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Fundamentacéao

O surgimento da resisténcia aos medicamentos € uma preocupagao e uma ameaca para
muitos programas de intervencdo em doengas infecciosas, especialmente quando a
prevencdo secundaria (quimioterapia) € o principal componente da estratégia de
controle. A luta contra a hanseniase tem sido um grande sucesso em grande parte devido
ao desenvolvimento da poliquimioterapia (PQT) em 1981. Desde 1995, como resultado
de doacBes a OMS da Novartis e da Fundagdo Novartis, todos os pacientes com
hanseniase tém acesso a MDT sem custo. A eficacia da PQT na cura da hanseniase em
um curto periodo de tempo trouxe uma diminuicdo dramatica na carga da doenca. No
entanto, o declinio nos casos de hanseniase globalmente tem sido limitado desde o ano
2000 e ainda mais de 200.000 novos casos por ano sdo observados. Além disso, 0
aumento global da resisténcia antimicrobiana pode superar a epidemia de hanseniase.
Uma vez que a rifampicina é a espinha dorsal do regime de MDT, é importante
monitorizar o aparecimento de cepas resistentes a rifampicina, pelas recentes
publicacdes que tém indicado casos de resisténcia a rifampicina em varias areas
endémicas. A resisténcia a dapsona tem sido relatada desde o inicio de 1960. No caso da
resisténcia a rifampicina, as fluoroguinolonas tornam-se os farmacos de segunda linha
preferidos, mas infelizmente as cepasde M. leprae resistentes a fluoroguinolona ja
foram relatadas em varios paises. A resisténcia a clofazimina ainda é rara. A resisténcia
a ofloxacina também tem de ser monitorizada uma vez que as quinolonas fazem parte da
maioria dos "regimes secundarios” utilizados para tratar casos encontrados com
resisténcia a PQT e considerando a sua utilizacdo extensiva para tratar varios tipos de
infeccdes. Para enfrentar o desafio de conter a doenca e ser capaz de responder a um
aumento da circulacdo de cepas resistentes a farmacos, é essencial manter uma vigilia
nos padrdes de sensibilidade a drogas globalmente, bem como ser capaz de monitorar

resisténcia primaria e secundaria.

Este documento visa orientar o0s paises sobre como testar a resisténcia aos
medicamentos da hanseniase, destacando quais 0s aspectos clinicos, de campo e

laboratoriais a serem implementados para realizar esta atividade.
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Objetivos

Obijetivos Gerais:

O objetivo geral é oferecer diretrizes para a utilizacdo de uma abordagem padronizada
para:

1) Detectar a resisténcia aos farmacos anti-hansénicos primarios e secundarios (isto ¢,

antibidticos utilizados no tratamento da hanseniase) entre os doentes de hanseniase;
2) Padronizar relatérios dos testes;

3) Monitorar as tendéncias ao longo do tempo da resisténcia a drogas global e nacional

entre 0s novos casos de hanseniase e os recidivantes;

4) ldentificar fatores de risco para resisténcia a medicamentos.

Obijetivos especificos:

I.  Monitorar a tendéncia da resisténcia a rifampicina priméria e secundaria
ocorrendo entre (i) novos casos de pacientes com hanseniase multibacilar (MB)
e (i) entre pacientes com hanseniase MB tratados que tiveram recidiva.

Il.  Monitorar a tendéncia de resisténcia a dapsona priméria e secundaria ocorrendo
entre (i) novos casos de pacientes com hanseniase MB e (ii) entre pacientes MB
que foram tratados com hanseniase que tiveram recidiva.

1. Monitorar a tendéncia de resisténcia a ofloxacina primaria e secundaria
ocorrendo entre (i) novos casos de pacientes com hanseniase MB e (ii) entre

pacientes MB que foram tratados com hanseniase que tiveram recidiva.
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Antecedentes da vigilancia da resisténcia aos medicamentos na hanseniase

A vigilancia farmacologica comecou em 2008, concentrando-se principalmente na
resisténcia secundaria com base apenas na inclusdo de casos de recidiva. Os resultados
foram publicados no WER e a Gltima publicacao foi feita na WER 3 de junho de 2011,
23 (86): 233-240.

Metodologia da vigilancia da resisténcia aos medicamentosda hanseniase

Vigilancia da Resisténcia Priméria:
A vigilancia da resisténcia primaria as drogas na hanseniase sera realizada com base em
um modelo de vigilancia sentinela com o objetivo de monitorar as tendéncias de

resisténcia entre 0s novos casos de hanseniase durante um periodo de tempo.

Determinados estabelecimentos de salde serdo identificados no pais e selecionados
como locais sentinelas onde as amostras de tecidos e copia da ficha do SINAN serdo
enviadas para os laboratorios de referéncia (ILSL, FIOCRUZ e FUAM).

