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RESUMO

MOREIRA, Suelen Justo Maria. Padronizacao e avaliagcéo de um sistema de PCR
quantitativo para diagnéstico molecular da hanseniase. 2018. 135 f. Dissertacdo (Mestrado
em Saude, Medicina Laboratorial e Tecnologia Forense) — Instituto de Biologia Roberto
Alcéantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

A hanseniase persiste como um problema de satde publica no mundo, apesar dos
esforgos para a sua eliminacdo. O nimero de pessoas infectadas por Mycobacterium leprae e
que desenvolvem a doenca, contribui para que o Brasil seja um dos paises com uma das taxas
mais altas de novos casos de hanseniase no mundo. E sabido que os individuos que convivem
em proximidade com os pacientes hansenianos apresentam maior risco de desenvolverem a
doenca. Esta é causada por um patdgeno intracelular obrigatério, Mycobacterium leprae, que
ndo € cultivavel in vitro; tal caracteristica dificulta as estratégias classicas de diagnéstico que
se baseiam em testes bacterioldgicos e/ou histopatoldgicos. O diagndstico precoce da
hanseniase em areas endémicas requer testes efetivos para identificar individuos em risco de
desenvolver a doenga antes da manifestacdo clinica. Com o intuito de dar suporte ao
diagnostico clinico, métodos moleculares com altas sensibilidade e especificidade, como a
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), vém sendo empregados no diagndstico
dos pacientes. O objetivo geral do presente estudo foi desenvolver e padronizar um sistema
multiplex de gPCR que fosse eficiente para o diagndstico de hanseniase. O kit é composto por
reagentes nacionais (fabricados pelo Instituto de Biologia Molecular do Parand — FIOCRUZ),
desenvolvido em forma de um sistema multiplex que contém um alvo molecular como
controle de qualidade. O sistema multiplex desenvolvido foi capaz de detectar a presenca do
DNA do patogeno (alvo 16S rRNA) e do paciente (alvo 18S2) na mesma reacdo. A eficiéncia
do protocolo estabelecido foi alta (rho=0,99) para os dois alvos analisados e os parametros de
validacdo foram satisfatérios, apresentando bons niveis de sensibilidade (0,65), especificidade
(1) e acuréacia (0,82). Os achados deste estudo demonstram a eficiéncia e a importancia da
gPCR como ferramenta para o diagnostico precoce e complementar dentro de uma rotina
laboratorial. Esse suporte a avaliacdo clinica poderia ocasionar o inicio correto do tratamento
quimioprofilatico, o que contribuiria para a interrupcdo da cadeia de transmissdo da
hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase. gPCR. Mycobacterium leprae. 16S rRNA. Controle interno de

amplificacdo. 18S2 ribossomal.



ABSTRACT

MOREIRA, Suelen Justo Maria. Standardization and evaluation of a quantitative PCR system
for leprosy molecular diagnosis. 2018. 135 f. Dissertation (Master’s Degree in health,
Laboratorial Medicine and Forensics Technology) — Biology Institute Roberto Alcantara
Gomes, State University from Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Leprosy persists as a public health problem in the world despite efforts to eliminate it.
The number of people infected with Mycobacterium leprae who develop the disease
contributes to Brazil being one of the countries with highest rates of new cases of leprosy in
the world. It is well known that individuals who live close to leprosy patients are at higher
risk of developing the disease. This is caused by an obligate intracellular pathogen,
Mycobacterium leprae, which is not cultivable in vitro; such a feature hinders the classical
diagnostic strategies that are based on bacteriological and / or histopathological tests. Early
diagnosis of leprosy in endemic areas requires effective testing to identify individuals at risk
of developing the disease prior to clinical manifestation. In order to support clinical diagnosis,
molecular methods with high sensitivity and specificity, such as quantitative polymerase
chain reaction (QPCR), have been used in the diagnosis of patients. The overall objective of
the present study was to develop and standardize a qPCR multiplex system that is efficient for
the diagnosis of leprosy. The kit consists of national reagents (manufactured by the Institute
of Molecular Biology of Parana - FIOCRUZ), developed in the form of a multiplex system
containing a molecular target as a quality control. The developed multiplex system was able
to detect the presence of the pathogen DNA (16S rRNA target) and the patient (18S2 target)
in the same reaction. The efficiency of the established protocol was high (rho = 0.99) for the
two analyzed targets and the validation parameters were satisfactory, presenting good levels
of sensitivity (0.65), specificity (1) and accuracy (0.82). The findings of this study
demonstrate the efficacy and importance of gPCR as a tool for early and complementary
diagnosis within a laboratory routine. Such support for clinical evaluation could lead to the
correct initiation of chemoprophylactic treatment, which would contribute to the interruption
of the leprosy transmission chain.

Keywords: Leprosy. gPCR. Mycobacterium leprae. 16S rRNA. Internal amplification control.
Ribossomal 18S2.
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INTRODUCAO

Mycobacterium leprae é o agente causador da hanseniase e foi identificado em 1873,
em lesGes de pacientes, por Gerhard Henrik Armauer Hansen. Esse € um patogeno intracelular
obrigatdrio que tem tropismo por células de Schwann nos nervos periféricos e por macrofagos
da pele (RIDLEY; JOPLING, 1966). Em virtude disso, as principais manifestacGes clinicas da
doenca incluem lesGes de pele, mucosas e nervos, sendo a infeccdo do tecido nervoso
responsavel pela perda de sensibilidade local tipica da doenca (BRITTON; LOCKWOQOOD,
2004). O fato do bacilo ndo ser cultivado in vitro dificulta as estratégias classicas de
diagnostico baseadas em testes bacterioldgicos ou histopatolégicos.

Estima-se que aproximadamente 250.000 casos novos de hanseniase sejam detectados
anualmente no mundo, sendo o Brasil o segundo pais em nimeros totais de casos e 0 primeiro
entre as Ameéricas. Em 2016, segundo a Organizacdo Mundial de Salde, o pais apresentou
uma taxa de deteccdo de mais de 25 mil casos novos (12,23/100.000 habitantes). Destes,
1.696 casos (6,8%) correspondiam a individuos menores de 15 anos, coeficiente que indica
alta transmissibilidade. Além disso, do total de casos novos detectados, 1.736 casos (7,9%) ja
tinham grau de incapacidade 2, o que indica um diagnéstico tardio, conforme a World Health
Organization (WHO, 2017).

De acordo com a literatura, os contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
apresentam um risco maior de adoecimento se comparados a populacdo em geral. Por isso, a
vigilancia epidemiolégica desse grupo representa a melhor estratégia de deteccdo precoce da
doenga (de MATOS et al., 1999; SALES et al., 2011; GILLINI et al., 2017).

A hanseniase se destaca como uma das doencas infecciosas que ainda representam um
grave problema de salde publica no Brasil. Isso se deve principalmente ao nimero relevante
de casos, sua incidéncia constante ao longo dos Ultimos 10 anos e a alta taxa de morbidade em
funcdo do dano neural que acomete pelo menos 30% dos doentes (WHO, 2017).

A hanseniase, por ser uma doenca negligenciada infecciosa cronica e com um longo
periodo de incubacgdo, torna-se uma enfermidade de dificil diagndstico. Nesse sentido, nos
ultimos anos, muitos estudos foram realizados usando a tecnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com o objetivo de detectar DNA de M. leprae em amostras clinicas e,
assim, apoiar os exames tradicionais de diagndstico. Nesse contexto, diversas metodologias

foram descritas envolvendo diferentes sequéncias e genes alvos para amplificacdo de DNA do
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bacilo (SANTOS et al., 1993; SCOLLARD et al., 1998; MARTINEZ et al., 2006, 2011, 2014;
da SILVA MARTINEZ et al., 2011; REIS et al., 2014).

Alguns autores compararam o uso de diferentes iniciadores e técnicas de PCR na
tentativa de estabelecer o método mais sensivel e especifico (DONOGHUE et al., 2001;
MARTINEZ et al., 2011). Entre eles estdo estudos do nosso grupo como o desenvolvido por
Martinez et al. (2011). Neste trabalho foram avaliadas a especificidade e a sensibilidade de
quatro diferentes alvos (RLEP, 16S rRNA, Ag 85B e sodA) utilizando a técnica de PCR
quantitativo (qPCR) para o diagndstico diferencial da hanseniase. Os resultados obtidos
demostraram que os ensaios baseados nos alvos 16S rRNA e Ag85B, embora um pouco
menos sensiveis que o RLEP, apresentaram uma especificidade de 100%. Estes dados
corroboram com o trabalho de Goulart e Goulart (2008), que indica que entre todos 0s genes
alvos usados para o diagnostico de hanseniase descritos na literatura, trés apresentam alta
especificidade e sensibilidade, sendo eles: RLEP, Ag85B e 16S rRNA.

Desde 0 ano de 2011, a PCR em tempo real, utilizando alguns dos alvos descritos na
literatura, tais como Ag85B, RLEP e principalmente o 16S rRNA (MARTINEZ et al., 2011),
vem sendo utilizada no Laboratorio de Hanseniase da FIOCRUZ para deteccdo de DNA de
Mycobacterium leprae. Assim, a sua utilizagdo na rotina de diagnoéstico de hanseniase,
principalmente nos casos de dificil deteccdo (suspeitos paucibacilares e/ou na forma neural) e
em contatos domiciliares, tem sido demonstrada.

Neste contexto, o presente estudo propds desenvolver um sistema de qPCR para a
deteccdo de DNA de M. leprae utilizando um sistema multiplex constituido de reagentes
nacionais, tdo eficiente quanto o comercial, porém menos custoso. Assim, o sistema poderia
ser usado na rotina diagnostica de todos os centros de referéncia em hanseniase no territério
nacional. Para isso, foi necessario a realizacdo de etapas de padronizagdo, construgdo de
protocolo operacional padrdo (POP), testes de controle de qualidade e de eficiéncia (teste de
especificidade, sensibilidade e acuracia) do mesmo.

O desenvolvimento desse sistema foi realizado em parceria com o Instituto de
Biologia Molecular do Parand (IBMP - FIOCRUZ), que ja possui experiéncia no
desenvolvimento e producdo de outros testes de diagndsticos como do HIV e ZDC (zika,
dengue e chikungunya).

Espera-se que o0s resultados desse projeto gerem ndo somente um produto de
diagnostico para a hanseniase no pais, mas que também ajudem a solucionar casos de dificil
deteccdo, agindo de forma a interromper precocemente a cadeia de transmissdo, e assim

atuando diretamente na epidemiologia da doenca.



19

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos histéricos

A hanseniase € uma doenca milenar e muitos autores a consideram como uma das
enfermidades mais antigas conhecidas pela humanidade. As primeiras evidéncias historicas
sobre a doenca sdo provenientes de textos antigos que remetem a sua existéncia na india,
China e no Egito, cerca de 600 anos a.C. Nesse mesmo periodo, foram encontrados no Egito
restos de esqueletos humanos que evidenciavam caracteristicas da hanseniase (BROWNE,
1970; ROBBINS et al., 2009).

A denominacgdo da doenca foi em homenagem ao médico noruegués Gerhard H. A.
Hansen, que identificou o bacilo Mycobacterium leprae como agente etioldgico, sendo esta a
primeira bactéria associada a uma doenca em humanos (IRGENS, 2002). Esta descoberta foi a
primeira sugestdo de que uma enfermidade humana estaria ligada a presenca de um agente
etiologico de natureza infecciosa. Assim, iniciou-se a era do pensamento cientifico em relacéo
a identificacdo de agentes causais, a existéncia de transmissao, ao contagio, a prevencao e ao
tratamento das enfermidades (SKINSNES, 1973). Esta doenca, historicamente, era conhecida
pelo termo lepra, derivado do latim “lepros” que significa escamoso, sendo associada ao
pecado, a impureza e a desonra. Entretanto, em 1976, no Brasil, devido ao forte estigma social
e a conotacdo pejorativa, este termo foi substituido por hanseniase. Todavia, apenas em 1995,
a partir da lei federal 1.010 / 95, foi proibida definitivamente a utilizagdo do termo lepra
(TRAUTMAN, 1984).

A literatura relata que a hanseniase era muitas vezes confundida com doencas venéreas
e outras dermatologias. Acreditava-se que a sua transmissdo ocorria pelo contato sexual, e por
isso, estaria relacionada ao pecado, gerando tanto preconceito e estigma (ANDRADE, 1996;
HANSENIASE, 2013). Dessa maneira, os individuos, ao ficarem doentes, eram enviados as
colbnias, denominadas de leprosarios, ou excluidos da sociedade (Figura 1), pois a

enfermidade era vinculada aos simbolos negativos como castigo divino ou impureza.
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Figura 1 — Col6nia de pacientes hansenianos localizada no territério do Acre

Legenda: Leprosario Souza Aradjo, o mais modesto do pais, fundado em 1930.
Fonte: HERACLIDES CESAR DE SOUZA-ARAUJO, 1930.

Como ndo havia cura naquela época e por medo de contagio, os doentes eram
proibidos de entrar em igrejas e tinham que usar vestimentas especiais e carregar chocalhos,
alertando as pessoas do “perigo” representado por sua doenca (Figura 2) (HANSENIASE,
2013).

Figura 2 — Cristdo socorrendo um paciente hanseniano

Nota: Entalhe em madeira, de artista ndo identificado, Frankfurt, 1571. Atente-se para o
“chocalho” preso ao cinto do doente.
Fonte: MEDICINE Man. The forgotten Museum of Henry Wellcome. 2003.
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Segundo Browne (1970), a hanseniase supostamente originou-se na india e chegou na
Europa através dos soldados gregos que regressavam da campanha indiana de Alexandre, 0
Grande. Acredita-se que, a partir da Grécia, a doenca se espalhou pela bacia do Mediterraneo,
tendo 0s romanos como responsaveis por carrega-la até a parte ocidental da Europa. Sugere-se
que, a partir da India, a doenca também se espalhou da China ao Japao, chegando as Ilhas do
Pacifico, como a Nova Caledénia. Contudo, pouco se sabe a respeito de sua presenga na
Africa sub-saariana, exceto que a doenca estava presente anteriormente a era colonial.

Estudos mais recentes com base na gendmica comparativa de M. leprae utilizando
diferentes amostras de pacientes oriundos das diversas regidbes do mundo sugerem que a
doenca tenha se originado na Africa Oriental ou perto do Oriente e se dispersado através de
sucessivas migracdes humanas. Acredita-se, que a hanseniase tenha finalmente chegado na
Africa Ocidental e nas Américas sendo introduzida pelos norte-africanos ou europeus no
periodo das grandes colonizages, sendo o trafico de escravos o maior fator de disseminagéo
(TALHARI; NEVES, 1997; MONOT et al., 2005; SCHUENEMANN et al., 2013).

Em 1600, foram observados os primeiros casos da doenca na cidade do Rio de Janeiro,
Brasil, se espalhando por véarios pontos do litoral. Como estratégia para evitar a propagacao
da doenca, anos depois, em 1929, foi construido o primeiro leproséario, chamado de
Hospital/Col6nia Curupaiti situado em Jacarepagud, que seria destinado a abrigar e isolar os
doentes (ANDRADE, 1996; EIDT, 2004). Entretanto, até o inicio do século XX, a
hanseniase era endémica em grande parte das regides brasileiras e propagava-se facilmente,
devido a auséncia de controle, ao atraso da medicina em diagnosticar, acompanhar e tratar os
doentes adequadamente, além das precérias condicBes de vida da populagdo (NASCIMENTO;
RODRIGUES, 2010).

Em 1920, Carlos Chagas criou o Departamento Nacional de Saude Publica, com o
intuito de organizar uma atividade sanitaria para o combate da hanseniase, pois até entdo, a
doenca era negligenciada e se tornava um grave problema (ANDRADE, 1996). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a hanseniase € uma das doencas negligenciadas
de maior interesse no cenério brasileiro, e ainda compde uma das prioridades de acdo do
"Programa de Doengas Negligenciadas” do Ministério da Satude (BRASIL, 2010a).

Devido a sua incidéncia e prevaléncia, importancia econémica e social, morbidade e
cronicidade, e também por ser uma doenca transmissivel, com possibilidade de tratamento e
de controle, a hanseniase estd incluida no grupo de doencas infecciosas de notificagdo
obrigatéria. A enfermidade acomete predominantemente pessoas em idade produtiva,

ocasionando elevados custos econémicos relacionados ao tratamento e a reabilitacdo. Dessa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schuenemann%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23765279
https://pt.wikipedia.org/wiki/Jacarepagu%C3%A1
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maneira, sua prevencdo depende da eficacia de acbes de diagndstico precoce e tratamento,
pois ainda ndo ha uma vacina prépria (PENNA et al., 2011).

1.2 Epidemiologia

Apesar da disponibilidade de medicamentos, do sucesso no tratamento quando bem
feito e da reducdo de novos casos, a hanseniase persiste como um problema de salde publica
em paises em desenvolvimento. Em 1991, a resolugdo da 44% Assembléia Mundial de Salde,
definiu como eliminacéo da hanseniase a prevaléncia de registro abaixo de 1 caso para 10.000
habitantes, meta programatica que deveria ter sido alcancada pelos paises endémicos até 2000
(NOORDEEN, 1995). Porém, segundo a OMS, quatorze anos depois do previsto para a sua
eliminag&o, foram registrados mais de 213 mil casos de hanseniase (WHO, 2015).

A alta endemicidade esta correlacionada com os baixos niveis de desenvolvimento
socioeconémico. Aproximadamente 94% do total de casos novos foram detectados em apenas
13 paises, sendo o Brasil um deles. Os dados da agéncia da Organizagdo das Nacbes Unidas
(ONU) mostram ainda que Brasil, India e Indonésia juntos foram responsaveis por 81% dos
casos da doenga em todo o mundo (WHO, 2015).

Ja no ano de 2016, um total de 214.783 novos casos (Figura 3) de hanseniase foram
registrados no mundo, com uma prevaléncia de 0,29/10.000 habitantes. A india foi
responsavel por 135.485 (63%) casos da doenca e o Brasil apresentou-se em segundo lugar
com 25.218 (12%) casos novos no mundo. O ndmero de novos casos indica o grau de
transmissdo continua da infeccdo. As estatisticas globais mostram que 199.992 (94%) de
novos casos de hanseniase foram relatados em 14 paises com mais de 1.000 novos casos cada

e apenas 6% dos novos casos foram reportados no resto do mundo (WHO, 2017).
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Figura 3 — Taxa de incidéncia mundial de hanseniase reportadas a OMS, no inicio do ano de

2017, referentes ao ano anterior
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Fonte: Adaptado de WHO, 2017.

Assim como ocorre em todo o mundo, as taxas de incidéncia e prevaléncia da
hanseniase no Brasil também estdo relacionadas com o nivel de desenvolvimento social de
cada regido. Em 2016, a regido Nordeste apresentou 44% (n=10.984) dos novos casos no
Brasil, seguida das regides Norte com 20% (n=5.092), Centro-Oeste com 19% (n=4.701),
Sudeste com 14% (n=3.601) e Sul com 3% (n=836), conforme observado na Figura 4. Ainda
neste ano, o Brasil apresentou um coeficiente de prevaléncia de 1,10 casos para cada 10.000
habitantes. Ha um continuo decréscimo no coeficiente de deteccdo da hanseniase, em virtude
da crescente expansdo do numero de unidades de salde com pacientes em tratamento
(BRASIL, 2017a).
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Figura 4 — Taxa de incidéncia da hanseniase por regides do Brasil no ano de 2016
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Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017a.

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2017a), hd uma maior taxa de
incidéncia da doenca nos homens do que nas mulheres, 72,3% e 44,2%, respectivamente.
Neste mesmo ano, foram registrados 1.696 casos novos de hanseniase em menores de 15 anos
e um coeficiente de deteccdo desse grupo de 3,63 por 100.000 habitantes. A manifestacdo da
doenca nessa faixa etéria indica alta endemicidade, sendo a reducdo de casos nesta populacédo
uma das prioridades da secretaria de vigilancia epidemioldgica do Ministério da Saude
(BRASIL, 2017a).

O coeficiente de prevaléncia de hanseniase do Brasil, indicador utilizado para
monitorar o progresso da eliminacdo dessa doenca enquanto problema de satde publica, vem
sofrendo reducdo progressiva nos ultimos anos. Apesar da dréstica reducdo no nimero de
casos registrados nas Ultimas duas décadas, a incidéncia da doencga tem caido lentamente. No
Brasil, ha tendéncia de reducdo da endemia, mas ainda ha alta concentracdo nas regides
Centro-Oeste, Norte e em alguns estados da regido Nordeste. Os estados de Mato Grosso,
Tocantins e Maranhdo apresentaram coeficiente de prevaléncia alto (entre 4,03 e 7,71 casos
por 10 mil habitantes), enquanto todos os estados da regido Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sdo Paulo, na regido Sudeste, somados ao Rio Grande do Norte, no Nordeste alcangaram a
meta de eliminacdo da hanseniase enquanto problema de saltde publica (Figura 5) (BRASIL,
2017a).
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Figura 5 — Taxas de prevaléncia da hanseniase no Brasil no ano de 2016
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da doenca no pais.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2017a.

Em 2016, a OMS lancou a estratégia global para acabar com a hanseniase até o0 ano de
2020. Assim, espera-se reduzir a zero o nimero de criangas diagnosticadas com a doenca e
outras deformidades fisicas associadas ao problema, além de diminuir o ritmo de novos casos
para menos de um para cada um milhdo de pessoas. A ONU quer que 0s paises assumam
compromissos mais fortes e acelerem os esforgcos para por um fim a transmissdo, assim como

a discriminacéo e ao estigma da doenca (WHO, 2016).

