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RESUMO

A hanseniase € uma doenga negligenciada, infectocontagiosa e de progressao lenta, causada
pelo Mycobacterium leprae. Em Governador Valadares entre 2004 e 2023 foram notificados
2.795 novos casos, desses 44,07% foram classificados como multibacilares. O diagndstico é
baseado em exame clinico, tendo como apoio laboratorial a baciloscopia de raspado
intradérmico e a histopatologia, métodos com limitacBes em estagios iniciais. Tecnologias,
como a técnica de PCR, tém permitido um diagndstico precoce. O objetivo desse estudo foi
avaliar por meio da gPCR, a presenca do M. leprae em raspados intradérmicos e biopsias de
individuos com suspeicdo diagnostica de hanseniase residentes em Governador Valadares e
entorno. Foram selecionados 37 individuos avaliados por meio de exame dermatoneuroldgico.
Amostras de bidpsias e raspado intradérmico foram coletadas e seguiu se o protocolo do ensaio
de qPCR. Os dados foram analisados no Software Epi Info™., Verificou-se que das 37 amostras
processadas, 15 (40,5%) apresentaram resultado detectavel. De um total de 20 mulheres, 07
(35%) dessas apresentaram DNA detectavel, enquanto que para os homens, de um total de 17
individuos, 08 (47%) tiveram o teste positivo. Dos 37 individuos, 07 (21,2%) receberam
diagnostico clinico conclusivo de hanseniase; destes, 02 (28,6%) apresentaram resultado de
gPCR equivocal e 05 (71,4%) detectavel. Os achados evidenciam que o uso da qPCR possui
potencial significativo para o diagnostico precoce da hanseniase, possibilitando tratamento
imediato, controle da transmissdo e monitoramento de casos suspeitos e seus contatos,

especialmente em regides de alta prevaléncia.

Palavras-chave: Hanseniase. Técnicas de Diagnostico Molecular. PCR.



ABSTRACT

Leprosy is a neglected, infectious, and slow-progressing disease caused by Mycobacterium
leprae. Between 2004 and 2023, 2,795 new cases were reported in Governador Valadares, of
which 44.07% were classified as multibacillary. Diagnosis is based on clinical examination,
with laboratory support from intradermal smear microscopy and histopathology, methods with
limitations in the early stages. Technologies such as the PCR technique have enabled early
diagnosis. This study aimed to use gPCR to assess the presence of M. leprae in intradermal
scrapings and biopsies from individuals with a suspected diagnosis of leprosy living in
Governador Valadares and the surrounding area. Thirty-seven individuals were selected and
evaluated by dermatoneurological examination. Samples of biopsies and intradermal scrapings
were collected, and the protocol was followed up with the gPCR assay. The data was analyzed
using Epi Info™ software. Of the 37 samples processed, 15 (40.5%) showed a detectable result.
Of 20 women, 7 (35%) had detectable DNA, while for men, of a total of 17 individuals, 8 (47%)
tested positive. Of the 37 individuals, 07 (21.2%) received a conclusive clinical diagnosis of
leprosy; of these, 02 (28.6%) had equivocal gPCR results, and 05 (71.4%) were detectable. The
findings show that the use of gPCR has significant potential for the early diagnosis of leprosy,
enabling immediate treatment, control of transmission, and monitoring of suspected cases and

their contacts, especially in regions of high prevalence.

Keywords: Leprosy. Molecular Diagnostic Techniques. PCR.



1 INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca negligenciada, infectocontagiosa e de progressao lenta,
causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), um patogeno intracelular obrigatério que até
0 momento ndo pode ser cultivado in vitro. Este microrganismo apresenta tropismo por células
apresentadoras de antigenos (APCs), incluindo macrofagos, células dendriticas e monadcitos,
bem como pelas células de Schwann. A hanseniase acomete principalmente a pele e 0s nervos
periféricos, afetando também olhos, médos e pés. As lesGes causadas pela infeccdo sdo
caracterizadas pela diminuicéo da sensibilidade térmica, dolorosa e tatil, além de apresentarem
atrofias e paresias, refletindo o impacto neuroldgico da doenca (Suzuki et al., 2012; Roméo;
Mazzoni, 2013).

