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
gi?i‘;a esperangado 5 45 g 0,0 1 100 0 00
Paragominas 0 0,0 0 0,0 1 1000 O 0,0 1
Salvaterra 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1
Santa lzabel 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1
Tome acl 0 0,0 1 100,0 0 0,0 0 0,0 1
Vigia 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100,0 1
Cedral- Maranhédo 0 0,0 0 0,0 1 100,0 0 0,0 1
Total 1 1,5 9 13,6 52 78,8 4 6,1 66

Foi possivel realizar o sequenciamento da regido DRDR de 109/203 (53,7%) das

amostras de les6es de pele de pacientes, com amplificacdo de pelo menos um gene de interesse

provenientes de individuos sem histérico de hanseniase anterior ao diagndstico (56/109;

51,4%), pacientes com recidiva (44/109; 40,4%), pacientes com insuficiéncia terapéutica

(44/109; 40,4%), e de pacientes com faléncia terapéutica (5/109; 4,6%).

Obtivemos amplificacdo da regido rpoB em 96/203 (47,3%) e todas (96/96; 100%)
apresentaram o alelo selvagem (Wild type- WT). A amplificacdo da regido folP1 foi possivel
em 101/203 (49,8%) das amostras, sendo 98/101 (97%) WT, e 3/101 (3%) apresentaram
mutacBes conhecidamente associadas a resisténcia medicamentosa. Obtivemos 100/203

(49,2%) amplificacdes da regido gyrA, e todas com alelo WT, e em 40/203 (19,7%) cepas foi
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possivel avaliar a regido gyrB, onde detectamos 39/40 (97,5%) possuiam o alelo WT, e 1/40
(2,5%) apresentaram mutacdo (Tabela 16).

Tabela 16: Percentual de amostras amplificadas e sua caracterizagdo fenotipica baseada na amplificacéo

dos genes rpoB, folP1, gyrA, gyrB

Sem amplificagédo Com amplificacao Caracterizacgdo das cepas
Sensivel Resistente
n % N % n % n %
rpoB 107 52.7 96 47.3 96 1000 O 0
folP1 102 50.2 101 49.8 98 970 3 3.0
ayrA 103 50.7 100 49.3 100 1000 O 0
gyrB 163 80.3 40 19.7 39 975 1 2.5

Consideramos cepas sensiveis aquelas que apresentaram alelo WT em todas as regides
génicas associadas com droga-resisténcia. Portanto, 38/109 (34,9%) cepas foram consideradas
sensiveis aos farmacos dapsona, rifampicina e ofloxanina. Estas estdo representadas no circulo
amarelo, no centro do gréafico de intercessdo, da figura 29. As demais cepas que apresentaram
sensibilidade em apenas uma regido génica (9/109- 8,3%), duas regiGes génicas (12/109-
11,0%), ou em trés, das quatro regides génicas (47/109- 43,1%), cuja distribuicdo esta
demonstrada na figura 29, estas foram denominadas como cepas com sensibilidade
indeterminada. Trés cepas (3/109- 2,8%) foram detectadas com mutacdes responsaveis por
causar resisténcia a farmacos no gene folP1, todas no c6don 55, sendo duas cepas com troca do
aminoacido pronina por arginia, € uma cepa com modificacdo da pronina por leucina. Esta cepa
também apresentou mutacdo na regido gyrB, no codon 503, com substituicdo da treonina por
isoleucina, mutagdo nunca descrita em M. leprae. A presencga da associagdo das mutagdes em
folP1 e gyrB, determinam a presenga de uma cepa multidroga resistente (Figura 29 e Tabela
17).
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Figura 28: Amplificac&o das regides génicas rpoB, folP1, gyrA, gyrB, e seu perfil de sensibilidade.

Tabela 17: Mutagdes detectadas nas regifes de determinagdo de droga-resisténcia

rpoB folP1 gyrA gyrB
Cepa Codon 55 Codon 503
Br2016-153 wt* Pro > Arg*** wt wt
Br51353 wt Pro > Arg wt SA¥#
Br2016-15 wt Pro>Leu** wt Thr>Isso™

Legenda: *wt: Wild type; **Pro>Leu: substituicdo de uma Pronina por uma Leucina; ***Pro > ArG:

Substituicdo de uma Pronina por uma Arginina; *SA: Sem Amplificacdo; #Thr>Iso: Substituicdo de uma treonina

por Isoleucina,

As cepas com mutacOes que caracterizam resisténcia contra farmacos foram detectadas
nos grupos de pacientes caracterizados como casos novos, em 1/56 (1,8%) dos individuos, no
grupo de pacientes com recidiva, com 1/44 (2,3%), e no grupo de pacientes com faléncia
terapéutica, com 1/5 (20,0%). Moradores dos municipios de Belém, Ananindeua e Castanhal,

considerados municipios da regido metropolitana de Belém (Tabela 18).
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Tabela 18: Modo de entrada de cada paciente no estudo e seu perfil de sensibilidade

- Insuficiéncia Faléncia
Casos novos Recidiva . -
terapéutica terapéutica

N % n % n % N %
Sensivel 18 32,1 17 38,6 1 25 2 40
Resistente 1 1,8 1 2,3 0 0 1 20
Indeterminado 37 66,1 26 59,1 3 75 2 40
Total 56 100 44 100 4 100 5 100

O paciente com recidiva da doencga € um paciente do sexo masculino de 55 anos de
idade, morador do municipio de Ananindeua, caminhoneiro, a esposa foi avaliada e néo
apresentou sinais e sintomas de hanseniase. O filho do casal ndo pode ser avaliado por estar
privado de liberdade. Seu primeiro tratamento foi ha 6 anos antes da entrada do paciente no
estudo, na avaliacdo clinica apresentou lesdo nodular no dorso, com forma clinica LL, IB =
3,25, Anti-PGL-I1 Positivo (D.O = 0,710), gPCR positivo (C.T = 29), SNP 4N (Figura 30). A
paciente com faléncia terapéutica, é do sexo feminino. A presentou lesdes nodulares
disseminadas pelo tegumento, na avaliacdo clinica foi diagnosticada como LL, apresentou I1B=
4,75, IM= 25%, Anti-PGL-I = 1.837, e SNP 4N (Figura 31). O paciente com resisténcia
primaria apresentou mutacdo em duas regides génicas referentes a droga-resisténcia (dapsona
e quinolonas), além destas, outras 4 mutacdes foram encontradas em seu genoma fadD9
(G796S), ribD (A63T), pks4 (M14l) e nth (N142fs), esta cepa foi considerada hipermutante.
Este paciente apresentou lesdes disseminadas pelo tegumento, com 1.B= 3,5, e Anti-PGL-I
positivo com D.O 2,023 (Figura 32).

Mediante o achado de uma cepa hipermutante causando droga-resisténcia primaria,
houve a necessidade de avaliamos os contatos intra-domiciliares e sociais do paciente (Figura
33) com a finalidade de verificarmos a dispersdo da cepa. Os dados desta busca foram
publicados no artigo “ Specialized active leprosy search strategies in an endemic area of the
Brazilian Amazon identifies a hypermutated Mycobacterium leprae strain causing primary drug
resistance” (BOUTH et al., 2023) (Apéndice ).

Na avaliagdo dos contatos, foi identificado que a esposa e o filho apresentavam sinais e
sintomas clinicos de hanseniase (2/14 - 14,3%). Na titulacdo de anticorpos Anti-PGL-I, apenas
2 (14,3%) individuos foram soropositivos. A amplificacdo do RLEP das amostras de raspado

intradérmico dos 12 contatos clinicamente saudaveis foi positiva em 6/12 (50,0%).
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A esposa, 21 anos, apresentava lesdo hipocrdmica maior que 10 cm de didmetro com
bordas imprecisas (pseudopodes) no abdémen (Figura 34) com perda de sensibilidade, e DGO.
Ela foi classificada com hanseniase BT com titulo de anti-PGL-I positivo (O.D. = 0,41) e
negativo para RLEP por qPCR em raspado intradérmico. O exame histopatolégico da bidpsia
de pele mostrou epiderme com leve acantose e minimo infiltrado linfocitario perivascular na
derme superior. BAARs estavam ausentes pela coloracdo de Fite-Faraco e a lesdo foi
diagnosticada como dermatite perivascular superficial minima. A amostra de biopsia de pele

ndo apresentou carga bacilar suficiente para analise molecular dos genes de resisténcia.