1.3 Mycobacterium leprae

Em 1873, o médico noruegués Gerhard Henrik Amauer Hansen identificou o agente
etiologico da hanseniase, o Mycobacterium leprae. Esta descoberta s6 foi reconhecida
internacionalmente em 1880 quando a bactéria passou a ser conhecida como o “Bacilo de

Hansen” (VOGELSANG, 1978). Assim como outras micobactérias, o bacilo € considerado
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alcool-acido resistente (BAAR), ja que se cora em vermelho pela fucsina (Figura 6) e é
resistente a descoloragdo mesmo apds ser lavado com uma solucdo contendo alcool e &cido
(método Ziehl-Nilsen) (SAMPAIO; RIVITTI, 1998). Em cortes histopatologicos, os bacilos
podem se apresentar de forma isolada ou em aglomerados compactos, chamados de globias,

nestas os bacilos se encontram fortemente ligados por material gelatinoso (RESS, 1985).

Figura 6 — Fotomicrografia de esfregaco de raspado intradérmico

~
e

Nota: Bacilos de Mycobacterium leprae corados em vermelho pela fucsina através do
método de Ziehl-Nilseen. Aumento de 1000x.
Fonte: ALBUQUERQUE, 2012.

O M. leprae é uma bactéria gram-positiva, encontrado na forma de bastonete reto ou
ligeiramente encurvado, possui lados paralelos e extremidades arredondadas, de 1,0 a 8,0
micra de comprimento por 0,3 a 0,5 micra de largura (RESS, 1985; REIBEL et al., 2015). O
bacilo possui tempo de crescimento lento, sendo um parasito intracelular obrigatério, com
predilecdo pelas células de Schwann nos nervos periféricos e macréfagos da pele, podendo
também ser encontrado em células epiteliais (RESS, 1985; SCOLLARD et al., 2006).

Apesar de inumeras tentativas, o bacilo ndo é cultivado in vitro, mas se reproduz em
modelos experimentais como o camundongo e o tatu (PEDRINI et al., 2010). Nestes animais,
o0 microrganismo multiplica-se por divisdo binaria, com ciclos em torno de 14 dias
(SHEPARD; HABAS, 1967). A temperatura 6tima de crescimento de M. leprae € abaixo de
37° C, o que pode explicar a sua predilecido por areas superficiais do corpo como a pele e
nervos periféricos (SHEPARD, 1965).

O genoma do M. leprae possui uma vasta guantidade de pseudogenes, chegando a

ocupar quase a metade de seu cromossomo. Essa enorme perda de fungdo génica é relatada
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como a principal causa da baixa taxa de replicacdo do bacilo e impossibilidade de cultivo in
vitro (MONOT et al., 2009).

Esse bacilo é capaz de infectar grande niumero de individuos (BARRETO et al., 2012),
todavia, devido a sua baixa patogenicidade, somente uma pequena parcela da populacédo
desenvolve sinais e sintomas clinicos de hanseniase (GOULART; GOULART, 2009).

A parede celular micobacteriana possui caracteristicas impares, sendo impermeavel a
diversos compostos, 0 que gera resisténcia a inimeras drogas. O envoltorio celular de M.
leprae é formado por uma membrana plasmatica na porcdo mais interna, seguida de uma
camada de peptideoglicanos covalentemente ligada a arabinogalactana. Os acidos micolicos
estdo ligados nas por¢des terminais de arabinose da arabinogalactana e a camada mais externa

é composta por lipopolissacarideos livres, glicolipideos e fosfolipideos (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura esquematica da parede celular de M. leprae
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Nota: A membrana plasmatica de M. leprae é envolvida por uma parede celular
composta de peptidoglicano ligada covalentemente a araginogalactana. Nesse
arranjo pode ser encontrado o0s componentes como lipomanana (LM) e
lipoarabinomanana (LAM). Acidos micdlicos estdo ligados nas porcdes
terminais de arabinose. Na porcdo mais externa do envelope celular séo
encontrados: monomicolato trealose (TMM), glicolipideo fendlico 1 (PGL-1),
monosideos fosfatidilinositol (PIMs), dimicocerosato ftiocerol (PDIM) e
fosfolipideos (PL).

Fonte: Adaptado de VISSA; BRENNAN, 2001.



28

A cépsula possui ainda glicolipideos, onde o mais abundante é o glicolipideo fendlico
1 (PGL-1), presente somente em M. leprae, e assim conferindo especificidade imunoldgica a
esse patogeno (HUNTER; BRENNAN, 1981). O PGL-1 atualmente é bastante utilizado e
vem sendo de grande importancia para ensaios e desenvolvimento de técnicas para
diagndstico precoce de infeccdo, desde sua descoberta, em 1981 (VISSA; BRENNAN, 2001).

1.4 Transmissao

Ainda ndo se sabe exatamente como a hanseniase é transmitida, sendo necessarios
mais estudos sobre a dindmica da transmissdo da doenca. Entretanto, acredita-se que o
contagio ocorra de um individuo contaminado para um sadio através da elimina¢do do bacilo
proveniente do muco nasal e de goticulas do trato respiratorio, sob a forma de aerossois.
Dessa forma, as vias aéreas superiores sao a principal porta de entrada e via de eliminacéo da
bactéria (SHEPARD, 1962; PATROCINIO et al., 2005, MARQUES et al., 2018). Os
pacientes multibacilares, individuos com a doenca ativa, sdo considerados a principal fonte de
infeccdo (JOB et al., 2008). Todavia, também existem relatos de casos em que a infeccdo
ocorreu pela penetracdo do bacilo através da pele, especialmente apds tatuagens e outros
traumatismos (GHORPADE, 2002; BRANDSMA et al., 2005; GHORPADE, 2009); assim
como registros de contaminacdo por fluidos corporais, tais como leite, sémen, suor e
secrecBes vaginais. Entretanto, estes ndo possuem significancia epidemioldgica na
disseminacéo da infeccdo (VAN BEERS et al., 1996; TALHARI; NEVES, 1997).

Nos Estados Unidos, a infeccdo natural de tatus da espécie Dasypus novemcinctus é
bastante frequente. A doenca é considerada uma zoonose e hé relatos de casos de infecgdo em
humanos a partir do contato com esses animais (JOB et al., 1986; TRUMAN, 2005;
TRUMAN et al., 2011; BALAMAYOORAN et al., 2015; SHARMA et al., 2015). Outros
estudos mostram também que animais como esquilos, chimpanzés e macacos tém sido
diagnosticados com hanseniase adquirida naturalmente, entretanto, esses animais ndo parecem
atuar como fontes de infeccédo para os seres humanos (WALSH et al., 1986; WALSH et al.,
1988; STINEAR; BROSCH, 2016). Além disso, alguns autores sugerem também que o M.
leprae é capaz de sobreviver na 4gua (MATSUOKA et al., 1999; ARRAES et al., 2017), nas
plantas (KAZDA et al., 1980, 1981; MOSTAFA et al., 1995), no solo (KAZDA et al., 1986;
BLAKE et al., 1987; LAVANIA et al., 2008), em insetos (SAHA et al., 1985; SREEVATSA,
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1993; NEUMANN et al., 2016), nos peixes (HUTCHINSON, 1906; COURET, 1911,
CHAUSSINAND, 1951; MADIGAN et al., 2017), em primatas (GORMUS et al., 1998;
HONAP et al., 2018), no ambiente (DESIKAN, 1977; TRUMAN et al., 2010) e até em
amebas (LAHIRI; KRAHENBUHL, 2008; WHEAT et al., 2014).

Sabe-se que os pacientes lepromatosos, aqueles que possuem o sistema imune incapaz
de controlar a proliferacdo da bactéria, ocorrendo uma manifestacdo grave e contagiosa da
doenca, caracterizada pela presenca de 6 ou mais lesbes de pele muito baciliferas, podem
abrigar elevada carga bacteriana, com até 7.000 milhdes de bacilos em um grama de tecido; ja
as outras formas da doenca apresentam carga bacilar bem menor, da ordem de um milh&o de
bacilos no total (SALES et al., 2011). Individuos com infec¢des subclinicas possuem um
papel importante na dindmica de transmissdo do M. leprae (HATTA et al., 1995; BEYENE et
al., 2003). Assim, o contato prolongado com pacientes ndo tratados é um fator determinante e
de grande importancia para a transmissao do bacilo. Varios estudos demonstram que 0 risco
de contrair a doenca é maior para 0s contatos que convivem ou residem com esses pacientes
(DOULL et al., 1946; VAN BEERS et al., 1999; SALES et al., 2011).

Em 2010, Martins et al. buscaram detectar material genético de M. leprae em raspados
bucais de pacientes com hanseniase e seus contatos, com o intuito de avaliar o envolvimento
da mucosa oral na transmissdo da doenca. Quando os pacientes foram agrupados de acordo
com o tipo de coleta da amostra (raspados nasal, bucal ou ambos), os considerados
paucibacilares apresentaram uma maior frequéncia de DNA de M. leprae em raspados bucais;
enguanto que para aqueles considerados multibacilares a deteccdo de DNA do bacilo foi mais
frequente em raspados nasais. Essa foi a primeira evidéncia de que a mucosa oral,
principalmente em individuos paucibacilares, pode ter uma importante implicacdo para a
transmissdo do bacilo. Entre os contatos domiciliares analisados no estudo, aproximadamente
7% apresentaram positividade para a deteccdo de DNA de M. leprae. Isso reforca a ideia de
que contatos domiciliares podem estar carregando o bacilo e, possivelmente, representem uma
outra fonte ativa de infeccdo, fazendo, desta forma, parte da cadeia de transmissdo da
hanseniase (MARTINS et al., 2010).

Entre o grupo de contatos domiciliares estdo 0s parceiros conjugais, que costumam ter
um convivio intimo e prolongado com o0s pacientes, 0 que permite a transferéncia de
organismos entre os individuos. Como dito anteriormente, um paciente multibacilar libera
diariamente milhdes de bacilos, fazendo com que seu conjuge fique exposto a uma maior
carga bacilar quando comparado com outras pessoas da familia que ndo compartilham um

contato intimo. Todavia, foi relatada que a taxa de transmissdo da doenca entre parceiros
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conjugais é menor do que a taxa determinada para os familiares consanguineos que vivem na
mesma residéncia. Dados como esse demonstram que ndo sO a exposi¢cdo ao bacilo mas
também a suscetibilidade genética do individuo interferem no risco de adoecimento
(DURAES et al., 2010).

1.5 Classificagéo

Em 1953, no VI Congresso Internacional de Hanseniase, realizado na cidade de Madri,
na Espanha, foi recomendada uma forma de classificacdo para a doenca, conhecida como
classificacdo de Madrid, que distingue as formas clinicas em: lepromatosa (L) ou virchowiana
(V), tuberculoide (T), indeterminada (I) e dimorfa (D) ou “borderline” (B). Sendo as formas
lepromatosa e a tuberculoide consideradas os polos estaveis da doenca (BRITTON;
LOCKWOOQOD, 2004).

Ridley e Jopling, em 1966, também desenvolveram um sistema de classificagdo
baseado em aspectos clinico-evolutivos, imunolégicos, baciloscépicos e histologicos, que
permitiu uma melhor compreensdo da caracteristica espectral da hanseniase (Figura 8)
(RIDLEY; JOPLING, 1966).

Figura 8 — Formas clinicas da hanseniase
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Legenda: Esquema que demonstra o perfil espectral da doenca. Representacdo baseada na classificacdo de
Ridley e Jopling, 1966: tuberculoide (TT), “borderline” tuberculoide (BT), “borderline borderline”
(BB), “borderline” lepromatosa (BL), lepromatosa (LL). Estdo incluidos aspectos da resposta imune
do paciente e os episodios reacionais, denominados reacdo reversa (RR) e eritema nodoso hansénico
(ENH), os quais acometem principalmente individuos das formas clinicas indicadas para cada tipo de
episodio reacional.

Fonte: PINTO, 2013.
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O principio bésico dessa classificacdo sustenta-se na resposta imune ao M. leprae,
medida pelo teste cutdneo de lepromina (teste de Mitsuda) e nas avaliagBes histopatoldgica e
bacterioldgica. Esse sistema de classificacdo divide em 5 grupos os pacientes de acordo com
fatores imunoldgicos: polo lepromatoso (LL), caracterizado por multiplas lesdes na pele e nos
nervos com alta carga bacilar, devido a ineficiente resposta imune celular e predominio da
resposta imune humoral (tipo Th2), e reacdo negativa a lepromina; polo tuberculoide (TT),
onde se encontram o0s casos que melhor respondem a infec¢do, menor nimero de lesdes e que
sdo raramente positivos na baciloscopia, exibindo uma melhor resposta imune celular (tipo
Th1) e reacdo positiva a lepromina; os trés grupos intermediarios, denominados “borderline”,
séo definidos de acordo com a proximidade ao polo suscetivel (“borderline” lepromatoso, BL)
ou ao polo resistente (“borderline” tuberculoide, BT). O terceiro grupo “borderline
borderline” (BB) situa-se entre esses dois Ultimos grupos. A forma indeterminada (I) foi
também proposta como sendo um estagio inicial e transitorio, no qual ndo se manifestam
muitos sinais e sintomas, tdo pouco h& comprometimento neural grave. Os casos
indeterminados podem progredir para uma das formas clinicamente estaveis (TT e LL) ou
instaveis (BL, BB e BL) no espectro da doenca ou até evoluir para a cura espontanea
(OPROMOLLA; URA, 2002; BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma classificacdo simplificada,
atualmente aceita em todo o mundo, com fins operacionais e terapéuticos, para o tratamento
dos doentes. Em resumo, a classificacdo operacional divide os pacientes em dois grandes
grupos: o paucibacilar (PB), onde se encontram os pacientes com 1 a 5 lesdes, com uma
resposta imune celular capaz de conter a disseminacdo do bacilo no organismo e que
apresenta poucos bacilos; e o multibacilar (MB), no qual os pacientes possuem mais de 5
lesbes e nenhuma resposta imune adequada para conter a disseminacgdo da infeccdo, o que
possibilita a proliferacdo do bacilo pelo organismo. Além disso, ficou estabelecido que o
indice baciloscopico (IB) também deve ser usado para auxiliar na classificagdo. Assim, 0s
pacientes com IB negativo (geralmente TT e BT) devem ser classificados no grupo PB,
enquanto os com IB positivo (geralmente BB, BL e LL) considerados MB (BRASIL, 2002).

Frequentemente, ap6s o inicio do tratamento poliquimioterapico (PQT), ocorrem 0s
episadios reacionais, que acometem entre 15 e 50% dos pacientes com hanseniase e refletem
o fenbmeno de hipersensibilidade aguda diante dos antigenos de M. leprae (KAMATH et al.,
2014). Esses episodios reacionais sdo caracterizados por uma agudizacdo da doenga, com
surgimento de outras lesdes na pele, reativacdo de lesbes antigas, agravamento dos sintomas

neuroldgicos e grave comprometimento do estado geral (JOPLING, 1970). Essas reacOes
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ocorrem devido a uma exacerbagdo da resposta imune contra o bacilo, cuja causa e patogenia
ainda ndo foram completamente desvendadas. Existem dois tipos basicos de reacdo: a reacao
reversa (RR) ou reacdo tipo | e o eritema nodoso hansénico (ENH), que ¢ a reacdo tipo Il. A
RR resulta de uma subita reativacdo da resposta imune celular. Esse tipo € mais comum em
pacientes classificados como “borderline”, ou seja, nos pacientes do tipo BT, BB, BL. J& 0
ENH caracteriza-se por ser um estado reacional mais frequente em pacientes multibacilares,
LL e BL (NERY et al., 1998). As reacGes da hanseniase representam um grave problema para
o controle de incapacidades e deformidades neurais dos pacientes, pois cada vez que um
episodio reacional se repete aumentam as injUrias ao sistema nervoso periférico, o que eleva a

chance de lesdes definitivas que ocasionam as deformidades fisicas.

1.6 Tratamento

A literatura diz que, inicialmente, os pacientes com hanseniase eram tratados com 6leo
de chaulmoogra, medicamento fitoterapico natural da India, administrado através de injecdes
ou por via oral (OPROMOLLA, 1997). Atualmente acredita-se que 0s casos “curados” seriam
aqueles que regrediram para cura de forma espontanea.

No final da década de 1940, a sulfona passou a ser utilizada no tratamento dos
doentes, em virtude das pesquisas laboratoriais e dos avancos da industria quimico-
farmacéutica. Assim, a dapsona foi o primeiro medicamento a ser empregado efetivamente
contra a hanseniase (OPROMOLLA, 1997; da SILVA ROCHA, 2012; HANSENIASE,
2013).

Muitos casos de resisténcia secundaria e primaria a dapsona (DDS) e também a
rifampicina (RIF) vieram a tona em diversos paises no fim da década de 70. A resisténcia
secundaria ou adquirida € resultante de um tratamento inadequado e geralmente acompanhada
de melhora clinica inicial, com posterior piora; ja a resisténcia primaria se manifesta em
individuos que ainda ndo receberam o tratamento. Neste caso, muito possivelmente, a
infeccdo ocorreu a partir de bacilos provenientes de paciente com resisténcia secundaria (JI,
1985). Devido a isso, em 1977, a OMS propds uma juncdo de medicamentos (rifampicina,
clofazimina e dapsona) para o tratamento da hanseniase. Somente em 1981, apos avaliacdo de
especialistas, ficou estabelecido o uso da poliquimioterapia (PQT ou MDT, do inglés: multi-

drug therapy) como tratamento para as formas PB ou MB da doenca (Figura 9).
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Figura 9 — Medicamentos utilizados para o tratamento da hanseniase
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Nota; Cartela verde destinada ao tratamento de pacientes paucibacilares adultos (a esquerda)
e cartela vermelha para os pacientes multibacilares adultos (a direita).
Fonte: Adaptado de BRASIL, 2002.

A combinacdo dos remédios é recomendada com o intuito de evitar a resisténcia
medicamentosa; reduzir a duracdo e os custos do tratamento, de modo a se tornarem
compativeis operacional e financeiramente com a implementacdo nos paises endémicos;
aumentar a adesdo do paciente e garantir a interrupcdo da cadeia epidemioldgica da
hanseniase, evitando as incapacidades (JI, 1985; WATERS, 1993; GROSSET, 2000).

A rifampicina é o farmaco mais importante da PQT e por isso € utilizada nos dois tipos
de pacientes. Possui acdo bactericida e é capaz de destruir, com uma Unica dose, 99,9 % das
bactérias existentes em uma amostra, eliminando todas as subpopulacGes de M. leprae
resistentes aos demais medicamentos (OPROMOLLA, 1997; HASTINGS, 1998; BRASIL,
2002; HANSENIASE, 2013).

O portador de hanseniase recebe a denominada alta por cura, apos a administracdo do
namero de doses preconizadas pelo esquema terapéutico. Assim, o paciente sai do registro

ativo e ndo mais serd computado nos coeficientes de prevaléncia da doenca (BRASIL, 2017b).

1.7 Diagnostico

O diagndstico da hanseniase é primariamente clinico e laboratorial. Na auséncia de
recursos laboratoriais, o diagnéstico passa a ser essencialmente clinico, baseando-se em

sinais, sintomas, anamnese, exame dermatoneuroldgico em busca de possiveis incapacidades
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ou deformidades nos membros e historia epidemioldgica. A OMS estabelece que a hanseniase
seja diagnosticada quando ocorre pelo menos um dos trés sinais cardinais da doenca: i) lesdes
ou manchas avermelhadas ou hipopigmentadas e/ou areas com perda de sensibilidade; ii)
espessamento de nervos com perda de sensibilidade e/ou fraqueza nos musculos enervados
por estes; iii) baciloscopia positiva (BAAR) em amostra de esfregaco intradermico (WHO,
2012). No entanto, nem todos os pacientes apresentam sinais ou sintomas claros da doenca,
dificultando assim seu diagnadstico.

Ao mesmo tempo que entende-se que um diagnostico precoce é crucial para o controle
da hanseniase e para a eliminagdo do estigma, sabe-se que muitos pacientes passam anos com
0s sinais e os sintomas da doencga. Esses individuos sao atendidos por médicos, na maioria da
vezes dermatologistas, que ndo conseguem distinguir a enfermidade de outras dermatoses
com sintomas muito parecidos. Quando diagnosticados, sobretudo tardiamente, os pacientes
podem apresentar sequelas permanentes como incapacidades fisicas e motoras (BRASIL,
2002).

1.7.1 Baciloscopia e Histopatologia

Em certos casos a utilizacdo de ferramentas complementares, como exames
baciloscdpicos e histopatoldgicos, sdo necessarias para auxiliar a confirmacao do diagndstico
e classificacdo clinica da doenca. Devido a facil execucdo e ao baixo custo, embora necessite
de laboratdrio, profissionais experientes e habilitados para a sua execucdo, 0 exame
baciloscdpico de esfregacos cutaneos é considerado o exame complementar de maior utilidade
no diagnostico e deve ser realizado em todos os pacientes com suspeita clinica da hanseniase
(SANTOS et al., 2017).

A baciloscopia é um exame que consiste na contagem de bacilos em microscopio
optico de campo claro (objetiva 100X) apos a coloracdo do esfregaco pelo método de Ziehl-
Nilsen. Nas formas paucibacilares, e em alguns pacientes multibacilares, 0 exame apresenta
resultados negativos, entretanto, resultados positivos classificam o caso como multibacilar,
independente do nimero de lesdes apresentadas pelo paciente (BRASIL, 2010b). O exame,
embora amplamente utilizado, demonstra uma alta especificidade, todavia, uma baixa
sensibilidade (COCITO; DELVILLE, 1985). O indice baciloscopico (IB) proposto por Ridley
e Jopling em 1962 é recomendado pelo Ministério da Salde nos exames em pacientes
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hansenianos. Este indice é realizado em 100 campos representativos e apresentado em escala
logaritimica que varia de 0 a 6+ (RIDLEY; JOPLING, 1962).