Como é baseado em um modelo de vigilancia sentinela, ndo pretende cobrir
rotineiramente todos os novos casos diagnosticados no Brasil, mas os trés Centros
devem tentar testar 10% do total de novos casos detectados por ano. Uma estimativa de
10% dos casos novos sera utilizada para que se obtenha uma representatividade de todo
0 Brasil.

Vigilancia da Resisténcia Secundaria:
Para recidivas, todos os casos confirmados como recidivas de MB serdo testados quanto
a resisténcia a farmacos. Isto implica que, quando houver suspeita de recidiva, o

paciente sera encaminhado para exame clinico e coleta de amostras.

Esboco geral do sistema de vigilancia

O objetivo principal do sistema de vigilancia sentinela é detectar a resisténcia a
rifampicina primaria e secundaria entre os pacientes com hanseniase. A incluséo da
resisténcia a dapsona aumentaria ainda mais a preparacao para enfrentar a rifampicina e

a resisténcia a multiplos farmacos. A resisténcia a clofazimina é excepcional e nédo é

4



PROJETO DE RESISTENCIA MEDICAMENTOSA PRIMARIA E SECUNDARIA EM
HANSENIASE - ILSL - MS

suficientemente conhecida por seu mecanismo e métodos moleculares para detecta-lo,

portanto, o teste de resisténcia para esta droga ndo é recomendado no momento.

Ofloxacina é um dos farmacos eficazes para tratar casos resistentes a rifampicina e uma
vez que as mutacBGes para cepas resistentes a ofloxacina sdo agora bem conhecidas,
decidiu-se incluir a monitorizacdo da resisténcia a ofloxacina juntamente com
rifampicina e dapsona. A ofloxacina ndo tem sido utilizada para o tratamento da
hanseniase extensivamente em programas nacionais, além da combina¢do com
rifampicina e minociclina como tratamento de dose Unica para hanseniase paucibacilar
(PB) de lesdo Unica e estudos experimentais de novos regimes. E também bem
conhecido que este farmaco esta facilmente disponivel em muitos paises, incluindo os
endémicos de lepra, e pode ser utilizado por médicos privados no tratamento da

hanseniase.

Componentes

O sistema de vigilancia é composto por varias partes:

1) O primeiro componente é a coleta sisteméatica de amostras no campo para todas as
recidivas. Isso envolve a identificacdo adequada de casos de recidiva, a coleta de
amostras de tecido apropriadas desses pacientes eo transporte de amostras para 0S

laboratorios de referéncia nacional.

2) O segundo componente é a identificacdo de locais sentinela para o teste de novos
casos de hanseniase para resisténcia a farmacos (apenas MB). A partir desses locais,
deve também ser assegurada a coleta de amostras de tecido apropriadas destes doentes e

0 transporte das amostras para o respectivo laboratério de referéncia.

3) O terceiro componente é a parte laboratorial que sera realizada por laboratorios de
referéncia que receberdo amostras do campo e realizados testes para resisténcia a

rifampicina, dapsona e ofloxacina.

4) O quarto componente é a coleta sistematica de informacdes, a fim de acompanhar as
tendéncias ao longo de um periodo de tempo e para garantir que os dados possam ser

interpretados de forma significativa. Os dados serdo armazenados num sistema de dados
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eletrdnico com acesso seguro e restrito especialmente desenhado para esse fim. No
anexo 1, apresenta-se os dados sobre os doentes, incluindo as suas historias de
tratamento, sexo, idade e caracteristicas socioecondmicas, a fim de identificar os fatores

de risco para a resisténcia a droga nacional.

Selecéo dos laboratorios envolvidos

A atividade de vigilancia requer o fortalecimento da capacidade laboratorial atual para a
pesquisa da hanseniase. O laboratério do ILSL foi identificado para coordenar e em
conjunto com os laboratorios da FIOCRUZ e da FUAM irdo desenvolver a capacidade
para testes de resisténcia no Brasil. O ILSL com sua capacidade de realizar os teste de
resisténcia também assumira, a pedido da OMS, realizar testes e garantir a
implementacdo de um sistema adequado para a coleta, armazenamento e remessa de

amostras de paises das Américas.

* ILSL: Estados de S&o Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Regido Sul
(Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), Maranhdo, Tocantins, Goias,

Distrito Federal e Minas Gerais.
* FUAM: Regido Norte (Ronddnia, Acre, Amazonas, Roraima, Para e Amapa).

* FIOCRUZ: Estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo e da Regido Nordeste
(Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,
Bahia).

A vigilancia da resisténcia aos medicamentos entre 0s novos casos sera uma atividade
continua para 0s centros participantes que necessitardo manter o trabalho de vigilancia
sentinela em longo prazo e, portanto, dispor dos recursos humanos necessarios para

realizar essa vigilancia.

