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Pergunta:

Quais os testes laboratoriais
complementares mais acurados para o
diagnostico precoce de hanseniase?

PICO

P - Pessoas com suspeita de hanseniase
| - Exames laboratoriais complementares
C - Clinica e/ou baciloscopia positiva para Mycobacterium leprae

O - Diagnostico precoce



RESUMO

Contexto

A hanseniase ¢ uma infeccdo granulomatosa e cronica causada pelo Mycobacterium
leprae. Os achados clinicos da hanseniase dependem da resposta imune do paciente e da
duracdo da doenca. Afeta principalmente a pele e os nervos periféricos, e o diagnéstico
tardio leva a varias complicacdes e deficiéncias que podem causar estigma social e
impactar negativamente a qualidade de vida do paciente. Na clinica, o diagnostico
é baseado na observacdo de sintomas e sinais clinicos e apoiado por analises como
a baciloscopia por esfregaco de pele ou bidpsia, o que requer profissionais treinados.
O desenvolvimento de novas ferramentas de diagnéstico mais eficiente ¢, portanto,
crucial para o controle da doenca.

Objetivos

Realizar revisao sistematica, avaliando a acuracia de exames laboratoriais
complementares para o diagnéstico precoce da hanseniase.

Métodos

Foram incluidos estudos de acurdcia transversais ou caso-controle, considerando
como padrao-ouro o diagnostico clinico e/ou a baciloscopia positiva, com dados
suficientes para extracao de verdadeiro-negativos e positivos e falso-positivos e negativos,
e que fornecam dados separados da forma multibacilar ou paucibacilar. A busca foi
sensibilizada e realizada nas principais bases de dados, sem restricdo para idioma ou
data. Data da busca: maio de 2020. A avaliagido da qualidade dos estudos foi realizada
por meio do instrumento QUADAS-2; e, para a sintese dos dados, foram utilizados os
programas Meta-DiSc 1.4 e Revman 5.3.

Resultado principal

Foram incluidos 26 estudos com grande heterogeneidade e baixa qualidade
metodoldgica. O teste mais estudado foi o estudo soroldgico pelo método ELISA com
diferentes antigenos, o nativo PGL-1 e seus semissintéticos. De maneira geral, o teste ELISA
apresentou sensibilidade relativamente boa e especificidade para as formas multibacilares
(78% a 87% e 86% a 97%, respectivamente). No entanto, para as formas paucibacilares,
a sensibilidade foi muito baixa (23% a 42%). Para testes rapidos, apenas o exame de
fluxo lateral com o antigeno NDO-LID apresentou nimero de estudos suficiente, com



sensibilidade de 83%, para a forma multibacilar, e de 32%, para as formas paucibacilares,
com especificidade para ambas as formas de 73%. O teste PCR com amostra de pele
apresentou sensibilidade de 78%, para as formas multibacilares, e promissores 64% para
as formas paucibacilares, com especificidade de 99% para ambas as formas.

Conclusao

(1) Os estudos de acuracia dos exames laboratoriais para a hanseniase sdo, na
grande maioria, de baixa qualidade metodoldgica e apresentam grande heterogeneidade.
(2) Para as formas multibacilares, as evidéncias de baixa qualidade indicam que o teste
sorolégico ELISA para o antigeno PGL-1 e seus semissintéticos apresentam acuracia
adequada e semelhante ao exame molecular PCR com amostra de pele. (3) Existe
evidéncia de baixa qualidade de que o exame de melhor acuracia para o diagnéstico da
forma paucibacilar da hanseniase é o exame PCR com amostra de pele. (4) As evidéncias
de baixa qualidade indicam que o Unico teste rapido com algum potencial para ser
utilizado em rastreamento populacional em areas hiperendémicas, principalmente para
as formas mutibacilares, é o de fluxo lateral com antigeno NDO-LID. (5) O exame de
PCR-RLEP de amostra de pele poderia auxiliar o diagnéstico de casos selecionados, em
que a clinica e a baciloscopia sdo inconclusivas, apresentando a melhor sensibilidade
para as formas paucibacilares.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase ¢ uma infeccdo granulomatosa e cronica causada pelo Mycobacterium
leprae. Os achados clinicos da hanseniase dependem da resposta imune do paciente e da
duracdo da doenca. Afeta principalmente a pele e os nervos periféricos, e o diagnostico
tardio leva a varias complicacdes e deficiéncias que podem causar estigma social e
impactar negativamente a qualidade de vida do paciente. Assim, sdo cruciais o diagnéstico
precoce e o tratamento nas fases iniciais da doenca.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), havia 5,35 milhdes de
pacientes com hanseniase em 1985, e esse numero caiu para 210.758 em 2015. A causa
mais provavel desse declinio na prevaléncia é a crescente conscientizagao da populacao,
0s treinamentos para o diagndstico e o tratamento apos a determinacdo mundial da
hanseniase como um problema de saude publica.’

Em abril de 2016, a OMS publicou um documento intitulado Estratégia Global
para a Hanseniase 2016-2020: acelerando em direcdo a um mundo livre de hanseniase,
que propde aproveitar o momento criado no controle da hanseniase no ambito global
e local. Trés objetivos principais foram definidos para a estratégia global: (1) zero grau 2*
de deficiéncia entre as criancas diagnosticadas com hanseniase; (2) reducao de novos
casos de hansenfase com grau 2 de incapacidade para <1 caso/milhdo de populacao;
e (3) zero paises com legislacdo que permita a discriminagdo com base na hanseniase.
Outros objetivos incluem promover a deteccao precoce de casos por meio de campanhas
de busca ativa em areas de alta endemicidade, fortalecer a vigilancia da resisténcia
antimicrobiana, incluindo redes de laboratérios, e medidas para impedir a discriminagao.’

*O grau de incapacidade é determinado a partir da avaliagdo neuroldgica dos
olhos, maos/pés, e o seu resultado expresso em valores é: 0 — ndo ha presenca de

comprometimento neural; | — diminuicao ou perda da sensibilidade; Il — presenca
de incapacidades e deformidades.

Em 2018, a prevaléncia global de hanseniase reportada pela OMS foi de 184.238 casos
em tratamento, correspondendo a uma taxa de prevaléncia de 0,24 por 10 mil habitantes.
A prevaléncia global no final de 2018 diminuiu em 8.474 casos em relagdo ao final de
2017, quando houve 192.713 casos em tratamento. Apesar de a prevaléncia registrada ter
diminuido em 4%, aumentos foram observados nas Américas, no Mediterraneo Oriental
e no Pacifico Ocidental." Em 2018, foram registrados no mundo 199.440 novos casos,
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sendo, destes, 28.660 novos casos no Brasil, com aumento da incidéncia comparado ao
mais baixo nivel reportado nos ultimos anos, que foi de 26.395 casos em 2015. O Brasil
fica atras apenas da India, que apresentou 120.334 novos casos em 2018."

A hanseniase esta associada a pobreza e ao status socioecondmico mais baixo,
mas sem nenhum fator de risco especifico adicional. Nao hé relagdo entre a frequéncia
da hanseniase e a de outras doencas infecciosas (incluindo o HIV), diferentemente do
que atualmente esta sendo observado com a tuberculose. Pacientes com predisposicao
genética parecem mais propensos a contrair hanseniase; e, dos muitos genes identificados
que poderiam estar associados a um risco maior de contrair a hanseniase, poucos foram
validados em grandes estudos e em varias populagoes.”

A M. leprae foi identificada em 1873 por Gerhard Henrik Armauer Hansen, nove
anos antes da identificacdo de M. tuberculosis por Robert Koch. A M. leprae pertence
ao género Mycobacterium e a familia Mycobacteriaceae. O bacilo em forma de bastao
parece sem movimento na analise microscopica e tem de 1 1 a 8 pu de comprimento
por 0,3 ude largura. M. leprae é uma bactéria microaerofilica e cresce idealmente a uma
temperatura variando de 30°C a 35°C. Os bacilos agrupam-se em tecidos altamente
infectados para formar aglomerados que podem conter centenas de bacilos.?

A incapacidade de se cultivar M. leprae in vitro é uma das principais caracteristicas
dessa bactéria e pode ser explicada pelo seu longo tempo de duplicagdo (14 dias),
dificultando a pesquisa em laboratério. Em 1960, Charles C. Shepard provou que a cultura
de M. leprae poderia ser feita inoculando a bactéria no pé das fémeas de camundongos
suicos — desenvolvendo, assim, o mouse foot-pad test. A cultura de M. leprae permitiu
estudar e desenvolver terapias com antibidticos e, posteriormente, estudar e identificar
a resisténcia a eles.’

Em 1971, Kirchheimer and Storrs provaram que a cultura de M. leprae poderia
ser feita inoculando a bactéria no tatu-de-nove-bandas, um modelo de animal perfeito
devido a sua temperatura corporal (entre 30°C a 35°C) e a sua susceptibilidade a
M. leprae. Esse achado permitiu aos cientistas obter grande niimero de bacilos, o que
foi fundamental para os varios estudos genéticos antigénicos realizados nas décadas de
1980 e 1990, levando ao primeiro sequenciamento do genoma de M. leprae em 20012

A hanseniase é provavelmente transmitida por meio de secrecdes nasais ou orais.
Os resultados de estudos experimentais conduzidos em camundongos apontaram o
trato respiratério como um portal potencial de entrada para os bacilos, em vez do trato
digestivo ou da pele. Nenhum modelo fisiopatologico foi, no entanto, estabelecido até
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o momento. Estudar o periodo de incubacdo da hanseniase ndo ¢ facil, por causa da
natureza insidiosa da doenca, especialmente na fase inicial, de sua lenta evolucéo e da
auséncia de testes sensiveis e diagnosticos especificos para a fase subclinica da infeccéo.
Os detalhes da transicdo da infeccdo latente para a infeccdo sintomatica ainda sdo
desconhecidos, tornando um claro entendimento da fisiopatologia da hanseniase até
0 momento impossivel.?

A imunologia é um aspecto essencial da hanseniase, pois a resposta imune
do hospedeiro determina a expressao clinica da doenca. A imunodepressao leva as
apresentacdes mais graves da doenca. A hanseniase tuberculoide é o resultado de alta
imunidade mediada por células, com uma forte resposta imune do tipo Th1,* limitando
a progressao da doenca a lesdes na pele e danos bem definidos (sem resposta humoral
nesse caso). No entanto, a forma virchowiana multibacilar é caracterizada por baixa
imunidade mediada por células, com uma resposta Th2 humoral predominante (alta
producao de anticorpos IgG ou IgM), levando a uma resposta inadequada a uma bactéria
intracelular e a multiplicacdo descontrolada dos bacilos. A hanseniase afeta todas as
idades, mas a maioria dos pacientes ndo contrai a doenga mesmo apos um contato
prolongado com M. leprae.’

* Apos se diferenciarem no timo a partir de precursores vindos da medula 6ssea,
as células T migram para a periferia e ficam circulando entre os 6rgéos linfoides
secundarios. Quando reconhecem os antigenos derivados dos patdgenos, por meio
dainteracdo com as células apresentadoras de antigeno, sofrem mais um evento de
diferenciacao, agora gerando células efetoras ou de memoria. Os linfécitos T CD4+,

cuja fungdo é auxiliar outros tipos celulares (T helper, ou Th), podem se diferenciar
em Th1, Th2, Th17, ou ainda em outros subtipos, cada um deles secretor de um
conjunto particular de citocinas. As células Th1, grandes produtoras de interferon-
gama (IFN-y), sdo necessarias para uma resposta efetora eficiente contra patégenos
intracelulares.’

