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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae e persiste
como grave problema de saude puablica no Brasil. O fato deste micro-organismo ser
incultivavel dificulta o diagnostico e elucidacdo de detalhes da sua cadeia transmissiva.
Objetivando analisar a dindmica de transmissdo ambiental da hanseniase, este estudo caso-
controle realizado no Bairro Barrocas, Mossor6/RN, maior cluster do estado, confrontou
resultados de avaliacdo clinica, epidemioldgica, baciloscopica e soroldgica de 22 doentes
recém-diagnosticados nas Barrocas, com resultados moleculares de deteccdo das regides
gendmicas especificas RLEP e 16S rRNA deste bacilo nas amostras de swab nasal, saliva e
poeira domiciliar destes individuos e dos seus controles (44 contactantes domiciliares e 44
contactantes endémicos), entre novembro de 2015 a novembro de 2016. Os individuos foram
diagnosticados atraves de busca ativa nos domicilios, nas escolas e na sede da unidade basica
de saude local. Houve maior deteccdo da doenca em mulheres, nos menores de 15 anos, com
grau 0 de incapacidade e predominancia de formas paucibacilares. Ndo houve diferenca
estatistica entre o nUmero de cicatrizes vacinais de BCG de doentes e de contatos endémicos,
e 31,8% dos hansenianos ndo apresentaram cicatriz vacinal. Os dois testes rapidos soroldgicos
avaliados, ML-flow (IgM ND-O-BSA) e OrangeLife® (IgM e 1gG anti NDO-LID 1)
apresentaram resultados semelhantes, com maior positividade entre os paucibacilares através
deste dltimo (54,5%). Ambos foram superiores a baciloscopia (9,1%). Quanto a pesquisa
molecular, a positividade em swab nasal e saliva de doentes multibacilares com primer RLEP
foi de 16,7% e 33,3%, respectivamente. N&o houve deteccdo de DNA bacteriano na poeira
domeéstica nem entre os paucibacilares. J& em relacdo a pesquisa de DNA em saliva de
contatos endémicos de multibacilares, houve 27,2% de positividade. Associando-se resultados
moleculares e soroldgicos, foi possivel identificar 4,5% de subclinicidade e 15% de status
portador assintomatico entre contatos domiciliares. Em relacdo as variaveis de risco de
soropositivar com o teste OrangeLife®, este estudo revelou que residir em moradias com até
duas janelas ofereceu 3,79 vezes mais chance de evoluir para este desfecho, ter histérico de
casos de hanseniase na familia aumentou 2,89 vezes o risco e ter mais de 60 anos de idade
conferiu 3,6 vezes mais chances, 0 que denota exposicdo prolongada destes individuos ao
bacilo. Embora sem significAncia estatistica, fez-se notério que o padrdo de baixa
escolaridade, baixa renda, insalubridade ambiental, aglomeracdo populacional e habitos de
vida inadequados compuseram um perfil sociodemografico e epidemiol6gico que atestou o
contexto de vulnerabilidade social da populacdo afetada, exigindo acdes integradas de
reabilitacdo que véo além do aspecto fisico de suas moradias, pois necessitam contemplar o
desenvolvimento humano e social dessas pessoas no seu sentido amplo.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae. Transmissdo da hanseniase. PCR saliva. PCR poeira
domiciliar. PCR swab nasal.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae and persists as a
serious public health problem in Brazil. The fact that this microorganism is inculcable makes
it difficult to diagnose and elucidate details of its transmissive chain. Aiming to clarify the
role of house dust in the disease transmission route, this case-control study carried out in the
Barrocas, Mossord, RN, Brazil, the largest cluster in the state, compared clinical,
epidemiological, slit skin smear and serological results of 22 newly diagnosed patients of the
cluster, with molecular results of detection of the specific RLEP and 16S rRNA genomic
regions of this bacillus in the nasal swab samples, saliva and house dust of these individuals
and of the controls (44 household contacts and 44 endemic contacts) between november 2015
to november 2016. There was greater detection in women and school-age youth, with degree
of disability, with predominance of paucibacillary forms. There was no statistical difference
between the number of BCG vaccine scars from patients and endemic contacts, and 31.8% of
the patients had no vaccine scar. The two rapid serological tests evaluated, ML-flow and
OrangeLife® presented similar results, with a higher positivity among paucibacillary patients
through the latter (54.5%). Both were superior to slit skin smear (9.1%). Regarding molecular
research, the positivity in nasal swab and saliva of multibacillary patients with primer RLEP
was 16.7% and 33.3%, respectively. There was no detection of bacterial DNA in domestic
dust or between paucibacillary. Regarding the DNA analysis in saliva of endemic
multibacillary contacts, there was 27.2% positivity. Associating molecular and serological
results, it was possible to identify 4.5% of subclinicity between home contacts and 15% of
asymptomatic carrier status. Regarding the risk variables, residing in dwellings with up to two
windows offered 3.79 times more chance of progressing to this outcome, having a history of
cases of leprosy in the family increased 2.89 times the risk of presenting seropositivity by the
OrangeL.ife® serological test In this community and being over 60 years of age gave 3.6
times more chances of having positive serological reaction for leprosy with the test evaluated,
which denotes prolonged exposure to the bacillus. Although not statistically significant, it was
noted that the pattern of low schooling, low income, environmental insalubrity, population
agglomeration and inadequate living habits made up a sociodemographic and epidemiological
profile that attests to the context of social vulnerability of the affected population, requiring
integrated actions of rehabilitation that go beyond the physical aspect of their dwellings, since
they need to contemplate the human and social development of these people in the broad
sense.

Keywords: Mycobacterium leprae. Transmission of leprosy. PCR saliva. House dust PCR
PCR swab nasal.
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1 INTRODUCAO

O mal de Hansen, lepra ou hanseniase! e suas sequelas vém editando um dos mais
sofridos capitulos da histdria da humanidade (FARIAS; SANTQOS, 2015), com evidéncias de
infeccdo pelo Mycobacterium leprae ha 4000 aC (SINGH et al., 2014).

Muitos povos antigos atribuiram a esta doenca o carater de maldicdo, de flagelo social,
devido aos escassos conhecimentos sobre a enfermidade e ao seu aspecto mutilante (NEIVA,
2016). Somente em 1873, Dr. Hansen descobriu o patégeno em lesdes de pele (KRISHNAN
et al., 2015). A partir de entdo, a lepra recebeu um significado de doenca infecciosa. Todavia,
a estigmatizacdo dos “leprosos” permanece latente e vitimizando, em especial, os individuos
menos favorecidos economicamente (GUTHI; AREPALLI; GANAPA, 2016).

Mais de um século se passou e a luz do conhecimento cientifico atual, a doenca ainda
é grave problema de salde publica no Brasil (MARTINS et al., 2016) e persistem grandes
lacunas envolvendo essa doenga complexa e intrigante, que dificultam a interrupcdo de sua
cadeia de transmissdo (DOBARIYA et al., 2017). Todavia, os significativos avancos nas
técnicas de biologia molecular nos ultimos vinte anos, vém reformulando conceitos sobre esta
infeccdo e gerando perspectivas de estratégias para seu controle (JAGIELSKI et al., 2016).

A hanseniase € uma doenca negligenciada, cronica, granulomatosa, de alta
infectividade e baixa patogenicidade em areas endémicas, cujo principal agente etioldgico é
parasita intracelular obrigatério (BOHKARY; PHUNG, 2016). O M. leprae figurou como a
Unica causa conhecida da doenca até 2008, quando uma nova espécie denominada
Mycobacterium lepromatosis foi identificada através de técnicas de genética molecular em
pacientes virchowianos no México (HAN et al., 2012).

Para efeito desta pesquisa, foram levados em consideracao os aspectos relacionados ao
M. leprae, sobre o qual se baseia a quase totalidade dos estudos cientificos. Este patdgeno
apresenta tropismo por macrofagos na pele e invade as célulasde Schwann nos nervos
periféricos, acarretando perda sensorial, neuropatia periférica e deficiéncias motoras
sequelantes e incapacitantes (SINGH, 2014).

O grau de resposta imune celular do hospedeiro frente ao bacilo de Hansen determina
a forma clinica de apresentagéo da infeccdo dentro de uma zona espectral e seu diagnostico é
essencialmente clinico e epidemiologico (BRASIL, 2009). Em comum, todas as formas

clinicas, apresentam comprometimento neural, acompanhado, ou ndo, de manifestacGes

! Hanseniase é a nomenclatura oficial adotada no Brasil desde 1995, segundo Lei Federal n° 9.010 de 29 de
margo de 1995.



20

dermatoldgicas (MAZINI et al., 2015). E no seu combate, a estratégia terapéutica de maior
impacto foi a poliquimioterapia (PQT), preconizada por World Health Organization (WHO) a
partir da década de 1960 (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015).

Todavia, apesar dos grandes avancos recentes na cobertura terapéutica e da melhoria
do padrao de vida da maioria da populagdo brasileira, a hanseniase continua “intrépida” no
seu historico de prevaléncia em algumas regides (MOSSORO, 2011). Nestes territorios, os
fatores genéticos dos individuos acometidos, 0s aspectos socioecondémicos e operacionais
desfavoraveis, além do microambiente biofisico e quimico atuam em conjunto na perpetuacao
da transmissé@o deste micro-organismo. (SANTOS et al., 2016; MAZINI et al., 2016).

O fato do M. leprae ser incultivavel in vitro e haver poucos animais atuando como
reservatorios naturais, somado aos nossos parcos entendimentos de sua viabilidade fora do
hospedeiro humano e de sua infecctividade, dificultam, sobremaneira, a elucidacdo dos
detalhes sobre 0 modo e mecanismo de transmissdo da doenga (DAVIS et al., 2013).

Sabe-se que 0 contato pessoa-pessoa, principal forma de transmissdo da infeccdo, €
capaz de explicar, no maximo 70% dos novos casos huma area endémica (DARA; GADDE,
2016). E amplamente sabido também, que as areas de maiores niveis endémicos se associam a
pobreza e a relacdo direta desta condicdo socioecondmica com a doenga é inquestionavel
(WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). Contudo, determinadas regifes possuem uma
prevaléncia maior que outras, mesmo considerando as condi¢fes socioecondmicas
semelhantes ou até mesmo mais favoraveis (ALENCAR et al., 2012; NICCHIO et al., 2016).

A partir dessas evidéncias, emerge a necessidade de investigar o papel do ambiente na
dindmica de transmissdo, que até o momento ainda é especulativo (TURANKAR et al., 2012)
e de discutir a heterogeneidade de sua distribuicéo territorial (NORIEGA et al., 2016).

O municipio de Mossor6 exemplifica este paradigma com maior risco de adoecimento
de hanseniase no estado do Rio Grande do Norte (BRASIL, 2017). Pois, a distribuicdo dos
casos € heterogénea, com maior prevaléncia da doenca em dois clusters ou bolsdes criticos
(DIAS et al., 2005, 2007). O maior deles encontra-se no “Grande Santo Anténio” onde se
localiza o bairro Barrocas. Neste cluster, Queiroz et al., (2010) néo encontraram diferenca de
risco de adoecimento entre contactantes domiciliares e vizinhos de doentes. Logo, todos os
moradores da localidade parecem estar expostos a um risco de adoecimento semelhante e esta

exposicao é precoce, com alta endemicidade entre jovens (MOURA et al., 2013).



21

Dai surge o questionamento: seria 0 ambiente um fator de forte relevancia na
perpetuacdo da transmisséo da doenga nesta localidade ou a cadeia transmissiva se perpetua
somente pela transmissdo pessoa-pessoa nesta area endémica?

No desenlace desses questionamentos, recentemente, surgiram evidéncias de
viabilidade ambiental do M. leprae por até 8 meses (WHEAST et al., 2014).

Assim, considerando que (1) existem doentes ndo diagnosticados e portadores
assintomaticos do bacilo nas areas endémicas, 0s quais sdo capazes de eliminar estes micro-
organismos no ambiente e perpetuar a cadeia de transmisséo nestas localidades, (2) que o M
leprae permanece viavel e infectante no solo e na agua em condi¢fes ambientais por periodos
que variam de dias a meses, (3) que as pesquisas de deteccdo de DNA bacilar por técnicas de
biologia molecular apresentam boa sensibilidade e especificidade, e (4) que os estudos que
abordam o bindmio soroprevaléncia-deteccdo molecular do M. leprae no ambiente doméstico
e em individuos assintomaticos, sdo recentes e escassos no Brasil, faz-se pertinente investigar
a presenca do M. leprae no ambiente doméstico, nos contatos domiciliares e nos contatos
peridomiciliares assintomaticos de hansenianos no referido cluster. E, a partir dai, estabelecer
correlagdes clinicas-epidemioldgicas-sorologicas-moleculares determinantes de fatores de

risco de adoecimento passiveis de intervencdo no ambito da saude publica.
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2 HANSENIASE

2.1 A origem da hanseniase e seus agentes etioldgicos

A hanseniase humana tem sido documentada em culturas antigas ha milénios (HAN;
SILVA, 2014; SAXENA; AZAD, 2016). Mas, somente em 1873, o médico Gerhard Henrik
Armauer Hansen descreveu um bacilo reto ou ligeiramente encurvado, o Mycobacterium
leprae ou bacilo de Hansen como agente causal da doenca (LASTORIA; ABREU, 2014a).
Este patdgeno figurou por mais de um século como Unica etiologia da doenca. Mas, gracas ao
sequenciamento de todo o DNA do M. leprae em 2001 por Cole e colaboradores houve uma
corrida de investigacdo genémica, que culminou com a descoberta no México em 2008 de
outra espécie envolvida, principalmente na forma virchowiana difusa, o Mycobacterium
lepromatosis (SCOLLARD, 2016).

Baseado em dados publicados recentemente sobre os genomas de M. leprae e M.
Lepromatosis, sobre a evolucdo dos bacilos da hanseniase, e sobre a prépria evolucgéo
humana, Han e Silva (2014) descreveram como altamente provavel que o parasitismo tenha
comecgado nos primeiros hominideos h4 milhdes de anos. Isso faz da hanseniase a mais antiga
infecgdo, especificamente humana, que se tem conhecimento até 0 momento.

Estes dois bacilos do género Mycobacterium pertencem a classe Schizomycetes, a
ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae (LASTORIA; ABREU, 2014a). Das
155 espécies do género Mycobacterium, destacam-se ainda o M. tuberculosis, patdégeno da
tuberculose e o M. avium intracellulare, importante causa de infecgdo oportunista em
portadores de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

A microscopia eletronica, conforme Figura 1a, o M. leprae apresenta-se com formato
de hastes ligeiramente curvas ou retas, de 1,5 a 8 um de comprimento por 0,2 a 0,5um de
largura, possuem citoplasma, membrana plasmatica, parede celular e capsula (SAXENA;
AZAD, 2016).

Tais bacilos apresentam crescimento muito lento, reproduzindo-se binariamente a
cada 12 a 14 dias (BOKHARY; PHUNG, 2016) e periodo de incubagéo de 2,9 a 5,3 anos. Os
sintomas podem levar até 20 anos para aparecer (SAXENA; AZAD, 2016).

Nos esfregacos, os bacilos podem ser vistos agrupados em arranjo de globias ou
isolados, conforme Figura 1 (a) (RIVITTI, 2014).
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O M. leprae e 0o M. lepromatosis sdo as Unicas especies do género incultivaveis
invitro, o que dificulta sobremaneira a pesquisa e o controle da doenca.
Contudo, o crescimento bacilar de ambas as espécies pode ser induzido a partir do seu cultivo
em tatus ou no coxim plantar de camundongos (SIMMER et al., 2015)

O envoltdrio do M. leprae caracteriza-se por uma membrana plasmatica revestida por
uma camada de peptidoglicano, o qual se liga covalentemente a arabinogalactana. As
micobactérias possuem acidos micolicos em sua parede celular, indispensaveis para a
sobrevivéncia, crescimento e patogenicidade, contribuindo para a resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos. Estes acidos vao se ligar, terminalmente, a arabinose da arabinogalactana
formando uma camada que funciona como andaime para que os acidos micdlicos a ela
ligados possam exercer um importante papel na imunogenicidade (KOSGEI; YUN-PEN,
2015).

A membrana externa possui uma bicamada lipidica e hidrofdbica capaz de criar uma
barreira de permeabilidade externa. A camada externa é composta por polissacarideos livres,
fosfolipidios e pelos glicolipideos: lipoarabinomanana (LAM), lipomanana (LM),
monomicolato trealose (TMM). De todos os lipidios, o mais importante e que da
especificidade imunoldgica ao M. leprae é o glicolipidio fendlico 1 (PGL-1) (LASTORIA;
ABREU, 2014b).

Figura 1 — (a) Microscopia eletrdnica de M. leprae cultivado em pata de camundongo; (b) Globias de M. leprae
em histopatolégico corado por Ziehl-Nielsen.
Fontes: (a) SINGH et al. (2014) e (b) SAXENA;AZAD (2016)

Em relacdo ao genoma, Cole et al. (2011), sequenciaram os 3,27 Mb do DNA circular
do M. leprae. O mesmo contém a proporcéo de G+C de 57,8%, com quase metade do genoma
ocupado por pseudogenes, denotando que houve uma extensa redugéo evolutiva.

Esta singularidade na evolucdo adaptativa provavelmente tenha moldado o
crescimento indolente dos bacilos e levado a evasdo progressiva de defesa imunoldgica
humana capaz de explicar a patogénese da doenca (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015).
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Os genomas de quatro linhagens de M. leprae da India, Tailandia, Brasil e os EUA ja
foram sequenciados na década passada e apontaram diferencas clonais de apenas 200 pb, ou
0,005% de 3,3 Mb. Alguns padrdes clonais mantiveram relacdo com as rotas de migracao
humana durante os Gltimos 100 mil anos, sugerindo que a hanseniase se originou na Africa.

Em relagdo ao genoma do M. lepromatosis, da andlise de vinte genes e de
pseudogenes houve uma diferenca total de nucleotideos de 20,9% de pseudogenes, enquanto
que o gene de 16S rRNA, o mais conservado entre bactérias, diferiram em 2% quando
comparado ao M. leprae. Os resultados das analises filogenéticas sugerem que a macica
evolugdo redutiva ocorreu no dltimo ancestral comum de ambos os bacilos da hanseniase
(HAN; SILVA, 2014).

2.2 Reservatorios e Modo de Transmissao

A fonte de infeccdo e reservatério principal do bacilo é o homem e a forma de
transmissdo mais efetiva € por contato direto, mas a doenca nao é exclusiva de seres humanos
(NEUMAN et al., 2016).

Por este motivo, a interrupcdo da cadeia de transmissdo é o principal desafio dos
programas de controle da hanseniase (MARTINEZ et al., 2011; NORIEGA et al., 2016).
Contudo, o entendimento em detalhes desta cadeia complexa persiste como uma das maiores
lacunas no conhecimento da doenca devido as particularidades dos patdégenos envolvidos, o
elevado nivel de exigéncia parasitaria, a relacdo com o perfil genético do hospedeiro e a
intrigante relacdo com a evolugdo humana e com o0 meio ambiente (WHEAST et al., 2014).

Até os dias atuais ndo é possivel estimar o numero de individuos que podem ser
infectados pelo M. leprae a partir de um individuo bacilifero; tampouco, estimar gquantos
deles realmente desenvolverdo a doenga (SALGADO; BARRETO, 2012).

Importantes consideracdes podem ser feitas a partir da observacdo do decréscimo
alcancado pela prevaléncia da doenga e o permanentemente alto nivel de detec¢do. Isso pode
ser explicado pelo sucesso da aplicagdo da poliquimioterapia, pela expansdo dos servigos de
salde, persisténcia de individuos em estado subclinico nas areas hiperendémicas, mas,
provavelmente, por outras razbes, incluindo fontes ambientais de infeccdo (WHITE;
FRANCO-PAREDES, 2015).

Ainda hoje, poucas pesquisas tém sido dedicadas ao estudo dos reservatorios extra-
humanos do M. leprae. Truman e Fine (2010), baseados em observagdes epidemioldgicas e
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microbioldgicas, embasaram o0s reservatorios ambientais na génese de aspectos ainda pouco
conhecidos sobre a doenga, como a distribuicdo geografica irregular, flutuacéo de risco para
contatos familiares e auséncia de casos secundarios entre imigrantes em paises livres da
doenca.

Atualmente, a maior parte da producéo cientifica voltada ao esclarecimento da relacdo
do meio ambiente com adoecimento por hanseniase vem da india, Indonésia e Estados
Unidos (BRATSCHI et al., 2015).

Estas pesquisas concordam que um dos principais fatores que orientam a transmissao
indireta da hanseniase é a viabilidade do M. leprae fora do corpo humano. Davis e
colaboradores (2013) encontraram em amostras do solo, da vegetacdo e da &gua antigenos
especificos de micobactérias ndo cultivaveis, cuja inoculacdo em animais reproduziu doenca
semelhante a hanseniase de humanos.

Admite-se ainda que o bacilo de Hansen também possa ser introduzido no corpo
humano através da pele lesada (LASTORIA; ABREU, 2014a; SAXENA; AZAD, 2016), apds
picada com agulha contaminada, vacinacdo com BCG intradérmico e puntura de pele durante
tatuagem (BRATSCHI et al., 2015), e, comprovadamente, eliminado no escarro (LIMA et al.,
2016).

Além destes, algumas espécies de artrépodes podem se constituir em fonte de infeccao
ao servirem como vetores mecanicos de bacilos (LASTORIA; ABREU, 2014a). Visto que,
recentemente, da Silva Neumann e colaboradores (2016), constataram por PCR em tempo
real que M. leprae permanece viadvel no trato digestivo do triatomineo Rhodnius prolixus por
20 dias ap0s sua infecgao oral.

Em 2015, Goulart e colaboradores publicaram pesquisa realizada em Minas Gerais na
qual 1007 amostras de doadores de sangue foram avaliadas quanto aos anticorpos IgM anti-
glicolipido 1 (PGL-1) e a presenca de DNA de Mycobacterium leprae, que apresentaram
positividade de 3,8% e 0,3%, respectivamente. Apds um periodo de seguimento de cinco
anos, seis destes individuos com marcadores positivos desenvolveram hanseniase, reforgando
a hipotese de que transfusdo sanguinea de sangue de individuos com infeccdo assintomatica
entre os doadores de sangue pode ser um modo de transmissdo de hanseniase.

Dentre outras fontes de transmisséo pesquisadas, demonstrou-se ainda a presenca de
bacilos na agua utilizada para ingestao, alimentos e no leite de mées doentes de hanseniase,
mas ainda ndo h& evidéncia direta de transmissdo da doenca por via digestéria (BRATSCHI
etal., 2015).
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No tocante ao desenvolvimento de quadro patol6gico, doenga naturalmente adquirida,
tem sido encontrada em outras espécies de primatas, como chimpanzés e macacos mangabey
na Africa Ocidental (SAXENA; AZAD, 2016) e nas espécies de saguis, C. jacchus e
C.penicillata encontradas no Brasil (HOUSEMAN et al., 2015).