Sdo deveres do programa nacional de hanseniase da SVS/MS garantir desempenho
pratico dos testes por parte dos laboratorios de referéncia, garantindo a disponibilidade
de uma rede laboratorial para a coleta de amostras, transporte e armazenamento de

espécimes, bem como o armazenamento e monitoramento de dados.
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E necessario, entdio que a CGHDE/SVS/MS estabeleca um memorando de
entendimento (MoU) para garantir o acesso a dados de resisténcia para poder realizar a
monitorizacdo do programa utilizando um sistema de informagdo de resisténcia
medicamentosa de hanseniase (SIRMH) que estd sendo desenvolvido com o0 apoio
técnico da OPAS BRA.

Documentacao

Os resultados dos testes também serdo utilizados para o retratamento adequado do
paciente, fornecendo informacOes de feed-back para as unidades de salde que cuidam
dos pacientes testados. Para tal, foram desenvolvidos formularios de informacdo clinica
normalizados para registrar os dados que serdo enviados aos laboratorios de referéncia e
aos centros de salde (ver Anexo 1).

Selecdo de pessoas afetadas pela hanseniase a serem testadas para resisténcia aos

medicamentos

Definicoes

Uma recidiva é definida como a re-ocorréncia de hanseniase a qualquer momento apdés a
concluséo de um curso completo de tratamento com a PQT recomendada pela OMS. A
recidiva é diagnosticada pelo aparecimento de novas lesbes cutaneas definitivas e pelo
aumento do indice baciloscépico (BI) de duas ou mais unidades em qualquer local em

comparagdo com Bl retirado do mesmo local em um exame prévio.

Um novo caso de hanseniase é definido como uma pessoa com sinais e sintomas de

hanseniase gue nunca receberam tratamento.

Casos multibacilares (MB) tém seis ou mais lesGes cutaneas, enquanto 0s casos
paucibacilares (PB) tém até cinco lesbes cutaneas no total.

Se um esfregaco de pele ¢ feito e é positivo, 0 paciente deve ser classificado como
MB, qualquer que seja 0 numero de lesdes cutaneas. Se o esfregaco € negativo, a
classificacdo é decidida pelo nimero de lesdes cutaneas. Outros fatores como o
comprometimento do nervo podem ser considerados no nivel de referéncia para

classificar a doenga.
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Critérios de inclusao

Todas as recidivas com evidéncia de BI2+ no exame de esfregaco e / ou bidpsia em

centros de referéncia.

Novos casos de hanseniase (MB somente) com evidéncia de BlI2+ no exame de

esfregaco e / ou bidpsia detectados por sitios sentinela.

Para facilitar a disponibilidade de instalacdes de esfregaco / bidpsia para novos casos, 0s
locais sentinela podem ser identificados como centros de cuidados secundérios e
terciarios que também podem ser os locais sentinela selecionados para a vigilancia da

resisténcia primaria.

Todas as recidivas suspeitas serdo encaminhadas para as instalagdes do centro de
referéncia selecionado e serdo examinadas por um especialista (médico experiente
designado) para confirmar o diagndstico de recidiva e excluir as reacdes e para realizar
a coleta de amostras.

Todos os novos casos de hanseniase de centros sentinelas classificados como casos MB
terdo que recolher amostras, quer sendo referidas, quer diretamente no local sentinela.
Apenas amostras pelo menos Bl 2+ no exame de esfregaco ou bidpsia serdo
transportadas para o laboratério nacional central para testes de resisténcia aos

medicamentos a nivel nacional ou internacional.
Consentimento do paciente

O consentimento do paciente deve ser obtido de acordo com as diretrizes éticas do pais.
Para os doentes com menos de 18 anos de idade, o consentimento dos pais deve ser

pedido.
Na instalacdo de referéncia e no local sentinela

E importante que todos 0s casos que atendam aos critérios de selecdo / inclusdo sejam
incluidos para testes e que suas informacdes sejam armazenadas corretamente em um
banco de dados. Isso minimizaria os vieses de selecdo que podem afetar a anélise de
tendéncias. As amostras devem entdo ser enviadas para o laboratério de referéncia

designado no pais.
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Espera-se que cada local sentinela sera capaz de identificar e colher as amostras de
tecido necessarias a partir de pelo menos 10% do total de novos casos MB por ano em

todo o pais.

Para caso de recidiva, as informacGes sobre histérico de tratamento passado e
apresentacdes clinicas atuais devem ser coletadas usando o formulario de relato de caso,
conforme mostrado no Anexo 1. Cada Caso de recidiva MB sera submetido a um
esfregago cuténeo utilizando a técnica padrdo como para uma rotina de coleta de
esfregaco cutdneo para indice bacterioldgico. Para novo caso, a informacdo sobre
historico e apresentacdes clinicas atuais devem ser coletadas usando o formulario de

relatério de caso como mostrado no Anexo 1 .

O numero de identificacdo do caso é fornecido pelas autoridades nacionais e partilhado
pelas autoridades de referéncia, pelas autoridades nacionais e pelo laboratério referéncia

para teste.