1.1 Quadro clinico

A hanseniase exibe um amplo espectro de achados clinicos e histopatoldgicos
baseados nas respostas imunes do hospedeiro. Em 1966, Ridley e Jopling classificaram
a hanseniase de acordo com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas. De acordo com
esse sistema de classificacdo, existe uma forma tuberculoide (FT) que consiste em uma
forte resposta imune e um pequeno nimero de bacilos em uma extremidade, e uma
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resposta imunolégica fraca e uma sobrecarga de bacilos da forma virchowiana (FW) na
outra extremidade, e trés tipos de hanseniase intermedidrios — dimorfa-tuberculoide
(DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV) entre essas duas extremidades.
Conceitualmente, a forma tuberculoide (FT) e a forma virchowiana (FV) sdo
clinicamente estaveis, enquanto as formas intermediarias podem mudar para outra
conforme a imunidade.’

Assim, as formas clinicas da hanseniase sdo determinadas de acordo com critérios
clinicos, bacteriolégicos, imunolégicos e histopatologicos.?

Forma tuberculoide — uma forma de forte resposta imune que pode ser seguida
por cura espontanea. As lesdes cutaneas primarias sao sem pelos, levemente elevadas e
endurecidas, placas eritematosas, escamosas, anulares, que podem ser acompanhados
por envolvimentos neurais, como anestesia aguda e hiperestesia. A lesdo é muitas vezes
Unica e ndo excede 10 cm de tamanho. Pode ser vista como lesdes hipopigmentadas, nas
quais é observada perda parcial de pigmento, principalmente em casos de pele escura.
As lesdes devem ser examinadas minuciosamente em termos de alopecia. Mesmo que
nao detectados o aumento e a sensibilidade dos nervos periféricos proximos a lesdo
cutanea, a lesdo em si é tipicamente hiperestesia e anidrotica.

= Dimorfa-tuberculoide — embora a resposta imune seja suficiente para limitar a
doenca, ¢ insuficiente para cura espontanea. As lesdes cutaneas primarias sao
placas e papulas anulares nitidamente definidas, multiplas e assimétricas. As lesdes
sdo menos endurecidas e elevadas, menos eritematosas, e levemente escamosas
se comparadas a FT. As lesdes podem ser vistas em tamanho suficiente para
cobrir todo o membro. Observa-se perda de sensibilidade em todas as lesdes, e
o envolvimento nervoso (alargamento do nervo) é geralmente assimétrico.

= Dimorfa-dimorfa — é o ponto médio entre as duas extremidades clinicas.
A gravidade de achados cutaneos e de alteragdes neurolédgicas depende de qual
extremidade do paciente esta mais proxima. As lesdes cutaneas primarias sao
geralmente assimétricas, alopécicas, anulares, nitidamente definidas e amplas;
placas com a aparéncia de “queijo suico”, em que ilhotas de pele clinicamente
normais sdo encontradas.

= Dimorfa-virchowiana — embora o sistema imunolégico seja insuficiente para
parar a proliferacido bacteriana, é suficiente para suprimir a inflamagao que causa
danos aos tecidos. Os achados clinicos sdo consideravelmente diversos, podendo
apresentar lesdes caracteristicas da forma tuberculoide e, ao mesmo tempo, da
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forma virchowiana. Os envolvimentos neurolégicos séo comuns com importantes
danos sensorios motores.

® Forma virchowiana — a doenca extensa é vista devido a resposta imune celular
inadequada. Lesdes classicas caracterizam-se por multiplas papulas, placas difusas,
frequentemente simétricas, bem definidas com nodulos. As areas de envolvimento
sdo geralmente a face, o quadril e a extremidade inferior. A infiltracdo da pele da
testa leva a geracdo da face leonina, que é uma caracteristica na aparéncia facial.
A perda de cabelo ¢ generalizada, especialmente nas sobrancelhas e nos cilios.

As alteracdes nos nervos periféricos podem ser:?

= Alargamento dos nervos periféricos: os nervos periféricos séo mais frequentemente
afetados pelo posicionamento superficial. Sintomas como anestesia ou hipoestesia
sdo observados, assim como sensibilidade do nervo. O espessamento do nervo
ulnar no cotovelo, do nervo cutaneo radial superficial e mediano no punho, do
nervo auricular comum no pescoco e do nervo fibular na fossa poplitea pode
ser detectado por palpacao.

= Presenca de alteracdes sensoriais como anestesia e hipoestesia em lesdes de pele.

= Perdas nas funcdes motoras podem ocorrer, dependendo da localizacdo dos
nervos envolvidos. Ao exame neurolégico geral, podem ser detectadas alteracoes
como queda do pé, contratura e flexdo dos dedos, atrofia muscular, paralisia
facial e lagoftalmia.

= Dependendo da influéncia das fibras finas e ndo mielinizadas do tipo C, responsaveis
pela transmissdo de sentidos como toque leve, dor, calor e frio, a perda sensorial
na extremidade da médo pode ser observada primeiro na discriminacdo de quente
e frio.

A OMS introduziu uma classificacao simplificada para ser utilizada em atencao
primaria, que usa o numero de lesdes cutaneas para classificar adoenca em paucibacilares
(até cinco lesdes) ou multibacilares (mais de cinco lesdes cutaneas). Essa classificacdo
é amplamente utilizada para orientar as decisdes de tratamento.’

1.2 Diagndstico

O diagnostico é realizado substancialmente por exame clinico, devendo deve
ser apoiado por exame complementares para classificagdo e tratamento. Os testes
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microbioldgicos e patologicos devem ser realizados apds a histéria e a avaliagdo das
condicdes clinicas. A OMS* recomenda que individuos com um dos dois achados
cardinais em regides endémicas sejam considerados portadores de hanseniase.

" lesOes compativeis com hanseniase com perda sensorial (com ou sem
espessamento Nervoso).
= Esfregaco de pele positivo.

A lesdo cutanea com hipoestesia é o fator diagndstico mais importante, porque
nao é esperado em outra doenca de pele que ndo seja a hanseniase. Apds avaliagao das
lesdes cutaneas, os nervos periféricos devem ser palpados para busca de espessamento,
e exame neurologico de lesdes e de extremidades distais deve ser realizado.”

O esfregaco de pele ¢ um método rapido de diagnostico, mas requer experiéncia
do profissional. A pele comprimida entre o polegar e o dedo indicador é cortada com
lanceta em uma largura de 5 mm e uma profundidade de 3 mm. O fluido dérmico
coletado é espalhado sobre uma lamina. O liquido do tecido ndo deve ser sangrento.
As regides preferidas sdo as faces extensoras do cotovelo e do joelho e do l6bulo da
orelha. O procedimento pode exigir de trés a seis repeticdes. O resultado é geralmente
negativo em formas menos bacilares. A coleta nasal ndo é recomendada, principalmente
por causa da fragilidade nos casos de FV. Uma biépsia por puncao de 4 mm é o método
ideal de amostragem. A bidpsia deve ser realizada nos locais mais eritematosos e em area
em expansao da lesdao. A biopsia do nervo pode ser necessaria para apoiar o diagnostico,
especialmente nos casos de envolvimento nervoso puro.

A identificacdo de bacilos acidos resistentes, com a coloracao de Ziehl-Neelsen
em material de esfregaco de pele ou bidpsia, é a técnica de diagnodstico-padrao. O indice
bacteriologico (I1B) é determinado pela classificacdo entre 1 (1 bactériaem cada 100 areas)
e 6 (mais de 1.000 bacilos em cada area). Pacientes com escores de IB inferiores a 2 sdo
considerados paucibacilares (PB), enquanto os escores de IB acima de 2 sdo considerados
multibacilares (MB). No entanto, a baciloscopia apresenta baixa sensibilidade, com
aproximadamente 50% das amostras de pacientes doentes resultando negativas. Além
disso, o exame requer infraestruturas laboratoriais e profissionais treinados, recursos
nem sempre disponiveis em todas as areas endémicas.

O teste de Mitsuda é um teste prognostico que avalia a capacidade de um individuo
de desenvolver imunidade celular a M. leprae, mas tem uso pratico limitado porque
nao indica exposicao. Envolve a injecdo intradérmica de 40 milhdes de bacilos/mL de
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M. leprae mortos pelo calor, derivados de tatus infectados. O local da injecdo é avaliado
em um a dois dias e em trés semanas. A reacdo que ocorre nos primeiros dois dias
representa uma reacao de hipersensibilidade tardia. Apds trés semanas, a reacao Mitsuda
é medida. Uma reacdo positiva de Mitsuda é descrita como uma lesdo endurecida de
mais de 4 mm que mostra histologicamente a formacao de granuloma. Uma reacdo
positiva corresponde a aquisicdo de imunidade mediada por células contra o M. leprae
e ocorre em pacientes com hanseniase tuberculoide e na maioria dos contatos com
hanseniase. Pacientes com hanseniase dimorfa mostram lesdo cutanea endurecida
inferior a 3 mm, e pacientes com hanseniase virchowiana apresentam reacdo negativa.

1.3  Exames imunoldgicos e moleculares

A infeccdo por M. leprae leva a resposta imunoldgica humoral e a produgao de
anticorpos ndo protetores. A clinica, a epidemiologia e a bacterioscopia sao o padrdo-ouro
para a confirmacao da doenca, porém um teste laboratorial que possa ser facilmente
realizado, que apresente baixo custo e detecte anticorpos especificos seria muito Util
no trabalho de campo, porque a maioria dos pacientes com hanseniase nao apresenta
clinica evidente e a confirmacéo bacterioscépica nem sempre é possivel. Para encontrar
esse teste, 0s pesquisadores tém procurado o teste soroldgico ou molecular ideal.®

Na busca de exames complementares, o uso de antigenos especificos de
M. leprae para testes sorolégicos tem sido objeto de pesquisa. O uso de proteina
como o fenol-glicolipidico-1 (PGL-1), entre outros antigenos, tem sido pesquisado com
0 ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) e de imunossensores como métodos
para detectar novos casos da doenca e para diagnostico precoce. Além disso, testes
moleculares auxiliam na identificacdo de sequéncias especificas do DNA de M. leprae em
amostras clinicas, que podem ser amplificadas por meio da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), permitindo a deteccéo do bacilo; e o uso da tecnologia de PCR
em tempo real (qPCR) permite avaliar a carga bacteriana e também o monitoramento
da resisténcia a drogas.’

As técnicas sorologicas sdo baseadas na deteccdo de anticorpos especificos
contra o bacilo, uma vez que a producdo de imunoglobulina ocorre em resposta ao
sinal antigénico de estimulagdo. Esses testes sdo importantes porque representam uma
classe de testes complementares capazes de detectar casos de hanseniase e, além da
possibilidade de diagnostico precoce, determinar a prevaléncia da doenca em areas
endémicas, hiperendémicas e o monitoramento de contatos.’
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Apos o advento do sequenciamento do genoma da bacteéria M. leprae, sequéncias
genéticas especificas foram pesquisadas para padronizar testes de diagnéstico baseados
na analise do DNA. Essas sequéncias amplificadas por meio da técnica de PCR permitem
a detecgdo de bacilo a partir de pequenas quantidades de células de M. leprae.
Os primeiros trabalhos utilizando a técnica de PCR foram realizados ha pouco mais de
20 anos, mas os dados iniciais ndo foram promissores para a identificagdo do DNA de
M. leprae em pacientes paucibacilares (PB). Assim, a metodologia da biologia molecular
passou a ser mais pesquisada como método alternativo aos métodos tradicionais de
diagnostico. Esses dados estimularam a busca de novas sequéncias especificas para a
identificagdo do bacilo, bem como o uso de varias amostras clinicas.’