A histopatologia € um exame utilizado tanto no diagnéstico para auxiliar na
classificacdo das formas clinicas como para caracterizar os estados reacionais. Para 0s exames
histopatoldgicos sdo utilizadas amostras de bidpsias cutneas da area da lesdo ou do ramo
sensitivo dos nervos periféricos. Nesses casos, 0s bacilos presentes nas amostras podem ser
detectados pela coloracdo de Wade (COCITO; DELVILLE, 1985). Desse modo, o indice
logaritmico da biopsia (ILB) segue os mesmos critérios do indice baciloscdpico, exceto pelo
fato de se levar em consideracdo o logaritmo da &rea ocupada pelos granulomas. Shepard e
McRae (1968) mostraram que sdo necessarios 104 organismos por grama de tecido para uma
deteccdo eficaz. Devido as dificuldades operacionais para o seu uso, ja que necessita de apoio
de individuos com conhecimento em anatomia patoldgica, esse exame passou a ser
considerado e executado apenas em centros especializados e nos que trabalham com pesquisa
(FLEURY, 2005).

1.7.2 Sorologia

No inicio dos anos 80, o PGL-1 foi descrito como um glicolipideo presente em
abundancia na parede de M. leprae e altamente antigénico, sendo um grande estimulador da
producdo de imunoglobulina do tipo M (IgM) (HUNTER; BRENNAN, 1981; HUNTER
et al.,, 1982; CHO et al., 1983). Em seguida, foi demonstrado que ele também estava
envolvido no processo patogénico da invasao de células de Schwann (NG et al., 2000)
e na regulacdo negativa da resposta imune inflamatdria, facilitando e permitindo a
persisténcia do bacilo no organismo (SPENCER; BRENNAN, 2011).

O PGL-1 € um antigeno especifico de M. leprae e pode ser facilmente encontrado na
urina, sangue circulante e nos tecidos infectados de pacientes multibacilares; sendo
responsavel por iniciar uma resposta imune humoral precoce (HUNTER; BRENNAN, 1981,
CHO et al., 1983). Estudos comprovam seu potencial em exames sorolégicos da hanseniase
até os dias atuais (PENNA et al., 2016; de MACEDO et al., 2018). Em pacientes MB a
soropositividade anti-PGL-1 € alta, pois a titulagdo dos anticorpos € diretamente proporcional
a carga bacilar (CHO et al., 2001). Ja nos pacientes PB, que possuem rarissimos bacilos, a
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sorologia anti-PGL-1 tem utilidade reduzida (LOBATO et al., 2011; SPENCER;
BRENNAN, 2011).

Devido a essa especificidade imunoldgica, foi possivel desenvolver ensaios como a
técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) onde sdo detectados anticorpos
contra o antigeno PGL-1. Os niveis de producéo do IgM anti-PGL-1 indicam exposi¢do ao M.
leprae e correlacionam-se com a baciloscopia (LAFERTE et al., 1991). Estes testes
soroldgicos sdo capazes de detectar anticorpos ndo s6 em pacientes com hanseniase, mas
também em individuos sadios e em contatos domiciliares desses pacientes, como comprovam
alguns estudos (MENZEL et al., 1987; DESFORGES et al., 1989; ILANGUMARAN et al.,
1996; DUPPRE et al., 2012). Também tem sido demonstrado que os contatos domiciliares de
pacientes com hanseniase, positivos no imunoensaio, tém trés vezes mais chances de
desenvolverem a doenca quando comparados aos contatos soronegativos (BARRETO et al.,
2015; PENNA et al., 2016).

A positividade do teste de ELISA em contatos pode indicar que estes ja foram
expostos ao patdgeno e que estdo doentes ou entdo com uma célula fagocitica infectada.
Assim, inicia-se uma resposta imune humoral com producdo de anticorpos pelos linfocitos B,
fazendo com que o individuo tenha uma infecgdo subclinica e seja assintomatico (LOBATO
et al., 2011). Desta forma, a deteccdo de anticorpos anti-PGL-1 pode ajudar a verificar o nivel
de exposicdo dos contatos com maior risco de desenvolverem a doenca, colaborar na
classificacdo dos pacientes e no monitoramento da eficacia do tratamento, em virtude do seu
declinio durante e apds o tratamento. Todavia, nem todos 0s pacientes com hanseniase
apresentam titulos anti-PGL-1 (MOURA et al., 2008).

Seguindo esse caminho, Blhrer-Sékula et al. desenvolveram o teste de fluxo lateral
(ML-Flow). Trata-se de uma avaliagdo rapida que pode ser realizada em 10 minutos e que
possui correlacdo com a técnica de ELISA. Possui ainda alta sensibilidade para a
classificacdo de pacientes com a forma severa da doenca (97,4 %) e alta especificidade em
comparagdo com grupos controle (90,2 %) (BUHRER-SEKULA et al., 2003). Porém, de uma
maneira geral, ele € um marcador que indica exposi¢do ao bacilo e ndo necessariamente de

infeccdo.
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1.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

A PCR em tempo real, descrita em 1993 por Higuchi et al, consiste no
acompanhamento da reacdo no decorrer de todos os seus ciclos. Sua vantagem estad na
possibilidade de quantificar em tempo real o DNA amplificado em cada ciclo da PCR. Nesta
técnica ocorrem a amplificacdo, deteccdo e quantificacdo em paralelo, sendo todo o processo
automatizado. A PCR se divide em tres fases: i) fase exponencial, ii) fase de crescimento
linear e iii) fase estacionéria (Figura 10) (ARYA et al., 2005; PELT-VERKUILL et al., 2008).

Figura 10 — Representacdo esquematica das 3 fases que constituem a PCR
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Nota: O sinal de fluorescéncia é diretamente proporcional a quantidade de produto
amplificado. Intensidade de fluorescéncia (ARn) vs n° de ciclos da PCR.
Fonte: MARTINS, 2016.

Na fase exponencial, verifica-se grande eficiéncia em virtude da relagdo DNA inicial
vs quantidade de produto amplificado, sendo considerada como a melhor fase para o estudo da
reacdo. Na fase de crescimento linear observa-se uma diminui¢do na eficiéncia, devido o
decréscimo na disponibilidade de reagentes disponiveis, 0 que gera uma producao linear e um
aumento da fluorescéncia. Ja na fase estacionéria existe uma paralisacdo da reacdo devido ao
término de reagentes utilizados nas fases anteriores, de tal maneira que a producdo de novos
produtos amplificados pela PCR deixa de ser possivel (ARYA et al., 2005; PELT-
VERKUILL et al., 2008).
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Para que os resultados da PCR sejam interpretados e analisados corretamente, a
definicdo de alguns conceitos, tais como Baseline, Threshold, Cycle Threshold (Ct) e
Eficiéncia (E) se faz necessaria.

A Baseline é definida como o “limiar de detegdo de fluorescéncia do equipamento”, ou
seja, uma funcdo linear que serve para eliminar o “ruido de fundo”. O Threshold é designado
como o “valor selecionado quando a PCR inicia a fase exponencial de crescimento”. E um
ponto definido aleatoriamente pelo software do equipamento, em funcao da baseline. O Cycle
Threshold (Cr) é o valor relativo aos ciclos em que a curva de amplificagdo ultrapassa o valor
limite selecionado, sendo dependente do numero de moléculas de DNA disponiveis para
amplificacdo, ou seja, quanto maior for a quantidade de DNA inicial, menor serd o nimero de
ciclos (Ct) necessarios para que seja gerado equivalentemente uma maior exponencial do
sinal de fluorescéncia (Rn) (superior a baseline). Ja a Eficiéncia (E) corresponde a taxa de
amplificacdo por PCR, permitindo determinar o sucesso da técnica (HIGUCHI et al., 1993;
DORAK, 2006).

Alguns fatores podem influenciar negativamente a eficiéncia da reacdo, como a
degradacdo do DNA, a qualidade dos primers utilizados e a presenca de inibidores da PCR,
por exemplo (HEID et al., 1996; KUBISTA et al., 2006).

1.7.3.1 Deteccéo de M. leprae por PCR em tempo real

Um dos maiores avancos no diagndstico laboratorial da hanseniase foi o
desenvolvimento de ensaios moleculares para a deteccdo do bacilo, principalmente baseados
na técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WOODS; COLE, 1989; WILLIAMS et
al., 1990; MARTINEZ et al., 2011).

Inicialmente, foram utilizadas em larga escala amostras de bidpsias de pele frescas ou
em parafina, tecido de tatu e DNA de M. leprae purificado nas reacdes de PCR. Todavia, 0s
protocolos de processamento para extracdo de DNA desses espécimes variavam bastante,
assim os resultados obtidos por PCR nem sempre eram constantes (de WIT et al., 1991;
SUNG et al., 1993; NISHIMURA et al., 1994; SCOLLARD et al., 1998). Em virtude disso,
protocolos para a extracdo de DNA a partir de varios tipos de amostras foram estabelecidos e
a deteccdo do material genético do bacilo pela PCR se tornou viavel. Dessa maneira, 0 uso de
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kits comerciais para processamento de amostras tornou-se fundamental para obtencdo de
resultados de qualidade (FONTES et al., 2009; da SILVA et al., 2012).

Hoje a PCR em tempo real é conhecida por ser uma técnica relativamente rapida,
sensivel e especifica, que permite, no caso da hanseniase, a amplificacdo e deteccdo de DNA
de M. leprae numa grande variedade de amostras, tais como: linfa, sangue, secrecdo nasal,
esfregagos cutaneos, bidpsias de pele e nervos. Assim, o uso dessa ferramenta tem auxiliado
no diagnostico da doenca, na diferenciacdo de outras enfermidades com lesdes hipocrémicas
ou granulomatosas, na classificacdo dos pacientes e no monitoramento do tratamento com a
PQT (GOULART et al., 2007; STEINMANN et al., 2017).

A PCR tornou-se uma técnica com enorme variedade de aplicacbes e com
possibilidade de utilizacdo em amostras coletadas das mais diversas fontes. Esta técnica
possibilitou o sequenciamento do genoma completo de M. leprae (COLE et al., 2001), a
identificacdo dos genotipos do bacilo (TRUMAN et al., 2004) e da provavel origem da
infeccdo em humanos (MONOT et al., 2005).

O desenvolvimento da técnica de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) melhorou
ainda mais a sensibilidade e a especificidade na deteccdo do DNA de M. leprae. Estudos
mostram que esta também € capaz de quantificar e determinar a viabilidade do bacilo
(TRUMAN et al., 2008; MARTINEZ et al., 2009, 2011).

A identificacdo molecular do M. leprae consiste na amplificacdo de regides especificas
do DNA do patdgeno. Para isso, diferentes genes-alvo do bacilo tém sido testados e
comparados, tais como o elemento repetitivo RLEP, Ag 85B, 16S RNA ribossomal, ML0024
e sodA (MARTINEZ et al., 2006, 2011; da SILVA MARTINEZ et al., 2011; ARAUJO et al.,
2016).

Vale ressaltar, que até o momento, todos os laboratorios e centros de atendimento que
utilizam o diagndstico molecular na pesquisa ou na rotina usam sistemas homemades,
desenvolvidos com o objetivo de uso interno. N&o existe uma padronizacdo da técnica em
relacdo aos alvos usados, aos reagentes e/ou as plataformas de analise. Desta forma, estes
testes estdo sujeitos as variaveis e como ndo possuem controles especificos nem sempre estdo
aptos a serem utilizados numa rotina diagnoéstica (MARTINEZ et al., 2011, 2014; AZEVEDO
etal., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a hanseniase, dentre as doencas infecciosas, ainda representa um grave
problema de salde publica. Por ser uma enfermidade causada por um patdgeno intracelular
obrigatdrio - Mycobacterium leprae - que ndo é cultivavel in vitro, as estratégias cléssicas de
diagnostico sdo dificultadas. Assim, métodos auxiliares como a baciloscopia e 0 exame
histopatolégico tém sido utilizados como principais ferramentas para a identificacdo e a
classificacdo de pacientes com hanseniase. Todavia, o elevado nimero de casos da doenca no
pais sugere a existéncia de um diagnostico tardio e/ou pouco eficiente, mantendo desta forma
a transmissao continua.

A populacdo com maior risco de desenvolver a doenca ainda é a dos contatos
domiciliares. Como a hanseniase possui um longo periodo de incubacdo, o diagnostico
precoce continua a ser um grande problema. As ferramentas cléssicas, como as baseadas em
testes bacteriologicos ou soroldgicos, ndo sdo capazes de estimar claramente o risco de
progressdo da doenca. Assim, estratégias para a deteccdo da doenca que sejam de baixo custo,
sensiveis e suficientemente especificas, sobretudo para os casos de dificil diagndstico, se
fazem extremamente necessérias.

O Ambulatério Souza Aradjo (ASA), vinculado ao Laboratério de Hanseniase da
FIOCRUZ, dispGe atualmente de um servico de diagnéstico molecular que, mediante uma
solicitacdo do médico responsavel, realiza a avaliacdo de todos os casos suspeitos de
hanseniase. Em geral, nessa situacdo, os testes bacterioldgicos ou histopatoldgicos nédo
ajudam na definicdo do diagndéstico. Todavia, a técnica de PCR tem demonstrado grande
sensibilidade para a deteccdo de casos da doenca e servido de apoio para a confirmacgao do
diagnostico clinico. Embora a analise por gPCR tenha sido implementada na rotina do ASA
no ano de 2011, o teste de deteccdo de DNA de M. leprae que atualmente € usado é
dispendioso e fornecido pela empresa Applied Biosystems®.

Mediante 0 exposto, o desenvolvimento de um teste eficiente, com confiabilidade
estabelecida, com parametros laboratoriais rigidos e mais acessivel se faz extremamente
necessario. Assim, surgiu a ideia de desenvolver um kit composto por reagentes nacionais
(fabricados pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana — FIOCRUZ) para anélise por
gPCR que contivesse um alvo especifico do bacilo e um alvo de mamifero, para ser usado

como controle interno.



41

Nesse contexto, o objetivo principal desse projeto foi desenvolver um produto com
aplicacdes diretas na rotina diagndstica da hanseniase no pais e dessa forma contribuir para o
controle epidemiologico da doenca.

Portanto, espera-se que o0s resultados desse estudo possibilitem um diagnéstico
precoce e eficiente da hanseniase, ocasionando um melhor manejo de grupos de risco de

contrair a doenga.
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3.1 Objetivo geral

Desenvolver e analisar um sistema multiplex de gPCR para identificacdo de M. leprae

em individuos com suspeita de hanseniase e seus contatos domiciliares assintomaticos.

3.2 Objetivos especificos:

a) padronizar um sistema de PCR quantitativo para diagnéstico de hanseniase;

b) analisar a sensibilidade, a especificidade e a reprodutibilidade do sistema

multiplex homemade mediante um painel de amostras (DNA de M. leprae
purificado e oriundo de pacientes com diferentes formas clinicas da doenca
e em diferentes amostras de outras dermatoses);

utilizar os procedimentos de boas praticas de laboratério (BPL) para o
desenvolvimento de um protocolo operacional padrao (POP) relacionado ao

diagnostico molecular.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da FIOCRUZ (CEP) em 07/03/2015,
protocolado sob o n® 976.330 ¢ intitulado “O papel da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) na identificacdo da infecgdo subclinica em contatos de pacientes com hanseniase e no
diagnostico das formas paucibacilares” (ANEXO A). Todos os individuos assinaram o termo
de consentimento livre esclarecido (TCLE) (ANEXOS B e C) antes da participacdo do estudo.

As etapas de coleta das amostras e extracdo de DNA das mesmas foram previamente
realizadas, ja que sdo provenientes da rotina ambulatorial do laboratério. Todo o processo
ocorreu segundo o procedimento operacional padrdo (APENDICE) desenvolvido durante esse

projeto.

4.1 Coleta e armazenamento das amostras

As amostras bioldgicas — fragmentos de pele e raspados dérmicos — utilizadas nesse
estudo foram coletadas no ASA — FIOCRUZ, conforme recomendacdo do Ministério da
Salde e da Organizacdo Mundial da Saude. Esses espécimes foram utilizados em diferentes
trabalhos do grupo (MARTINEZ et al., 2006, 2011) e, de forma suscinta, ao serem obtidos
foram acondicionados segundo as suas caracteristicas e de acordo com as instalacfes do local
de coleta, sendo, posteriormente, armazenados em freezer -70°C ou nitrogénio liquido até seu

processamento.

4.2 Extragdo de DNA

As amostras de raspado dérmico e as de biopsia de pele, coletadas em um punch de
6mm? e fragmentadas pela metade com estilete estéril, foram processadas para extragdo de
DNA utilizando o DNeasy® Blood & Tissue Kit (QIAGEN), de acordo com as instrugdes do
fabricante (QIAGEN).
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4.3 Quantificacdo de DNA

A quantificacdo e a avaliacdo da pureza do DNA extraido foram realizadas por
espectrofotometria, utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific,
USA). Inicialmente foi lido 1uL. do tampéo de elui¢cdo (AE) do kit de extracdo da QIAGEN
para determinar o controle negativo. Em seguida, 1uL de cada amostra foi lido no
comprimento de onda de 260 nm. A avaliacdo da pureza foi determinada pela razdo da
absorbéancia (A) em dois comprimentos de onda: A260/280, que indica o grau de
contaminacdo por proteinas e a A260/230, que demonstra o nivel de contaminacdo por

compostos organicos.

4.4 Deteccdo de DNA de M. leprae utilizando PCR em tempo real

Para o acompanhamento dos contatos, o protocolo de PCR usado foi 0 mesmo descrito
por Martinez et al. (2011), no qual o alvo utilizado, especifico de M. leprae, é a regido 16S
rRNA.

Para a avaliacdo e a padronizacdo do sistema multiplex homemade, o ensaio de PCR
em tempo real foi desenvolvido para amplificar simultaneamente um alvo especifico de M.
leprae (16S rRNA) e um gene de mamifero (18S2), esse ultimo utilizado como controle
interno da reacdo. As reacdes de PCR foram preparadas com Multiplex PCR Mastermix 3X
(desenvolvido pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana - IBMP) utilizando diferentes
concentracdes de cada primer (IBMP) e de cada sonda (16S — Applied Biosystems / 1852 —
Biosearch Technologies). As reacdes foram preparadas em triplicatas e submetidas a 50°C por
2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 seg cada e 60°C por 1 min, utilizando
sistema de PCR em tempo real 7500 Standard (Applied Biosystems®).

Os resultados obtidos a partir da amplificagdo do alvo do bacilo (Ct value) foram
utilizados para determinar o nimero de bactérias relativo em amostras biologicas de
pacientes. O valor de threshold de 0,05 foi definido e utilizado para as amostras positivas
como descrito por Martinez et al. (2011) e Barbieri et al. (2014); ja o numero de genomas foi

calculado pela interpolacéo dos valores de Ct usando uma curva de diluicdo com ndmero de
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genomas de M. leprae conhecido, em formato de uma planilha em Excel (MARTINEZ et al.,
2011).

4.5 Padronizacéo do Kit

Para a etapa de padronizacgdo foi utilizado o Mastermix desenvolvido pelo IBMP para
detectar as concentracGes ideais dos primers, das sondas e de DNA para a qPCR. Nesse
momento, além de amostras provenientes de M. leprae purificado em diferentes
concentracdes também foram avaliadas as amostras de pacientes em rea¢6es monoplex (16S)
e multiplex (16S + 18S2).

4.6 Validacao do Kit

A etapa da validagdo foi iniciada através de uma analise intra-laboratorial, onde a
sensibilidade, a especificidade e a reprodutibilidade do sistema foram examinadas. A
avaliacdo da sensibilidade compreendeu a analise de DNA (em diferentes concentragdes)
proveniente de amostras contendo M. leprae purificado. A especificidade do sistema foi
verificada a partir da avaliacdo de amostras de pacientes com hanseniase, pacientes com
outras dermatoses e amostras contendo diferentes bactérias. Para o estudo de
reprodutibilidade, amostras foram analisadas em replicatas, em dias diferentes e por técnicos

distintos.

4.7 Analise estatistica

Os valores de fluorescéncia acumulados nas anélises de gPCR para os DNAs obtidos a
partir de amostras contendo M. leprae purificado e diluidas em uma curva padrdo de base 10,
foram analisados pelo software do sistema de deteccdo do equipamento ABI PRISM 7500
Standard (Applied Biosystems®).
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Os valores de ARn extraidos para detectar o Cycle threshold (Ct) foram obtidos pelo
software R versdo 3.4.1 (disponivel em http: //www.R- project.org/). Os valores de Ct foram
plotados, as curvas padrdo definidas por regressdo linear e o coeficiente de determinacdo (R2)
usado para estabelecer a eficiéncia. A partir disso, as curvas padrdo ajustadas foram usadas
para estimar as contagens do numero de genomas de M. leprae nas amostras de bidpsias de
pele. Para fins de anélise, um genoma de M. leprae foi considerado como equivalente a 3 fg
(MARTINEZ, et al., 2009).

A construcdo das arvores de classificacdo, assim como as analises de especificidade,
sensibilidade e acurécia também foram realizadas pelo software R versdo 3.4.1, conforme
descrito por Martinez et al. (2011).
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizacéo do Kit

A ideia inicial era desenvolver um kit de PCR que pudesse ser utilizado na rotina de
centros ambulatoriais. Esse deveria ser eficaz como exame complementar, tanto em casos de
pacientes de dificil diagnostico como em contatos de individuos com a doenca e
economicamente mais acessivel.

A etapa de desenvolvimento do kit homemade foi iniciada em colabora¢do com o
Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), sendo este centro o responsavel pela
fabricacdo dos reagentes.

A base do sistema desenvolvido foi a TagMan®, onde uma sonda é utilizada. Essa
consiste num oligonucleotideo especifico da regido alvo, localizado proximo ao primer
forward (oligonucleotideo senso), marcado com dois fluor6foros denominados i) reporter:
que emite fluorescéncia quando se liga a molécula de DNA na extremidade 5°; e ii)
quencher: responsavel por suprimir a emissdo do sinal na extremidade 3’ (Life Technologies,
2012). A reacdo através do sistema TagMan® também pode ser formada por mais de 1 sonda
contendo diferentes fluor6foros reporter e quencher, o que permite a deteccao e quantificacdo
de dois ou mais alvos simultaneamente e de forma independente; formato denominado de
multiplex.

