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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, causada pelo Mycobacterium leprae, bacilo
intracelular obrigatério. Devido o aumento na incidéncia de casos novos em menores de 15
anos e ao potencial incapacitante da doenca, principalmente em pacientes paucibacilares e
com formas neurais, € necessario o emprego de ferramentas de deteccdo da presenca do
bacilo, visando ao diagndéstico no inicio da doenca ou deteccdo de infecgcdo subclinica em
contactantes de casos. Este estudo teve como objetivo investigar a possibilidade de infeccdo
subclinica nos contactantes >5 e <15 anos de casos novos, detectados no Centro de
Dermatologia Dona Libania, no municipio de Fortaleza-Ceara. Participaram deste estudo, 69
casos indices e 101 contactantes menores de 15 anos. Até 0 momento, nenhum estudo buscou
a deteccdo subclinica da infec¢do em contatos de casos novos de hanseniase, atendidos em
uma Unidade de Referéncia. O material coletado foi analisado através de trés teécnicas:
determinagéo do Indice Baciloscépico, de acordo com o Guia de Procedimentos Técnicos de
Baciloscopia em Hanseniase do Ministério da Satude-2010; deteccdo molecular de DNA de M.
leprae, em secrecdo nasal, colhidas com swabs previamente umedecidos em tampdo Tris-
EDTA. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o Dneasy Blood and Tissue kit Qiagen,
mantido a -20°C, para posterior amplificagdo. Foram utilizados os iniciadores RLEP-R1e
RLEP-R2 para a regido especifica RLEP. A reagdo de PCR ocorreu em termociclador
utilizando o kit Ilustra™ Pure Tag Ready-to-go PCR beads GE HEALTHCARE; analise de
ML-Flow, teste imunocromatografico para a deteccdo da IgM para PGL-1, na qual foi adotada
a técnica de coleta do sangue total, fazendo-se uma punctura no dedo indicador esquerdo ou
direito. Avaliando a positividade das trés técnicas usadas no estudo, obtivemos frequéncia de
16,1% para PCR de DNA, 1,98% para indice Baciloscopico na secre¢do nasal e 33,7% para
ML-Flow. A PCR de DNA de M. leprae aliada a sorologia de anticorpos anti-PGL-1 se
mostram como ferramentas sensiveis e especificas, podendo auxiliar no monitoramento dos
contatos com maior risco de desenvolver a doenca, principalmente na infancia. A detecgédo do
M. leprae na mucosa nasal reflete a presenca do bacilo neste sitio, que pode tornar-se uma
fonte de infeccdo ou transmissdo. Esta informacdo aliada a investigacdo da soropositividade
ao anti-PGL-1 reforcam o diagnostico de infecg@o subclinica, inclusive com a possibilidade

da presenca do bacilo em outros sitios, como por exemplo, pele e/ou nervos.

Palavras-chave: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Imunocromatografia. Mucosa nasal.

Reacdo em Cadeia da Polimerase.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae, obligate intracellular
bacillus. Due to the increase in the incidence of new cases in juveniles under 15 years and the
debilitating potential of the disease, especially in paucibacillary patients and neural forms, it is
necessary to use detection tools of the presence of the bacillus, in order to diagnose the onset
of the disease or subclinical infection detection contacts of cases. This study aimed to
investigate the possibility of subclinical infection in contacts >5 and <15 years of new cases,
detected in Dona Libania Dermatology Centre, in Fortaleza-Ceara. Participated in this study,
69 index cases and 101 contacts under 15 years. Until now, no study sought subclinical
detection of contacts of new leprosy cases treated at a Reference Unit. The collected material
was analyzed using three techniques: determination of bacterial index, according to the
Procedural Guidelines of Bacilloscopy Technical Leprosy of the Ministry of Health-2010;
molecular detection of M. leprae DNA in nasal secretion, collected with pre-humidified
swabs in Tris-EDTA buffer. The DNA extraction was performed using the DNeasy Blood and
Tissue Kit Qiagen, held at -20°C, for subsequent amplification. The RLEP-R1 e RLEP-R2
primers were used for the specific region RLEP. The PCR reaction occurred in a thermocycler
using the kit Ilustra™ Pure Taq Ready-to-go PCR beads GE HEALTHCARE; ML-Flow
analysis, immunoassay for the detection of IgM PGL-1, which was adopted collection
technique of whole blood, making up a puncture on the right or left forefinger. Measuring the
positivity of the three techniques used in the study, we obtained the frequencies of 16.1% for
PCR DNA, 1.98% for bacterial index in nasal secretion and 33.7% for ML-Flow. The M.
leprae DNA PCR combined with serology of anti-PGL-1 antibodies show how sensitive and
specific tools, which can assist in monitoring contacts at greater risk of developing the
disease, especially in childhood. The detection of M. leprae in the nasal mucosa reflects the
presence of this site bacillus, which can become a source of infection or transmission. This
information combined with the investigation of seropositivity anti-PGL-1 strengthen the
diagnosis of subclinical infection, including the possibility of the presence of bacillus in other

sites, for example, skin and/or nerves.