Apesar dos avancos das pesquisas, ainda ndo ha exame complementar incorporado
em programas de controle da hanseniase recomendados pela OMS,* tornando, assim,
importante determinar a acuracia desses exames para embasar futuras decisdes em
termos de satde publica.



2 OBJETIVOS

Realizar revisdo sistematica avaliando a acuracia de exames laboratoriais
complementares para o diagnéstico precoce da hanseniase.



3.1

METODOS

Desenho do estudo
Revisdo sistematica de estudos de acuracia.

O protocolo da revisdo ndo foi elaborado ou apresentado anteriormente.

A pesquisa foi demandada e discutida em reunido virtual realizada no dia 14 de fevereiro de
2020, com a participagdo dos membros do Centro Cochrane do Brasil e do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia, Inovagdo e Insumos
Estratégicos do Ministério da Saude (Decit/SCTIE/MS).

3.2

3.3

Local

Centro Cochrane do Brasil.

Critérios da selecdo dos estudos para a revisdo

Foram incluidos estudos de acuracia que avaliaram exames laboratoriais

complementares para diagnostico precoce de casos de hanseniase. Nao houve restricao
de lingua e foram aplicados os seguintes critérios de inclusao:

3.4

Estudos transversais ou caso-controle de acuracia.

Comparagdo a padrao-ouro: diagnostico clinico e/ou baciloscopia positiva para
M. leprae.

Teste-indice: exames laboratoriais com mais de dois artigos de acuracia publicados.
Artigos com dados suficientes para extracao numérica de verdadeiro-positivos
(VP), falso-negativos (FN), verdadeiro-negativos (VN) e falso-positivos (FP).
Estudos que fornecam dados separados de forma multibacilar e paucibacilar.

Tipos de participantes

Pessoas de qualquer idade com suspeita (ou ndo, em caso de estudo transversal)

de hanseniase comparadas a pessoas sadias. Serdo excluidos os contatos domiciliares.
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3.5 Tipos de desfechos

= Sensibilidade

» Especificidade

= Valor preditivo positivo
= Valor preditivo negativo

3.6 Estratégia de busca para identificagdo dos estudos

A estratégia de busca incluiu as seguintes bases de dados: PubMed, CENTRAL,
BSV/Lilacs, Embase. Data da ultima busca: maio de 2020.

3.6.1 Estratégia de busca — Portal Regional BVS

#1 MH:Leprosy OR Leprosy OR Lepra OR Hanseniase OR (Doenca de Hansen) OR
MH:C01.150.252.410.040.552.475.371S OR MH:SP4.012.148.164S

#2 MH:"Clinical Laboratory Techniques” OR (Clinical Laboratory Techniques) OR
(Técnicas de Laboratério Clinico) OR (Andlise Clinica) OR (Analises Clinicas) OR
(Diagnostico Laboratorial) OR (Diagnostico de Laboratoério) OR (Diagnosticos
Laboratoriais) OR (Diagnosticos de Laboratorio) OR (Diagnosticos de Laboratério
Clinico) OR (Diagnosticos e Exames Laboratoriais) OR (Diagnodsticos e Exames de
Laboratério) OR (Exames e Diagnésticos Laboratoriais) OR (Exames e Diagndsticos
de Laboratério) OR (Testagens de Laboratério Clinico) OR (Testes Clinicos de
Laboratoério) OR MH:E01.370.2255 OR MH:E05.2005 OR MH:SP4.122.006.057.488$
OR MH:VS$3.003.001.006.005.004$

#3 MH:"Early Diagnosis” OR (Early Diagnosis) OR (Diagnostico Precoz) OR
(Diagnostico Precoce) OR MH:E01.390$

#4 #1 AND #2 AND #3
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3.6.2 Estratégia de busca — PubMed

#1 “Leprosy”[Mesh] OR (Hansen'’s Disease) OR (Hansen Disease)

#2 “Clinical Laboratory Techniques”[Mesh] OR (Clinical Laboratory Technique)
OR (Laboratory Technique, Clinical) OR (Technique, Clinical Laboratory) OR
(Laboratory Techniques, Clinical) OR (Clinical Laboratory Test*) OR (Laboratory
Test, Clinical) OR (Test, Clinical Laboratory) OR (Clinical Laboratory Testings) OR
(Clinical Laboratory Testing) OR (Laboratory Testing, Clinical) OR (Testing, Clinical
Laboratory) OR (Clinical Laboratory Diagnoses) OR (Diagnose, Clinical Laboratory)
OR (Laboratory Diagnosis) OR (Diagnosis, Laboratory) OR (Laboratory Diagnoses)
OR (Laboratory Examinations and Diagnoses) OR (Diagnoses and Laboratory
Examinations)

#3 “Early Diagnosis’[Mesh] OR (Diagnosis, Early) OR (Early Detection of Disease)
OR (Disease Early Detection)

#4 #1 AND #2 AND #3

3.6.3 Estratégia de busca — CENTRAL/Cochrane Library

#1 Leprosy OR (Hansen'’s Disease) OR (Hansen Disease)

#2 (Clinical Laboratory Techniques) OR (Clinical Laboratory Technique) OR
(Laboratory Technique, Clinical) OR (Technique, Clinical Laboratory) OR (Laboratory
Techniques, Clinical) OR (Clinical Laboratory Test*) OR (Laboratory Test, Clinical) OR
(Test, Clinical Laboratory) OR (Clinical Laboratory Testings) OR (Clinical Laboratory
Testing) OR (Laboratory Testing, Clinical) OR (Testing, Clinical Laboratory) OR
(Clinical Laboratory Diagnoses) OR (Diagnose, Clinical Laboratory) OR (Laboratory
Diagnosis) OR (Diagnosis, Laboratory) OR (Laboratory Diagnoses) OR (Laboratory
Examinations and Diagnoses) OR (Diagnoses and Laboratory Examinations)

#3 (Early Diagnosis) OR (Diagnosis, Early) OR (Early Detection of Disease) OR
(Disease Early Detection)

#4 #1 AND #2 AND #3
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3.6.4 Estratégia de busca — Embase

#1 ‘leprosy’/exp OR (elephantiasis graecorum) OR (hansen disease) OR (hanseniasis)
OR (lepra) OR (leprology) OR (leprosis) OR (morbus Hansen) OR (Mycobacterium
leprae infection)

#2 ‘laboratory technique’/exp OR (clinical laboratory technique) OR (clinical

laboratory techniques) OR (laboratory method) OR (laboratory techniques and
procedures)

#3 ‘early diagnosis’/exp OR (diagnosis, early)

#4 #1 AND #2 AND #3

3.7  Selecdo dos estudos

Dois revisores avaliaram, de modo independente, os resumos de todos os estudos
obtidos inicialmente, por meio das estratégias de busca quanto aos critérios de inclusao
nesta revisdo. Em caso de discordancia entre os revisores no que diz respeito a inclusdo
de algum estudo, um terceiro revisor foi consultado.

Foram selecionados os estudos que potencialmente seguiam todos os critérios de
inclusdo para terem seus textos analisados na integra. Apos essa analise pormenorizada,
foram selecionados aqueles estudos que seriam incluidos na revisao.

3.8 Extracdo de dados e avaliagdo da qualidade metodoldgica

A extracdo de dados foi realizada por dois investigadores de maneira independente,
por meio de um formulario contendo dados sobre identificacdo do estudo, detalhes
da metodologia e desfechos avaliados. Dois revisores avaliaram, também de modo
independente, o risco de viés.

Para avaliar o risco de viés, foi utilizado o instrumento QUADAS-22 uma ferramenta
que avalia a qualidade metodolégica de estudo de acuracia e compreende quatro
dominios: 1) selecdo de pacientes; 2) teste avaliado; 3) padrao referéncia; 4) fluxo e
tempo. Os trés primeiros também avaliam a aplicabilidade do estudo. A representacao
grafica da avaliagdo da qualidade metodoldgica foi realizada por meio do software
RevMan 5.3 da Colaboragao Cochrane’
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39  Anédlise e apresentacdo dos resultados

Quando possivel, os dados foram sumarizados em metandlises, utilizando-se o
software Meta-DiSc 1.4." Foram calculadas as somatorias de sensibilidade e especificidade,
seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos com o modelo bivariado." Os forest
plots foram obtidos com a utilizagdo do software Revman 5.3°

Para a estimativa dos valores preditivos e da acuracia, foram utilizadas as
seguintes formulas:

VPP= sensibilidade x prevaléncia

sensibilidade x prevaléncia + (1-especificidade) x (1-prevaléncia)

VPN= especificidade x (1-prevaléncia)

especificidade x (1-prevaléncia) + (1-sensibilidade) x prevaléncia

Acuracia = sensibilidade x prevaléncia + especificidade x (1-prevaléncia)

310 Andlise de heterogeneidade

A heterogeneidade entre os resultados dos estudos foi avaliada pelo célculo do
teste de qui-quadrado (p<0,1 indica heterogeneidade) e o teste I (>50% representa
heterogeneidade). Possiveis causas de heterogeneidade foram investigadas, como diferencas
na populacdo, intervencdes e avaliacdes dos desfechos. Na auséncia de heterogeneidade,
foi utilizado o modelo fixo para metandlise. Se verificada heterogeneidade, o modelo
randomico foi utilizado.

311 Potenciais conflitos de interesses

Nao existiram conflitos de interesses conhecidos na realizacdo desta revisao.

3.12 Fonte de financiamento

Departamento de Ciéncia e Tecnologia da Secretaria de Ciéncia, Tecnologia,
Inovagao e Insumos Estratégicos do Ministério da Satde (Decit/SCTIE/MS).



4 RESULTADOS

41  Resultado da estratégia de busca

A busca localizou 447 referéncias:

= PubMed - 238
= CENTRAL - 59
= Embase — 87

= BVS-63

Apos a eliminacdo de duplicatas e a busca nas referéncias dos estudos relevantes,
restaram 398 referéncias. Depois da retirada das referéncias duplicadas e da leitura
de todos os resumos obtidos na busca, foram selecionados os artigos com potencial
para inclusao.

Nessa fase 72 artigos que foram selecionados como potenciais estudos a serem
incluidos. Os artigos foram obtidos e analisados na integra, e, apds essa avaliacao,
26 estudos12-37 preencheram totalmente o critério de inclusdo e 46 estudos foram
excluidos (Apéndice, Quadro 1).
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Figura1 — Fluxograma do resultado da busca e da selegédo de estudos da revisdo sisteméatica

447 referéncias
localizadas

49 duplicatas
excluidas

398 resumos

analisados

72 estudos
selecionados e
obtidos na integra

328 estudos
excluidos

46 estudos
excluidos
com motivo

26 estudos

incluidos

Fonte: Elaboragéo propria.