A etapa de desenvolvimento do kit foi iniciada testando reagentes comerciais da
Applied Biosystems®, utilizando o equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems®), com
reacOes j& padronizadas e descritas na literatura (MARTINEZ et al., 2009, 2011). Para isso,
foram utilizados DNAs extraidos a partir de amostras contendo M. leprae purificado (diluidas
em diferentes concentracGes 1ng-100fg (parte da curva padrédo em série de 10) e de 100fg-

3,125fg (parte da curva padrdo em série de 2) (Figura 11).
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Figura 11 — Curva padrdo realizada a partir de DNA extraido de amostras contendo M. leprae
purificado (1ng-3,125fg)
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Taroet; 165 Slope: -3.308 Y-Inter: 19.717 <. 0,961 Effs: 100.589 b

Nota: Neste experimento foram utilizados reagentes comerciais da Applied Biosystems®. No eixo y encontram
se 0s valores de Ct de cada diluicdo das amostras contendo DNA de M. leprae; ja o eixo X representa a
concentragdo de DNA do bacilo presente em cada ponto da curva de diluicdo. Target (alvo): 16S; Slope
(coeficiente angular da reta): deve apresentar valor proximo de -3.3, o que indica 100% de eficiéncia de
amplificacdo do ensaio; R? (coeficiente de correlagdo): mede o qudo proximo € o ajuste entre a regressdo
linear da curva padréo e os valores individuais de Cr das amostras, onde o valor 1 indica um ajuste
perfeito; Eff%: a eficiéncia da reacdo deve variar entre 90-110%. Uma eficiéncia acima de 110% significa
amplificagdo além do esperado e abaixo de 90%, amplificagdo menor que o esperado.

Fonte: A autora, 2018.

Como observado no resultado, todos os pontos da curva padrdo foram positivos
(amplificaram), a partir do 5° ponto (100fg), foram refeitos os dois Gltimos (10fg e 1fg) numa
diluicdo em série de 10. Essa curva padrdo com 7 pontos (em série de 10), foi testada no
equipamento StepOne Plus, mas agora utilizando reagentes produzidos pelo IBMP (Figura
12).
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Figura 12 — Curva padrao realizada a partir de DNA extraido de amostras contendo M. leprae

purificado (1ng-1fg)
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Nota: Neste experimento foram utilizados reagentes produzidos pelo IBMP. Resultado da curva padrdo gerada
no equipamento de PCR StepOne Plus. No eixo y encontram-se os valores de Cr de cada dilui¢do das
amostras de DNA,; ja o eixo X, representa a concentracdo de DNA de M. leprae presente em cada ponto da
curva de diluicdo. Target: alvo (16S); Slope (coeficiente angular da reta): deve apresentar valor proximo
de -3.3, o que indica 100% de eficiéncia de amplificacdo do ensaio; R? (coeficiente de correlagdo): mede
0 qudo préximo é o ajuste entre a regressdo linear da curva padrdo e os valores individuais de Ct das
amostras, onde o valor 1 indica um ajuste perfeito; Eff%: a eficiéncia da reacdo deve variar entre 90-
110%. Uma eficiéncia acima de 110% significa amplificacdo além do esperado e abaixo de 90%,
amplificacdo menor que o esperado.

Fonte: A autora, 2018.

Como os laboratérios de referéncia podem possuir distintos modelos de
termocicladores, foi avaliada a interferéncia dos diferentes equipamentos na obtengdo dos
resultados na PCR. Esses testes foram realizados em dias distintos e em duas plataformas de
analises: StepOne Plus e 7500 Standard, ambas da Applied Biosystems®. O resultado dessa
comparacdo indicou que a reacdo realizada no equipamento ABI7500 (7500 Real-Time
PCR System / Applied Biosystems®) apresenta maior eficiéncia (R?>=0,962 > 0,867) e

reprodutibilidade nos resultados (Figuras 13 e 12, respectivamente).
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Figura 13 — Eficiéncia e reprodutibilidade dos resultados utilizando reagentes produzidos no
IBMP através da plataforma de PCR 7500
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Nota: Resultado da curva padréo gerada no equipamento de PCR 7500. No eixo y encontram-se os valores de Cr
de cada diluicdo das amostras de DNA; j& o0 eixo X, representa a concentracdo de DNA de M. leprae
presente em cada ponto da curva de diluicdo. Target: alvo (16S); Slope (coeficiente angular da reta): deve
apresentar valor préximo de -3.3, o0 que indica 100% de eficiéncia de amplificacdo do ensaio; R?
(coeficiente de correlagdo): mede o qudo préximo € o ajuste entre a regressdo linear da curva padréo e 0s
valores individuais de Cr das amostras, onde o valor 1 indica um ajuste perfeito; Eff%: a eficiéncia da
reacdo deve variar entre 90-110%. Uma eficiéncia acima de 110% significa amplificacdo além do
esperado e abaixo de 90%, amplificacdo menor que o esperado.

Fonte: A autora, 2018.

A quantidade ideal de DNA na reacdo também foi avaliada. Para isso, utilizou-se
DNA extraido a partir de amostras contendo M. leprae purificado em duas concentracdes: 1ng
e 5ng (Figura 14). Os resultados obtidos através da amplificagdo demonstram que a
quantidade maior (5 ng) apresenta nivel de reprodutibilidade melhor entre as replicatas

analisadas e maior eficiéncia (R?=0,997 > 0,989).
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Figura 14 — gPCR das amostras da curva padréo utilizando diferentes quantidades de DNA
extraido a partir de M. leprae purificado (1ng e 5ng) na reacao

1ng de DNA
; Standard Curve

40,0

75

35,0

3z5
-
© a00

7.5

N
25,0
| |
22,5
0,000001 000001 02,0001 0,001 0002 Q01 002 Q1 02 1 2 345 10
Guantity
Taraet: 165 Slope: -3.762 Y-Inter: 21.302 n2. 0.989 Eff%: 84.408 <
5ng de DNA
Standard Curve 9
s
350
325
30,0 | |
—
(SRt
250
225
|

20,0
175

00000001 0000001 a00m 0.00m 0.00100x2 am 0o a1 oz 1 2 345 10

Guantity
Taraet: 165 Slope: -3.05 Y-Inter: 18.419 p2. 0.997 Eff%: 112.744 -

Nota: No eixo y encontram-se os valores de Cr de cada diluicdo das amostras de DNA; j& 0 eixo X, representa a
concentragdo de DNA de M. leprae presente em cada ponto da curva de diluicdo em série de 10, partindo
de 1ng até 1fg. Target: alvo (16S); Slope (coeficiente angular da reta): deve apresentar valor proximo de -
3.3, 0 que indica 100% de eficiéncia de amplificacdo do ensaio; R? (coeficiente de correlacdo): mede o
quao proximo é o ajuste entre a regressao linear da curva padrdo e os valores individuais de Cr das
amostras, onde o valor 1 indica um ajuste perfeito; Eff%: a eficiéncia da reacdo deve variar entre 90-
110%. Uma eficiéncia acima de 110% significa amplificacdo além do esperado e abaixo de 90%,
amplificacdo menor que o esperado.

Fonte: A autora, 2018.
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Apos a definicdo do equipamento, dos reagentes e da quantidade de DNA a serem
utilizados na reacdo, foram iniciados os testes para deteccdo de DNA de M. leprae em
amostras de pacientes com hanseniase, utilizando como alvo do bacilo, 0 16S rRNA, em

reacao monoplex. (Figura 15).

Figura 15 — Reacdo monoplex (16S) realizada em duplicata a partir de amostras de pacientes

com hanseniase utilizando o Mastermix do IBMP
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Nota: Curva de amplificacdo emitida durante cada ciclo da PCR, onde da esquerda para a direira hd um
decréscimo na quantidade de DNA de M. leprae encontrada nas amostras de pacientes com hanseniase.
Neste grafico estdo incluidas amostras em duplicata de pacientes das formas clinicas BT (3), BB (2) e LL
(2). O traco horizontal (valor de 0,15) representa o limiar de deteccdo da fluorescéncia (Threshold). A
quantidade de fluorescéncia obtida durante a reagdo de PCR produz uma curva de amplificacdo que na
fase exponencial ultrapassa o limiar de detec¢do (Cy), permitindo a quantificagdo do material genético.
Registro de resultado de experimento interpretado pelo software ABI7500 v2.3. ARn:
variacao/intensidade da fluorescéncia emitida; Cycle: nimero de ciclos da reacdo de PCR.

Fonte: A autora, 2018.

O passo seguinte compreendeu o desenvolvimento e a avaliacdo de um sistema por
gPCR que fosse capaz de analisar dois alvos ao mesmo tempo (reacdo multiplex). Para isso,
foram utilizados o Multiplex PCR Mastermix 3X (desenvolvido pelo IBMP), 25nM de cada
primer (desenvolvido pelo IBMP) para amplificacdo do alvo bacteriano (16S) e 10nM da
sonda (Life Technologies™); 10nM dos primers (desenvolvidos pelo IBMP) para

amplificacdo do alvo controle (18S2) e 5nM da respectiva sonda (Life Technologies™).
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Nessa etapa, para a construcdo da curva padrdo, as amostras compostas de DNA de M. leprae
foram diluidas em solucéo contendo DNA humano em concentracéo final de 10ng.

Para isso, foram avaliadas diferentes concentracbes de primers (fabricados pelo
IBMP), e de sonda comercial (Applied Biosystems®) para o0 alvo 16S. A esses reagentes
foram também adicionandos os primers F e R (CF: 10 uM cada) e a sonda do 18S2 (CF: 5
M), como descrito na Tabela 1. Assim, esperava-se verificar se no sistema multiplex o
aumento ou a diminuicdo nas concentracGes dos primers para amplificacdo do alvo 16S
alteraria o nivel de sensibilidade da reacdo. Entretanto, como nédo ouve diferenca significativa
nos valores de Cts gerados, foram mantidas as concentracbes de uso previamente
padronizadas e utilizadas no laboratério (0,5 UM de primers F e R + 0,2 uM de sonda 16S
rRNA).

Tabela 1 — Valores médios de Ct obtidos através de experimentos conduzidos em duplicata

Alvo avaliado: 1ng/ 100pg 10pg/ 1pg/ 100fg 10fg/ 1fg/ C+ C+ C-
ConcentracOes de pL /uL pL pL /uL pL uL *) **)
Primers e Sonda
16S: 0,5uM de primers 22,3 27 29,2 304 316 374 0 30,3 0 0
FeR+0,2uM de
sonda
18S2: 0,16uM de 20 20,2 199 201 199 197 20,3 241 201 0
primersFeR +
0,04uM de sonda
16S: 0,8uM de primers 21,7 28,4 29 304 319 369 0 30,7 0 0
FeR +0,4uM de sonda
18S2: 0,16puM de 18,7 20,9 195 204 199 20 194 238 20 0
primers F e R + 0,04uM
de sonda
16S: 0,9uM de primers 22,5 27,2 29 30 325 379 0 30,6 0 0
Fe R+ 0,3uM de sonda
18S2: 0,16uM de 19,7 204 20,1 20 194 19,8 199 239 20 0
primers F e R + 0,04uM
de sonda

Legenda: C+ (*): DNA extraido a partir de amostra de paciente com hanseniase; C+ (**): DNA extraido a partir

de amostra de individuo saudavel; C-: controle negativo (agua ultra pura + mix da PCR).

Nota: Nessas amplificagbes foram avaliadas as amostras da curva padrao diluidas em amostra de DNA de
individuo saudavel utilizando diferentes concentraces de primers e sonda do 16S e as concentracfes
padrdes do 18S2.

Fonte: A autora, 2018.

Ap0s essa padronizacdo, foi possivel observar que os dois sistemas desenvolvidos
(monoplex e multiplex) apresentaram resultados satisfatorios, com a amplificagdo de todos os

pontos da curva padrdo para o alvo 16S e de uma curva constante para a deteccdo do alvo
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18S2. Esse resultado ja era esperado, pois as amostras que formam os pontos da curva foram
diluidas em sangue com a mesma concentracdo de DNA humano (10ng) (Figura 16; Tabela
2). Depois de definidas as melhores condi¢cdes de uso, os reagentes foram empregados na

reacao de PCR multiplex.

Figura 16 — Resultado do teste em reacdo monoplex (A) e multiplex (B) de PCR em tempo

real
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Nota: Mastermix e primers fornecidos pelo IBMP. Curva de amplificacdo gerada pelo software do equipamento
ABI7500, onde no eixo y (ARn) observa-se a variagdo da fluorescéncia emitida; jano eixo x (Cycle) o
numero de ciclos da reagdo. 1- Grafico de amplificagdo dos pontos da curva de diluicdo em série de 10
(Ing a 1fg) realizada para o alvo 16S; 2- Grafico de amplificagdo dos pontos da curva de diluicdo em
série de 10 (1ng a 1fg) realizada para os alvos 16S (bacilo - curvas em verde) e 1852 (mamifero - curvas
em azul) combinados.

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 2 — Ct médio obtido a partir da quantidade de DNA de M. leprae constituintes da
curva padréo da PCR em tempo real com o Sistema TagMan

Pontos da curva | 1ng 100pg | 10pg 1pg | 100fg | 10fg 1fg C+ | C-

Ct 16S 20,5 24,5 28,5 32 355 | 385 NA | 27,5 | NA

Ct 18S2 18,5 18,5 19 19 19 19 19 26,5 | NA

Legenda: Ct (Ciclo de threshold): neste caso o valor demonstrado foi obtido a partir do valor das triplicatas; C+:
controle positivo (amostra de paciente com hanseniase); C-: controle negativo (agua ultra pura + mix
da PCR); NA: ndo houve amplificag&o.

Fonte: A autora, 2018.

Depois de definidas as melhores condicGes de uso, os reagentes foram empregados na
reacdo de PCR multiplex.

A sensibilidade do sistema foi avaliada tanto em reacdo monoplex quanto em
multiplex. Como os dois tipos de amplificacdo demonstraram um nivel aproximado de
eficiéncia para o alvo bacteriano nas reacdes monoplex (R?=0,997 — Figura 14) e multiplex

(R?=0,969 — Figura 17), a Gltima foi escolhida para a conduc&o dos testes seguintes.

Figura 17 — Gréfico de amplificacdo mostrando a eficiéncia e a sensibilidade do alvo 16S em

reacao multiplex utilizando o Mastermix do IBMP
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Nota: Resultado da curva padrdo gerada em reacdo multiplex, utilizando Mastermix do IBMP. No eixo y (Cr)
observa-se o valor relativo aos ciclos da PCR em que a curva de amplificacdo ultrapassa o valor limite
(Threshold) selecionado pelo equipamento; ja no eixo x (Quantity), encontra-se a quantidade de amostra
de DNA de M. leprae presente em cada ponto da curva de diluicdo em série de 10, partindo de 1ng até
1fg. Em resumo, quanto menor é a concentracdo da amostra/ nimero de cépias de DNA, maior é o valor
de Ct obtido. Target (alvo ): 16S; Slope (coeficiente angular da reta); R? (coeficiente de correlacdo); Eff%
(eficiéncia da reacdo): deve variar entre 90-110%.

Fonte: A autora, 2018.
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Esse experimento foi conduzido com o objetivo de definir a eficiéncia da reagdo. A
curva padrao foi construida através da plotagem de amostras com uma gama de concentracGes
conhecidas do analito (DNA proveniente de amostras contendo M. leprae purificado). A
construcdo dessa tem um impacto importante na eficiéncia do teste.

A amplificacdo na PCR em tempo real é definida pelo ponto em que ocorre um
aumento estatisticamente significativo do sinal da fluorescéncia, denominado de Ct (Cycle
Threshold) e localizado ap6s o baseline (linha basal ou ruido de fundo) na fase exponencial
(Figura 18).

Figura 18 — Modelo de curva de amplificacdo na PCR em tempo real
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Nota: O grafico de amplificacdo mostra 3 fases distintas: a) linha basal — ndo foram gerados produtos da PCR
suficientes para detecgdo da fluorescéncia; b) fase log — a quantidade de produtos da PCR dobra a cada
ciclo; c) fase platd — ndo ha mais aumento no nimero de produtos. Ct — Ciclo de Threshold.

Fonte: Adaptado de NOVAIS; ALVES, 2004.

Assim, o valor de Ct & inversamente proporcional ao numero inicial de copias de
DNA, podendo ser estimada, dessa maneira, a quantidade inicial de DNA alvo presente nas
amostras a serem testadas (HIGUCHI et al., 1993; DORAK, 2006).

A partir da determinacdo dos valores de Ct, calculados com base na curva padréo e
determinados pela regresséo linear, foi possivel estimar as contagens gendmicas de M. leprae
nas amostras analisadas. Para isso, foi considerada a relacdo de um genoma de M. leprae em
cada 3 fg de diluicdo (MARTINEZ et al., 2006). Através do resultado obtido, foi construida
uma planilha (Figura 19) com o intuito de estimar a quantidade de bacilos presentes nas
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amostras analisadas de pacientes ou de individuos com suspeita de hanseniase. Nessa planilha
os valores de Cts obtidos em cada ensaio de g°PCR podem ser convertidos em contagens de

cromossomos, sendo este valor utilizado para o diagnostico da hanseniase.

Figura 19 — Planilha construida para obtencdo da quantidade de genomas de M. leprae

presentes nas amostras de pacientes e suspeitos
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Nota: Planilha para contagem de genomas de M. leprae a partir do valor de Ct gerado na rea¢do de PCR. Coluna
A: identificacdo da amostra; coluna B: o valor de Ct de cada amostra amplificada; coluna C: valor de
concentragdo no Log base 10 que serd gerado; coluna D: concentracdo da amostra; coluna E: nimero de
bacilos de M. leprae encontrado em cada amostra; coluna F: diagndstico para hanseniase (L) ou ndo
hanseniase (NL).

Fonte: A autora, 2018.

De posse dos resultados obtidos utilizando DNA de amostras oriundas de M. leprae
purificado, o protocolo estabelecido foi aplicado as amostras clinicas para verificar a
reprodutibilidade do sistema. Para isso, foram selecionadas amostras de pacientes com
diferentes formas clinicas da doenca (BT, BB, BL e LL) e com distintos indices

baciloscépicos. O resultado do sistema desenvolvido com os reagentes do IBMP também foi
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satisfatorio quando foram testadas as amostras de pacientes apresentando diferentes niveis de
positividade para o alvo 16S (Figura 20).

Figura 20 — Resultado de PCR em tempo real analisando amostras de pacientes utilizando o
Mastermix do IBMP para reacdo multiplex (alvos 16S e 18S2)
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Nota: Curva de amplificagdo gerada pelo software do equipamento ABI17500. No eixo y (ARn) observa-se a
variacdo da fluorescéncia emitida e no eixo x (Cycle) o nimero de ciclos da reacdo. Gréfico de
amplificagdo para os alvos 16S (bacilo — curvas em vermelho) e 18S2 (mamifero — curvas em azul) das
amostras de pacientes positivos para hanseniase.

Fonte: A autora, 2018.

5.2 Validagéo do Kit

Ap0s a etapa de padronizacdo das condi¢des de amplificacdo, foi iniciada a primeira
fase do processo de validagéo do kit. Para isto, foram definidos os controles de qualidade
visando a obtenc¢do da acurécia, confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados.

A primeira etapa de validacdo compreendeu as analises de sensibilidade e
especificidade do sistema. Para isso, foram selecionadas, do banco de dados do laboratério de
hanseniase, amostras e, consequentemente, seus DNAs para atuarem como controles positivos

e negativos das reagOes. Para compor o grupo de amostras positivas, foram escolhidas as as
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oriundas de pacientes que tiveram o diagnéstico de hanseniase confirmado. Assim, um total
de 30 amostras de pacientes distribuidos em diferentes formas clinicas da doenga foram
selecionados: BT (n=3), BB (n=5), BL (n=2), LL (n=20).

Vale ressaltar que o grupo contendo amostras humanas e seus respectivos DNAs foi
obtido a partir de bidpsias de pele provenientes de pacientes do ASA. Esses individuos
tiveram o diagnostico final confirmado pela clinica, por métodos de diagndsticos
complementares (baciloscopia e histopatologia) e pelo sistema de qPCR utilizado atualmente
na rotina do LAHAN (com reagentes comerciais).

Os resultados demonstram (Figura 21) que as amostras (n=30) que compdem 0 grupo
de individuos com hanseniase confirmada, apresentam diferentes niveis de positividade na
analise utilizando a reacdo multiplex (16S + 18S2) com o Mastermix do IBMP. Isso pode estar
relacionado ao fato de que amostras de pacientes com hanseniase, que sdo sabidamente de
dificil diagnostico, como os casos boderline, foram incluidos na andlise.

A reacdo para o alvo 16S foi negativa para apenas um paciente, definido como BT; ja
a amplificacdo para o alvo 18S2 forneceu resultados positivos para todas as amostras,

conforme desejado.
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Figura 21 — Resultado de PCR em tempo real analisando amostras de pacientes com
hanseniase confirmada utilizando o Mastermix do IBMP para reacdo multiplex
(alvos 16S e 18S2)
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Nota: Gréfico de amplificacdo (alvos 16S e 18S2) das amostras de pacientes positivos para hanseniase gerado
pelo software do equipamento ABI7500. Eixo y (ARn) observa-se a variacdo da fluorescéncia emitida e
no eixo x (Cycle) o nimero de ciclos da reacdo. O trago horizontal, com o valor de 0,15, representa o
limiar de deteccdo da fluorescéncia (Threshold). A quantidade de fluorescéncia obtida durante a reacdo de
PCR produz uma curva de amplificacdo que na fase exponencial ultrapassa o limiar de deteccdo (Cr),
permitindo a quantificagdo do material genético. DNA total (50 ng) = DNA do hospedeiro + DNA do
patdgeno.

