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Resumo

A emergéncia de resisténcia a drogas pode influenciar no controle/eliminagao da
hanseniase, no entanto, os dados sobre resisténcia sdo escassos, nos paises endémicos. Relatos
de resisténcia do M. leprae a drogas da poliquimioterapia se tornaram mais freqiientes apds a
padronizagdo dos métodos de sequenciamento gé€nico. A bidpsia de lesdo ¢ amplamente
utilizada para esse fim, porém pode causar desconforto ao paciente. Como alternativa, o DNA
do bacilo obtido a partir de esfregacos de raspado intradérmico (baciloscopia) corados por
Ziehl-Neelsen (ZN), tem sido utilizado com sucesso em alguns protocolos de andlise
molecular. O objetivo deste estudo foi verificar a viabilidade da utilizagdo de laminas de
raspado intradérmico para deteccdo de resisténcia a drogas por métodos moleculares, a partir
da extragdo do DNA do bacilo utilizando-se diferentes protocolos. Para padronizagao foram
utilizadas inicialmente laminas coradas por ZN a frio, contendo suspensdes de bacilos em
diluicdes seriadas, obtidas de camundongos nude previamente inoculados. Foram
selecionadas laminas coradas contendo esfregacos intradérmicos de pacientes multibacilares,
diagnosticados entre 2009/2012, com indice baciloscopicos (IB) de 0 a 5+. Do total de 36
pacientes, 29 possuiam duas ldminas, 6 uma lamina e um trés ldminas (n=67). A extracao do
DNA foi feita com Chelex]100(CH) 5% (n=17), 10% (n=17) e com o kit DNaesy
Qiagen®(DN) (n=33). O excesso de 6leo de imersao foi removido com papel absorvente,
adicionados 90ul de agua ultrapura, os esfregacos removidos com ladmina de bisturi e
pipetados em microtubo. Em 17 amostras foram adicionados 100ul de CH 5%, incubadas a
97°C/10min e entdo centrifugadas a 13000rpm/2min. Em outras 17 foram adicionados 100ul
de CH 10%, incubadas a 97°C/30 min e entdo centrifugadas a 13000rpm/10min. Apos
incubacdo overnigth/4°C, as amostra foram centrifugadas e o sobrenadante (DNA) transferido
para outro microtubo. A extracdo pelo DN (n=33) foi realizada de acordo com o fabricante.
Todas as amostras de DNA foram quantificadas e as concentracdes variaram de 3,7 a

33,8ng/ul. O DNA foi amplificado por nested PCR para os genes folP1, rpof e gyrA e para o



gene RLEP pela técnica de Real Time PCR (qPCR) com a quimica SYBRGreen. Apés PCR
as amostras foram visualizadas em gel de agarose a 1.5%. Utilizando o CH a 5% ou 10%,
50% (17/34) das amostras amplificaram para pelo menos um dos genes avaliados e 38,2%
(13/34) para os trés genes. O gyr4 obteve o maior indice de amplificagdo com 50% seguido
pelo rpof 41,2% e o folP1 38,2%. Utilizando CH 5%, 41,2% (7/17) amplificaram para pelo
menos um gene ¢ com CH 10% o percentual foi de 58,8% (9/17). Com o DN, 21,2% (7/33)
das amostras amplificaram para pelo menos um dos genes e somente 6% (2/33) para os trés
genes; o rpof obteve maior indice com 21,2%, seguido pelo gyrd 18,2% e folPlcom 6,1%.
Comparando-se os dois métodos de extragdo, o CH apresentou indice melhor de amplificagao
(50%) quando comparado ao DN (21,2%). Em relacao ao qPCR, das amostras extraidas com
o CH (n=34), 64,7% amplificaram para RLEP e destas 68,2% amplificaram para pelo menos
um gene da resisténcia.Com o DN (n=33), o percentual foi de 75,7% e 28% respectivamente.
Em relacdo ao IB, o indice médio das amostras amplificadas pelo CH e qPCR foi de 3,9; entre
DN e gPCR foi de 4,1. Em relagdo as que nao amplificaram (CH e DN) a média do IB foi de
1,4. O DN foi melhor para a extracdo do DNA do bacilo, porém o CH apresentou um indice
maior de positividade para a amplificacdo dos genes da resisténcia. Amostras com IB > 3

apresentam maior probabilidade de amplificagdo, independente do método de extracao.

Palavras chaves: Mycobacterium leprae, hanseniase, baciloscopia, extragdo de DNA,

resisténcia a drogas.



Tassa, MC. Extraction of Mycobacterium leprae DNA from skin smear stained by the
Ziehl-Neelsen method for amplification of genes associated with drug resistance in

leprosy. [monografia]. Bauru: Instituto Lauro de Souza Lima; 2013.

Abstract

The emergence of drug resistance can influence the control/elimination of leprosy,
however, data on resistance are scarce in endemic countries. Reports of resistance M. leprae
to drugs of the multidrugtherapy became more frequent after the gene sequencing methods
were standardized. Skin lesion biopsies are widely used for this purpose, but it may cause
discomfort to the patient. Alternatively, the DNA obtained from slit skin smears (SSS) stained
by Ziehl-Neelsen (ZN) has been successfully used in some protocols for molecular analysis.
The aim of this study was to investigate the feasibility of using slit skin smears for detection
of drug resistance by molecular methods, using different protocols for DNA extraction of the
bacillus. For standardization of the methods, diluted suspensions of bacilli obtained from nude
mice previously inoculated stained by cold ZN staining were used. For patient’s material we
selected SSS from multibacillary patients, diagnosed between 2009/2012, with bacillary index
(BI) from 0 to 5 +. Of the total of 36 patients, 29 had two slides, 6 one slide and one 3 slides
(n = 67). DNA extraction was performed with 5% Chelex100 (CH) (n = 17) and 10% (n =
17), also the DNaesy Qiagen ® kit (DN) (n = 33). The excess immersion oil was removed
with blotting paper, then 90ul of ultrapure water added, smears removed with a scalpel blade
and pipetted into a microtube. For CH, 100ul were added to the samples, the 5% CH was
incubated at 97°C/10min and then centrifuged at 13000rpm/2min. The 10% CH was
incubated at 97°C/30 min and then centrifuged at 13000rpm/10min. After overnight
incubation/4°C, samples were centrifuged and the supernatant (DNA) transferred to another
microtube. The extraction by the DN (n=33) was performed according to the manufacturer’s
instructions. All DNA samples were quantified and concentrations ranged from 3.7 to 33.8
ng/uL. DNA was amplified by nested PCR for genes folP1, rpof and gyrA gene and the RLEP
technique for Real Time PCR (qPCR) with the SYBRGreen chemistry. After PCR the
samples were visualized on 1.5% agarose gel. Using the CH 5% or 10%, 50% (17/34) of
samples amplified to at least one of the genes evaluated and 38.2% (13/34) for the three
genes. The gyrA had the highest rate of amplification with 50% followed by 41.2% for rpof