REVISAO SISTEMATICA
ACURACIA DOS TESTES LABORATORIAIS COMPLEMENTARES PARA O DIAGNOSTICO PRECOCE DE HANSENIASE

4.2  Acuricia dos exames

421 Exames baseados em enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

4.2.11 Antigeno PGL-1

Varios antigenos imunodominantes de M. leprae capazes de ativar clones especificos
de linfécitos B foram descritos; e até o momento, o mais estudado é o PGL-1, que possui
um antigeno trissacarideo especifico de M. leprae. Devido a sua natureza glicolipidica,
a resposta imune humoral induz a producdo de anticorpos sem a participacdo de
linfocitos T com isotipos predominantemente formados por imunoglobulina M (IgM).
Posteriormente, o PGL-1 foi sintetizado como compostos mono, di e trissacarideos, e
atualmente é mais avaliado por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Foram incluidos sete estudos que avaliaram o PGL-1 nativo.'>'3 1415161718
As caracteristicas desses estudos estdo na Tabela 1.

A maioria dos estudos foi classificada como de baixa qualidade metodologica,
sendo todos estudos caso-controle, com risco de viés de selecdo de pacientes. Além
disso, 0 exame de clinico como padrao de referéncia dos controles sadios ¢ descrito de
maneira insuficiente em todos os estudos (Figura 2).

Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de sete estudos resultou em
sensibilidade de 86% (IC 95%: 82% a 89%) e especificidade de 97% (IC 95%: 95% a 99%),
e apenas a analise da especificidade apresentou heterogeneidade (1°’=0,0% e 69,2%,
respectivamente) (Figura3).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de seis estudos resultou em
sensibilidade de 25% (IC 95%: 19% a 31%) e especificidade de 96% (IC 95%: 93% a 98%).
Essas analises apresentaram heterogeneidade (1°’=78,9% e 55,0%) (Figura 4).
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Tabela1 — Exame ELISA com PGL-1: estudos incluidos

Artigo

Local

Tipo de estudo

Amostra

Idade
(anos)

Diluicao

Ponto de
corte

Britton®

Praputplttaya®

Roche™

Roche®

Saad®

Triccas”

Wum

Fonte: Elaboragéo propria.

Australia e Nepal

Tailandia

Nepal

Nepal

Brasil

Nepal

China

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

MB=31
PB=17
Controle=60
MB=28
PB=18
Controle=33
MB=100
Controle=100
MB=48
PB=48
Controle=50
MB=T74
PB=52
Controle=h2

MB=60
PB=30
Controle=50
MB=60
PB=50
Controle=30

10a73

9a80

8a70

17100

1/300

1/300

1/300

17400

17100

1/200

>0,15

>0,06

0.2

0,27

0.4

>0.2



Figura 2 — ELISA com PGL-1: qualidade metodoldgica dos estudos incluidos pelo QUADAS-2
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 3 — ELISA com PGL-1: hanseniase multibacilar

Study ™ FP FN TN Sensitivity (95% CI)
Britton 1987 2 0 3 60 0.90[0.74, 0.98]
Prapuplttaya 1990 23 0 5 3 0.8210.63, 0.94]
Roche 1990 89 1 1 9 0.89[0.81,0.94]
Roche 1992 42 0 6 50 0.88[0.75, 0.95]
Saad 1990 61 4 13 48 0.8210.72, 0.901
Triccas 1998 5 1 9 49 0.8510.73,0.93]
Wu 1990 5 4 7 2 0.88[0.77, 0.95]

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,859 (IC 95%: 0,821-0,891). I>=0%.
Especificidade: 0,973 (IC 95%: 0,952-0,987). 1°=69,2%.

Specificity(95% CI)
1.00[0.94,1.001
1.00[0.89,1.001
0.99[0.95,1.001
1.00[0.93,1.00]
0.92[0.81,0.98]
0.980.89,1.00]
0.87[0.69, 0.961
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Figura 4 — ELISA com PGL-1: hanseniase paucibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity (95% C)

Britton 1987 6 0 1 60 0.350.14, 0.62] 100[0.94,1.000 —=w— E |
Prapuplttaya 1990 5 0 1B 33 0.2810.10, 0.53] 1.0000.89,1.000 —=—— —a
Roche 1992 5 0 43 50 0.10[0.03,0.23] 1.00[0.93,1.00] =— 4
Saad 1990 6 4 46 42 0.1210.04,0.23] 0.91[0.79,0.98] - —&
Triccas 1998 8 1 22 19 0.2710.12, 0.48] 095[0.75,1.000 —®— —=
Wu 1990 2 4L 271 2 0.46[0.32, 0.61] 0.87[0.69,0.98], - L

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragdo prépria.
Sensibilidade: 0,247 (IC 95%: 0,190-0,310). 1°’=78,9%.
Especificidade: 0,962 (IC 95%: 0,932-0,981). 1’=55,0%.

4.2.1.2 Antigeno NDO-BSA

Existe uma grande limitacdo na obtencdo da molécula nativa PGL-1, restrita
ao crescimento de M. leprae em tatus. Como alternativa, varias moléculas analogas
sinteticas associadas aos tri ou dissacarideos de PGL-1 foram produzidas a partir da
conjugacdo desses elementos com BSA (albumina sérica bovina) e fenol (P) ou octil (O).
A literatura mostra varios analogos semissintéticos, dos quais o mais conhecido é o
dissacarideo natural-octil-BSA (NDO-BSA), utilizado como antigeno no imunodiagnostico
da hanseniase.”

Foram incluidos oito estudos que avaliaram o antigeno NDO-BSA. 218 192021222327
As caracteristicas desses estudos estao na Tabela 2.

A maioria dos estudos foi classificada como de baixa qualidade metodologica,
sendo apenas dois estudos transversais e seis estudos caso-controle; e, assim, com
risco de viés de selecdo de pacientes. Além disso, o exame de clinico como padrao de
referéncia dos controles sadios é descrito de maneira insuficiente em todos os estudos,
exceto em Frade?’ (Figura 5).

Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de oito estudos resultou em
sensibilidade de 87% (IC 95%: 83% a 90%) e especificidade de 88% (IC 95%: 86% a 90%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°=84,6% e 96,5%, respectivamente)
(Figura 6).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de oito estudos resultou em
sensibilidade de 42% (1C 95%: 37% a 48%) e especificidade de 88% (IC 95%: 86% a 90%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°’=94,3% e 96,6%) (Figura 7).
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Tabela 2 — Exame ELISA com NDO-BSA: estfudos incluidos

Artigo

Local

Tipo de estudo

Amostra

Idade
(anos)

Diluicao

Ponto de
corte

Cellong™

Chen?

Frade?

Praputplttaya®

Wen#

Wen#

WuWB

Wuzh

Fonte: Elaboragéo propria.

Filipinas

China

Brasil

Tailandia

China

China

China

China

Transversal

Caso-Controle

Transversal

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

Caso-Controle

MB=193
PB=147
Controle=401
MB=38
PB=23
Controle=31
MB=38
PB=5
Controle=245
MB=28
PB=18
Controle=33
MB=49
PB=30
Controle=35
MB=20
PB=11
Controle=10
MB=60
PB=50
Controle=30
MB=53
PB=50
Controle=100

7a76

17401

1487

204 86

1/200

1/400

1/300

1/200

1/200

1/200

1/200

>0,16

>0,2

>0,6

>0,06

>0,2

>0,2
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Figura 5 — ELISA com NDO-BSA: qualidade metodologica dos estudos incluidos pelo
QUADAS-2

Risk of Bias Applicability Concerns

Cellona 1993

Chen 2018

Frade 2017

Praputpittaya 1990

Wen 2013

Wen 2014

Wu 1990

W [ [ |0 . -9 | (=9 | Reference Standard

. ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ = | Flow and Timing

CC BRI R EN BE RN BRI ‘ ) ‘ Patient Selection

OGO e

W9 [ [ | 0 . «3 |« | Reference Standard

‘ . ‘ ‘ ‘ ’ . . Patient Selection
‘ . ‘ . . . ‘ ‘ Index Text

Wu 2002

® High 2 Unclear ® Low

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 6 — ELISA com NDO-BSA: hanseniase multibacilar

Study TP FP FN TN Sensitivity(95%¢Cl)  Specificity(85%Cl)  Sensitivity(95% CI) Specificity (95% C)
Cellona 1993 13 7 30 39 0.84[0.79, 0.89] 0.98 [0.96, 0.99] - "
Chen 2018 % 12 41 0.8910.75,0.97] 0.6110.42, 0.78] —= —a—

Frade 2017 2 8 16 161 0.58 [0.41, 0.74] 0.66[0.59, 0.72] —a— &+

Praputpittaya 1990 2 0 5 33 0.8210.63, 0.94] 1.00[0.89, 1.00] —a —
Wen 2013 B 0 13 0.98 [0.89, 1.00] 1,00 [0.90, 1.001 - -
Wen 2014 B 1 2 9 0.90 [0.68, 0.99] 0.90 [0.55, 1.00] —% — &
Wu 1990 5 1 5 29 0.9210.82, 0.97] 0.9710.83,1.00] - -
Wu 2002 50 4100 0.9310.83, 0.98] 100[0.96,1.000— 4 ™ Ly

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,868 (IC 95%: 0,835-0,897). 1°’=84,6%
Especificidade: 0,881 (IC 95%: 0,858-0,902). 1°=96,5%
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Figura7 — ELISA com NDO-BSA: hanseniase paucibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity(95% CI)
Cellona 1993 2 7 125 397 0.150.10, 0.22] 098(0.96,0.99] = "
Chen 2018 % 12 9 19 0.61(0.39, 0.80] 0.6110.62, 0.78] o .

Frade 2017 2 8 9 161 0.40 [0.05, 0.851 0661059,072] ——#——— =

Praputpittaya 1990 5 0 13 33 0.28[0.10, 0.53] 100(089,100] —®— -
Wen 2013 20 9 3% 0.70 [0.51, 0.85] 1.00[0.90, 1.001 —a— —
Wen 2014 5 1 6 9 0.45[0.17, 0.77] 0.90 (0.5, 1.00] - E—
Wu 1990 % 1 % 2 0.52[0.37, 0.66] 0.97(0.83,1.00] — —
Wu 2002 6 0 4100 0.920.81, 0.98] 10000961000 . Ly

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,422 (IC 95%: 0,369-0,477). 1’=94,3%.
Especificidade: 0,882 (IC 95%: 0,859-0,902). I’= 96,6%.

4.2.1.3 Antigeno LID-1

Se a caracterizagdo de PGL-1 foi importante para a sintese de varias moléculas
derivadas com aspectos imunolégicos semelhantes, a decodificacdo do genoma de
M. leprae foi essencial para a identificacdo de proteinas e peptideos com aplicabilidade
na deteccdo laboratorial da doenca. Varias vantagens estdo associadas ao uso dessas
moléculas, principalmente para reduzir o custo dos estudos e refletir o carater espectral
daimunologia da hanseniase, pois essas dosam niveis de IgG, enquanto o PGL-1 natural
ou sintético dosa IgM. Atualmente, h4 grande nimero de proteinas recombinantes de
M. leprae, normalmente identificadas como ML e, entre essas, 0 ML0405 e o ML2331
mostraram resultados semelhantes aos da sorologia PGL-1. Devido ao potencial dessas
duas proteinas, a proteina de diagnostico Leprosy Infectious Disease Research Institute
(IDRI) Diagnostic-1 (LID-1) foi gerada, resultante da fusdo entre os dois MLs. A LID-1 foi
produzida a fim de manter o perfil de reatividade de ambas as proteinas.