Fonte: A autora, 2018.

Para o grupo de amostras negativas, foram escolhidas as provenientes de: i) individuos
gue chegaram ao ambulatorio com suspeita de hanseniase, mas que foram diagnosticados com
outras dermatoses (Tabela 3); ii) pacientes ou de culturas que continham DNA de outras
micobactérias associadas com infecgdo pulmonar e/ou de pele (Tabela 4). As amostras de
bactérias foram cedidas por colaboradores do Laboratdrio de Biologia Molecular Aplicada a
Micobactérias (LABMAM- FIOCRUZ/RJ).
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Tabela 3 — Lista das outras dermatoses diagnosticadas nos pacientes atendidos no ASA e que

foram utilizadas para compor o banco de amostras negativas

Outras Dermatoses N° de amostras testadas
Granuloma anular 6
Farmacodermia
Roséacea
Sarcoidose
Eczema
Sifilis
Eritema
Processo Inflamatoério Cronico Inespecifico
Micose fungdide
Liquen nitido
Dermatite cinzenta
Colagenase
Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 4 — Lista de isolados bacterianos que foram utilizados para compor o banco de

amostras negativas

Bactérias Origem
Controle Isolado de Isolado | Pulmonar | Ambiental
tecido clinico

M. simiae 1 2

M. kansasii

M. africanum 1

M. gordonae 2

M. avium

M. abscessus 1 1

M. abscessus 1

bolletti

M. fortuitum 1 1 1

M. bovis BCG 2

M. tuberculosis 1 1

M. canettii 2

M. intracellulare 1

M. pinnipedii 1

Nocardia sp. 1
Fonte: A autora, 2018.
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Os resultados obtidos na gPCR para as amostras dos pacientes que foram
diagnosticados com outras dermatoses também estavam de acordo com o esperado, ou seja,

néo foi verificado sinal de amplificacdo para o alvo bacteriano, apenas para o alvo humano.
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Constatando assim, a auséncia de DNA de M. leprae nas amostras analisadas e a
especificidade do sistema em ndo apresentar nenhum falso positivo (Figura 22).

Figura 22 — Resultado de PCR em tempo real analisando amostras de pacientes com outras

dermatoses utilizando o Mastermix do IBMP para reagdo multiplex (alvos 16S e

Amplification Plot
100
10
11 o015
0.1 =3
— -
£ oo HEA
= ! ——
0,001 \I."I
00001
0,00001 16S
0,000001
2 4 ] & 10 12 14 18 18 20 2 24 28 28 1} a2 3 k] 3 40
Cycle

Amplification Plot

0.15

o0.01

ARN

0,001

0.0001

0.00001

0,000001

Nota: Gréafico de amplificagdo (alvos 16S e 18S2) das amostras de pacientes diagnosticados com outras
dermatoses gerado pelo software do equipamento ABI7500. No eixo y (ARn) observa-se a variagdo da
fluorescéncia emitida e no eixo x (Cycle) o nimero de ciclos da reagdo. O traco horizontal, com o valor
de £0,15, representa o limiar de deteccdo da fluorescéncia (Threshold). A quantidade de fluorescéncia
obtida durante a reagdo de PCR produz uma curva de amplificacdo que na fase exponencial ultrapassa o
limiar de deteccéo, permitindo a quantificacdo do material genético.

Fonte: A autora, 2018.

No caso do painel de amostras contendo DNA de outras bactérias foi possivel
constatar que ndo houve amplificagéo significativa, ou seja, nenhuma amostra gerou sinal de
fluorescéncia suficiente para ultrapassar o limiar de deteccdo (Threshold) para nenhum dos

dois alvos analisados (Figura 23). Assim, comprovou-se a especificidade do sistema
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desenvolvido para fins de deteccdo de DNA de M. leprae para ser empregado como

diagnostico complementar.

Figura 23 — Resultado de PCR em tempo real analisando amostras contendo DNA de
diferentes bactérias utilizando o Mastermix do IBMP para reagdo multiplex
(alvos 16S e 18S2)
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Nota: Grafico de amplificacdo (alvos 16S e 18S2) das amostras de diferentes bactérias gerado pelo software do
equipamento ABI7500. No eixo y (ARn) observa-se a variagdo da fluorescéncia emitida e no eixo x
(Cycle) o namero de ciclos da reagdo. O traco horizontal, com o valor de +0,15, representa o limiar de
deteccdo da fluorescéncia (Threshold). A quantidade de fluorescéncia obtida durante a reacdo de PCR
produz uma curva de amplificagdo que na fase exponencial ultrapassa o limiar de deteccdo (Cr),
permitindo a quantificacdo do material genético.

Fonte: A autora, 2018.

No inicio do desenvolvimento do kit, a sensibilidade do sistema foi avaliada, porém
para a validagdo é necessario analisar a reprodutibilidade desses resultados. Sendo assim, as
amostras que compdem a curva padrdo (1ng-1fg de DNA de M. leprae purificado e diluido
em DNA humano) foram analisadas em 8 replicatas em uma mesma placa de qPCR. Como
pode ser observado (Figura 24), houve reprodutibilidade da sensibilidade do sistema
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(deteccdo de até 1fg de DNA de M. leprae) para o alvo 16S no multiplex; j& o alvo 18S2 se
manteve constante como o esperado ja que o DNA de M. leprae foi diluido nas mesmas

concentracdes de DNA extraido a partir de amostra de sangue de individuo saudavel.

Figura 24 — Resultado de PCR em tempo real analisando amostras da curva padrdo em
replicatas demostrando a reprodutibilidade da sensibilidade obtida com o sistema

desenvolvido
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Nota: Grafico de amplificacdo (alvos 16S e 18S2) das amostras da curva padrdo em replicatas (8x) gerado pelo
software do equipamento ABI7500. No eixo y (ARn) observa-se a variacdo da fluorescéncia emitida e no
eixo x (Cycle) o nimero de ciclos da reacéo. O traco horizontal, com o valor de 0,15, representa o limiar
de deteccdo da fluorescéncia (Threshold). A quantidade de fluorescéncia obtida durante a reacdo de PCR
produz uma curva de amplificagdo que na fase exponencial ultrapassa o limiar de deteccdo (Cr),
permitindo a quantificacdo do material genético.

Fonte: A autora, 2018.

A (ltima etapa do projeto compreendeu a analise estatistica visando a comprovacéo da
eficiéncia do kit. Assim, seria possivel demonstrar que o sistema estaria apto a se tornar
padrdo ouro em diagnostico molecular de hanseniase e ser implementado nacionalmente.

Sendo assim, seguiram-se as avaliagdes finais com o sistema multiplex 16S + 18S2
(Figura 25). A andlise dos dados de cada ponto de diluicdo em sextuplicata foi realizada

considerando o desvio padrdo e a média de Ct no programa R por regressao linear.
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Figura 25 — Curva padréo e anélise de regressao linear para o multiplex 16S rRNA/18S2
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Nota: Resultados das amplificacbes por qPCR obtidos a partir das amostras da curva padrdo. Experimento
conduzido em sextuplicatas, utilizando as concentragcdes de 5ng a 5fg de DNA de M. leprae por reacéo
para os dois alvos (16S e 18S2). As curvas e a reta de regressao linear foram construidas pelo programa
R.

Fonte: A autora, 2018.

A eficiéncia do ensaio € constatada através da base no slope (inclinacdo da curva),
intercepcdo do eixo Y e coeficiente de correlacdo. Para a reagdo de PCR em tempo real a
eficiéncia ideal é de 100%, o que corresponde a um slope ou inclinacdo na curva de -3.32X
(Life Technologies™, 2012). A eficiéncia da reacdo deve variar entre 90-110%. Uma
eficiéncia acima de 110% significa amplificacdo além do esperado e abaixo de 90%,
amplificacdo menor do que esperado. A intercepcdo do eixo Y corresponde ao valor esperado
de Ct no eixo, caso 0 menor numero de copias alcancado no eixo X ocasione uma
amplificacio. E “teoricamente” associado ao limite da linearidade da reagdo, definindo o
menor numero de copias que pode ser fiavelmente quantificado. J& o valor de rho, que indica
a correlagéo entre o Ct e a concentracdo de DNA na reacdo, um valor mais proximode 1 é a
melhor correlagdo que pode ser observada.

Os parametros avaliados (curva padrdo e a regressao linear) para o sistema de gPCR
desenvolvido, mostraram que 0 mesmo é bastante eficiente no que se refere ao nivel de

amplificacdo dos alvos analisados. Isso pode ser constatado através dos valores de slope, bem
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proximos do ideal, pelos numeros do coeficiente de correlagdo e pelos altos valores de

eficiéncia de amplificagédo para os alvos 16S e 18S2 (Tabela 5).

Tabela 5 — Pardmetros considerados para a analise e os resultados obtidos através da curva

padréo para o sistema multiplex (16S + 18S2)

Multiplex Analise Fluorescéncia Slope Intercept rho Eficiéncia de

(Threshold) amplificacao
16S rRNA 0,61 -3,1 21,02 0,989 110,3%
16S + 18S2
18S2 0,17 -3,68 24,14 0,99 87,1%

Fonte: A autora, 2018.

Para determinar o ponto de corte, valor este que define um resultado positivo ou ndo
para hanseniase, utilizou-se uma Curva ROC (Receiver Operating Characteristic Curve). A
curva ROC analisa a sensibilidade do sistema versus a especificidade do mesmo.

A escolha do ponto de corte deve ser baseada em uma combinacdo Otima tanto da
sensibilidade quanto da especificidade, pois classificar um individuo como doente dado que
ele ndo é (falso positivo) e classificar um individuo como ndo doente dado que ele é (falso
negativo) pode acarretar problemas. Através da analise da curva ROC, foi definido que o
ponto de corte referente a combinacdo da sensibilidade e da especificidade é o que mais se

aproxima do canto superior esquerdo dos grafico abaixo (Figura 26).

Figura 26 — Curva ROC (Receiver Operating Characteristic curve) do alvo 16S rRNA
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Nota: Resultado da Curva ROC - Esta analise por meio de um método gréafico, permite estudar a variagao da
sensibilidade e especificidade, para diferentes valores de corte. No eixo y encontra-se o nivel de
sensibilidade (taxa de verdadeiro positivo) do teste (65,6%), ja no eixo x 0 quanto este é especifico (taxa
de falso positivo) (0%). A reta é a linha de referéncia e a curva - ROC - apresentou uma alta acuracia
(0,83) para o alvo bacteriano presente no sistema multiplex. O indice de Youden define o cut-off 6timo da
curva ROC (figura da direita).

Fonte: A autora, 2018.
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A sensibilidade analitica da PCR em tempo real foi avaliada através de 7
concentragOes (5ng; 500pg; 50pg; 5pg; 500fg; 50fg; 5fg), cada uma foi aplicada 6 vezes
(sextuplicata), sendo 0 mesmo tipo de ensaio repetido por 5 dias. Assim, cada concentracao
avaliada gerou um total de 30 amplificacdes. Para assegurar a qualidade dos experimentos foi
usado o mesmo lote de reagentes.

O ponto de corte que define pacientes com hanseniase dos individuos que néo
possuem a doenca para 0 multiplex desenvolvido nesse projeto foi de 0,149 para o alvo 16S
(Tabela 6).

Tabela 6 - Resultados obtidos a partir da arvore de decisdo gerada para o alvo bacteriano
presente no multiplex (16S + 18S2) e que devem ser usados como parametros para

o diagnostico de hanseniase

Alvo Ponto de corte  Sensibilidade  Especificidade Acurécia

16S 0,149 0,6562 1 0,828
Fonte: A autora, 2018.

Na padronizacdo da analise por qPCR foram definidos os valores de thresholds ideais
para serem considerados ap6s a amplificacdo utilizando as condicGes pré-estabelecidas no
presente estudo, ou seja, utilizacdo do Mastermix desenvolvido pelo IBMP e anélise na
plataforma em tempo real 7500 Standard®. Para o multiplex foram definidos os valores de
0,61 (16S) e 0,17 (18S2).

Os resultados obtidos nesse estudo indicam que os sistemas desenvolvidos sao

eficientes o bastante para serem utilizados no diagnéstico molecular da hanseniase.

5.3 Elaboracéo de um protocolo operacional padrao (POP)

Com o desenvolvimento de um sistema de diagnostico molecular para a hanseniase, a
elaboracdo de um protocolo operacional padrdo (POP) se faz extremamente necesséria para
que o mesmo possa ser utilizado em diferentes centros de referéncia. Assim, € possivel

controlar todas as etapas de execucdo e, dessa forma, garantir a sua reprodutibilidade no que
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se refere aos resultados. Nesse sentido, um POP foi elaborado contendo as informacdes de
todo o processo proposto nesse estudo para a realizacdo do diagndstico molecular para os

individuos com suspeita de hanseniase e seus contatos (APENDICE).
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6 DISCUSSAO

O controle da hanseniase apresenta alguns obstaculos para sua efetividade, mesmo
sendo uma doenca curavel. Ha a necessidade do desenvolvimento de estratégias adequadas
para a deteccdo e protecdo da populacdo suscetivel, especialmente para 0s contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase. Esse grupo é compreendido por toda e qualquer
pessoa que resida ou tenha residido com o doente nos ultimos cinco anos (GOULART et al.,
2008; DURAES et al., 2010).

Uma ampla variedade de fatores tem sido associada a hanseniase entre os contatos,
incluindo os fatores individuais, 0s socioecondmicos, 0s bioldgicos e os fatores
epidemioldgicos relacionados ao caso indice. Autores argumentam que, embora seja comum
associar o risco de contaminacdo ao grau de intimidade entre o paciente e o0 contato, outros
fatores compartilhados entre os individuos, incluindo o background genético, podem
contribuir para a infeccdo (dos SANTOS et al.,, 2013). Sendo assim, a vigilancia dos
individuos considerados contatos dos pacientes hansenianos é importante para a quebra da
cadeia epidemioldgica de transmissdo da hanseniase. Atividades de educacdo sobre a doenca
para o paciente, familia e comunidade, bem como o desenvolvimento de uma ferramenta para
o0 diagndstico precoce sdo as principais estratégias para o controle da enfermidade (SARNO et
al., 2012).

O diagnostico da hanseniase é majoritariamente clinico, porém, em alguns centros
de pesquisa e diagnostico, ele pode ser confirmado por evidéncias de bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR) em esfregacos de pele ou pela presenca de alteraces nas caracteristicas
histopatol6gicas nos nervos ou na pele. No entanto, os bacilos sdo raramente encontrados nas
formas paucibacilares (PB) desta doenca. Até o presente momento, nenhum sistema
considerado “padrdo-ouro” foi estabelecido para diagnosticar estes casos (BUHRER-
SEKULA et al., 2009; BARBIERI et al., 2014).

A Dbusca por um método preciso e eficaz que fosse capaz de diagnosticar 0s
pacientes paucibacilares e 0s contatos assintomaticos impulsionou diversos estudos. Os
resultados obtidos demonstraram que a PCR seria uma ferramenta importante e que poderia
ser usada para detectar o agente etiologico da doenca (MARTINEZ et al., 2011; REIS et al.,
2014; BARBIERI et al., 2014).

A metodologia de gPCR permite detectar e quantificar bacilos abaixo do limiar dos

resultados obtidos através do diagnostico microscépico. Sendo assim, deveria ser considerada



70

como método “padrdo-ouro” em laboratorios de referéncia para o diagndstico da hanseniase,
principalmente em regides endémicas.

Gama et al (2018) confirmaram o potencial significativo de qPCR para deteccdo de
DNA de M. leprae em casos de hanseniase com indice baciloscopico negativo e em contatos
domiciliares assintomaticos. Nesse estudo, foi observado que 25% (n=5) dos casos
considerados PB e 30% (n=3) de individuos identificados como MB que apresentaram 1B
negativo foram positivos para qPCR. No caso dos contatos domiciliares, embora todos
tenham sido considerados assintomaticos na avaliacdo clinica, 23,9% (n=27) demonstraram a
presenca de DNA bacilar em niveis semelhantes ao grupo de pacientes PB em amostras de
linfa coletadas do lébulo da orelha. A deteccdo de DNA nos contatos demonstra a transmissdo
da doenca nesse grupo.

Sabendo que a doenca tem um longo periodo de incubacdo e que os sintomas sdo
dificeis de detectar nos estagios iniciais da hanseniase, a vigilancia dos contatos domiciliares
com resultados positivos para qPCR é extremamente relevante.

Com o intuito de investigar a precisdo e a sensibilidade analitica da g°PCR em tempo
real o presente estudo foi conduzido. Principalmente porque em investigacdo similar realizada
anteriormente por integrantes do grupo (MARTINEZ et al., 2011), o desenho experimental
ndo contemplou o uso de um alvo como controle interno na reacdo. Além disso, ndo foram
feitas comparacdes entre os dois formatos (monoplex e multiplex) e nem mesmo avaliados o
uso de reagentes de origem comercial e homemade.

A técnica de gPCR é uma ferramenta molecular que vem mostrando seu poder de
aplicabilidade em diversos estudos, tanto pela sua significativa sensibilidade e quanto por sua
especificidade. Desta forma, seu emprego é essencial, notoriamente, em centros de referéncia
para apoiar o diagnoéstico individual e os programas de controle a curto e a longo prazos
(HOSSAIN et al., 2017; SIWAL et al., 2018). A técnica de gPCR vem sendo utilizada no
diagndstico de diversas doengas, como: zika (BONALDO et al., 2016); dengue (SHARMA et
al., 2018), tuberculose (DEMIRCI et al., 2018); HIV (TSANG et al., 2018); hepatite B e C
(ROCHA et al., 2018).

Nas doencas endémicas, individuos assintoméaticos ndo sdo, frequentemente,
identificados pela avaliacdo epidemioldgica realizada com métodos ndo moleculares. Assim,
estes podem se tornar reservatorios do agente etiologico e desta forma manter a cadeia de
transmissdo ativa (HATTA et al.,, 1995; BEYENE et al., 2003). Embora os custos
relacionados aos testes de diagndsticos moleculares ainda sejam altos, uma das vantagens que

deve ser considerada para a sua instituicdo estd relacionada a possibilidade de deteccao
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precoce de uma doenca, 0 que certamente proporcionaria uma reducédo dos custos referentes
ao tratamento.

Projetos semelhantes, no que se refere ao sistema de gPCR avaliado nessa
dissertacdo de mestrado, ja foram conduzidos pelo grupo colaborador (IBMP). O
desenvolvimento do sistema NAT (do inglés, Nucleic Acid Testing) comecou com um
consorcio entre trés instituicbes (Instituto de Tecnologia em Imunobiologia Bio-Manguinhos/
Fiocruz, Universidade Federal do Rio de Janeiro e o Instituto de Biologia Molecular do
Parana), com o propdsito de estimular a producdo de Kkits para diagndstico utilizando
reagentes nacionais, sendo coordenado pelo Ministério da Saide (ROCHA et al., 2018).

A eficiéncia do Mastermix brasileiro desenvolvido pelo IBMP e aprovado pela
ANVISA em 2010, tem sido comprovada em ensaios para a deteccao e discriminacdo de virus
como: o da imunodeficiéncia humana (HIV) e os das hepatites C (HCV) e B (ROCHA et al.,
2018). O desenvolvimento do kit NAT HIV/HCV trouxe varios beneficios para o Brasil,
como a implementacao de politicas focadas em pesquisa e desenvolvimento, a nacionalizacéo
da tecnologia e suprimentos, avanco tecnoldgico, instalagdes certificadas por boas préaticas de
fabricacdo, investimentos em competéncias de formacao, o desenvolvimento de méo-de-obra
qualificada, a redugdo da necessidade internacional em relacdo a testes de diagndstico e
suprimentos.

O sistema NAT brasileiro pode ser considerado um marco no diagndstico de triagem
de doencas infecciosas no Brasil (ROCHA et al., 2018). Através dele surgiu uma nova
vertente para alguns segmentos dos servi¢os de satde vinculados ao SUS com focos em acdes
preventivas na area de diagnostico. Com isso, a deteccdo de outros agentes causais de
doencas, como dengue, chikungunya e zika (BONALDO et al., 2016), tornou-se possivel.

No caso da hanseniase, estudos demostraram que é possivel usar a PCR em tempo
real (QPCR) para detectar M. leprae em diferentes amostras bioldgicas (GOULART et al.,
2007; STEINMANN et al., 2017). Todavia, ainda ndo existe um protocolo de consenso para a
deteccdo do agente etioldgico da doenca. Assim, o Laboratorio de Hanseniase (LAHAN) da
Fiocruz, juntamente com o Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP) elaboraram
uma proposta para o desenvolvimento e padronizagdo de um kit de diagndstico para a
hanseniase. Este foi desenhado para ser de facil execucdo, eficaz e composto por reagentes
nacionais, 0 que ocasionaria a reducgéo de custos.

Alguns conceitos e experimentos referenciados adotados pelo Food and Drug
Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) foram
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considerados para estabelecer 0s requisitos minimos para o desenvolvimento e a validacéo
dos procedimentos moleculares como teste de diagnostico da hanseniase.

O processo de fabricacdo de um kit para diagnostico in vitro comegca com a
pesquisa e seu desenvolvimento. Na etapa do desenvolvimento sdo definidas as quantidades
a serem acrescentadas de cada amostra, reagentes, condi¢cdes da reacdo e 0s equipamentos
utilizados (FERREIRA, 2005; de OLIVEIRA, 2015). Todas essas etapas foram realizadas
durante o andamento desse projeto e encontram-se descritas detalhadamente na forma de um
POP (Procedimento Operacional Padrdo), disponivel no material suplementar dessa
dissertacao.