and 38.2% for folP1. Using 5% CH, 41.2% (7/17) amplified for at least one gene and for 10%
CH percentage of amplification of one gene was 58.8% (9/17). With DN, 21.2% (7/33) of
samples amplified to at least one of the genes and only 6% (2/33) for the three genes. rpof
was most frequently amplified (21.2%), followed by 18.2% gyr4 and 6.1% fol/P1. Comparing
the two methods of extraction, the CH showed better amplification (50%) compared to DN
(21.2%). Regarding the qPCR results, 64.7% of samples extracted with CH amplified the
RLEP gene (n=34) and 68.2% of these amplified to at least one drug resistance associated
gene. For DN (n=33), 75.7% amplified for RLEP and 28% of them amplified to at least one
drug resistance associated gene. Regarding IB, the average BI of the CH samples that
amplified by qPCR was 3.9 and of the DN it was 4.1. Regarding those that did not amplify
(CH and DN) the mean BI was 1.4. DN was best for extraction of DNA of the leprosy
bacillus, but the CH showed higher rate of positivity for amplification of drug resistance
associated genes. Samples with BI>3 are more likely to amplify, regardless of the method of

extraction.

Key words: Mycobacterium leprae, leprosy, slit skin smears, extraction DNA, drug

resistance.
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1. Introducao
1.1. Agentes etioldgicos

A hanseniase ¢ uma doenca granulomatosa cronica, causada pelo Mycobacterium
leprae (M. leprae), que afeta a pele e o sistema nervoso periférico, de grande importancia para
a saude publica devido a sua magnitude e seu alto poder incapacitante',

O bacilo ¢ um parasita intracelular obrigatdrio, predominante em macréfagos onde
podem ser observados formando aglomerados ou globias, imovel, nao cultivavel in vitro e de
baixa toxicidade para o seu hospedeiro. Reproduz-se pelo processo de divisao binaria, ¢
Gram-positivo e fortemente dlcool-acido resistente quando submetido a coloracdo de Ziehl-
Neelsen® . A 4lcool-acido resisténcia ¢ uma caracteristica marcante das micobactérias devido
a grande quantidade de lipideos que elas possuem em sua parede celular, propiciando-lhes
uma eficiente barreira de permeabilidade que impede a acdo de diferentes drogas

antimicrobianas”.
1.2. Modo de transmissao

O homem ¢ considerado a tnica fonte de infec¢ao da hanseniase. Acredita-se que a
transmissdo ocorra por meio de pacientes multibacilares, sem tratamento, que eliminam o
bacilo para o meio exterior, infectando individuos susceptiveis. A principal via de eliminagao
do bacilo e a mais provavel via de entrada deste no organismo s3o as vias aéreas superiores,
por meio de contato intimo e prolongado’.

O periodo de incubacdo da infec¢do varia de meses a anos € o aparecimento dos
sintomas clinicos normalmente acontecem entre o segundo e o quinto ano apés a infecgio®.
Estima-se que 90% da populacao desenvolva imunidade protetora adequada para a infeccao,
ndo apresentando sintomas detectados clinicamente,” mostrando que a suscetibilidade a

hanseniase varia de pessoa para pessoa, possuindo forte componente genético™®.
1.3. Aspectos clinicos

As pessoas em geral tém imunidade contra o M. leprae, por isso a grande maioria ndo
adoece. Entre as que adoecem, o grau de imunidade ou da resposta imune do hospedeiro

contra o bacilo, especialmente a relacionada a imunidade celular, desempenha um papel
13



importante na classificacdo clinica e evolugao da doenca’. De acordo com a classificagio, as
formas de manifestacdo clinica sd3o quatro: indeterminada, tuberculdide, dimorfa e
virchoviana. A forma indeterminada se manifesta na fase mais precoce da doenga e
geralmente evolui para cura espontanea. Pacientes na forma tuberculdide (paucibacilar)
apresentam baixa resposta imune humoral e forte imunidade celular adquirida, com carga
bacilar tipicamente baixa. No outro extremo do espectro clinico/imunologico estdo os
pacientes na forma virchoviana (multibacilar) que apresentam uma intensa resposta imune
humoral e uma deficiente resposta imune celular, com alta carga bacilar; esses individuos,
quando ndo tratados, contribuem significantemente para a manutengdo da transmissdo da
endemia. A forma dimorfa ¢ considerada clinica/imunologicamente instdvel podendo o

paciente apresentar manifestagdes da forma tuberculdide ou virchoviana'’.

1.4. Diagnostico

O diagnodstico em hanseniase consiste no exame clinico dermato-neurologico,
associado ao exame baciloscopico do raspado intradérmico (baciloscopia) de sitios
especificos e pelo exame histopatoldgico de bidpsia de lesdo de pele. Porém, a sensibilidade
desses métodos convencionais ¢ baixa, pois necessitam de alta carga bacilar para ser
considerado positivo, o que ndo acontece com os individuos paucibacilares'"

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) classificou, para fins terapéuticos, os
pacientes em dois grupos: paucibacilares (PB), que sdo os que apresentam menos de cinco
lesdes de pele e baciloscopia negativa e os multibacilares (MB) que apresentam seis ou mais
lesdes de pele com baciloscopia positiva'> A baciloscopia consiste na visualizagdo
microscopica e contagem dos bacilos corados por Ziehl-Neelsen, obtidos a partir da coleta do
raspado intradérmico de pontos indices (I6bulos auriculares, cotovelos e joelhos), lesdes e
bi(')psias13 )

O indice morfologico (IM) — avaliagdo indireta de viabilidade do M. leprae — se tornou
a analise laboratorial padrao para o monitoramento, em curto prazo, da a¢ao bactericida das
novas drogas utilizadas no tratamento da hanseniase, considerando que o bacilo ndo se
reproduz in vitro. No entanto, esta analise depende da interpretag@o subjetiva e experiéncia do

. . . 14
observador e da qualidade da amostra, podendo levar invariavelmente a erros
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1.5. Epidemiologia e controle