Keywords: Leprosy. Mycobacterium leprae. Immunochromatography. Nasal mucosa.
Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais

Os estudos sobre hanseniase sdo milenares e em meados de 1800 surgiram 0s
trabalhos pioneiros de Daniel Danielssen, que acreditava ser uma doenca hereditaria (TAN;
GRAHAM, 2008). E relatada a deteccio de DNA de Mycobacterium leprae em mumias
humanas de nove mil anos em Israel (HERSHKOVITZ at al., 2008). Armauer Hansen,
médico noruegués, a partir de suas pesquisas, caracterizou a hanseniase como uma doenca
infecciosa. Em 1873, evidenciou-se a presenca de microrganismos em tubérculos hansénicos,
posteriormente denominados Mycobacterium leprae (TAN; GRAHAM, 2008). No Brasil, a
partir de 1970, a doenca recebeu o nome de seu descobridor, passando a ser conhecida como
Hanseniase (BRASIL, 2008).

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo M. leprae, bacilo
intracelular obrigatério com tropismo por macréfagos e células de Schwann, somente
encontradas nos nervos periféricos (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; PINHEIRO et al.,
2011). Essa doenca afeta frequentemente a mucosa nasal e pode acometer nervos,
independente da forma clinica, mesmo antes do aparecimento de lesdes na pele ou em outras
partes do corpo (BRAZ, 2010).

Essa enfermidade é influenciada por varios fatores: genética do hospedeiro,
ambiente, estado nutricional, vacinacdo com BCG, grau de exposicdo ao M. leprae
(MORAES et al., 2006). A resposta imunoldgica é de fundamental importancia para a defesa
do organismo frente a exposi¢do ao bacilo. A hanseniase caracteriza-se por apresentar alta
infectividade e baixa patogenicidade, sendo a maioria da populagcdo, mais de 95% dos
individuos, naturalmente imune (TALHARI; NEVES, 1997; VAN BRAKEL, 2000).

A doenga continua sendo um problema grave de Saude Puablica nos paises em
desenvolvimento. Na América Latina, o Brasil é o Unico pais que ndo atingiu a meta de
eliminacdo, dada pela reducéo do coeficiente de prevaléncia a menos de um caso a cada dez
mil habitantes (IMBIRIBA et al., 2008). Durante séculos a inexisténcia de terapéutica eficaz
contribuiu para a permanéncia dessa doenca. Essa enfermidade é uma das mais importantes
causas de invalidez nos paises em desenvolvimento, principalmente quanto mais tardio for o
diagnostico e tratamento. Além disso, 0 estigma ou preconceito social que a ela se associa,
contribui para o agravamento do problema (SCOLLARD et al., 2006).

Para o enfrentamento da eliminacdo dessa doenca, é fundamental a utilizacdo de
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ferramentas e estratégias disponiveis, que ja& obtiveram sucesso em alguma localidade. O
Ministério da Satde manteve o compromisso de eliminagdo da hanseniase como problema de
salde publica até 2015, ou seja, alcancar menos de 1 caso por 10.000 habitantes (BRASIL,
2013). Infelizmente, essa meta ndo foi atingida. Porém, hoje, o coeficiente de prevaléncia é
considerado como principal indicador de eliminagcdo da taxa de deteccdo anual de casos

novos.

1.2. Epidemiologia

1.2.1. Hanseniase no mundo

Em 2000, a Organizacdo Mundial da Saude declarou que a hanseniase tinha sido
eliminada como problema de saude publica em escala global. No entanto, de acordo com
relatorios oficiais vindos de 105 paises e territorios ao longo de 2012, a prevaléncia global
situou-se em 181.941 casos, enquanto o numero de casos novos detectados durante 2011 foi
de 219.075 (WHO, 2012). De acordo, com a figura 1, a eliminacdo da hanseniase foi
alcancada na maioria dos paises que a apresentavam no passado como doenca endémica. O
problema agora estd restrito a poucos paises em que a eliminacdo no nivel estadual e
municipal ainda estd sendo procurada, além de focos de alta endemicidade que ainda
permanecem em Angola, Brasil, Republica Centro Africano, india, Madagascar, Nepal e

Republica Unida da Tanzania.
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1.2.2. Hanseniase no Brasil

O Brasil ocupa o segundo lugar no mundo em nudmero absoluto de casos de
hanseniase, sendo o primeiro lugar das Américas (WHO, 2011). A doenca é endémica em todo
o territorio nacional, embora com distribuicdo irregular. As regides Norte, Nordeste e Centro-
Oeste sdo as que apresentam as maiores taxas de deteccdo (incidéncia) e prevaléncia da
doenca.

O Brasil teve 24.612 novos casos de hanseniase em 2014. Na populacdo menor de 15
anos, foram identificados 1.793 novos casos. A medicdo, neste caso, é considerada estratégica
porque uma crianga doente sinaliza que ha um adulto ndo tratado transmitindo hanseniase,
indicando a endemicidade do bacilo na populacdo (BRASIL, 2015). Esses dados indicam uma
incidéncia de 12,14 por 100 mil habitantes. Em 2003, o Brasil registrou 51.900 casos de
hanseniase, uma incidéncia de 29,37 por 100 mil habitantes. Apesar da melhora, o Brasil, em
nameros absolutos, como j& foi referido anteriormente, é o0 segundo pais com mais casos
novos por ano no mundo, atrds apenas da india, que tem aproximadamente 150 mil casos
novos ao ano (BRASIL, 2012).