Também com distribuicdo na natureza, em especial, nas Américas, nove espécies de
tatus do sul dos Estados Unidos albergam tal bacilo (TRUMAN et al. 2011; SINGH et al.
2014). Mesmo havendo infec¢do natural nos tatus norte-americanos, tatu nove bandas ou tatu-
galinha (Dasypus novemcintus), a tipagem multi locus das cepas do M. leprae sugere que as
bactérias tiveram origem humana até algumas centenas de anos atrds. Assim, 0s animais
provavelmente adquiriram o bacilo de hominideos americanos. Esta incidental transmissédo se
manteve na populacdo de tatu, e é agora transmitida de volta para os seres humanos, tornando
a hanseniase uma doenca zoonética (TRUMAN et al., 2011; HAN; SILVA, 2014), com
relevancia no nordeste do Brasil (KERR et al., 2015).

Ja no ambito do rastreio do M. leprae em colecBes de agua e solo, os estudos da
ultima década vém firmando estes macro-nichos como fontes de contaminacdo e reserva
bacilar (DE SOUZA VALOIS; CAMPQOS; IGNOTTI, 2015).

Adriaty e colaboradores (2010) encontraram sequéncias similares na repeticdo do
gendtipo TTC de swab nasal em 61,9% das amostras de doentes da Indonésia; além de 35,3%
de similaridade de amostras de pele destes individuos; e, em 26,4% das colecdes de agua
onde os doentes e vizinhos foram expostos em banhos e atividades coletivas.

Em estudo de individuos que ndo tiveram contato prévio com doentes também na
Indonésia, Wahyuni e colaboradores (2010) demonstraram que 0 uso de agua contaminada, 0s
tornou mais susceptiveis a hanseniase. Estes pesquisadores, por meio de primers gene-
especificos de 99 pb (LpF-LpK; Lp3-Lp4), encontraram positividade em 24% das amostras
de &gua. E, a partir dai, sugeriram uma provavel associacdo da presenca do M. leprae na agua
e transmissdo da doenca, também documentado por TURANKAR e colaboradores na india
em 2011.

Neste pais, Lavania e colaboradores (2006) fizeram estudos genéticos em Ghatampur,
area endémica de hanseniase, na qual mais de 33,3% das amostras de solo amplificaram DNA

de M. leprae por PCR?. Detectaram a presenca de DNA e RNA de Mycobacterium leprae em

2 PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) ou Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia é uma técnica de
Biologia Molecular que promove replicacdo de material genético (DNA ou RNA) in vitro. O resultado é
analisado através de uma eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida. Quando parte-se da amplificacdo
de RNA, primeiro se complementa a fita simples do RNA através de enzima transcriptase reversa, constituindo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Eletroforese
https://pt.wikipedia.org/wiki/Agarose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Poliacrilamida
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amostras de solo do peridomicilio de hansenianos daquela regido em 2008 e investigaram
similaridade nos perfis genéticos em amostras de casos da mesma familia e em localidades de
vizinhanca, indicando uma possivel fonte comum de infeccdo. Estes autores sugeriram que a
técnica molecular VNTRs, incluindo o subtipo de SNPs, pode ser usado para estudar as fontes
e a cadeia de transmissdo na hanseniase, o que pode ser muito importante no monitoramento
da dindmica da doenca em grandes focos endémicos (LAVANIA et al., 2015).

Ainda na india, Turankar e colaboradores (2015) extrairam DNA a partir de linfa de
raspado dérmico de baciloscopia, do sangue de doentes e de solo do peridomicilio destes
individuos acometidos, a fim de detectar DNA de M. leprae com os primers gene especificos
RLEP, rpoT, Sod A e 16S rRNA. O amplicon RLEP foi capaz de detectar a presenca de M.
leprae em 83% das amostras de raspado dérmico, em 100% de amostras de sangue e em 36%
de amostras de solo e foi considerado o melhor de todos os alvos moleculares. Observou-se
que o primer RLEP foi capaz de detectar o maior nimero de pacientes com baciloscopia
negativa (53%).

Em 2014, Wheast et al., apontaram viabilidade de bacilos em cistos de amebas de vida
livre (Acanthamoeba lenticulata, A. castellani, A. polyphaga e duas cepas de Hartmannella)
por até oito meses. Este achado é uma forte evidéncia de que existe micro nichos
ambientalmente sustentaveis para os bacilos semelhantes ao macréfago humano, verdadeiros
“cavalos de Trdia”, que permitem manter viruléncia e infectividade capaz de provocar doenca
em camundongos.

Ainda com vistas sobre a viabilidade do M. leprae no ambiente em Gathampur na
india, Mohanty e colaboradores (2016) investigaram o peridomicilio de doentes e
encontraram positividade por RT-PCR de primer 16S rRNA em 25,6% das amostras de solo,
24,2% das amostras de agua e 21,8% de ambas as amostras obtidas nos arredores das
residéncias. Por outro lado, nenhuma amostra colhida no peridomicilio dos individuos sadios
positivou a RT-PCR para o amplicon 16S rRNA do M. leprae, indicando ndo somente a
presenca, mas também a viabilidade bacilar no momento da anélise. No solo, salientaram 0s
autores, onde muitos micro-organismos ocupam o0 mesmo nicho, ha possibilidade de
estabelecimento de relagfes simbiodticas ou comensais, proporcionando condicGes de
postergar essa viabilidade do M. leprae. Além destas analises, o material foi submetido a

sequenciamento génico com surpreendente presenca de clone de Mycobacterium néao

um DNA complementar e, em seguida, segue-se com a amplificacdo por PCR convencional. Esta variante da
técnica denomina-se RT-PCR (MOHANTY et al., 2016).
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cultivavel (JQ374245) e de Mycobacterium lepromatosis; além de M. leprae Tamil Nadu, M.
leprae cosmid e M. leprae strain.

2.3 Epidemiologia

A hanseniase provavelmente teve sua origem na Africa (CARDONA-CASTRO et al.,
2015), ja se apresentou dispersa entre 0s continentes e, atualmente, € mais encontrada em
regides tropicais e subtropicais (TRUMAN et al., 2011). Ao todo, 211.973 casos novos foram
registrados globalmente em 2015, o que corresponde a uma taxa de detec¢édo de 2,9/100.000
habitantes, conforme Figura 2 (WHO, 2016).

¥ap 1 Geographical distribution of new leprasy cases, 2015
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Figura 2 — Distribuicéo global de novos casos de hanseniase em 2015.
Fonte: WHO (2016)

Como se pode observar na Figura 2, em alguns paises em desenvolvimento a
hanseniase ainda € considerada um problema de salde pablica em razdo de ndo terem
alcancado menos de 1 caso para cada 10 mil habitantes. Encontram-se nesse grupo:
Bangladesh, Brasil, Costa do Marfim, Republica Democratica do Congo, Etiopia, india,
Indonésia, Madagascar, Mocambique, Myanmar, Nepal, Nigéria, Filipinas, Sri Lanka, Sudao

e Tanzania (WHO, 2016). Estes paises emitiram a "Declaracdo de Bangkok™ em 2013,
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reafirmando o compromisso, com aumento de recursos destinados a implementacdo de
programas mais eficazes a fim de atingir a meta de "um mundo sem hanseniase" (WHO,
2014). O Brasil ocupa a segunda colocacdo em casos detectados com 26.395 registros (13 %),
sendo precedido pela india onde ocorreram 127.326 (60%) (WHO, 2015). Assim, a maioria
dos casos novos, ou seja, 81% ocorreram em trés paises: Brasil, India e Indonésia (WHO,
2016).

Na avaliacdo da WHO, a PQT continua a ser o esteio de controle da hanseniase. Apos
trés décadas de sua introducdo, com uma reducéo drastica da prevaléncia no mundo em torno
de 45%, a PQT fez cair da casa de cinco milhdes de doentes em 1980 para a casa dos 174 mil
no final de 2015 (WHO, 2016).

Para tanto, muitos planos e estratégias foram tragados neste periodo. O Brasil, junto a
outros paises membros da WHO, em 1991, aprovaram a proposta de eliminacdo da
hanseniase como problema de saude publica no mundo até o ano 2000.

Porém, a agenda prevista para a eliminacdo desta doenca negligenciada ndo alcangou
0 objetivo. Em seguida, o Brasil elaborou alguns planos de erradicacdo seguindo as
estratégias propostas pela WHO, sem pleno éxito (BRASIL, 2012; WHO, 2012, 2014,2016)

Salienta-se que até a conclusdo desta revisdo, os dados referentes ao ano de 2016
ainda n&o haviam sido consolidados na base de dados do SINAN.

Por ultimo, a Estratégia Global para Hanseniase (2016-2020), “Acelerando rumo a um
mundo sem hanseniase”, da énfase para: (1) o diagnoéstico em criancas, mulheres e outras
populacdes vulneraveis; (2) o fortalecimento dos sistemas de referéncia; (3) a deteccdo
sistematica de contatos domésticos; (4) o monitoramento da resisténcia aos medicamentos;
(5) o esforco para simplificar a conduta terapéutica e (6) a avaliagdo do papel da profilaxia
pos-exposicdo (WHO, 2016).

A nova meta é alcancar o seguinte resultado até 2020: nenhum caso de incapacidade
entre as criancas recéem-diagnosticadas.

Seguindo essas estratégias, o Brasil também acompanha a tendéncia global. A
prevaléncia caiu de 4,7 casos em tratamento por 10 mil habitantes em 2000 para 1,01 em
2015, com uma percentagem de cura anual de 83,5% nos Gltimos anos (BRASIL, 2016).
Destas acdes, a reducdo de casos em menores de 15 anos tem sido prioridade do Programa
Nacional de Controle da Hanseniase (BRASIL, 2012). No pais, em 2015, foram registrados
2.113 casos de hanseniase em menores de 15 anos e um coeficiente de deteccdo desse grupo
etario de 4,46 por 100.000 habitantes (BRASIL, 2016). Tais resultados refletem circuitos de
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transmissao ativos nos territorios endémicos. PIRES et al., (2012) reforca que, especialmente
na faixa etéria de zero a cinco anos, indica falta de agdes efetivas de educagao em salde.

O Estado do Rio Grande do Norte, como um todo, apresentou comportamento
oscilatdrio e decrescente na incidéncia da hanseniase nos Ultimos anos, com desaceleracdo na

queda nos altimos cinco anos, segundo dados do SINAN demonstrados em Grafico 1.

Mossord Natal RN Brasil

2005 @ 2006 2007 2008 2009 2010 2011 | 2012 @ 2013 | 2014 | 2015
Mossoré | 92,81 | 47,87 | 68,26 | 40,97 | 31,11 | 3502 | 34,18 | 40,11 | 33,89 33,77 36,78
Natal 6,81 6,71 3,87 5,39 7,81 4,98 6,04 5,14 4,33 3,71 4,6
RN 16,18 10,22 11,88 9,11 9,12 8,11 8,28 9,79 8,15 8,04 7.76
Brasil 26,49 | 23,79 | 22,42 | 21,51 | 19,96 | 188 | 18,07 | 17,53 | 15,69 | 1565 | 14,07

Gréfico 1 - Taxa de deteccdo geral de hanseniase por 100.000 habitantes em Mossord, RN, Brasil, 2005 a 2015.
Fonte: Autor (2017) a partir de dados do Sinan/SVS/MS acessados em 08/01/2017.

Todavia, ndo houve homogeneidade na distribuicdo de casos por municipios.
Conforme observamos na Figura 3, existem poucas regiGes no territorio potiguar com altas
taxas de deteccdo, a exemplo da cidade de Mossoro, aonde a incidéncia chegoua 92,81
cas0s/100.000 habitantes em 2005 (BRASIL, 2016) e vem se mantendo estavel numa
classificacdo muito alta com média de 45,4 casos por 100.000 habitantes por ano de 2001 a
2013, um coeficiente de deteccdo 7,5 vezes maior do que o restante do estado do Rio Grande
do Norte (NOBRE et al., 2015) e bem superior a média nacional (BRASIL, 2017).

O numero de casos novos em menores de 15 anos também chama atencdo na
estatistica do Rio Grande do Norte, principalmente nas cidades de Natal e Mossoro, nas quais
este coeficiente de deteccdo vem mantendo-se elevado nos Gltimos anos (BRASIL, 2016).
Neste ultimo municipio, os casos nesta faixa etaria corresponderam a 26,42% de todos os
casos diagnosticados no ano de 2015 (BRASIL, 2016).
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Figura 3 - Populacéo e taxa de deteccdo de novos casos de hanseniase por municipio por 100.000 habitantes,
Rio Grande do Norte, Brasil, 2001 a 2013.
Fonte: Nobre et al., (2015). (adaptado).

2.4 Imunopatogenia, Diagnostico e Classificacédo Clinica

Uma vez que o bacilo entra no corpo, vai para os ganglios linfaticos, onde se da a
primeira fase da infeccdo (periodo de incubacdo). Esta pode durar desde meses a cinco ou
mais anos. Entdo, "uma luta silenciosa" entre o bacilo e o sistema reticulo-endotelial é
estabelecida. Como resultado: (1) 90-95% evoluem para cura, com destruicdo total dos
bacilos; (2) evolugdo para as formas clinicas paucibacilares, com destruicdo parcial do bacilo,
por desenvolvimento da imunidade celular insuficiente para remové-lo; e (3) sem a destruicédo
do bacilo pela falha da imunidade celular, a doenga ocorre com formas clinicas MB
(MORANO et al., 2016).

A indicacdo inicial de infeccdo cutdnea com M. leprae é a multiplicagcdo de bacilos na
pele. Inicialmente, ha dano focal nos vasos sanguineos perto do local de entrada de M. leprae
espalhando-se centripetamente ao longo das fibras de nervos cuténeos e proliferacdo no
interior das celulas de Schwann, que entdo liberam bactérias em espacos endoneurais, onde
séo fagocitados pelos histiocitos (BOHKARY; PHUNG, 2016).

A partir destes aspectos imunopatogénicos iniciais e de interagcdes imunologicas, abre-
se um leque clinico de carater espectral, com diagnéstico eminentemente clinico baseado na

apresentacdo de um dos trés principais sinais cardinais: manchas na pele avermelhadas ou
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hipocrémicas com hipoestesia, espessamento de nervos e presenca de BAAR em esfregaco
dérmico ou em amostra de bidpsia (VAN HOANG, VAN BUI, PHING, 2016).

A baciloscopia complementa o exame clinico dermatoneurolégico ajudando a
identificar os pacientes de maior carga bacilar e com maior risco de recidivas (CHAN;
SMOLLER, 2016). Esse exame consiste na coleta de material nos lébulos das orelhas,
cotovelos e areas infiltradas, sendo o material submetido as técnicas tintoriais para BAAR e
analise microscépica quantitativa. O resultado € negativo quando nenhum bacilo é encontrado
em cem campos analisados. Por sua vez, é dita positiva quando se encontra mais de dez
bacilos em cem campos pesquisados (BRASL, 2010). Na Figura 4, observamos a distribuicao

de micro-organismos na baciloscopia em individuos pauci e multibacilares.

: 2 ‘ A(b)
Figura 4 — Baciloscopia de raspado dérmico: (a) Multibacilar, (b) Paucibacilar. AFB x 100 dleo de imersao
Fonte: Premalatha et al. (2016)

O exame baciloscopico apresenta-se com baixa sensibilidade, principalmente em
pacientes paucibacilares, com caracteristicas tuberculéides, onde os bacilos sdo raros ou
ausentes, pois requer o minimo de 10* micobactérias/grama de tecido pesquisado e corado
(TURANKAR et al., 2015).

Além da baixa sensibilidade da baciloscopia, outra dificuldade encontrada pelo clinico
¢ 0 enquadramento nas formas clinicas do imbricado panorama de apresentacdo clinica,
especialmente pelo fato de que em algumas localidades, ha escassez de casuistica para
aprendizado (YAP; KIUNG, 2015).

Em vistas da diversidade de apresentacdo clinica da hanseniase, a doenca tem sido
enquadrada em varios sistemas de classificacdo, sendo mais amplamente difundida na
literatura a classificacdo de 1966 de Ridley; Jopling, que considera os pardmetros

imunopatoldgicos e de carga bacilar, disposta na Figura5 (DOBARIYA et al., 2017).
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Assim, de acordo com a faixa apresentada, os pacientes foram classificados em
tuberculdides (TT), borderline-tuberculéides (BT), borderline-borderlines (BB), borderline
lepromatosos (BL), lepromatosos (LL) ou indeterminados (HI).

Ridley e Jopling definiram o espectro das formas clinicas a partir do polo
tuberculdide, no qual a resposta imune celular & mais intensa e vai progressivamente
diminuindo em diregdo ao polo lepromatoso, com aumento na carga bacilar, maior
comprometimento cutaneo e neural e maiores titulacdes de anticorpos. Ainda segundo estes
autores, um hanseniano borderline pode desenvolver, ao longo da evolucdo da doenca,
caracteristicas clinicas, bacterioldgicas e histopatoldgicas com tendéncia a um dos polos do
espectro. Se tender para resposta imune celular fara um “upgrading” no sentido das formas
tuberculdides. Quanto mais fraca a resposta celular, mais tenderd a forma lepromatosa,

fazendo o caminho de “downgrading”.

i < 000C—— >

LAY RV BB BT TT

Figura 5 - Representagdo da variacdo da resposta imunoldgica ao longo do espectro da classificagdo de Ridley
Jopling: a imunidade celular (IC) é inversamente proporcional ao indice Baciloscopico (1B) 2
Fonte: Mendonca et al. (2008)

Estes autores definiram o espectro das formas clinicas a partir do polo tubercul6ide,
no qual a resposta imune celular é mais intensa e vai progressivamente diminuindo em
direcdo ao polo lepromatoso, com aumento na carga bacilar, maior comprometimento cutaneo
e neural e maiores titulacbes de anticorpos. Ainda segundo estes autores, um hanseniano
borderline pode desenvolver, ao longo da evolucdo da doenca, caracteristicas clinicas,
bacterioldgicas e histopatolégicas com tendéncia a um dos polos do espectro. Se tender para
resposta imune celular fara um “upgrading” no sentido das formas tuberculdides. Quanto
mais fraca a resposta celular, mais tendera a forma lepromatosa, fazendo o caminho de

“downgrading”.

3 Legenda: VV - forma clinica Virchowiana; BV, BB, BT — formas clinicas borderline; TT — forma clinica
tuberculGide.
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A forma indeterminada € considerada um estagio inicial da hanseniase e pode evoluir
para qualquer um dos polos. Em até 75% destes pacientes, a doenga é curada
espontaneamente; alguns casos se mantém nesta forma clinica por longo e imprevisivel
intervalo de tempo, enquanto outros individuos progridem para uma das formas estabelecidas
da doenca, dependendo da resposta imune do hospedeiro a infeccao.

Esta forma clinica ilustrada no Quadro 1 apresenta-se como méculas indefinidas,
ligeiramente hipopigmentadas na pele escura e ligeiramente eritematosas na pele mais clara.
Ao histopatologico, encontram-se focos de exsudatos celulares inflamatdrios, inflamacao
perineural na regido das fibras nervosas mais finas dos plexos dérmicos, predominando
linfocitos e histidcitos, com baciloscopia quase sempre negativa. Essas alteracBes sdo
inespecificas a menos que se encontrem bacilos BAAR nos nervos, nos musculos eretores do
pelo ou subepidermicamente (SAXENA; AZAD, 2016).

Se houver uma resposta imune celular adequada, desencadeada pela interacdo inicial
entre M. leprae e histidcitos, resultard na migracdo da forma indeterminada para TT, a qual se
caracteriza por lesdes cutaneas e lesGes nervosas. Histologicamente, na forma TT ha
transformacéo de histiocitos em grupos de células epitelioides, as quais se combinam para
formar células gigantes. Os focos dessas células sdo frequentemente cercados por uma zona
de linfécitos e sdo conhecidos como granulomata epitelidide. Nesta forma tuberculdide, a
fagocitose micobacteriana é eficiente e a apresentacdo do antigeno resulta em resposta imune
Th1l do tipo mediado por células. Portanto, poucos, se houver, bacilos BAAR sdo vistos
histologicamente. Os feixes nervosos tornam-se edemaciados pela proliferacdo de células de
Schwann, que se desenvolvem em células epitelidides.

No outro polo do espectro da hanseniase encontra-se a forma lepromatosa (LL). Nela,
as lesdes cutaneas iniciais sdo pequenas maculas hipocrémicas com bordas indefinidas que, se
ndo tratadas, formardo papulas ou nddulos conhecidos como lepromas. Os macréfagos
proliferam em lesdes LL e podem tornar-se espumosos devido a grande quantidade de
material lipidico micobacteriano. Ha escassez de linfdcitos e na forma avancada da doenca, o
tecido inflamatdrio crénico, com células cheias de bactérias domina a derme, enquanto que a
zona subepidérmica esta livre de infiltrado (KHATIB; KHAIRE, 2017).
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Quadrol- Classificagdo das formas clinicas da hanseniase segundo classificacdo de Madri e
classificagdo operacional do MS do Brasil.

Forma Clinica

Apresentacao clinica

Classificacdo

operacional

Baciloscopia

Indeterminada

Areas de hipo ou anestesia,
parestesias, manchas hipocrémicas
e/ou eritemo-hipocrémicas, com ou

sem diminuicéo da sudorese e
rarefagéo de pelos.

Paucibacilar

Negativa

Tuberculoide

-

Placas eritematosas, eritemato-
hipocrémicas, Paucibacilar (PB) até
5 lesBes de pele bem delimitadas,
hipo ou anestésicas, podendo
ocorrer comprometimento de
Nervos.

Paucibacilar

Negativa

Dimorfa

LesGes pré-foveolares (eritematosas
planas com o centro claro). LesGes
foveolares (eritematopigmentares

de tonalidade ferruginosa ou
pardacenta), apresentando
alteragdes de sensibilidade

Multibacilar

Positiva ou
negativa

Virchowiana

Eritema e infiltracdo difusas, placas
eritematosas de pele, infiltradas e
de bordas mal definidas, tubérculos
e nédulos, madarose, lesdes das
mucosas, com alteracdo de
sensibilidade.

Multibacilar

Positiva

Fonte: BRASIL (2010); EICHELMAN et al (2013).

Na transigdo entre os polos TT e LL estdo as formas borderline, limitrofes, com seus

trés subgrupos principais: borderline tuberculdide (BT), borderline borderline (BB), e

borderline lepromatosa (BL).
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O Ministério da Saude do Brasil adota a classificacdo de Madri, que define quatro
formas clinicas da doenca: virchowiana, tuberculdide, dimorfa e indeterminada (Quadro 1).
As duas primeiras consideradas polos estaveis e opostos da doenca e as outras que sdo grupos
instaveis, com tendéncia para os outros dois grupos anteriores (BRASIL, 2002).

