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Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real para deteccao
de Mycobacterium leprae como alternativa para o diagnéstico
da hanseniase

Maria Glducia Silva de Lima!, Milton Ozdrio Moraes?, Carolina Chrusciak Talhari
Cortezs

Resumo

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium leprae
qgue afeta a pele e nervos periféricos. A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (gPCR), vem contribuindo para o diagnostico da hanseniase, principalmente em
casos de dificil diagndstico. Este tfrabalho teve por objetivo avaliar o desempenho da
gPCR na deteccdo de M. leprae em bidpsias cutdneas de pacientes com suspeita
clinica de hanseniase e submetidos a exame histopatoldégico. As amostras foram
processadas no Laboratério de Biologia Molecular da Fundacdo Alfredo da Matta, na
cidade de Manaus, Amazonas. A quantificacdo de DNA de 82 bidpsias frescas e 98
bidpsias parafinadas foi realizada por fluorimetria. Para as amplificacdes de DNA foi
utilizada a gPCR, a partir de uma sequéncia especifica do gene 16S de M. leprae. Os
resultados das 38 bidpsias frescas de pacientes com hanseniase foram: positividade no
teste molecular para hanseniase (68,5%), sensibilidade (68,5%) e especificidade (66,70%).
Das 61 bidpsias parafinadas de pacientes com hanseniase, 73,8% foram positivas, com
sensibilidade de 73,8% no teste molecular. Os resultados sugerem que a gPCR confirma a
diferenca entre pacientes multibacilares e paucibacilares tanto em bidpsias frescas
quanto em bidpsias parafinadas, com prevaléncia de genomas em pacientes
multibacilares no grupo de amostras frescas. Os dados quantitativos nas amostras de
pacientes paucibacilares embora apresentem menor nimero de genomas, tfambém tém
percentual maior de positividade. A gPCR pode ser eficaz, em especial nos casos
inconclusivos, de dificil diagndstico como nas formas paucibacilares, além de ser
reprodutivel e ndo necessitar de microscopistas experientes.

Palavras-Chave: genoma, lepra, paucibacilar, gPCR, saude publica.

Real-time Polymerase Chain Reaction for the detection of Mycobacterium leprae as an
alternative for the diagnosis of leprosy. The Mycobacterium leprae is a microorganism

that can cause an infection that affects skin and nerves. This infection is curable and
known as leprosy or Hansen's disease. The skin and nerves symptoms are sometimes not
enough for the diagnosis.Polymerase chain reaction (QPCR) has been used together with
the clinical features to confirm cases. This study was conducted to identify the
performance of gPCR as a diagnostic method to confim M. leprae in biopsies from
patients with Hansen'’s clinical features. At the Molecular Biology Laboratory at Alfredo da
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Matta Foundation, Manaus-AM-Brazil. The fluorimetry was performed from the DNA of 82
fresh biopsy samples and 98 biopsy blocks. Between the fresh biopsy 38 samples and
between the biopsy blocks 61 samples were able to perform the gPCR. The DNA from
those samples were amplified using the sequence from M. leprae’s 16S gene. The results
from the fresh samples identified 68.5% of positivity for Hansen's disease, 68.5% of
sensibility, 66.7% of specificity. As from the blocks samples was identified 73.8% of positivity
and 73.8% of specificity. The results suggest that gPCR is efficient to provide confirmation
between paucibacillary and multibacillary patients. The paucibacillary samples analysed
presented less genoma prevalence and more positivity for Hansen's. The gPCR is a
method that not only has reproducibility and requires simple training but also the study
showed that it can assist the diagnosis confirmation in inconclusive cases.

Keywords: genome, leprosy, paucibacillary, gPCR, public health.

1. Introducao

A hanseniase € uma doenca
infecciosa-cronica causada pelo
Mycobacterium leprae, parasita
infracelular obrigatério com afinidade
por macréfagos do tecido cut@neo e
células de Schwann do sistema nervoso
periférico (MARCIANO et al, 2018;
HAROUN et al., 2019). A presenca do
bacilo no organismo humano resulta em
lesdes dermato-neuroldgicas, com alto
poder incapacitante (SOUZA e MATOS,
2017).