A prevaléncia da doenca no pais, que inclui casos novos e o total de pessoas com
casos ja contabilizados em anos anteriores e em tratamento, aumentou de 2013 para 2014. Em
2013, o indice foi de 1,42 casos por 10 mil habitantes, enquanto em 2014, os dados indicam
1,56 casos por 10 mil habitantes (Figura 2) (BRASIL, 2015).
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Figura 2: Prevaléncia da hanseniase por Estado da Federacdo
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Desde 2007, o Brasil utiliza e prioriza como indicador de acompanhamento da
endemia o coeficiente de casos de hanseniase em menores de 15 anos. Os dados do Ministério
da Saude do Brasil revelam a necessidade de focalizar e agilizar o diagnéstico da hanseniase
em menores de 15 anos, que podem ser 0s contactantes de casos ainda ndo assistidos e ndo
identificados pelo sistema de salde.

Para fins operacionais, é considerado contato intradomiciliar toda e qualquer pessoa
que resida ou tenha residido com o doente de hanseniase nos ultimos 5 (cinco) anos
(BRASIL, 2010).

Algumas das estratégias adotadas pelo Ministério da Salde para tentar eliminar a
hanseniase sdo ampliar a oferta de servicos de diagnostico e tratamento e intensificar a busca
de casos em criancas nas areas com maior incidéncia da doenca, como Mato Grosso,
Maranh&o, Tocantins, Rondonia, Para e Goias (BRASIL, 2014).

A doenca é considerada extinta em estados como o Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parand, Rio Grande do Norte e Alagoas,
além do Distrito Federal (BRASIL, 2014).

1.2.3. Hanseniase no Ceara

Ao analisar a evolucdo da endemia hansénica no Ceara, percebe-se uma tendéncia de
reducdo. Essa afirmacdo baseia-se diante dos coeficientes de detecc¢ao.

Dados da Secretaria da Saude do Ceara mostram que no periodo de 2001 a 2013 as
taxas de detecgdo foram flutuantes. No ano de 2001 foram notificados 2.619 casos de
hanseniase, com uma taxa de detec¢do de 34,7/100.000 habitantes, enquanto que em 2013
foram notificados 2.069 casos novos, com uma taxa de detecgdo de 24/100.000 habitantes.
Houve uma reducdo de 35%, aproximadamente, na taxa de detec¢do geral. Ainda assim,
segundo parametros da OMS/MS, essa taxa é considerada muito alta, e o Ceard permanece em
4° lugar no Nordeste, s6 superado pelos estados do Maranh&o, Piaui e Sergipe. No ranking
nacional ocupa o 13° lugar em ndmero de casos novos da doenca (CEARA, 2014).

Como mostrado na figura 3, ndo houve variagdo no coeficiente de deteccdo em
menores de 15 anos no periodo de 2001 a 2013. Em 2013, o coeficiente de detec¢do nessa
faixa etaria foi 5,8/100.000 habitantes, o que é considerado muito alto. Esse achado pode
indicar a existéncia de focos de transmisséo ativos e manutengédo da cadeia de transmissao da
doenca (CEARA, 2014).
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Figura 3: Coeficiente de deteccdo geral de casos de hanseniase e em menores de 15 anos,
Ceara, 2001 a 2013
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Fonte: SESA - CE, 2014.

1.2.4. Hanseniase em Fortaleza

O municipio de Fortaleza é dividido em sete Secretarias Executivas Regionais
(SER’s): I, I, 11, IV,V, VI e Centro. Cada SER é subdividida em varias Areas Particulares
(AP’s), de acordo com a figura 4. A SER V ¢ responséavel pelo maior nimero de casos de
hanseniase em Fortaleza (Grafico 1) (MONTEZUMA, 2011).

A SER V possui 570 mil habitantes e abrange 18 bairros: Conjunto Ceard, Siqueira,
Mondubim, Conjunto José Walter, Granja Lisboa, Granja Portugal, Bom Jardim, Genibad,
Canindezinho, Vila Manoel Satiro, Parque S8o José, Parque Santa Rosa, Maraponga, Jardim
Cearense, Conjunto  Esperanca, Presidente Vargas, Planalto Ayrton Senna e Novo
Mondubim. Segundo a Secretaria Municipal do Desenvolvimento Econémico (FORTALEZA,
2015), o indice de Desenvolvimento Humano (IDH), nessa regional, varia de 0,1352 a 0,3953,
semelhante aos paises mais pobres da Africa, como por exemplo, Niger, cujo IDH é 0,348.

A capital cearense registrou 635 casos novos de hanseniase em 2014, com um
coeficiente de deteccdo geral igual a 2,5/10.000 habitantes, considerado como um parametro
muito alto pela Secretaria da Saude do Ceara (Gréafico 2) (BRASIL, 2015).
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Figura 4: Regionais de Fortaleza com seus bairros
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Fonte: Prefeitura Municipal de Fortaleza.

Gréfico 1 - Casos de hanseniase por distrito de residéncia informado, Fortaleza- Ceara, 2001 a
2015
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Fonte: SINAN/SMS/CEVEP, 2015.
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Gréafico 2 - Taxa de deteccdo de casos de hanseniase/10.000 habitantes no municipio de
Fortaleza, 2001 a 2014.
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Fonte: SINAN/SMS/CEVEP, 2015.

1.2. Mycobacterium leprae

Pertence ao género Mycobacterium, a ordem Actinomycetales e a familia
Mycobacteriaceae (van INGEN et al., 2012).