Em 2023, foram registrados 182.815 novos casos de hanseniase em todo o mundo, dos
quais 24.773 (13,6%) ocorreram nas Americas, 0 Brasil responde por 22.773 desses casos,
representando 95% destes registros. Globalmente o Brasil somou 12,4% dos casos detectados
ocupando a segunda posicdo mundial em niimero de novos diagnésticos, e a india com 58,9%
(WHO, 2024).

Em Minas Gerais, apesar do declinio no nimero de novos casos, muitos municipios
ainda ndo atingiram a meta de eliminacdo e a transmiss&o ativa é indicada por casos em menores
de 15 anos, refletindo a presenca de adultos infectados sem diagndstico, que continuam
propagando a doenca (Yadav et al., 2014; Leite et al., 2019; Minas Gerais, 2020).

Governador Valadares, é considerada referéncia para o diagndstico e tratamento da
hanseniase na regido do leste mineiro. No periodo de 2004 a 2023 a cidade notificou 2.795
novos casos, dos quais 44,07% (1.232) casos foram classificados como multibacilares (MB)
(Governador Valadares, 2024).

O diagndstico da hanseniase baseia-se majoritariamente no exame clinico, tendo como
apoio laboratorial a baciloscopia de raspado intradérmico e histopatologia, apresentando
limitacbes em termos de sensibilidade e especificidade, especialmente nas fases iniciais da
doenca com carga bacilar baixa ou ausente (Brasil, 2022).

Avancos tecnoldgicos, como a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém
permitido um diagnostico mais sensivel e especifico da infeccdo causada pelo M. leprae. Além
disso, a PCR pode ser aplicada em diferentes tipos de amostras clinicas, conferindo-lhe grande
potencial para o diagndéstico diferencial da hanseniase, atuando como um suporte aos métodos
diagnosticos tradicionais (Kang et al., 2003; Goulart & Goulart, 2008; Manta, et. al. 2020).

Assim sendo, estudos envolvendo técnicas moleculares sdo de grande relevancia, pois



possibilitam um diagndstico precoce, importante para o tratamento imediato contribuindo para
a interrupcdo da cadeia de transmissao do M. leprae.

Neste contexto, 0 presente estudo objetivou avaliar por meio da gPCR (Reacédo da
Cadeia da Polimerase-quantitativo), a presenca do M. leprae em raspados intradérmicos e
biopsias de individuos com suspeicdo diagndstica de hanseniase residentes em Governador

Valadares e entorno.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FORMAS CLINICAS

A variabilidade clinica da hanseniase é determinada pelo tropismo do M. leprae pela
pele e pelo tecido nervoso periférico, além da suscetibilidade genética individual ao
microrganismo (Fischer et al., 2008). A classificacdo de Ridley & Jopling (1966) organiza a
doenca em dois polos: Tuberculbide e Lepromatoso, com trés formas intermediarias. A forma
Borderline Tuberculoide (BT) estd mais proxima do polo Tubercul6ide, a Borderline Borderline
(BB) é intermediéria, e a Borderline Lepromatosa (BL) se aproxima do polo Lepromatoso.
Além dessas, existe a hanseniase neural pura, que pode afetar apenas 0s nervos periféricos,
apresentando poucos bacilos mesmo em bidpsias nervosas (Cunha et al., 2006; Hungria et al.,
2016; Tiwari et al., 2017).