Em 1981, a poliquimioterapia (PQT) foi introduzida como tratamento padrdo para a
hanseniase, sendo esta responsavel pela reducdo significativa dessa enfermidade no mundo
nas ultimas duas décadas'® Entretanto, novos casos continuam a surgir em paises endémicos e
a hanseniase continua sendo a principal causa de incapacidade fisica permanente entre as
doencas infectocontagiosas. Em 2011, o Brasil apresentou 1,54 casos para cada 10.000
habitantes, correspondendo a 29.690 casos em tratamento. Neste mesmo ano, o Brasil
detectou 33.955 casos novos de hanseniase, correspondendo a um coeficiente de deteccao
geral de 17,6/100 mil habitantes. Em 2011, foram registrados 2.420 casos novos de
hanseniase em menores de 15 anos e um coeficiente de deteccao desse grupo etario de 5,2 por
100 mil habitantes, em decorréncia de circuitos ativos de transmissao localizados nas areas
mais endémicas. Apesar da importante reducdo do coeficiente de prevaléncia de hanseniase
no Brasil, algumas regides demandam intensificacdo das agdes para eliminacdo da doenga,
justificadas por um padrio de alta endemicidade. E necessario intensificar as acdes de
vigilancia da hanseniase, especialmente aquelas voltadas ao diagnostico e tratamento da
doencga, com foco prioritario nas regides que apresentam maior concentragdo de casos no pais.
Além disso, ¢ importante o continuo aperfeicoamento dos sistemas de informagao, atividade
fundamental para garantir o adequado monitoramento da situagdo epidemiologica da
hanseniase no Brasil e para contribuir com a meta de elimina¢do da doenga como problema de

saude pl'lblica16 )
1.6. Resisténcia medicamentosa em hanseniase

O modelo de intervencdo para o controle da endemia ¢ baseado no diagnostico
precoce, tratamento de todos os casos diagnosticados, prevengdo de incapacidades e na
vigilancia dos contatos intradomiciliares. Neste contexto, o tratamento regular constitui-se em
um dos principais fatores de sucesso para a cura da doenga.

A PQT ¢ o esquema medicamentoso oficial para hanseniase e consiste na combinagao
de trés drogas — dapsona (DDS), rifampicina (RFP) e clofazimina (CLO). Recomendada pela
OMS em 1981", a sua implantacdo foi um dos mais importantes avangos técnicos na histéria

do controle da doenga, além de atuar na prevencdo da sele¢do de cepas resistentes. Com um
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esquema parcialmente supervisionado, doses fixas e bem tolerado pelos pacientes, a PQT tém
contribuido de maneira notavel para a cura da hanseniase, reduzindo drasticamente a taxa de
prevaléncia da doenca. No Brasil, apesar da comprovada eficacia do esquema terapéutico,
cerca de 4% dos pacientes apresentam recidiva da doenga e a resisténcia medicamentosa € um
dos fatores que pode contribuir para a sua manifesta¢io'®

Epidemiologicamente existem dois tipos de resisténcia, a primaria € a secundaria. A
secundaria ou adquirida ¢ resultante de um tratamento inadequado e geralmente estd
acompanhada de melhora clinica inicial seguida de reativacdo da doenga. J& a priméria
manifesta-se em individuos que ainda ndo receberam o tratamento e que, muito
provavelmente, se infectaram com bacilos provenientes de paciente com resisténcia
secundaria 19.

Casos de recidiva associados a resisténcia as drogas da PQT representam um problema
emergente, porém desde a década de 60 varios relatos de sua ocorréncia tem sido descritos. A
DDS foi a primeira a ter comprovagao experimental de resisténcia e isto so foi possivel depois
que a técnica de inoculacdo do M. leprae em coxim plantar de camundongos foi padronizada
por Shepard, em 1960%. Utilizando-se esta metodologia, em 1964, foi descrito o primeiro
caso de resisténcia do bacilo a DDS?'. Por ter sido utilizada durante muitos anos em regime
de monoterapia, ela ¢ a droga mais frequentemente associada a resisténcia. Relatos de
resisténcia a RFP sdo menos freqlientes, porém eles tém despertado preocupacdo, uma vez
que ela ¢ a droga mais importante do esquema multidrogas, devido ao seu alto poder
bactericida®> %> 24_

A inoculagdo do M. leprae em coxim plantar de camundongos (técnica de Shepard) ¢
considerada o “padrdo ouro” para detec¢ao de cepas resistentes, porém ela é dispendiosa e nao
estd disponivel na grande maioria dos laboratorios, dificultando o monitoramento da
disseminagdo de cepas resistentes. Além disso, o tempo para obtengao dos resultados ¢ longo
(10 meses) e possui baixa sensibilidade.

Mais recentemente, gragas aos avangos na area de biologia molecular, tornou-se
possivel compreender melhor os mecanismos de acdo das drogas anti-micobacterianas bem
como os de resisténcia a estes farmacos. A detec¢ao se baseia na observacdo de mutagdes em
genes que codificam regides envolvidas no alvo de a¢do das drogas ou de sua ativagdo™.

Com a padronizacao dos métodos de sequenciamento génico para deteccao de cepas

mutantes, os relatos de casos de bacilos resistentes tem se tornado cada vez mais frequentes.
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O sequenciamento direto de fragmentos de DNA ¢ a metodologia mais indicada para
comprovacdo dessas mutagdes associadas a resisténcia’’, e embora esta seja uma técnica de
alto custo e necessite de profissionais com sélidos conhecimentos em biologia molecular,
apresenta alto indice de sensibilidade e um resultado rapido.

O mecanismo de resisténcia do M. leprae a DDS estd relacionado a enzima
dihidropteroato sintetase, a qual faz a biossintese de folato no bacilo, inibindo o 4cido para-
aminobenzbico. A mutagdo ocorre no gene que codifica a ligagdo enzima-acido, folPI e
folP2, ocasionada por delecdo e substituicao nos codons 53 (Ala— Thr) e 55 (Arg — Pro)*" 2,

As bases genéticas de resisténcia do M. leprae a RFP tém sido estudas desde a década
de 1990. Uma muta¢do em um pequeno segmento do gene rpof, que codifica a subunidade-£
do DNA dependente da RNA polimerase foi identificada entre isolados do bacilo que se
mostraram resistentes apds inoculagdo em pata de camundongo; a mutacdo mais freqiiente
envolve a substituigio do aminoé4cido serina pela leucina que afeta o codon na posigio 5317,

A ofloxacina (OFLO) ¢ uma droga administrada de forma alternativa quando o
paciente apresenta algum tipo de intolerancia ou quando ha suspeita de resisténcia
medicamentosa a uma das drogas do esquema padrdao. O mecanismo de resisténcia esta
relacionado a inibi¢do da replicacdo do DNA que inibe a DNA girase. A mutagdo ocorre nos
genes gyrA e gyrB nas posicdes 91 (Ala — Val) e 205 (Asp — Asp). O mecanismo de
resisténcia a CLO ¢ desconhecido e parece apresentar varias agdes > >,

A escolha da amostra biologica ideal a ser testada ¢ bastante discutida por envolver
aspectos €ticos. Na extracdo do DNA do M. leprae para andlise de sequenciamento, a bidpsia
da lesdo de pele tem sido a amostra mais utilizada. Porém, ¢ considerado um procedimento
invasivo o qual causa desconforto ao paciente. Alternativamente alguns protocolos de analise
molecular utilizando o DNA extraido a partir de amostras de laminas de baciloscopia coradas
por Ziehl-Neelsen, tem apresentado resultados satisfatorios 233233343336,

Van der Zanden et al.*?, realizaram um estudo retrospectivo utilizando ldminas de
escarro coradas por Ziehl-Neelsen as quais pertenciam ao arquivo do laboratério, para
extracdo de DNA do bacilo, cujo objetivo foi avaliar se a metodologia era sensivel para
detecgdo da resisténcia do Mycobacterium tuberculosis a RFP.