O género Mycobacterium compreende até a data 29 de setembro de 2015, 172
espécies (EUZEBY, 1997), que podem ser classificadas como micobactérias de crescimento
rapido ou de crescimento lento.

O M. leprae tem crescimento lento, fazendo divisdo binéria, e a cada 12 a 21 dias, €
que as globias podem ser visualizadas, sendo a Unica espécie do género que ndo é cultivavel
in vitro (GRANGE, 1996). Todavia, 0 seu cultivo pode ser observado em tatus (Dasypus

novemcinctus) ou no coxim plantar de camundongos (SCOLLARD et al., 2006).

1.3.1. Aspectos Morfoldgicos e Fisioldgicos

Quanto a morfologia, 0 M. leprae consiste em uma bacteéria intracelular, imovel, ndo
formadora de esporos e microaerofila. Cora-se em vermelho pela fucsina e é considerada um
bacilo alcool-acido resistente (BAAR), ou seja, ndo se descora pela lavagem com solucéo
alcool-acida. Ao microscépio, apresenta-se com formato de bacilos ligeiramente curvos ou
retos de 1,5 a 8um de comprimento e 0,2 a 0,5um de largura (RESS, 1985; SCOLLARD et
al., 2006).
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Figura 5: Coloracédo de Ziehl-Neelsen. Bacilos alcool-acido resistentes corados com a fucsina
(vermelho) agrupados em globias adjacentes a macréfagos (Ziehl-Neelsen stain x 1000)
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Fonte: Proprio autor (2015). Fotomicrografia de lamina cedida pelo Laboratério CDERM, IB = 6.

A parede celular do M. leprae possui cerca de 20nm de espessura e sua estrutura
quimica é constituida de peptideoglicanos entrelacados e ligados a cadeias polissacaridicas,
que servem de suporte para os acidos micoélicos. Estes sdo responsaveis pela natureza
hidrofobica da micobactéria, sendo importantes para a sobrevivéncia, crescimento e
patogenicidade da mesma. O seu papel na permeabilidade da parede celular contribui para a
sua resisténcia intrinseca aos antibioticos, desidratagdo e ao dano quimico (SCHERR &
NGUYEN, 2009).

A camada de arabinogalactano € esterificada em 4acidos micélicos ligados
covalentemente a camada de peptidoglicano. O conjunto desempenha papel na
imunogenicidade e permeabilidade aos antibioticos (SCHERR & NGUYEN, 2009).

A camada externa é composta por polissacarideos livres, fosfolipideos e
glicolipideos, tais como lipoarabinomanana (LAM), lipomanana (LM), monomicolato trealose
(TMM), assim como monosideos fosfatidilinositol (PIM). Todos estdo relacionados em
processos importantes com o sistema imune do hospedeiro (SCHERR & NGUYEN, 2009).

Além da parede celular, o bacilo apresenta uma estrutura mais externa, denominada
capsula lipidica. O lipideo dominante na parede celular que da especificidade imunoldgica ao
M. leprae ¢ o glicolipideo fenodlico 1 (PGL-1) (VISSA & BRENNAN, 2001).
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Figura 6: Estrutura esquematica do envoltdrio celular do Mycobacterium leprae
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Fonte: VISSA; BRENNAN, 2001. Esse modelo mostra que a membrana plasmatica é coberta por uma camada
de parede celular, formada por peptideoglicano, arabinogalactano e um folheto exterior composto por acidos
micélicos. A camada arabinogalactana — peptideoglicano forma a area eletro-densa. A bicamada forma a area de
pseudo-elétrons transparentes. Uma capsula presumivelmente composta em grande parte de glicolipideos,
fosfolipideos e lipoglicanos envolvem a bactéria. 1: PGL-1 (Glicolipideo fendlico 1), 2: PIMs (Monosideos

fosfatidilinositol), 3: TMM (Monomicolato trealose).

1.3.2. Aspectos genéticos

O genoma completo do M. leprae foi sequenciado, pela primeira vez, por Cole e
colaboradores em 2001.

Os valores do tamanho do genoma do M. leprae (3,27 Mb) e a proporcdo de G e C
(57,8%) sédo muito inferiores, quando comparados ao genoma do M. tuberculosis (4, 41 Mb e
65,6%), respectivamente (COLE et al., 2001).

A constituicdo do genoma do M. leprae é de: 49,5% de genes codificadores de
proteinas; 27% de pseudogenes, considerados como inativos; 23,5% ndo parecem ser de
codificacdo, podendo corresponder a sequéncias reguladoras de genes ou mesmo restos de
genes mutados (COLE et al., 2001).
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A taxa de crescimento lento das micobactérias € justificada pela complexidade da
parede celular e elevada biossintese lipidica (BAEK et al., 2011), e sua incapacidade de
crescer in vitro, pode ser explicada pela evolugédo redutiva extensa, com quase metade de seu
genoma ser ocupado por pseudogenes (1133), diferente do M. tuberculosis, que apresenta em

seu genoma, apenas 6 pseudogenes (MONOT et al., 2005).