Em 1982, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) definiu diretrizes para o tratamento
da hanseniase, estabelecendo uma classificacdo operacional com base no nimero de lesbes
cutaneas (Paucibacilares (PB) < 5 lesdes e Multibacilares (MB) > 5 lesdes ou um nervo afetado)
que orienta o uso da Poliquimioterapia (PQT) composto por Dapsona, Clofazimina e
Rifampicina, ndo utilizando a Clofazimina nos casos PB, porém a partir de julho de 2021 foi
determinado o uso da Poliquimioterapia Unica (PQT-U) com uso dos trés medicamentos, para
pacientes PB e MB se diferenciando apenas pelo tempo de tratamento. A baciloscopia é
utilizada para auxiliar nessa distin¢ao; embora um resultado positivo indique um caso MB, a
auséncia de bacilos na baciloscopia ndo exclui a possibilidade de hanseniase (Brasil, 2016;
2022).



2.2 DIAGNOSTICO

Uma das dificuldades no diagndéstico da hanseniase é a impossibilidade de cultivar o M.
leprae in vitro. Para contornar essa limitagédo, estudos com infecgdo em camundongos e tatus
tém ajudado na obtencdo do bacilo e no desenvolvimento de técnicas para seu sequenciamento
genético (Martinez et al., 2011; Turankar et al., 2015; Rosa et al., 2019). A busca por métodos
mais sensiveis para deteccdo e diagndstico da doenca € crucial para iniciar o tratamento e
controlar a transmisséo, especialmente entre os contatos domiciliares (Azevedo et al., 2016).
Nesse sentido, novas abordagens diagndsticas, tanto sorolégicas quanto moleculares, tém sido
propostas (Turankar et al., 2015; Richardus et al., 2017; Romero-Montoya et al., 2017).

Embora as técnicas de biologia molecular e sorologia tenham avangado, o diagndstico
da hanseniase ainda é majoritariamente clinico, baseado na avaliagdo das lesfes cutaneas e
nervos periféricos. No entanto, os critérios clinicos usados pela OMS e pelo Ministério da Satude
do Brasil tém especificidade limitada, podendo resultar em diagnésticos falso-positivos ou
falso-negativos, fazendo com que exames laboratoriais sejam importantes suporte diagnostico
para a doenca (Brasil, 2022).

A baciloscopia do raspado intradérmico é considerada o exame complementar padréo-
ouro no diagnostico, apresentando facil execucdo e baixo custo. E realizado por meio de uma
pequena incisdo na pele, com a coleta ocorrendo em lesBes cutaneas e nos Iébulos auriculares
e cotovelos. O numero de bacilos observados por campo a microscopia em cada esfregaco €
avaliado utilizando a escala logaritmica de Ridley, que atribui indices baciloscopicos (IB) de 0
a 6+. Um resultado positivo classifica o caso como MB, independentemente do nimero de

lesBes, mas o resultado negativo ndo exclui a possibilidade de hanseniase (Brasil, 2010, 2022).

2.3 TESTES IMUNOLOGICOS

Os primeiros testes soroldgicos para hanseniase foram desenvolvidos na década de
1980, apos a descoberta do antigeno glicolipideo-fendlico 1 (PGL-1), especifico do M. leprae.
Desde entdo, varias técnicas foram empregadas para detectar anticorpos anti-PGL-1, incluindo
0 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), o teste de hemaglutinacdo passiva (PHA) e o
teste de aglutinacdo com particulas de gelatina (MLPA), além de testes simplificados como o
ML dipstick e o teste rapido de fluxo lateral (ML Flow) (Blhrer et al., 1998; Buhrer-Sekula et
al., 2003).



O PGL-1 induz a formagdo de anticorpos IgG e IgM, sendo a pesquisa destes anticorpos
0 parametro soroldgico mais utilizado para a hanseniase. A deteccdo desses anticorpos pode
indicar infeccdo subclinica ou doenca ativa, e sua titulagdo esta correlacionada a carga bacilar
em individuos com hanseniase (Lyon et al., 2008). O ML Flow, desenvolvido em 2003, é um
teste imunocromatografico que detecta anticorpos IgM contra PGL-1 e é de facil execucdo, sem
necessidade de equipamentos laboratoriais, podendo ser realizado diretamente pelos
profissionais de salde. No entanto, a detec¢do de anticorpos anti-PGL-1 ndo deve ser usada
isoladamente para diagndstico, pois individuos saudaveis podem apresentar sorologia positiva,
enquanto casos paucibacilares podem ter resultados negativos (Buhrer-Sekula et al., 2003;
Moura et al., 2008; Brasil, 2022).