Devido ao alto poder
incapacitante, a hanseniase constitui um
problema de saude publica em vdrios
paises do mundo (SANTOS et al., 2019).
No ano de 2017, em todo o mundo, um
total de 210.671 pacientes foram
diagnosticados com hanseniase
(BANDEIRA et al., 2019). No Brasil, em
2018, foram identificados um total de
28.660 novos casos da doenca. Entfre os
estados na regido Norte, a hanseniase
permanece endémica no Amazonas,
onde foram identificados 425 novos
casos (BRASIL, 2020).

A classificacdo de proposta por
Ridley e Jopling, em 1966, considera os
dados clinicos, histologicos e
bacteriolégicos da hanseniase. Essa
classificacdo inclui duas formas polares,
tuberculdide (apresentam POUCOS
bacilos e forte resposta de imunidade
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celular) e virchowiana (alta carga
bacteriana e fraca imunidade celular).
Além disso, trés formas intermedidrias
enconfram-se entre os polos: boderline-
tuberculdide, boderline e boderline-
virchowiana (PENNA et al, 2017).
Entretanto, para fins de tratamento, a
doenca é classificada como
paucibacilar (PB) e multibacilar (MB). A
hanseniase PB, forma mais branda da
doenca, é caracterizada por poucas
lesdes cuténeas (até cinco),
hipopigmentadas, pdlidas,
avermelhadas, hipo ou anestésicas e
baixa carga bacilar (GASCHIGNARD et
al., 2016; SARKAR e PRADHAN, 2016). Na
forma MB, hd presenca de mais de cinco
lesdes que se desenvolvem como
nédulos, placas ou infiltracdo difusa da
pele, além de elevada carga bacilar
(CRUZ et al., 2017; PRADHAN et al., 2019).

A fransmiss@do da hanseniase ocorre
pelo contato prolongado e intimo do
portador do M. leprae com individuos
suscetiveis ou geneticamente
predispostos, inalacdo do microrganismo
por via aérea e por contato intimo
(VIVEIRO et al., 2017). Além disso, a
existéncia de uma fonte ambiental do
bacilo, como dgua e solo, préxima ao
cenfro da hanseniase  endémica,
também é um fator que favorece a
disseminacdo da doenca. A mucosa
nasal é a principal via de entrada do M.
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leprae no organismo humano (CASTRO
et al., 2018; SIDDIQUI et al., 2019).

A deteccdo precoce, associada ao
inicio rdpido do fratamento sdo
fundamentais para reduzir as sequelas
fisicas e as complicacdes sociais da
doenca (ALOTAIBI et al., 201¢). A
identificacdo tardia geralmente estd
associada a erros de diagndstico,
auséncia de servicos e profissionais de
saude, falta de conscientizacdo, crenca
na auto cura e uso da medicina
tradicional. O estigma social é outro fator
associado com o atraso na identificacdo
e tratamento da doenca, pois as pessoas
afetadas sé& procuram auxilio médico
apos o) desenvolvimento das
incapacidades motoras permanentes e
visiveis (VAN ‘T NOORDENDE et al., 2019).

O diagndstico clinico da
hanseniase comumente se baseia na
identificacdo de sinais e sintomas clinicos
caracteristicos, como lesdes cutdneas,
perda de sensibilidade, fraqueza nos pés
e maos, presenca de deformidades
visiveis e esfregaco de pele positivo
(FISCHER et al., 2017). Entretanto, formas
paucibacilares e neurais podem ser
confundidas com outras doencas de
pele, como granuloma anular,
sarcoidose e pitiriase alba. Além disso,
pacientes multibacilares podem ndo
apresentar sinfomas cldssicos, como
perda de sensibilidade, favorecendo a
fransmissdo ativa da doenca e as
sequelas permanentes da infeccdo
(MEDLEY, et al., 2018).