Figura 7: Estrutura circular esquematica do genoma do Mycobaterium leprae
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Fonte: COLE et al., 2001. Estrutura circular indicando a posi¢do e orientacdo dos genes
conhecidos, pseudogenes e sequéncias repetitivas. De fora para dentro: circulos 1 e 2 (sentido
horério e anti-horario) os genes das fitas — e +, respectivamente; circulos 3 e 4, pseudogenes; 5 e 6,
genes especificos do M. leprae; 7, sequéncias de repeticao; 8, conteido G+ C; 9 (G +C) /(G - C)
desvio do conteido G/C. Os genes sdo codificados por cores representando categorias funcionais.

A escala em Mb é indicada pelos nimeros (0 a 3) do lado de fora do genoma.

As sequéncias repetitivas sdo constituintes comuns do genoma de todos o0s
organismos Vivos, no entanto, ocorrem com maior frequéncia em eucariontes superiores.
Existem duas formas principais de DNA repetitivo no genoma bacteriano; as sequéncias
dispersas e as sequéncias em tandem que se alinham repetidamente (SINGH; COLE, 2011).

As sequéncias repetitivas dispersas podem corresponder a genes duplicados ou
elementos genéticos moveis presentes em inumeras copias, como as sequéncias de insercdo. O

tamanho pequeno do genoma do M. leprae foi, principalmente, devido a eventos de
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A

recombinacdo entre estas sequéncias repetitivas. O RLEP, do inglés “repetitive element” esta
entre as sequéncias do genoma que ndo codificam regides. A presenca do RLEP no final 3'
dos genes e muitas vezes dentro de pseudogenes sugere que essas sequéncias sdo 0S
remanescentes de transposons que ja perderam a capacidade de sofrer transposi¢do. Antigos
estudos sobre o RLEP baseados em polimorfismos do comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLPs) ndo detectaram diversidade, como foi mais tarde confirmada pela
comparagdo gendmica de cepas de M. leprae (COLE et al., 2001; WILLIAMS, 1990).

O M. leprae exibe pouquissima variabilidade genética, no entanto, podem ocorrer
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP-single nucleotide polymorphism) em algumas
regides do seu genoma. Os SNPs podem ser restritos a uma cepa particular ou compartilhados
por linhagens. O primeiro sistema de tipificagdo de SNP foi baseado em trés SNPs
informativos e usado para tipificar aproximadamente 400 cepas diferentes de 28 paises do
mundo. Esta abordagem revelou apenas quatro combinagdes (SNP tipos 1, 2, 3 e 4), com
associacOes geograficas, fornecendo evidéncia para um esquema evolutivo global do M.
leprae. A maioria das amostras provenientes da Asia Central apresentou o tipo um, enquanto
que o tipo dois predominou na Etidpia; tipo trés na Europa, na Africa do Norte e nas
Américas e o tipo quatro foi mais frequentemente encontrado no Oeste da Africa e Caribe. Os
autores sugeriram que a hanseniase teve a sua origem no Leste da Africa, por essa regido
apresentar o tipo dois, mais raro e provavelmente o mais antigo genétipo do M. leprae
(MONOT et al., 2005).

1.3.3. Aspectos Imunol6gicos

A hanseniase € uma doenca cuja patogenia esta vinculada a resposta imunologica.
Esta, por sua vez, esta associada com o desenvolvimento de formas clinicas distintas, onde o
predominio da resposta celular esta relacionado a forma clinica mais branda da patologia
(tuberculoide) e a auséncia da resposta celular, com a forma clinica mais grave (virchowiana)
(RIDLEY; JOPLING, 1966).

A imunidade inata combinada com a baixa viruléncia do M. leprae, estd associada a
resisténcia para o desenvolvimento da hanseniase (SCOLLARD et al., 2006). Além de
barreiras mecanicas e quimicas, a resposta imune inata consiste em células, tais como 0s
leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e da linhagem mondcito/macrofago (de SOUZA et al.,
2015) (Figura 8).
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Em um primeiro momento, receptores das células do hospedeiro reconhecem padrdes
moleculares das micobactérias, os chamados receptores de reconhecimento de padrdes (PRR),
como por exemplo, os receptores Toll-like-1 (TLRs), essenciais para o reconhecimento de
patdgenos pelos macréfagos e pelas células dendriticas (DCs) durante a resposta da
imunidade inata (BRIGHTBILL et al., 1999).

As células fagocitérias responsaveis pela resposta imunoldgica inata ao M. leprae
sdo: neutrofilos, macrofagos e DCs. Estas Gltimas sdo também responsaveis pela apresentagédo
de antigenos (IYER, 2009).

As DCs sdo as primeiras células a capturarem o M. leprae no local da infecgo. Elas
produzem IL-10 e IL-12, sendo fundamentais no direcionamento da resposta Th 1 ou Th 2
contra o M. leprae. As DCs oriundas de macréfagos tém apresentado alta efetividade na
apresentacdo de antigenos (MIRA et al., 2004; MODLIN, 2010).

O sistema complemento também faz parte da imunidade inata e possui as vias de
ativagdo classica, alternativa e de lecitina. Varios mecanismos atuam na defesa do organismo
contra o M. leprae, tais como, a opsonizacdo, a formacdo de imunocomplexos, o recrutamento
de leucadcitos e a resposta inflamatéria. Varios experimentos corroboram para confirmar que o
sistema complemento pode ser ativado por complexos imunes circulantes, isolados do soro de
pacientes com hanseniase (NOORDEN, 1991), sendo que foram observados, principalmente
nas formas LL, grande quantidade de imunocomplexos (BROWNE, 1970; CALLEGARO
FILHO et al., 2010).