Alguns estudos tém mostrado que o DNA do M. leprae extraido dos esfregacos

dérmicos, também podem ser uteis para o diagndstico, estudos de variabilidade genética e

identificagio de microrganismos’"****. Kamble RR et al.*® obtiveram 32,6% de positividade
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entre 56 laminas que foram consideradas negativas apds exame microscopico. Kamal R et
al” _ obtiveram 72% positividade apds PCR in situ contra 20% de positividade no exame
baciléscopico. A rede de monitoramento da resisténcia medicamentosa em hanseniase (OMS)
recomenda a utilizacdo de amostras de raspado intradérmico, demonstrando que esse tipo de
amostra também pode ser adequado para detecgdo da resisténcia® .

A escolha ideal da amostra, utilizando procedimentos menos invasivos, € do método
de extracdo de DNA ¢ de grande importancia na tentativa de buscar resultados mais rapidos e
exatos em relacdo ao monitoramento das cepas resistentes as drogas. A possibilidade de se
utilizar 1aminas de arquivo (diagnostico) para avaliar a resisténcia, proporcionaria ao paciente
a possibilidade de receber o tratamento adequado caso fosse identificada a mutacdo. Com
isso, diminuiria também o risco de recidiva da doenca. O método de extracao do DNA a ser
utilizado deve levar em conta a quantidade e a qualidade do DNA presente na amostra. Neste
contexto, realizamos o presente estudo, com o objetivo de padronizar uma metodologia de
extracdo para posterior amplificacdo dos genes envolvidos na resisténcia (folpl, rpof, gyrA),
utilizando-se dois métodos diferentes: 1. Chelex 100/ChelatingResin/Sigma® ¢ uma resina
quelante que tem sido utilizada na ciéncia forense, envolvendo extracdo de DNA em amostras
escassas incluindo manchas de sangue, tecido, cabelo e osso >% *% - *- 42O processo de
extracdo ¢ bastante simples e consiste em uma etapa de aquecimento e outra de centrifugagao.
A alcalinidade da suspensdo e do processo de fervura rompe as membranas celulares, destroi
as proteinas e desnatura o DNA. A centrifugacdo permite a separacdo entre a resina € 0s
detritos celulares € o DNA permanecem em suspensao no sobrenadante, podendo entdo ser
amplificado®; 2. Kit DNeasy Blood and Tissue Kits - Qiagen® amplamente utilizado em
protocolos de extragdo de DNA total a partir de uma variedade de fontes, incluindo amostras
de tecidos frescos ou congelados de animais e células, sangue e bactérias. E um método
rapido de purificacdo, que nao necessita de fenol-cloroférmio ou precipitagcao com alcool, e
que envolve manipulagdo minima. O DNA purificado ¢ livre de inibidores de PCR,

permitindo a detecgdo sensivel em multiplex padrio e PCR em tempo real®
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

2.1.1. Analisar a viabilidade da utilizacdo de laminas de raspado intradérmico coradas
por Ziehl-Neelsen e arquivadas, para a detec¢do de resisténcia de M. leprae a dapsona,

rifampicina e ofloxacina por métodos moleculares.
2.2. Objetivo especifico

2.2.1. Realizar a extracdo de DNA genomico do M. leprae a partir de laminas de
raspado intradérmico coradas por Ziehl-Neelsen, utilizando-se os protocolos do Chelex 100®
e Kit DNeasy Qiagen®.

2.2.2. Utilizar as amostras de DNA extraidas para amplificar os genes folpl, rpoB e
gyrA, envolvidos na resisténcia a drogas.

2.2.3. Comparar os resultados da extragdo e amplificagdo entre os métodos.
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3. Casuistica e Métodos
3.1. Casuistica

Foram utilizadas 67 laminas de raspado intradérmico (baciloscopia) de 36 pacientes,
ndo tratados, atendidos no ambulatorio do Instituto Lauro de Souza Lima/Bauru/SES/SP e que
tiveram diagnostico clinico para hanseniase MB, no periodo de setembro/2009 a abril/2012.
Do total de 36 pacientes, 29 (80,5%) possuiam duas laminas, seis (16,7%) apenas uma e um
(2,8%) paciente trés, totalizado 67 laminas. A coleta de dados dos pacientes como faixa etaria,
sexo e classificacdo operacional da hanseniase, foi realizada a partir de informagdes contidas
nos prontudrios organizados pelo Servigo de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do ILSL.
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto, sendo

aprovado em 17 de novembro de 2011, protocolo n°228/11 (C.E.P n°063/2011).

3.2. Métodos

3.2.1. Coleta do material das lAminas de raspado intradérmico

As laminas utilizadas (n=67) foram coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen a frio e a
leitura realizada no servigo de baciloscopia da Equipe Técnica de Microbiologia do Instituto.
O indice baciloscopico (IB) variou de 0 a 5+, conforme escala de Ridley*. Apos a liberagio
do resultado, essas laminas foram arquivadas e mantidas em temperatura de 4°a 8°C. O
excesso de 6leo de imersdo contido na superficie das laminas arquivadas foi removido com
auxilio de papel absorvente. Cada ldmina continha trés esfregacos. Em cada um deles foram
adicionados 30ul de agua ultrapura (dgua de injecdo). Em seguida, os esfregacos foram
raspados utilizando-se bisturi n° 15 € o volume da suspensao resultante foi transferido para
um microtubo com auxilio de uma micropipeta. Para que ndo houvesse perda de material, a
ponta do bisturi foi lavada com 10pul de 4gua de injecdo totalizando assim um volume final de

100p1.

3.2.2. Extracao de DNA do M. leprae

Para extragdo do DNA génomico do M. leprae foram utilizados os protocolos do

Chelex 100/ChelatingResin/Sigma® (CH) e o kit DNeasy Blood and Tissue/Qiagen® (DN).
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As amostras foram submetidas a extracdo de maneira pareada, naqueles casos em que foram
realizadas mais de uma coleta de lamina/paciente.