O desenvolvimento de um teste
eficaz para o diagndstico da hanseniase
é essencial para o inicio precoce do

tratamento. Os testes atuais, como o
esfregaco de pele e andlise
histopatoldégica, embora sejam
altamente  especificos, sdo pouco

sensiveis (LETURIONDO et al., 2019). Neste
contexto, as técnicas moleculares, como
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
vem se destacando como uma
alternativa promissora no diagndstico da
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hanseniase por apresentarem  alta
sensibilidade e especificidade quando
comparadas aos métodos tradicionais
(MALTEMPE et al., 2016; CHAITANYA et al.,
2017).

A PCR em Tempo Real (gPCR) vem
sendo Uutiizada em procedimentos de
diagndstico clinico e histopatoldégico
para rdpida deteccdo da hanseniase
(BARBIERI et al., 2019). O wuso desta
técnica permite a quantificacdo direta
do DNA do M. leprae em diferentes
amostras  laboratoriais,  tais  como,
esfregaco de pele, bidpsias cutdneas,
urina, sangue e secrecdo  nasal
(MARQUES et al., 2018; MANTA et al.,
2020). Estudos tém demonstrado que a
gPCR aumenta a confiabiidade e
precisdo dos resultados para avaliacdo
das diferentes formas clinicas da
hanseniase, principalmente em casos de
pacientes paucibacilares e de dificil
diagnoéstico  (BARBIERI et al, 2014;
AZEVEDO et al., 2017; MANTA et al.,
2019).

Considerando o  alfo poder
incapacitante  da  hanseniase, as
limitacdes dos exames disponiveis na
rotina  laboratorial, a  necessidade
diagndstico precoce e a elevada
precisdo da gPCR, este trabalho teve por
objetivo avaliar o desempenho da gPCR
na deteccdo de M. leprae em bidpsias
cut@neas de pacientes com suspeita

clinica de hanseniase e exame
histopatoldégico inconclusivo para a
doenca.

2. Material e Método
2.1Tipo de estudo

O estudo foi caracterizado como
transversal, utilizando amostras  de
arquivo em parafina e bidpsias frescas
obtidas no Centro Cirdrgico da
Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM).
Essas amostras foram conduzidas ao
Laboratério de Biologia Molecular da
FUAM e utilizadas na validacdo do teste
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de gPCR para diagndstico da
hanseniase. No estudo foram utilizadas
amostras  sabidamente  positivas e
negativas para a hanseniase bem como
amostras com suspeita clinica de
hanseniase e exame histopatoldgico
inconclusivo para a doenca, atendidos
por demanda esponté@nea na FUAM, no
periodo de marco a agosto de 2014
para amostras frescas. As amostras
incluidas em parafina foram recuperadas
de arquivo a partir de marco de 2014 até
maio de 2015.

2.2 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado no
Comité de Etica e Pesquisa da Fundacdo
Alfredo da Matta (CEP-FUAM) sob
parecer n. 522.919, em 06 de fevereiro de
2014. Todos os pacientes incluidos neste
estudo leram e foram instruidos quanto a
parficipacdo no estudo e assinaram o

Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE.
2.3 Amostragem

No presente estudo foram

coletadas 82 bidpsias cutdneas frescas
de pacientes, incluidos em trés grupos:
confrole  positivo, dermatoses ndo
infecciosas e suspeitos/inconclusivos. No
grupo controle, definido com a doenca,
foram incluidos o©os pacientes MB
(incluindo as formas clinicas virchovianas,
borderline virchovianas e borderline-
borderline) e pacientes PB (incluindo as
formas  clinicas  indeterminada e
tuberculdide). O grupo de outras
dermatoses, considerado negativo para
a hanseniase, foi composto de amostras

com diagndstico clinicamente
confirmado para doencas
dermatoldgicas de origem ndo
infecciosa, como: psoriase, ptiriase

versicolor, vitiligo e granuloma anular. E o
Ultimo grupo, o de suspeitos, ou seja, o
grupo teste composto por bidpsias de
pacientes com suspeita clinica de
hanseniase e exame histopatoldgico
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inconclusivo para a doenca. Em relacdo
as bidpsias parafinadas, foram
recuperadas 98 amostras de arquivo da
Histopatologia da FUAM e distribuidas
também em 1rés grupos idénticos aos
das bidpsias frescas.