Figura 8: Representacdo da Imunidade Inata
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Fonte: Adaptado de de SOUZA et al., 2016. Biomarcadores de resposta inata ao M. leprae: AGP: A Alfa 1
glicoproteina acida, 1DO: Indoleamina 2 3 — dioxigenase; IL-6: Interleucina 6; IL-12: Interleucina 12; iNOS:
Oxido nitrico sintetase induzido; LILR’s: receptores de leucdcitos do tipo imunoglobulina; PCR: Proteina C
Reativa; PUFA’s: Acidos graxos poli-insaturados; sIL-6R: Receptor soluvel de interleucina-6; TLR: Toll- like
receptor; TNF: Fatores de necrose tumoral; TREM-1: Receptor de desencadeamento sollvel expresso em células
mieldides 1; Vit D: Vitamina D.
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A resposta imune adquirida (Figura 9) comega com células dendriticas (DC’s),
potentes apresentadoras de antigenos. Estas funcionam como uma ponte entre os bragos da
imunidade inata e adquirida, migrando do local da infec¢do e apresentando o antigeno as
células T. Dependendo do seu grau de maturagdo, as DC’s podem estimular as células T e
estas se diferenciam em subpopulacdes efetoras distintas CD4" e CD8" (de SOUZA et al.,
2015).

Células T CD4" sdo dominantes em ambas as fases de inducio e efetoras da resposta
imune. Na interacdo de antigenos por seus receptores de células T (TCR), elas podem se
diferenciar para (a) T helper 1 (Th 1), secretando interleucina-2 (IL-2) e interferon gama
(IFN- Y), resultando na ativacdo macrofagica; ou (b) T helper 2 (Th 2), secretando
interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13), que estimula a producéo
de anticorpos e inibe a ativacdo de macrofagos, (LIPSCOMB e MASTEN, 2002) ou (c) em 17
celulas T helper (Th 17) que produz interleucina-17 (IL-17) e interleucina-22 (IL-22); estas
estdo envolvidas na inflamagdo e autoimunidade (HARRINGTON et al., 2006).

Resumindo, a imunidade adaptativa é dividida em celular ou do tipo 1, e humoral ou
do tipo 2. A capacidade dos linfcitos auxiliares (CD4"), também conhecidos como linfocitos
T helper (Th), em induzir as respostas celular ou humoral esta relacionada com os tipos de
citocinas secretadas e proporcionard o desenvolvimento das respostas Th 1 ou Th 2. O
predominio da imunidade celular, frente a infeccdo pelo bacilo, pode influenciar a evolugédo
da doenca para a forma clinica TT, enquanto a imunidade humoral esta associada a forma
clinica LL (MORAES et al., 2006).

Figura 9: Representacdo da Imunidade Adquirida
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Fonte: Adaptado de de SOUZA et al., 2016.
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1.4. Transmissao

A principal fonte de infeccdo do M. leprae é o ser humano. Um outro importante
reservatorio nas Ameéricas sao os tatus (Dasypus novemcinctus), mais conhecidos como tatu-
galinha (TRUMAN et al., 2011; FROTA et al., 2012).

A transmissdo da hanseniase ocorre por ocasido de contato intimo e duradouro com o
doente que apresenta a forma multibacilar (MB), e que, estando sem tratamento, elimina o
bacilo por meio das vias respiratdrias (secrecdes nasais, tosses, espirros), podendo assim,
infectar outras pessoas suscetiveis (NOORDEEN, 1994).

Vale salientar que o bacilo de Hansen tem capacidade de infectar grande nimero de
pessoas, mas poucas pessoas adoecem, ou seja, € de alta infectividade, mas baixa
patogenicidade.

O ambiente também parece exercer papel importante na transmissdo do M. leprae
(LAVANIA et al., 2008). Segundo esse autor, anélises de amostras do solo do peridomicilio
de hansenianos em regi&o endémica da india, detectaram a presenca de DNA e RNAm de M.
leprae.

Do mesmo modo, foi relatada a presenca do DNA do M. leprae na dgua, em estudos
realizados na Indonésia (MATSUOKA et al,, 1999).

Outros estudos, utilizando a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), detectaram a
presenca do M. leprae na pele de pacientes hansenianos, ndo tratados, bem como na secre¢éo
nasal de individuos multibacilares (JOB et al., 2008; ARAUJO et al., 2012).

Diversos estudos (de WIT et al., 1993a; ALMEIDA et al., 2004; KLATSER et al.,
1993; PATROCINIO et al.,2005) utilizando PCR de DNA de M. leprae demonstraram que a
cavidade nasal esta envolvida no transporte e disseminacdo de M. leprae , sendo esta, a
principal via de entrada dos bacilos.

O risco relativo de desenvolver hanseniase em contatos domiciliares € de 8 a 10
vezes para a forma lepromatosa e 2 a 4 para a forma tubercul6ide (PINHEIRO et al., 2011).

A ocorréncia de hanseniase em criancas pode ser considerada um indicador de
prevaléncia da doenca na populacao geral e sua detecgdo é importante para determinar o nivel
de transmissdo. Essa enfermidade é considerada propria dos adultos, pelo longo periodo de
incubacdo. No entanto, as criangcas também sdo suscetiveis a essa doenca. Portanto, em areas
endémicas e quando ocorrem casos na familia, o risco de criancas adoecerem aumenta
(IMBIRIBA et al., 2008).