Foram incluidos sete estudos ELISA 202122222627 gue avaliaram o antigeno LID-1
com o teste ELISA. As caracteristicas desses estudos estao na Tabela 3.

A maioria dos estudos foi classificada como de baixa qualidade metodologica,
sendo apenas um estudo transversal Frade?' e seis estudos caso-controle; e, assim, com
risco de viés de selecdo de pacientes. Além disso, o exame de clinico como padrao de
referéncia dos controles sadios é descrito de maneira insuficiente em todos os estudos,
exceto em Frade?' e Freitas® (Figura 8).
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Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de sete estudos resultou em
sensibilidade de 81% (IC 95%: 76% a 85%) e especificidade de 86% (IC 95%: 83% a 89%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°=82,7% e 93,5%, respectivamente)

(Figura 9).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de sete estudos resultou em
sensibilidade de 23% (IC 95%: 17% a 29%) e especificidade de 86% (IC 95%: 83% a 89%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°’=88,4% e 93,5%) (Figura 10).

Tabela 3 — Exame ELISA com LID-1; estudos incluidos

Artigo Local Tipo de estudo Amostra :::::] Diluicao P(::Tr‘::e
MB=66 3XSD do
Amorim?® Brasil Caso-Controle PB=32 >18 1/200 0D dos
Controle=98 controles
MB=38
Chen? China Caso-Controle PB=23 17391 1/200 >(0,2
Controle=31
MB=38
Frade? Brasil Transversal PB=h 1a87 1/400 >0,1
Controle=245
MB=48
Freitas® Brasil Caso-Controle PB=60 >18 1/200 >0,3
Controle=62
MB=58
Hungria? Brasil Caso-Controle PB=93 >18 1/200 >0,3
Controle=282
MB=49
Wen? China Caso-Controle PB=30 ? 1/200 >0,2
Controle=35
MB=20
Wen? China Caso-Controle PB=11 20 2 86 1/200 >0,2
Controle=10

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 8 — ELISA com LID-1: qualidade metodologica dos estudos incluidos pelo QUADAS-2
Risk of Bias

Amorim 2016
Chen 2018
Frade 2017

Freitas 2016

Hungria 2017

Wen 2013

Wen 2014

Applicability Concerns

. | Reference Standard

. | Patient Selection
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®
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‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ =) | Index Text
~ @®®
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2

Unclear
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 9 — ELISA com LID-T: hanseniase multibbacilar

Study
Amorim 2016
Chen 2018
Frade 2017
Freitas 2016
Hungria 2017
Wen 2013
Wen 2014

TP
58
35
18
42
24
Lh
13

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,810 (IC 95%: 0,760-0,853). 1’=82,7%.
Especificidade: 0,863 (IC 95%: 0,832-0,891). 1°=93,5%.

FP

Sensitivity(95% CI)
0.880.78, 0.95]
0.92[0.79,0.98]
0.4710.31,0.64]
0.88[0.75, 0.95]
0.80[0.61,0.92]
0.9010.78,0.97]
0.65[0.41, 0.85]

Specificity(95% CI)
0.99[0.94,1.001
0.8710.70, 0.961
0.73[0.67,0.78]
1.00[0.94,1.00]
0.9710.89,1.00]
1.00[0.90,1.00]
1.00[0.69, 1.001

Sensitivity (95% CI) Specificity(95% CI)
—m L |
—a —a-
—— L 3
—B- E |
—m— -
—m —a
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Figura10 — ELISA com LID-1: hanseniase paucibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity (95% C)
Amorim 2016 5 1 21 97 0.16[0.05, 0.33] 0.99[0.94,1.00] —=— L
Chen 2018 2 & n 27 0.5210.31,0.73] 0.8710.70, 0.961 —a— —8
Frade 2017 3 67 2178 0.60[0.15, 0.95] 0.730.67,0.78] ——®#—— R 3
Freitas 2016 0 56 62 0.07[0.02, 0.16] 1.00[0.94,1.00] B b |
Hungria 2017 1 2 37 59 0.03[0.00, 0.14] 0.971[0.89,1.00] B -
Wen 2013 B 0 1 35 0.53[0.34,0.72] 1.00[0.90, 1.001 — & —4
Wen 2014 L 0 7 10 0.36 [0.11,0.69] 100[0.69,1.00], ——&—— —

0 02 04 0608 1 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragdo prépria.
Sensibilidade: 0,226 (IC 95%: 0,170-0,291). 1°=88,4%.
Especificidade: 0,863 (IC 95%: 0,832-0,891). 1’=93,5%.

4.2.13 Antigeno NDO-LID

O NDO-LID é um conjugado originado da combinacao dos antigenos LID-1 e
PGL-1 sintético (NDO). Nos testes envolvendo o NDO-LID, sdo dosadas as IgM (NDO)
e 1gG (LID-1). Essa andlise é feita com o objetivo de que esse conjugado possa fornecer
resultado complementar ao obtido individualmente pelo LID-1 e NDO, pois, apesar
de manter a capacidade de deteccao de anticorpos dos antigenos individualmente, ele
parece ser mais adequado para maior deteccdo de anticorpos.

Foram incluidos trés estudos que avaliaram o antigeno NDO-LID com o teste
ELISA.2%% As caracteristicas desses estudos estao na Tabela 4.

Os estudos foram classificados como de baixa qualidade metodoldgica, sendo
todos estudos caso-controle e, assim, com risco de viés de selecido de pacientes. Alem
disso, 0 exame de clinico como padrao de referéncia dos controles sadios é descrito de
maneira insuficiente em todos os estudos (Figura 11).

Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de trés estudos resultou em
sensibilidade de 78% (IC 95%: 70% a 85%) e especificidade de 94% (IC 95%: 89% a 97%).
Essas andlises apresentaram grande heterogeneidade (1°=87,3% e 74,3%, respectivamente)
(Figura 12).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de trés estudos resultou em
sensibilidade de 26% (IC 95%: 16% a 38%) e especificidade de 94% (IC 95%: 89% a 97%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°=85,8% e 74,3%) (Figura 13).
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Tabela 4 — Exame ELISA com NDO-LID: estudos incluidos

Artigo Local Tipo de estudo Amostra ::;::] Diluicao Pzn;t;:e
MB=66 3XSD do
Amorim? Brasil Caso-Controle PB=32 >18 1/200 0D dos
Controle=98 controles
MB=38
Chen? China Caso-Controle PB=23 17291 1/200 >(0,2
Controle=31
MB=20
Wen? China Caso-Controle PB=11 20 2 86 1/200 >0,2
Controle=10

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura1l — ELISA com NDO-LID: gualidade metodologica dos estudos incluidos pelo
QUADAS-2

Risk of Bias Applicability Concerns
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura12 — ELISA com NDO-LID: hanseniase multibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity(95% CI)

Amorim 2016 3 2 23 9% 0.65[0.52, 0.76] 0.98[0.93,1.00] —— -

Chen 2018 3B 5 3 26 0.92[0.79,0.98] 0.84[0.66, 0.95] —& —i

Wen 2014 o119 0.95[0.75,1.00] 09000551000 | %, , , %
0 02 04 06 081 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.

Sensibilidade: 0,782 (IC 95%: 0,699-0851). ’=87,3%.

Especificidade: 0,942 (IC 95%: 0,890-0,975). 1’=74,3%.

Figura 13 — ELISA com NDO-LID: hanseniase paucibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity(85% CI)

Amorim 2016 2 2 30 9% 0.060.01,0.21] 0.9810.93,1.00] =— k|

Chen 2018 nm 5 12 26 0.4810.27,0.69] 0.84 [0.66, 0.95] — —

Wen 2014 L1 79 0.36 [0.11, 0.69] 0800551000, ——@—— . . , , &
0 02 04 06 081 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,258 (IC 95%: 0,158-0,380). 1°=85,8%.
Especificidade: 0,942 (1C 95%: 0,890-0,975). 1’=74,3%.

4.2.2 Exame de fluxo lateral para M. leprae (ML flow)

4.2.2.1 Antigeno NDO-LID

Além do imune ensaio ELISA, a sorologia para hanseniase também pode ser
realizada com o teste de fluxo lateral, conhecido como ML flow. O desenvolvimento desse
exame semiquantitativo imunocromatografico deveu-se, em particular, a possibilidade
de uso em campo. O teste foi desenvolvido por Blhrer-Sékula et al, em 2003, visando
a deteccdo de anticorpos IgM contra varios antigenos como PGL-1 e seus derivados
sintéticos, proteinas recombinantes e peptideos."

Na busca por testes cada vez mais rapidos e precisos, em 2012 o Instituto Brasileiro
de Pesquisa em Infectologia, em conjunto com a empresa Orangelife’, desenvolveu um
teste capaz de oferecer um resultado em apenas dez minutos usando apenas uma gota
de sangue do paciente: o NDO-LID rapid diagnostic test (NDO-LID RDT). O kit recebeu
aprovacao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e é comercializado no
Pais. O exame é baseado em imunocromatografia com proteina recombinante NDO-LID,
que é imobilizada nas membranas de nitrocelulose. A deteccdo pode ser realizada para
presenca de IgM e IgG de varias amostras, como sangue total, plasma e soro.”
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Os resultados podem ser obtidos de maneira subjetiva, por meio de leitura visual
definida pela coloragado de ambas as linhas de controle e a linha de teste (escores de
leitura visual: 1+ / 1,5 + / 2 +), sendo coloracdo fraca ou sem linha de teste resultado
negativo; ou objetivamente pelo uso de tecnologia para smartphone (Smart Reader’),
descrita por Cardoso® (Figura 14).

Figura 14 — Leitura de resultado de exame NDO-LID RDT

Fonte: Cardoso et al. BMC Infectious Diseases 2013, 13:497.(http://www.biomedcentral.com/1471-2334/13/497).

Foram incluidos seis estudos, todos avaliando NDO-LID RDT,?02123282230
Os demais estudos localizados avaliavam outros tipos de testes rapidos, mas nenhum
preencheu os critérios de inclusdo (mais de dois estudos de acuracia). As caracteristicas
dos estudos incluidos estdo na Tabela 5.

A maioria dos estudos foi classificada como de baixa qualidade metodologica,
sendo apenas um estudo transversal Frade?' e cinco estudos caso-controle; e, assim, com
risco de viés de selecdo de pacientes. Além disso, o exame de clinico como padrao de
referéncia dos controles sadios é descrito de maneira insuficiente em todos os estudos,
exceto em Frade?' e Leturiondo® (Figura 15).

Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de seis estudos resultou em
sensibilidade de 83% (IC 95%: 80% a 86%) e especificidade de 73% (IC 95%: 71% a 76%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°=80,0% e 97,7% respectivamente)
(Figura 16).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de seis estudos resultou em
sensibilidade de 32% (IC 95%: 27% a 39%) e especificidade de 73% (IC 95%: 70% a 76%).
Essas analises apresentaram grande heterogeneidade (1°=76,4% e 97,7%) (Figura 17).
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Tabela 5 — Exame de fluxo lateral (ML flow) com NDO-LID: estudos incluidos

Idade

e Leitura

Artigo Local Tipo de estudo Amostra

MB=38
Chen? China Caso-Controle PB=23 17391 Visual 2 leitores
Controle=31
MB=208
Duthie? Filipina Caso-Controle PB=6?2 ? Visual 2 leitores
Controle=63
MB=38
Frade?” Brasil Transversal PB=5 1a87 Smartphone
Controle=245
MB=121
Leturiondo® Brasil Caso-Contrale PB=50 >10 Visual 2 leitores
Controle=530
MB=108
Paula Vaz Cardoso® Brasil Caso-Controle PB=104 143100 Smartphone
Controle=101
MB=20
Wen? China Caso-Controle PB=11 209 86 Visual 2 leitores
Controle=10

Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 15 — Exame de fluxo lateral (ML flow) com NDO-LID: qualidade metodologica dos
estudos incluidos pelo QUADAS-2

Risk of Bias Applicability Concerns

3 3
S 2 o S g
3 3 8 3 § 5 @
g 2 & & g 2 &
chen20 | @) | @ | 2 | @ 2@ 2
putie 20 | @) | @ | 2 | @ 2 @ 2
rrade 2017 | @) | @) | @ | @ ®e e
Leturiondo 2019 | @) | @) | @ | @ 21 ® ®
Paula Faz Cardoso 2013 ‘ ‘ ? ‘ ? ‘ ?
wen2ows | @) @2 | @ 2 @ 2
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Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 16 — Exame de fluxo lateral (ML flow) com NDO-LID: hanseniase multibacilar

Study TP FP FN TN Sensitivity(95% Cl)  Specificity(85%Cl)  Sensitivity(95% CI) Specificity(95% C)
Chen 2018 ¥ 0 2 2 0.95[0.82, 0.99] 0.68[0.49, 0.83] —= o
Duthie 2014 B 12 8 0.8710.82,0.91] 0.98(0.91,1.00] s .
Frade 2017 25 U8 1397 0.66 [0.49, 0.801 0.4010.33, 0.46] —a— &+

Leturiondo 2019 89 97 32 433 0.7 [0.65, 0.81] 0.82(0.78, 0.85] -+ 4
PaulaVazCardoso 2013 94 4 14 97 0.8710.79, 0.93] 0.96[0.90, 0.99] - =
Wen 2014 91 19 0.951[0.75,1.00] 09000551000 & ——

0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,834 (IC 95%: 0,800-0,864). 1°’=80,0%.
Especificidade: 0,734 (IC 95%: 0,705-0,761). 1’=97,7%.
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Figura 17 — Exame de fluxo lateral (ML flow) com NDO-LID: hanseniase paucibacilar

Study T FP FN TN Sensitivity(95%Cl)  Specificity(95%Cl)  Sensitivity(85% CI) Specificity (95% C)
Chen 2018 B 10 8 2 0.65[0.43,0.84] 0.68[0.49,0.83] —a— ——
Duthie 2014 20 1 42 62 0.3210.21,0.45] 098[091,100] —m— | u
Frade 2017 2148 3 97 0.40[0.05, 0.85] 0.40[0.33,0.46] — @ ——— -

Leturiondo 2019 17 97 33 433 0.34[0.21,0.49] 082[0.78,085] —E— i
PaulaVazCardoso 2013 22 &4 82 97 0.2110.14, 0.30] 096[090,099] & a
Wen 2014 7 1 & 9 0.64 [0.31,0.89] 090(055,1.00],__, — %~ Y

0 02 04 06081 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragdo prépria.
Sensibilidade: 0,325 (IC 95%: 0,268-0,384). 1’=76,4%.
Especificidade: 0,734 (IC 95%: 0,705-0,761). 1’=97,7%.

4.2.3 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Ap0s o advento do sequenciamento do genoma da bactéria M. leprae, tipos
especificos de sequéncias genéticas foram pesquisados para padronizar testes de
diagnéstico baseados na analise de DNA. Essas sequéncias podem ser amplificadas
por meio da técnica de reagcdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction —
PCR), que permite a deteccdo de DNA de bacilo a partir de pequenas quantidades de
células de M. leprae.™

Os primeiros trabalhos utilizando a técnica de PCR foram realizados ha pouco
mais de 20 anos, mas os dados ndo foram satisfatorios para a identificacio do DNA de
M. leprae em pacientes paucibacilares (PB). Esses dados estimularam a busca de novas
sequéncias especificas para a identificacdo do bacilo, bem como o uso de varias amostras
clinicas obtidas ndo apenas de amostras de bidpsia de pele, mas também de varios tipos
de amostras, como de nervos, urina, swabs oral ou nasal, sangue e lesdes oculares.”

Muitos estudos foram realizados envolvendo diferentes sequéncias e genes-alvo,
com o objetivo de aumentar a sensibilidade e a especificidade na identificagdo de
bacilos, especialmente em pacientes com baixa carga bacilar. A literatura relata o uso de
sequéncias que amplificam regides de genes que codificam os antigenos: 36 kDa, 18-kDa,
complexo 85, 165 rDNA, bem como para sequéncias repetitivas de M. leprae (RLEP)."

Mais recentemente, os ensaios quantitativos de PCR (gPCR), que sao baseados
na deteccdo quantitativa de luorescéncia em tempo real (RT gPCR), estdo substituindo
o PCR convencional, em muitos laboratérios, para deteccao de outros patdgenos. Eles
téem especificidade e sensibilidade aprimoradas para quantificacdo do contetido de
DNA bacteriano diretamente em amostras clinicas, além de um tempo de resposta mais
rapido, que supera a técnica de PCR convencional usando a sensibilidade de deteccéo
em gel ou colorimétrica.”
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4.2.31 PCR com sequéncias repetitivas de M. leprae (RLEP)

Sequéncias repetitivas sao constituintes dos genomas de todos os organismos
vivos. Existem duas formas principais de repeticio de DNA em genomas bacterianos:
repeticoes dispersas e em grupo. Aproximadamente 2% do genoma de Mycobacterium
leprae é composto por DNA repetitivo. Assim, entre as sequéncias pesquisadas por
meio de PCR, o RLEP (repetitive element) é o mais pesquisado, sendo amplificacdo de
elementos repetitivos em grupos do DNA da M. leprae."

Foram incluidos sete estudos avaliando PCR por meio de RLEP (PCR-RLEP)?22323334353637
As caracteristicas dos estudos incluidos estdo na Tabela 6. Para as metanalises, foram
incluidos os estudos que utilizaram amostras de pele de lesdo obtidas por biopsia.

Os estudos foram classificados como de moderada a baixa qualidade metodolégica
pelo desenho caso-controle, e, assim, com risco de viés de selecdo de pacientes, e exame
clinico como padrao de referéncia dos controles sadios descrito de maneira insuficiente
em dois estudos (Chaitanya®, Wen??) (Figura 18).

Para a hanseniase multibacilar (MB), a metanalise de cinco estudos resultou em
sensibilidade de 78% (IC 95%: 74% a 82% a 86%) e especificidade de 99% (IC 95%: 96%
a99%). Apenas a analise da sensibilidade apresentou grande heterogeneidade (1°=93,3%
e 45,9%, respectivamente) (Figura 19).

Para a hanseniase paucibacilar (PB), a metanalise de cinco estudos resultou
em sensibilidade de 64% (IC 95%: 58% a 70%) e especificidade de 99% (IC 95%: 96% a
100%). Apenas a analise da sensibilidade apresentou heterogeneidade (1°’=61,9% e 45,9%,
respectivamente) (Figura 20).

Dois estudos ndo foram incluidos na metanalise, pois utilizaram material diferente
de bidpsia de pele no estudo da acuracia do PCR-RLEP. Wen? avaliou a acuracia de
sangue total no exame PCR-RLEP amplificado pelo método nested-PCR e verificou,
para a forma multibacilar de hanseniase, sensibilidade de 96% (IC 95%: 86% a 99%) e
especificidade de 100% (IC 95%: 90% a 100%). Para a forma paucibacilar, a sensibilidade
foi de 47% (1C 95%: 38% a 56%) e a especificidade foi de 100% (IC 95%: 90% a 100%).
Esses resultados devem ser vistos com extrema cautela tendo em vista o tamanho de
amostra limitado em apenas um estudo.

No estudo de Naaz* os autores avaliaram o PCR-RLEP em esfregaco de pele,
em vez de bidpsia, e verificaram, para a forma multibacilar, baixa sensibilidade, 47%
(IC 95%: 37% a 57%), e alta especificidade de 100% (IC 95%: 78% a 100%). Para a forma
paucibacilar, a sensibilidade foi de 40% (IC 95%: 29% a 50%) e alta especificidade de 100%
(1IC 95%: 78% a 100%). Esses resultados também devem ser vistos com extrema cautela
em fungao do tamanho de amostra limitado em apenas um estudo.
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Dois estudos (Martinez*, Yan*’) avaliaram o RT gPCR utilizando RLEP. Para a forma
multibacilar, a sensibilidade foi de 100% (IC 95%: 93% a 100%) e especificidade de 89%
(IC 95%: 75% a 96%). Apenas a analise da especificidade apresentou heterogeneidade
(I’=0% e 80,2%, respectivamente) (Figura 21). Para a forma paucibacilar, a sensibilidade
foi de 69% (IC 95%: 53% a 82%) e especificidade de 89% (IC 95%: 75% a 96%). Apenas a
analise da especificidade apresentou heterogeneidade (1>=0% e 80,2%, respectivamente)
(Figura 22). Essas analises devem ser vistas com cautela devido ao limitado tamanho de
amostra e numero de estudos.

Tabela 6 — PCR para RLEP: estudos incluidos

Idade

s Material

Artigo Local Tipo de estudo Amostra

MB=39

PB=82 Bigpsia de pele
Controle=65 com ' Swab nasal
doenca de pele

MB=162

PB=H8 Criancas e
Controle=44 com adultos
doenca de pele

MB=162
Goulart® Brasil Caso-Controle PB=06 ? Biopsia de pele
Controle=44 com
doenca de pele
MB=26
PB=21 Biopsia de pele
Controle=15 com doenca ‘ (qPCR)
de pele e sadios

MB=162
PB=58
Controle=44 com
doenca de pele

, MB=162
Sundeep Chaitanya® India Caso-Controle PB=18
Controle=6 sadios
MB=49
Wenz* China Caso-Controle PB=30 ?
Controle=15 sadios
MB=29
Yan¥ China Caso-Controle PB=16 ?
Controle=29

Banerjee” india Caso-Controle

Chaitanya® india Caso-Controle Biopsia de pele

Martinez* Brasil Caso-Controle

Naaz** india Caso-Controle LaTk Esfregaco de pele*

Criancas e

adultos Bidpsia de pele

Sangue*
(nested-PCR)

Biopsia de pele
(PCR e gPCR)

Fonte: Elaboragdo propria.
*Nao incluidos na metandlise.
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Figura 18 — PCR para RLEP: qualidade metodologica dos estudos incluidos pelo QUADAS-2
Risk of Bias Applicability Concerns

° °
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martinez 201 | @) | @) | @ | @ 21 ® e
veaz200 | @) @ @@ @O @
Sundeep Chaitanya 2016 ‘ ‘ ‘ ‘ B . ‘
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Fonte: Elaboragéo propria.
Figura19 — PCR para RLEP: hanseniase multibbacilar
Study TP FP FN TN Sensitivity(95% Cl)  Specificity(85%Cl)  Sensitivity(95% CI) Specificity(95% C)
Banerjee 2008 0 0 L B 0.8810.73,0.97] 1.00[0.94,1.00] - -
Chaitanya 2017 129 0 33 b 0.8010.73, 0.86] 1.00[0.92,1.00] = -
Goulart 2007 5 0 0 3% 1.00[0.93,1.001 1.00[0.90,1.001 L -
Sundeep Chaitanya 2016 103 0 59 6 0.64[0.56, 0.71] 1,00 [0.54,1.00] Bl - =
Yan 2014 2 2 027 1.00[0.88,1.001 093[077,000) 4 4 4 ™, . ., T®

0 02 04 06 081 0 02 04 06 08 1

Fonte: Elaboragéo propria.
Sensibilidade: 0,780 (IC 95%: 0,739-0,81,8). I°’=93,3%.
Especificidade: 0,989 (1C 95%: 0,960-0,999). 1’=45,9%.
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Figura 20 — PCR para RLEP: hanseniase paucibacilar

Study TP FP
Banerjee 2008 63 0
Chaitanya 2017 3% 0
Goulart 2007 a0
Sundeep Chaitanya2016 11 0
Yan 2014 0 2

Fonte: Elaboragéo propria.