O filho, de 4 anos, apresentava lesdes hipocrdmicas com presenca de tubérculos no
antebraco esquerdo, e antebraco direito (Figura 35) associadas a espessamento do nervo ulnar
esquerdo, DGO e sorologia negativa (O.D. = 0,28). Também foi clinicamente classificado como
hanseniase BT (Figura 1). O exame histopatolégico demonstrou denso infiltrado inflamatorio
granulomatoso de arquitetura nodular composto por linfécitos, plasmécitos e histiocitos
epitelioides citoplasmaticos, com presenca de BAAR (1+) nos cortes corados com Fite-Faraco,
com definicdo diagnostica de hanseniase borderline-tuberculéide por histopatologia segundo
classificacdo de Ridley e Jopling. A detecdo de RLEP por qPCR nos I6bulos auriculares foi
positivo (Ct = 41,4). A anélise molecular da biopsia de pele mostrou alelos WT em rpoB, folpl,

gyrA e gyrB.

Figura 30: Lesao nodular de paciente com recidiva de hanseniase e resisténcia a dapsona;
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Figura 31: Paciente com resisténcia a dapsona com insuficiéncia terapéutica. Apresenta lesdes

disseminadas pelo tegumento.

Figura 32: Paciente com resisténcia primaria, com lesfes disseminadas pelo tegumento, com diagnostico

de hansenfase LL.
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Figura 33: Avaliagdo e exames laboratoriais do caso com resisténcia primaria e seus contatos. Moradores
da Casa A: o caso primariamente resistente (quadrado vermelho), a esposa (circulo verde), seu filho (quadrado
roxo) e outros parentes. Os moradores da casa B, localizada proxima a casa A, sdo contatos de longa data. Parentes
da esposa moram na casa C. S&o apresentados os resultados positivos para sorologia anti-PGL-1 e deteccéo de
RLEP para cada individuo.

Figura 34: Esposa, com placa hipocromicas em abdémen.



Figura 35: Filho, com lesdo hipocrdmica e tubérculos no antebraco apontada na seta.

77
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4. DISCUSSAO

A hanseniase ¢ hoje um importante problema de satde publica. Orgdos mundiais
seguem tracando metas com o intuito de promover o controle da doenca e diminuicdo do
impacto econdmico e social que ela acarreta (VAN BRAKEL et al., 2012), como exemplo,
temos a Estratégia Global contra a Hanseniase 2021- 2023 “Rumo a erradicagdo da hanseniase”,
com a finalidade de promover medidas para zerar a transmissdo e incapacidades fisicas
decorrentes de hanseniase (WHO, 2021).

Para isso seja possivel, é necessario a quebra da cadeia de transmissdo proporcionando
ao paciente o diagnéstico em estdgios iniciais da doenca, inicio do tratamento antes do
surgimento e estabelecimento de sequelas e incapacidades fisicas visiveis, e reforcar a detecgédo
e vigilancia sobre cepas resistentes a drogas (WHO, 2017).

O Brasil, em 2018, notificou 28.660 casos novos de hanseniase, equivalente a 13,7 casos
novos/100.000 habitantes. Destes, 2109 (7,4%) com grau 2 de incapacidade fisica,
evidenciando o diagnostico tardio da doenga (“WHO | Weekly Epidemiological Record, 30
August 2019, vol. 94, 35/36 (pp. 389-412)”, 2019).

Em nosso estudo, avaliamos 833 individuos de 23 dos 144 municipios do estado do
Para. Destes, diagnosticamos 42,1% (351/833) casos de hanseniase, 40,7% (143/351) dos casos
diagnosticados ja apresentavam algum grau de incapacidade fisica decorrente da doenca, e
12,2% (43/351) ja apresentavam alteracdes fisicas visiveis (G12). O que demonstra atraso na
deteccdo dos sinais iniciais da doenca, permitindo que ela se agrave ao ponto de ocasionar
deformac0es fisicas visiveis.

O atraso no diagndstico é um problema estrutural, que nédo € restrito a regido norte do
Brasil. Esta associada a uma serie de fatores, dentre eles a falta de expertise médica com relagdo
a deteccao e diagndstico clinico, como evidenciado em um estudo realizado com pacientes
multibacilares, os quais tiveram um atraso de em média trés anos para receber o correto
diagndstico, o que levou ao desenvolvimento de complicacBes da doenca (TRINDADE et al.,
2009b). Outros estudos afirmam também que ha a necessidade de aumentar as campanhas
educativas para alertar a populagdo sobre sinais e sintomas, esclarecimento sobre a doenca e
diminuigcdo do medo do estigma (HENRY et al., 2016), além de intensificar os treinamentos e
capacitacbes das equipes de saude para o correto diagndstico dos casos de hanseniase
(DHARMAWAN et al., 2022).

Outro grande desafio na hanseniase é a auséncia de um exame laboratorial que seja

capaz de detectar a doenga em todos os seus polos. O exame considerado “ouro” dentro da
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hanseniase hoje, é o exame histopatolégico de bidpsia de pele (SCOLLARD et al., 2006), que
se coletado de uma lesdo bem representativa de lesdo hansénica, processada da forma adequada,
e corada com as técnicas adequadas como por exemplo a utilizacdo da coloragdo fite-
faraco(FARACO, 1938 , e analisada por um patologista com expertise na caracterizacdo da
doenca, pode demonstrar a resposta imune do individuo a partir das organizacdo tecidual,
envolvimento das estruturas nervosas periféricas e a presenca do bacilo no tecido. Estudos
demonstram que o exame histopatoldgico pode ter de 57,2 % a 98,0% de correlacdo com a
clinica (BHATIA et al., 1993; CHAKRABARTI et al., 2016; GIRIDHAR et al., 2012;
MCDOUGALL; PONNIGHAUS; FINE, 1987).

Em nosso estudo, 0 exame histopatoldgico demonstrou correlacdo de 56% (27/48) entre
clinica e diagndéstico laboratorial com o diagnostico clinico apenas nos casos considerados
classicos, ou seja, apresentavam clinica bem definida, segundo Ridley e Joplin (RIDLEY,
1966). Quando avaliamos 0s casos néo classicos, o percentual cai drasticamente para 3% (2/67).
Considerando todos os casos de hanseniase, o percentual de correlacéo foi de 25,2% (29/115).
Outros estudos demonstraram as 0 exame histopatologico ndo apresentou a mesma capacidade
no diagnostico, principalmente em lesdes em estagios iniciais (JHA; KARKI, 2010;
NADKARNI; REGE, 1999; SEMWAL et al., 2018) o que dificulta sua utilizagdo como escolha
principal para definicdo de diagnostico.

Lesdes muito precoces podem apresentar-se como infiltrados perineural relativamente
inespecificos, nos quais raros bacilos alcool-acido resistentes podem ser demonstrados, mas
sem infiltrados suficientes para classifica-los (Scollard et al., 2006), por esse motivo pode
apresentar grande quantidade de exames negativos ou duvidosos sendo considerado irrelevante
em individuos paucibacilares, ou nas formas iniciais da doenca(Veena et al., 2011).

A baciloscopia do raspado intradérmico é considerado um exame menos invasivo, e de
menor custo, e de mais fécil execucdo, quando comparado ao exame histopatoldgico de leséo
de pele. Além disso, quando positivo, é determinador para o diagndstico de hanseniase
multibacilar, independente da caracterizacdo clinica da doenca. No entanto, seu resultado
negativo ndo exclui a doenga, como acontece com os pacientes paucilares (BRASIL., 2002;
HANSENIASE; BACILOSCOPIA, 2010).

A positividade do exame pode variar de 18% a 59%, apresentando maiores percentuais
guando executada em pacientes multibacilares do polo virchowiano, como pacientes BL e LL
(BANERJEE et al., 2011; DEMSISS et al., 2022; KAMAL et al., 2010; SIWAKOTI et al.,
2016; SRINIVAS; SUNEETHA; RAO, 2002). Em nosso estudo, o percentual geral de

positividade dos casos de hanseniase foi de 41,7%. Quando avaliados 0s grupos de casos
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classicos e casos nao classicos, o percentual foi de 64,8% e 11,3% respectivamente. Além dos
casos clinicamente diagnosticados, com a baciloscopia do raspado intradérmico foi possivel
diagnosticar 7,6% (32/420) individuos considerados contatos saudaveis. Apos o recebimento
do laudo, estes foram considerados ‘casos assintomaticos’.