O sistema de gPCR foi elaborado para a andlise de diferentes alvos
simultaneamente, sendo otimizado com primers e mastermix produzidos pelo IBMP. Durante
0 processo de desenvolvimento, foram testadas diferentes concentracdes de primers, sondas e
plataformas de PCR em tempo real (7500 e StepOne Plus).

E sabido que a principal desvantagem da utilizagdo de um sistema de gPCR como
diagnostico molecular é o seu custo, que, na maioria das vezes, ndo € acessivel para qualquer
laboratdrio. Todavia, o kit desenvolvido nesse projeto, por utilizar reagentes nacionais,
demonstra custos mais baixos. Assim, a sua utilizagdo na rotina diagnéstica torna-se viavel
em centros de referéncia em hanseniase no Brasil.

Estratégias sensiveis e precisas para a quantificacdo de patdgenos sdo desenvolvidas
utilizando um marcador para avaliar a eficacia do teste. A maioria das anélises realizadas por
PCR em tempo real usam plasmideos recombinantes como controle interno de amplificacéo
(IAC), que ¢ adicionado a cada amostra antes da extracdo de DNA (DUFFY et al., 2013).
Embora isso signifique uma melhoria na qualidade da qPCR para quantificacdo de DNA, essa
etapa é trabalhosa, j& que requer varios passos como: clonagem, purificacdo do DNA do
plasmideo, digestdio do plasmideo, quantificacdo, extracdo e andlise quantitativa
(McGUINNESS et al., 2009).

Todos esses pontos ndo sdo necessarios no sistema desenvolvido no presente estudo,
sendo esta uma outra vantagem do kit. O sistema foi elaborado num formato multiplex, onde é
possivel analisar na mesma reacdo um alvo especifico do bacilo (16S rRNA) e um alvo de
mamifero (18S2). Desta forma, o sistema tem como controle interno da reagdo um gene do
hospedeiro.

A vantagem de utilizar um gene como controle interno € que este funciona como
uma verificagdo do processo de extracdo e da prdpria reacdo. Assim, se 0 processo de

extracdo das amostras for controlado e eficiente, o nivel de deteccdo (valor de Ct) do alvo
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18S2 na PCR tem que ser o mais controlado/homogéneo possivel. J& o valor de Ct para o alvo
16S deve variar de acordo com a quantidade de DNA de M. leprae nas amostras analisadas, ja
que se utiliza a mesma quantidade de DNA total por reacao.

A andlise de amplificacdo génica realizada pela PCR em tempo real para diagndstico
de doencas pode ser avaliada utilizando duas formas de quantificagdo: a absoluta e a relativa.
Na quantificacdo relativa é avaliada a relagdo do Threshold Cycle (Ct) obtido nas amostras
dos pacientes em relacdo aos individuos saudaveis; ja na quantificacdo absoluta 0 nimero de
copias do gene de estudo € determinado através da curva de nimero de copias padrdo (de
SOUZA, 2007).

No caso da hanseniase, devido & dificuldade de entendimento do mecanismo de
infeccdo e ao amplo espectro da doenga, utiliza-se a analise absoluta como padrdo. Assim, o
desenvolvimento e padronizacdo do sistema de gPCR multiplex baseou-se na estratégia
TagMan, que é capaz de quantificar o nimero de genomas de M. leprae contido na amostra de
interesse. Isso foi possivel através da analise de regressdo linear baseada nos resultados
gerados pela curva padrdo, conforme descrito por Martinez et al (2011). A construcdo da
curva padrao é feita com amostras contendo concentracdes conhecidas do DNA alvo, que sdo
diluidas em série para a verificagdo do deslocamento dos Cts entre estas. Portanto, sua
avaliacdo é essencial, principalmente, em ensaios quantitativos.

No caso do agente etioldgico da hanseniase, que ndo é cultivavel in vitro e cuja
contagem da parasitemia ndo reflete o nimero de genomas presente na amostra, fica evidente
a necessidade do uso também de uma curva de diluicdo de DNA de M. leprae purificado.
Através dessa é possivel determinar a linearidade que se traduz na eficiéncia da reagdo, onde
cada cOpia representa um genoma, ou seja, realmente um bacilo.

A linearidade de um método analitico revela a habilidade do método produzir
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito numa dada faixa de aplicacéo.
Assim, é possivel verificar se existe uma relagdo linear entre os valores medidos e as
concentracdes dos padrbes de calibracdo. Em termos graficos, a linearidade do método pode
ser comprovada através do coeficiente de determinacéo (R?) da equagéo da reta de calibragéo
obtida, que reflete o grau de relacdo ou ligacdo entre as variaveis X (concentracdo) e Y
(resposta); considera-se o resultado de acordo com o valor de R? (ou rho), que deve estar o
mais proximo de 1. No caso do multiplex, o valor de rho foi de 0,99 para ambos os alvos.
Dessa maneira, foi constatado que o limite inferior de linearidade (valor maximo detectavel)
das curvas padréo seria de 3 copias/uL (ponto da curva:10fg/pL; Ct médio:38,5). Esse valor

possibilitaria a identificacdo dos individuos classificados como paucibacilares, ja que estes
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pacientes sdo de dificil diagndstico por apresentarem poucas lesdes e indice baciloscdpico
negativo.

A partir desses resultados foi desenvolvida uma planilha que permite fazer uma
associacdo entre o valor de Ct detectado e o numero de genomas de M. leprae na reacéo.
Sendo esse mais um importante resultado para a aplicacdo dessa ferramenta no diagndstico, ja
que de acordo com o nimero de genomas 0 médico terd mais um dado que podera auxiliar na
conduta clinica. Vale ressaltar, que um resultado de PCR determinado como “positivo” ou
“negativo” ndo € o suficiente em muitos casos para a definicdo do diagndstico. Em alguns
casos, como o0s de acompanhamento de pacientes e os de suspeita de recidiva, a informagéo
do nimero de genomas obtidos em diferentes momentos € bem util.

O processo de validacdo de um produto como esse tem por objetivos: i) assegurar
que as condicdes adequadas de exame e as instrucdes de uso estejam bem definidas; ii)
avaliar a dimensdo dos erros aleatorio e sistematico; iii) analisar seu desempenho quanto a
utilidade médica dos resultados obtidos; e iv) estabelecer as condi¢des ideais de uso. Além
disso, no processo inicial alguns parametros devem ser testados e ajustados, como a
sensibilidade, especificidade, limites de deteccdo, repetitividade, reprodutibilidade e
estabilidade (MOREIRA et al., 2013, 2017).

Na etapa de validacdo do kit de diagnostico de hanseniase foram analisadas a
sensibilidade, a especificidade, a repetitividade e a reprodutibilidade do sistema através da
avaliacdo de amostras de M. leprae purificado (para a construcdo de uma curva padrao),
amostras de pacientes com hanseniase confirmada, amostras de pacientes com outras
dermatoses e amostras contendo outras bactérias.

A anédlise de eficiéncia para os alvos da reacdo multiplex (16S e 18S2) foi de
rho=0,99. Resultado similar ao encontrado por Martinez et al (2011) quando analisaram 0
alvo 16S rRNA em reacdo monoplex. Isso demonstra que a adi¢cdo de mais um alvo na mesma
reacao nao gerou perda de eficiéncia para o alvo bacteriano no kit. Além disso, o0 alvo usado
como controle da reacdo foi tdo eficiente quanto o primeiro.

Quando o resultado obtido nesse trabalho foi analisado e comparado com o
encontrado por Martinez et al em 2011, maiores niveis de sensibilidade (0,65 > 0,50),
especificidade (1=1) e acurécia (0,82 > 0,75) para o alvo 16S foram encontrados na reagédo
multiplex desenvolvida. Esse resultado pode estar relacionado com a eficiéncia dos reagentes
produzidos pelo IBMP, ja que no inicio do desenvolvimento do kit, quando as amostras foram
analisadas com reagentes nacionais (IBMP) e comerciais (Applied Biosystems® / Biosearch

Technologies), houve maior eficiéncia na reacdo conduzida com esses reagentes.
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A etapa final da validacdo desse kit sera executada pela equipe de fabricacéo e
qualidade do IBMP. Trata-se da producdo de um lote piloto em escala real de producéo,
seguindo todas as orientacOes definidas para a producéo. Essa etapa servira para verificar se
0s procedimentos para a producdo e o processo de confeccdo estdo corretos e se 0s

resultados esperados serdo reproduzidos.
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CONCLUSOES:

a) nesse estudo foi desenvolvida e padronizada uma analise quantitativa por
PCR para o diagnostico de hanseniase;

b) a anélise demonstrou resultado robusto, capaz de estimar a quantidade de
bacilos presentes em amostras (analise quantitativa) e ndo apenas detectar
ou ndo DNA de M. leprae nas mesmas (analise qualitativa);

c) os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o sistema desenvolvido
pode efetivamente contribuir para:

- 0 diagndstico precoce e eficiente da hanseniase;
- auxiliar na compreensdo dos grupos que apresentam risco maior de
contrair a enfermidade;

- uma melhora no quadro epidemiolégico da hanseniase no Brasil.
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1. OBJETIVD GERAL
Este procedimento operacional padrio (POP) tem como objetivo: Estabelecer & defimir
03 procedimentos necessanos ufihizados na rotina do diagnestico molecular realizada no
Laboratorio de Hanseniase (LAHAMN) - 5ala 19 - IOC/TFIOCRUZ.
1.1, Objetivos Especificos

- Estabelecer o5 procedimentos para o recebimento, o transporte, o armazenamento & 3
dismbwgdo do material tclogico (sangue, raspado dérmuco, bidpsias de pele & mervo)
provenentes de pacientes hansemanos, susperfos paucibacilares & de seus respectvos
contatos atendidos no Ambulatério Souza Aramjo / ASA;

- Estabelecer os procedimentos mecessanos para a extracio de matenal gendmico
(DMATFMA) a partr de diferentes amostras brologicas;

- Estabalacer a metodoloma de amphficagio de DNABRNA por FCR em tempo real para
deteccdo e fou quanhficacio de Mycobacterium lapras;

- Estabelacer oz procedimentos necessanos para a anzhse & hiberacio dos resultzdos
obtidos, possibilitando assom uwm diagnostco complementar para a hanseniasze.

CAMPO DE APLICACAO
Este POP aphica-se 3 amostras biologicas omundas do Ambulatémo Souza Aramo

(ASA) e ammarenadas no Laboratono de HansemdasePatologia, ambos locas
prestadores de servigo publico de Beferéncia Internacional em Hanseniase.
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3, SIGLAS / DEFINICOES

Meste POP s3o adotadas as seguintes siglas e defimedes:
FIOCEUZ FundagSo Oswalde Cruz
I0C Institute Oswalds Cruz
ASA Ambulatone Souza Aramo
LAHAN Laboratonie de Hanseniase
POP Procedimento Cperacional Padrdo
BCR Feacio em cadeia da polimerase
M Mistura dos reagentes para PCR
DMNA Acido desoxmribonueléico
ENA Acido nbonucléco
M lepras Mycobacterium leprae
PB Pacientes paucibacilares
PBS5 Tampéo Fosfato-Saline
HEI Mumero de registro do mdrviduo
HNEA Mumero de registro de amostra coletada
GAL Gerenciador de Ambisnte Laboratonal

4. RESPONSABILIDADES
4.1, Profizsionaiz do ASA
a) Eeceber, conferr e identificar as amostras;
b} Emwtr o nimero de Registro do individuo no ato da enfrada (NEI);
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¢} Eoufir o nimmero de Fegistro da amostra coletada (WEA);
d) Fezhzar o cadastro da requsigdo do exame do pacienfe no zstema de gerenciador
de Ambiente Laboratorial (GAL).

4.2, Profissionais do LATHAN

a) Receber, conferir, assinar o livio de recelndo, transportar as amestras do ASA até o
LAHAN e acondiciona-las em freezers (-20°C) localizados no comedor em frente a
sala 19 - TAHAN;

b} Extrair o DMNA & ENA a partir de diferentes amostras biologicas;

c) Amplificar o DNA e'ou ENA por PCE em tempo real;

d} Anabsar oz resultados obhidos;

2) Liberar os resultados (positive ou megatve para hansendaze) para os profissionzis do
ASA,

f) Imsenir o5 dados da confomacio (posiivo/megatrvo) para hanseniase no sistema
GAL, assim como o pimero de genomzs encontrado.

= FROCEDIAMENTO

5.1 Conferencia e Recebimento das Amostras

511, Atuzlmente oz profissionais Valcemur Franga, Suelen Moreia & Femanda Manta
(LAHAN / sala 19) s30 o5 responsavels por receber as amostras de sangue e raspado
miradémmuce. (s profissionais Damel Chaves, Adelaide Amorim e Vinia Valentim
(LAHAN f sala 7) 530 o5 responsavelrs pelo recebmmento de amostras de bidpsias de pels
e de pervo. Cuande howver mecessidade, & sob a onentagdo do grupo do LAHAN,
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algumas amestras de raspado dérmmico e'ou bidpsias de pele efou pervo serdo sohertadas
para o ensalo de PCE em tempo real de acordo com o projeto;

512 Ho ato de recebumento das amostras, serdo observadas as fichas de requusicdo de exames
e a1dentficacdo das mesmas;

513, A conferéncia do maternal lmelogico & realizada na sala de recebimenio de amostras. As
amostras nio devem ser abertas neste local;

514, Chualquer discrepancia 1denhficada na conferéncia deve ser regmistrada no formulano de
Begistro de discrepancia no recebimento (Anexo 1)

51.5. Caso a amostra chegue em uma embalagem especial (exemplo: camxa termuca), o
responsavel pelo recebimento das amestras deve identificar o involucro com um nimero
de regisiro diferenciado, sem danifica-lo, para o caso do cliente solicitar a devolugio da
embalagem

5.1 Identificacio da amostra

511, Cada embalagem e'ou caixa a'ou fasco e'ou amostra recebe 3 1dentificacdo do mumero
de regiztro escnto a tmta (Caneta esferografica, ndrocor, Piloto) ou quande apropniado
atraves de uma etiqueta ou fita;

511, Esta identificacio deve ser mantida, dentro do possivel, durante todo o mamiselc da
amostra no LAHAN até o sen descarte.

5.3, Armazenamento

531, Az amostras devemn ser manhdas & armarenadas nas condigdes defimdas. Tais condigdes
estio descmtas no respectivo manuzl de coleta do LAHAN (zendo estas diferenciadas de
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5.4.1.

£.4.1,

5.4.3.

5.4.4.
5.4.5,

acordo com o tpo de amostras e o tipo de analises que serdo realizadas) e devem ser
obedecidas logo apos o matenal ter sido 1dentificado com o pimero de enfrada ambuwido
no ato da conferéncia da amostra.

Livro de registro de amostras da sala 19 - LAHAN

O Inmo de registro de amostras & o documento principal para a rastreabilidade do
material e dos ensaios realizados;

Mo livro de remistro de amostra 530 inseridos os dados da amostra desde o recebimento
até os resultados dos ensalos/exames realizados;

(s dados referentes a enfrada das amostras s3o preenchidos pelos profissionals do ASA
Apos o recebimento das amostras pelos profissionms do LAHAN, o5 dados sio
atualizados pelos mesmos no livro de remstm;

0 caderno de entrada deve ser mantido anquivadeo por periodo indetermanado;

Az informagdes existenfes no livto de remstro de amostra 3o as sepmintes:
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Preenchimento do Linmo de registro de amostras
Desencdo Como Cruann Cruando
Do campo
H°. remstro da |MNumero do registro da amostra Fesponsavel pela|Data de
amostra (NEA) |MNumero que micia com o ano segudo | conferéncia recebmmento da
por mars quatro digitos sequenciais. amostra
Ex - 20180001, 20184752
Diata do registro |Diata do registro da amosta oun do
recebimento da amostra
Identificacio do |Mome, sexo, 1dade
paciente
Material Tipo da amostra (ex: hiopsia de pels,
biopsia de nervo, raspado inhadérmmeo)
Data da coleta  |Data da coleta da amosira
Data entrega Data da entrega do resultado
PCR Ozl alvo analisado?
Fesultado Positvo ou negativo? Profissional do|Apos a
Encaminh. para |Para quem o resultado foi encaminhade | LAHAN realizagic  do
Responsavel Eesponsavel pelo encaminhamento do | Chefia do | exame
resultado (lauds) LAHAN
5.4.6. Mezmo que a decis3o final seja de ndo rezhizar o ensaio/exames, por qualquer motivo,
deve ser registrada a entrada da amostra ne Invro de registro de amostha.
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5.5, Protocolo de Enzaio

£51.  Os dados ongmais ou leitoras das medicdes devem ser registrades em wm formulirio
denominzado “protocolo de ensaie” especifico para cada ensaio;

5.5.1, s protocolos devem ser mubncados e datados pelo profissional que rezhizou o
ensalo/exame & caso haja qualquer caleulo ou treansferéncia de dades do protocelo ha a
necessidade de um semmdo profizsional do laboratorio confernr ou analizar cnticamente;

553, Informaches minimas que devem confer os protocolos de ensano:

a) Mumero do regrstro;

b) Dados onginais;

¢} Procedimento do ensaro/metodologia;

d) Diata ou periedo de ealizagdo do ensao/exame;

g} Chaem reahizou o ensare (rubniea e data);

f) Chuem conferiu ou analison enficamente o protocolo (rubnica e data)
£) Resultados dos ensaios.

554, Caso a chefia do Laboratonio desejar amexar ou adicionar requizitos ou metodologmas
especificas definidzs pelo chente, pode ser whlhizade parz este fim, o campo de
"observacbes” do protocolo ou um anexo que devera ser grampeado Do mesmo
formmlarie.
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5.

f.1.

6.3,

7.

7.1

AFMAZENAMENTO DAS AMOSTEAS

Sangue
Az amostras de sanpue serdo amezenzdas a - 20°C em freezer até o seu processamento.

Eazpado Dérmico
Az amostras de raspado infradéermmcs serdao armarenadas a - 20°C em freezer até o seu

processamento.

Biopsiaz de Pele & Nervo

As amostras de bidpsia de pele conservadas em etancl 70% serdo armazenadas a -20°C
em freezer até o sen processamente. Az demans iopsias de pele e as de nerve deverdo
ficar aamazenadas em fresrer - 30°C ouem mbrogemo liqudo ate sen proceszamento.

EXTRACAO DE DNA/RNA

Materiaiz necessarios para a execucio do procedimento:

* Cenhifuga climea;

*  Banho Seco ou Estufa;

* Pipetas awtomaticas;

* Ponterras 1 0ul, 200l e 1000ul;
* Tubos Eppendorf 1,5/ 2mL;

* Livas;

* PES 1X esténl, pH 7.4;
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* Ftanol absoluto;

* Isopropancl;

*  Cloroformmo;

* Trizol;

* Tampdoc TnsEDTA;

* Tubos para FastPrep® - Ly=mg Maimx B (1PBio);
¢ Egwpamento FastPrep® (MPBiomedicals);

* Ejr Deasy Blood and Tissue QLAGEN.

Sangue:

Obzervacio: Previzamente preparar e rofular fubos noves de 1.5 a2 2 ml pam o
processaments das amoshas. Este procedimento & vahde em todas as etapas da
extragio.

1%} Para Samngue com eritrocitos naoe nucleados: Ppetar 20 pl de protemaszes K em um
tubo de oucrecentrifupz de 1.5 ou 2 ml. Adiomar 30 — 100 pl de sangue
anticoagulado. Amstar o vohme para 220 pl com PBS 17X, Contmuar para o passo 2;
1"} Para Sangue mcleado: Pipetar 20 ul de proteinase K em um tubo de microcentrifuga
de 1.5 ou 2 ml. Adicsonar 5 — 10 pl de sangue anhicoagulado. Ajustar o volume para
220 pl com PBS 1X. Confimuar para o passo 2;

) Adievonzr 200 pl do tamp3o AL para a hse de hemacias. Homogeneizar no vortex
por 155 e meubar a 56°C por 1 hora. Homogeneizar no vortex uma vez a amosira
duranfe a incubagdo;

3) Adicronar 200 L de etanel (96-100%). Homogenetzar no vortex por 15s;
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4) Pipetar a mustura em uma mim coluna com seu respective tubo coletor de 2ml
{fornecidos pelo kit DMNeasy Blood and Tissue QLAGEN);

) Centmfugar a =8000 rpm (6000 x g) por | numto. Bepefir a centnfugacdo por mais 1
minute. Descartar o tubo coletor que recebeu o fudo;

&) Acoplar 2 coluna em wn nove tubo coletor de 2 ml.. Adwronar 500 pl de tzmpao
AW para lavagem (desnatwacdo de protemas). Centnfugar por | munufoa =E8000 mpm
(6000 x g). Descartar o tubo coletor com o fludo;

Obs.: Os tampodes AW e AW?2 s30 fomecidos concentrados. Antes de uhliza-los pela
primelra vez, adicionar o volome necessano de etamel (96-100%2), conforme indicado
oo frasco.

T} Acoplar outro fubo colefor na cohma, adicionar 500 pl do tampdc AW?2 paa
lavagem (remocio de sais). Centnfogar por 3 mumutos a 14000 mpm 20000 x Z).
Descartar o tubo coletor com o flndo;

&) Tramsfenr a coluna para um nowo tubo de 1,5 2 2 ml & adicionar 100 pl. do tampdo
AFE parz ehngdo. Incubar de § a 10 mumitos a temperstura ambiente & cenfrifugar por 1
mimto @ =S000 rpm.

Obs.: Becomenda-se repefir 2 etapa (8) uhlizando oufro tubo, para malor rendimento
do DMNA.