Para cada caso que satisfaca os critérios de inclusdo, o seguinte tipo de amostras sera
enviado para o laboratorio referéncia. Os materiais bioldgicos serdo coletados de acordo

com sua pratica clinica e consentimento do paciente.

- Preferencialmente uma biopsia de pele (por exemplo, bidpsia de punch de 4 mm) de

uma leséo proeminente.

- ou alternativamente duas amostras de esfregaco cutaneo de lesdo com Bl 2+ ou mais,

I6bulos da orelha também sdo locais preferiveis para amostragem.

Dada a natureza da coleta e para facilitar a inscricdo de todos 0s novos casos, 0s locais
sentinelas serdo selecionados entre os centros secundarios e terciarios onde ambos 0s
especialistas para confirmar o diagnostico ea capacidade de laboratério para coletar e
armazenar as amostras estdo disponiveis. Isso poderia levar a um viés na selecdo dos
pacientes, apenas aqueles com acesso a esses centros seriam incluidos, mas seria muito
garantir cobertura de numero adequado de novos pacientes para avaliar o nivel de
resisténcia priméaria. Pelo menos 10% dos novos casos de hanseniase MB devem ser

testados quanto a resisténcia a rifampicina, dapsona e ofloxacina.

Informacdes a coletar
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A primeira parte do formulario refere-se a informages como o nimero de identificacdo

do caso, a data do relatorio e os dados relativos ao instituto que enviou o espécime.

A segunda parte trata dos detalhes demogréficos do caso, como idade, sexo, residéncia
e, se possivel, informac@es relacionadas a informac@es socio-demogréficas, incluindo

sobre a cidadania do paciente.

A terceira parte trata da apresentacdo clinica atual do caso, juntamente com os testes
realizados. A descricdo detalhada do estado clinico das lesdes cutaneas e nervosas,
particularmente de qualquer nova lesdo cutinea, deve ser registrada. E importante
registrar os resultados de data e Bl dos esfregacos cutaneos para cada local. As
caracteristicas clinicas e os resultados de esfregaco serdo considerados para se chegar a

atual classificacdo do caso de recidiva.

Para os casos de recidiva apenas: A quarta parte abrange a histéria clinica que inclui a
data do diagndstico inicial e detalhes sobre a apresentacdo clinica no momento do
diagnostico, classificacdo, incluindo razbes e data se houver, re-classificacdo feita
posteriormente, tratamento prescrito com indicacdo de adesdo do paciente Ao
tratamento e resultados de quaisquer testes que foram realizados. Caso o cartdo de
tratamento do doente esteja disponivel, as informacdes supramencionadas poderdo ser
recolhidas a partir do mesmo. Normalmente, os cartdes de pacientes idosos podem nao
estar disponiveis, caso em que as informacdes terdo de ser recolhidas com base no recall

do doente.

A quinta parte trata da descricao do local e dos resultados de Bl dos espécimes de pele a

serem enviados para a o laboratério referéncia.
Coleta de amostras e transporte

As amostras de esfregaco cutaneo ou as amostras de bidpsia sdo transportadas para

laboratdrio nacional para exame utilizando o servico de transporte (anexo 3).

A biopsia da pele pode ser coletada com um punch de 4mm para casos novos, ou uma
bidpsia cirurgica de 6mm no caso de casos de recidiva, especialmente se a Bl estiver
baixa. O paciente deve dar consentimento para fazer a biopsia. A biopsia pode ser
colocada num tubo estéril de centrifugacdo de 1,8 ml (tipo parafuso), que séo pré-cheias

com 1 ml de etanol a 70% (etanol absoluto de grau de biologia molecular 70% + agua
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estéril deionizada de MilliQ ou com &gua para Injecdo humana 30%, a mistura deve ser
preparada em laboratdrio) como descrito acima. As amostras podem ser mantidas a
temperatura ambiente e até serem enviadas para laboratérios em lote para deteccdo
molecular de resisténcia. Os bacilos sdo rapidamente inativados, o que significa que as
amostras podem ser enviadas por transporte de rotina sem a necessidade de controlar a
temperatura durante o transporte, ou tomar precaucfes adicionais para o controle de
biosseguranca.

As amostras de esfregaco de pele fendida sdo colhidas da mesma maneira que a
obtencdo de esfregacos cutaneos para o exame do indice baciloscopico usando uma
lamina de aco inoxidavel descartavel. As amostras devem ser coletadas de dois locais
diferentes das lesfes cutaneas mais proeminentes ou de locais que apresentaram maior
Bl em exames prévios para casos suspeitos de recidiva. A lamina de aco inoxidavel
Contendo as raspagens de tecido devem ser enxaguadas num tubo de centrifuga de 1,8
ml (tipo eppendorf) preenchido com 1 ml de etanol a 70% (etanol absoluto de grau de
biologia molecular 70% + &agua estéril deionizada de MilliQ ou &gua para injecéo
humana 30 %, A mistura deve ser preparada no laboratério) certificando-se de que as
raspas de tecido sdo lavadas da superficie da pd e estdo suspensas na solucdo. Isto

significa que a partir de cada caso serdo colhidas duas amostras de esfregaco de pele.