No Brasil, considera-se um caso de hanseniase, segundo a Portaria 3.125 de 7 de
outubro de 2010, a pessoa que apresenta um ou mais dos seguintes sinais cardinais e que
necessita de tratamento poliquimioterapico: a) lesdo (6es) e/ou area (s) da pele com alteracédo
de sensibilidade; b) acometimento de nervo(s) periférico(s), com ou sem espessamento,
associado a alteragcOes sensitivas e/ou motoras e/ou autondmicas; ¢) baciloscopia positiva de
esfregaco intradérmico.

Em relacdo a este Gltimo critério, a baciloscopia dos lobulos auriculares e/ou
cotovelos e lesdo representa exame complementar que auxilia no diagnostico da hanseniase.
E considerado um procedimento de facil execucdo e de baixo custo, de acordo com o MS
pode ser realizada nas seguintes situacGes: divida na classificacdo operacional para
implementacdo da MDT; para realizar diagnostico diferencial com outras dermatoses e em
casos suspeitos de recidiva.

Apos coleta do material (raspado de tecido dérmico) a coloracédo é feita pelo método
de Ziehl-Neelsen e o resultado é fornecido como indice baciloscépico (IB), uma escala
logaritmica com variagdo entre 0 a 6 proposta por Ridley em 1962 (BRASIL, 2010).

Nos pacientes do polo multibacilar, a baciloscopia é positiva, porém no outro extremo,
TT, a baciloscopia € por definicdo negativa. Portanto, um resultado negativo de baciloscopia
ndo exclui o diagnostico da hanseniase (BRASIL, 2016).

Mas, para fins de tratamento, foi adotada no pais a classificacdo operacional da WHO
(1982) que divide os pacientes em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB) em
concordancia com o IB e pelo nimero de lesdes, sendo considerados pauci, casos com até
cinco lesdes de pele e multibacilares, os casos com mais de cinco lesdes de pele. A
baciloscopia positiva classifica o caso como MB, independentemente do nimero de lesdes e 0
resultado negativo da baciloscopia ndo exclui o diagnostico de hanseniase (BRASIL, 2010;
SAXENA; AZAD, 2016).

Conforme ja referido, a hanseniase € multifacetada e seu diagnoéstico diferencial, bem
como de suas reacgoes, por vezes é tarefa dificil, até para o dermatologista experiente, sendo
facilmente confundidas com varias dermatoses, tais como: pitiriase versicolor, vitiligo,

eczematides, pitiriase rosea de Gilbert, nevo acrdmico, eritema polimorfo, eritema nodoso,
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eritemas e granuloma anular, apresentacdes de lUpus eritematoso, eritema solar, alopécia
areata, psoriase, farmacodermias, fotodermatites polimorfas, sarcoidose, esclerodermias,
neurofibromatose de Von Recklinghausen e até mesmo com a sifilis (GARG; GORGIA;
KAKAR, 2016; GUPTA et al., 2016).

Outro grande desafio diagndstico dessa doenca milenar é a forma clinica neural pura.
Por isso, todos 0s casos suspeitos de hanseniase neural pura (PNL); ou seja, aqueles com
comprometimento neural, sem lesdo cutanea, bem como aqueles que apresentarem alteracao
sensitiva e/ou autondémica duvidosa e ndo houver lesdo cutdnea evidente deverdo ser
encaminhados para unidades de salde de maior complexidade para confirmagdo diagndstica
(BRASIL, 2002).

Em criancas, o diagnostico da Hanseniase exige exame dermatoneuroldgico ainda
mais criterioso, em virtude da dificuldade de aplicacdo e interpretacdo dos testes de
sensibilidade e requer a utilizagdo do “Protocolo Complementar de Investigagdo Diagnostica

de Casos de Hanseniase em Menores de 15 Anos” (BRASIL, 2009).

2.5 Diagnostico Laboratorial

Embora a hanseniase seja uma doenca infecciosa cronica, ela também é considerada
uma doenca imunoldgica complexa. Por esse motivo, o diagnostico clinico da hanseniase
continua a ser um desafio, principalmente para os pacientes paucibacilares, porque seus
titulos de bacilos sdo muito baixos, tornando a deteccéo dificil usando o arsenal laboratorial
convencional da baciloscopia em virtude de seu carater examinador-dependente e de sua
baixa sensibilidade (MARTINEZ et al., 2011; SINGH et al., 2014).

Das alternativas de exames complementares disponiveis na pratica clinica, destaca-se
a bidpsia cutanea, que continua a ser o padrao-ouro; todavia é método invasivo, demorado e
de dificil acesso em areas endémicas e carentes de recursos diagndsticos (DOBARIYA et al.,
2017).

O exame histopatologico baseia-se na analise microscopica de bidpsias de lesdes de
pele ou nervos corados pela hematoxilina-eosina ou Fite-Faraco, que coram bacilos alcool-
acido resistentes de vermelho nos cortes de parafina. No exame histopatoldgico da hanseniase
se pesquisa a presenca de granulomas, agressao neural, bacilos alcool-acido resistentes,
vasculite na derme e/ou hipoderme, paniculite, infiltrado celular, estratificacdo e
espessamento de tecidos (SCOLLARD et al., 2006).
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Outra vertente diagndstica que vem ganhando espaco é o sorodiagndstico associado
ou ndo ao diagnostico molecular, o qual seré revisado a seguir.

Sabe-se que um dos maiores entraves para a erradicacdo da hanseniase € ndo haver
teste laboratorial que detecte todas as formas desta patologia. Mas, alguns biomarcadores de
infecgdo, progressdo da doenca e eficacia do tratamento foram desenvolvidos a partir do
isolamento do glicolipidio fendlico-1 (PGL-1) da parede celular de M. leprae, um antigeno
especifico, cuja magnitude da resposta imunolégica estabelece forte correlacdo com indice
baciloscopico (STEFANI et al, 2012; HOOIJ et al., 2016).

Além destes atributos, a sorologia tem potencial de ser utilizada para ajudar a
classificar os doentes para fins de tratamento, identificar os contatos saudaveis relacionados a
um doente que tém maior risco de desenvolver a doenca (BARRETO et al., 2015); além de
prever o risco de recorréncia de doenca em um individuo em tratamento (DUARTE-CUNHA
et al., 2015).

Os estudos iniciais da vasta seara do antigeno PGL-1 descreveram apenas a sua forma
nativa cultivada em pata de tatu ou camundongos (FABRI et al.,, 2015). Contudo,
posteriormente, derivados sintéticos neoglicolipidicos foram produzidos, dentre eles: 20
trissacarideo  natural-fenol-BSA (NT-P-BSA), monossacarideo-octil-BSA (M-O-BSA),
dissacarideo-BSA (D-BSA), dissacarideo natural-octil-BSA (ND-O-BSA) e dissacarideo
natural-octil-HSA (ND-OHSA) (DUTHIE et al., 2016; FREITAS et al., 2016).

A partir dai, varios ensaios foram desenvolvidos com o PGL-1 e seus derivados
miméticos para detectar a presenca de anticorpos das classes de imunoglobulinas IgM, 1gG e
IgA, utilizando as técnicas enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), teste de
hemaglutinacdo passiva (PHA), teste de aglutinacdo com particula de gelatina (MLPA),
dipstick e teste de fluxo lateral (KUMAR; PARKASH; GIRGHAR, 2014).

Ao longo desse percurso de investigacdo antigénica, muitas foram as ponderacdes a
favor das sorologias. Tanto que Fabri e colaboradores (2016) destacaram que, quando usadas
como base para a selecdo do regime de PQT, os testes anti-PGL-1 sdo capazes de reduzir o
dano nervoso e as incapacidades fisicas associadas. Tal assertiva se explica no fato dos
pacientes com funcdo nervosa comprometida, tipicamente, terem altos niveis de IgM e 1gG
anti-PGL-1. Por seu turno, a associacdo entre titulos elevados de anticorpos e danos nos
nervos destaca a necessidade de detectar e tratar individuos sorologicamente positivos 0 mais
rapidamente possivel, sob a grande possibilidade, também, de evolugdo para episodios

reacionais.
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Estudo recente de Barreto et al. (2015), numa coorte de seguimento de dois anos,
avaliou 254 individuos testados sorologicamente com o ELISA anti PGL-1, no Paré. Foi
identificado que 22,3% e 9,4% dos individuos previamente soropositivos e soronegativos,
respectivamente, desenvolveram hanseniase (p=0,027), com relato de significativa ascensdo
dos titulos anti- PGL-1 (p < 0,001) antes do adoecimento. Os autores concluiram que a chance
de desenvolver hanseniase nos soropositivos foi 2,7 vezes maior que 0s negativos.

Penna e colaboradores (2016) realizaram uma revisao sistematica de todos os estudos
de coorte, que classificaram os contatos saudaveis de hanseniase de acordo com a positividade
anti-PGL1, e tiveram pelo menos um ano de seguimento. A meta-anélise concluiu que,
embora estes autores tenham encontrado uma associagéo clara e consistente entre positividade
ao anti PGL-1 e desenvolvimento de doenca em contatos saudaveis, a selecdo de contatos para
profilaxia baseada na resposta Anti PGL1 perderia mais da metade dos futuros casos de
hanseniase. Neste estudo, PGL1 parece ndo ser um teste Gtil na decisdo de quais contatos
devem receber quimioprofilaxia.

Embora a maioria dos estudos soroldgicos utilize o PGL-1 como substrato, novos
antigenos do M. leprae vém sendo pesquisados e descritos, no sentido de melhorar a
sensibilidade e especificidade nas diferentes apresentacbes da hanseniase. Nesse sentido,
proteinas recombinantes de potencial sororreativo, como ML0405, ML0308, ML2331,
ML0678, MLO757, ML2177, ML2224, ML2498 e proteinas de fusdo foram identificadas e
testadas (HUNGRIA et al., 2012). Por sua vez, dentre essas proteinas, duas se destacaram, as
proteinas ML0405 e ML2331, que isoladamente, demonstraram alta especificidade contra o
bacilo de Hansen em &reas hiperendémicas do Brasil (DUTHIE et al., 2014).

De grande importancia e representatividade para esta pesquisa sdo os resultados da
coorte realizada no estado do Rio Grande do Norte, entre 2005-2014 e, detalhadamente,
descrita a seguir. Nela, Amorim e colaboradores (2016) recrutaram 96 doentes de dois centros
de referéncia de hanseniase, 183 contatos de PB e 167 contatos de MB. Foram utilizadas
amostras de soro de pessoas residentes na area endémica, mas sem historia de contato com um
caso de hanseniase, como controle endémico e anticorpos para LID-1 e LID-NDO foram
detectados por imunoensaio enzimatico (ELISA).

Conforme esperado, a magnitude das respostas de anticorpos variou de acordo com a
classificacdo operacional dos pacientes (como PB ou MB). Um subgrupo de contatos

domiciliares (n = 332) vivendo na area hiperendémica de Mossoro (recrutado de 2006 a 2008)
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foi acompanhado por 7 a10 anos, a fim de identificar os contatos domiciliares que se tornaram
casos de hanseniase nesse intervalo de tempo.

Entre estes contatos, 3,6% desenvolveram hanseniase, sendo que 25% destes que
adoeceram ao longo da coorte apresentaram respostas de anticorpos detectaveis contra LID-1
e 33,3 tiveram respostas contra LID-NDO, jA& no momento inicial do recrutamento. Estas
percentagens de positividade foram aproximadamente o dobro das percentagens observadas
para todos os demais contatos domiciliares recrutados no estudo (LID-1 =11,9% e LID-NDO
= 17,8%). Outro dado importante é a probabilidade de um contato domiciliar com sorologia
positiva para desenvolver hanseniase foi de 8,3% para LID-1 ou 10,4% para LID-NDO.

Para ambos os antigenos, os doentes MB apresentaram niveis mais elevados de
anticorpos em comparacdo com todos os outros grupos. A sensibilidade do ELISA para o
diagnostico de casos de MB na populacdo endémica foi de 89% para LID-1 e 95% para LID-
NDO; enquanto a especificidade foi de 96% para LID-1 e 88% para LID-NDO.

A despeito de tamanha diversidade antigénica, aplicar todos estes antigenos em testes
ELISA na seara da saude publica ndo € de facil acessibilidade nas areas endémicas carentes;
onde é imperativo celeridade no diagndstico. Assim, a fim de melhor compreender a extensao
da infeccdo de M. leprae e identificar novos casos de hanseniase em tempo habil, sdo
necessarias ferramentas simples que possam detectar a infeccdo e a doenga precocemente
(WEN et al., 2014).

Na busca de preencher estes requisitos, foram lancados no mercado laboratorial 0s
testes que utilizam imunocromatografia de leitura rapida, como o teste ML Flow (IgM ND-O-
BSA), e, mais recentemente, outro teste produzido pela parceria da empresa brasileira Orange
Life® com o Infectious Disease Research Institute (IDRI), instituto de referéncia localizado
em Seattle nos EUA, que desenvolve e disponibiliza antigenos, utilizando-se do antigeno
dissacarideo (ND-O) associado com uma proteina recombinante especifica do M. leprae, a
LID-1 (associagéo das proteinas ML0405 e ML2331).

Por serem 0s unicos testes de fluxo lateral disponiveis no mercado, pela rapidez e
facilidade de execucdo em campo com amostras de sangue total e fresco, ambos foram
utilizados nesta pesquisa.

O teste rapido de fluxo lateral (ML-flow®) para anticorpos anti PGL-1 do M. leprae,
demonstra que a presenca desses anticorpos (ND-O-BSA IgM) é diretamente proporcional a
intensidade de exposi¢do do individuo a carga bacilar. Assim, titulos maiores sdo encontrados

em multibacilares e menores nos paucibacilares. Porém, existe a limitacdo de nem sempre ser
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detectado em pacientes PB e em casos muito recentes de hanseniase (SIMON et al., 2011).
Outra limitacdo é a incapacidade soroldgica de distingdo de infeccdo subclinica e doenca
propriamente dita (SINGH et al., 2014).

A despeito destas limitaces, o teste do Fluxo Lateral ML-flow® cumpre seu papel em
pacientes e seus comunicantes, com a classificacdo correta das formas clinicas destes
individuos para um tratamento adequado, evitando subdoses terapéuticas e recidivas
(DUPPRE et al., 2012). Tecnicamente, 0 ML-flow® é considerado negativo se houver
auséncia de uma linha na zona de teste e a presenca de apenas uma linha de controle (Figura
6).

Figura 6 - Resultados de testes rapidos de fluxo lateral OrangeLife® e ML-flow®*
Fonte: Autor (2016).

De relevancia para aplicabilidade na rotina clinica de um teste de rastreio é sua
praticidade de uso. Para tanto, testes utilizando sangue fresco sdo mais aceitos. Por isto, estes
ultimos autores realizaram os testes ML Flow no Brasil e no Nepal, com sangue total e com
soro, comparando-0s. Em uma comparacdo intra-teste, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre nenhum dos grupos quando o teste ML Flow foi usado com sangue total
ou soro, indicando que tanto um quanto o outro sdo utilizaveis. Estes resultados séao
consistentes com estudos anteriores que mostraram uma correlacdo muito forte entre o0s
resultados de sangue total e soro (STEFANI et al., 2012).

Com vistas na importancia da correlacdo do exame do contato combinando sorologia e
avaliacdo de vacinacdo de BCG como importante estratégia para o controle de hanseniase,
Duppre et. al, (2012) conduziram longa coorte no Rio de Janeiro de 1987 a 2007. Nesta,
avaliaram as sorologias ELISA anti-PGL-1, ML-flow® e ML-dipstick em 2135 contatos

domiciliares de hansenianos, dos quais 16% foram soropositivos. Por sua vez, 79% dos

4 Os dois disquetes superiores sdo do kit OrangeLife®; sendo o primeiro negativo, com apenas a linha controle
corada; o do meio, positivo para o antigeno NDO-LID-1, com as linhas teste e controle coradas. O disquete
inferior, do kit ML-flow®, positivo para antigeno NT-P-BSA, com as linhas teste e controle coradas.
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individuos deste subgrupo apresentavam cicatriz de vacina BCG, dos quais 4,8% evoluiram
para a forma PB e nenhum para a forma MB. J& entre os soropositivos e sem cicatriz de BCG,
a evolucdo foi de 7% para a forma PB e 5,5% para a forma MB. Ja entre os 84% dos
individuos que foram soronegativos, os individuos ndo vacinados corresponderam a 17% e
deste subgrupo 3,6% evoluiram para casos PB e 0,7% evoluiram para MB. Nesse estudo, a
concordancia entre ELISA e ML-flow® foi de 91% e de ELISA e ML-dispstick foi de 97,2%.

O outro teste rapido disponivel no mercado, o kit OrangeLife® (OL), guarda muitas
semelhancas na técnica de execugdo com o anterior; diferindo, primordialmente, nos
antigenos de reconhecimento e na possibilidade deste Ultimo teste ter sua leitura realizada por
meio de aplicativo de smartphones, reduzindo o viés de leitura examinador dependente.

Quanto ao quesito variacdo antigénica, nota-se que o teste rapido ML-flow® e o
ELISA anti-PGL-1 apresentam como alvo antigénico tri- ou dissacarideos, NTP e NDO,
respectivamente (STEFANI et al, 2012). J4 o teste rapido OL, utiliza além deste dltimo
dissacarideo, a proteina de fusdo quimérica IDRI (LID-1), um antigeno reconhecido
especificamente nos soros de pacientes com hanseniase em populac@es geograficamente e
etnicamente diversas, com uma correlacdo direta entre sororreatividade e indice baciloscopico
(DUTHIE et al., 2014).

Um aspecto favoravel decorrente desta maior abrangéncia antigénica é que o teste €
capaz de detectar anticorpos IgM especificos para PGL-1 e IgG para LID-1 ao mesmo tempo
(FABRI et al., 2016).

Com relacdo a estudos envolvendo a associagdo de antigenos no diagndstico da
hanseniase, Cardoso et al. (2013), realizaram um estudo em Goiania/GO com 441 individuos,
utilizando o teste rapido contendo o NDO-LID-1. Identificaram que 0 novo teste obteve
sensibilidade de 87% e especificidade de 96,1% em pacientes multibacilares. A sensibilidade
do teste em detectar multibacilares e paucibacilares foi de 87% e 21,2%, respectivamente,
acima dos parametros obtidos com o teste ELISA que foi de 83,3% e 15,4%. Em contatos
intradomiciliares, a positividade relatada foi de 2,7% com ELISA e 5,3% com o NDO-LID-1.

Outro estudo comparativo entre o teste rapido NDO-LID (OL) e ML-flow®
(considerado padrdo nesta andlise) foi desenvolvido nas Filipinas por Duthie et al., (2014)
para avaliar o desempenho do teste serolégico NDO-LID. O teste NDO-LID detectou maiores
proporcdes de MB e PB (87% e 32,3% no NDO-LID) que no ML-flow (81,7% e 6,5%,
respectivamente); além de especificidade superior (97,4% e 90,4%, respectivamente).

Juntamente com um novo aplicativo leitor de teste em smartphones.
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Wen et al. (2014) avaliaram o desempenho de ELISA, do teste rapido NDO-LID 1 e
do antigeno especifico de sangue total como potenciais ferramentas de diagnostico em
populacdo chinesa. O desempenho do teste rdpido NDO-LID foi satisfatorio, com
positividade em 95% dos 20 pacientes MB e 63,6% para os 11 PB. De modo que NDO-LID-1
demonstrou a maior taxa de deteccdo de pacientes com hanseniase PB entre os trés testes.
Estes dados indicam uma melhoria da capacidade de detecgdo do formato de fluxo lateral em
relacdo ao ELISA convencional para detectar a doenca atraves de IgM anti ND-O-BSA, 1gG
anti-LID1 e da associacdo de ambos.

Em Minas Gerais, Fabri e colaboradores (2015) realizaram um estudo com 94 doentes,
104 contatos domiciliares e 2494 individuos sadios da populacdo (contatos endémicos) e
avaliaram os resultados de ELISA anti-PGL-1 a partir de quatro antigenos diferentes, quais
sejam: um nativo (IgM anti-PGL-1) e trés sintéticos (IgM anti NDO-HSA, IgG anti-LID-1 e a
associacao destes ultimos). Os resultados apontaram uma correlagdo positiva com indice
baciloscdpico; haja vista que todos aumentaram nos individuos multibacilares e nos contatos
dos multibacilares. Sendo que a capacidade do ELISA NDO-LID de deteccdo em
paucibacilares foi maior que as demais. Outro achado relevante foi que o PGL-1 nativo
resultou em positividade maior do que os demais sintéticos. Quando compararam 0s
sintéticos entre si, NDO-LID se destacou por maior capacidade de deteccdo entre os contatos
e individuos controle. Os autores sugeriram que o NDO-LID seja explorado na vigilancia de
contatos domiciliares e na populacao geral.

Em outra perspectiva de andlise, visando associar georeferenciamento com
soroprevaléncia, Nicchio e colaboradores (2016), acompanharam 371 doentes e 53 contatos
domiciliares numa coorte em ltuiutaba/MG durante 11 anos (2004 a 2014) com avaliacdo de
sorologia (ELISA anti-PGL-I e teste de fluxo lateral rapido anti-NDO-LID) a fim de avaliar o
padrdo de distribuicdo da doenca e as areas de maior risco de doenca. Como resultados, a
soropositividade entre os contatos domiciliares foi de 17% para ELISA anti-PGL-I e 42%
para o teste de fluxo lateral rdpido NDO-LID. Pelo menos um dos testes imunologicos
positivou em 49% dos contatos soropositivos. O painel demonstrado pelo estudo revelou
heterogeneidade espacial substancial dos casos no perimetro urbano. Mesmo assim, quatro
grupos principais de pacientes e trés clusters principais de infec¢do subclinica foram
identificados, embasando a defesa do uso destas técnicas no planejamento de acGes futuras de

intervencOes de saude por estes autores.
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Novas possibilidades de sorologias répidas estdo em fase de pesquisa. Entre elas,
Smith; Aerts (2016), elencaram o Fast ELISA® (InBios, Seattle, WA, EUA), que se baseia na
deteccdo complementar de anticorpos e pode fornecer resultados em duas horas; e, além
deste, o teste rapido CTK OnSite Leprosy® que comecou a avaliacdo em 2014 e teve 0s
primeiros resultados em 2016, mas ainda ndo esté disponivel no mercado.