Neste estudo, a soropositividade entre os casos gerais de hanseniase (61,2%), casos
classicos (69,2%), casos ndo classicos (53,0%), e contatos saudaveis (47,8%) apresentaram
percentual de positividade com valor préximo, ndo diferenciando casos de ndo casos. No
estudo, o0 grupo que apresentou maior percentual foi o grupo de casos assintomaticos (83,3%).
O uso da sorologia IgM Anti-PGL-I, apesar de estar associado a presenca do BAAR, seja
acompanhando proporcionalmente o indice baciloscopico(STEFANI et al., 1998), ou com
marcador de infeccdo subclinica capaz de apontar contatos intradomiciliares com risco
aumentado de adoecimento (DOUGLAS et al., 2004; SCALIANTE DE MOURA et al., 2008)
quando aplicada em populacdo endémica ndo apresenta diferenca significativa de
soropositividade entre casos e contatos intradomiciliares, o que o torna ndo indicado para o
direcionamento do diagndstico(BARRETO et al., 2011, 2012; MOURA et al., 2008).

As técnicas de biologia molecular demonstram ser promissoras quanto a capacidade de
deteccdo de patdgenos associados a doencas infecciosas, e pesquisa de mutacGes em regides
génicas especificas, podendo assim ser mais rapido e eficiente na detecdo de mutacGes para
droga-resisténcia(YANG; ROTHMAN, 2004). Variac6es da PCR sdo amplamente estudadas,
com a PCR em tempo real (QPCR), onde ja foi demonstrado ser capaz de detectar até 10fg de
DNA de M. leprae purificado, o equivalente a aproximadamente 300 bactérias no tecido
analisado (YOON et al., 1993). O reconhecimento da regido repetitiva RLEP, com 37 cOpias
no genoma (COLE; SUPPLY; HONORE, 2001), permitiu estudos avaliando esta regi&o espécie
especifica do M. leprae através da técnica de reacdo da cadeia da polimerase, apontaram como

potencial marcador para o diagnostico de hanseniase.

A deteccdo do material genético do M. leprae nos nodulos auriculares, através do
raspado intradérmico, apresentou o maior percentual (72,5%) de deteccdo entre casos de
hanseniase na analise comparativa entre os exames realizados, chegando a 98% de positividade
nos casos classicos, 62% em casos ndo classicos. E menor percentual (29,6%) de positividade
entre os contatos saudaveis. Quando analisamos a presenca do RLEP em biopsia de pele, o
percentual diminui para 57,7%, com variacao de 81,7% a 22,5% em casos classicos e casos nao

classicos respectivamente.
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Quando comparados, o exame que possuem maior capacidade de detectar um caso de
hanseniase, a sensibilidade, e 0 exame o que melhor possui a capacidade em determinar que um
individuo ndo possui hanseniase, a especificidade, a deteccdo de RLEP por gPCR de raspado
intradérmico de Iébulos auriculares foi a que demonstrou melhor desempenho entre os testes,
com 72,5% de sensibilidade entre os casos de hanseniase, chegando a 98% nos casos classicos
e 62% nos casos nao classicos, com 70.4% de especificidade.

Dentre os testes moleculares diagnosticos disponiveis para doengas infecciosas as
sensibilidades variam de 60,8% para Chlamydia trachomatis (BLACK et al., 2002) a 99% para
HIV (VARGO et al., 2002) e HPV (CLAVEL et al., 2001), e a variagdo de especificidade
variando de 85% para HVP (CLAVEL et al., 2001), a 100% para Streptococcus do grupo B
(FUKUSHIMA et al., 2003), Trichomonas vaginalis (WITT et al., 2000). A detec¢do do M.
tuberculosis, nas técnicas de biologia molecular, apresentaram sensibilidade que variou de 79,4
a 95,2%, e especificidade acima de 99% (FUKUSHIMA et al., 2003).

Na analise de concordancia entre os exames laboratoriais e o diagndstico clinico, pelo
teste Kappa, a deteccdo do RLEP no raspado intradérmico demonstrou melhor concordancia
dentre os exames. A associacdo dos exames deteccdo molecular da regido RLEP e o exame
sorolégico anti-PGL-1, considerando os resultados duplo positivos e duplo negativos,
percebemos que apesar da diminui¢do na sensibilidade e na especificidade, hd um discreto

aumento no indice Kappa (0,55).

Ao considerarmos que a presenca do material genético do M. leprae, em uma regido
fisicamente distante do seu ponto de contato, como sdo os I6bulos auriculares, evidencia a
presenca do microrganismo no individuo. Com isso, defendemos que se faz necessario o inicio
do tratamento, da mesma forma como a evidéncia do bacilo em uma baciloscopia positiva, &
definitivo para o inicio do tratamento multibacilar (HANSENIASE; BACILOSCOPIA, 2010).
Assim, a deteccdo do RLEP no raspado intradérmico pode auxiliar o clinico no diagndstico,
permitindo o inicio de tratamento, sem que 0s sinais e sintomas estejam tdo evidentes,
permitindo a prevencdo de lesGes neurais irreversiveis causadas pela bactéria, a quebra da

cadeia de transmissao na comunidade.

Atualmente, diante do diagndstico de hanseniase, o tratamento € realizado utilizado um
protocolo preconizado pela OMS ha pelo menos 40 anos atras (WHO, 1982). E mesmo com as
evidéncias da possibilidade de atualizacdo dos esquemas de tratamento com drogas mais
eficientes (MAIA; CUNHA; CUNHA, 2013; NARANG et al., 2019) este protocolo se mantém.
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A possibilidade do diagnéstico sem evidéncias clinicas classicas nos traz o questionamento
sobre a possibilidade de utilizarmos outras drogas e outros esquemas de tratamento que possam
fazer o papel de eliminacéo da infecgéo, prevencéo das possiveis incapacidades fisicas e quebra
da cadeia de transmissdo, sem a necessidade de submeter ao esquema atual que apresenta um
periodo longo de tratamento, e estigmatizante em alguns casos, por causa da coloracao deixada

pelo medicamento Clofazimina.

deteccdo de RLEP no raspado intradérmico, o diagnostico de hanseniase tanto de casos

classicos, como em casos ndo classicos,

Tdao importante como o diagndstico nos estagios iniciais, € conhecer o microrganismo
que esta causando o adoecimento da nossa populacdo. Por ndo ser cultivado em meios de cultura
artificial, o que conhecemos do patdgeno hoje advém dos avancos tecnologicos na area da
biologia molecular e bioinformatica. O sequenciamento do genoma completo do M. leprae
(Cole et al., 2001), permitiu inferir a evolucdo redutiva deste patdgeno e realizar estudos de
ancestralidade e dispersdo das cepas de M. leprae pelo mundo (Monot et al., 2009), fortificou
também a proposta de ferramentas moleculares aplicaveis ao diagnostico da hanseniase
(Azevedo et al., 2017), o estudo de mutacOes relacionadas aos perfis de resisténcia
antimicrobiana (Benjak et al., 2018), informacGes sobre seu metabolismo e interagdo como o
hospedeiro (COLE; SUPPLY; HONORE, 2001; MONOT et al., 2009; SALGADO et al., 2018;
SINGH; COLE, 2011)

Em estudo comparativo de cepas capazes de causar hanseniase em humanos, foi
detectada em pacientes com hanseniase virchowiana, com reacdo cutanea grave, conhecida
como fendmeno de Lucio uma cepa de Mycobacterium spp. com diferenga entre em regifes
génicas suficiente para ser diferenciada em outra espécie, o M. lepromatosis (HAN et al., 2008).
Posteriormente, a cepa comecou a ser identificada em hanseniase com outras caracterizagdes
clinicas distribuidas em paises como Brasil, Filipinas, Myamae, México, Malasia e Estados
Unidos (DEPS; COLLIN, 2021). Nas cepas analisadas neste estudo, referentes a um estado
endémico da Amazonia brasileira, ndo detectamos a presenca do M. lepromatosis, apenas

infeccdo pelo M. leprae.
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Monot et al., (MONOT et al., 2009b) , em estudo comparativo de cepas de M. leprae
demonstrou homologia de mais de 99% entre os genomas, diferindo em algumas regides, o que
determinou apenas dezesseis subtipos baseados em polimorfismos de nucleotideo unico (SNP),
que demonstraram forte correlacdo com o padrdo de migracdo humana nos primoérdios da
construcdo historica das civilizagbes atuais, tracando rotas de dispersao das cepas de M. leprae
pelo mundo (Monot et al., 2009).