Uma vez que, por vezes, ndo hd DNA suficiente nas amostras para obter resultados de
PCR, pode ser necessario nestes casos ter uma segunda amostra (segundo local, por
exemplo, com um Bl mais elevado). Por conseguinte, um segundo esfregago cutaneo ou
uma bidpsia podem ser tomados depois de terem conversado com o centro de referéncia

eo respectivo laboratdrio de referéncia caso a caso.

Figura 4: (A) Exame de esfregaco cuténeo e tubo de centrifuga com 1 ml de Etanol 70%
para coleta de espécimes de tecido; (B) amostra de bidpsia de ponta de pele e tubo para

transporte
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Courtesy of Dr Béatrice Flageul

Base molecular da resisténcia a rifampicina, dapsona e ofloxacina e métodos de

deteccdo.

Antes do estudo para mutac6es nos genes folP1, rpoB e gyrA, recomendamos realizar
uma PCR de diagnéstico utilizando a amplificacdo do gene RLEP para ndo ir adiante

no caso de amostras de PCR negativas.

O mapeamento recente do genoma de M. leprae com resisténcia identificou sitios onde

ocorrem mutaces, conferindo resisténcia a dapsona, rifampicina e quinolonas.

A rifampicina liga a subunidade beta (codificada pelo gene rpoB) da ARN polimerase e
certas mutagcdes no gene rpoB conduzem a resisténcia a rifampicina em M. leprae e M.
tuberculosis. Mutagdes de falta de sentido que conduzem a substituicdo de qualquer
uma das posic¢Oes seguintes (posicOes 438, 441, 451, 456 e 458) ou uma insercdo de
amino&cidos entre as posi¢des 439 e 440 confere resisténcia a rifampicina a M. leprae.

As mutaces de falta de sentido na regido de determinacdo da resisténcia as sulfonas do
gene folP1 (codifica dihidropteroatosintase), resultando em alteracfes dos aminoacidos

nas posi¢des 53 e 55, conferem resisténcia & dapsona a M. leprae.

A correlacdo entre a resisténcia a ofloxacina e a mutagdo missense no gene gyrA foi
confirmada na posicdo 91 (Ala91), mas as mutagdes em 89, 92 e 95 também séo
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consideradas conferindo resisténcia a ofloxacina de acordo com os resultados de M.

tuberculosis.

O DNA em amostras de pele sera amplificado por PCR e as mutacfes serdo procuradas

por sequenciamento. Quaisquer que sejam as técnicas utilizadas pelo

laboratdrio, € obrigatorio poder detectar mutacdes que confiram resisténcia

Figura 2: Principais mutacdes e resisténcia aos farmacos anti-hansénicos.
AlteragGes na proteina (Mutagées no

Genes DNA) Base Genética da alteragdo no DNA*
folP1 Thr53lle (ACC-> ATC) Mudanga de C por T no nucleotideo 158
folP1 Thr53Ala (ACC->GCC) Mudanga de A por G no nucleotideo 157
folP1 Thr53Val (ACC-> GTC) Mudanga de AC por GT nos nucleotideos 157 e 158
folP1 Thr53Arg (ACC—> AGA) Mudanga de C por G no nucleotideo 158
folP1 Thr53Arg (ACC-> AGG) Mudanga de CC para GG nos nucleotideos 158 e 159
folP1 Pro55Leu (CCC>CTC) Mudanga de C para T no nucleotideo 164
folP1 Pro55Ser (CCC->TCC) Mudanga de C para T no nucleotideo 163
folP1 Pro55Arg (CCC->CGC) Mudanga de C para G no nucleotideo 164
folP1 Pro55Arg (CCC->CGT) Mudanga de CC para GT nos nucleotideos 164 e 165
folP1 Thr88Pro Necessita validacdao
folP1 Asp91His Necessita validagdo
rpoB GIn437Val (CAG>GTG) Mudanga de CA para GT nos nucleotideos 1219 e 1220
rpoB Asp440Tyr (GAT->TAT) Mudanga de G para T no nucleotideo 1228
rpoB Asp440Asn (GAT->AAT) Mudanga de G para A no nucleotideo 1228
rpoB Glu441His (CAG->CAT) Mudanga de G para T no nucleotideo 1233
rpoB Alad41Thr Necessita validacdao
rpoB His450Asp (CAC->GAC) Mudanga de C para G no nucleotideo 1258
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rpoB His450Tyr (CAC—>TAC) Mudanca de C para T no nucleotideo 1258

rpoB Arg454Glu (CGG->CAG) Necessita validagao

rpoB Serd56Leu (TCG>TTG) Mudanga de C para T no nucleotideo 1274

rpoB Ser456Met (TCG>ATG) Mudanga de TC para AT nos nucleotideos 1273 e 1274
rpoB Ser456Trp (TCG->TGG) Mudanga de C para G no nucleotideo 1274