2.4 Coleta das amostras

A coleta das amostras frescas
ocorreu no periodo de marco de 2014 a
maio de 2015. As bidpsias cutdneas
foram coletadas com punch (3 mm) e

conservadas em etanol a 70% (v/v)
(BRASIL, 2010). Essas amostras foram
armazenadas em freezer -70°C e
posteriormente processadas Nno
Laboratério de Biologia Molecular da
FUAM.  Em relacdo as  biopsias
parafinadas, as amostras se
enconfravam no arquivo da

Histopatologia da FUAM e, somente apds
a andlise histopatolégica, foram retirados
cinco cortes de 5 uym do tecido e
armazenados em freezer até o
processamento de extracdo de DNA.

2.5 Extragao de DNA

O DNA total foi extraido das
amostras pelo Kit DNeasy Blood and
Tissue® (QIAGEN) seguindo as
recomendacdes do fabricante.
Previomente ao protocolo de extracdo
de DNA, nas bidpsias armazenadas em
etanol  70% (v/v), o tecido foi
fragmentado com auxilio de IGminas de
bisturi estéril, enquanto que no outro
grupo de bidpsias, houve um tratamento
prévio para retirar a parafina. Um volume
de 500 uL de xilol agquecido a 45 °C foi
adicionado para remocdo da parafina.
O tubo foi agitado manualmente e
centrifugado a 3000 rom por 5 minutos
para sedimentacdo dos cortes. O
procedimento foi repetido até a retirada
total da parafina.

2.6 Quantificagcao de DNA por Fluorimetria
O DNA total extraido das amostras
foi quantificado utilizando o Qubit®3.0
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fluorimetro, com o kit Qubit™ dsDNA BR
assay (Life Technologies), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Este
equipamento permite a quantificacdo
de DNA, RNA e proteinas utilizando
corantes fluorescentes especificos para
cada tipo de biomolécula, mesmo em
baixas concentracdes.

2.7 Deteccdo de DNA de M. leprae utilizando
qPCR

Para a deteccdo do DNA de M.
leprae, o alvo de amplificacdo foi a
regido génica de copia Unica 16S rRNA
especifica do bacilo, conforme método
descrito por MARTINEZ et al. (2011). O
estudo de amplificacdo do gene alvo foi
redlizado pela técnica de PCR
quantitativo, a qual é baseada no
monitoramento do nivel de fluorescéncia
detectada durante a amplificacdo de
DNA ciclo a ciclo. As amostras de DNA
foram submetidas a amplificacdo da
regido ribossomal 16S de M. leprae, em
friplicata, utilizando como primer senso a
sequéncia 5'- GCA TGT CITT GIG GIG
GAA AGC-3' e anti-senso 5'-CAC CCC
ACC AAC AAG CTG AT-3', além de
ufilizar como sonda fluorogénica a
sequéncia 16S rRNA Tag-probe (5'-CAT
CCT GCA CCG CA-3') da Applied
Biosystem™ . As condicdes de ciclagem
utilizadas nas reacdes de amplificacdo
foram: 50°C por 2 minutos, seguida de
incubacd@o a 95°C por 10 minutos; 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, utilizando o sistema PCR em
tempo real. As reacdes foram
procedidas no StepOnePlus™ Real-Time
PCR Systems (Life Technologies). A
principio, as ftriplicatas que tiveram
amplificacées em pelo menos duas ou
trés replicatas e com Ct (Cycle threshold)
menor ou igual a 37 foram consideras
positivas.

2.8 Quantificagao absoluta
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A plataforma StepOnePlus™ &
capaz de detectar a luz oriunda da
reacdo de amplificacdo, onde o nivel de
fluorescéncia computado €& aquele
suficiente para atingir um limiar de
deteccdo para cada amostra analisada
e por convencdo denominado de Ct. A
quantidade de DNA do M. leprae
presente  nas amostras clinicas  foi
estimado através de uma associacdo
estatistica entre o valor de Ct, obtido
para cada amostra analisada, em
funcdo do tamanho do genoma do M.
leprae. Neste teste foi realizada andlise
de regressdo linear utilizando o software
R, onde os valores de Ct, gerados a partir
de uma curva padrdo (amostras com
concentfracdes conhecidas variando de
Ing a 3,25fg) foram plotados e uma
equacdo da reta construida, sendo
possivel, a partir desta, estimar o nUmero
de cromossomos de M. leprae,
considerando que o genoma deste
bacilo equivalia a 3fg (MARTINEZ et al.,
2011).