Extragdo de DNA pelo CH: em 17 amostras foram adicionados 100ul de CH 5%,
incubadas a 97°C/10min e entdo centrifugadas a 13000rpm/2min. Em outras 17 foram
adicionados 100ul de CH 10%, incubadas a 97°C/30min. e entdo centrifugadas a
13.000rpm/10min. Estas amostras foram incubadas overnigth/4°C, e em seguida centrifugadas
novamente. O sobrenadante (DNA) foi transferido para um novo microtubo e mantido a -20°C
até a sua utilizagao.

Extracao de DNA pelo DN: a suspensao obtida a partir do raspado intradérmico de 33
amostras, foi transferida para um microtubo e centrifugada a 10.000rpm/20min. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi submetido a extracdo do DNA de acordo com
as normas do fabricante.

As amostras de DNA foram concentradas por método a vacuo (miVAC DNA
Concentrador — Genevac) por 2 horas em temperatura ambiente, obtendo um volume final de
aproximadamente 50 pl. A concentracdo em ng/pL e pureza do DNA foram estimadas em um

espectrofotometro (Nanodrop1000).

3.2.3. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram amplificadas utilizando-se a técnica de NESTED-PCR.
Para padroniza¢dao foram utilizadas inicialmente laminas coradas por Ziehl-Neelsen a frio,
contendo suspensdes de bacilos em diluicdes seriadas, obtidas de camundongos nude
previamente inoculados. A amplificacdo das regides génicas de interesse determinantes de
resisténcia a drogas (DRDR) foi realizada de acordo com o descrito: a primeira reacdo de
PCR foi preparada usando tampao 5x, 25 mM de MgCl,, fornecidos no mesmo kit da enzima
Hot Start Plus Taqg DNA Polimerase (Qiagen), 0,4 mM de cada nucleotideo (Invitrogen), 20
pmol de cada primer, 0,5U da enzima Hot Start Plus Taq DNA Polimerase (Qiagen) e 5,5 uLL
do DNA alvo em um volume final de reacdo de 10 pL. Essa reacdo foi submetida a ciclos de
95°C/5 min., 98°C/10seg, 60°C/30seg, 68°C/30seg por 30 ciclos, seguidos de extensao final a
68°C/3min em termociclador BioRad T100 Thermal Cycler. Como controle positivo e
otimiza¢do da reacdo de PCR foi utilizada uma amostra de DNA da cepa Thai - 53. No

controle negativo ndo foi adicionado o DNA. Para a segunda reacdo de PCR foi utilizado 1pL
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do produto da primeira PCR como DNA alvo em um volume final de 15 pL. A segunda
reacdo de PCR foi realizada nas mesmas condi¢des da primeira reacao. O produto final dessa
segunda reacgdo foi vizualizado em gel de agarose a 1,5%, a 100V em TBE 1% (tris-borato e

EDTA pH 8,0) por 75 minutos.

3.2.4. Primers utilizados nas reacoes de PCR

1* PCR:

folPI:

F1 (NF2): 5’-GCAGGTTATTGGGGTTTTGA-3’

F2 (FH2): 5’-CCACCAGACACATCGTTGAC-3" (312bp)
rpopf:

R1 (Rif-1): 5’-CAGACGCTGATCAATATCCGT-3’

R2 (RpoBRO05): 5’-CAGCGGTCAAGTATTCGATC-3 (358bp)
gyrA:

GI1 (GHI): 5’-ACGCGATGAGTGTGATTGTGG-3’

G2 (GH2): 5’-TCCCAAATAGCAACCTCACC-3" (336bp)
2° PCR

folPI:

F3 (FK1): 5’-CTTGATCCTGACGATGCTGT-3’

F4 (FK2): 5’-ACATCGTTGACGATCCGTG-3>  (245bp)
rpop:

R3 (RHI): 5’-CAATATCCGTCCGGTGGTC-3’

R4 (RH2): 5’-GTATTCGATCTCGTCGCTGA-3* (337bp)
gyrA:

G3 (GK1): 5’-GATGGTCTCAAACCGGTACA-3’

G4 (GK2): 5’-CCCAAATAGCAACCTCACCA-3> (291bp)
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3.2.5. Reacao em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

O DNA (10 ng) foi utilizado para a detec¢do da presenca do M. leprae por meio do
Real Time PCR e da quimica SYBR Green. A reacao foi realizada utilizando-se o aparelho
StepOnePlus (Applied Biosystems/USA), a quimica SYBR Green e par de primers MI3
especifico para M. leprae (5> ATTTCTGCCGCTGGTATCGGT 3°; 5
TGCGCTAGAAGGTTGCCGTAT 3’) - Cabe ressaltar que os primers foram desenhados
(Primer Express) utilizando a seguinte seqiiéncia (sobreposi¢ao das regides - RLEP1, RLEP2,
RLEP3 e RLEP4): “cacctga tgttatccct tgcaccattt ctgeccgetgg tatcggtgte ggeggettgt tgaccggecc
tcagccagea agcaggeatg ccgeegggtg cageagtate gtgttagtga acagtgeate gatgatcegg cegteggegg
cacatacggc aaccttctag cgcagatc”. A reacdo consistiu em: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C,
e quarenta ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 62,5°C (temperatura de anneling) e 1
minuto a 72°C, além de um ciclo final de vinte minutos, com temperatura crescente de 60 a
95°C (curva de dissociagao dos produtos da reacao — curva de melting: utilizada para a analise

da especificidade de amplificacdo).
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4. Resultados

Dos 36 pacientes, 28 (77,8%) eram do sexo masculino e oito (22,2%) do sexo
feminino. A média de idade foi de 55,1 anos sendo que um dos pacientes era menor que 15

anos.

4.1. Amplificaciao dos genes folp1, rpof e gyrA

Utilizando-se o CH a 5% ou 10%, 50% (17/34) das amostras amplificaram para pelo
menos um dos genes avaliados e 38,2% (13/34) para os trés genes. O gene gyr4 obteve o
maior indice de amplificagdo com 50%, seguido do rpop 41,2% e o folP1 com 38,2% (Figuras
1,2 e 3). Utilizando-se CH 5%, 41,2% (7/17) amplificaram para pelo menos um gene e com
CH 10% o percentual foi de 58,8% (9/17) (Tabela 1). Com o DN, 21,2% (7/33) das amostras
amplificaram para pelo menos um dos genes e somente 6% (2/33) para os trés genes; o gene
rpof obteve o maior indice com 21,2%, seguido pelo gyrd 18,2% e folPlcom 6,1% ( Figuras
4,5 e 6). Comparando-se os dois métodos de extragdo, o CH (5% ou 10%) apresentou um
indice melhor de amplifica¢dao (50%) quando comparado ao DN (21,2%). Na tabela 2 estdo
descritos, de forma pareada, os resultados de amplificacdo dos genes folP1, rpof e gyrA, entre

os dois métodos.