Em nosso estudo, o SNP mais frequente foi o 4N (78,8%). Com menor frequéncia os
SNPs 4P (6,1%), 31 (13,6%), sendo uma delas do subtipo 3I-1 (1,5%) e uma 1D (1,5%). Em
estudos anteriores, foram detectadas na regido sudeste do Brasil cepas 31 (FINARDI et al.,
2023; MONOT et al., 2009b). Em Juazeiro do Norte, nordeste do Brasil, foi detectado em
amostras ambientais cepas de M. leprae caracterizada como 4N(DE HOLANDA et al., 2017).

As cepas 31 parecem ter sido trazidas ao territdrio brasileiro pelos imigrantes europeus,
por sua origem e principalmente pelos achados paleontoldgicos de cepas europeias medievais
(principalmente quanto a caracterizacdo da cepa 31-1) (FINARDI et al., 2023; MONOT et al.,
2009b).

As cepas do Tipo 4, apresentam sua origem genética no Oeste Africano (MONOT et al.,
2005). A presenca tao forte do gendtipo de subtipo 4N pode estar associado ndo a colonizacao
europeia, como Visto pelas cepas do sudeste do Brasil, mas sim, associada a vinda dos povos
africanos para o Brasil, no regime de escraviddo (MONOT et al., 2005, 2009b).

Evidéncias na literatura reforcam essa teoria, como por exemplo, o artigo intitulado
“Escravos no purgatorio: o leprosario do Tucunduba (Para, século XIX)”(HENRIQUE, 2012)
que traz em sua narrativa recortes de documentos histéricos que remontam a relagao das pessoas
afetadas pela hanseniase com a sociedade paraense no século XIX. Em passagens do texto é
comum observar falas associando a hanseniase a vinda dos colonizadores, assim como a sua
forte presenca entre 0s negros. A presenca da hanseniase também é descrita como presente em
um nudmero reduzido de indigenas da regido, mas afirma-se que quando o Brasil foi
“descoberto” nao havia a doencga na regido. O que pode ser confirmado por artigos que datam
o0s primeiros achados de hanseniase no Brasil a partir 1600, no Rio de Janeiro (EIDT, 2004).

Chama a atencdo também, os relatos da caracterizacdo observada nos registros sobre a
manifestacdo clinica da doenca na populacdo negra. O documento traz relatos de que a
hanseniase na populacdo negra trazia consigo as caracteristicas marcantes da face leonina, ou
“lepra leontina’, ou elefantiase de rosto, levantando-se ao questionamento de que tal
caracteristica fosse peculiar desta populacgdo, ja que pouco se via altera¢cdes em pessoas de pele

branca (HENRIQUE, 2012). A face Leonina, e as caracteristicas de adoecimento gerais, da
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populagéo podem ser explicadas pelo tempo de interacdo do bacilo com o hospedeiro, pelas
caracteristicas imunes inerentes aos individuos, e também pela cepa de M. leprae que estd
ocasionando a doenca.

Diante da dificuldade de manutencéo do M. leprae em laboratério, pouco se sabe sobre
seu metabolismo, no entanto um estudo comparativo do crescimento de cepas de SNP 4P e 3lI,
em animal de experimentagdo, demonstrou que a cepa 4P apresentou um crescimento
significantemente maior do que a cepa 3l, 0 que levanta a hipdtese de que ha varia¢oes no perfil
de adoecimento por estirpes diferentes de M. leprae (SHARMA et al., 2018). Em nosso estudo,
as cepas do tipo 4 (4N e 4P) estdo associadas aos casos de recidiva, insuficiéncia terapéutica e
ndo melhora clinica com o tratamento, o que pode estar relacionado também a caracteristica de
alta taxa de crescimento da cepa.

Estes problemas associados a ndo melhora do paciente, mesmo com o correto tratamento
com a PQT, pode ter sua origem também nas resisténcias bacterianas aos medicamentos. A
pesquisa de droga-resisténcia é dificultada pelo fato do M. leprae ndo crescer em meios de
artificial. Para sua realizacdo, é necessaria a inoculacdo do agente infeccioso em pata de
camundongo(GROSSET et al.,, 1985), uma técnica que requer tempo prolongado para
realizacédo, cerca de seis a 12 meses, elevado custo e estrutura laboratorial para manutengéo dos
animais.

As técnicas de biologia molecular, como PCR e sequenciamento das regides génicas, e
até mesmo o sequenciamento do genoma completo, facilitaram as pesquisas de mutacdes que
causam droga-resisténcia de alvos terapéuticos conhecidos como a dapsona, a rifampicina e as
drogas alternativas, como as quinolonas. No entanto, a pesquisa de resisténcia a clofazimina,
por biologia molecular, ainda ndo é possivel, uma vez que ainda ndo se conhecem 0s
marcadores genéticos associados ao seu mecanismo de acdo (CAMBAU et al., 2018).

Até meados dos anos de 2010, poucos estudos demonstravam dados robustos sobre a
realidade da resisténcia bacteriana as drogas utilizadas na PQT. Em 2018, um estudo realizado
com 1932 cepas isoladas no mundo todo, identificou 8% de mutagGes que conferiam alguma
droga-resisténcia. Nas 154 cepas, foram observadas 182 mutacGes que conferiam resisténcia,
sendo 3,8 % mutacBes conferindo droga-resisténcia a rifampicina, 4,5% a dapsona, e 1,1% a
ofloxacina. 1% resistentes a rifampicina e a dapsona, 0,2% a ofloxacina e dapsona, € nenhum
caso com resisténcia a rifampicina e ofloxacina (CAMBAU et al., 2018). Este estudo foi
importante para alertar e impulsionar a OMS sobre a necessidade da vigilancia sobre as cepas
resistentes (WHO, 2009).
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No Brasil, estudos pontuais demonstram a realidade das cepas resistentes, como um
estudo realizado em S&o Paulo que detectou 12,5% de resisténcia a dapsona, e 5% de resisténcia
a rifampicina (“Relapse and drug resistance in leprosy”, 2011), outro estudo demonstrou 10,7%
de resisténcia a dapsona em varias regides do pais (DIORIO et al., 2009),

Em um estudo realizado em 2019, na antiga colénia de hanseniase localizada no Prata,
Igarapé-Acu, Estado do Pard, analisou 37 amostras provenientes de pacientes casos novos e
com recidiva da doenca. No estudo foram detectadas 43,24% mutacdes referentes a droga-
resisténcia. Dessas cepas analisadas, 8% apresentavam resisténcia a dapsona, e 2,7% a
rifampicina. Foi encontrada também multidroga-resisténcia a rifampicina e a dapsona em 11%
dos pacientes casos novos, e 21,6% dos pacientes com recidiva (ROSA et al., 2019).

Neste estudo, conseguimos amplificar pelo menos 1 gene de interesse em 53% das
amostras analisadas. As demais amostras ndo apresentavam carga bacilar suficiente para a
andlise, 0 que aponta uma importante limitacdo da técnica. 100% das amplificacdes do gene
rpoB apresentaram o alelo selvagem, no entanto obtivemos 3% de mutagdes causando troca de
uma pronina por uma arginina no cédon 55 do gene, o que conhecidamente confere resisténcia
medicamentosa (MATSUOKA, 2010). Obtivemos 1% de mutacdo em gyrA, com a troca de
uma valina por uma isoleucina no cédon 731, no entanto essa mutacdo nao acarreta mudanca
na estrutura da enzima, portanto € uma mutacao silenciosa, e 2,5% de mutagao na regido gyrB,
com a troca de uma treonina por uma isoleucina no cédon 503. Estas muta¢bes foram
encontradas em 3 pacientes. Um (2,3%) com recidiva da doenca, 1 (20%) com insuficiéncia
terapéutica, e 1 paciente (1,8%) caso novo, sem histérico de tratamento anterior.