2.9 Analise estatistica

Para avaliar o alvo 16S como
marcador de diagndstico de M. leprae
foram realizados 0s testes de
Sensibilidade, calculada através da
seguinte equacdo: [VP/(VP+FN)] (onde
VP sGo os verdadeiros positivos € FN os
falsos negativos). Esta equacdo mede a
capacidade do teste de detectar os
pacientes com a doenca. Também foi
calculada a Especificidade do teste que
avalia a probabilidade de detectar os
ndo doentes. A formula utilizada para o
cdlculo da Especificidde foi:[VN/(VN+FP)]
(onde VN sdo os verdadeiros negativos e
FP os falso positivos) (FLETCHER et al.,
2014). Além disso, foi realizado o teste de
ANOVA e a Correcdo de Bonferroni no
programa GraphPad Prism 5.04 para
comparar 0 nUmero de genomas entre
os tipos de bidpsias.
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3. Resultados

No presente estudo, das 82 bidpsias
frescas, apenas 65 tiveram amplificacdo
no teste de gPCR para M. leprae. Nas 17
bidpsias restantes o DNA ndo foi usado a
amplificacdo devido a quantidades
infimas de amostra, presenca de
impurezas e reagentes da extracdo.
MARTINEZ et al. (2018) citaram que a

temperatura e o} fator de
congelamento/descongelomento  das
amostras podem interferir de forma

significativa  na concentracdo e na
integridade do DNA presente em tecidos
utilizados em diagndstico molecular.

Nas condicdes avaliadas, foi
verificado que houve convergéncia
entfre o laudo da patologia e a
conclusdo diagndstica. Nove pacientes

Tabela 1.
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foram diagnosticados com  outras
dermatoses, como granuloma anular,
lesdo tumoral, micose fungdide
granulomatosa, melanoma, lUpus
eritematoso subagudo e linfoma. Destes,
dois tiveram resultado de gPCR positivo
para granuloma anular e lesdo tumoral,
com nUmero de genomas de 48,24 e
18,40, respectivamente (Tabela 1).
Apesar do resultado positivo de gPCR,
essas  amostras  foram  consideradas
como controles negativos para fins de
comparacdo para os testes de
especificidade e sensibilidade. Visto que
a classificacdo foi realizada baseada no
diagndstico clinico, e que clinicamente
estes pacientes foram classificados com
outfras dermatoses.

Histérico de hanseniase, laudo histopatoldégico, baciloscopia, diagndstico clinico,

resultados de gPCR e nUmero de genomas em amostras de bidpsias frescas.

Histérico Laudo histopatolégico Baciloscopi Diagndstico clinico gPCR NUmero
de a de
hanseniase genomas
Ndo LUpus tumido NR LUpus tumido - ND
N&o Ausente - Micose fungdide granuloma- - ND

tosa
N&o Descritivo - Outras afeccdes da pele + 10,49
N&o Carcinoma NR Lesdo tumoral + 18,40
N&o Paniculite/ eritema nodoso NR Eritema nodoso - ND
N&o GAE - Granuloma anular + 48,24
N&o Ceratose actinica - Melanoma ND
N&o Descritivo - PUrpura pigmentar - ND
N&o Descritivo NR LUpus eritematoso subagudo - ND

GAE = Granuloma anular elastolitico; NR= ndo realizada;

para DNA de M. leprae; ND = ndo determinado.