245pb —

Figura 1 — Amplificagdo em gel de agarose 1,5%, do
gene folP1 do DNA do M. leprae extraido pelo método 24
do Chelex (5% e 10%).



337pb —

337pb —

Figura 2 — Amplifica¢do em gel de agarose 1,5%, do gene
rpoff do DNA do M. leprae extraido pelo método do
Chelex (5% e 10%).

() () MW

291pb —

Figura 3 — Amplificagdo em gel de agarose 1,5%, do gene
gyr4A do DNA do M. leprae extraido pelo método do
Chelex (5% e 10%).
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Tabela 1. Resultados de amplificagdo dos genes folP1, rpof e gyrA utilizando o

protocolo de extragdo com Chelex100, nas concentragdes 5% e 10%, entre as 34 amostras

avaliadas.

CHELEX 5% CHELEX 10%
Amostra folpl rpof gyrA Amostra folpl rpoff gyrA
1 6
2 + + 7 + + +
3 + + 8
4 9
5 10 + + +
11* + 12%* + + +
13 14 +
15 16 + + +
17 18 +
19 20 + + +
21 + + 22
23 + + 24
25 26 +
27 + + 28 + + +
29 + + 30
31 32 + + +
33 34
Total (%) 35,30 41,20 41,20 Total (%) 41,20 41,20 58,80

* Laminas do mesmo paciente

245pb —

245pb —

Figura 4 — Amplificagdo em gel de agarose 1,5%, do
gene folP1 do DNA do M. leprae extraido pelo método
do DNeasy.
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337pb —

Figura 5 — Amplificagdo em gel de agarose 1,5%, do
gene rpofi do DNA do M. leprae extraido pelo método
do DNeasy.

291pb —

291pb —

Figura 6 — Amplificagdo em gel de agarose 1,5%, do
gene gyrd do DNA do M. leprae extraido pelo método
do DNeasy.
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Tabela 2. Resultado de amplificacao dos genes folP1, rpofi e gyrA com Chelex 100 e

DNeasy Qiagen, entre as 67 amostras avaliadas.

CHELEX DNEASY
Amostra  folpl rpoff gyrA Amostra  folpl rpoff gyrA
1 (5%) 35
2 (5%) + + + 36 + + +
3 (5%) + + + 37 + +
4 (5%) 38
5 (5%) 39
6 (10%) 40
7 (10%) + + + 41
8 (10%) 42
9 (10%) 43
10 (10%) + + + 44
11*(5%) + + 45% + +
12*(10%) + + +
13 (5%) 46
14 (10%) + 47
15 (5%) 48
16 (10%) + + + 49 + +
17 (5%) 50
18 (10%) + 51
19 (5%) 52
20 (10%) + + + 53 +
21 (5%) + + + 54 + + +
22 (10%) 55
23 (5%) + + + 56
24 (10%) 57
25 (5%) 58
26 (10%) + 59
27 (5%) + + + 60
28 (10%) + + + 61
29 (5%) + + + 62 + +
30 (10%) 63
31 (5%) 64
32**(10%) + + + 65**
33**(5%) 66**
34%*(10%) 67+*
Total (%) 38,20 41,20 50,00 Total (%) 6,10 21,20 18,20

* paciente com trés laminas; ** pacientes com uma lamina.
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Independente do método de extragdo, 35,8% (24/67) das amostras, amplificaram para

pelo menos um dos genes estudados. A concentracdo do DNA dessas amostras extraido pelo

CH (5% ou 10%) variou de 3,7 a 11,3ng/ul e para o DN variou de 4,5 a 14,3ng/ul; o IB das

amostras amplificadas, utilizando ambos os métodos de extragdo, variou de 1 a 5+ (Tabela 3).

Em 64,2% (43/67) das amostras ndao amplificadas, a média das concentracdes e do

indice baciloscopico foi igual a 10,5 e 2,3 respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3. Concentracdo do DNA e o indice baciloscopico das amostras que amplificaram

para pelo menos um gene.

Amostras Amplificadas

Concentracao do

Indice baciloscéopico

(n=24) DNA (ng/nl) (IB)
D) 8,7 5,0
3 8,0 3,3
7 5,1 4,0
10 7,6 3,3
11 8,9 4,0
12 11,3 4,0
14 3,7 4,0
16 7,8 3,3
18 7,5 1,0
20 8,0 3,6
21 7,5 4,0
23 5,1 4,3
26 5,6 2,3
27 4,3 3,6
28 7,3 4,5
29 5,0 5,0
32 6,3 3,3
36 7,9 5,0
37 4,5 4,0
45 12,8 3,3
49 5,8 4,0
53 6,5 4,0

54 5,8 4,0
62 14,6 4,3
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Tabela 4. Concentragdo do DNA e indice baciloscopico das amostras que nao

amplificaram para nenhum gene.

Ameostras nao

Concentracio do

Indice baciloscopico

amplificadas (n=43) DNA (ng/ul) (IB)
1 16,5 5,0
4 20,7 3,6
5 11,3 33
6 5,5 0,3
8 8,5 3,0
9 5,1 1,6
13 5,2 0
15 5,1 1,0
17 6,3 1,0
19 53 0,3
22 7,8 3,0
24 6,3 1,0
25 4,3 3,0
30 28,8 0,3
31 53 4,3
33 6,8 1,0
34 7,7 33
35 13,4 3,6
38 33,8 3,6
39 4,5 33
40 5,8 3,0
41 4,5 4,0
42 8.4 33
43 8,5 0,6
44 8,6 2,0
46 5,2 1,0
47 6,1 3,0
48 17,5 0,3
50 11,4 2,0
51 254 1,0
52 14,2 0
55 10,8 33
56 9,0 5,5
57 9,8 0,6
58 9,9 2,3
59 12,0 0,3
60 5.8 3,6
61 7,9 4,0
63 16,0 0,3
64 21,0 2,6
65 10,2 3,6
66 5,4 3,6
67 10,6 2,3
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4.2. PCR em tempo real (qPCR).

Em relacdo a extracdo do DNA, a técnica do qPCR mostrou que das amostras
extraidas com o CH (n=34), 64,7% apresentaram amplificacdo para RLEP e destas 68,2%
amplificaram para pelo menos um gene da resisténcia. Com o DN (n=33), o percentual foi de
75,7% e 28% respectivamente. Em relacdo ao IB, o indice médio das amostras amplificadas
em conjunto pelo Chelex 100® e o qPCR foi de 3,9, e entre o Kit DNeasy e o qPCR foi de
4,1. Em relagdo as amostras que ndo amplificaram nem para o Chelex-100® nem para o Kit
DNeasy a média do IB foi de 1,4. Na tabela 5 estdo descritos os resultados entre as amostras
extraidas com Chelex-100® (5% e 10%) e com o Kit DNeasy, e a amplificagio do DNA do

M. leprae pela técnica de qPCR, o IB e a amplificagdo para os genes da resisténcia.
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Tabela 5. Resultado entre as amostras extraidas com Chelex-100® (5% e 10%) e com

DNeasy® em relacao a amplificacao pelo qPCR, o indice baciloscopico e a amplificacao dos

genes da resisténcia.