2.4 TESTE DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) PARA DETECCAO DE
M. LEPRAE

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica que amplifica fragmentos
especificos de DNA, permitindo sua identificacio em amostras biolégicas como sangue,
raspado dérmico, bidpsias e secre¢cdes nasais (Almeida et. al., 2004). Utilizando primers, que
sdo sequéncias curtas de &cido nucleico, define-se a por¢do do genoma a ser analisada, e através
de ciclos repetidos de aquecimento e resfriamento, a enzima polimerase € ativada, promovendo
a replicacao continua da sequéncia-alvo, resultando em bilhGes de copias em poucas horas (Zhu
et al., 2020).

Um importante avanco na técnica de PCR foi o desenvolvimento de metodologias que
permitem o acompanhamento da amplificacdo do DNA durante todo o processo, em vez de
apenas ao final, como ocorre na PCR convencional (Zaha, 2014). A reacdo de amplificacdo em
tempo real (QPCR), uma variante da PCR convencional, representa um grande progresso nos
métodos moleculares utilizados no diagndstico, especialmente por facilitar a quantificacdo da
expressao génica em tecidos ou amostras bioldgicas. O método utiliza um sistema fluorescente
em plataforma capaz de detectar a luz gerada durante a amplificacdo (Holland et al., 1991;
Higuchi et al., 1993; Williams, 2009).

A PCR ¢ uma técnica altamente especifica e sensivel, o que confere ao método um
grande potencial para diagndstico diferencial (Goulart e Goulart, 2008). Martinez et al. (2009)
confirmaram a especificidade dos primers 16S rRNA e Specific Repetitive Element (RLEP) para

M. leprae, utilizando a técnica de gPCR em outras nove espécies de Mycobacterium, além de



bactérias de outros géneros, como Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes e
Escherichia coli.

Manta et al. (2019) mostraram que a variabilidade na positividade da PCR pode ser
afetada pelo tipo de amostra e alvo utilizado. O gene 16S rRNA melhorou a precisdo do
diagnostico da hanseniase na forma paucibacilar (PB). A gPCR, ao ser aplicada em contatos
positivos para PGL-1, aumentou a taxa de positividade em 40%. A técnica também apresentou
maior positividade em raspados intradérmicos de contatos de pacientes MB, mas ndo houve

diferenca significativa no nimero de genomas entre 0s contatos de pacientes PB e MB.

3 MATERIAL E METODOS

O NuPgHans desenvolve projetos na area de hanseniase contemplando uma coorte de
1200 individuos residentes nos municipios de Governador Valadares, Teofilo Otoni, Inhapim,
Mantena e no distrito de Limeira de Mantena, Minas Gerais. Os participantes deste estudo
foram selecionados através de uma estratégia de amostragem aleat6ria por meio de busca ativa.
Este projeto foi aprovado no comité de ética da UFJF/GV sob o numero (CAAE:
56863016.6.1001.5147).

Dando continuidade a este projeto, no presente estudo, foram selecionados 37
participantes, avaliados por meio de exame clinico dermatoneurolégico que apresentaram

suspeicdo diagndstica de hanseniase.

3.1 EXTRACAO DE DNA

As amostras de raspado intradérmico e as biopsias de leséo de pele foram coletadas por
profissionais treinados e armazenadas em microtubo tipo eppendorf, estéril com capacidade de
1,5mL contendo 1mL de &lcool a 70% e acondicionadas a temperatura de -20°C até o
processamento da gPCR.

As amostras, coletadas e fragmentadas com estilete estéril, foram processadas para
extracdo de DNA utilizando o DNeasy® Blood & Tissue Kit - QIAGEN, de acordo com as
instrugdes do fabricante (QIAGEN, 2023).