No desenvolvimento de novos
métodos de diagndsticos da hanseniase
hd caréncia de padrdo-ouro para
comparacdo de resulfados e validacdo
de técnicas moleculares. MARTINEZ et al.
(2011) avaliaram a sensibilidade e a
especificidade de tfestes moleculares
para deteccdo de DNA de M. leprae em

amostras clinicas de pacientes
hansenianos e individuos com outras
dermatoses. Algumas doencas

granulomatosas podem levar a erros de

CS41

negativo para DNA de M. leprae; + = positivo

diagndstico, como a sarcoidose, pois a
presenca de granuloma epitelidide € um
sinal cardinal na histopatologia que
define uma chave de classificacdo onde
estd também a hanseniase, indicando a
probabilidade média de ser hanseniase,
mas ndo exclui outra inflamacdo
granulomatosa (BARBIEIRI et al., 2014). A
deteccdo de DNA de M. leprae, dentre
pacientes com outras dermatoses, pode
ainda ser devido a possibilidade de
terem uma infeccdo subclinica. De fato,
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muitas das amostras positivas ao gPCR,
nesse grupo de outras dermatoses,
relatam histérico de contato com a
hanseniase. Portanto, poderia sugerir que
haveria algum DNA de M. leprae na
pele, ndo especificamente relacionado
a lesdo, sendo estd uma condicdo dificil
de se determinar.

Em relacdo as amostras frescas de
pacientes com hanseniase  (grupo
controle), foram  recuperadas 38
amostras. Entre estes 13 pacientes foram
diagnosticados como hanseniase
multibacilar e fodos foram positivos para
o teste do gPCR. As 25 amostras restantes
foram classificadas como paucibacilares,
sendo que 52% (13/25) foram positivos
para a gPCR (Tabela 2). Estes resultados
indicam que a gPCR ¢é eficiente para a
deteccdo do M. leprae tanto em
pacientes paucibacilares quanto em
multibacilares. Entretanto, em individuos
multibacilares a técnica apresentou mais
sensibilidade (68,50%). Estudos realizados
com gPCR indicam uma positividade de
50-75% no grupo de pacientes com
poucos bacilos (KRAMME et al., 2004;
MARTINEZ et al., 2006; RUDEEANEKSIN et
al., 2008; BARBIERI et al., 2019).

Tabela 2- Desempenho do Teste Molecular
para o alvo 16S especifico para M. leprae em
bidpsias frescas.

Scientia Amazonia,v. 9, n.4, CS36-CS48, 2020

Bidpsias frescas (n=38)

Classificacao Positivo % (n) Negativo

operacional

% (n)
Paucibacilares 52 (13) 48 (12)
Multibacilares 100 (13) 0 (0)
Total 38 68,5 (26) 31,5(12)
A Figura 1 demonstra a relagdo

entre classificacdo operacional MB e PB
versus o numero de genomas. Os
resultados obtidos evidenciaram que a
mediana do numero de genomas em
pacientes MB é maior que em pacientes
PB para esse grupo de amostras.

Entfre o grupo de suspeitos, um
quantitativo de 12 amostras tfiveram
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diagndstico inconclusivo, nas quais os
resultados das andlises clinica e
histopatolégica foram insuficientes para
definir um diagndstico com precisdo.
Entre essas amostras, especificamente
oito amostras (66,6%) foram positivas
para a gPCR, resultado que evidencia
que esta técnica de andlise molecular,
juntamente com o histérico clinico e a
avaliacdo dermatoneuroldgica, pode
auxiliar no diagndstico precoce e dos
Ccasos inconclusivos,  possibilifando o
tratamento da doenca. Nesses casos, é
comum o laudo histopatoldgico indicar
um processo/infilirado inflamatorio
granulomatoso, ou inespecifico
(descritivo), compativel com hipercromia
residual, eritema anular centrifugo e pele
normal (Tabela 3).
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Figura 1 - Classificacdo operacional MB e PB

versus O nUmero de genomas (MB:

multibacilar; PB: paucibacilar; Ct: Cycle

threshold; N°: nUmero).