Amostra Cr-gPCR 1B Amplificacdo Amostra Cr-qPCR IB  Amplificacido
01CH 32,43 5 na* 35DN 28,63 3,6 na
02CH 23,04 5 folP1,rpof,gyrA 36DN 23,60 5 folP1,rpof,gyrA
03CH 25,33 33 folP1,rpop,gyrd 37DN 24,34 4 rpop, gyrA
04CH Undetermined 3,6 na 38DN Undetermined 3,6 na
05CH 29,33 33 na 39DN 27,29 33 na
06CH Undetermined 0,3 na 40DN 33,20 3 na
07CH 26,55 4 folP1,rpop,gyrd 41DN 25,44 4 na
08SCH Undetermined 3 na 42DN 32,17 3,3 na
09CH Undetermined 1,6 na 43DN Undetermined 0,6 na
10CH 27,46 33 folPl,rpopf,gyrA 44DN 31,81 2 na
13CH Undetermined 0 na 46DN Undetermined 1 na
14CH 30,85 4 gyrA 47DN 27,30 3 na
15CH 35,56 1 na 48DN 34,72 0,3 na
16CH 27,85 33 folPl,rpopf,gyrA 49DN 25,03 4 rpop, gyrA
17CH Undetermined 1 na 50DN 37,28 2 na
18CH Undetermined 1 gyrA 51DN 37,68 1 na
19CH Undetermined 0,3 na 52DN Undetermined 0 na
20CH 28,43 3,6 folPl,rpopf,gyrA 53DN 27,46 4 rpof;
21CH 28,92 4 folPl,rpop,gyrd 54DN 24,63 4 folPl,rpop,gyrd
22CH 35,71 3 na 55DN 34,82 33 na
23CH 23,87 4,3 folPl,rpop,gyrd 56DN 30,27 5 na
24CH 3591 1 na 57DN 34,18 0,6 na
25CH Undetermined 3 na 58DN Undetermined 23 na
26CH Undetermined 2,3 arA 59DN Undetermined 0,3 na
27CH 29,48 3,6 folPl,rpop,gyrd 60DN 27,00 3,6 na
28CH 28,24 4,5 folP1,rpopf,gyrA 61DN 27,58 4 na
29CH 25,94 5 folPl,rpop,gyrd 62DN 25,41 4,3 rpop, gyrA
30CH Undetermined 0,3 na 63DN Undetermined 0,3 na
31CH 33,91 4,3 na 64DN 36,88 2,6 na

32CH** 30,13 3,3 folP1,rpopf,gyrA 65DN** 27,10 3,6 na

33CH**  Undetermined 1 na 66DN** 34,79 3,6 na
34CH** 32,41 3,3 na 67DN** Undetermined 2,3 na
11CH*** 25,59 4 rpopf, gyrA

12CH*** 27,94 4 folPl,rpopf,gyrd

45DN*** 26,43 33 rpopf, gyrA

* ndo amplificado; **pacientes com uma lamina; *** paciente com trés laminas
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5. Discussao

O principal objetivo deste estudo foi analisar a viabilidade da utilizagdo de 1aminas de
baciloscopia coradas por Ziehl-Neelsen, para a deteccdo da resisténcia do M. leprae a DDS,
RFP ¢ OFLO por métodos moleculares, comparando-se diferentes métodos de extracdo de
DNA do bacilo. A remocao dos esfregagos com posterior extracdo do DNA gendmico, foi a
primeira etapa do trabalho para avaliacdo da sensibilidade deste na amplificacao dos genes
folpl, rpofi e gyrA.

A baciloscopia de raspado intradérmico ¢ um exame para auxilio diagnostico na
hanseniase, pouco invasivo, de baixo custo e rotineiramente realizado pelo servigo de
ambulatério e microbiologia do Instituto Lauro de Souza Lima. A possibilidade de se
reutilizar (aproveitar) o material destas laminas, apds a leitura, para extragdo de DNA
génomico, abre perspectivas para que estudos de resisténcia a drogas a PQT e também de
variabilidade genética®, possam ser realizados. A grande quantidade de laminas em arquivo
no laboratorio poderia ser utilizada em estudos restropectivos, possibilitando a identificagao
precoce de possiveis cepas mutantes € a intervencao no tratamento antes que o paciente possa
recidivar.

Van der Zanden et al’’, utilizando lamina (arquivo) de escarro corado por Ziehl-
Neelsen, para extragdo de DNA de M. tuberculosis, demonstrou que esse tipo de material
também poderia ser utilizado na detec¢do de resisténcia molecular a RFP e genotipagem por
spoligotyping. Os autores obtiveram um indice de 84% de sensibilidade na detec¢do da cepa
mutante, apos sequenciamento do gene rpof,, quando comparado com o método de
hibridiza¢dao. Estes resultados demonstraram que o DNA do bacilo ainda apresentava-se
integro, mesmo depois de algum tempo de coloragao e leitura com dleo de imersao.

As 67 laminas (amostras) dos 36 pacientes classificados como MB, ndo tratados,
foram usadas para a extragdo de DNA por dois métodos diferentes: CH a 5% (n=17) e 10%
(n=17) e com DN (n=33). Apos a extracdo as amostras de DNA foram amplificadas por
nested PCR para os genes da resisténcia folpl, rpoff e gyrA, e para RLEP pela técnica de
qPCR com a quimica SYBRGreen.

Procedimentos de extracao utilizando CH s3o comuns na ciéncia forense por poupar
tempo, reduzir custos, simplificar extragdes e minimizar o potencial de contaminagdo, ja que

existe menos manipulacdo do tubo. O kit comercial DN, embora apresente um custo elevado,
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oferece um DNA purificado e livre de inibidores que podem interferir ou inviabilizar a PCR.
A maioria das amostras podem ser diretamente lisadas com proteinase K, eliminando a
necessidade de ruptura mecanica e, com isso diminuindo o tempo do processo de extragdo.
Em estudos de resisténcia a drogas realizados no instituto, o kit tem sido bastante utilizado
para extracdo do DNA do M. leprae em amostra de suspensdao de bidpsia, mostrando
resultados satisfatorios para a amplificacdo dos genes envolvidos na resisténcia®®.