No Brasil, o objetivo da politica de controle da hanseniase é diagnosticar, tratar e
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curar todos os casos. Quando a doenga é confirmada em um individuo, o servigo de saude
local examina também os parentes e as pessoas com quem o portador tem ou teve contato para
identificar outros casos existentes. Dessa forma, é possivel reduzir as fontes de transmissédo
(BRASIL, 2010).

1.5. Classificagédo Clinica e Operacional

A hanseniase ¢ uma doenca que pode evoluir de maneiras diversas, dependendo da
resposta imunoldgica do hospedeiro. A doenga expressa uma ampla apresentacdo clinica,
sendo classificada de acordo com o0s parametros imunopatoldgicos e de carga bacilar
(BRASIL, 2010) que podem ser classificadas segundo: a) Classificacdo de Madri
(CONGRESSO INTERNACIONAL DE LEPROLOGIA, 1953 apud SOUZA, 1997), b)
Classificacdo de Ridley & Jopling (RIDLEY E JOPLING, 1966) e c) Classificagdo
operacional adotada pela OMS (BRASIL, 2002).

Segundo a classificacdo de Madri, as formas clinicas da doenca podem ser divididas
nas formas polares, tuberculoide e virchowiana ou lepromatosa; na forma inicial da
enfermidade, indeterminada e na forma instavel e intermediéria, boderline ou dimorfa. Essa
maneira de classificacdo considera quatro grandes critérios para definir a forma clinica:
clinico, bacteriol6gico, imunolégico e histolégico (CONGRESSO INTERNACIONAL DE
LEPROLOGIA, 1953 apud SOUZA, 1997).

Em 1966, Ridley e Jopling introduziram um sistema de classificacdo da doenca
baseado em achados histopatoldgicos e na resposta imune, estabelecendo cinco grupos. Dois
polares e trés intermediarios, classificando-os em polo tuberculoide-tuberculoide (TT),
podendo permanecer limitado ou evoluir para formas disseminadas ou intermediarias da
doenca, que constituem o grupo boderline, e em polo lepromatoso-lepromatoso (LL). O grupo
boderline se subdivide em boderline-tuberculoide (BT), bodeline-boderline (BB) e boderline-
lepromatoso (BL), de acordo com a evolucdo da doenca (RIDLEY & JOPLING, 1966)
(Figura 10).
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Figura 10: Classificacdo de Ridley e Jopling & aspectos bacterioldgicos e imunologicos
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Fonte: Adaptado de Heitor Gongalves, 2014. TT — forma polar Tuberculoide (estavel): elevada atividade

celular, resposta imunoldgica Th 1, poucos bacilos; VV — forma polar Virchowiana (estavel): resposta
imunoldgica Th 2, muitos bacilos; BT, BB, BL — formas instaveis.

No polo tubercul6ide da doenca os pacientes possuem um alto grau de imunidade
celular mediada por células e hipersensibilidade tardia, exibindo um perfil Th 1 de resposta
imune ao M. leprae (SCOLLARD et al., 2006; PINHEIRO at al., 2011). No polo
Virchowiano, os pacientes exibem resposta imunoldgica do tipo Th 2 e titulos elevados de
anticorpos anti- PGL-1. A imunidade celular é praticamente ausente e apresenta um grande
numero de bacilos, isolados e/ou agrupados em forma de globias. A maioria dos pacientes
encontra-se no grupo das formas instaveis (SCOLLARD et al., 2006; BRITTON;
LOCKWOOD, 2004; RIDLEY; JOPLING, 1966; PINHEIRO et al.; 2011).

A aplicacéo da taxonomia de Ridley e Jopling na préatica da clinica mostrou-se dificil
e demorada, retardando o inicio da terapéutica, fazendo com que, em 1988, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) sugerisse apenas duas formas clinicas - paucibacilar (PB) e
multibacilar (MB) - em concordancia com o indice baciloscopico e pelo nimero de lesdes
(BRASIL, 2002). De acordo com esta, o0 Ministério da Saude (MS) do Brasil classificou a
hanseniase para fins operacionais de tratamento quimioterapico imediato em: paucibacilar
(PB), aqueles com até cinco lesdes e/ou apenas um tronco nervoso acometido e multibacilar

(MB), os com mais de cinco lesfes e/ou mais de um tronco nervoso acometido. A
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baciloscopia positiva classifica o paciente como multibacilar, independentemente do nimero
de lesdes (ARAUJO, 2003; BRASIL, 2002).

Existem mais duas formas clinicas dessa doenca, hanseniase neural pura (PNL) e
hanseniase de forma indeterminada. Na hanseniase neural pura, 0 M. leprae apresenta-se
como Unico patdgeno bacteriano capaz de infectar os nervos periféricos (TRUMAN;
KRAHENBUHL, 2001). Na forma Indeterminada (I), as primeiras lesGes cutaneas podem se
apresentar como infiltrados perineurais inespecificos, nos quais se encontram raros bacilos.
Esta € uma forma transitéria e pode evoluir para uma das cinco formas clinicas ja
mencionadas nesse topico (MARTINEZ et al., 2011).