rpoB Ser456Phe (TCG>TTC) Mudanga de CG para TC nos nucleotideos 1274 e 1275
rpoB Ala457Ser (GCG->TCG) Mudanga de G para T no nucleotideo 1276

rpoB Leu458Pro (CTG—->CCG) Mudanga de T para C no nucleotideo 1280

rpoB Val472lle (GTC>ATC) Mudanga de G para A no nucleotideo 1321

rpoB Gly481Val (GGC>GTC) Mudanga de G para T no nucleotideo 1349

rpoB Arg505Trp Necessita validagdo

gyrA Gly89Cys (GGC>TGC) Mudanga de G para T no nucleotideo 265

gyrA Ala91Val (GCA->GTA) Mudanga de C para T no nucleotideo 272

gyrA Ala91Thr Necessita validagdo

gyrA Ser92Ala Necessita validagdo

gyrA Leu97Phe Necessita validagdo

gyrA Argl07Leu Necessita validagdo

Relatando resultados da sequenciamento de DNA

Os resultados da PCR e sequenciamento serdo relatados diretamente ao centro de
referéncia / instituto que enviou o formulario (médico responsavel pelo paciente) e o

gerente nacional do programa de hanseniase no Ministério da Saude (Anexos 4 e 5).

O resultado sera relatado no documento formatado apresentado em anexo da seguinte

forma:;

- resultados de PCR: amplificacdo de DNA ou n&o para cada gene
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- a presenga ou auséncia de mutagOes conhecidas como conferindo resisténcia aos

farmacos deve ser relatada como:
* "tipo selvagem" se essas mutagdes ndo forem encontradas.

« Se uma destas mutacOes for encontrada, escreva a substituicdo (por exemplo,
Ser456Leu) com base no sistema de numeracdo da cepa TN do genoma de M. leprae.

* Outra mutagdo: esta poderia ser uma nova mutacdo ou uma mutacdo descrita
anteriormente, mas desconhecida para conferir resisténcia. As mutacdes devem ser
escritas com respeito a substituicdo (por exemplo, Lys411Asn) com a alteracdo de
nucleotidos (por exemplo, AAA para AAC) com base no sistema de numeracéo da cepa

TN do genoma de M. leprae).
* Nao relate mutacdes silenciosas.
Disseminacéo de informacg0es sobre resisténcia a medicamentos

O laboratério de testes informara sobre a susceptibilidade de M. leprae a rifampicina,
dapsona e ofloxacina aos respectivos centros onde foram coletadas amostras em cada
pais. Cada centro ird entdo tomar as medidas necessarias para informar o centro de
salde onde o paciente recidiva MB esta atualmente a ser submetido a tratamento e, ao
mesmo tempo, fornecer os medicamentos de segunda linha necessarios para tratar o

doente como recomendado.

Para 0s novos casos de hanseniase testados para resisténcia a medicamentos para fins de
vigilancia, cujas amostras foram coletadas em centros de vigilancia, os relatérios
laboratoriais serdo enviados de volta para informar os resultados e uma cépia do

relatorio serd enviada ao Coordenador do Programa Nacional de Hanseniase.

O Ministério da Saude enviara relatorios sobre os resultados ao Programa Global de
Hanseniase da OMS (BPL) para a compilacdo de dados, uma vez que a apresentacdo de
dados sobre resisténcia a medicamentos fara parte do pedido anual de dados da OMS a
partir de 2017. A BPL coordenard, a cada dois anos, o desenvolvimento de uma

publicacdo mais detalhada sobre a resisténcia aos farmacos na hanseniase.

Controle de qualidade
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O controle de qualidade dos laboratorios regionais ou nacionais sera realizado pelo
laboratério de referéncia que escolheram como parceiro. Este laboratorio enviara DNA
representativo de amostras bacilares (sem mutacdo, mutacdo conhecida) antes e durante
0 estudo. Por conseguinte, cada programa nacional tera de estar ligado ao laboratério de
referéncia a nivel nacional (para paises com mais de um laboratorio de ensaios) ou no

estrangeiro (para paises com apenas um ensaio laboratorial).

Além disso, serdo efetuados controles periddicos de qualidade no que diz respeito a
selecdo de doentes, a introducdo de dados e ao transporte de espécimes pelo programa
nacional de luta contra a hanseniase em colaboracdo com a OMS durante a missao de

revisao do programa e / ou acompanhamento ad hoc.

O controle de qualidade dos laboratorios serd conduzido de acordo com procedimentos
padrdo. O laboratorio que ira conduzir o controle de qualidade serd identificado em

consulta com todos os parceiros.
Todas as amostras de pele positiva e negativa de cada caso devem ser arquivadas.