Dbz Os tampoes AW & AW2 sio formecidos concentrados. Antes de utliza-los pela
primelra vez, adicione o volune necessano de etanol (96-100%), confonme mdicado no
frasca.
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7.3 Raszpado Dérmico:

1} Centifurar a ameostra a 2000 rpm por 10 munates (0000 x g), descartar o
sobrenadante e dercar secar a temperatura ambiente de 20 - 30 monutos. Se necessano,
secar 3 3TC da 10 - 15 punatos em banho secolestufa;

2) Pipetar 20 pl. de proteinase K para degradacio das proteinas (mafrva as nucleases
que degradam o DNA) no propno tubo da amestra. Ajustar o volome para 220 pl. com
PBS 1X, que & um tampdo de lavagem celular que ajuda a monter o pH do meio
constante;

3) Adieronar 200 pl. do tampde AL para a lise da hemarias. Homogenerzar no vortex
por 15z e mmeubar a 36°C por 1 hora. Dhorante a meubagdo, a amostra devera ser
bomogeneizada uma ver em vortex;

) Adicionar 200 pL de stanel (36-100%). Homogenetzar no vortex por 155, Diar um
s

5) Transferr a mishwa para uma pum coluna com sen respectivo tubo coletor de 2 ml.
{fornecidos pelo kif DNeasy Blood and Tissue QLAGEN). Cenmfugar a =8000 pm
(6000 x g) por | minute. Descartar o tuboe coletor que receben o fimdo;

&) Acoplar a cohma em wm fube novo coletor de 2 ml.. Adieronar 500 pl de tampao
AW pama lavagem (desmatwragio de protemas). Centnfugar por 1 munute a =8000 rpm.
Descartar o fubo coletor com o fludo;

T} Acoplar outro tubo coletor na coluna, adiciomar 500 pl do tampac AW2 para
Lvagem (remocdo de sas). Centnfurar por 3 mumubes a 14000 rpom (20000 x g2).
Descartar o fubo coletor com o flmdo;

Ohs.: Remova a cohma cwdadosaments sem que ela entre em contato com o fludo.
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B) Transfenr a coluna para wm tubo nove de 1.5 a 2 ml. devidamente 1dentificado.
Adicionar 100 pL do tampde AE para ehngio diretamente sobre a membrana. Incubar
de 5 a 10 minutes a temperatura ambiente & centmfugar por 1 momuto a =8000rpom.
Dbs.: Fecomenda-se repetir esta etapa (B) uhhrando outro tubo para maror rendimento
do DMA.
7.4, Biopsia de Pele:

1) Pesar cada tecido e anotar no cadermno de protocole (opelonall);

2) Cortar o tecido (com liming de bistun) em pedacos bem pequencs e coloca-los em
tubos de 1,5 2 2 ml. Adicionar 180 pl de tampde ATL para lise de tecido;

3) Pipetar 20 pl. de proteinzse K para desradacio das proteinas (nafrva as nucleases
que degradam o DIMA) no proprio fubo da amostra. Homogeneizar no vortex por 155
meubar a 56°C por 3 hores ou ate que o tecido esteja completamente hsado.
Homogensizar 3 amosta no vortex a cada uma hora durante o penodo de meubagdo;
Obsz.: O tempo de hse pode vanar de acordo com o fipo de tecido. A hse completa pode
ocorrer de 1 a3 horas, ja para os tecidos mais ngidos de 6 a § horas.

4) Homogeneizar po vortex por 153, Adieionar 200 pl. do tampao Al para a hise de
cehnlaz. Homogeneizar no vortex. Incubar a 36°C por 10 mumtos. Depoes, adicionar
200 pl de etanol (96-100%). Homogeneirar no vortex. Diar um spin;
ﬂﬂ:ls.:Easmiﬁalqueaamrh:,ummpﬁnﬁieuennulsejammjshuﬁm
mediztamente & homogeneizados mo vortex ou por pipetagem para produzir uma

solugdo homogénea.
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5) Pipetar a mistura da etapa antenior (4) para uma mom colima DNeasy com um tubo
coletor de 2 ml. Centnfugar a =8000rpo (8000 x g) por 1 muwuto. Descartar ¢ tubo
coletor que receben o fimde. Repetir 2 centnfugacao;

&) Acoplar a coluna em wm nove tubo coletor de 2 ml. Adweionar 500 pl de tampao
AW parz lavapem (desmatwacio de protemas). Centmfugar por | mmuto 3 28000 rpm.
Descartar o tubo coletor com o flndo;

T Acoplar outro tubo coletor na coluna, adicionar 500 pl. do ftampdc AW?2 para
lavagem (memocdo de saws). Centmifupar por 3 muoufes 3 14000 rpoa (20000 x g).
Descartar o tobo coletor com o flmde.

bz : Remova a cohma cwdadosaments sem que ela entre am contato com o fhndo.

£} Tramsferr a coluna para um novo tubo de 1.5 a 2 ml. {devidamente idenhficado) e
adicionar 100 pl. do tampdo AE para ehngde diretamente sobre 3 membrana. Incubar
de 5 a 10 miputes a temperatura ambienie & cenmfugar por | pinuto a =8000 rpm.
(Ohz.: Recomends-se repeir esta etapa (£} para maror rendimento do DNA.

Biopsia de Nervo:

Protocole de Extracio de ENA com reagente TRIzol™*

Obs.- E mmprescindivel, limpar a capela e todos os materials que serdo uwhhzados com
etanol 70%: e dexxar a UV hgada por pelo menos 15 minutes anfes de miciar a extracao.

- Separacio de Faze:

1) Identificar oz tubos de 1,5 ml. que serdo uhlizados & adicionar 1 ml. de Tnzol (reagente que
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5} Centnfugar a 12000 xg por 15 man a 4°C.

restos celulares (fase orgamea infenor).

Precipitacio do BENA

mantes a 4°C;

tubo;

rompe 25 celulas e mantémy a mtegridade do BMA);

2} Eapidamente fragmentar a biopsia de pervo com linuma de bistun ou macerar e transfenr o
material para o tubo contends Trnzol Dercar a temperatura ambents por 3 minutos;

3} Trapsfenr todo o matenal para tubos de FastPrep & homogenaizar 2 uma velocidade de 6,5
m's por 45 seg. Posteriornmente, colocar o tubo em gelo hidneo;
Ohs: Promover o resfriamento da centrifuga (4°C).

4) Adieionar 200 L de cloroformmuo on cloroformmo: aleool 1soamthes 24:1 (separara a solugio

em fase aquosa e organica, sendo que o BENA permanece na fase aquosa). Agfar a mao ate
obter uma consisténcia leitosa (15-20 sag) e deixar por 5 mun a temperatura ambiente;

6} Adicionar 300 puL de Isopropanol (precipitzrd o EMNA) em outre tubo de 1,5 ml. e transfanr
o sobrenadante (fase aquosa supenor ~200 pl. contendo ENA) para este novo tubo. Agtar
mnnito bem Mute cuidade para ndo eoletar o DNA (fase intermediina), nem proteinas e

T} Messa etapa, as amostras podem ser ammarenadas a -707 por no minme 30 min oo - 2000
cvermight Para ammazenamento mator que 1 dia, dexar a - T0°C;
8} Ao retirar do freszer, adicionar 1ml. de Glyeoblue (corante amml que é utlizado como co-
precipitante de acido nucleico) em cada tubo de amosta e centnfugar a 12000kg por 20

91 Descartar o sobrenadante ufihzando-se a bomba de vacuo e uma pipeta Pastewr com ponta
fina {ou com uma ponteira de 10 pl), tomar cudado para ndo sugar o pellsf, ou vertendo o
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10} Adveromar 500 pl. de etancl 75% (removera os residuos de sais) e mustorar por mversao 1 -
2 vezes sem dissclver o peller. Centiifugar a 10000 xz por 10 nunutos a 4°C.

11} Desprerar o sobrenadante com a bomba de vacuo ou vertendo o tubo. Dierxar secar por 5 —
10 nurmtos até que nio terha resquicio residual de etano] no fube;

[Fezznspenzio do ENA

17) Ressuspender o RNA em HyO RF ou tamp3o NaZHPO4 ou TE (5 mM Tris, 0.1 mM EDTA
_pHE-85RF)

Oz - Pode-se, opoionalmente, mewbar o EMNA com wn dos tampdes a 80°C por 5 - 10oun para
[facilitzr 3 ressuspensao.

[Extracio de DNA com Trizel

(A partir da fase orgamica apos 3 extracao do KMA)
Apos 3 extragdo do RNA, 0 DNA na presente fase fendhica e mierfaze pode ser 1solado.

[Primeira etapa:

1) Ne propro tubo do FastPrep adicionar 100 pL de TE (200 mM Tris e 5 mM EDTA) & 150
pL de eloroformis ou cloroformie: aleool soamalico (24:1) 2 faze crgimca remanescents
aphs a extragio do EMNA.

2y Centmfugar a 12000 rpom (14000 x =) por 10 min a temperatura ambiente;

3) Transfenr a faze aguosa para wm novo tubo (~130 pl). Adicionar 300 pL {ou 2x o volume)
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de 1zopropanol. Mishwar gentilmente;

Sezunda etapa:

N I

4°C;

ambiente;

3) Esperar descongelar o matenal e adicionar 1 pl. de Ghyeoblhoe;
Centmfugar 2 12000 rpm (14000 x £} por 30 min a temperatura ambients;
Verter o matenial e adieronar 300 pl. de etanol 75%. Centrifugzr a 12000 rpm por 15 min 2

4) Preapitar o DMNA duwrante a notte a 4°C ou por pelo menos 4 horas a - 20°C;

8) Desprerar o schrenadante e demar o pellet secar completaments 2 temperatura

9) PRessuspender o DNA 20 - 30 pl de TE (5 mM Tns e 0,1 mM EDTA). O velume de
ressuspensio dependera do tamanho do peller resultante.
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8.

9.

QUANTIFICACAD DE DNA:

Para realizar a quantificagdo de acidos mucleicos, uhhiza-ze o equpamento NanolhopE.
Este deverd ser hpado juntamente com o computador a ele acoplado. O programa “HD-
1000 V3IE1™ devera ser abarto e a oppie “Cluanfificagio de amdos nucléicos™
selecionada. Antes da gquantificagde de DMA, 1 pl de azua devera ser whlizado para
zerar o aparelhn, apos essa medigio, o branco da quanhficacio & defimde ataves da
anahize de lul da mesma solucdo em que esta o DNA a ser quantificado. Defininds o
brance, mea-se a medigio da quantidade de DNA das amostras, sempre uhlhrzands o

vohme de | pl. O aparelho devera ser hmpo coms lenco de papel entre as medigdes.

DIAGNOSTICO MOLECULAR:

2.1 PCE em tempo real:

1} Fazer um mapa da placa de acordo com a localizacdo das amostras (o exemplo do
modelo de placa se encontra no final desse protocolo — anexe 1);

2y Em fluxo lammar ao abnigo de luz, preparar o mux. O volume de mux utilizado por
reacio € de 10,83l dos quans 8,33l 3o compostos pelos reagentes da meagio-
mux (fampdo TagMan master o, pronto para uso), 235 ol do primer senso, 25 oM
do primer anti-senso & 10 oM da sonda para o alve 165 rBENA: ja no case do alvo
1852, s3o0 whlizados 10 oM do primer senso, 10 oM do primer anti-senso e 5 oM da
zonda flucrogémca, Dhaante todo o procediments o tubo contendo os diferentes

reagentes devera ser envelvido em papel ahumino, pois a sonda @ fotossensivel.
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4

Obs.: Fazer os calculos para além do mimero de amostras que serdo avaliadss (pelo menos
§ amostras 3 mais), incluinds também os controles da amplificacdo. O caloule extra de
aMOSITAS SETVIra para evitar a falta de reagentes em caso de erros de pipetagem on de
pipetas com problemas de calibragao.

3) A concentragio final de DMNA whlizada na reagdo & de 50ng. O volume de reacio da

PCER & de 25pL (DA + HyO + Mix), sendo 10.83ul do mix adqundo pronto para
uso. Os 14 2ul restantes serdo consttuides por amostra de DNA e agua. Para saber
as quanfidades de agua e de DMA mecessanos, drnde-se 50ng (concentracdo
desejada) por “H7 (concentracio de DNA obhida pelo equipaments Nanodrop). O
valor obtido devera ser dimimnide de 14 2l sendo o resultado o vohume de H20 a
ser apheado. Exemplos:

Amastra 1: Tog/ul (30eg <7 ="7,1pL de DNA + 7.1 pl. de 3gua)

Amosira 2: 23ng/pL (50ng +23=22 pl de DNA + 12 ul de agua)

Amosira 3: Sog/ul (30og +~ 5= 10 pL de DNA + 4.2 ul. de agua)

O mux para a amplificacio devera ser distibuido em todos os pocos da placa, onde
posteniormente serac aplicadas as amostras, os controles positives (C+ e O+ DA
bumano) e negatives (H20 e C-). A distnbuigdo dos reapentes devera ser feita com
o auxilio de uma pipeta (podendo ser mmlhcanal) ajustada para wm vohome de 108
pL. Dreve-se evitar a formacio de bolhas durante esta efapa.

Obs.: Hi 3 necessidade de duas capelss para montagem da PCE. A primeira capela a ser
utilizads € 2 denorinads de “limpa”, nesss sera preparade o mix (Masfermiy, primers,
sondas e agua)) que sera distribmido na placa. A outra capela, chamads de “suja”, & o local
onde sera aplicado o vohmme de DMA de cads amostra. Durante todo o processo devera ser
tomado o cuidado devido para ndo contaminar o experimento.

Obs.: Apos a aplicagio do mix, os pogos do controle negative (H11 e H12) deverio ser
vedados com sfrip (fampa optica) antes de a placa ir para a capels suja, pois estes serdo o
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da PCE_

inplicata;

processo de amphificacao.

confroles de contamimacio dos reagentes (Mastermix, primers & sondas) que estio no mix

5) Remowver a tampa optca da placa, adicionar o volume necessano de cada amostra de
DHMHA e homogeneizar o matenal com o mix que ja s encontra no pogo. Cada
amostra  devera ser avaliada em tplhiecata, homogenerzando cada pogo
individualmente As pontenras uhlizadas para a aphcagdo de matenal deverdio ser
trocadas para cada ameostra, melusive para of expenmentos conduzidos em

6) Por oliimo devem ser aplicados os conbtroles positives: 1) DMHA de M lspras
puntficado (1 pl. da amosta / = 5oz de DNA); 1) amostra positiva de paciente
hansemano (1 pl. da amostra / = Sng de DAY,

Ti Apos a stapa de apheagdo de amostras contendo DMNA a tampa que wveda os
confroles megatvos devera ser remwoida com mnto cmdado para  que,
postennorments, 3 placa seja sslada com adesivo optico & centrifugada por 30
segundos em  velocidade maoma. Enquanto & mealizada a programacgio do
termociclador, a placa deverd ser mantida em gelo & cobertz com papel alominio.
Apos o ajuste, o matenal devera ser submetdo ac equipamenio para execucio do

109



I ) Misistésio da Saide

TPl e

Latsorantra: de Hinsenisse

J A bl Soniaa A

{ Av. Braxil, 4365 - Masguisho

3 FI040-00 = Fas de Jansirn /R = BRASIL
Ted: (1) 25&2-155&

REVIZAD FAGELA CODIED
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAC 00 272137 | | POP — LAHAN —
AOP 013
TITULD ,
DIAGHNOSTICO MOLECULAR
|1[I-. PRI‘.]-EHAB;L{{;ED DDy TERMOCICLADOR 7500 REAIL-TIME PCE SYSTEM

(Applied BiosystemszE)
Ligar a maquma de PCE 7500 (clicando no botio que se encontra na parte de tras da
maqunz) e o computador acoplado 20 equpamento.

Selecionar o icone 7300 Spstem Sgffware (abaxo), locahrado na area de trabalbo do
computador. Fazer logim como GUEST e clicar sm “ok™.

Tologin ko the s ofbware, eifhar

Laoginas =<1 10 109 In anonymously, or
wr lisl, or enter a new
name n tha hald then dick “LK."

Uzer Nams
[ovviiven
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Apos a imiciar o seftware, clicar no icone Advanced Setup (zbaixo) e preencher os
campos necessanos para identificagio do expenmento.

Run Analyse

Ao abnr a janelz (abaixo). na aba Setup, subpasta Experiment Properties, no campo
Experiment Name: nomear a placa com todas as mmformagfes necessarias para uma
rapida busca e identificacdo da reagio. Exemplo: PLACA 1_ALVOS 300{_TIPO DE
AMOSTRA 3000_ DATA 300X, onde “300{" devera ser substituido pela informacio
acerca dos alvos utihzados (16S e 18S2). pelo tipo de amostra avahada (raspado
démmico (RD), biopsia de pele (BP) ou bidpsia de nervo (BN)) e pela data (10012018)
de execugido do experimento.
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Em segmda, devem ser selecionadas as abas 7200 (26 Wells), Quantitation -
Comparative Ct (AACY), Taghlan®E Eeagent: & Standard (~ 2 hours to complate a

run) para o tpo de comda que sera reahzada,
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Amda na aba SETUP, clicar na promma subpasta Plate Setup, na aba Define Targets
and Samples, na opgio Define Targets, adicionar os alvos na opgio “Target Name",
lembrando de especificar o fluorofore de cadz wm (165 FAM e 1852 VIC, por
exemplo). Ma opcao ao lado dwerto em Define Samples, chear em “Add New Sample™
de acordo com o mimero de amostzas, sem esquecer dos controles. Adicionar as
identificacdes das amestas na opgie “Sample 1, 2, 3.7 Sample sHo 2z amostras
analisadas de 1 (Ha0) a 29, os pogos HT e HS s3o os controles positives (C+), H9 e H10
oz controles de DMNA bowano (C+ DNA lumanc) e es pocos H1l & H12 =30 os
controles negatives (C-). Lembrando que, sample 1 (H20) sera sempre usada com agua
pura + mix de reagentes, esse funclonara como wm controle para venficacio de wma
possivel contarmnacio por pipetagem na montagem da placa.
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Amda na aba SETUP, na subpasta Plate Setup, clicar na aba Assing Target: and
Samplesz & na subpasta View Plate Lavout, marcar os pogos em friplicata (A1, A2 A3)

& adicionar as identificagdes das amostras que se encontram em “Assign sample (s) to

the selected wells”. Fazer o mesmo para toda 2 placa, de acords eom o modelos
desenhado para o expenments (exemplo abarxo). Em sepuda, selecionar toda 3 placa e
em “Assign target (5) to the selected wrells”, marear o5 alves/sondas whhzados (165 &
1852, por exemplo) em “Assign”. Venficar se todos os pocos estio assinalades como

L'“'|lI1:|l‘.J:|£|'|:'|.rn“. Selecionar os controles negativos (pogos HI1 & H12) no modelo da

placa e clicar na cai:a&emarcaﬁnmmum@ “Megatrve Control”, na opgao “Task™,

para os deis alves (165 & 1852).
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Amda na aba SETUP, na subpasta Run Method, na aba Graphical View adicionar o
vohmme final da reacio (23 pL) no campo “Reaction Volume Per Wall™ Verificar se os
dados dos ciclos de amplhficacio estio de acorde com as mformactes que segnem-
S0°C por 2 munuies e 95°C por 10 munuios, segnda de 40 cicles de 95°C por 13
segundos & 60°C por | minuto uhlizands o sistema PCR em fempo real (Apphed

Biosysters®). Além disso, venficar se o icone de coleta de dados ( } esta
habibitzdo na temperatura de &0°C por 1 ounute, pois & neste passe que sera fata a
captura da fluorescéncia dals) sondais) uhlizadals) no teste. Lembrando que todos os

oufros icones de coleta de dados dewem estar desabilitados ( ) para a5 demais
temperaturas que fazem parte do ciclo de amplificaczo.
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Ha aba Save, clicar em Save As e executar a agdo em sua pasta (caso anda n3o tenha
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A placa devera ser msenida na posigio correta na magquna, atraves do encame da parte
superior esquerda na posigio Al Postenormmente, a gaveta confendo a placa para a
analise devera ser fechada cometaments.

Clicar no icone Start Kun para iniciar o processo

START RUN

Ao final do expenimento, chear em Save, abor a gaveta para a remogdo da placa do
equipamento & posterior descarte, que devera ser realizado de acorde com as nommas de
Brosseguranca.

Para exportar os dados, clicar no icone Export e selecionar Export.

8 7500 Software v2.0.5

File Edd Insirument Anabysis  Tools  Help

Je] Mew Expeimert » 55 operl.. & E@j clo ey Elﬂﬂ% Frird Repart...
[ Export.. |
E

Experimant Menu wperiment: H:-|m-| | ddrmamaa
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Expeart Prapeiies | Custoriss Esport

Ao abrr a jamela abaixo, devera ser selecionada somente a opcio Resultz e
posteriormente deve-ze chicar em Browse, para defimir o lugar para o qual os dados
serao exportados (3 melhor opgao @ a sua pasta). Apos selecionar sua pasta, clicar em
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Em semnda, chicar em Starr Export. Ao final, chear em “Close Export Tool” e fechar o

Caso nao seja previsto oute expenmento, deshgar o computador e a magquna chicando no
simbole de ligar e desligar @, que se encontia na tela da mesma. Em segnida, aparecer3
uma caxa de texfo para confirmar a acdo de deshgar (Power (Mf), chicar em “Yes™ na tela
da maquina para executar a tarefa. Chuando a tela apagar, deshigar a maquing apertando o
botio que se encontra na parte de tras da mesma.

Parz visualizar o resultado do experimento. clicar na pasta “Shorteut to Expenments™ ou na
pasta de salvamento dos arguives na area de frabalho, abiir sua pasta e clicar no
expenmento. Para coplar o arquive bruto ou exportado, serd necessaio wm CDVDVD para
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ANEXODS
ANEXD 1 —Modelos da placa de PCE na maquina

ANEXOD I —Eelatono de discrepdncia no recebimento
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ANEXO 1 - Modelos da placa de PCE na maquma
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ANEXD 2 — Belatono de discrepaneia no recebmmento

1-Tdenfificacio do Cliente

I-NE:

J-Material:

4-Diata colsta

5-Diata receh. amoatra

G-Nome

1-Sexo;

2-[dade

9-Dhzerepancia / Oeorréncia

10-Amnalize e parecer da Chefia do laboratorio

[ Devolver semy realizar oz Ensatos
[ Devolver as amostras

[] Descartar as amostras

[] Contimar os Ensaios

[] Comunicar ao Cliente

[ Solicitar mais amestras

[ Aguardar parecer do cliente

[] Inferremper o Inicie do Ensaio

[ Estormar com o “de acorda™ da
clisnte, por fax.