Os dados do presente estudo para
as amostras inconclusivas sugerem que
quando avalicdo o resultado da
histopatologia descritivo, apenas frente
ao nUmero de genomas, € possivel inferir
que a amostra é de um paciente de
hanseniase, claramente apoiada por
suspeita clinica dermatolégica. Quando
a amostra apresenta um alto nUmero de
genomas € razodvel inferr que a
probabiidade do  diagndstico  ser
hanseniase € alta. Entretanto, dado a
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especificidade do ensaio
observada nesta pesquisq,
amostras  sdo  provavelmente  falsos
positivas. Em estudos realizados por
AZEVEDO et al. (2017) e BARBIERI et al.
(2019) foram determinadas
especificidades de gPCR para a
identificacdo de M. leprae em 100% e
91%, respectivamente. Considerando
que o estabelecimento do ponto de
corte, ainda que empirico, seja baseado
em estudos anteriores (MARTINEZ et al.,
2011; BARBIERI et al., 2014), onde o valor

(66,70%)
algumas
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do Ct faz uma inferéncia a partir de
curvas padrdo utilizadas anteriormente,
que indicam que o valor de Ct de 37,

apresenta aproximadamente 8
genomas. Este valor, teoricamente,
sugeriia  uma chance maior de

especificidade mais alta. Assim, apenas
um acompanhamento de longo prazo e
eventualmente a prova terapéutica
quando indicado pelo dermatologista
que poderiam auxiliar na andlise
definitiva dos resultados.

Tabela 3 - Hipdtese diagndstica, histérico de hanseniase, laudo histopatoldgico, baciloscopia,
resultados de gPCR e nUmero de genomas em amostras de bidpsias frescas com diagndstico

inconclusivo para hanseniase

Histérico Laudo NUmero
Hipotese diagnoéstica de . - Baciloscopia gPCR de
p histopatologico
Hanseniase genomds
Hanseniase ou notalgia N&o Hipercromia - + 12,00
parestésica residual
Hipocromia, eritema Ndo Descritivo NR + 20,90
Hanseniase BT Sim Descrifivo - + 11,29
Hanseniase V Sim Descritivo - ND
Paniculite, micobacteriose N&o Descritivo NR - ND
LUpus eritematoso discoide Ndo Descritivo NR - ND
Granuloma doenca de N&o Descritivo - + 20,34
Lyme
LUpus eritematoso discoide Sim PIG NR + 22,64
Eritema anular centrifugo N&o EAC NR + 11,83
Hanseniase foliculite Nd&o Hanseniase, sifilis - - ND
Hipercromia residual, Sim Infilfrado - + 12,65
hanseniase Inflamatério
Hanseniase indeterminada Sim Pele normal - + 10,99
PIG = Processo inflamatdrio granulomatoso; EAC = Eritema anular centrifugo; - = negativo; NR =
ndo realizada; + = positivo; ND = ndo determinado.

Em relacdo as amostras positividade de 75% em  bidpsias
parafinadas, 31 eram de pacientes parafinadas de pacientes
multibacilares e 30 de pacientes paucibacilares. MARQUES et al. (2017)
paucibacilares. Os  resultados  de observaram que a gPCR foi 18,28 % mais

desempenho demonstraram que a gPCR
para amplificacdo do fragmento de
DNA 16S do M. leprae é menos sensivel
em amostras de pacientes multibacilares
(69%) do que em paucibacilares (80%)
(Tabela 4). Os resultados do presente
estudo corroboram com os descritos por
YAN et al. (2014) que verificaram

CS43

sensivel para amostra de pacientes MB
quando comparados com os PB. MANTA
et al. (2020) citaram que a sensibilidade
da gPCR varia de acordo com a
metodologia de extracdo do DNA, alvo
de ampliacdo da regido génica, local
de coleta e tipo de amostra clinica.
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Tabela 4 - Desempenho do Teste Molecular para o alvo 18S especifico para M. leprae em bidpsias

parafinadas.

Classificacdo operacional

Bidpsias de parafina (n=61)
Positivas % (n)

Negativas % (n)

Paucibacilares
Multibacilares
Total61

80 (24)
69 (21)

20 (6)
31 (10)

A sensibilidade do teste de gPCR
para bidpsias parafinadas foi de 73,8%.
Entretanto, ndo foi possivel calcular a
especificidade neste grupo, pois ndo
havia um grupo de ndo doentes para
usar como comparacdo. A estimativa da
quantidade de genomas dentre o©s
pacientes MB e PB provenientes das
bidpsias parafinadas & mostrada na
Figura 2. Os resultados evidenciaram que
o nUmero de genomas em pacientes MB
€ maior que em pacientes PB, resultado
semelhante ao observado em bidpsias
frescas. Segundo as citacdes de CRONIN
et al. (2004) e XIE et al. (2011) em
amostras  parafinadas  pode  haver
fragmentacdo do material genético, o
que pode explicar a diferenca de
sensibilidade da gPCR entre as amostras
frescas e parafinadas.
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Figura 2 - Relacdo entre a classificacdo
operacional MB e PB versus o nUmero de
genomas (MB: multibacilar; PB: paucibacilar;
Ct: Cycle threshold; N°: nUmero).