A presenca de uma cepa hipermutante é de grande importancia clinica e epidemiologica
para o curso do controle da doenca como problema de salde publica. As mutagGes ocorrem a
partir de mutagdes esponténeas no cromossomo bacteriano, que eventualmente afetam a DRDR,
resultando em uma cepa resistente. Em nosso achado, o acimulo de mutag¢6es provavelmente
se deu pela mutacdo no gene nth, responsavel pela endonuclease I, uma enzima de papel
fundamental nas vias de reparo de muta¢fes do DNA, logo, sua mutacdo impede sua funcéo de
reparo (BENJAK et al., 2018; KROKAN; BJZRAS, 2013).

Além da mutacdo na enzima de reparo, a cepa apresentou mais seis pontos de mutacao,
trés delas em regido de droga resisténcia: Mutacdo em folP1, conferindo resisténcia a dapsona,
em gyrB, conferindo resisténcia as fluoroquinolonas, e em gyrA, que ndo confere resisténcia
aos medicamentos (MATSUOKA, 2010).

Diante da importancia de uma cepa hipermutante em uma regido endémica avaliamos a

dispersdo desta cepa a partir da pesquisa nos contatos intradomiciliares. Na avaliacdo clinica,
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detectamos 2,8% de casos novos, a esposa e o0 filho do casal. Os demais contatos, nédo
apresentaram evidéncias clinicas da doenca. No entanto, apresentaram evidéncias laboratoriais
de infeccdo subclinica, com Anti-PGL-I positivo (2,8%) e a presenca do RLEP em raspado de
I6bulos auriculares (50%). O filho, com hanseniase BT, apresentou baixa carga bacilar e por
isso, ndo conseguimos a amplificacdo do WGS, no entanto, a amplificacdo das regides
especificas permitiu identificar que as cepas era WT nos genes DRDRs. J& a esposa, também
pela baixa carga bacilar, ndo foi possivel a amplificacdo das regides DRDR, permanecendo um
resultado inconclusivo.

N&o foi possivel determinar a distribuicdo de cepas na familia e regido pela baixa
sensibilidade da técnica em amplificar baixas concentracGes de DNA de M. leprae em casos
iniciais de hanseniase. Paciente com cepa primaria resistente a medicamentos chama a atencéo
para a importancia de intensificar o monitoramento de cepas resistentes circulantes,

especialmente em areas endémicas
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5. CONCLUSAO

A hanseniase tem seu diagnéstico dificultado por haver diferentes manifestacdes clinicas, pela
evolucéo crbnica e lenta. Nossos dados demonstram que a ferramenta laboratorial de detecgédo
de RLEP por gPCR dos I6bulos auriculares apresentou muitas vantagens frente aos outros
exames laboratoriais disponiveis. A sua associacdo com a sorologia Anti-PGL-I deve ser
utilizada como ferramenta para tomada de deciséo para defini¢do de caso de hanseniase, e inicio
de tratamento. A ferramenta molecular possibilitou também o conhecimento do perfil das cepas
circulantes na regido amazonica, adicionando uma informacdo desconhecida até entdo na
epidemiologia molecular da doenca demonstrando uma grande frequéncia do gendtipo do tipo
4, sugerindo que as cepas circulantes na Amazonia possuem sua origem na Africa,
provavelmente trazidas pelas pessoas que chegaram ao Brasil como escravas, no periodo da
colonizacdo. Possibilitou conhecer as taxas de droga-resisténcia, chamando a atencéo para uma
cepa hipermutante com potencial de dispersdo na populacéo, se ndo houver o devido controle e

monitoramento dos individuos da regido, que ja é endémica para a doenca.
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Introduction: Leprosy, an infectious disease caused by Mycobacterium leprae,
remains a public health concern in endemic countries, particularly in Brazil. In
this study, we conducted an active surveillance campaign in the hyperendemic
city of Castanhal in the northeastern part of the state of Para using clinical signs
and symptoms combined with serological and molecular tools to diagnose new
cases and to identify drug resistance of circulating M. leprae strains and their
distribution in the community.

Methods: During an active surveillance of one week, we enrolled 318 individuals
using three different strategies to enroll subjects for this study: (i) an active survey of
previously treated cases from 2006 to 2016 found in the Brazil National Notifiable
Disease Information System database (n=23) and their healthy household
contacts (HHC) (n=57); (ii) an active survey of school children (SC) from two
primary public schools in low-income neighborhoods (n=178), followed by
visits to the houses of these newly diagnosed SC (n=7) to examine their HHC
(n = 34) where we diagnosed additional new cases (n = 6); (iii) and those people
who spontaneously presented themselves to our team or the local health center
with clinical signs and/or symptoms of leprosy (n = 6) with subsequent follow-up
of their HHC when the case was confirmed (n=20) where we diagnosed two
additional cases (n = 2). Individuals received a dermato-neurological examination,
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5 ml of peripheral blood was collected to assess the anti-PGL-| titer by ELISA
and intradermal earlobe skin scrapings were taken from HHC and cases for
amplification of the M. leprae RLEP region by gPCR.

Results: Anti-PGL-I positivity was highest in the new leprosy case group (52%)
followed by the treated group (40.9%), HHC (40%) and lowest in SC (24.6%). RLEP
gPCR from SSS was performed on 124 individuals, 22 in treated cases, 24 in newly
diagnosed leprosy cases, and 78 in HHC. We detected 29.0% (36/124) positivity
overall in this sample set. The positivity in treated cases was 31.8% (7/22), while in
newly diagnosed leprosy cases the number of positives were higher, 45.8% (11/23)
and lower in HHC at 23.7% (18/76). Whole genome sequencing of M. leprae
from biopsies of three infected individuals from one extended family revealed a
hypermutated M. leprae strain in an unusual case of primary drug resistance while
the other two strains were drug sensitive.

Discussion: This study represents the extent of leprosy in an active surveillance
campaign during a single week in the city of Castanhal, a city that we have
previously surveyed several times during the past ten years. Our results indicate
the continuing high transmission of leprosy that includes fairly high rates of new
cases detected in children indicating recent spread by multiple foci of infection
in the community. An unusual case of a hypermutated M. leprae strain in a
case of primary drug resistance was discovered. It also revealed a high hidden
prevalence of overt disease and subclinical infection that remains a challenge for
correct clinical diagnosis by signs and symptoms that may be aided using adjunct
laboratory tests, such as RLEP gPCR and anti-PGL-| serology.

KEYWORDS

leprosy, Mycobacterium leprae, household contacts, school children, drug resistance

1. Introduction

Leprosy, caused by the human pathogen Mycobacterium leprae,
is a chronic, slowly evolving disease that causes damage to skin and
nerves resulting in a wide array of skin lesions, nerve inflammation
and pain leading to nerve impairment, loss of sensation, muscle
weakening, atrophy and bone loss leading to disfigurement and
disability with resulting social stigma. It remains a public health
problem, especially in middle and low-income countries, such as
India, Brazil, and Indonesia, where 79.6% of all global new cases
were reported in 2019, when 202,185 new cases were detected
globally. Brazil detected the second largest number of cases
worldwide after India, with 27,863 new cases (1). The Brazil Amazon
region, besides being highly endemic, has been depicted as having a
very high hidden prevalence of leprosy (2). M. leprae primarily
infects the peripheral nerves and later the skin (3, 4). Transmission
from person to person is thought to be through the aerosol route,
mainly in persons living in close contact for extended periods of
time (5). Therefore, daily and continuous exposure with untreated
patients make household contacts (HHC) a high-risk group in
disease control strategies (6). Leprosy in children below 15 years old
indicates recent infection to the bacillus during the early years of life
and active circulation of bacilli in the community (7). This group
was included as a target in the strategy for early detection and
disrupting the transmission chain, aiming for the elimination of
leprosy as a public health problem by the World Health
Organization (8).

Frontiers in Medicine

Early detection through contact tracing and active surveillance is
essential to break the chain of transmission, to prevent severe neural
involvement and physical disabilities due to disease progression. The
diagnosis still relies on identifying well-characterized clinical signs
and symptoms, with the detection of peripheral nerve damage, loss of
sensation, and skin lesions. Laboratory tools, such as bacilloscopy in
slit skin smears (SSS) (9), histopathology of skin lesions and molecular
biology for detecting the M. leprae-specific repetitive element RLEP
in SSS and skin biopsy (10, 11) as well as anti-PGL-I serology titer (2,
12, 13) support case elucidation, patient and HHC follow-up, and
evaluation of subclinical infection in the community.