11-Conferénria realizada por (rabrica & data)

12-Chiefia do laboratario (rabrica = data)
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

I (__) C FUNDACAO OSWALDO CRUZ -, CQW

FIOCRUZIOC

Irscergian T alado L rug

FARECER CONSUBSTANCIADOC DO CEP

DADDS DD PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pasquisa: O papel da reagdo em cagela da pollmerase [PCR) na ldentMcagio da Intecgdo
subclinica em contatos de paclentes com hansenlase e no diagndstico das formas
paucioacilares

Pesguisador: Euzenr Munes Samo

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 38053314.2.0000.52438

Institulgae Proponents: Fundacio Oswaldo Cruz - FIQCRUZIOC
Patrocinador Princlpal: Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZAOC

DADDS DD PARECER

Homeny do Parecer: 37230
Data da Relatorta: 1000302015

Apresantagdo oo Projefo:

Segundo & pesguisadora principal, para alcancar 3 meta de @minwgdo da taxa de detecgdo de casos
novos, t&o representativa do controle da doenga, @ crucial garantir que o5 paclentss com hansenlass na
fase Iniclal sejam diagnosticados e recebam ratamanto com PQT & que 1odos 05 contatos com Infecgdo
subciinica sejam idenifcados e ratades profilatcamente. Ale 0 Momento, nao exisie um metodo eficaz que
permita a ideniificagdo dos contalos com malor nsco de adoecer & 0 diagnosiico de casos 08 hansenlase
recenie, alnda representa um desaflo MesmD &M centros #e referéncia. Sendo assim, no presents projeto fol
proposta como meta estabslecar o papel da técnica de PCR na ldentificagdo de contatos com Infecgdo
subciiniza & no diagnostico da hansenlase paucibaclar. Para tanto sera realizado wm estudo obsenvacional
prospectivo que s8rd conduido no Ambulatoro Souza Araljo [ASA) — Laborataro de Hansenlass — 10C-
Flocnuz. Male serdo Incluldos tndos 06 contatos Intra e extradomiclllares de pacientes com hansenlase que
COMPArecaram ao exama de familla, e todos o5 casos o2 hanseniase paucibaciar diagnosticatios com base
no resultato da PCR, entre setembio de 2011 2 selemoro de 2016. Serdo usados como critério de Incluesio:
1- Individuos com mals ¢e 12 anos, 2- Contaios de paclentes de hansenlase que 52 submetsram ao
raspado demmico para a realizagdo da PCR 2 3- Casos suspelos de hansanlase paudbaciar diagnosticagos
pela PCR. Como Criteros oe exdusio: o5 contatos com

Emdersgo: & Brasil 4035, Sals TOS (Campus ExpansSol

Balro:  Manguinhos CEF: 040350
uF: R Euniolpin: RO DS JANEIRC
Tedsfone:  [21)382-3011 Fax= (225542815 E-mall  capfocrr o oo br
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Confiramgliic do Ferscer: BHE TN

HIVIAIDS e oulras painleglas que cursem com Imunossupressdo, Infecgdo por fuencuiose @ gestantes.
Segundo 3 pesquisadora princlpal, na rofina do ASA, na primeira visita ap ambuwlatto, fodos os contatos
£30 submetidos 3 exames dermatalogica, neursldgles efow avallagao fislateraplca além de colela de sangue

para sorologla PGL-1 e raspado dérmlco para PCR. Um grupo de contatos, populagdo de estudo de um
ensalo clinico em andamsanto, recebera quimiopnoflaxla. Dols grupos s2rdo estudatos: contalos atsndidos
no amibulatdre de 2011 a 2014 & o5 contalos que serdo alendldos em 2015, parlcpanies do estudo para
avallagdo da efetividade da quimioproniaxia gue sera desenvolvigo no ASAADSS 3 conclesdo diagnostica
gerdo classMeados em: c3so incidenie ou contato sadip. Os paclenies atendidos, entre setemboo de 2011 &
selemore de 2016, com suspelta de hansenlase paucibaddiar, cujo exame histopataldgico era Inconciusivo, e
que foram dagnosticados pela PCR, serdo convocados para exame dermatolegico e fsloterapleo apos 12
meg2s 60 Inkcio 8o tratamento (da PQT). Estes pacientss serdo dassMeanos 02 acormo com a evolucdo em:
regressdo ou ndo das lesles cutdneas. Pretende-se por mels 92 andlse muthvariada, regressdo de Cox,

deflnlr 52 o resultado do PCR estd assoclado a0 risco de adoeciments na hansenlase, asslm como
quantificar a sua ocoménclia nos contalos. OF desenlaces avallados g2ran o adoscimentio do contato & a

E'l'[ﬂl.ll}iﬂ clinkca dos casos Inconclesivos.

Objaiivo da Pesqulsa:

Objetive garal:

- Esfabelecar o papel 93 PCR no diagndstico da Infzcpdo subclinica nos contatos & na hansenlase
paucibacilar.

Objetivos espacicos:
1. Demonsirar o papel da PCR na identificagdo dos contatos de paclentes com hanssnlase com malor nsco

de adoacimeanio.

2. Awallar a evolegdo clinkca dos cas0s suspelios de hanseniase paudinacllar, submelidos & ndo submelidos
4 poliguimisterapla, diagnosticados com base no resultado da PCR.

3. Awallar o risco de adoecimento nos contalos ds PEHEH‘IE':E- de hansenlase mutlbaciares submetidos & ndo
submetidos 3 quimioprofiaxla segundo o resultado da PCR.

Emdersgo:  Av. Brasil 4035, Sala TS § Camprs Evpansio)

Baimo:  Manguinhos CEP: 4D&p-380
LF: RS Mundoiplo: RI2 DE JAMNEIRC
Telsfone:  [21)2282-2011 Fac (21128892512 Emall: cepfiocrfior fomurbr
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Confrumcic do Ferscsr: BRI

&vallagie dos Rlscos & Bansficlos:

Riscos:

- Este estuda ndo oferece riscos adiclonals wna vez que raallza somente 05 EXaMES NSC2SEATIDE Dara o
diagnéstico e acompanhamenis de contatos preconlzados pelo Ministério da saode.

- Rlsco de Infecgdo secundana nos locals de coleta de sangue, raspado dérmico & blopsla pods ooomer &
£Era prontaments fratada.

Benaficios:

.05 contatos de pacientes de hansenlase s2rdo reavalados em dols anNos & S& agresentarem qualguer sinal
ou sintoma da doenga serdo fratados precocements evitando doenga avangada e Incapacidades. Os
pacientes pauclbaciiares gue Toram diagnosticados baseados no resultado do PCR s2rdo reavallados por
um dermatpioglsia apos 12 meses para confirmagdo da regressao das lesles.

Comentarios e Conslderagdes aobre 8 Pasquisa;
A pesquisa @ de alta relevancla, o laboratario t2m wma equipe com grande experiéncla nesta lps de
abordagem.

Conslderagties sobre o8 Termos de aprassntacdo obrigatéria:
Foram apreseniados os sequinies documenios:

1. Folna de Rosto devidaments preenchida @ assinada pelo pesquisador & pela dirstoria do 10C.
2. Projein Detalhado

3. Cronograma atuallzaoo

2. TCLE - Modely g2 Termo de Consentimenta Livre & Esclaracido. Atendendo a Resolugdo CMS 48612,
3. Autorizagdd de acess0 a0 angquivo 02 prontuaros.

Recomandaglas:
- Desenvolver o projeto conforme delineado;
- Justicar fundamentadaments, peranie a0 CER, Imtermupgan 9o projebo ou a ndo publicacdo dos resultados.

Ensdersgo: Ay, Brasil 4035, Sala TOS (Campus Expansia)

Etadrmn:  Banguinbos CEP. I+ D40-380
UF: Rd Eunloiplo: RO DE MANEIRD
Tedefone:  [21)3282-9011 Far [2]256HEE1S E-mall: oceplomeior fomur br
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Coninuegio do Ferscer: BRE T

Conclusies ou Pendénclas & Lista de Inadequacies:
0 TCLE tem inguagem acessivel & as pendancias emifldas na 2012 Reunldo faram atendidas. Sendo
asslm, o projeto, na forma como fol apresentado, esta & conformidade com a Res. CHNS 4662012

Shuagdo do Parscar:
Aprovado

Hacasasiia Apraclagio da CONEP:
Hao

Conslderaglias Finale a critérlo do CEP:

Dlante do exposto, o Comite de Ebca em acordo com as atibulcles definidas na Res. CHS 456/2012,
manifesta-se por APROVAR Ad Referendum o projeto de pesguisa CAAE: 3B053314.2.0000.5245 .
Comunlcando que:

Apresentar relatdrios parclals (anuals) e relatarlo final do projeto de pesquisa @ responsabllidade
Indalegavel do pesqulsador principal.

Qualquer modficagan ou emenda a0 projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciagdo do
CEP FlocuzndC.

O paricipants de pesguisa ou 52U represenianie, quando for o caso, devera rubncar todas as folhas do
Temmo de Consentimenta Livie & Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na dlima pagina do referido

Termmao.

0 pesquisador responsavel devera da mesma forma, nubricar todas as folhas do Temno de Consentimentio
Livme & Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na 0itima pagina do referido Temmo.

Emdersgoc Ay, Brasi 4035, Sain TIS (Campus. Expansio)

Easlmo:  Manguinhos CEF: 4 pap-3s0
UF: R Munigiplo: R0 O JANEIRD
Tedefone: [21)3382-3011 Fac [212561-LB1E Eqrall cepfiocnzion foouzbe
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido dos contatos

TERMO DE CONSEMTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS CONTATOS DE PACIENTES
COM HANSENIASE

Titule do projeto: O papel da Reagdo em Cadeia da Polimerase na identificago de infecgio
subclinica em contatos de pacientes com hanseniase e no diagnostico das formas
paucibacilares

Identificagao do voluntario adulto

MNome:

Documento de identidade n®:

Sexo; Ciata de nascimento: __ /[
Enderego: Telefones de
contato:

Instituigao onde sera realizada a pesquisa: Laboratorio de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz
{10C), Fiocruz. Ambulatorio Souza Araujo - Fiocruz Enderego: Av Brasil, n® 4365 — Manguinhos
— CEP: 21040-360 — RJ - Brasil Telefone/Fax: 21 2562-1585

Pesquizador responsavel:

Data do preenchimento: _ F /

Assinatura do pesguisador responsavel

Informagodes ao voluntario adulto

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesguisa
desenvolvido por pesquisadores desta instituicio. A hanseniase & uma doenga que tem cura,
afravés das medicagbes que matam o agente causador da doenga. Apos o inicio do tratamento
ndo ocome transmiss8o, porém, as pessoas gue tiveram contato freguente com os doentes
podem apresentar sintomas nos dois anos seguintes. A pesquiza tem como objetive avaliar o
rizco das pessoas que convivem com pacientes de hanseniaze adoecerem. Nesta pesquisa
gueremos estudar um exame gue identifigus os contatos gue tém mais chance de dessnvolver
a doenga para gue eles possam tomar um medicamento e nao adoecer.

Descrigao do estudo
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Serdo convidados para participar desta pesquisa homens & mulheres adultos, contatos
de pacientes de hanseniase, atendidos no Ambulatonic Souza Aradjo da Fundagao Oswaldo
Cruz, que & um Centro de Referéncia para pesquizas em hanseniase. Vocg no fard nenhum
procedimento diferente dagueles ja preconizados para os contatos de pacientes com
hanseniase pelo Ministério da Salde do Brasil. Os exames serdo realizados na primeira
consulta e vocé sera chamado para uma segunda consulta, apds 2 anos, para ser examinado
pelo medico e pelo fisioterapeuta para avaliagdo de sinais da hanseniase. Os seus dados serdo
descritos no seu prontudrio méadico e depois serfo passados para o computador para serem
uiilizados na pesguisa.

Rizcos possiveis

Desconforto para & coleta de sangue & raspado dérmico poderd ocomer & consistem em dor
momentdnea. Em alguns cases, podera ocomer um pequenc inchago e vermelhidao nesses
locais. Ha risco de infecg3o nos locais da coleta, portanto toda coleta sera realizada com
material descartavel e precedida de rigorosa antissepsia local. Se houver infecgéo esta sera
tratada.

Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de raspado démmico e soro serfo guardadas no laboratdrio do centro de referéncia
para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de contatos de
pacientes com hanseniase.

Esclarecimentos sobre as garantias dos pacientes que quiserem participar do estudo

1- ‘océ pode pedir esclarecimento acs profissionais de sadde, em qualguer momento, se
tiver alguma divida em relagso a participacdo na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e
resultados.

2- Sua participag@o nesta pesquisa & totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais
participar da pesquisa vocé pode refirar seu consentimento a gualguer momento. Isto ndo
wal trazer nenhum prejuizo ao atendimento rotineino, a que tem direito na unidade de
salde aonde vem sendo tratado. Os responsdveis pelo estudo poderdo interromper a
participatao dos pacientes voluntarios neste estudo se eles acharem que esta seja a
melhor conduta para vocé.

3- Todas as informagdes da pesguisa serao sigilosas. Ninguém divulgara o nome dos
participantes e 05 resultados dos exames identificados com © nome dos participantes. Se
for solicitado por lei, somente o grupo de estudo, o Ministéro da Salde (Brasil) e os
Comités de Etica terfo acesso as informa ¢oes confidenciais que identificam o paciente
pelo nome. Vocé nao sera identificado em qualquer relatorio ou publicago que resulte
deste estudo.

4- A participagdo nesta pesquisa & totalmente voluntaria, ou sefa, vocé nao recebera
nenhuma gratificagdo pela participagdo no estudo. Porém, durante ¢ acompanhamento,
voceé tera direito ao ressarcimento das despesas com transporte para as visitas as
unidades de saldde relacionadas com a pesguisa.
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5 As amostras de sangue e outras gue serdo guardadas no nosso laboratono s0 serdo
utilizadas para novos estudos apos a aprovagao dos respectivos comités de etica em
pesquisa e o sigilo sobre as informagdes particulares de cada pessoa gue participou da
pesquisa sera mantido. As informagoes de contato de cada um dos pacientes serdo
mantidas, caso haja necessidade de informa-lo sobre novos resultados de exames
realizados apos a finalizagdo do estudo que possam ser de beneficio no cuidado da sua
saude.

Perguntas & contatos

Moz estaremos disponiveis para responder suas perguntas relacionadas 4 hanseniase e sobre
esta pesguisa. Todas as dividas e pemguntas podem ser feitas diretamente a pesquisador
responsavel no Ambulatirio Souza Aradjo ou pelo e-mail: mharbi@gmail.com (Raguel R.
Barbien).

O Comité de Etica em Pesquiza - CEP & um centro gue existe em todas as instituigdes que
realizamn pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Ele foi criado para defender os
interesses das pessoas que participam dos estudos, garantido a seguranca dos participantes e
tambem contribuindo para que os estudos sejam realizades com gualidade.  Enderego do
Comité de ética em Pesguiza do IOC-FIOCRUZ- RJ: Avenida Brasil, 4 036 - Sala: 705 (Prédio
da Expan=8o) Manguinhoes, RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815.
Horario de funcionamento: §:00h as 17:00h E-mail: eticai@fiocruz_br

Eu, , LI AS
INFORMACOES CONTIDAS ACIMA E COMPREENDI CLARAMEMNTE A MINHA
FARTICIFACAD NO REFERIDOD ESTUDD E CONSINTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIFAR
Do MESMO.

Local:
Ciata
Assinatura do voluntario
Ciata
Assinatura do pesguisador
Crata,

Aszsinatura da testemunha
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ANEXO C — Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES COM
HAMSEMIASE PAUCIBACILAR

Titulo do projeto: O papel da reagdo em Cadeia da Polimerase na identificagdo de infecgdo
subclinica em contatos de pacientes com hanseniase 2 no diagndstico das formas
paucibacilares

Identificagdo do voluntario adulto

MNome:

Documento de identidade n™

Sexo: [ Data de nascimento: /1
Enderego: Telefones de
contato:

Instituicdo onde sera realizada a pesquisa: Laboratdrio de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz
{I0C), Fiocruz. Ambulatario Souza Araujo - Fiocruz Enderego: Av Brasil, n® 4365 — Manguinhos
— CEP: 21040-360 — RJ - Brasil Telefonel/Fax: 21 2562-15858

Pesquisador responaavel:

Data do preenchimento: I

Assinatura do pesquisador responsavel

Informagoes ao voluntario adulto

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores desta instituigSo. Quando a hanseniase & muito recente, pode
s& parecer com outras doencas de pele. Nesta pesquisa queremos estudar um exame que
identifigue a doenca logo no inicio, para que a pessoa possa fazer o tratamento antes de ter
sequelas. A hanseniase tem cura atraves das medicagdes gue matam o agente causador.

Dercrigao do estudo

Serao convidados para participar desta pesquisa homens e mulheres adultos, que tenham
lestes suspeitas de hanseniase, atendides no Ambulatoric Souza Aradjo da Fundagao
Oewaldo Cruz, que & um Centro de Referéncia para pesquisas em hanssniase. Vocoé ndo fara
nenhum procedimento diferente dagueles ja preconizados para o diagnostico da hanseniase
pelo Ministério da Sadde do Brasil. Os exames serfio realizados na primeira consulta e o
tratamento serd iniciado, se for necessario. Vocé serd chamado para uma segunda consulta,
apds 1 ano, para ser examinado pelo médico e pelo fisioterapeuta para avaliarem se houve



melhora da lesdo. Os seus dados serdo descritos no seu prontudrio médico e depois serdo
passados para o computador para serem utilizados na pesquisa.

Rizcos possiveis

Desconforto para a coleta de sangue, raspado dérmico & bidpsia de pele podera ocommer e
consistern em dor momentanea. Em alguns casos, podera ocolTer um pegueno inchago e
vermelhiddo nesses locais. Ha risco de infecgdo nos locais da coleta, portanto toda coleta sera
realizada com material descartavel e precedida de rigorosa antissepsia local. Se houver
infecgdo esta sera tratada.

Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

Az amostras de raspado dérmico, soro e bidpsia serdo guardadas no labaratario do cenfro de
referéncia para que possam ser utiizados em novas pesquisas gue precisem de amosiras de
pacientes com hanseniase.

Esclarecimentos sobre ag garantias dos pacientes que quiserem participar do estudo

1- ‘océ pode pedir esclarecimento aos profissionais de satde, em qualquer momento, se
tiver alguma duvida em relagao a participagao na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e
resultados.

2- Sua participag&o nesta pesquisa & totalmente voluntaria. Se vocé ndo quiser mais
participar da pesquisa vocg pode retirar seu consentimento a gualguer momento. Isto ndo
vai trazer nenhum prejuizo ao atendimento rotineino, a que tem direito na unidade de
salde aonde vem sendo tratado. Os responsaveis pelo estudo poderdo intermomper a
participacdo dos pacientes voluntarios neste estudo se eles acharem que esta seja a
melhor conduta para vocé.

3- Todas as informagdes da pesquisa serao sigilosas. Ninguem divulgara o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes. Se
for solicitado por lei, somente o grupo de estudo, o Ministéro da Salde (Brasil) e os
Comités de Etica terfio acesso as informages confidenciais gue identificam o paciente
pelo nome. Vocé ndo sera identificado em qualquer relatorio ou publicacdo gue resulte
deste estudo.

4- A participagio nesta pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, vocé nao recebera
nenhuma gratificagdo pela parficipagdo no estudo. Porém, durante o acompanhamento,
wocé tera direito ao ressarcimento das despesas com fransporte para as visitas as
unidades de salde relacionadas com a pesquisa.

5 As amostras de sangue e oufras que serdo guardadas no nosso laboratorio 5o serdo
utilizadas para novos estudos apds a aprovagso dos respectivos comités de &tica em
pesquisa e o sigilo sobre as informagoes particulares de cada pessoa que participou da
pesquisa serda mantido. As informacoes de contato de cada um dos pacientes serdo
mantidas, caso haja necessidade de informa-lo sobre novos resultados de exames
realizados apos a finalizagdo do estudo que possam ser de beneficio no cuidado da sua
zalde.
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Perguntas & contatos

Mos estaremos disponiveis para responder suas perguntas relacionadas & hanseniase e sobre
esta pesquisa. Todas as dividas e perguntas podem ser feitas diretamente a pesguisadora
responsavel no Ambulatorio Souza Aradjo ou pelo e-mail: mharbi@gmail.com (Raguel R.
Barbieri).

O Comité de Etica em Pesguisa - CEP & um centro que existe em todas as instituigbes gue
realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Ele foi criado para defender os
interesses das pessoas que participam dos estudos, garantindo a seguranga dos participantes
e tambeém contribuindo para que os estudos sejam realizados com qualidade.  Enderego do
Comité de &tica em Pesguisa do 10C-FIOCRUZ- RJ: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio
Ha Expansao) Manguinhos, RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815.
Horario de funcionamento: 8:00h as 17:00h E-mail: eticaf@fiocruz_br

EU,
INFORMACOES CONTIDAS ACIMA E COMPREENDI CLARAMENTE A MINHA
PARTICIPACAC NO REFERIDO ESTUDO E CONSINTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR
DO MESMO.

, LI &5

Local:
Data
Assinatura do voluntario
Daata
Azsinatura do pesquisador
Data

Azszinatura da testemunha