Para garantia de qualidade e testes adicionais. Os espécimes deverdo ser mantidos
congelados pelo laboratério durante pelo menos dez anos.

Lista de laboratérios de ensaio

Foram identificados os seguintes laboratérios de referéncia no mundo para a detecgdo

molecular de resisténcia na hanseniase:
(1) Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP, Brasil.

(2) Laboratorio de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

(3) Fundacéo Alfredo da Matta, Manaus, AM, Brasil.(4) Centro Nacional de Referéncia
sobre Micobactérias e Resisténcia a Medicamentos Anti-Tuberculose, APHP, Paris,

Franca.
(5) Instituto Global de Saude, EcolePolytechnique Federal de Lausanne, Suica.

(6) Instituto de Dermatologia e Centro Nacional de Controle da Hanseniase, Nanjing,
China.
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(7) Instituto Colombiano de Medicina Tropical, Universidade, CES, Medellin,
Coldmbia.

(8) Laboratorio Stanley Brown, Delhi, india.

(9) JALMA, Agra, india.

(10) Blue Peter Research Center, Hyderabad, india.

(11) Centro de Doengas Tropicais, Universidade de Airlangga, Surabaya, Indonésia.
(12) Departamento de Microbiologia, Universidade da Indonésia, Jacarta, Indonésia.
(13) Leprosy Research Center, Téquio, Japao.

(14) Hospital Anandaban, Katmandu, Nepal.

(15) National Hansen's Disease Programs Laboratory Research Branch, Baton Rouge,
EUA.

(16) Grupo de Pesquisa sobre Tuberculose e Hanseniase Centro de Doencas

Transmissiveis, icddr, b. Dhaka, Bangladesh.
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ANEXOS
Anexo 1: Formulario clico epidemiolégico dos pacientes (sistema informacéo)
Anexo 2: Protocolo envio amostras

PROTOCOLO PARA COLETA E ENVIO DE BIOPSIA PARA
SEQUENCIAMENTO

(teste de sensibilidade a drogas da PQT)
Contato: fachinlu@gmail.com, egpato@ilsl.br, prosa@ilsl.br

Lavar bem o local da coleta da bidpsia, realizando em seguida a antissepsia com alcool

70° GL ou alcool-iodado.

Com auxilio de um punch de 5 ou 6mm, coletar um pequeno fragmento da borda da

lesdo, que alcance até a hipoderme, retirando o excesso de sangue com uma gaze.

Transferir a biopsia para um pequeno frasco estéril (TUBO EPPENDORF, TUBO
FALCON), contendo pelo menos 1ml de alcool 70° gl. Certificar-se que o tubo esteja

devidamente rosqueado para que o alcool ndo derrame.

Vedar a tampa do frasco com esparadrapo e identificad-lo com dados do paciente (nome,

prontudrio, idade).

Colocar o frasco dentro de uma luva cirdrgica, amarrando a sua abertura da luva com

um no.

Em seguida, colocar a luva dentro de uma caixa para nao quebrar ou rachar durante o
transporte; vedar a caixa com fita adesiva e envia-la para o Instituto Lauro de Souza
Lima, via SEDEX.

O material devera ser enviado para o Instituto Lauro de Souza Lima, rodovia
Comandante Jodo Ribeiro de Barros km 225, CEP 17034-971, aos cuidados de Luciana

Fachin — Equipe Técnica de Patologia.

Enviar o formulario em anexo preenchido com dados da Unidade de Saude e do

paciente.
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E recomendavel realizar baciloscopia antes da coleta da bidpsia, para se ter certeza da
presenca de bacilos no local de coleta. O indice bacilar devera ser positivo. Avisar o
nosso laboratorio a data do envio do material, informando o n° do documento de envio
(n° de conhecimento) caso o transporte for aéreo, através do telefone (14)3103-5911
(Patricia), (14)3103-5910 ou 3103-5888 (Luciana), ou por e-mail.

OBS: O material mantido em alcool pode ser mantido por algumas semanas a

temperatura ambiente.

Anexo 3. Transporte.

Anexo 4. Modelo de Laudo do laboratério de referencia
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE = \\&
Coordenadoria de Servigos de Sadde ‘——\\\\-—:'

GIOWVERND D0 ESTAD

Bauru - 530 Paulo - Brasil SAD P'AUL'D

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECTTAR

NOME] M. 5US: N.DMNAanolocal-n®
DATA NASC REGISTRO: SEXO: COE:
MEDICO:.
DATA DEENTEADA: DATA DE PROCESSAMENTO:

Laundo resisténcia - analises de muoiacoes no DNA de M.
MATERIAL.:
RESUNMO CLINICO:

BESULTADOS DE SEQUENCIAMENTO:

a) Gene rpoB

()PCR negativa () Sem Mutagio (nio reportar mutagdo silenciosa)
() Sem leitura no segiienciamento () DMutagdo associada a resisténcia 2 rifsmpicing:

b} Gene folP

() PCE. negativa () Sem Mutagdo (n2o reportar mutagdo silenciosa)
() Sem leitira no seqiienciamento () Mutacio associzda 2 resisténcia 2 dapsonz