A concentracdo de DNA presente nas amostras foi dosada através do espectrofotdmetro

NanoVue™ e em seguida armazenadas a temperatura de -20°C até o ensaio de gPCR.
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3.2 ENSAIO DE gPCR

Para este ensaio foi utilizado o Kit IBMP Biomol Hanseniase, ou “Kit NAT
Hanseniase”, que de acordo com a Fiocruz (2021) é o primeiro teste molecular comercial para
a doenca desenvolvido no Brasil e 0 segundo exame autorizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tendo sido desenvolvido conjuntamente pelo Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), o Instituto Carlos Chagas (Fiocruz Parand) e o Instituto de
Biologia Molecular do Parana (IBMP).

Ap0s a extracdo do DNA as amostras foram processadas seguindo as determinac@es do
fabricante (IBMP, 2024).

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

As informacdes clinicas, de género e laboratoriais dos participantes foram organizadas
em uma planilha Microsoft Excel e analisadas no Software Epi Info™, apresentadas em
frequéncias absolutas e relativas. A fim de avaliar quantitativamente essas variaveis em relacdo
a positividade para a gPCR, foi empregado o teste qui-quadrado (X?), sendo adotado o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

4 RESULTADOS

Foi observado no presente estudo que do total de 37 amostras coletadas, 17 (45,9%)
eram de individuos do sexo masculino e 20 (54,1%) do sexo feminino. Desses, 14 (37,9%) eram
residentes em Governador Valadares, 13 (35,1%) em Limeira de Mantena, 06 (16,2%) em
Mantena e 04 (10,8%) em Inhapim.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo dos dados obtidos dos participantes em relagédo ao
sexo, resultados da qPCR, tipo de material bioldgico e casos diagnosticados de hanseniase

clinico e laboratorialmente pelo servigo de referéncia.



Tabela 1 - Distribuicdo dos dados coletados

Resultado do teste qPCR

Amostra bioldgica

11

Sexo Individuos Detectavel Equivocal Biopsia Raspado Diagnostico
Masculino | 17 08 09 04 13 05
Feminino 20 07 13 00 20 02

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Detectavel: M. leprae detectavel; Equivocal: Teste indeterminado

A Figura 1 demonstra a comparacao entre os resultados da gPCR considerando sexo e

diagnéstico clinico. Verificou-se que das 37 amostras processadas no teste da qPCR para 0s

genes 16SrRNA e RLEP do M. leprae, 15 (40,5%) apresentaram resultado detectavel, indicando

de fato, um teste positivo para DNA de M. leprae nas amostras coletas desses participantes.

Evidenciou-se também que, de um total de 20 mulheres, 07 (35%) dessas apresentaram DNA

detectavel nas amostras coletadas, enquanto que para 0os homens, de um total de 17 individuos,

08 (47%) tiveram o teste positivo. Dos 37 individuos avaliados, 07 (21,2% da amostra total)

receberam diagnostico clinico conclusivo de hanseniase; 02 (28,6%) apresentaram resultado

equivocal de gPCR enguanto 05 (71,4%) detectavel.

Figura 1 - Comparagdo dos resultados da gPCR considerando diagndstico clinico dos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

40,5%

59,5%

Suspeita

Homens

participantes

35,0%

47,0%

65,0%

53,0%

Mulheres

71,4%

28,6%

Caso

Detectavel

Equivocal



12

A Figura 2 apresenta a andlise da distribui¢do dos casos diagnosticados em relacdo ao
resultado da qPCR. E possivel observar que do total de individuos que realizaram o teste da
gPCR, 07 (18,9% da amostra total) foram diagnosticados com hanseniase e, desses, 5 (71,4%)
sdo do sexo masculino, dos quais 4 (80%) apresentaram gPCR detectavel. Com relacdo aos
participantes do sexo feminino verificou-se que das 2 (28,6%) participantes diagnosticadas 1

(50%) apresentou resultado equivocal.
Figura 2 - Distribuicédo dos casos diagnosticados em relagdo ao sexo e resultado da g°PCR
120%
100%
80%