A andlise do nUmero de genomas é
interessante, pois confima que as
amostras de pacientes MB tém mais DNA
e conseguentemente, mais bacilos que

CS44

os pacientes PB, sugerindo que a
metodologia seria capaz de inferir uma

espécie de indice baciloscopico
molecular (Figura 3). A deteccdo de
DNA das amostras recuperadas de
parafina dentre 0s pacientes
paucibacilares, foi um resultado

promissor, considerando que pode haver
degradacdo desse composto orgdnico
durante o periodo de fixacdo. Embora
haja a necessidade de melhoria do teste
de gPCR, nas condicdes utilizadas no
presente estudo para aplicacdo clinica,
a deteccdo de alta carga molecular é
certamente compativel com hanseniase
e pode antever algumas aplicacoes
interessantes. Além disso, a possibilidade
de quantificar precisamente o numero
de bacilos em pacientes com alta carga
bacilar pode ser uma estratégia para
acompanhamento ou avaliacdo da
auséncia de melhora frente a@o
tfratamento e/ou falha terapéutica.
Portanto, a técnica poderia ser usada
em andlises de seguimento nos mesmos
pacientes para avaliar a eficdcia do
fratamento.

A técnica de gPCR para deteccdo
de M. leprae possui vantagens, pois
pode ser utilizada na andlise simultdnea
de grandes numeros de amostras, com
resultados em trés horas. Na baciloscopia
o tempo necessdrio para a coloracdo e
contagem dos bacilos e
significativamente superior,
principalmente quando sdo avaliadas
amostras de pacientes. Entretanto, a
gPCR apresenta limitacdes relacionadas
com o elevado custo dos equipamentos
e reagentes, ao  contrdrio da
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microscopia  tradicional. Em  alguns
servicos de saude publica, onde ndo hd
profissionais capacitados para avaliacdo
de amostras de pacientes com
hanseniase, o uso da gPCR pode diminuir
a chance de resultados falso-negativos
qguando ulilizada como ferramenta
diagnodstica complementar (AZEVEDO et
al., 2017)

p = 0,0759
107 p = 0,0365
= ®
§ 10° oa®
= 105 ..‘ p =0,0411
é s | 0 010l8
3 e
S 10 & st —
$ 103 e® B Lain. .
°Z 10 1 ' A ;jlx w‘
100 T T T C
MBf MBp PBf PBp

Tipos de biopsias
Figura 3 - Relacdo entre os tipos de bidpsias
versus o numero de genomas (MBf:
multibacilar bidpsia fresca; MBp: multibacilar
bidpsia parafinada; PBf: paucibacilar bidpsia
fresca; PBp: paucibacilar bidpsia parafinada;
Ct: Cycle threshold; N°: nUmero; p: p-valor).

4. Conclusao

A técnica de gPCR demostrou
resulfados promissores para deteccdo de
Mycobacterium leprae tanto em bidpsias
frescas quanto parafinadas. Entfretanto,
em amostras frescas de pacientes
multibacilares, o teste demonstrou
melhor rendimento. A quanftificacdo do
numero de genomas corroborou com a
classificacdo operacional de pacientes
com hanseniase, no qual um maior
numero de genomas em multibacilares,
em comparacdo com os paucibacilares.
O fteste demonstrou sensibilidade de
68,5% e especificidade de 67,70% em
biopsias frescas. Estes dados indicam que
a ufiizacdo da gPCR pode ser de
grande importéncia, principalmente em
casos considerados inconclusivos, de
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dificil diagndstico, nas formas
paucibacilares da hanseniase, além de
ser reprodutivel e ndo necessitar de
microscopistas experientes.
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