Dentre estes resultados, estdo os achados de Duthie et al. (2016) que detectaram
anticorpos circulantes com dois testes diagndsticos rapidos envolvendo plataformas de fluxo
lateral imunocromatograficas: Orange Life® e CTK OnSite®, anteriormente citado. Os
hansenianos filipinos foram identificados com alto grau de sensibilidade em ambos os
testes; embora diferenca critica tenha sido observada na especificidade entre os dois testes
rapidos. A sensibilidade foi de 95,5% com NDO-LID® contra 77,3% do OnSite Leprosy Ab
Rapid Test®. Todavia a especificidade foi de 25% e 96,4%, respectivamente. Como previsto,
as taxas de soropositividade foram maiores nos contatos de pacientes com hanseniase do
que nos controles endémicos. No tocante a comparacao entre o emprego do sangue total nos
testes de campo e 0 uso de soro sanguineo, apesar de discreta diminuic¢do na intensidade de
coloracdo da banda de teste quando aplicado o sangue total, a sensibilidade e especificidade
destes ndo foi afetada. Estes autores consideraram os testes como alternativas substitutivas
para baciloscopia, que é um método invasivo, doloroso e demorado; e, que, além disso, é
examinador-dependente e requer eximia pericia em microscopia.

Assim, Duthie e colaboradores (2016) propuseram que, pela sua velocidade e
aplicabilidade no campo, os testes rapidos podem ser utilizados como ponto de partida nos
protocolos diagnosticos, com a ressalva de se fazer confirmagdo dos resultados obtidos por
meio de avaliacdo de soro em laboratorios de referéncia.

A despeito de todas as contribui¢cdes de métodos rapidos de sorologia, Dara e Gadde
(2016) reforcaram a importancia de se desenvolver testes simples para a detec¢do precoce da
hanseniase, com resultados objetivos e que superem as limitacdes de NDO-LID® e Fast
ELISA® de incapacidade de diferenciar entre aqueles com uma infeccdo (e, portanto, a
necessidade de poliquimioterapia) e com maior risco de desenvolver infecgdo devido a sua
proximidade dos pacientes (e, portanto, necessidade de profilaxia) e aqueles sem infecgéo ou

risco de infecgéo (e, portanto, ndo necessitando de qualquer intervencéo).
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2.6 Epidemiologia Molecular

A identificacdo do bacilo de Hansen € dificil por ndo ser cultivavel in vitro (COSTA
LIMA et al, 2015). E a baciloscopia é 0 método diagndstico mais vastamente empregado e
requer a presenca de, pelo menos, 10* organismos por grama de tecido para a detecgdo
confidvel. Logo, a sensibilidade de deteccdo desta técnica é baixa, em especial para a maioria
dos pacientes paucibacilares (TURANKAR et al., 2015).

Na tentativa de sanar esta deficiéncia, varios estudos utilizando testes de amplificacdo
de acidos nucléicos para M. leprae, que sd8o mais sensiveis do que a microscopia, tém sido
utilizados para detectar a presenca de bacilos em amostras biolégicas de hansenianos e de
seus contactantes (ROSA et al., 2013), na busca da configuracdo da instigante rede de
Epidemiologia Molecular da Hanseniase. Ou seja, com a aplicacdo dos principios da biologia
molecular aos estudos epidemioldgicos preencher duas lacunas criticas do Mal de Hansen:
ferramentas eficazes no rastreio desta patologia (DARA; GADDE, 2016) e delimitacdo dos
mecanismos de transmissdo (TURANKAR et al., 2015).

Neste intuito, inicialmente, o DNA do M. leprae foi encontrado em secrecdes nasais
de pacientes hansenianos, principalmente na forma virchowiana. Em seguida, foi encontrado
em amostras de swab nasal de contatos intradomiciliares e também em outros individuos
saudaveis de regides endémicas, sugerindo maior frequéncia de infeccdo subclinica do que
anteriormente se pensava (ARAUJO et al., 2012).

Nos ultimos anos vém aumentando a variedade de amostras clinicas nas quais se
utiliza amplificacdo do DNA especifico do bacilo por meio de PCR, incluindo bidpsias de
pele, linfa, sangue, bulbo capilar, urina, fragmento de concha nasal inferior, de regido
periodontal, saliva, sémen, lagrima e suor (ABDALLA et al., 2010; CALEFFI et al., 2012,
ROSA et al., 2013).

Além deste vasto arsenal de amostras aplicaveis a Biologia Molecular, outros elos
para investigacéo da cadeia transmissiva precisam ser destacados e avaliados.

De antemdo, sabe-se que aonde a hanseniase é endémica, a maioria dos individuos é
exposta ao bacilo de Hansen, mas poucos desenvolvem a doenca, sugerindo que uma minoria
de 5% seja susceptivel, enquanto a maioria exposta apresenta alguma resisténcia genética
(WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). Assim, individuos assintomaticos, sejam eles
contatos intradomiciliares, vizinhos ou outros contatos sociais de hansenianos, principalmente

dos multibacilares, ttm um maior risco de contrair a doenca e podem ser a maior fonte de
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disseminacdo do bacilo, a despeito do alto nivel de exposicdo natural nas proprias regides
endémicas (SMITH; AERTS, 2014).

Assim, cada vez mais, estudos tém demonstrado por meio da PCR, a existéncia de
portadores temporarios e subclinicos (REIS et al., 2014), e que individuos infectados passam
por uma fase transitoria de excre¢do nasal. Para estas evidéncias, as técnicas de PCR e, mais
recentemente a qPCR®, vém se mostrando eficazes. Todavia, variagdes na positividade dos
resultados de PCR podem ser amplas nos varios estudos devido a utilizacdo de primers e
protocolos de amplificacdo diferentes, sendo necessaria uma padronizacdo protocolar
(MARTINEZ etal., 2014; MALTEMPE et al., 2016).

Em meio a tamanha diversidade, os marcadores de &cidos nucléicos RLEP, rpo T, sod
A, Ag 85B e 16S rRNA, vém se destacando no diagndstico de hanseniase tanto pela
sensibilidade quanto pela especificidade (MARTINEZ, 2011).

A especificidade é dada pelo uso de primers (iniciadores) especificos para o gene ou
regido do DNA de interesse. A utilizagdo de dois primers delimitam o alvo para a replicagédo
do DNA a partir da regido pretendida, dai ocorre a repeticdo dos ciclos da PCR que dara
origem a bilhdes de copias do alvo pretendido.

O RLEP se destaca por ser muito sensivel e especifico para M. leprae, detectando 10
fg de DNA de bacilo purificado. Ja 0 16S rRNA é um gene conservado em bactérias que
codifica a parte 16S do ribossomo e, atualmente, & muito utilizado na RT-PCR para
identificacdo de bacilos viaveis de pacientes (TURANKAR et al., 2015). Martinez et
al.,(2011) relataram que RT-PCR de 16S rRNA age como um alvo melhor que a superoxido
dismutase (Sod A) e por T para testes de viabilidade de M. leprae.

Devido a ja demonstrada importancia das vias aéreas superiores na transmissao e
infeccdo do Mycobacterium leprae, com a deteccdo de DNA do Mycobacterium leprae na
mucosa nasal e posterior deteccdo de DNA do Mycobacterium leprae em bidpsias de corneto
nasal (ARAUJO et al., 2016), foi possivel indicar uma rota inicial de entrada e saida do

bacilo. Ademais, a posterior deteccdo do DNA bacteriano em amostras de sangue apontou

5> gPCR ou PCR gquantitativo em tempo real (do inglés: real time quantitative PCR) é uma técnica de
laboratorio baseada no principio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para multiplicar acidos nucleicos e
quantificar o DNA obtido. A reacdo em cadeia de polimerizacdo em tempo real combina a metodologia de PCR
convencional com um mecanismo de detec¢do e quantificacdo por fluorescéncia. A metodologia permite que 0s
processos de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo de DNA sejam realizados em uma Unica etapa, agilizando a
obtencdo de resultados e diminuindo o risco de contamina¢do da amostra e dando maior precisdo (SAUNDERS
et al., 2004).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rea%C3%A7%C3%A3o_em_cadeia_da_polimerase
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_nucleico
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_desoxirribonucleico
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uma provavel sequéncia da infeccdo pelos capilares da concha nasal e liberacdo na corrente
sanguinea, apos a invasdo da mucosa nasal (REIS et al., 2014).

Em vistas desses achados, Aradjo et al., (2016) correlacionaram a deteccdo do DNA
de M. leprae através de gqPCR com primer RLEP de material obtido em vestibulo nasal, na
mucosa das conchas nasais € em amostras de sangue periférico com a sorologia e testes
cutaneos anti-PGL-1 de 113 hansenianos residentes em Minas Gerais e 104 contatos
domiciliares. A positividade de DNA entre pacientes foi de 66,4% em swabs nasais, 71,7%
em biopsias de cornetos nasais, 19,5% em amostras de sangue e soropositividade de 62,8%;
com incidéncias crescentes para o polo multibacilar (MB) do espectro clinico. Na avaliacao
dos contatos domiciliares destes doentes, encontraram 49% de positividade nos swabs nasais,
53,8% nas biodpsias nasais, 6,7% no sangue e 18,3% de soropositividade para anti-PGL-I.
Apds seguimento de 5-7 anos, dentre os contatos domiciliares, 6,7% desenvolveram a doenca.
O risco para o desfecho doenca foi estimado comparando os resultados de contatos
domiciliares que desenvolveram hanseniase com aqueles ndo afetados. Nem a passagem nasal
nem a positividade da mucosa foram determinantes do inicio da doenca. Todavia, a presenca
do bacilo no sangue aumentou o risco de desenvolvimento da patologia, bem como a
soropositividade. Logo, sugeriram fortemente que a via de infecgdo e transmisséo
predominante é o aerossol, e que contatos domiciliares de doentes contribuem para o risco de
infecgdo de outros individuos.

Outros elementos apontados por Reis e colaboradores (2014) reforcam a importancia
de rastreio dos contatos. Estes pesquisadores realizaram um estudo caso-controle com
amostras de sangue de 200 doentes e 826 contatos domiciliares através de gPCR tendo como
alvo o antigeno ML0024 de M. leprae. Comparando os resultados de contatos saudaveis com
aqueles que ficaram doentes, a positividade no momento do diagndstico do seu respectivo
caso-indice representou um risco de 14,78 vezes maior de aparecimento de hanseniase. Ou
seja, 0s contatos com PCR positivo no sangue no momento do diagnostico dos casos-indice
estdo em maior risco de aparecimento tardio da hanseniase, podendo este marcador ser
combinado com outros marcadores prognosticos para 0 manejo de contatos.

Na India, Turankar et al. (2015) conduziram um estudo com 60 hansenianos n&o
tratados a fim de encontrar correlagdo entre o indice baciloscopico e a positividade da PCR de
amostras de sangue e raspado dérmico dos doentes; bem como do solo de areas de circulacao,
entrada da casa e no entorno do domicilio destes individuos. Dos fragmentos pesquisados,
sod A, 16S rRNA, rpoT e RLEP, este ultimo apresentou a maior positividade de PCR a partir
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de amostras de sangue e de raspado dérmico, com expressivos 100% e 83%, respectivamente.
Até mesmo entre os paucibacilares, com baciloscopia negativa, a positividade da PCR de
RLEP foi de 53% e 30% em amostras de sangue e raspado dérmico, respectivamente.

Tais resultados também funcionam como relés nessa rede de transmissdo e sugerem
que a pesquisa de RLEP por PCR poderia ser utilizada para a deteccdo precoce de casos de
hanseniase e para 0 acompanhamento da redugdo de carga bacilar dos pacientes durante o
tratamento.

Outro valioso exemplo de uso de PCR no rastreio da hanseniase é o recente estudo de
MALTEMPE e colaboradores (2016). Estes pesquisadores utilizaram-se de dois primers
especificos, PCR-P e PCR-LP, e compararam o resultado da PCR com a baciloscopia de
raspado dérmico. O DNA de M. leprae foi extraido de 106 amostras de linfa de 40 pacientes
que apresentavam suspeicdo clinica de hanseniase. A especificidade de ambas as técnicas de
PCR foi de 100% e a sensibilidade foi de 0,007 pg/mL e 0,015 pg/mL para a PCR-P e PCR-
LP, respectivamente. Apesar de a PCR ainda ndo substituir a baciloscopia no diagnéstico da
hanseniase, os autores apontaram esta técnica como ferramenta auxiliar eficiente para a
deteccdo precoce da doenca, especialmente em regiGes endémicas. Esta estratégia pode
também ser Util nos casos em que os resultados de baciloscopia forem negativos, e em casos
onde a bidpsia da pele ndo pode ser realizada.

Um estudo caso-controle conduzido por Lima e colaboradores (2015) foi realizado
para determinar a presenca de DNA de Mycobacterium leprae em secrecBes nasais de 185
casos de hanseniase e 136 individuos contatos sadios em Fortaleza/CE. Para aumentar a
analise espacial da prevaléncia positiva do elemento repetitivo especifico de M. leprae
(RLEP), foi incluido um grupo externo de 121 estudantes saudaveis. A PCR para a sequéncia
RLEP foi realizada para todos os participantes. A prevaléncia de positividade de RLEP para
casos e contatos foi de 69,2% e 66,9%, respectivamente, significativamente maior do que
para o grupo controle de estudantes (28,1%). A andlise geografica demonstrou que o bacilo é
generalizado entre a populacdo saudavel, com aglomerados de casos multibacilares positivos
RLEP concentrados em areas distintas da cidade. Estes pesquisadores sugeriram gque em areas
endémicas, como em Fortaleza/CE, deve ser implementada a vigilancia tanto dos contatos
ndo domiciliares de doentes quanto dos membros da populagdo em geral que vivem em areas
de clusters.

A cavidade oral e sua secrecdo também tém sido foco de investigacdes moleculares.
Em 2014, Rosa e colaboradores investigaram os distarbios de sensibilidade na cavidade bucal
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relacionados a presenca de Mycobacterium leprae na saliva de pacientes previamente tratados
com hanseniase no estado do Amazonas. Houve positividade em 31,6% dos paucibacilares
(PB), sugerindo a possibilidade de um novo local para a coleta de amostras. Os resultados
positivos, associando os resultados de indice baciloscépico, esfregaco cutaneo e qPCR de
saliva aumentaram para 55,5%, abrindo assim a possibilidade de combinar estas diferentes
técnicas para aumentar a taxa de diagndsticos positivos, especialmente em pacientes PB.

Estes resultados reforcam os achados de Martinez e colaboradores (2011) que
obtiveram positividade global em pacientes e contatos de 18,26% e 6,83%, respectivamente,
na PCR de swab oral de primer RLEP. Os pesquisadores correlacionaram estes resultados
com dados clinicos e laboratoriais. A infecgdo subclinica entre os contatos foi considerada
guando PCR e ELISA anti-PGL-1 apresentaram resultados positivos. Este estudo concluiu
gue a mucosa oral pode ser um sitio secundario de transmisséo e infeccdo por M. leprae, e 0s
contatos com o DNA bacilar podem ser envolvidos ativamente na transmissdo. Além disso, o
DNA de bacilos é mais frequentemente encontrado na mucosa oral de pacientes PB.

Assim, a associacdo poderosa de ferramentas moleculares como a PCR com pesquisa
de anticorpos anti-PGL-1 no diagnoéstico da infeccdo pelo Mycobacterium leprae, consegue
delimitar ainda mais os individuos susceptiveis. Uma vez que tem permitido identificar ao
mesmo tempo ndo apenas os portadores sadios de M. leprae por PCR, mas também se ha ou
ndo soropositividade e infecgdo subclinica que possa estar envolvida na disseminacdo do
bacilo em areas endémicas (ROSA et al., 2013).

Um importante estudo com panorama de analise amplo foi desenvolvido no estado do
Maranh&o por Pinho e colaboradores (2015). Foram avaliadas 200 pacientes e 808 contatos
domiciliares com avaliagdo sorologica através de ELISA e ML-flow®; além de pesquisa do
M. leprae por PCR de swab nasal e swab de mucosa oral através de primer gene-especifico
RLEP3. A resposta soroldgica foi observada em 14% dos individuos submetidos ao ELISA
anti-PGL-1 e 15% de soropositividade com ML-flow®. Ja a pesquisa do DNA bacilar foi
positiva em 8,5% dos contatos; sendo, 5,6% positiva para swab oral, 4,6% swab nasal e
21,7% para ambos. Um dado de relevancia € que 87% destes individuos eram contatos
domiciliares de pacientes MB.

Os avancos no estudo da epidemiologia molecular do Mycobacterium leprae poderdo
continuar elucidando novas formas de transmissé@o e infeccdo, além de proporcionar bases

para a utilizacdo de novas estratégias de controle, podendo indicar, com seguranca, a ado¢ao
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de quimioprofilaxia nos grupos de risco, como uma acdo adicional para o controle da
hanseniase (REIS et al. 2014).

Nesta perspectiva, Fischer e colaboradores (2011) propuseram, a partir de estudos de
simulacdo, a estratégia de fazer o diagnostico precoce de infeccdo subclinica associado ao
tratamento e, assim obtiveram resultado superior a aplicacdo da quimioprofilaxia
isoladamente.

Partindo para um panorama ainda mais amplo de investigacdo de doentes e contatos,
Romero-Montoya, Beltram-Alzate, Cardona-Castro (2017), avaliaram 45 pacientes com
hanseniase e 180 contatos domiciliares na Colémbia. Os voluntérios realizaram bidpsias de
pele, esfregacos nasais (swabs) e genotipagem de Mycobacterium leprae a partir de
fragmentos de pele da biopsia. Os swabs nasais e as amostras de pele foram submetidas a
nested-PCR®. Adicionalmente, amostras de soro foram testadas quanto aos titulos de IgM
anti-fenolico glicolipidio-1 (PGL-1). Como resultado, 4,1% dos contatos domiciliares tinham
titulos de anticorpos IgM anti-PGL-I positivos, indicando infeccdo. A PCR de DNA isolado
de swabs nasais foi positiva para M. leprae em 16% de todos os contatos domiciliares,
sugerindo a presenca de portadores. Quanto ao estudo do gendtipo de M. leprae obtido de
individuos do mesmo grupo familiar, houve concordancia em 9 marcadores, mostrando que
estes individuos sdo infectados pela mesma estirpe de M. leprae, um forte indicativo de

transmissao familiar.

® PCR nested ou PCR aninhada é um método complementar, com uma segunda amplificacdo a partir do produto
gerado da primeira amplificacdo, com resultados superiores aos alcancados apenas em uma Unica PCR. Pode ser
utilizado dois pares de primers diferentes; um maior para a primeira PCR e um menor para a segunda.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a dindmica de transmissdo ambiental da hanseniase em cluster da cidade de
Mossord, através de dados clinicos, epidemioldgicos, de soroprevaléncia e detecgdo de DNA

do M. leprae nestes individuos, em seus contactantes e no ambiente doméstico.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar fatores de risco de adoecimento apontados pela analise sociodemografica
e epidemioldgica.

e Determinar a frequéncia de infec¢do soroldgica e estratificar a soroprevaléncia anti
NDO-LID-1 e anti NT-P-BSA em doentes, em contatos intradomiciliares e vizinhos de casos
novos de hanseniase, através de testes rapidos;

e Detectar DNA de Mycobacterium leprae em saliva, swab nasal e poeira domiciliar
de doentes e de seus contactantes;

e Avaliar a sensibilidade, especificidade e aplicabilidade pratica dos primers 16S
rRNA e RLEP no rastreio populacional e ambiental da hanseniase em areas endémicas;

e Correlacionar os dados moleculares obtidos com avaliacdo clinica, baciloscopica,

epidemioldgica e soroldgica dos individuos nesta area endémica.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de um estudo analitico, observacional, retrospectivo, com abordagem
quantitativa, do tipo caso-controle. A avaliacdo quantitativa utilizou o banco de dados do
SIAB, SINAM e IBGE para o célculo dos indicadores da afeccdo. Utilizamos também
tecnologia laboratorial através de métodos moleculares para deteccdo de Mycobacterium
leprae em amostras bioldgicas de seres humanos e de poeira domiciliar, testes sorolégicos
rapidos e baciloscopia de linfa.

4.2 Local da pesquisa

O estudo foi desenvolvido no bairro Barrocas, um dos bairros da zona norte de
Mossor6/RN. Esta cidade de clima semiarido teve populacéo estimada em 291.937 habitantes
para 0 ano de 2016, distribuida num territrio de 200.360 km? com uma densidade
populacional estimada de 123,76 habitantes/km? (IBGE, 2016).

Dias et al. (2005; 2007) e Queiroz et al. (2010) apontaram um aumento na incidéncia
de hanseniase no Rio Grande do Norte desde o inicio da década de 1990, com destaque para a
cidade de Mossord. Tais pesquisadores georeferenciaram 0s casos de hanseniase deste
municipio e delimitaram uma é&rea de 8,5 km no sentido longitudinal por 12 km
latitudinalmente, compreendendo dois bolsbes criticos ou clusters da doenca com risco
relativo elevado de adoecimento de 5,9 e 6,9. Esta faixa territorial se estende pelos bairros:
Barrocas, Santo Anténio, Bom Jardim e Pareddes. A localidade em destaque apresenta
densidade populacional homogénea e indicadores de pobreza de grande relevancia. Os casos
foram mais frequentemente encontrados proximos ao Rio Apodi-Mossor6 e aos canais
pluviais, que atravessam este recorte territorial e que drenam também esgoto e lixo,
decorrentes de saneamento ambiental insatisfatorio (QUEIROZ et al., 2010).

Os numeros registrados no municipio sdo preocupantes, pois correspondem a uma
incidéncia que variou entre 35,40/100.000 habitantes a 40,6/100.000 habitantes no periodo de
2010 a 2015 (MOSSORO, 2015), indices considerados muito altos pelos parametros da
Organizacdo Mundial de Saude. Enquanto que, no mesmo periodo, a prevaléncia variou entre
4,42 e 4,61 a cada 10.000 habitantes. Numeros bem distantes da meta de menos de 1 caso a
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cada 10.000 habitantes. O bairro Barrocas é epicentro de um dos clusters da doenca no
municipio, sendo a UBS Sinharinha Borges a unidade de ESF com maiores incidéncia e
prevaléncia da doenca no municipio nos altimos anos. Somente em 2010, aquela UBS
respondeu por 10,6% de todos os casos notificados no estado do Rio Grande do Norte e em
2014 apresentou taxa de detecgédo de 11,92 casos novos/10.000 habitantes, trés vezes superior
a taxa do municipio (MOSSORO, 2015).

4.3 Comité de ética e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Rio
Grande do Norte, sob CAAE 47180115.1.0000.5294, conforme comprovante presente no
Apéndice A. Apos esta etapa, todos os individuos participantes assinaram o termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE). Em caso de menores, a inclusdo deu-se ap0s
consentimento dos pais ou responsavel, disponivel no Apéndice B.