Gene ;vTA

() PCR negativa () Sem Mutagdo (n2o reportar mutagdo silenciosa)
() Sem lettura no seqiienciamento ) Mutagio associada a resisténcia a ofloxacma:

Observacdes:

Assinatura do Responsavel Técnico

Baur, 14112016

Endereco: Rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros, km. 225224
Telefone:PABX (14) 3103-3800 Patologia(l4) 3103-5538 — FAX: (14) 3103-3014
Crira Postal 3021 - CEF 17034871
e-mail: eqgpateiEilslbr
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Anexo 5: Formularios de Relatorios para MS e OMS

.A\WHO Nepal\Data collection tables DRS meeting 2015.xIsx

Anexo 6. Termo de Consentimento

Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Eu, recebi  informacBes para a

participacdo voluntéria da rede de vigilancia de resisténcia a antimicrobianos utilizados
na hanseniase no Brasil. Este estudo tem como objetivo a melhor compreensdo da
hanseniase, e ajudar a conhecer a magnitude de resisténcias e esclarecer as causas das
recidivas e assim propor estratégias para o seu controle. Recebi informacdo dos
pesquisadores que esta avaliagdo faz parte da rotina do servico de salde para o

programa de controle da haseniase.
Para esta participacdo me submeterei a:

A) Exame clinico com médico especializado em hanseniase;
B) Coleta de amostras para exames de laboratorios:

1) Coleta de bidpsia de pele de lesdo especifica da hanseniase para ver se a
bactéria presente neste local apresenta resisténcia aos medicamentos
utilizados para tratar a doenca e/ou

2) Coleta de raspado dérmico de orelhas, cotovelos, joelhos e lesdo de pele
com 0 mesmo objetivo.

Afirmo que entendi que 0 meu nome nao serd revelado, assim como ndo serei
identificado em nenhuma publicacdo que possa resultar desse estudo. Entendo que nédo

terei despesas e nédo receberei qualquer beneficio material por participar do estudo.

Fui informado, que posso receber qualquer tipo de explicacdo do pesquisador
responsavel e que terei acesso aos resultados se assim o desejar. Receberei uma copia
deste consentimento informado e outra cOpia sera arquivada.
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Declaro também que fui informado que o material coletado serd armazenado e que caso

necessite ser utilizado em nova pesquisa serei comunicado para nova autorizacao.

Devidamente informado e esclarecido, manifesto aqui meu consentimento em participar

do estudo.

Assinatura do responsavel legal do paciente

Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Instituto Lauro de Souza Lima

Rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros km 225-226
CEP: 17034-971 Bauru — Sé&o Paulo

Telefone: (14) 3103-5911
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Anexo 7. Protocolo para tratamento de casos resistentes detectados

Todos os casos incluidos no estudo de vigilancia devem ser imediatamente submetidos
a tratamento com MDT padrdo sem esperar pelos resultados do laboratdrio de referéncia
sobre o estado de resisténcia aos farmacos.

- Se o resultado voltar como sensivel a rifampicina, o tratamento com MB-MDT deve

ser continuado em conformidade.

- Para os doentes que sdo relatados como resistentes a dapsona apenas, a MB-MDT
padrdo pode ser continuada, mas o doente deve ser seguido no final do tratamento e

regularmente examinado para suspeita de recidiva

- Para pacientes com resisténcia apenas a quinolonas, a PQT deve ser continuada com
seguranca. No entanto, o paciente, sua familia e médico devem ser questionados para a

prescricdo anterior de quinolonas.

- Caso o laboratério de referéncia informe que o doente esta a receber M. leprae

resistente a rifampicina, deve ser administrado o seguinte tratamentol:

* administragdo de 400 mg de ofloxacina e 100 mg de minociclina, mais 50 mg de

clofazimina, em conjunto diariamente durante seis meses;

+ administragdo de 400 mg de ofloxacina diariamente ou 100 mg de minociclina, mais

50 mg de clofazimina, ou durante pelo menos mais 18 meses.

O regime de tratamento acima mencionado € obrigatorio para ser utilizado em doentes
que se sabe estarem portadores tanto de rifampicina como de M. leprae resistentes a
dapsona. Nos casos com cepa resistente a rifampicina mas susceptivel a dapsona, o
regime de tratamento acima pode ser utilizado. Além disso, um regime de tratamento

incluindo dapsona pode ser discutido com o centro de referéncia nacional.

Para todos 0s casos para 0s quais um caractere de resisténcia é detectado, um formulario
especifico deve ser preenchido solicitando a prescri¢do anterior deste antibidtico para o
Pacientes ou sua familia, hanseniase prévia (para dapsona), tuberculose anterior (para

rifampicina) ou outras infec¢des recentes (para quinolonas).
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