60% M Detectavel

m Equivocal

40%

20%

0%

Homens Mulheres

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A Figura 3 apresenta o resultado da analise do teste g°PCR em relacdo ao tipo de material
bioldgico utilizado. Verificou-se que das 37 amostras processadas, 04 eram de bidpsias e 50%
dessas amostras apresentaram valor de referéncia classificado como detectavel, j& para as 33

amostras de raspado intradérmico, 39,4% dessas, o teste gPCR mostrou resultado detectavel.
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Figura 3 - Analise do teste qPCR em relacdo ao tipo de material bioldgico utilizado

120,00%

100,00%

80,00% 39,40%
50,00%

60,00% Detectavel
M Equivocal

40,00%

20,00%

0,00%
Biopsia Raspado intradérmico

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Considerando os resultados da Figura 3, verificou-se por meio da analise estatistica que
n&o houve associacao significativa entre os resultados de referéncia do teste qPCR (Detectavel
e Equivocal) e o tipo de material bioldgico (bidpsia ou raspado dérmico); uma vez que o p-
valor foi de 0,35.

5 DISCUSSAO

O presente estudo, mostrou que ndo houve diferenca estatistica significativa entre o
material utilizado (bidpsia ou raspado intradérmico) e os valores de referéncia do teste da gPCR
(detectavel e equivocal).

Embora, o grupo de participantes tenha sido composto majoritariamente por individuos
do sexo feminino, verificou-se uma predominancia de individuos do sexo masculino
apresentando resultado detectavel para o teste molecular.

E importante ressaltar que dos individuos avaliados, 15 apresentaram resultado
detectavel na gPCR, desses 08 (53,3%) sdo individuos do sexo masculino, dos quais 04 (50%)
apresentaram diagnostico clinico da doenca. Este achado evidencia a necessidade de atencdo a
saude do homem, uma vez que, sabe-se que sua participacdo nas a¢Oes de saude representa um

desafio por diversas razdes. Além disso, a valorizacdo do corpo no contexto da salde e a pratica
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de cuidar dos outros ndo sdo aspectos tradicionalmente enfatizados durante a socializacdo
masculina. Souza et al (2018), ressalta que apesar da doenca nao apresentar distincao entre os
géneros, é observado que homens sdo diagnosticados com maior frequéncia tardiamente.
Chagas et al (2021) em seus estudos ainda apontam que a hanseniase virchowiana, forma mais
disseminada da doenga, apresentou maior frequéncia em individuos do sexo masculino em
comparacdo ao feminino (33,9% contra 19,7%), sugerindo que fatores hormonais podem
influenciar o desenvolvimento da hanseniase entre os homens.

Corroborando com estes achados, 55,6% dos novos casos de hanseniase notificados no
Brasil, ocorreram em individuos do sexo masculino, entre os anos de 2013 e 2022 (Brasil,
2024). Governador Valadares apresentou a maior incidéncia de casos no estado de Minas Gerais
entre 0s anos de 2001 e 2022, tendo 55% dos casos em individuos do sexo masculino
(Governador Valadares, 2024).

E importante destacar que dos individuos considerados como resultado detectavel para
M. leprae no teste da gPCR, 46,7% apresentaram confirmacdo do diagndstico clinico para
hanseniase, indicando uma sensibilidade considerdvel do método utilizado. Neste sentido,
Gama et. al (2019) utilizando amostras de sangue e raspado intradérmico de casos de hanseniase
e seus contatos domiciliares, realizaram uma analise integrada de qPCR (16S rRNA) e ELISA
(anti ND-O-LID e LID-1) através do algoritmo Random Forest, com o objetivo de aprimorar o
desempenho dos testes diagndsticos. A gPCR mostrou uma sensibilidade de 48,8% e
especificidade de 100%, enquanto que o ensaio de ELISA anti-NDO-LID apresentou
sensibilidade de 57,9% e especificidade de 97,5%, e o0 anti-LID-1 teve sensibilidade de 63,2%
e especificidade de 92,5%. Entretanto, ao integrar os dados utilizando o algoritmo Random
Forest, os autores descreveram uma sensibilidade de 81,6% e especificidade de 92,5% na
predicdo de novos casos. Esse modelo foi utilizado para monitorar contatos domiciliares por 5
anos, identificando dois casos de hanseniase entre 0s contatos antes mesmo do diagndstico
clinico.