Together with the difficulties in the clinical diagnosis of leprosy
and the absence of laboratory tools, drug resistance is an aggravating
factor in controlling leprosy. The emergence of drug resistance has
been reported since 1960 (14), and the presence of point mutations
within genes in the drug resistance determining region (DRDR) is
widely considered an important molecular signature for drug
resistance in leprosy (15). Mutations in the folPI and rpoB genes
confer resistance to the first line drugs used in the multidrug therapy
(MDT) regimen, dapsone and rifampicin respectively, while mutations
in gyrA and gyrB confer resistance to quinolones, second-line drugs
of choice for leprosy treatment (16, 17).

Drug-resistant strains from 2009-2015 were recently described
worldwide from MB leprosy cases from 19 sentinel countries for
resistance to rifampicin, dapsone and ofloxacin showing around 2.3%
in new cases and 4.5% in relapsed cases with 154 out of 1,932 (8%)
M. leprae strains found overall with drug resistant mutations (18). In
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Brazil, a study with relapsed leprosy patients from the states of Rio de
Janeiro, Espirito Santo, Amazonas, Para and Ceard showed mutations
associated with drug-resistance in folP1 (5.3%), rpoB (7%), and gyrA
(2.6%) (19). In the Brazilian Amazon region, the detection of drug
resistance variants reached 43.2% among leprosy patients in a former
leprosy colony, Prata Village (20), that is located less than 40 Km from
Castanhal, the city of our study.

In this study, we conducted an active surveillance campaign in the
hyperendemic city of Castanhal using clinical signs and symptoms
combined with serological and molecular tools to diagnose new cases
and to identify drug resistance of circulating M. leprae strains and
their distribution in the community.

2. Methods
2.1. Study area

Castanhal is a municipality located 68 Km from Belém, the capital
city of the state of Pard, Northern Brazil Amazon region, with an
estimated population of 198,000 inhabitants in 2018 (21). The
municipality has 76.4% of the urban population covered by the Family
Health Strategy (SUS, the primary health service in charge of leprosy
diagnosis), which is much higher than Belém that had only 22%
coverage in 2016 (22). The average leprosy new case detection rate in
the last ten years in Castanhal was 42.7/100,000 inhabitants,

10.3389/fmed.2023.1243571

considered hyperendemic according to the WHO and Brazilian
Ministry of Health (23).

2.2. Fieldwork

Fieldwork was carried out using three distinct strategies: (i) active
survey of reported and multidrug therapy (MDT) treated cases from
2006 to 2016 at the Brazil National Notifiable Disease Information
System and their HHC (Figure 1A), (ii) active survey of school
children (SC) from two primary public schools in peripheral and
low-income neighborhoods, followed by a visit of the houses of the SC
diagnosed with leprosy to examine their HHC (Figure 1B), and (iii)
people who spontaneously presented themselves to our team, or the
local health center, with signs and/or symptoms of leprosy as well as a
visit to their HHC when the case was confirmed (Figure 1C).

The active survey was conducted according to the following
scheme. All subjects were clinically evaluated by our team of health
professionals (including a leprosy specialist, nurse and physiotherapist)
and had peripheral blood and earlobe SSS collected according to
established protocols. Biopsy of skin lesions was performed for
pathological analyses by hematoxylin and eosin to detect cellular
infiltrates and Fite-Faraco staining for quantifying acid-fast bacilli
(AFB) (24) in a logarithmic index, resulting in the bacillary index (BI)
registered from 0 to 6+ (25) depending on the number of AFB
detected in the sample. The sample’s BI is related to the number of

A B
Strategy | Strategy Il Strategy Il
Treated cases Schoolchildren (SC) SEiiElianle
demand
23 178 6 (100%)
I I
[ , ] ] : :
Relapse leprosy HHC New cases Healthy SC HHC
1(4.3%) 57 7 (3.9%) 171(96.1%) 20
New cases HHCSC New cases
3(5.3%) 34 2 (10%)
R New cases
ea
y 6 (17.6%) L | Healthy Io-iHC
54 (94.7%) 18 (90%)
Healthy HHC
27 (82.4%)
Subtitle
[ Healthy subjects
[J New leprosy cases
- B v |
Total diagnosed: 25/318 (7.9%) SPRSEISRSS
FIGURE 1
Distribution of study participants, according to each of the three active search strategies. (A) Strategy I: identified previously treated leprosy patients
with follow-up with their HHC. (B) Strategy Il: examined schoolchildren with follow-up of their HHC. (C) Strategy III: identified individuals who came to
the clinic with suspected symptoms of leprosy with follow-up of their HHC.
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M. leprae genome copies in the sample collected which is a
determining factor for predicting the success rate for M. leprae whole
genome sequencing (WGS) (26).

2.3. Clinical evaluation

In the clinical evaluation, the leprosy physician examines the skin
of each individual and when suspected characteristic skin lesions were
detected, a sensitivity test was performed using the Semmes-Weinstein
monofilament (27). Based on the Simplified Neurological Evaluation
protocol proposed by the Brazil leprosy control program (28), peripheral
nerves were examined by palpation as well as determining sensitivity,
motor and autonomic functions for all nerves, including trigeminal,
facial and auricular on face and neck; radial, radial cutaneous, median
and ulnar nerves in the upper limbs; and fibular, superficial fibular and
tibial nerves in the lower limbs. The assessment of neural impairment
and grade of disability varied from 0 to 2, where grade 0 represents an
absence of physical disability, grade 1 those individuals with decrease or
loss of sensitivity on hands and/or feet, and grade 2 those with visible
physical disabilities in eyes and/or limbs (8).

2.4. Laboratory analyses

Five milliliters of peripheral blood were collected from all
individuals for the serological assay for the detection of anti-PGL-I
antibodies by the ELISA technique, using the ND-O-HSA antigen,
through a protocol described previously (29).

SSS were collected from both earlobes in one eppendorf tube
containing 70% ethanol (13). After rehydration of the pelleted material in
phosphate buffer saline (PBS), DNA extraction was performed using the
Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germantown, MD)
following the manufacturer’s recommendations. Amplification of the
specific M. leprae RLEP region was performed by quantitative PCR
(qPCR) using forward LP1 (5-GTGAGGGTAGTTGTT-3") and reverse
LP2 (5-GGTGCGAATAGTT-3") primers (30). The qPCR amplification
mixture contained 5pL of PCR grade water, 10puL of SYBR green
fluorescent DNA binding dye, 1 pL of primers and 10 ng of total DNA or
10ng of positive control M. leprae DNA, or 4L of PCR grade water as a
negative control, in a total volume of 25 UL per reaction. Each reaction was
conducted in duplicate and the contents were processed and read by an
Applied Biosystems® 7,500 Real-Time PCR System. The reaction
occurred with the following specifications: Uracil-DNA glycosylase
(UDQG) at 50°C for 2min, prior 95°C for 2min for initial denaturation
followed by 45 cycles, each cycle consisting of denaturation at 95°C for
155, annealing at 58°C for 15s and extension at 72°C for I min. A melting
curve was performed in each experiment. A standard amplification curve
was prepared with purified M. leprae starting at 10° bacilli genome copies/
L. The standard curve was composed of five points and was performed
by serial dilution (1,100 to 1,5,000). The melting curve was used to analyze
the specificity of the amplification. The results were obtained according
to the first fluorescence signal detection cycle threshold (Ct). The sample
was considered positive when duplicate samples showed a Ct less than
45cycles. The standard curve was performed on each plate and included
three negative control samples for each experiment.

Two skin biopsies were collected from each patient showing
altered sensitivity skin lesions by a dermatologist using a 4mm
disposable punch (25). One fragment was stored in 10% formalin for
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histopathological examination and the other fragment was placed in
70% alcohol for WGS. Formalin fixed samples were dehydrated,
clarified, and embedded in paraffin. Slides of 5pm thickness were
obtained from blocks sectioned with a microtome and subsequently
deparaffinized. Sections were stained with hematoxylin-eosin to
evaluate cellular infiltration and with Fite-Faraco for AFB
detection (31).

For WGS of skin biopsy material, DNA was extracted using a
pre-established protocol combining host tissue digestion and the
QIAmp microbiome kit for host DNA depletion, strong bacterial cell
lysis, and silica-based purification (26). Libraries with low M. leprae
content underwent enrichment using whole-genome tiling arrays as
described previously (32).