4.4 ldentificacdo e perfil dos participantes

Todos os individuos participantes do estudo pertenciam a area de adscricdo da UBS
Sinharinha Borges, Barrocas, Mossor6/RN. Os casos indice de hanseniase foram todos
aqueles diagnosticados no periodo imediatamente seguinte a aprovacdo deste projeto de
pesquisa pelo Comité de Etica da UERN até novembro de 2016. Recrutaram-se tais
individuos, no momento do diagndstico na UBS Sinharinha Borges; seja por atendimento em
regime de demanda espontanea ou por busca ativa da equipe da Estratégia de Salde da
Familia na sua area de adscricdo do PSF. A partir de entdo, os casos-indice foram convidados
a participar da pesquisa, bem como seus contatos intradomiciliares e peridomiciliares.

A abordagem destes ultimos deu-se na sequéncia: primeiro, os individuos do
domicilio a direita do caso-indice, em seguida, os do domicilio a esquerda, e, por fim, aqueles
residentes no domicilio mais proximo ao quintal do caso-indice, caso houvesse negativas em
participar do projeto. Todas as amostras bioldgicas foram coletadas antes que fosse iniciada a
poliquimioterapia. Considerou-se um contato domiciliar todo individuo que conviveu com o
caso indice nos ultimos cinco anos e que nao apresentou sinais e sintomas da doenca durante a
pesquisa. Todos os contatos foram submetidos & avaliagdo clinica dermatoneuroldgica

criteriosa antes de serem considerados assintomaticos.
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Além disso, aqueles contatos domiciliares que ndo apresentaram duas cicatrizes de
BCG foram encaminhados para uma segunda dose da vacina. Este procedimento é
preconizado pela OMS e pelo Programa Brasileiro de Controle da Hanseniase desde 1991, na
tentativa de estimular uma resposta imune protetora nos contatos assintomaticos (DUPPRE et
al., 2012).

Estes individuos obedeceram & selecdo de acordo com o0 seguinte critério de
proporcéo: para cada caso indice de hanseniase, dois contatos domiciliares assintomaticos e
dois vizinhos assintomaticos foram recrutados. Os casos indices foram agrupados com base
em critérios clinicos e baciloscopicos como Paucibacilar (PB) e Multibacilar (MB). Os
contatos domiciliares serdo agrupados e designados da seguinte maneira: Contatos de paciente
Paucibacilar (CPB) e Contato de paciente Multibacilar (CMB). Os individuos controle devem
ser moradores vizinhos do caso, preferencialmente, com 0 mesmo sexo e com idade préxima
a idade do caso com variagdo de +/- 10 anos e que ndo apresentem diagnostico de
hanseniase. O grupo controle teve sua designacdo da seguinte maneira: Vizinho de pacientes
Paucibacilar (VPB) e Vizinho de paciente Multibacilar (VMB).

4.5 Coleta das amostras bioldgicas de seres humanos e de poeira doméstica

Esta etapa da pesquisa seguiu o fluxograma apresentado na Figura 7.

ﬁ CASO0 INDICE _ﬁ

| Contatos intradommiciliares | | Conrtatos peridomiciliares |
PCF. de poeira domiciliar PCF. de posira domiciliar
de arsa de circulagdo - de area de circulagio
(zala) {zalay
v 4 v
ML-flow ML~ Tow
COrange Life Cranze Lifs

Bariloscopia

Figura 7 — Fluxograma de coleta de material bioldgico e poeira domiciliar.
Fonte: Autoria propria (2017)
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As amostras foram armazenadas em freezer do Laboratério de Ciéncia Vegetal da
UFERSA até o encerramento da coleta e processamento. Apds término da pesquisa, todo o

material coletado sera autoclavado e destinado ao descarte realizado pela empresa SERQUIP.

4.5.1 Coleta de raspado dérmico

As amostras de raspado dérmico do I6bulo da orelha direita e/ou das lesGes cutaneas
foram colhidas no Laboratdrio Regional de Mossor6 onde também realizamos a baciloscopia.
A coleta e a andlise das laminas seguiram o padrdo do Manual de Baciloscopia em Hanseniase
(BRASIL, 2010).

4.5.2 Coleta de saliva

A coleta da saliva seguiu o protocolo adaptado de Abdalla et al. (2010). Os individuos
foram orientados a mastigar uma peca de 1 centimetro de um tubo de latex previamente
esterilizado (Auriflex, Sdo Roque, Sdo Paulo, BRA) para estimular a producao de saliva.

Todos os individuos engoliram a saliva produzida durante os primeiros 30 segundos e,
em seguida, recolhemos a saliva produzida nos 5 minutos seguintes num coletor universal
estéril. Um total de 500 pL de saliva foi depositado em cada coletor universal e,
assepticamente, transferido para um microtubo de 1,5 ml com uma micropipeta. Os

microtubos contendo amostras foram armazenados a -20 °C até a extracdo de DNA.
4.5.3 Coleta das amostras de swab nasal

A coleta dos swabs nasais foi realizada com a introducdo de pequenas hastes de
algodédo e escovas flexiveis, estereis, esfregando o septo nasal em ambas as fossas nasais.
Cada amostra foi individualmente acondicionada em microtubos eppendorf estéril e mantida a
-20°C até a extracdo de DNA.

4.5.4 Coleta de sangue

A coleta de sangue total por puncdo digital seguiu o manual do fabricante do kit
OrangeLife®, a saber: limpeza do dedo da pessoa a ser testada com um pedaco de gaze
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estéril. Usando uma lanceta estéril, fazer uma puncgéo na pele ligeiramente fora do centro da
ponta do dedo. Segurar o dedo para baixo e aplicar uma leve pressao ao lado do ponto de
puncado. Evitar apertar o dedo para fazé-lo sangrar. Pegar o dispositivo de coleta de amostra,
colocar a extremidade sobre a gota de sangue e fazer com que seja preenchida com 10ul de
sangue, adicionando-se, posteriormente, 03 gotas de tampdo de corrida. Os pogos para
depdsito do sangue ficam a direita dos dispositivos (Figura 8).

O teste ML-flow fabricado pela OmegaTeknika Limited (Dublin, Irlanda) e pelo
Royal Tropical Institute (KIT, Amsterdd, Holanda) foi executado de acordo com as
especificaces definidas pelo manual do fabricante. Com mesmo protocolo de limpeza e
preparo utilizado no kit OrangeLife®. Em resumo, foram depositados 5 pL de sangue no

recipiente de aplicagdo da amostra e foram adicionados 130 pL de tampao de corrida.

Figura 8 — Resultado negativo dos testes rapidos OrangeLife® (superior) e ML-flow® (inferior).
Fonte: Autoria propria (2016)

4.5.5 Coleta das amostras de poeira domiciliar

As amostras de poeira domiciliar foram coletadas de acordo com protocolo adaptado
de Campos, Liporaci e Terra (2010). Através da aspiracdo de estofados, mdveis e chdo da
principal area de circulacdo de pessoas durante cinco minutos por toda a sua superficie,
utilizando aspirador de p6 portatil marca Britania (modelo ASP 1380, 250W), ao qual foi
acoplado um filtro de papel estéril em sua porcdo intermediaria, para retencao de poeira.

Estes filtros foram dobrados, identificados, embalados em sacos plasticos e estocados
em freezer a - 20°C para posterior analise. Ao trocar de um microambiente para outro, para
fazer a aspiragdo, o tubo coletor do aspirador foi lavado com &gua corrente, detergente e
alcool etilico absoluto, sendo seco com papel absorvente.
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4.6 Realizacao de entrevistas

No momento de coleta de material bioldgico e poeira, utilizando-se de roteiro
estruturado, foram realizadas entrevistas aos pacientes-caso, Seus contactantes e aos
respectivos individuos-controle no ambiente domiciliar ou na UBS Sinharinha Borges. O
referido roteiro encontra-se no Apéndice C.

4.7 Extracdo de DNA

A primeira etapa da extracdo de DNA de amostras de poeira domiciliar, de swab nasal
e de saliva ocorreu no Laboratério de Microbiologia Veterinaria da UFERSA (LAMIV), sob a
orientacdo da Profa. Dra. lond Santos Araljo Holanda e do Prof. Dr. Francisco Marlon
Carneiro Feijo. As demais ocorreram no Laboratério de Ciéncias Vegetais da UFERSA
seguindo o manual do fabricante do kit NucleoSpin ® Tissue, MACHEREY-NAGEL
GmbH&Co.

4.7.1 Extracdo de DNA em amostras de poeira domiciliar

Seguindo o manual do fabricante do kit NucleoSpin ® Tissue, MACHEREY-NAGEL
GmbH&Co, com adaptacGes na etapa de pré-lise, a extracdo do DNA seguiu as etapas
descritas abaixo.

Pré-lise: Foram homogeneizados 50mg de amostra de poeira doméstica com
nitrogénio liquido, vortexizamos vigorosamente com microesferas de aco por 1 minuto. Em
seguida, adicionamos 180 pL de Buffer T1 e 25 pL de solugdo de Proteinase K, vortexizamos
novamente e cobrimos as amostras completamente com a solugéo de lise. Incubamos a 56 °C
em overnight.

Lise da amostra: Vortexizamos as amostras vigorosamente, adicionamos 200 pL de
Buffer B3, misturamos em vortex vigorosamente mais uma vez e incubamos a 70 °C por 10
minutos. Misturamos em vortex rapidamente. Centrifugamos por 10 minutos a 11.000 G e
transferimos o sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga.

Adicionamos 210uL de etanol 96% a amostra e vortexizamos vigorosamente.

Transferimos todo o precipitado sobre a coluna para o passo seguinte.
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Para cada amostra, colocamos uma coluna NucleoSpin® Tissue em um tubo de
coleta. Aplicamos a amostra a coluna, centrifugamos durante 1 minuto a 11.000 G,
descartamos o tubo de coleta com o fluido filtrado e colocamos a coluna em um novo tubo de
coleta. Quando a amostra ndo era completamente extraida da matriz, o passo de centrifugagéo
a 11000 G foi repetido. Descartamos o liquido filtrado.

Primeira lavagem: adicionamos 500 puL de Buffer BW, centrifugamos por 1 minuto a
11.000 G, descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de coleta.

Segunda lavagem: adicionamos 600 uL de Buffer B5 a coluna e centrifugamos por 1
minuto a 11.000 G. Descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de
coleta. Centrifugamos a coluna por 1 minuto a 11.000 G, para remogédo do etanol residual
(Figura 9).

Eluicdo: colocamos a coluna NucleoSpin® Tissue em um tubo de microcentrifuga de

1,5 mL e adicionamos 50 pL de Buffer BE, deixamos incubando por 3 minutos em
temperatura ambiente e centrifugamos por 1 minuto a 11.000 G. Repetimos esta etapa mais

uma vez.

Figura 9 - Produto da extracdo de DNA de poeira domiciliar em tubo de coleta NucleoSpin® Tissue.
Fonte: Autoria propria (2017)

4.7.2 Extracdo de DNA em amostras de swab nasal

Todas as etapas seguiram o manual do fabricante do kit NUCLEOSPIN ® Tissue,
MACHEREY-NAGEL GmbH& Co, descritos a seguir.

Pré-lise: Colocamos o swab de algoddo em microtubos de 2 mL. Em seguida,
adicionamos 180 pL de Buffer T1 e 25 uL de solugdo de Proteinase K, vortexizamos e
cobrimos as amostras completamente com a solucéo de lise. Incubamos a 56°C em overnight.
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Lise da amostra: Vortexizamos as amostras vigorosamente, adicionamos 200 pL de
Buffer B3, misturamos em vdrtex vigorosamente mais uma vez e incubamos a 70°C por 10
minutos. Misturamos em vortex rapidamente. Centrifugamos por 10 minutos a 11.000 G e
transferimos o sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga.

Adicionamos 210 puL de ectanol 96% a amostra e vortexizamos vigorosamente.
Transferimos todo o precipitado sobre a coluna para 0 passo seguinte.

Para cada amostra, colocamos uma coluna NucleoSpin® Tissue em um tubo de
coleta. Aplicamos a amostra a coluna, centrifugamos durante 1 minuto a 11.000 G,
descartamos o tubo de coleta com o fluido filtrado e colocamos a coluna em um novo tubo de
coleta. Quando a amostra ndo era completamente extraida da matriz, o passo de centrifugacéo
a 11000 G foi repetido. Descartamos o liquido filtrado.

Primeira lavagem: adicionamos 500 uL de Buffer BW, centrifugamos por 1 minuto a
11.000 G, descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de coleta.

Segunda lavagem: adicionamos 600 uL de Buffer BS a coluna e centrifugamos por 1
minuto a 11.000 G. Descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de
coleta. Centrifugamos a coluna por 1 minuto a 11.000 G, para remocdo do etanol residual.

Eluicdo: colocamos a coluna NucleoSpin® Tissue em um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL e adicionamos 50 pL de Buffer BE, deixamos incubando por 3 minutos em
temperatura ambiente e centrifugamos por 1 minuto a 11.000 G. Repetimos esta etapa mais

uma vez.

4.7.3 Extracdo de DNA em amostras de saliva

Pré-lise: Foram obtidos pellets por centrifugacdo do tubo de saliva durante 5
minutos a 13.000 G e descartamos 0 sobrenadante. Em seguida, adicionamos 180 pL de
Buffer T1 e 25 pL de solugdo de Proteinase K, vortexizamos e cobrimos as amostras
completamente com a solucéo de lise. Incubamos a 56 °C em overnight.

Lise da amostra: Vortexizamos as amostras vigorosamente, adicionamos 200 pL de
Buffer B3, misturamos em vortex vigorosamente mais uma vez e incubamos a 70 °C por 10
minutos. Misturamos em vortex rapidamente. Centrifugamos por 10 minutos a 11.000 G e
transferimos o sobrenadante para um novo tubo de microcentrifuga. Adicionamos 210uL de
etanol 96% a amostra e vortexizamos vigorosamente. Transferimos todo o precipitado sobre a

coluna para o0 passo seguinte. Para cada amostra, colocamos uma coluna NucleoSpin® Tissue
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em um tubo de coleta. Aplicamos a amostra a coluna, centrifugamos durante 1 minuto a
11.000 G, descartamos o tubo de coleta com o fluido filtrado e colocamos a coluna em um
novo tubo de coleta. Quando a amostra ndo era completamente extraida da matriz, o passo de
centrifugacdo a 11000 G foi repetido. Descartamos o liquido filtrado.

Primeira lavagem: adicionamos 500 pL de Buffer BW, centrifugamos por 1 minuto a
11.000 G, descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de coleta.

Segunda lavagem: adicionamos 600 uL de Buffer B5 a coluna e centrifugamos por 1
minuto a 11.000 G. Descartamos o fluido filtrado e colocamos a coluna de volta no tubo de
coleta. Centrifugamos a coluna por 1 minuto a 11.000 G, para remocao do etanol residual.

Eluicdo: colocamos a coluna NucleoSpin® Tissue em um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL e adicionamos 50 puL de Buffer BE, deixamos incubando por 3 minutos em
temperatura ambiente e centrifugamos por 1 minuto a 11.000 G. Repetimos esta etapa mais

uma vez.

4.8 Ensaio de PCR convencional

A amplificacdo e leitura de DNA de amostras de poeira domiciliar, swab nasal e saliva
foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, sob a orientacdo da Profa. Dra.
lond Santos Araujo Holanda e seguiram o protocolo de Turankar et al. (2015), com
adaptacdes.

Nesta etapa, foram utilizados os primers especificos:

eRLEP: PS1(5-TGC ATG TCA TGG CCT TGA GG-3') e PS2 (5'-CAC CGA TAC

CAG CGG CAG AA-3)

¢ 16SrRNA: (5-TCG AAC GGA AAG GTC TCT AAA AAA TC-3") e (5'-CCT GCA

CCG CAA AAAGCT TTC C-3)

Diluicao dos Primers: Esta etapa seguiu a volumetria sugerida pelo fabricante Sinapse
Biotecnologia®, Brasil.

Amplificacdo: A amplificagéo foi realizada em um termociclador PTC-100, Bio-Rad,
sob as seguintes condigdes:

eRLEP: 95°C durante 5 minutos para a desnaturacao inicial seguido de 40 ciclos;

94°C durante 30 segundos para a desnaturacdo do DNA; 58°C durante 30 segundos

para 0 anelamento do primer; 72°C durante 60 segundos para a extensdo; e 72°C

durante 10 minutos para a extensao final.
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¢ 16S rRNA: 95°C durante 5 minutos para a desnaturacgéo inicial sequido de 40 ciclos;

95°C durante 30 segundos para a desnaturagdo do DNA; 60°C durante 90 segundos

para 0 anelamento do primer; 72°C durante 60 segundos para a extensdo; e 72°C
durante 10 minutos para a extensao final.

O produto de PCR contendo fragmentos amplificados da regido alvo foi sujeito a
eletroforese em gel de agarose a 2%, utilizando tampdo Tris-Borato-EDTA a 110 V de
voltagem a 400 mA constante por 90 minutos (TURANKAR et al., 2015). Foram extraidos
10uL do produto da reagao de PCR, homogeneizados com 3uL de tampao de corrida
concentrado (azul de bromofenol) e as amostras foram aplicadas nos pocos. Foram
reservados 02 pogos para utilizacdo de um padrdo de corrida (Ladder-50 pb e 100 pb). Os
resultados obtidos foram fotografados.

Para a validacdo do teste foram utilizados: (1) agua estéril, como controle negativo e
(2) controle positivo obtido de DNA de M. leprae cepa Thai-53 purificado de pata de
camundongo e gentilmente cedido pela FIOCRUZ.

Os produtos de PCR foram caracterizados como positivos para M. leprae quando
visualizadas no gel com faixa de 129 pares de base no ladder para RLEP e 171 pb para 16S
rRNA.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software SPSS 21.0 (Statistical Package for the
Social Sciences), sendo expressos em média e desvio padrdo, bem como valores minimos,
maximos, frequéncia simples e porcentagem. Para verificar associacdes de soropositividade,
presenca de DNA bacteriano nas diversas amostras com variaveis presente no questionario
frente a positividade da doenca, foi tomado uso de odds ratio (OR), intervalos de confianca de
95% (IC 95%), e significancia determinada através do teste do Qui-Quadrado (%) e exato de
Fisher. Este altimo utilizado sempre que se verificou valores com frequéncia esperada inferior
a 5. Modelos de regressdo logistica foram elaborados para se obter estimativas de OR e
IC95% ajustados.

A concordancia entre positividade das diferentes amostras bioldgicas processadas por
PCR e baciloscopia foi obtida através do teste Kappa e as diferencas de percentual

discordante obtida por McNemar. Foram calculados também a sensibilidade, especificidade,
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valor preditivo positivo e negativo dos testes com amostras obtidas em saliva, swab nasal e

raspado dérmico. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

Participaram da pesquisa 22 doentes e 88 individuos-controle, sendo 44 controles
domiciliares (CD) e 44 vizinhos destes doentes, denominados de controles endémicos (CE).
No total, dos dois grupos-controle, 07 individuos foram excluidos da anélise estatistica por
recusa em participar de algum tipo de coleta de material bioldgico.

Ressalta-se que um subgrupo de 07 doentes foi submetido a realizacdo de estudo
histopatoldgico para concluséo diagndstica e fechamento do caso para notificacao.

Nesta pesquisa, os resultados sociodemogréficos apontaram média das idades (desvio
padrdo) de todos os individuos participantes de 36,69 (16,62), com minimo e méaximo de 06 a
79 anos, respectivamente. Ja a média de idade encontrada dos doentes foi um pouco superior,
39,04 anos, com duas faixas de concentracdo: menor de 15 anos (27,3%) e 45 a 60 anos
(27,3%), conforme dados apresentados na Tabela 1.

Em relacdo a variavel sexo, o género feminino correspondeu a 72,7% dos casos, e foi
observado que a infec¢do em autodeclarados pardos foi mais frequente (54,5%), seguida pelos
individuos negros (27,3%) e brancos (18,2%).

Tabelal — Distribuicdo de valores de frequéncia simples (%) das variaveis sociodemogréficas e de
condi¢bes de moradia no grupo-caso (doente) e nos grupos-controle (contato domiciliar e contato
endémico) de residentes das Barrocas, Mossord, RN, no periodo de novembro de 2015 a novembro de
2016.

Contato Contato
Variaveis Doente domiciliar endémico
Freqg. % Freq. % Freq. %
Sexo
Masculino 06 27,3 20 48,8 15 37,5
Feminino 16 72,7 21 51,2 25 62,5
Idade
Até 15 anos 06 27,3 04 9,8 01 25
15 a 30 anos 02 9,1 08 19,5 15 37,5
30 a 45 anos 05 22,7 18 439 17 42,5
45 a 60 anos 06 27,3 08 19,5 04 10,0
Acima de 60 anos 03 13,6 03 7,3 03 7.5
Raca
Branca 04 18,2 12 29,3 11 27,5
Negra 06 27,3 10 24,4 7 17,5

Parda 12 54,5 19 46,3 22 55,0



Escolaridade
Sem escolaridade
Fundamental
Médio
Superior
Morou em outro endereco
Sim
Néo
Endereco antigo em outra cidade
Sim
Néo
Enderego antigo em outro bairro
Sim
Néo
Tem bolsa familia
Sim
Néo
Renda
Até 01 salério
02a03
04 a 05
Acima de 05
Situacéo do local de moradia
Alugado
Propria
Cedida
Abastecimento de agua
CAERN
Poco
Tipo de esgoto
Fossa Séptica
Fossa Rudimentar
Céu aberto
Saneamento completo
Saneamento incompleto
Quantidade de comodos
Até 03
Acima de 03
Quantidade de janelas
Até 02

03
14
05

13
09

03
17

09

12

13

15

18

13,6
63,6
22,7
0,0

59,1
40,9

15,0
85,0

42,9
57,1

40,9
59,1

27,3
68,2
4,5
0,0

22,7
77,3
0,0

95,5
4,5

91
0,0
18,2
40,9
31,8

77,3
22,7

81,8

18
18

22

18

30

15
23

17
24

12
26

32

38

16
13

27
14

32

12,2
43,9
43,9
0,0

55,0
45,0

16,7
83,3

39,5
60,5

41,5
58,5

29,3
63,4
7,3
0,0

22,0
78,0
0,0

95,0
50

9,8
2,4
17,1
39,0
31,7

65,9
34,1

78,0

3
21
13

23
17

33

31

20
20

10
23

17
13
10

40

o

15
25

27
13

21

64

7,5
52,5
32,5

7,5

57,5
42,5

8,3
91,7

18,4
81,6

50,0
50,0

25,0
97,5
12,5
50

42,5
32,5
25,0

0,0
100,0

0,0
0,0
0,0
37,5
62,5

67,5
32,5

52,5



Acima de 02
Paredes Umidas da casa
Sim
Nao
Casa iluminada
Sim
Néo
NuUmero de pessoas na casa
Até 04
Acima de 04
Na casa alguém teve hanseniase
Sim
Néo
Casa ja foi invadida por enchente
Sim
Néo
Tipo de piso
Ceramico
Cimento
Quintal cercado com
Madeira
Tijolo
Arame
Tela

Quando chove o quintal fica alagado

mais de um dia
Sim
Né&o
Acumula lixo domestico no quintal
Sim
Né&o

14

12
10

11

11

16

18

13

19
03

19

5
17

18,2

36,4
63,6

54,5
45,5

50,0
50,0

27,3
72,7

18,2
81,8

59,1
40,9

0,0
86,4
13,6
0,0

9,5
90,5

22,7
77,3

20
20

19
21

21
20

12
26

11
30

23

17

33
07

34

8
29

22,0

50,0
50,0

47,5
52,5

51,2
48,8

31,6
68,4

26,8
73,2

57,5
42,5

0,0
82,5
17,5

0,0

12,8
87,2

21,6
78,4

19

13
27

14
26

24

16

35

32

26
14

03
36

01

2
38

3
35

65

47,5

32,5
67,5

35,0
65,0

60,0
40,0

12,5
87,5

20,0
80,0

65,0
35,0

7,5
90,0
0,0
2,5

50
95,0

79
921

No que diz respeito a escolaridade, 77,2% dos doentes tinham, no maximo, o nivel

fundamental. Ao passo que, esse percentual no grupo controle endémico foi de 60%.