Por meio da técnica de gPCR, Gomides (2014) analisou amostras de raspado dérmico
do I6bulo da orelha de 84 contatos domiciliares em Governador Valadares, MG, entre 2011 e
2012. Observou-se uma reducdo significativa de contatos positivos para 0 DNA do M. leprae,
de 17,9% na primeira avaliacdo para 6% na segunda (p<0,001). Constatou-se aumento
significativo de individuos com duas cicatrizes de BCG sugerindo uma possivel resposta
imunoldgica induzida pela vacinagdo. Além disso, 5 contatos apresentaram resultado positivo

para a qPCR, sendo 2 contatos de PB e 3 contatos de MB, indicando a importancia da
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continuidade do monitoramento desses individuos que podem apresentar um maior risco de
adoecer

Em uma abordagem semelhante ao presente estudo, Manta et al (2022) realizaram
ensaios com amostras de biopsia de pele coletadas de 2010 a 2018, através de multiplex de
gPCR, tendo como alvo os genes 16S rRNA e RLEP de M. leprae. Os resultados demonstraram
alta sensibilidade diagnostica (91%) e especificidade (100%) quando avaliadas 97 amostras de
pacientes. Em uma validacdo independente com 50 amostras, a sensibilidade e a especificidade
foram de 97% e 98%, respectivamente.

Vale reforcar que, em nosso estudo, os 20 (66,7%) individuos que apresentaram
resultado equivocal no teste gPCR e cujo diagnéstico clinico ndo foi confirmado, devem ser
acompanhados, uma vez que de acordo com o Instituto de Biologia Molecular do Parana - IBMP
(2024) (fabricante do Kit), um resultado “ndo detectavel” ou “equivocal” ndo exclui a
possibilidade de infeccdo por M. leprae. Nesse sentido, IBMP (2024) destaca que resultados
falso negativos podem ocorrer, principalmente em pacientes PB, sendo sugerido, nestes casos,
a testagem da amostra em triplicata, ou a repeticdo do teste ap6s um determinado periodo de
tempo.

Embora ndo tenha sido encontrada associagdo estatisticamente significativa entre o
resultado do teste gPCR e o material utilizado (raspado intradérmico e bidpsia), o kit preconiza
0 uso de amostras de biopsia de pele de 2 a 6 mm da lesdo ou de nervo.

Dessa forma, consideramos como limitagdo do presente estudo, 0 nimero de amostras
avaliadas, que pode ndo ter sido suficiente para demonstrar diferenga estatistica entre os

materiais bioldgicos utilizados, ou seja, bidpsia e raspado dérmico.

6 CONCLUSAO

Diante do exposto, observa-se que individuos com suspeic¢do diagndstica de hanseniase
que apresentam teste de gPCR detectavel para M. leprae podem ser portadores da forma
subclinica da infeccdo, com potencial transmissdo da doenca, e, portanto, devem ser tratados.

Os achados reforgcam a importancia do diagnéstico precoce no controle da hanseniase,
especialmente em Governador Valadares e regido, onde a doenca se mantém como um grave
problema de saude publica.

Concluimos que o ensaio utilizando a qPCR pode contribuir significativamente para o
diagnostico precoce da hanseniase, que € crucial para o tratamento imediato e controle eficaz

da transmisséo da doenca.
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E fundamental o acompanhamento dos participantes com resultado equivocal no teste
gPCR bem como de seus contatos domiciliares para avaliar o risco de adoecimento e

transmissdo da doenca, especialmente nas comunidades que apresentam alta prevaléncia de

casos de hanseniase.
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