Sensibilidade: 0,641 (IC 95%: 0,576-0,702). I’=61,9%.

FN
18
23
29
7
6

™
65
Lh
35

6
21

Sensitivity (95% C)
0.77[0.66, 0.85]
0.60[0.47,0.73]
0.5210.38, 0.65]
0.61[0.36, 0.83]
0.63 [0.35, 0.85]

Especificidade: 0,989 (IC 95%: 0,960-0,999). I>=45,9%.

Figura 21 — RT gPCR para RLEP: hanseniase multibacilar

Study TP FP
Martinez 2011 2 4
Yan 2014 29 1

Fonte: Elaboragéo propria.

Sensibilidade: 1,000 (IC 95%: 0,929-1,000). [>=0%.

FN
0
0

™
1
28

Sensitivity (95% CI)
1.00 [0.84,1.001
1.00(0.88,1.001

Especificidade: 0,886 (1C 95%: 0,754-0,962). 1’=80,2%.

Figura 22 — RT gPCR para RLEP: hanseniase paucibacilar

Study TP FP
Martinez 2011 17 &
Yan 2014 12 1

Fonte: Elaboragao prépria.

Sensibilidade: 0,690 (IC 95%: 0,529-0,824). I’=0%

FN
9
A

™
1
28

Sensitivity (85% CI)
0.65[0.44, 0.83]
0.7510.48, 0.93]

Especificidade: 0,886 (IC 95%: 0,754-0,962). 1°=80,2%
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0.73[0.45, 0.92] —a — i
0g7l0821000 4+ % 4 9%
0 02 04 06 08 1 0 02 04 06 08 1
Specificity(95%¢Cl)  Sensitivity(95% CI) Specificity(95% CI)
0.7310.45, 0.92] —&— ——
09700821000 4 —®—, 9%
0 02 04 06 081 0 02 04 06 08 1
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4.3  Sintese dos resultados

4.31 Hanseniase multibacilar

Tabela 7 — Sintese e qualidade da evidéncia dos resultados das metanalise — hanseniase

multibacilar
Exame N:?tﬁ:;:]:e Sensibilidade (%) Especificidade (%) Qualidade da evidéncia
(N2 total) IC 95% IC 95% (GRADE)
ELISA: PGL-1 7 86 (82 a 89) 97 (95 a2 99) oleISIS)
(776) Baixa'?
ELISA: NDO-BSA 8 87 (83 a 90) 88 (86 a 90) PPOO
(1.368) Baixg'?
ELISA: LID-1 7 81(76 a 85) 86 (83 a 89) PPOoO
(831) Baixa'?
ELISA: NDO-LID 3 78 (70 a 85) 94 (898 97) SISISIS)
(263) Muito Baixa'2?
Fluxo lateral: § 83 (80 a 86) 73 (71a76) PO
NDO-LID (1.513) Baixa'?
PCR: RLEP 5 78 (74 a 82) 99 (96 a 99) SISl
(616) Baixa'?
(PCR-RLEP 2 100 (93 a 100) 89 (75 a 96) CISISIS)
(94) Muito Baixa'2?

Fonte: Elaboragéo propria.

1. Risco de viés: baseado no QUADAS-2, rebaixado um nivel por risco de viés
de selecao.

2. Inconsisténcia: rebaixado um nivel devido a heterogeneidade das analises.

3. Risco de viés: rebaixado um nivel por numero de estudos limitado.
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4.3.2 Hanseniase paucibacilar

Tabela 8 — Sinfese e qualidade da evidéncia dos resultados das metanalise — hanseniase

paucibacilar
Exame N:::ﬁ:;:]:e Sensibilidade (%) Especificidade (%) Qualidade da evidéncia
(N.2 total) IC 95% IC 95% (GRADE)
ELISA: PGL-1 i 25(19 8 31) 96 (93 2 98) PO
(454) Baixa'?
ELISA: NDO-BSA 8 42 (37 a 48) 88 (86 a 90) SlslSIS)
(1.222) Baixa'?
ELISA: LID-1 7 23(17a29) 86 (83 a 89) (CICISIS)
(741) Baixa'?
ELISA: NDO-LID 3 26 (16 a 38) 94 (89297 SISISIS)
(205) Muito Baixa'2®
Fluxo lateral: 4 32 (27 3 39) 73 (70 a 76) OPOO
NDO-LID (1.235) Baixa'?
PCR: RLEP ) 64 (58 a 70) 99 (96 2 99) SlslSIS)
(413) Baixa'?
(PCR-RLEP 2 69 (53 a 82) 89 (75 a 96) (CISISIS)
(86) Muito Baixa'??

Fonte: Elaboragéo propria.

1. Risco de viés: baseado no QUADAS-2, rebaixado um nivel por risco de viés
de selecao.

2. Inconsisténcia: rebaixado um nivel devido a heterogeneidade das analises.

3. Risco de viés: rebaixado um nivel por nimero de estudos limitado.

4.4 Valores preditivos e acuracia

Os valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN) e a acuracia dos exames
dependem da prevaléncia da doenga na populacdo. Segundo o documento da Secretaria
de Vigilancia em Satde do Ministério da Saude (SVS/MS)* a taxa de prevaléncia da
hanseniase tem grande variabilidade nas regides brasileiras, sendo o dado mais recente
de 2018. As regides brasileiras com maiores taxas de prevaléncia sao as do Centro-Oeste
(4,54/10 mil) e do Norte (3,34/10 mil) (Tabela 7).

Os estados que se destacam com taxas de prevaléncia muito superiores sdo Mato
Grosso (15,52/10 mil) e Tocantins (12,81/10 mil).



Tabela 9 — Taxas de prevaléncia de hanseniase por 10 mil habitantes em 2018
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Taxa em 10 mil habitantes

Norte

Nordeste

Centro-Oeste

Sudeste

Sul

Brasil

Fonte: Brasil (2020).

Para a estimativa dos valores preditivos, adotaremos a taxa de prevaléncia do
Brasil, da Regido Centro-Oeste e do estado do Mato Grosso, que apresentam as maiores

taxas de prevaléncia.

Tabela 10 - Esfimativa dos valores preditivos e acuracia para o Brasil dos exames para
hanseniase multibacilar (taxa de prevaléncia de 1,48 por 10 mil)

3,34

25

4,54

0.45

0,30

148

Exame Sensibilidade Especificidade VPP PN Acurécia

% % % % %

ELISA: PGL-1 86 97 0,42 100 97

ELISA:

NDO-BSA 87 88 on 100 88

ELISA: LID-1 81 86 0.09 100 86

ELISA: NDO-LID 78 94 0,19 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 83 73 0.05 100 73

PCR: RLEP 78 99 114 100 99

qPCR-RLEP 100 89 013 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 11 — Estfimativa dos valores predifivos e acuracia para o Brasil dos exames para hanseniase
paucibacilar (taxa de prevaléncia de 1,48 por 10 mil)

Exame Sensibilidade Especificidade /PP PN Acurdcia

Y% Y% % % %

ELISA: PGL-1 25 96 0.09 100 96

ELISA:

NDO-BSA 42 88 0,05 100 88

ELISA: LID-1 23 86 0,02 100 86

ELISA: NDO-LID 26 94 0,06 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 32 73 0.02 100 73

PCR: RLEP Bl 99 0,94 100 99

qPCR-RLEP 69 89 0.09 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 12 - Estimativa dos valores preditivos e acuracia para a Regido Cenfro-Oeste dos
exames para hanseniase multibacilar (taxa de prevaléncia de 4,54 por 10 mil)

Exame Sensibilidade Especificidade VPP PN Acurécia

% % % % %

ELISA: PGL-1 86 97 1,29 100 97

ELISA:

NDO-BSA 87 88 0,33 100 88

ELISA: LID-1 81 86 0.26 100 86

ELISA: NDO-LID 78 94 059 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 83 73 014 100 73

PCR: RLEP 78 99 3.42 100 99

(qPCR-RLEP 100 89 0.41 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 13 — Estimativa dos valores preditivos e acuracia para a Regido Centro-Oeste dos
exames para hanseniase paucibacilar (taxa de prevaléncia de 4,54 por 10 mil)

Exame Sensibilidade Especificidade /PP PN Acurdcia

Y% Y% % % %

ELISA: PGL-1 25 96 0.28 100 96

ELISA:

NDO-BSA 42 88 0,16 100 88

ELISA: LID-1 23 86 0,07 100 86

ELISA: NDO-LID 26 94 0,20 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 32 73 0.05 100 73

PCR: RLEP Bl 99 2.82 100 99

qPCR-RLEP 69 89 0.28 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 14 — Esfimativa dos valores preditivos e acuracia para o estado do Mato Grosso dos
exames para hanseniase multibacilar (taxa de prevaléncia de 15,52 por 10 mil)

Exame Sensibilidade Especificidade VPP PN Acurécia

% % % % %

ELISA: PGL-1 86 97 4,27 100 97

ELISA:

NDO-BSA 87 88 11 100 88

ELISA: LID-1 81 86 0.89 100 86

ELISA: NDO-LID 78 94 198 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 83 73 0.48 100 73

PCR: RLEP 78 99 10,81 100 99

(qPCR-RLEP 100 89 1,39 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 15 — Estimativa dos valores preditivos e acuracia para o estado do Mato Grosso dos
exames para hanseniase paucibacilar (taxa de prevaléncia de 15,52 por 10 mil)

Exame Sensibilidade Especificidade /PP PN Acurécia

% Y% % % %

ELISA: PGL-1 25 96 0,96 100 96

ELISA:

NDO-BSA 42 88 0,54 100 88

ELISA: LID-1 23 86 0,25 100 86

ELISA: NDO-LID 26 94 0,67 100 94

Fluxo lateral:

NDO-LID 32 73 018 100 73

PCR: RLEP Bl 99 9.05 100 99

qPCR-RLEP 69 89 097 100 89

Fonte: Elaboragéo propria.



5 DISCUSSAO

Apesar de a hansenfase ser uma doenga antiga conhecida desde os tempos biblicos,
seu diagnostico continua sendo um desafio devido a dificuldade do diagnéstico clinico e a
impossibilidade de cultivo do bacilo in vitro. A hanseniase pode apresentar um periodo de
incubacdo longo, de até dez anos, e apresenta um espectro complexo de formas clinicas.
Na pratica clinica, o diagnéstico é baseado principalmente na observagao de sintomas
e sinais clinicos e apoiado por analises como a baciloscopia por esfregaco de pele ou
bidpsia, 0 que requer profissionais treinados. A revisio mapeando o desenvolvimento
de novas ferramentas de diagndstico mais eficiente é, portanto, crucial para o controle
da doenca.