2.5. Statistical analysis

To compare the medians of the test results, the Mann-Whitney
test was performed for two independent non-parametric samples. The
statistical test and the plotting of results on graphs were performed
using the GraphPad prism® program (version 6.1), the significance
level of 0.5 (p <0.05) was used.

3. Results

During the fieldwork week, we evaluated a total of 318 individuals
and diagnosed 25 cases (7.9%) using the three different strategies
(Figure 1). In the previously treated case group, we evaluated 23
individuals and diagnosed one relapse (1/23; 4.3%). Among their
HHC, three new cases were diagnosed (3/57; 5.3%) (Figure 1A). In the
SC survey, 178 students were examined and 7 were diagnosed as new
leprosy cases (7/178, 3.9%). The HHC of newly diagnosed SC were
examined and six of 34 of these (17.6%) were diagnosed (Figure 1B).
Six individuals with spontaneous demand (those who visited the clinic
with symptoms of leprosy) were diagnosed (6/6; 100.0%) and two of
the 20 HHC from these new cases (2/20; 10.0%) were diagnosed
(Figure 1C).

The newly diagnosed leprosy cases (n=25) ranged in age from 4
to 64 years old. Of these, nine (9/25; 36%) were children under 15 years
old. The clinical forms were classified as: Primary neural (2/25; 8%),
Indeterminate (3/25; 12%), Tuberculoid (1/25; 4%), Borderline (17/25;
60%), and Lepromatous leprosy (2/25; 8%). The disability grade of
new cases was categorized as: Grade 0 (17/25; 68%), Grade 1 (6/25;
24%), and Grade 2 (2/25; 8%).

The anti-PGL-I IgM antibody titer was positive in 32.7% of all
individuals (104/318). Among newly diagnosed leprosy cases, the
positivity was 52% (13/25), the O.D. median was 0.31 while for treated
cases the positivity was 40.9% (9/22) with an O.D. median of 0.21.
HHC were positive in 40.0% (40/100) with an O.D. median of 0.24 and
24.6% (42/171) of SC were positive with an O.D. median of 0.18
(Table 1 and Supplementary Table S1). The statistical test showed a
significant difference between SC and HHC (p=0.003, 95% CI —-0.09
to —0.019) and between SC and new leprosy cases (p = 0.018, 95% CI
-0.017 to —0.198) (Figure 2).

RLEP qPCR from SSS was performed on 124 individuals, 22 in
treated cases, 24 in newly diagnosed leprosy cases, and 78 in
HHC. We detected 29.0% (36/124) positivity overall in this sample set.
The positivity in treated cases was 31.8% (7/22), while in newly diagnosed
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leprosy cases the number of positives were higher, 45.8% (11/23) and
lower in HHC at 23.7% (18/76). The percentage of double-positives
overall (anti-PGL-I IgM+/RLEP qPCR+) was 5.6% (7/124). In the
individual groups double positivity was 16.7% (4/24) for new leprosy
cases, 4.5% (1/22) for treated cases and 2.6% (2/78) for HHC (Table 1).
A total of 22 skin biopsies were sampled from newly diagnosed
leprosy patients. Three samples (3/22, 13.6%) were confirmed as
leprosy by histopathology due to the presence of AFB. Three samples
(3/22, 13.6%) were classified as superficial spongious dermatitis; three
samples (3/22, 13.6%) were classified as granulomatous dermatitis and
13 (13/22, 59.2%) were classified as superficial perivascular dermatitis.
RLEP qPCR was performed for 17 biopsies and was positive in seven
of these (7/17, 41.2%), among which only three (42.8%) were positive
for AFB and confirmed as leprosy by histopathology. Of the remaining
samples, 2/7 (28.6%) were characterized as superficial perivascular
dermatitis while the other 2/7 (28.6%) were characterized as

granulomatous dermatitis.

10.3389/fmed.2023.1243571

Only five of the RLEP positive samples had enough bacillary DNA
for WGS (n=2) or to fully sequence the drug resistance determining
region (DRDR) by PCR sequencing (n=3). The two strains fully
sequenced were covered 111 (patient 3702) and 57 times (patient
51447), respectively. 51447 was wild type (WT) for rpoB, folp1, gyrA,
and gyrB while another was found to be a hypermutated M. leprae
strain (3702), with multiple mutations in the DRDR genes folpl
(P55L), gyrA (V731I) and gyrB (T503I). There were additional
mutations found in a number of other genes, including fadD9
(G796S), ribD (A63T), pks4 (M14I) and nth (N142fs) (26). Raw
genome sequences were deposited into the NCBI Sequence Read
Archive (SRA) with biosample numbers SAMNO07514430 (3702 or
Br2016-15) and SAMN36810538 (Br51447). Both of these isolates
were SNP type 4N which predominates in this region
(Supplementary Table S1). The remaining three samples were WT in
rpoB and folp1 and two were WT for gyrA. None of the three amplified
the gyrB gene, so this gene could not be characterized.

TABLE 1 Positivity of anti-PGL-1 IgM, molecular detection of RLEP and association of the two tests in the groups of the study.

Anti-PGL-I RLEP (qPCR) Double
Median Positive Negative Positive Negative Positive Negative
(0.D.) (n) (n) (%) (%) (n) (%) (%) ()] (%)
New leprosy
0.31 13 52.0 12 48.0 11 45.8 13 54.2 4 16.7 5 20.8
cases
Leprosy
0.21 9 40.9 13 59.1 7 31.8 15 68.2 1 4.5 7 31.8
treated cases
HHC* 0.24 40 40.0 60 60.0 18 23.1 60 76.9 2 2.0 32 34.0
Ned 0.18 42 24.6 129 75.4 NA*® NA NA NA NA NA NA NA
Total 104 32.7 214 67.3 36 29.0 88 71.0 7 5.0 44 314
“HHC: Household contacts.
*SC: School children.
“NA: Not available.
IgM Anti-PGL-I
p=0.003 p=0.0179
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FIGURE 2
Titer of anti-PGL-I antibodies for all individuals according to study groups: treated cases (n = 22); HHC (n = 100); SC (n = 171); new leprosy cases
(n=25).
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FIGURE 3

Clinical and pathological examination evaluation. Primary drug-resistant leprosy case (A) presence of infiltrative lesions and nodules disseminated
through the integument; (B) dense granulomatous inflammatory infiltrate composed of lymphocytes, epithelioid histiocytes of foamy cytoplasm and
plasmocytes, involving vessels, nerve filaments and superficial and deep plexus attachments; (C) spouse presented hypochromic plaque in the
abdomen; (D) epidermis with a mild acanthosis and dermis with minimal perivascular lymphocytic infiltrate in the upper dermis and negative AFB.

(E) son with hypochromic maculae with the presence of tubers in the right arm and elbow; (F) dense granulomatous inflammatory infiltrate of nodular
architecture, composed of lymphocytes, plasmocytes and cytoplasmic epithelioid histiocytes with few positive AFB.

FIGURE 4

Evaluation and laboratory exams of the primary drug-resistant leprosy case and his contacts. House A residents: the individual primary drug-resistant
case (red square), his spouse (green circle), their son (blue square) and other relatives. Residents of house B, located close to house A, are life-long
contacts. Relatives of the spouse live in house C. The positive results for anti-PGL-I serology and detection of RLEP for each individual are shown.