Ja em termos de avaliacdo das caracteristicas epidemioldgicas de migracdo dos

moradores da comunidade estudada, mereceu destaque o longo tempo de residéncia no bairro.

Neste aspecto, apesar de 59,1% dos individuos doentes envolvidos na pesquisa terem residido

em outro endereco nos ultimos 10 anos, o antigo endereco em 57,1% deles se localizava no

bairro atual.
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Relativamente a renda familiar, 27,3% das familias dos doentes sobreviviam com, no
méaximo, 01 salario minimo; e, quase 60% destas ndo recebiam auxilios governamentais.
Estes resultados foram muito proximos aos obtidos nos dois grupos-controle.

Torna-se importante salientar que, adotando-se a condi¢cdo doenca como variavel
dependente, nenhuma das variaveis acima apresentadas foi significativa; por esta razdo nao
foram tabuladas.

A analise do segundo grupo de variaveis (condi¢cdes de habitacdo) revelou que o
numero de moradores no domicilio no grupo-caso apresentou uma media de 4,4 pessoas por
domicilio, com média de &rea construida de 65,1 m?, sem diferenca estatistica em relagio aos

grupos-controle (Tabela 2).

Tabela 2— Valores de média das varidveis relacionadas a aglomeracdo domiciliar segundo grupo-caso
e grupos-controle.

Grupos
Variaveis Caso Controle p-valor
(doentes) (contactantes)
Metros quadradas da casa 65,1 + 25,44 61,45 + 19,92 0,781
NUmero de pessoas na casa 4,43+ 1,27 4,46 + 1,07 0,909

* Significancia estatistica (p<0,05 — Mann-Whitney)

Em um terceiro grupo de analise de varidveis, com o intuito de encontrar alguma
associacao entre o desfecho hanseniase com a poeira domiciliar, alergias, rinite hansénica ou
parasitismo intestinal, os individuos pesquisados foram interrogados com perguntas do
questionario validado “International Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAACY)
e demais perguntas elaboradas pelo autor da presente pesquisa (Tabela 3). Os resultados ndo
apresentaram significancia estatistica entre o0 grupo caso e 0s grupos controle; exceto, pela
condicdo de lacrimejamento ou prurido ocular no més de setembro que foi relatado por 13,6%
dos individuos do grupo-caso e 1,2% dos individuos-controle (OR=12,63, 1,24 — 128,25,

p=0,03). Contudo, este resultado, isoladamente, ndo apresenta forca de expressao.

" ISAAC, Estudo Internacional de Asma e Alergias na Infancia, € um programa Unico de investigacdo
epidemioldgica mundial, criado em 1991 para investigar asma, rinite e eczema em criangas, devido a
preocupacao consideravel que estas condi¢fes estavam aumentando nos paises ocidentais e em desenvolvimento
(SOLE et al. 2014).
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Tabela 3 — Distribuicdo de valores de frequéncia simples (%) das variaveis referentes aos
antecedentes patoldgicos, queixas alérgicas e modo de limpeza doméstica de individuos do grupo-caso
(doente) e dos grupos-controle (contato domiciliar e contato endémico) nas Barrocas, Mossoro, RN,

no periodo de novembro de 2015 a novembro de 2016.

Paciente COI’_]t{:I’FO COI:lta_tO
Variaveis domiciliar endémico
Freq. % Freq. % Freq. %
Teve espirro/coriza sem resfriado
(gripe)
Sim 7 318 9 22,0 11 275
N&o 15 68,2 32 78,0 29 725
Em 12 meses teve espirro/coriza sem
resfriado (gripe)
Sim 8 36,4 16 39,0 14 35,0
Néo 14 63,6 25 61,0 26 65,0
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Janeiro)
Sim 1 4,5 0 0,0 0 0,0
Néo 21 95,5 41 100,0 40  100,0
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Fevereiro)
Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Néo 22 100,0 41 100,0 40 1000
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Mar¢o)
Sim 0 0,0 2 4,9 0 0,0
Néo 22 100,0 39 95,1 41  100,0
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Abril)
Sim 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Néo 22 100, 41 100,0 40 1000
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Maio)
Sim 2 9,1 1 2,4 1 2,5
Néo 20 90,9 40 97,6 39 97,5
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Junho)
Sim 2 9,1 0 0,0 3 7,5
Néo 20 90,9 41 100,0 37 925
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Julho)
Sim 3 13,6 1 2,4 2 5,0
Néo 19 86,4 40 97,6 38 95,0
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Agosto)
Sim 2 9,1 1 2,4 1 2,5
N&o 20 90,9 40 97,6 39 975
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Setembro)
Sim 3 13,6 1 2,4 0 0,0
Néo 19 86,4 40 97,6 40  100,0



Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Outubro)

Sim 1 4,5

N&o 21 95,5
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Novembro)

Sim 1 45

Néo 21 95,5
Lacrimejamento ou coceira nos olhos (Dezembro)

Sim 1 4,5

Nao 21 95,5
Rinite

Sim 5 23,8

Nao 16 76,2
Alergia a poeira

Sim 7 33,3

Nao 14 66,7
Fez teste alérgico

Sim 3 13,6

Néo 19 86,4
Obstrucéo nasal frequente

Sim 6 27,3

Nao 16 72,7
Espirro frequente

Sim 8 36,4

Nao 14 63,6
Coriza frequente

Sim 3 13,6

Nao 19 86,4
Coceira no nariz frequente

Sim 5 22,7

Nao 17 77,3
Coceira no ouvido

Sim 4 18,2

Nao 18 81,8
Coceira nos olhos

Sim 7 31,8

Néo 15 68,2
Amebiase / giardiase

Sim 4 28,6

Nao 10 71,4

Faz limpeza domestica

2
39

40

39

31

10

24

35

11
30

15

26

36

33

11
30

12
29

18

4,9
95,1

2,4
97,6

4,9
95,1

18,4
81,6

29,4
70,6

7,9
92,1

26,8
73,2

36,6
63,4

12,2
87,8

19,5
80,5

26,8
73,2

29,3
70,7

21,7
78,3

0
40

40

40

30

24

37

37

34

36

36

32

32

12
20

68

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

23,1
76,9

25,0
75,0

51
94,9

7,5
92,5

10,5
89,5

10,0
90,0

10,0
90,0

20,0
80,0

20,0
80,0

37,5
62,5
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Sim 12 57,1 17 42,5 18 46,2
Naéo 9 42,9 23 57,5 21 53,8
Varredura da casa quantas vezes
por semana
Ate 02 6 27,3 10 24,4 12 30,0
Acima de 02 16 72,7 31 75,6 28 70,0
Limpa os moveis
01 vez 0 0,0 0 0,0 3 7,5
02 vezes 14 63,6 19 46,3 12 30,0
03 vezes 7 31,8 13 31,7 19 47,5
04 vezes 1 4,5 9 22,0 6 15,0
Passa pano umido no chao por
semana
Ndo passa 3 13,6 7 17,1 0 0,0
01 vez 9 40,9 13 31,7 5 12,5
02a04 4 18,2 9 22,0 14 35,0
Acima de 04 3 13,6 8 19,5 18 45,0
Todos os dias 3 13,6 4 9,8 3 7,5

No que concerne os habitos de vida de doentes e seus contatos, a analise estatistica dos
dados da Tabela 4, apesar de ndo ter encontrado associacdo de risco, apontou alguns habitos
de risco desta comunidade, tais como: (1) compartilhar escovas de dente com seus contatos
domiciliares, com 14,6% de frequéncia nos contatos domiciliares e 2,5% entre os contatos
endémicos; (2) o grupo-caso é o que mais visita seus vizinhos (71,4%); (3) os doentes comem

carne de tatu com mais frequéncia que as familias-controle (40,9% e 10%, respectivamente).

Tabela 4 — Distribuicdo de valores de frequéncia simples (%) das variaveis relacionadas aos habitos
de vida em individuos do grupo-caso (doente) e dos grupos-controle (contato domiciliar e contato
endémico) nas Barrocas, Mossord, RN, no periodo de novembro de 2015 a novembro de 2016.

. Contato Contato
Variaveis Paciente domiciliar endémico
Freqg. % Freq. % Freq. %
Conviveu com doentes
Sim 03 15,0 2 6,7 0 0,0
Néo 17 85,0 28 93,3 32 100,0
Come peixe da “bueira”
Sim 2 11,1 2 5,4 0 0,0
Néo 16 88,9 35 94,6 30  100,0

Comeu carne de tatu
Sim 9 40,9 14 34,1 4 10,0



Né&o
Lazer (piscina)
Sim
Né&o
Lazer (cérrego)
Sim
Né&o
Lazer (Rio)
Sim
Né&o
Lazer (Lagoa)
Sim
Né&o
Lazer (Represa)
Sim
Né&o
Faz pescaria nas bueiras
Sim
Né&o
Faz pescaria no Rio Apodi-Mossoro
Sim
Né&o
Visita vizinho
Sim
N&o
Toma &gua no mesmo copo que
outras pessoas
Sim
N&o
Toma agua de torneira
Sim
Né&o
Toma 4gua de poco
Sim
N&o
Toma agua mineral
Sim
Né&o
Toma agua de origem desconhecida
Sim
Né&o

13

19

19

19

22

22

22

20

11
10

19

22

19

22

59,1

13,6
86,4

13,6
86,4

13,6
86,4

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

91
90,9

71,4
28,6

52,4
47,6

13,6
86,4

0,0
100,0

86,4
13,6

0,0
100,0

27

37

39

37

41

41

41

39

23
18

37

41

36

41

65,9

9,8
90,2

4,9
95,1

9,8
90,2

0,0
100,0

0,0
100,0

0,0
100,0

4,9
95,1

60,0
40,0

56,1
43,9

9,8
90,2

0,0
100,0

87,8
12,2

0,0
100,0

36

36

38

36

40

38

40

38

18
11

23
16

40

40

40

70

90,0

10,0
90,0

5,0
95,0

10,0
90,0

0,0
100,0

50
95,0

0,0
100,0

2,6
97,4

62,1
37,9

59,0
41,0

0,0
100,0

0,0
100,0

95,0
50

0,0
100,0
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Escova dentes com escova de outras pessoas

Sim 3 14,3 6 14,6 1 2,5

N&o 18 85,7 35 85,4 39 975
Molha quintal

Sim 10 45,5 19 46,3 5 12,5

Néao 12 54,5 22 53,7 35 87,5
Pratica jardinagem

Sim 5 22,7 4 9,8 2 5,0

Néao 17 77,3 37 90,2 38 95,0
Anda descalgo

Sim 8 36,4 23 57,5 18 45,0

Né&o 14 63,6 17 42,5 22 55,0
Come fruta do quintal

Sim 5 22,7 6 15,0 2 5,0

Néao 17 77,3 34 85,0 38 95,0
Lava frutas/ legumes antes de comer

Sim 0 0,0 36 92,3 35 97,2

Néao 22 100,0 3 7,7 1 2,8

Analisando as varidveis clinicas dos doentes (Tabela 5), a classificacdo operacional
predominante neste cluster foi a paucibacilar (72,7%), com 54,5% dos individuos acometidos
apresentando a forma clinica indeterminada ao diagnéstico, acompanhada da forma
tuberculdide (18,2%). Nenhum paciente virchowiano foi diagnosticado e 27,3% dos doentes
foram classificados como dimorfos. Observou-se que 90,9% dos pacientes possuiam até cinco
lesGes no momento da avaliacdo, sendo que 68,2% destes apresentaram grau de incapacidade
fisica 0 (zero) ao diagnostico, 27,3% com grau 1 de incapacidade e 4,5% com grau 2 de
incapacidade.

No que se refere ao exame baciloscopico, apenas 9,1% (2/22) dos pacientes
pesquisados tiveram positividade no exame de baciloscopia; sendo que, em sua totalidade,
foram pacientes multibacilares o que resultou em 33,3% (2/6) de positividade neste grupo.

Em se tratando de analises sorologicas, os dois testes rapidos analisados comportaram-
se de modo semelhante. Quando foi delimitada a analise das variaveis somente entre doentes,
houve maior resultado de positividade com o teste OrangeLife® (IgM e IgG NDO-LID 1)
com 50% de soropositividade; enquanto ML-flow (IgM ND-O-BSA) apresentou 36,4%.
Todavia, os achados ndo apresentaram significancia estatistica, e se revelaram muito

préximos nos grupos-controle (contato domiciliar e contato endémico).
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Tabela 5 — Valores de frequéncia simples (%) das variaveis clinicas e sorolégicas de hansenianos,

contatos domiciliares e contatos endémicos, Barrocas, Mossor6/RN, novembro de 2015 a novembro

de 2016.
Varidveis Paciente dgr?]riléﬁﬁgr Vizinho
Freq. % Freq. % Freq. %

Classificacdo operacional

Paucibacilar 16 72,7

Multibacilar 6 27,3
Forma clinica

Indeterminada 12 54,5

Tuberculoide 18,2

Dimorfa 6 27,3
Baciloscopia

Positivo 2 9,1 - - - -

Negativo 20 90,9 - - - -
ML-flow®

Positivo 8 36,4 7 17,1 3 75

Negativo 14 63,6 34 82,9 37 92,5
OrangeL.ife®

Positivo 11 50,0 8 19,5 4 10,0

Negativo 11 50,0 33 80,5 36 90,0

Quando as variaveis clinicas foram analisadas quanto a positividade da sorologia, 0s

dados apresentados na Tabela 6 apontaram para grande semelhanca entre ambos, contudo

mais uma vez também sem significancia estatistica.

Tabela 6 — Valores de frequéncia simples (%) dos casos soropositivos para os testes OrangeLife®

(n=11) e ML flow (n=08) em hansenianos, de acordo com as variaveis clinicas.

OrangeLife® ML Flow®

Variével n (%) n (%) p-valor
Classificacdo operacional
Paucibacilar 06 (54,5) 04 (50,0) 0,527
Multibacilar 05 (45,5) 04 (50,0) 0,739
Forma clinica
Indeterminada 02 (18,2) 01 (12,5) 0,564
Tubercul6ide 04 (36,4) 03 (37,5) 0,705
Dimorfa 05 (45,5) 04 (50,0) 0,739

* Significancia estatistica (p<0,05 —

Qui-quadrado para propor¢des homogéneas)
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Como o teste OrangeLife® foi o que apresentou maior positividade no grupo
Paucibacilar, a condigdo soropositividade para este teste foi empregada como variavel
dependente frente a todas as demais variaveis presentes no questionario. Dai, os resultados

com significancia foram apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de frequéncia simples (%) dos casos soropositivos para os testes OrangeLife®, de
acordo com as variaveis sociodemogréficas, clinicas e epidemioldgicas, Barrocas, Mossord, RN,
novembro de 2015 a novembro de 2016.

o Orange Life
Variaveis — - OR 1C95% p-valor
Positivo (%) Negativo (%)
Idade
Até 15 anos 02 (8,7) 09 (11,3) 1
15a30 03 (13,0) 22(275) 061 0,08-4,31 0,041**
30a45 08 (34,8) 32 (40,0) 1,12 0,20-6,26
45260 06 (26,1) 12 (15,0) 2,25 0,36 13,88
Acima de 60 04 (17,4) 05 (6,3) 3,60 0,47-27,12
Fez teste alérgico
Sim 05 (21,7) 03 (3,9) 6,75
« 1,47 -30,95 0,016*
Né&o 18 (78,3) 73 (96,1) 1
Quantidade de janelas
Até 02 20 (87,0) 51(63,8) 3,79 1,03-13,85
. 0,034*
Acima de 02 03 (13,0) 29 (36,3) 1
Na casa alguém teve hanseniase
Sim 09 (39,1) 14 (18,2) 2,89 1,04-8,00
« 0,036*
Né&o 14 (60,9) 63 (81,8) 1

* Significancia estatistica (p<0,05); ** Significancia estatistica (p<0,05 — Qui-Quadrado para
associacdo linear); OR: Odds Ratio; 1C95%: Intervalo de confianca a 95%.

Nesta tabela, observando a variavel idade, foi verificado que, quanto maior a idade de
um individuo residente neste cluster, maior a chance de ser soropositivo pelo teste
OrangeLife®. Posto isto, nas Barrocas, Mossoro /RN, um individuo com mais de 60 anos de
idade tem 3,6 vezes mais chances de ter reagdo soroldgica positiva para hanseniase com o
teste avaliado do que um jovem menor de 15 anos de idade (p=0,041, IC 95%, 0,47 — 27,12).

Outros resultados significativos foram: histérico de realizacdo de teste alérgico e
quantidade de janelas no domicilio.



74

A andlise desta ultima variavel, constatou uma chance quase quatro vezes maior de ter
IgM e 1gG reagente contra NDO-LID 1 quando se mora em residéncias com menos de duas
janelas no territorio pesquisado (p=0,034, OR= 3,79, IC 95%,1,03 — 13,85).

Chamou atencdo o fato de 77,3% destas moradias de hansenianos possuirem até 03
cdmodos e 81,8% delas possuirem, no maximo, 02 janelas; todavia, ndo houve associacao
estatisticamente significante, conforme dados apresentados anteriormente na Tabela 1.

Figura 10 — Padréo arquitetdnico das casas geminadas, compartilhando paredes e telhado, sem janelas nas
laterais, com canal pluvial que carreia esgoto e lixo a frente. Rua Juvenal Lamartine, Barrocas, Mossor6, RN.
Fonte: Autor (2016)

J4 a observacdo da associacdo entre ser soropositivo para o teste rapido OL e
realizacdo de exames alérgicos (teste alérgico), apontou para histérico de realizacdo do exame
para constatacdo de alergia quase sete vezes maior entre 0s soropositivos (p= 0,016, 1C95%
1,47-30,95, OR 6,75) do que entre aqueles que foram soronegativos para o OL.

A Ultima analise de variaveis clinicas e soroldgicas foi a avaliacdo de historico de
casos antigos de hanseniase dentro do domicilio, na qual ter histérico de, pelo menos um
membro doente de hanseniase na familia, esteve associado a um risco 2,89 vezes maior de um
membro sadio dessa familia ser OL soropositivo (p=0,036*, IC 95%, 1,04 — 8,00, OR =2,89).

O altimo pilar de andlises deste trabalho foi a pesquisa molecular de M. leprae em

amostras bioldgicas e ambientais, com resultados demonstrados na Figura 11.
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Figura 11 — Fluxograma de resultados de positividade de PCR com primers RLEP e 16S rRNA nos grupos caso
e controle, Barrocas, Mossord, RN, novembro de 2015 a novembro de 2016.

A pesquisa de DNA bacilar nas amostras de saliva de doentes resultou em positividade
em 33,3% (2/6) pacientes multibacilares com primer RLEP (Figura 12).
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Figura 12 — Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese. M:
marcador de peso molecular de 100pb (Sinapse® Biotecnologia). Canaleta 5: controle positivo com primer 16S
rRNA. Canaletas 7 e 8: produtos de reacdo de saliva de dois pacientes multibacilares com primer RLEP.
Canaleta 9: Controle positivo, primer RLEP. Canaleta 10: controle negativo, sem adicdo de DNA

No mesmo grupo de doentes multibacilares, 16,7% (1/6) teve amostra de swab nasal

positiva para o primer 16s rRNA.

Figura 13 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese. M:
marcador de peso molecular de 50 pb (Sinapse® Biotecnologia). Canaleta 2: produto de PCR de swab nasal de
paciente multibacilar, utilizando primer 16S rRNA. Canaleta 5: controle positivo. Canaleta 6: controle negativo,

sem adicdo de DNA.

Considerando os contatos domiciliares de todos os envolvidos na pesquisa, houve
positividade para saliva em 7/81 com o primer RLEP e 2/81 para 0 16S rRNA.
Quando se analisa, isoladamente, o grupo de contatos domiciliares, obteve-se

positividade na saliva em 2/41 para RLEP e 1/41 16S rRNA (Figura 14).
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Figura 14 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese. M:
marcador de peso molecular de 100pb (Sinapse® Biotecnologia). Canaleta 1: produto de PCR de amostra de
saliva de contato domiciliar de doente paucibacilar, utilizando primer 16S rRNA. Canaleta 7: controle negativo,
sem adi¢do de DNA.

Ja em relacdo aos contatos endémicos (vizinhos), houve positividade na saliva de
12,5% (5/40) para primer RLEP e de 2,5% (1/40) para 16S rRNA.

A pesquisa de DNA de M. leprae na poeira domiciliar de doentes e contatos

endémicos apresentou resultado negativo nas 44 amostras estudadas.
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6 DISCUSSAO

Este estudo caracterizou um cluster de hanseniase na endémica cidade de Mossoro,
localizado na area de adscricdo da UBS Sinharinha Borges, no bairro Barrocas. Nesta
discussdo, para aproximar a analise comparativa dos aspectos encontrados na literatura com o
status atual da populacdo pesquisada, foi dada prioridade aos artigos realizados em
populacdes das areas hiperendémicas do Brasil, em especial da regido nordeste, baseado na
existéncia de caracteristicas regionais no acometimento da hanseniase, ja revisados neste
trabalho.

Observando as varidveis sociodemogréaficas, nota-se que muitos aspectos avaliados
permaneceram muito préximos aos encontrados nos primeiros estudos realizados no
municipio de Mossor6 ha 12 anos.

Um deles € o acometimento mais frequente em mulheres. Enquanto a literatura traz
predomindncia do sexo masculino, o presente estudo apontou percentual de 72,7% de
mulheres acometidas, refletindo um padrdo semelhante ao encontrado por Dias e
colaboradores (2007) em toda a cidade de Mossor6. Para a WHO (2010), os homens sédo mais
afetados que as mulheres na maior parte do mundo, geralmente numa proporgéo de 2:1,
devido & maior exposicdo do homem ao bacilo no ambiente ndo doméstico. Mas, a
prevaléncia de casos entre mulheres na atual pesquisa diverge, até mesmo, do restante do
estado do Rio Grande do Norte, no qual o percentual foi de 47% (AMORIM et al., 2016).