Esta revisdo observou que a pesquisa de novos exames para o diagnéstico de
hanseniase abrange diversos tipos de testes e antigenos. Os estudos incluidos apresentavam
baixa qualidade metodolodgica. Para o viés de selecao de pacientes, 92% (24/26) dos
estudos incluidos eram do tipo caso-controle, o que normalmente superestima a acuracia
dos exames. Dos dois estudos com desenho adequado transversais,’”*' apenas o estudo
conduzido por Frade e colaboradores®' no Brasil apresentava alta qualidade metodolégica.

A descricao do teste-indice foi adequada na maioria dos estudos, e apenas um? nao
descreveu de maneira reprodutivel o teste. No entanto, verificou-se grande variabilidade
nas técnicas e nos pontos de corte utilizados nos testes-indice que utilizaram o mesmo
antigeno, evidenciando a necessidade de padronizacgao.

Quanto a descricao do padréo de referéncia, 58% (15/26) ndo descreveram de
maneira adequada e completa como foi realizado o exame clinico. Quanto ao fluxo
do estudo e ao tempo entre a aplicacdo do teste-indice e a realizacdo do padrao de
referéncia, apenas um estudo® nao reportou de maneira adequada e foi classificado
como incerto nesse quesito. Assim, toda evidéncia da acuracia dos exames laboratoriais
para o diagnostico de hanseniase foi considerada de baixa ou muito baixa qualidade.

O teste mais estudado foi o estudo sorologico pelo método ELISA com diferentes
antigenos, o nativo PGL-1 e seus semissintéticos. De maneira geral, o teste ELISA apresentou
relativa boa sensibilidade e especificidade para as formas multibacilares, (78% a 87% e
86% a 97%, respectivamente), resultado muito semelhante ao do PRC para essas formas
(78% de sensibilidade e 99% de especificidade), mas o exame ELISA é menos invasivo e
mais facilmente executavel. No entanto, para as formas paucibacilares, que representam
o maior desafio para o diagnostico, a sensibilidade foi muito baixa (23% a 42%).
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Para testes rapidos, apenas o exame de fluxo lateral com o antigeno NDO-LID
apresentou numero de estudos suficientes, com sensibilidade de 83%, para a forma
multibacilar, e de 32%, para as formas paucibacilares, com especificidade para ambas
as formas de 73%. Esse teste ¢ comercialmente disponivel no Brasil, fabricado pela
empresa Orangelife’, recentemente adquirida pela Chembio Diagnostics, Inc. Esse
exame apresenta a vantagem de ser facilmente executado, com resultados imediatos,
e apresenta baixo custo, sendo o Unico com algum potencial para ser utilizado para
rastreamento populacional em larga escala em pacientes com risco da doenga em areas

endémicas, como o estudo de Frade e colaboradores.”’

Nesse estudo de alta qualidade metodologica, transversal, de rastreamento em
pacientes com gualguer sintoma ou contato com a doenga, os autores observaram uma

prevaléncia de 10,1% de hanseniase, no Distrito Federal, em 2014, sendo 88,6% de formas

multibacilares. Para essas prevaléncias, o valor preditivo positivo (VPP) do exame rapido
de fluxo com NDO-LID, para as formas multibacilares, seria de 26%, e o valor preditivo
negativo (VPN) de 97%. Com a sensibilidade de 66% para essas formas, para cada 100
pacientes rastreados, 0 exame detectaria 6 pacientes com as formas multibacilares ainda
nao diagnosticados, que apresentam maior probabilidade de transmissdo, perpetuando
a disseminacdo da doenca na comunidade.

O teste PCR com amostra de pele apresentou sensibilidade de 78%, para as formas
multibacilares, e promissores 64%, para as formas paucibacilares, com especificidade
de 99% para ambas. Foi o exame de melhor desempenho na acuracia para as formas
paucibacilares, mas trata-se de um exame mais invasivo, tecnicamente mais complexo
e com maior potencial de custo.

A maioria das andlises apresentou alta heterogeneidade na metanalise, o que
pode ser explicado pelas diferentes diluicoes, pontos de corte e técnicas laboratoriais
utilizadas, portanto é necessaria uma padronizacao nesses procedimentos. A grande
variabilidade nessas caracteristicas e o nimero de estudos nao possibilitaram uma analise
mais aprofundada da heterogeneidade. Alem disso, a heterogeneidade pode ter ocorrido
devido ao inadequado desenho de estudo, ao nimero limitado da amostra da maioria
das pesquisas incluidas e a falta de padronizacdo dos controles sadios.

Esta revisdo tem abrangéncia internacional, ndo apresentou restricao de linguagem
ou data de publicacdo. Incluiu os estudos dos principais exames laboratoriais pesquisados
e avaliou a qualidade metodoldgica. Infelizmente, muitos outros estudos precisaram ser
excluidos por falta de informacao suficiente para extracao dos dados.
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Os resultados desta revisdo sao refor¢cados por outras revisdes sistematicas com
metanalise publicadas. Espinosa e colaboradores® publicaram, em 2018, resultados de
revisdo sistematica do teste imunologico ELISA para o diagnostico de hanseniase com
os antigenos PGL-1, NDO-BSA e LID-1. Apesar de apresentar critérios de inclusdo de
estudos diferentes, os resultados sdo semelhantes, com sensibilidade de 78% a 94%,
para as formas multibacilares, e de 20% a 56%, para as formas paucibacilares, com
especificidade de 97% a 99% para ambas.

Gurung e colaboradores,® em extensa revisao sistematica publicada em 2019,
incluiram todos os métodos para o diagndstico de hanseniase na avaliacdo. No
entanto, os autores realizaram a sintese por tipo de exame com todas as formas da
doenca sem separacdo de forma multibacilar e paucibacilar, todos os tipos de contato
(domiciliar ou n&o) e todos os tipos de antigeno. Assim, observaram, para o exame
ELISA, uma sensibilidade de 63,8% e especificidade de 91%. Para o exame de fluxo
lateral, a sensibilidade observada foi de 67,9% e especificidade de 86,7%. O exame de
PCR apresentou sensibilidade de 75,3% e especificidade de 94,5%, enquanto o gPCR teve
sensibilidade de 78,5% e especificidade de 89,3%. Os autores concluiram que, devido a
grande heterogeneidade nos pontos de corte e dos antigenos utilizados, e em funcao
das restricdes na qualidade metodoldgica dos estudos, ndo é possivel recomendar
esses testes para o diagnostico da hanseniase, pois os pacientes incluidos nos estudos
avaliados ndo representam os pacientes que receberdo esses testes na pratica clinica.

De maneira semelhante, no mais recente Protocolo Clinico para Diagnostico,
Tratamento e Prevencdo da Hanseniase da OMS, publicado em 2017,' recomenda-se
basear o diagnéstico de hanseniase no exame clinico, com ou sem baciloscopia (evidéncia
de qualidade muito baixa). O protocolo conclui que os testes ELISA e de fluxo lateral
mostram baixa acuracia para hanseniase paucibacilar, e que, embora os testes baseados
em PCR usando amostras de tecido mostrem maior sensibilidade e especificidade, eles
seriam dificeis de realizar na maioria das situacdes de campo, carecem de padronizacgao,
ndo estdo disponiveis comercialmente e requerem conhecimentos técnicos e laboratoriais,
dificultando o acesso e a eficiéncia.

No entanto, em nosso meio, em areas com maior prevaléncia de hanseniase e
nos centros de referéncia de atendimento, a disponibilizacdo do exame de PCR-RLEP
de amostra de pele poderia auxiliar o diagnostico de casos selecionados, em que a
clinica e a baciloscopia sao inconclusivas, pois apresentam a melhor sensibilidade para
as formas paucibacilares.
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Mais pesquisas na area do diagnostico molecular baseado no PCR com amostras
mais facilmente obtidas, como sangue, swab oral ou nasal, ou esfregaco de pele, podem
apresentar avanco importante no diagnostico laboratorial da hanseniase, assim como
maior padronizagao dos exames para o diagnéstico precoce.



6 CONCLUSOES

Implicacdes para a pratica:

= Osestudos de acuracia dos exames laboratoriais para a hanseniase sdo, na grande
maioria, de baixa qualidade metodologica e apresentam grande heterogeneidade.

= Para as formas multibacilares, as evidéncias de baixa qualidade indicam que o
teste sorologico ELISA para o antigeno PGL-1 e seus semissintéticos apresentam
acuracia adequada e semelhante ao exame molecular PCR com amostra de pele.

= Existe evidéncia de baixa qualidade de que o exame de melhor acuracia para o
diagnostico da forma paucibacilar da hanseniase é o exame PCR com amostra
de pele.

= Asevidéncias de baixa qualidade indicam que o Unico teste rapido com algum
potencial para ser utilizado em rastreamento populacional de pessoas de risco
em areas endémicas, principalmente para as formas mutibacilares, é o de fluxo
lateral com antigeno NDO-LID.

= O exame de PCR-RLEP de amostra de pele poderia auxiliar o diagnéstico de casos
selecionados, em que a clinica e a baciloscopia sdo inconclusivas, pois apresentam
a melhor sensibilidade para as formas paucibacilares.

Implicacdes para a pesquisa:

Sao necessarios mais estudos com metodologia adequada e procedimentos
padronizados para determinar a acuracia dos exames laboratoriais que auxiliem o
diagndstico precoce de hanseniase.
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APENDICE

Quadro 1 — Estudos excluidos

Estudo Motivo de exclusao
Brasil' Falta de dados
Blhrer? Ndo preenche critério de inclusao
Cardona-Castro® Apenas contatos domiciliares
Chanteau* Ngo separa formas da doenca
Chanteau® Ndo preenche critério de inclusao
Cisse® Falta de dados
Desforges’ Apenas contatos domiciliares
Dhandayuthapani® Falta de dados
Duthie? N&o separa formas da doenca
Elbeialy® Apenas contatos domiciliares
Fabri
Gama’® Apenas contatos domiciliares
Hatta® Ndo preenche critério de inclusao
Hungria™ N&o preenche critério de inclusdo
Ji® Ndo preenche critério de inclusao
Kai® Falta de dados
Kamal” N&o preenche critério de inclusao

Kampirapap®

Ndo preenche critério de inclusao

Kanchana® Apenas contatos domiciliares
Kumar? Controles ndo adequados
Laferte” N&o preenche critério de inclusao

Lefford?

Falta de dados

continua
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concluséo

Estudo Motivo de excluséo

Limeira® Apenas contatos domiciliares
Lobato® Apenas contatos domiciliares
Macedo®
Margal® Falta de dados
Martinez”
Moura” Ndo preenche critério de inclusao
Munoz? Falta de dados
Nsanze® Ngo preenche critério de inclusao
Patrocinio® Apenas contatos domiciliares
Petchclai®? Ndo preenche critério de inclusao
Silva® Ndo separa formas da doenca
Silvestre® Apenas contatos domiciliares
Singh® Apenas contatos domiciliares
Sinha® Apenas contatos domiciliares
Soebono” Apenas contatos domiciliares
Souza®
Thawani® N&o preenche critério de inclusao
Torres'

van der Vligt*

N&o preenche critério de inclusao

Wang* Apenas contatos domiciliares
Williams* N&o preenche critério de inclusao
Wu* Falta de dados

Wy Mesma amostra que Wu 1990
Yoon‘® Falta de dados

Fonte: Elaboragéo propria.
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