Embora o kit DN permita a obtencdo de um DNA de melhor qualidade, os resultados
de amplificagdo para os genes da resisténcia, foram melhores nas amostras extraidas com o
método do CH (50%) do que nas extraidas com o kit comercial (21,2%). Considerando que a
proposta do kit seja a qualidade e pureza do DNA, era esperado se obter melhores resultados
com este método. Provavelmente ajustes na concentragdo do DNA ou na mix da PCR sejam
necessarias para aumentar o indice de amplificagdo.

Ainda ndo existem estudos utilizando o DN para extragdo do DNA e deteccao de
genes da resisténcia em M. leprae, a partir de laminas coradas de raspado intradérmicos. Os
estudos existentes utilizando este método de extracdo sdo em sua maioria para viabilidade
e/ou variabilidade com amostras de bidpsias de tecidos®".

Quando avaliamos, pela técnica do qPCR, apenas o resultado de extracio do DNA
génomico, o indice de positividade em relagdo a RLEP foi de 75,7% para o DN e 64,7% para
o CH (Tabela 5). Esses valores mostram que o DN foi melhor para a extragio do DNA
gendmico quando comparado com o CH, porém para a amplificagdo dos genes da resisténcia
ocorreu o inverso, ou seja, o CH apresentou maiores indices de amplificagdo. Os métodos de
extracdo com CH sdo realizados em meio alcalino e temperaturas elevadas podendo degradar
ainda mais o DNA, o que pode resultar na incapacidade de se obter bons resultados. O método
usado para extracdo com CH ndo inclui um passo de purificagdo, portanto, se a amostra
contiver inibidores e contaminantes estes podem inibir a PCR. Alguns laboratorios tém
incorporado o uso de uma unidade de filtro como Microcon ® ou Centricon” antes da
amplificacdo, de modo que alguns inibidores possam ser removidos e a amostra ser
concentrada”.

Os trabalhos existentes utilizando extracdo do DNA a partir de laminas de raspado
intradérmico, utilizam xilol para remocdo do 6leo de imersdo presente na 1amina®**"**** Em
nosso estudo optou-se pela utilizacdo do papel absorvente, considerando a possibilidade do

xilol ser um inibidor para a extragdo/amplificacdo das amostras.
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O indice baciloscopico das amostras estudadas variou de 0 a 5+; as amostras com IB 0
pertenciam a pacientes MB que tinham duas laminas colhidas, sendo uma delas positiva. Em
relacdo ao IB, o indice médio das amostras amplificadas tanto pelo CH como pelo qPCR foi
de 3.,9; entre DN e qPCR foi de 4,1 (Tabela 5), sugerindo que quanto maior o IB maior a
possibilidade de amplificacdo, principalmente dos genes envolvidos na resisténcia. Em
relacdo as que nao amplificaram (CH e DN) a média do IB foi de 1,4. Em nosso estudo
nenhuma das duas ldminas com IB de 0 amplificou para RLEP e/ou para os genes da
resisténcia, sugerindo que, de fato, essas amostras pudessem ser negativas. Resultados
positivos de amplificagdo em amostras com baciloscopia negativa t€ém sido relatados por
alguns autores como Kang TJ et al*® que obtiveram 67,7% (21/31) de positividade para RELP
em amostras com IB 0. A RLEP ¢ uma sequéncia que estd localizada em uma regido
altamente conservada no cromossomo do bacilo, que se repete por pelo menos 28 vezes e que
apresenta um indice alto de sensibilidade e especificidade para o M. leprae.

Tendo em vista os poucos dados sobre resisténcia a drogas em hanseniase, faz-se
necessario adicionar esforcos a rede de monitoramento proposta pela OMS em 2009, para
aqueles paises onde a doenga ainda ¢ endémica. O Brasil possui altas taxas de prevaléncia da
doenca, com detec¢do de casos novos em queda lenta, especialmente nas regides norte e
nordeste. Ainda ndo se sabe o impacto que os possiveis casos de resisténcia medicamentosa
possam ter na epidemiologia/controle da doenga, por isso o desenvolvimento de métodos
alternativos para deteccdo precoce destes casos seria muito importante, considerando que o
“padrdo ouro” como a técnica de inoculagdo em coxim plantar de camundongos (técnica de
Shepard), possui baixa sensibilidade, além de o resultado ser demorado. A utilizacdo do
material extraido das laminas, poderia contribuir positivamente na detec¢do de cepas com
resisténcia primaria e permitir ao paciente receber tratamento com drogas alternativas ao
esquema padrao, uma vez que estas ja sao coletadas de rotina para o diagndstico da doenca.

As técnicas moleculares, embora apresentem altos indices de sensibilidade e
especificidades, possuem barreiras para sua implantagdo na rotina, pelo seu alto custo e a
necessidade de profissionais capacitados com conhecimentos especificos. As técnicas de
biologia moleculares comumente conhecidas como “métodos in house”, aos poucos foram
substituidas pelos kits comerciais, que apresentam resultados amplamente satisfatorios, porém
com custo elevado. Neste estudo, o DN foi melhor para a extragdo do DNA do bacilo, porém

o CH apresentou um indice maior de positividade para a amplificagdo dos genes da
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resisténcia, tornando essa metodologia também viavel para estudos moleculares, inclusive de
resisténcia a drogas em hanseniase, além da vantagem de oferecer um custo financeiro menor.
As amostras que amplificaram para os genes da resisténcia serdo submetidas ao

sequenciamento para avaliar o perfil de susceptibilidade destas cepas.
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6. Conclusao

o As laminas de raspado intradérmico coradas por Ziehl-Neelsen e arquivadas, podem ser
utilizadas para a extragdo do DNA gendmico do M. leprae e amplificagdo dos genes

folP1, rpoB e gyrA, envolvidos na resisténcia a drogas.

. Para a extracdo do DNA gendmico o kit DNeasy apresentou uma porcentagem maior de

extracdo quando comparado com o Chelex 100.
. Em relacdo a amplificacdo para os genes folPI, rpoB e gyrA, as amostras que foram

submetidas a extracdo pelo Chelex apresentaram um indice maior de amplificagdo

quando comparado com o DNeasy.
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Suzana Madeira Diorio

Prezada Senhora,

O projeto de pesquisa intitulado “Detecgdo de mutagdes associadas a resisténcia a drogas em
hanseniase a partir de DNA do Mycobacterium leprae extraido de laminas de baciloscopia coradas por
Zichl-Neelsen™, protocolo 228/11, foi apreciado neste Comité de Etica em Pesquisa, ¢ foi APROVADO.

Aproveitamos a oportunidade para reiterar nossos protestos do mais elevado aprego.

Atenciosamente

ra Ida Maria Foschiani Dias Baptista
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Lauro de Souza Lima
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