Token:

D Healthy Man

O Healthy Woman
. Primary drug resistance

Bl New case - wT DRDR

New case - without DRDR
amplification

(® Anti-PGL-I positive
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3.1. Case findings of three diagnosed
leprosy patients in a single extended family

3.1.1. The primary multidrug-resistant leprosy
case

A 31-year-old male with no prior history of leprosy presented
infiltrative and nodular lesions disseminated throughout the skin,
including face and ears, for at least one-year. After clinical evaluation,

Frontiers in Medicine

he was diagnosed with lepromatous leprosy (Figure 3A). The
neurological evaluation showed three affected nerves with no
disability (DGO). Adjunct laboratory tests demonstrated positive
results for: SSS (BI 3.5), anti-PGL-I IgM antibody (O.D. = 2.02),
positive RLEP qPCR in SSS (Ct=32) and histopathological
examination showing a dense superficial and deep granulomatous
inflammatory infiltrate with a nodular architecture composed of
lymphocytes, epithelioid histiocytes of foamy cytoplasm and
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plasmocytes involving vessels and nerve filaments (Figure 3B). The
Fite-Faraco staining was also positive, with AFB either isolated or
forming globi classified histopathologically as borderline
lepromatous (BL) according to Ridley and Jopling classification.
Molecular evaluation of the skin lesion was RLEP positive. Whole
genome sequencing identified the strain as SNP subtype 4N and as
a hypermutated M. leprae strain with multiple mutations in the
DRDR genes folpI (P55L), gyrA (V7311), gyrB (T5031), and in several
other genes, including fadD9 (G796S), ribD (A63T), pks4 (M14I) and
nth (N142fs). Regarding the treatment of this patient, after 11 doses
of standard MDT, new nodular lesions in the lower limbs continued
to appear at which time the WGS results confirmed dapsone
resistance. The treatment regimen substituted daily minocycline
100 mg for dapsone and after 12 additional doses with this modified
regimen the patient showed improvement in the clinical and
laboratory parameters including an absence of active lesions, a
decrease in the BI to 2.5 and a lower anti-PGL-I titer to 0.42. These
laboratory parameters continued to decrease 6 months after medical
discharge with a BI of 2.0 and a negative anti-PGL-I titer of 0.27.
Fourteen of the HHC of this individual were evaluated, and 2
(14.3%), a spouse and son, were diagnosed with clinical signs and
symptoms of leprosy. The IgM anti-PGL-I titers were positive only
in 2 samples (14.3%) and negative in the remaining ten HHCs,
varying from O.D. 0.11 to 0.28. The amplification of the RLEP of SSS
samples by qPCR was positive in 6/12 HHC (50%) considered
clinically healthy (Figure 4).

The spouse, 21-years-old, presented a hypochromic skin plaque
larger than 10 cm diameter with imprecise edges (pseudopods) on the
abdomen (Figure 3C) with loss of sensation, and DGO. She was
classified as borderline leprosy (BT) with a positive anti-PGL-I titer
(O.D. = 0.41) and negative for RLEP by qPCR in SSS. The
histopathological examination of the skin biopsy showed an epidermis
with mild acanthosis and minimal perivascular lymphocytic infiltrate
in the upper dermis. AFB were absent by the Fite-Faraco stain, and the
lesion was diagnosed as minimal superficial perivascular dermatitis
(Figure 3D).

The son, 4-years-old, had hypochromic lesions with the presence
of tubers in the left forearm, left forehead, and right forearm
(Figure 3E) associated with thickening of the left ulnar nerve, DGO
and negative serology (O.D. = 0.28). He was also clinically classified
as borderline leprosy. Histopathological examination demonstrated a
dense granulomatous inflammatory infiltrate of nodular architecture
composed of lymphocytes, plasmocytes and cytoplasmic epithelioid
histiocytes (Figure 3F), with AFB (1+) on the sections examined by
Fite-Faraco stain with the diagnostic definition of borderline
tuberculoid (BT) leprosy by histopathology according to Ridley and
Jopling classification. The qPCR performed on the SSS sample was
positive (Ct=41.4) for RLEP of M. leprae. The molecular analysis of
the skin biopsy showed WT alleles in rpoB, folp1, gyrA and gyrB.

4. Discussion

Castanhal is a city in the northeastern part of Pard state, an
endemic area that has been monitored by our leprosy surveillance
team since 2010 (12). The municipality presents structural challenges
in terms of public health, including the capacity to diagnose leprosy
cases early and perform contact tracing and follow-up. In only 1 week
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of fieldwork, our group detected 25 new cases, which represents 71.4%
of the number of cases detected in a year before the study (35 new
cases) (29). The delay in diagnosis was supported by the presence of
grade 2 physical disability (DG2) in 8% of cases and the number of
new cases of leprosy in children under 15 (9/25, 36%) indicates
ongoing recent infection from multiple foci of spread within the
community corresponding to 4.5-fold more than was diagnosed by
the local health team in 2015 (23). Leprosy diagnosis is primarily
based on clinical signs and symptoms identified by well-trained
leprologists. Laboratory tests with high sensitivity and specificity are
not able to diagnose those with leprosy in all clinical forms and cannot
even predict which at-risk HHC with positive anti-PGL-I titers will
eventually progress to disease (33). However, laboratory tools may
help identify biomarkers of subclinical infection, supported by the fact
that individuals who do not show obvious clinical signs and symptoms
of leprosy, considered healthy contacts, can be identified as having
been infected if they have a positive anti-PGL-I titer and/or confirmed
acid-fast bacilli or RLEP PCR positivity in SSS or skin lesion biopsy
(13). We have previously shown that HHC with a positive anti-PGL-I
titer have an 8.6-fold higher risk of progressing to disease than those
with negative serology within 4years (12). In this current study,
almost 10% of the HHC had a confirmed leprosy diagnosis and 40.0%
of clinically healthy HHC were seropositive. This means that 4 out of
10 HHC have this higher risk of developing leprosy.

Another important tool is the detection of M. leprae DNA,
which may assist in the monitoring of asymptomatic HHC in an
endemic area (34). In our study, we used RLEP, a repetitive region
with up to 37 copies in the M. leprae genome (35). Therefore, its
detection is efficient even when there are low levels of M. leprae
DNA in different samples (10) and correlates with the bacilloscopy
index and the clinical form (11). In our study, 23.1% of HHC had a
positive RLEP qPCR result in SSS. In addition, we found that 2% of
HHC were double-positive (anti-PGL-I+/RLEP qPCR+), results
that we have previously established as likely representing latent
leprosy disease (13). These individuals live in an endemic area, have
leprosy cases in their household, are positive for M. leprae DNA in
the ear lobe and show a non-protective immune response against
the bacillus allowing its ability to grow and spread. Despite not
showing clinical signs and symptoms of leprosy, individuals positive
for both biomarkers of infection likely are subclinical with latent
disease and need continuous monitoring by the local health team.
Moreover, the presence of M. leprae confirmed by intradermal
smear microscopy or skin biopsy is one of the cardinal signs for
leprosy case definition by the WHO (36). In fact, RLEP qPCR is just
a more sensitive method to detect M. leprae through the presence
of DNA in either SSS or skin biopsy, and this alone should
be considered sufficient to diagnose such individuals and to
subsequently treat them early with MDT to effectively break the
transmission chain and to avoid a delayed diagnosis with severe
nerve damage and disability.

Our strategies of active surveillance for new cases among contacts
of former patients that had already been treated and among school
children allows many of these cases to be diagnosed in their earliest
clinical manifestations, with light clinical signs and symptoms without
significant nerve damage or disability, which are often poorly
understood by the patient, their family and even for many untrained
professionals. Thus, early diagnosis and treatment of cases prior to the
development of nerve damage are extremely important to break the
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transmission chain and to avoid disfigurement and disabilities that can
lead to stigma and social isolation.

The patient found with drug resistant M. leprae was apparently a
case of primary drug resistance with no previous history of the patient
being treated for leprosy. Luckily, our study showed that the son of this
patient was not infected by this hypermutated strain, his strain was
WT and drug sensitive. A limitation of this study was that although
six of the 12 individuals in this extended family were RLEP+, none of
these individuals had enough DNA to allow for sequencing and the
spouse, who was diagnosed with leprosy, was qPCR negative for
RLEP. Nevertheless, the finding of a patient with a strain resistant to
dapsone, one of the main drugs used in the MDT regimen to treat
most patients, in addition to mutations in gyrA and gyrB indicating
possible resistance to fluoroquinolones, important second-line drugs
used for the treatment of leprosy, should draw attention to the
increased danger and prevalence of multidrug resistant strains and
provide an incentive for increased funding for testing more clinical
strains for drug resistance, especially in endemic areas. There is also a
need to seek new alternative drug regimens that can be substituted in
cases of resistance to the three main drugs used in MDT as was
eventually used to treat the patient with the hypermutated strain and
to identify new and more effective antimycobacterial drugs to facilitate
a real break in the transmission chain of these strains in the
community (37).

5. Conclusion

Our surveillance activities in just 1 week in an area hyperendemic
for leprosy in the Amazon region of Brazil (Castanhal, Para State)
showed high transmission rates of leprosy. It also revealed a high
hidden prevalence of overt disease and subclinical infection that
remains a challenge for correct clinical diagnosis by signs and
symptoms that may be aided using adjunct laboratory tests, such as
RLEP qPCR and anti-PGL-I serology. The spread of leprosy can
be worsened by the presence of drug resistant M. leprae strains that
are potentially circulating in this population, which should
be monitored more closely.
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