N&o obstante, resultados com predominancia feminina foram obtidos estados do
Maranhdo, Paraiba, Ceara, Minas Gerais e Mato Grosso nos ultimos dois anos; ainda que os
mesmos tenham demonstrado percentuais inferiores de predominancia, o percentual de
mulheres variou entre 51,8 e 52,5%, (PINHO et al.. 2015; BRITO et al., 2016; QUEIROS et
al., 2016; NICCHIO et al., 2016; MARTINS et al., 2016).

Queirds e colaboradores (2016) atribuiram tais resultados ao éxito dos programas de
salde publica focados na saude da mulher, ao maior autocuidado feminino, ao senso de
responsabilidade familiar e a maior preocupacdo com a estética. Mas, provavelmente, o
principal fator dessa maior ocorréncia entre as mulheres tenha sido a crescente integracéo no
mercado de trabalho e a aproximagdo com os cenarios de exposi¢do ao bacilo, ha tempos
verificado entre 0s homens.

Em relacdo a idade, a populagdo estudada é jovem. A média de idade dos doentes foi
de 39,1 anos, com 27,3% destes individuos com menos de 15 anos de idade. Na Ultima década
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0 percentual desta faixa etaria na composicao total dos casos do municipio era de 19% (DIAS
et al., 2007). Isto faz com que o cluster do Bairro Barrocas, Mossord, RN ande na contramao
das tendéncias dos municipios com maior hiperendemicidade, pois em vez de haver uma
diminuicdo na deteccdo entre os menores de 15 anos, observa-se, aqui, um aumento, com
expressiva composicdo de casos com forma clinica indeterminada (54,5%); assim como
destacado por Freitas, Duarte e Garcia (2016). Antagonicamente ao padrdo mossoroense e
seguindo o padrdo esperado das cidades hiperendémicas, houve baixa prevaléncia (3%), nessa
faixa de idade, em Uberlandia/MG e nos dois estados vizinhos ao Rio Grande do Norte (Ceara
e Paraiba) os resultados foram 6,3 e 8,28%, respectivamente (QUEIROS et al., 2016; BRITO
et al., 2016).

Uma justificativa para a elevada deteccdo entre os jovens pode ser as grandes
mudancas na atencdo a salde que ocorreram no Brasil entre 2007 e 2010, uma vez que a
descentralizacdo de assisténcia a saude orientada para a atencdo primaria, com vistas no
controle de doengas em criangas menores de 15 anos e monitoramento de contatos, resultou
no rastreio bem direcionado em escolas, principalmente nas localidades mais acometidas das
cidades hiperendémicas (BRITO et al., 2016).

Em consonancia com estes autores, foi verificado que entre as acGes de salde
executadas em Mossoro, o Programa de Sadde da Escola (PSE)® pode ter sido um dos fatores
responsaveis por estes numeros; haja vista grande busca ativa realizada pelas equipes da
Estratégia de Saude da Familia em todas as escolas da rede municipal de ensino de Mossoro,
RN no ano de 2015, por exemplo (BRASIL, 2007; 2008d; MOSSORO, 2015). Neste cluster,
verificou-se ampla cobertura do territério pelas equipes 120 e 121 do municipio de
Mossord/RN, habituadas na busca ativa de doentes e perspicazes no diagndstico clinico.

Na pormenorizagdo dos dados sociodemograficos da populacdo em anélise, a maioria
dos doentes se autodeclarou parda (54,5%); similarmente ao relatado pelos investigadores do
estudo de Souza et al. (2013) e Miranzi et al. (2010).

Ja concernente ao nivel educacional e a renda familiar dos individuos estudados nesta
comunidade, conforme esperado, a maior faixa de doentes (77,2%) possuia, no maximo, o
ensino fundamental; e, expressivos, 68,2% das familias de doentes declararam renda mensal
total de até 03 salarios minimos. Estes resultados s&o muito proximos aos do trabalho de

Araujo e colaboradores de 2014, no qual 90% das familias de doentes possuiam até 04

& Programa de Salde na Escola foi instituido através Decreto n° 6.286, de 5 de dezembro de 2007, com o
objetivo de promover cuidado multidisciplinar e atencdo integral a salde de criancas e adolescentes,
aproximando as unidades basicas de salde as escolas do ensino fundamental.
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salarios minimos de renda total mensal e 79,8% dos doentes tinham baixa escolaridade. Estes
autores também ndo encontraram diferenca significativa destes critérios entre o grupo-caso e
0 grupo-controle. Eis aqui mais uma ratificacdo de que baixa escolaridade e pobreza figuram
juntas no retrato da iniquidade social da hanseniase (DUARTE-CUNHA et al., 2015).

Outro pilar relacionado a desigualdade social que sofreu pouca alteracdo nos ultimos
anos foi o sanitarismo, que no grupo-caso e nos grupos-controle se revelaram com elevados
percentuais de residéncias sem saneamento basico completo, assim como documentado em
estudos de georeferenciamento realizados no municipio em questdo (DIAS et al., 2005;
ARAUJO et al., 2014).

Ainda neste sentido, a andlise das condi¢des de salubridade residencial do universo
amostral estudado revelou que, apesar de constituirem aglomerados de individuos residindo
em pequenos espacos, de modo surpreendente, ndo houve significancia estatistica na
associacdao das variaveis: area construida, nimero de residentes no domicilio, nimero de
cdmodos, iluminacdo, umidade, cobertura de abastecimento de agua, tipo de piso, historico de
enchentes, acumulo de lixo na residéncia, forma e frequéncia de limpeza doméstica. Tal
elenco de varidveis pouco tém sido estudado; todavia, os resultados ora encontrados,
divergem dos apontados pelo estudo de Dias et al. em 2014 realizado em Gurupi/TO.

Quando se procurou a interseccdo entre o0s resultados dos estudos de
georeferenciamento de Queiroz et al. (2010), que apontaram maior concentragdo de casos
junto aos canais pluviais que carreiam lixo e esgoto e que entrecortam o territrio, com 0s
dados epidemioldgicos pesquisados no presente trabalho (praticas de lazer e pesca nessas
aguas, inundamento das residéncias nas enchentes, abastecimento de &gua, forma de agua
ingerida, habito de andar descalco) o resultado foi negativo.

Continuando a observacdo das variaveis relacionadas as condigdes de habitacdo, uma
delas se destacou por estar associada a risco significativo para adoecimento por hanseniase,
qual seja: residir onde ha, no maximo, duas janelas (p= 0,034, 1C95%, 1,03 — 13,85, OR
3,79). Esta importante associa¢ao abre um grande leque de possibilidades investigativas sobre
a dinamica do ar nestas residéncias e sobre como se da a ressuspensdo das particulas
contaminantes nestes ambientes.

Partindo para a exploragdo dos parametros clinicos avaliados, a maioria dos casos foi
classificada operacionalmente com a forma Paucibacilar; com 27,3% de doentes
multibacilares, corroborando os resultados anteriores encontrados em todo o municipio por

Moura e colaboradores (2013). Tal padrdo de distribuicdo municipal divergiu da maior parte
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dos trabalhos brasileiros recentemente publicados, que variaram o percentual de
multibacilares entre 57,4 a 67,3% (NICCHIO et al., 2016; AMORIM et al., 2016; MARTINS
etal., 2016; MORANO et al. 2016).

Em relacdo a estes achados, uma justificativa seria a concentracdo de casos em
individuos jovens, nos quais se espera encontrar mais casos paucibacilares (FLACH et al.,
2010; OLIVEIRA; DINIZ, 2016). Analogamente, houve predominio nesta faixa etaria em
Salvador, com 17% dos doentes classificados como forma clinica indeterminada e 69,3% com
a forma tubercul6ide (SANTOS et al., 2016).

Este perfil clinico de distribuicdo dos doentes concentrado no polo paucibacilar reflete
diretamente na avaliagcdo baciloscdpica; uma vez que este exame sé € positivo quando ha
massa expressiva de bacilos por grama de tecido (BRASIL, 2010).

Assim, levando-se em consideracdo todos os doentes diagnosticados neste trabalho, a
positividade da baciloscopia foi de 9,1% (2/22); porém, quando se excluiu os paucibacilares, a
positividade elevou-se para 33,3% (2/6). Queirés e colaboradores (2016) encontraram
positividade em 28,7% dos exames; alem de 17,4% de laudos inconclusivos. Os resultados
destes pesquisadores sdo expressivos em se tratando de um universo de pacientes,
predominantemente, multibacilares (69,2%). Também com amostras, majoritariamente, de
multibacilares, os achados variaram de 12,1% a 29,3% na Paraiba, Ceara e Cuiabd/ MT (Brito
et al., 2016; Queiros et al., 2016; Martins et al., 2016).

Outra variavel clinica avaliada foi o grau de incapacidade fisica. Nas Barrocas, 77,3%
dos doentes ndo apresentaram incapacidade fisica no momento do diagndéstico (grau 0). Este
indicador tem ampla variacdo na literatura, indo de 42,1% a 76,3% (MORANO et al., 2016;
BRITO et al., 2016; QUEIROS et al., 2016).

De modo semelhante ao argumento anteriormente empregado na discussdo da
positividade da baciloscopia, é sabido que, quanto maior for o perfil de multibacilaridade,
maior a possiblidade de encontrar elevados graus de incapacidade em um dado ambiente; tal
como se obteve nos estudos de Martins e colaboradores (2016), com 11,5% dos doentes com
grau 2 de incapacidade. Como esta pesquisa apresentou elevados percentuais de
paucibacilaridade, houve percentual reduzido de grau 2 de incapacidade (4,5%).

Além disso, estes resultados, segundo Queiroz Xavier et al. (2016) estimam a
eficiéncia no diagndstico precoce dos casos e demonstram a qualidade na atencéo ao paciente

com hanseniase.
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Ainda no campo das repercussdes clinicas, a analise da cobertura vacinal com BCG,
um marcador de forte impacto nas acdes de prevengdo da hanseniase, revelou auséncia de
cicatriz vacinal em 31,8% (7/22) dos doentes. Quando se particularizou o grupo multibacilar,
houve elevacao desse percentual para 66,7%. Semelhantemente, Pinho e colaboradores (2015)
apontaram a falta de cicatriz vacinal em 47,5% dos doentes pesquisados no Maranhdo. A
relevancia deste marcador se explica na protecdo conferida contra a hanseniase que pode
chegar a 80% por meio de reacdo imunoldgica cruzada contra o Bacilo de Calmette-Guerin
(ROMERO-MONTOYA, BELTRAN-ALZATE, CARDONA-CASTRO, 2017).

Na correlagéo dos resultados de soroprevaléncia entre os dois testes, foi semelhante e
com discreta superioridade do OL, o qual foi tomado como referéncia. Com este teste
soroldgico, a soropositividade entre multibacilares (45,5%) foi menor que os resultados
publicados por Wen et al. (2014) na China e por Duthie et al. (2014) no Nepal e no Brasil,
cujos percentuais foram, respectivamente, 95%, 87% e 84%. Por outro lado, a
soropositividade de 54,5% entre os paucibacilares apontados no presente trabalho foi superior
ao percentual encontrado por Duthie et al. (2014) no Nepal (32,3%) e por Cardoso et al.,
(2013) em Goias, Brasil (21,2%).

Cabe aqui registrar que alguns individuos 15,9% (7/44), especialmente os mais jovens,
recusaram-se em colaborar com a coleta de, pelo menos, um dos testes aplicados. Tal fato
também ocorreu no estudo de DUPPRE et al. (2012), no Rio de Janeiro, no qual a dificuldade
em fazer puntura digital em criancas elevou a média de idade entre os que tiveram a sorologia
pesquisada. Isto pode ter sido uma das causas responsaveis pela configuracdo de
soropositividade encontrada no presente trabalho, que divergiu do padrdo predominante na
literatura.

Outra importante ressalva é que no presente estudo ndo foi diagnosticado nenhum
doente virchowiano, o que compromete, sobremaneira, a porcentagem de soropositividade no
polo multibacilar do espectro clinico. Em um trabalho recente, englobando todo o estado do
Rio Grande do Norte, e com percentual de 66% de doentes multibacilares, Amorim et al.
(2016) ratificaram a magnitude da resposta sorolégica variando conforme a classificacdo
operacional dos doentes utilizando-se do mesmo antigeno NDO-LID 1. Contudo, apesar de se
tratar do mesmo antigeno, na pesquisa anteriormente citada foi empregada a metodologia
laboratorial ELISA, mais dispendiosa e dependente de operacionalidade eficiente no sistema
publico de saude. O teste ELISA com soro de doentes apresentou sensibilidade para o
antigeno NDO-LID 1 de 95% e especificidade de 88% entre os multibacilares.



83

Tal como ocorre nas técnicas de Epidemiologia Molecular, a diversidade de antigenos,
de técnicas e de material amostral (sangue total fresco ou soro), acrescidas as diversidades
inerentes aos grupos populacionais, ja aqui revisadas em sua heterogeneidade, dificultou a
comparacao entre resultados tdo variados.

Um exemplo dessa pluralidade revelou-se durante a avaliagdo de soropositividade
entre os contactantes domiciliares e entre os contatos endémicos. Enquanto Duthie et al.
(2014) e Cardoso et al (2013), com seus respectivos 3,9% e 5,3% de soropositividade com OL
entre contatos domiciliares apresentaram resultados inferiores aos 19,5% de soropositividade
nas Barrocas, Mossor6/RN, 2017; Wen et al. (2014) e Nicchio et al. (2016) apresentaram,
respectivamente, 21,4% e 42,5%.

Ja em relacdo a soropositividade entre os contatos endémicos, o cluster das Barrocas
apresentou o mesmo resultado (10%) encontrado na China por Wen et al. (2014), e maiores
que Duthie et al. (2014) e Cardoso et al (2013).

Como ndo existe nenhuma técnica laboratorial que seja capaz de, isoladamente,
diagnosticar a hanseniase (CHAN; SMOLLER, 2016), e cada vez mais percebe-se perda da
capacidade de diagnostico clinico entre os médicos (DUTHIE et al., 2014; YAP et al., 2015),
principalmente, os formados em &reas ndo endémicas, sem material humano para estudo, faz-
se necessario discutir a utilizacdo de teste rapido para saude publica no intuito de auxiliar na
avaliacdo de populagdes de alto risco e que, funcionem como ponto de corte na tomada de
decisbes sobre a PQT e no rastreio dos individuos portadores assintomaticos e casos
subclinicos (BAHMANYAR et al., 2016). No Brasil, ja existe portaria 77/2012 do MS que
dispde sobre a realizacdo de testes rapidos, na atencdo basica, para a detec¢do de HIV e sifilis,
assim como testes rapidos para outros agravos, no ambito da atencdo pré-natal para gestantes
e suas parcerias sexuais.

Esta normatizacéo encontra-se com boa operacionalidade na rede de atengdo basica de
Mossoro e poderia ser ampliada com o rastreio de hanseniase, pelo menos, nos dois clusters
georeferenciados no municipio por Queiroz et al., 2010. E oportuno relatar que ndo houve
dificuldade de execugdo da realizacdo dos testes rdpidos na UBS Sinharinha Borges,
Mossor6/RN; haja vista que dispositivos soroldgicos de natureza semelhante ja sdo familiares
na rede de atencgéo basica de salde e ja fazem parte da rotina de trabalho destes profissionais.

Outra valiosa comparacdo entre recursos diagnosticos ocorreu entre baciloscopia e
soropositividade. Neste paralelo, as sorologias apresentaram positividade entre 45,5 e 54,5%,

incluindo os dois grupos clinicos operacionais, constituindo maior deteccdo que a
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baciloscopia, com 33,3% (2/6) de positividade no grupo restrito de pacientes MB.
Corroborando estes resultados, Amorim et al. (2016) também encontraram maior
sensibilidade soroldgica que baciloscopica no Rio Grande do Norte.

Quanto a divergéncia de alguns resultados deste estudo com os achados na literatura,
uma das hipoteses cabiveis é a possibilidade de ter havido incongruéncia na classificacéo
clinica dos doentes baseada no exame histopatoldgico, ainda considerado padrdo ouro; a
despeito de todas as limitacdes ja aqui referenciadas.

Tal incongruéncia pode ter existido, principalmente no grupo dos doentes classificados
em MHT, haja vista que a variagdo na concordancia entre quadro clinico/classificacao
operacional da WHO e exame histopatoldgico varia entre 58,1 a 74,7% (CHAN; SMOLLER,
2016). Os mais baixos percentuais de concordancia se ddo nos individuos com a forma
indeterminada (28,57%) e MHT (44,44%) (KHATIB; KHAIRE, 2017), pontualmente os
principais grupos encontrados nesta pesquisa.

Por fim, adentrando na analise do Gltimo eixo de investigacao deste trabalho, o estudo
molecular de amostras de swabs nasais, de saliva e de poeira doméstica, os resultados
apresentaram baixa positividade, com insuficiéncia de dados para analise estatistica.

Entre os doentes, a positividade em amostras de saliva para RLEP foi de 9,1% (2/22) e
de 4,5% (1/22) para 16S rRNA. Estes resultados foram inferiores aos 31,6% de positividade
entre paucibacilares descritos por Rosa e colaboradores em 2014, com a importante ressalva
de que estes pesquisadores se utilizaram de técnica qPCR, mais sensivel e mais dispendiosa
gue a PCR convencional empregada na presente pesquisa.

Ao passo que, valendo-se de PCR convencional, Martinez e colaboradores (2011)
obtiveram positividade global também superior aos resultados desta pesquisa, com
positividade em pacientes e contatos de 18,26% e 6,83%, respectivamente, na PCR
convencional de swab oral com primer RLEP. Aqui também se faz o refor¢o de que estes
pesquisadores se utilizaram de amostras de swab oral em vez de saliva para obtencdo de
DNA, o que pode influenciar na taxa de positividade final.

No tocante a pesquisa de DNA bacilar em swab nasal de doentes com primer RLEP,
os resultados do presente estudo (4,5% ou 1/22) estiveram aquém de resultados encontrados
por Lima e colaboradores em 2015 na cidade de Fortaleza/CE, os quais obtiveram a
positividade de swab nasal em doentes com primer RLEP de 69,2%. Ja Araujo et al. (2016)

conseguiram detecgdo do DNA de M. leprae através de qPCR de RLEP no vestibulo nasal de
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66,4% dos pacientes. Mais uma vez cabe a ressalva da utilizagdo de variante de metodologia
no altimo trabalho citado.

Quanto ao estudo dos contatos domiciliares, o unico individuo com positividade de
saliva para o primer 16S rRNA respondendo por 4,5% (1/22) desta classe de individuos,
também apresentou soropositividade para os dois testes rapidos. Esta combinacdo de
resultados possibilitou o diagnostico do individuo como caso subclinico. Parametros
semelhantes de definicdo de subclinicidade foram utilizados por outros autores, que
consideraram a infeccdo subclinica entre os contatos quando PCR e ELISA anti-PGL-1
apresentaram resultados positivos, na auséncia de sinais e sintomas clinicos (ROSA et al.,
2014).

Ja o rastreio dos contatos endémicos (vizinhos), revelou positividade de saliva para o
primer 16S rRNA em 2,5% (1/40) e 12,5% (5/40) com o primer RLEP. Nestes individuos,
quando foi feita a associa¢do deste resultado molecular com o resultado sorologico negativo
para ambos o0s testes soroldgicos empregados, houve preenchimento de critérios para status
de portador assintomatico.

Salienta-se ainda que, todos os contatos que apresentaram positividade de PCR neste
estudo, possuiam 01 cicatriz vacinal de BCG. Também ha que se reforcar que tanto o status
portador assintomatico quanto o caso subclinico requerem afinco no seguimento clinico, com
controvérsias sobre a adogdo ou ndo de quimioprofilaxia (DUPPRE et al., 2012).

Quanto a pesquisa de M. leprae na poeira doméstica, nenhuma amostra apresentou
positividade com as condicdes usuais de PCR convencional. Em virtude do pioneirismo desta
pesquisa, ndo foram encontrados protocolos e resultados de PCR voltados, especificamente,
para a extracdo do DNA bacteriano na poeira domiciliar.

Muito embora o DNA deste micro-organismo ja tenha sido encontrado no solo de
areas de lazer, em areas comuns e até no solo de peridomicilio de alguns clusters, conforme
levantamento do referencial tedrico aqui apresentado, os achados mais préximos ao
investigado no presente trabalho foram os de Kettleson et al. (2013) que documentaram a
presenca do género Mycobacterium na poeira doméstica através de gPCR, mas ndo de PCR
convencional; nem tampouco houve direcionamento no estudo destes pesquisadores para
identificacdo de espécies deste género.

Contudo, a associagdo estatistica encontrada entre 0 nimero de janelas/residéncia
menor que 2 e aumento de soropositividade para hanseniase, somados aos achados de Qian,
Peccia e Ferro (2014) - os quais demonstraram que a ressuspensao de particulas dentro de
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casa aumenta o risco de exposicdo prolongada por inalagdo e ingestdo ndo intencional de
patdgenos, sendo uma importante fonte de material contaminante - , junto as evidéncias de
que o solo trazido por calcados e particulas oriundas da infiltracdo do ar externo sao
relevantes na composicdo da poeira doméstica (LAYTON; BEAMER, 2009), agregado aos
achados nesta comunidade pesquisada que indicam que 0 grupo-caso € o que tem mais habito
de frequentar a residéncia de vizinhos e que as moradias sdo muito proximas, compartilhando
paredes laterais e telhado numa configuracdo de casas geminadas ou conjugadas, embasam a
continuidade de estudos para detectar o M. leprae na poeira doméstica e estabelecer seu papel

na dinamica rede de transmisséo da doenca.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Desde a sua concepgdo, esta pesquisa incorporou o conceito de triade ambiente-
tecnologia-sociedade indissociavel e capaz de perpassar todos o0s seus estagios evolutivos: da
problematica inicial ao retorno dos resultados a sociedade.

Ante as varias questbes levantadas acerca da endemicidade da hanseniase, a
constatacdo de maior deteccdo em jovens menores de 15 anos, com grau O (zero) de
incapacidade e predominancia de formas paucibacilares apontaram para diagnostico precoce
da doenca na populacéo analisada.

Além destas evidéncias, fez-se notdrio que o padrdo de baixa escolaridade, baixa
renda, insalubridade ambiental, aglomeragdo populacional e habitos de vida inadequados
compuseram um perfil sociodemografico e epidemioldgico que atestou o contexto de
vulnerabilidade social da populacdo afetada.

Nestes individuos, ndo houve diferenca estatistica entre o numero de cicatrizes de
vacina BCG nos doentes e nos seus contatos. Ambos 0s grupos apresentaram baixa cobertura
vacinal.

Da correlacdo clinica-epidemiologia-sorologia, este estudo revelou que os dois testes
rapidos soroldgicos avaliados, ML-flow e OrangeLife®, apresentaram resultados
semelhantes, com maior positividade entre os paucibacilares através deste ultimo. Ambos
foram superiores a baciloscopia.

Destaca-se que ter historico de casos de hanseniase na familia aumenta em quase trés
vezes o risco de apresentar soropositividade pelo teste soroldgico IgM e IgG anti NDO-LID 1
(OrangeLife®) nesta comunidade.

Esta analise apontou ainda que residir em moradias com até duas janelas oferece
quatro vezes mais chance de evoluir para este desfecho, provocando a continuidade de
pesquisas sobre 0s mecanismos de ressuspensdo de particulas contaminantes nestes ambientes
insalubres com pouca ventilagdo natural.

Com o objetivo de estudar a dindmica de transmissdo ambiental da doenca, langou-se
mao de investigacdo inédita por PCR convencional com os marcadores moleculares RLEP e
16S rRNA. Né&o foi detectado DNA bacilar nos domicilios de doentes nem de seus vizinhos.

Quanto a deteccdo de DNA bacilar em amostras biologicas humanas, houve maior

positividade com o primer RLEP do que com primer 16S rRNA. Além de maior positividade
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nas amostras de saliva do que nas amostras de swab nasal de multibacilares com o primer
RLEP. Néo foi detectado DNA bacteriano entre os swabs de paucibacilares.

Ja em relacéo a pesquisa de DNA em saliva de contatos endémicos, maior positividade
se deu com o primer RLEP entre os vizinhos de multibacilares.

A associacdo de deteccdo molecular e avaliagcdo soroldgica possibilitou identificar
casos de subclinicidade entre contatos domiciliares e individuos com status portador
assintomatico entre os contactantes.

Em sua totalidade, a realizacdo deste estudo colaborou para uma melhor compreenséo
do perfil de adoecimento deste cluster na endémica cidade de Mossor6 e podera favorecer a
elaboracdo de projetos de combate bem direcionados as singularidades locais, além do
fortalecimento e aperfeicoamento dos programas em andamento, a fim de acelerar o processo
de eliminacdo, em um futuro préximo, desta endemia silenciosa, sequelante e onerosa aos

sistemas publicos de saude e previdenciario.

7.1 Contribuicdes e perspectivas futuras

Este estudo revelou maior deteccdo em mulheres e jovens em idade escolar, fazendo-
se necessario que se mantenha celeridade no diagnostico desses publicos-alvo e que sejam
elaboradas estratégias mais eficazes de alcance ao dificil e pouco participativo publico
masculino na faixa etaria da populacdo economicamente ativa; pois a demora nesse processo
causa sequelas e deformidades, além de importantes repercussdes sociais e psicolégicas.

Outra contribuicdo desta pesquisa ndo prevista em sua idealizacdo inicial foi a
constatacao pratica de que a realizacdo dos testes rapidos e a coleta de material biolégico para
PCR nédo ofereceram dificuldades ou entraves na rotina de trabalho das equipes da ESF
envolvidas, ja que as mesmas mostraram-se habituadas na realizacdo de outros exames
sorologicos de finalidades diversas e regulamentados por portarias ministeriais.

Destaca-se também que, apesar de teste rapido molecular e teste rapido soroldgico
terem finalidades diferentes entre si e fornecerem informacOes diferentes e complementares
para elaboragdo do raciocinio clinico e tomada de conduta, eles compartilharam os beneficios
de serem mais rapidos, menos invasivos, menos dolorosos e mais aceitos pela populagado que
a baciloscopia e bidpsia, que sdo os métodos disponiveis na rede publica de salde para

diagnostico da hanseniase.
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A despeito de todas as limita¢cbes no &mbito da pesquisa molecular ja discutidas em
secdo anterior, os resultados deste trabalho apontam como perspectivas futuras para o
enfrentamento da doenca: (1) realizacédo de teste sorologico rapido (OrangeLife®) no maximo
de individuos residentes nos clusters do municipio, o qual se mostrou de facil aplicabilidade
em campo e com positividade geral superior ao teste soroldgico ML-flow e a baciloscopia; (2)
vigilancia e rigor no cumprimento da Portaria n°® 3.125, de 7 de outubro de 2010, que dispde
sobre a aplicacdo da vacina BCG-intradérmica nos contatos intradomiciliares sem presenca de
sinais e sintomas de hanseniase no momento da avaliacdo, independentemente de serem
contatos de casos PB ou MB e ampliagdo da cobertura vacinal de BCG aos contatos
endémicos sem cicatriz, o que denota falta de protecdo entre contatos diretos de doentes e
demais moradores da regido; (3) elaboracdo de protocolos de diagndstico e classificacdo dos
individuos das areas endémicas do municipio com status subclinico e portadores
assintomaticos, baseados nos resultados de sorologia e de PCR, tal como ja é feito na rede
publica de saide em Mossordé/RN, com o emprego de teste rapido molecular para diagnéstico
de tuberculose; (4) implementacdo de programa de monitoramento destes individuos de risco,
com envolvimento massivo dos ACSs, fechando o cerco a doenca, através de visitas

domiciliares e atividades educativas.
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite para vocé participar da pesquisa QUANTIFICACAO POR PCR EM TEMPO
REAL DE Mycobacterium leprac NO AMBIENTE DOMICILIAR E EM CONTACTANTES DE AREA
ENDEMICA DE HANSENIASE, que é coordenada pela Prof.2 Dra. Michelline do Vale Maciel e que segue as
recomendacdes da resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde e suas complementares.

Sua participacdo é voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando
seu consentimento ou recursar-se a participar da pesquisa, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou
penalidade.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA. Essa pesquisa se justifica pela importancia da hanseniase
em Mossord. A hanseniase € uma doenca transmissivel de pessoa a pessoa, e € muito comum no seu bairro. Esta
infecgdo demora alguns anos para apresentar os sintomas e afeta nervos e pele, formando manchas “dormentes”.
Quanto mais demorarmos a fazer o diagndstico da doenca e iniciarmos o tratamento, maiores serdo as sequelas
nos nervos e mais pessoas serdo infectadas com a bactéria causadora da infeccdo. Um dos motivos de o
diagnostico ndo ser precoce é que os exames de que dispomos hoje s6 conseguem detectar a doenga quando ja
existe uma grande carga da bactéria no organismo. Por isso, nesta pesquisa, estamos avaliando métodos que
consigam detectar a doenga no estagio inicial e investigando o ambiente domiciliar como reservatorio da
bactéria. A hanseniase, que antigamente era chamada de lepra, tem cura e o tratamento é fornecido inteiramente
pelo SUS. Mas, infelizmente ndo existe uma vacina especifica para doenca e a melhor forma de evitar que
outras pessoas se contaminem é conseguir diagnosticar os portadores da bactéria que ainda ndo apresentam
sintomas, mas que tem enorme risco de desenvolver a doenga nos proximos anos. Para isso, esta equipe esta
propondo a vocé participar de uma pesquisa onde deverdo ser realizados todos os exames de rotina para o
diagndstico da hanseniase e que ja sdo disponiveis no SUS, como por exemplo, o exame clinico
dermatoneurolégico e baciloscopia de raspado dérmico. Sera avaliado também o swab nasal, exame na saliva e
exame ML-flow®, como métodos de diagnostico da doenca. Espera-se que, com este estudo, seja possivel
detectar em que estagio de desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os possiveis
portadores sadios e aqueles que ja estejam infectados com a bactéria entre os comunicantes e vizinhos, para que
possam ser acompanhados com regularidade pela equipe da UBS Sinharinha Borges, a fim de prevenir o
aparecimento da doenca nestes individuos. Além disso, esclarecer o papel do microambiente domiciliar no
processo de transmissdo da hanseniase.

PROCEDIMENTO. Caso decida aceitar o convite, vocé sera submetido (a) ao (s) seguinte(s) procedimento(s):
(1) assinar esse termo de consentimento autorizando a sua participacdo, (2) submeter-se ao exame clinico
dermatoneurolégico pela médica pesquisadora, Dra. Isménia Glauce de O. B. da Silveira, (3) realizar os exames
de baciloscopia, de raspado dérmico, swab nasal, coleta de saliva e ML-flow®, e (4) submeter-se a aplicagdo de
um questionario com o pesquisador.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS ENVOLVIDOS COM SUA PARTICIPACAO. (1) O exame
clinico dermatoneuroldgico ndo causa nenhum desconforto e ndo apresenta riscos. (2) Para fazer o swab da
cavidade nasal, serd utilizado escovinha propria e descartavel que sera passada nas suas narinas. A médica
pesquisadora estara4 usando luvas descartaveis para evitar infeccdo. Este método ndo causa nenhuma dor. (3)
Quanto a baciloscopia de raspado dérmico, esta serd realizada no Laboratério Regional, pelo técnico
especializado nesta coleta e seguindo os padrdes do Ministério da Salde. Trata-se de um exame padronizado que
oferece pequeno desconforto na coleta e baixo risco de infeccdo. (4) A coleta de saliva em tubo coletor podera
causar constrangimento, que serd resolvido com isolamento do individuo em sala da UBS Sinharinha Borges,
durante os cinco minutos de coleta. (5) A coleta de poeira domiciliar por aspirador de p6 ndo oferece nenhum
risco ou desconforto, além do barulho do aparelho funcionando por cinco minutos, e serd realizada pelo
pesquisador. Para minimizar um possivel constrangimento relacionado a aplicagdo do questionario, garantimos a
privacidade no momento da aplicagdo do questionario e o sigilo da identidade pessoal e informagdes obtidas.

BENEFICIOS. Vocé tera os seguintes beneficios ao participar da pesquisa: (1) proporcionar o conhecimento
cientifico para a melhoria do diagndstico dessa doenca, (2) se vocé estiver com infecgdo subclinica, tera o
diagndstico da doenca acelerado.
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ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA. Se vocé aceitar o convite, serd acompanhado pela Dra. Isménia
Glauce de Oliveira Barreto da Silveira, pés-graduada em dermatologia, que estara presente na primeira consulta
e em seus retornos ao ambulatério da UBS Sinharinha Borges. Ela também estara disponivel para contato por
telefone se vocé tiver davidas em qualquer momento.

ESCLARECIMENTOS. Reforcamos que vocé tem todo direito de pedir esclarecimentos a respeito da
finalidade da pesquisa, de saber o destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se
concordar em participar da pesquisa, podera desistir a qualquer momento, sem que isso lhe traga nenhum tipo de
prejuizo. Se voce tiver algum gasto que seja devido a sua participacao na pesquisa, vocé sera ressarcido. Se vocé
sofrer algum dano, que seja comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera direito a indenizagdo. Vocé
ficara com uma via deste Termo, que devera ser rubricada e assinada em cada pagina e toda a divida que vocé
tiver a respeito desta pesquisa, podera perguntar diretamente para Dra. Isménia Glauce de O. B. da Silveira, no
endereco Rua Riachuelo, S/N, Barrocas-Mossord/RN, telefone: 3315-4881, ou entdo a Prof.2 Dra. Michelline do
Vale Maciel, no endereco Av. Presidente Dutra, 701- Bairro Alto de S&o Manoel- Mossoré- RN — Brasil CEP:
59.628-000 ou pelo telefone: (84) 3312-0143. Dulvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser
questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UERN no endereco: Rua Miguel Antdnio da Silva Neto, S/N,
Aeroporto, 3° Pavimento da Faculdade de Ciéncias da Salde. Mossor6/RN CEP: 59607-360 ou pelo telefone:
(84) 3318-2596.

GARANTIA DE SIGILO. Garantimos que os dados obtidos a partir de sua participa¢do na pesquisa ndo seréo
utilizados para outros fins além dos previstos neste termo. Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu
nome ndo sera identificado em nenhuma fase/etapa desta pesquisa. Os dados serdo guardados em local seguro e a
divulgacéo dos resultados serd feita de forma a ndo identificar os voluntarios.

Consentimento Livre e Esclarecido

Estou de acordo com a participacdo no estudo descrito acima. Fui devidamente esclarecido (a) quanto aos
objetivos da pesquisa, ao(s) procedimento(s) ao(s) qual (is) serei submetido e dos possiveis riscos que possam
advir de minha participacdo. Foram-me garantidos esclarecimentos que eu venha a solicitar durante o curso da
pesquisa e o direito de desistir da participacdo em qualquer momento, sem que minha desisténcia implique em
qualquer prejuizo a minha pessoa ou de minha familia. (Caso minha participagdo na pesquisa implique em algum
gasto, serei ressarcido e caso sofra algum dano, serei indenizado). Autorizo assim a publicacdo dos dados desta
pesquisa sendo-me garantido 0 meu anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificag&o.

Participante da pesquisa

Prof.2 Dra. Michelline do Vale Maciel*
Pesquisadora responsavel

*Endereco profissional do (a) pesquisador (a) responsavel: Av. Presidente Dutra, 701- Bairro Alto de S0 Manoel- Mossor6- RN —
Brasil CEP: 59.628-000. Fone: (84) 3312-0143. E-mail: michellinevet@gmail.com

2Endereco do Comité de Etica em Pesquisa: Rua Miguel Antonio da Silva Neto, S/N, Aeroporto, 3° Pavimento da Faculdade de
Ciéncias da  Saude.  Mossoro/RN ~ CEP:  59607-360.  Fone:  (84)  3318-2596.  E-mail:  cep@uern.br



APENDICE C
ROTEIRO DE ENTREVISTA

Data da entrevista: / / Ndmero:

Cadigo de identificacéo:

Endereco para contato:

Ponto de referéncia: ACS:

Fone: E-mail:

Grau de parentesco:

IDENTIFICACAO

1. | Sexo: (1) Masculino (2) Feminino
2. | Data de nascimento: / / Idade:
3. | Raca: (1) Branca (2) Negra (3) Parda (4) Amarela (5) Indigena
4. | Ocupagéo:
5. | Alguém na familia recebe beneficio (1) Sim (2) Néo

governamental tipo “bolsa”?
6. | Qual arenda familiar total da familia? (1) até 01 salario minimo (2) 1-3 Salérios minimos

(3) 3-5 salarios minimos  (4) > 5 salarios minimos

7. | Escolaridade: (1) Sem escolaridade

(2) Ensino Fundamental (2.1) incompleto (2.2) completo
(3) Ensino Médio (3.1) incompleto (3.2 completo)
(4) Ensino Superior

CARACTERISTICAS CLINICAS E EPIDEMIOLOGICAS GERAIS

8. |Nos Ultimos 10 anos ja morou em outro endereco [(1) Sim (2) Ndo (3) Ndo se aplica  (4) Nao sabe
que ndo o atual?

9. |H& quanto tempo reside no atual endereco? anos e meses
10. |O seu antigo endereco era em outra cidade? (1) Sim (2)Nao (3) Ndo se aplica  (4) N&o sabe
11. |O seu antigo endereco era em outro bairro de (1) Sim (2) Ndo (3) Ndoseaplica  (4) N&o sabe
Mossorg?
12. |Qual a situacdo do local onde vocé mora? (1) Alugado (2) Casa prépria (3) Abrigo (4) Sem teto (5)
Cedida
13. |Qual o tipo de abastecimento de agua da sua (1) Rede (CAERN) (2)Poco  (3) Poco e Rede
residéncia?
14. |0 esgoto da sua casa € do tipo: (1) Fossa Séptica (2) Fossa rudimentar (3)Céu aberto (4) Rede

publica (saneamento completo) (5) Saneamento incompleto
15. |A casa do (a) senhor (a) tem quantos comodos (1) Nao se aplica (2) Nao sabe (3)
(considerar apenas quarto e sala):

16. |Quantas portas ddo acesso ao meio externo? (1) L porta  (2) 2 portas (3) 3 portas
17. |Quantas janelas d&o acesso ao meio externo? (1) nenhuma (2) 1janela (3)2 janelas (4) 3 janelas (4) 4
janelas
18. |O Senhor (a) considera as paredes da sua casa (1) Sim (2) Néo
Umidas?
19. |O Senhor (a) considera a sua casa ser bem (1) Sim (2) Néo
iluminada pelo sol?
20. |Quantos metros quadrados tem sua casa? m2 ( metros frente X metros comprimento)
21. |Quantas pessoas moram nesta casa? (1)1 (2)2 (3)3 (4)4 (5)5 (6)6 a 10 (7) Mais de 10

22. |Alguém na residéncia teve ou tem hanseniase? (1) Sim  (2)Néo B (3)Nao sabe informar.
Se a resposta for NAO, ir para a questao 26.
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23. |Quando foi diagnosticado (a)? (1) Ano: / / (2) Né&o se aplica (3) Nao sabe
24. |Ele (a) fez o tratamento completo? (1) Sim (2) Nao (3) Nao sabe informar
25. | Tomou medicamento por quantos meses? (1) PQT/PB — 6 meses (2) PQT/MB — 12 meses (3) N&o se aplica
(4) Nao sabe
26. [Nos Ultimos 10 anos conviveu com mais outra (1) Sim  (2) Néo (3) Nao sabe informar
pessoa que tinha a doenca?
27. |Quem foi? (1) Filho (2) Esposo (3) Irmé&o (4) Avd (5) Tio (6) Pai (7) Mée (8)
Cunhado  (9) Outros especificar:
28. |Sua casa ja foi invadida por agua de enchentes?  |(1) Sim (2) Nao
Quantas vezes? vezes
29. |O senhor (a) é quem faz a limpeza doméstica? (1) Sim (2) Nédo (3) as vezes
30. |Quantas vezes a casa é varrida por semana? (1) lvez (2) De 2 a4 vezes (3) Mais de 4 vezes (4) todos 0s
dias
31. |Como o senhor (a) costuma fazer a limpeza dos  |(1) Com espanador (2) Com pano Umido (3) Com pano seco
moveis? (4) N&o costumo retirar 0 po
32. |Como é o piso da sua casa? (1) Ceramica (2) Cimento (3) Néo sabe informar
33. |O senhor (a) costuma passar 0 pano Umido no (1) N&o costumo (2) 1 vez por semana (3) De 2 a 4 vezes (4)
chdo da casa ou lava-la quantas vezes por semana?|Mais de 4 vezes (5) todos os dias
34. |O senhor come carne de peixes pescados na (1) Sim (2) N&o (3) Né&o sabe informar
“bueira”?
35. |0 senhor (a) ja comeu carne de tatu? Quantas (1) Sim (2) Néo vezes
\vezes?
36. [Faz quanto tempo que o senhor (a) vem comendo Anos
essa carne?
37. |Alguma vez na vida vocé teve problemas com (1) Sim  (2) Néo
espirros ou coriza (corrimento nasal) quando néo
estava resfriado ou gripado?
38. [Nos ultimos 12 meses, vocé teve algum (1) Sim
problema com espirros, coriza (corrimento nasal) |(2) N&o
ou obstrucéo nasal quando ndo estava gripado ou [Se a resposta foi ndo passe para a questéo 42
resfriado?
39. [Nos ultimos 12 meses, esse problema nasal foi (1) Sim
acompanhado de lacrimejamento ou coceiranos |(2) N&o
olhos?
40. |Em qual dos Gltimos 12 meses esse problema (1) janeiro (5) maio (9) setembro
nasal ocorreu? (por favor, marque em qual ou (2) fevereiro (6) junho (20) outubro
quais meses isso ocorreu). (3) margo (7) julho (11) novembro
(4) abril (8) agosto (12) dezembro
41. |Nos Ultimos 12 meses, quantas vezes suas (1) nada (2) um pouco (3) moderado (4) muito
atividades diarias foram atrapalhadas por esse
problema nasal?
42. |Alguma vez na vida voce teve rinite? (1) Sim (2) ndo
43. |0 senhor (a) ja teve amebiase/giardiase? (1) Sim (2) N&o (3) Nao sabe informar
44. |Para o lazer aquatico costuma frequentar: (1) Piscina (2) Coérrego (3) Rio (4) Lagoa (5) Represa local (6)
Néo se aplica
45. |0 senhor (a) pratica pescaria nas bueiras do (1) Sim (2) N&o (3) Nao se aplica
bairro?
46. |O senhor (a) pratica pescaria no Rio Apodi- (1) Sim (2) N&o (3) Néo se aplica
Mossorg?
47. |Com que frequéncia visita seus vizinhos? (1) Sempre (2) As vezes (3) Raramente (4) Nunca
48. |0 senhor (a) toma agua e outras bebidas no (1) Sim (2)Né&o
mesmo copo que outras pessoas utilizaram?
49. |Qual a gua que utiliza para beber: (1) Torneira da cozinha (2) Pogo (3) Agua mineral (4) N&o sabe
50. |O senhor costuma escovar os dentes com a escova |(1) Sim (2) Néao
de outra pessoa?
51. |O senhor costuma molhar o quintal? (1) Sim (2) N&o
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52. |Pratica jardinagem/horticultura no quintal? (1) Sim (2) N&o (3) Néo sabe informar
53. |Como o seu quintal é cercado? (1) Madeira (2) Tijolos (3) Arame liso/farpado (4) Tela de arame
(5) Cerca viva (6)Sem cercado (7) N&o se aplica

54. |Quando chove o quintal fica alagado ou com (1) Sim (2) N&o (3) Néo sabe informar
pogas d’agua por mais de 01 dia?

55. |Anda descal¢o no quintal/casa? (1) Sim (2) N&o (3) Nao sabe informar

56. |Algum lugar no quintal é acumulado lixo (1) Sim (2) N&o (3) Ndo sabe informar
doméstico?

57. |Consome alguma fruta produzida no quintal? (1) Sim (2) Né&o (3) Néo se aplica

58. |Costuma lavar frutas e legumes antes de (1) Sim (2) N&o (3) Néo sabe informar
consumir?

59. |O senhor (a) tem alergia a poeira? (1) Sim (2) Nao (3) Né&o sabe informar

60. |O senhor (a) j4 fez teste alérgico? (1) Sim (2) Néo

61. |O senhor (a) apresenta obstrugdo nasal com (1) Sim (2) Né&o (3) N&o sabe informar
frequéncia?

62. |O senhor (a) apresenta espirros com frequéncia? |(1) Sim (2) N&o (3) N&o sabe informar

63. |O senhor (a) apresenta coriza com frequéncia? (1) Sim (2) N&o (3) Néo sabe informar

64. |O senhor (a) apresenta coceira no nariz com (1) Sim (2) Nao (3) N&o sabe informar
frequéncia?

65. |O senhor (a) apresenta coceira no ouvido com (1) Sim (2) N&o (3) Nao sabe informar
frequéncia?

66. |O senhor (a) apresenta coceira no olho com (1) Sim (2)N&o (3) Nao sabe informar

frequéncia?