1.6. Diagndstico

O diagndstico clinico é usado em regides de alta endemicidade e que ndo dispdem de
recursos laboratoriais (MARTINEZ, 2009a), baseando-se no nimero de lesdes, perda de
sensibilidade e espessamento de nervos (WALKER; LOCKWOOD, 2006).

O diagnéstico laboratorial pode ser obtido através de técnicas microbioldgicas
(pesquisa do bacilo, através da microscopia), imunoldgicas (sorologia) e moleculares (PCR).

Rotineiramente e como padrdo ouro de diagndstico laboratorial, o diagnostico da
hanseniase faz-se através da pesquisa do bacilo em raspado intradérmico, conforme
recomendacdo do Ministério da Saude, utilizando a técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen e a
quantificacdo dos bacilos efetuada pela Escala Logaritimica de Ridley, que varia de 0 a 6+
(RIDLEY, 1964: 620; MINISTERIO DA SAUDE, 2010) (Figura 11). Esta quantificacio da
densidade de M. leprae em esfregacos de linfa tem como objetivo avaliar a carga bacteriana e

para a classificacdo da resposta ao tratamento (PINHEIRO, 2011).

Figura 11: Resultados dos Indices Baciloscépicos segundo Ridley & Jopling

IB Leitura

0] Auséncia de bacilos em 100 campos examinados

1+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados

2+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados

3+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em media, em cada campo examinado

4+ Presenca de 10 a 100 bacilos, em media, em cada campo examinado

h+ Presenca de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado
6+ Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado

Fonte: Ridley & Jopling, 1962.
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Entre as novas ferramentas de apoio ao diagndstico precoce ou de valor preditivo
para esse grupo, em especial, temos a sorologia com teste rapido, que detecta anticorpos IgM
contra o antigeno PGL-1, especifico do M. leprae (DOUGLAS & WORTH, 1984; BUHRER-
SEKULA, 1998, BUHRER-SEKULA, 2000; CALADO, 2005). O antigeno PGL-1 esta
presente na parede celular de M. leprae. Esse antigeno é especifico para o bacilo de Hansen,
levando a formacdo de anticorpos das classes 1gG e IgM. Nos estudos soroldgicos, no entanto,
se pesquisam os titulos de IgM por estarem correlacionados com a forma clinica e a atividade
da doenca.

Pela caracteristica da forma virchowiana, esses pacientes apresentam niveis elevados
do anti- PGL1, os quais tendem a diminuir com o tratamento especifico (SANTOS et al.,
2005; MOURA, 2008; BAZAN-FURINI, 2011). Por outro lado, na hanseniase tubercul6ide
ndo ha resposta expressiva desses anticorpos (BARROS et al., 2000; BAZAN-FURINI,
2011). De acordo com Britton e Lockwood, 40 a 50% dos pacientes com doenca paucibacilar
e 1 a 5% de individuos saudaveis apresentam positividade ao antigeno PGL-1, 0 que sugere a
ocorréncia de infeccdo subclinica (BRITTON & LOCKWOOD, 2004).

Infeccdo subclinica ou estado de portador, segundo (CASADEVALL e PIROFSKI,
2000) é a presenca do microorganismo, seguido de sua multiplicacdo com interacdo da
resposta imune, porém sem sinais e sintomas, que pode levar a eliminacdo, ou a progressao
aguda ou cronica.

Como exemplo de testes soroldgicos, temos o ML Flow que € um ensaio soroldgico
de fluxo lateral, imunocromatografico, que detecta anticorpos IgM contra PGL-1 do M.
leprae. Foi desenvolvido pelo Instituto Real Tropical na Holanda. E rapido, de facil execugéo
e leitura, ndo necessitando de laboratdrio nem de equipamento especial (BUHRER-SEKULA
at al., 2003).

Estudos indicam que a sorologia é mais sensivel que a baciloscopia e, que pode ser
utilizada para classificar os casos em PB e MB, assim como identificar os contatos que
possuem maior risco de desenvolver hanseniase (ANDRADE at al., 2008).

A técnica da reacdo da polimerase em cadeia (do inglés “polymerase chain reaction”,
PCR) tem sido bastante utilizada em vérios estudos, para deteccdo de vérias regides do DNA
do M. leprae em quase todos os tipos de amostras clinicas, incluindo linfa, sangue, secrecao
nasal, biopsias da concha nasal inferior, lesbes de pele e biopsia do nervo (SANTOS; DE
MIRANDA et al., 1993; ALMEIDA; MARTINEZ et al., 2004; de WIT, DOUGLAS et al.,
1993a; PATROCINIO; GOULART et al., 2005, MARTINEZ; LAHIRI et al,
2009b;RUDEEANEKSIN; SRISUNGNGAM et al., 2008).
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Assim, consiste em uma ferramenta Gtil que pode fornecer um diagndstico preciso, o
que é fundamental para a gestdo da hanseniase, a prevencdo de deficiéncias motoras, assim
como para estudos epidemiologicos (GOULART, CARDOSO et al., 2007; JOB,
JAYAKUMAR et al., 1997).

A maior vantagem da PCR ¢ a sua sensibilidade e especificidade elevada, sem a
necessidade de uma cultura bacteriana. Isto é muito importante na deteccdo do DNA de M.
leprae, uma vez que o cultivo do bacilo ndo é possivel (GOULART & GOULART, 2008).

1.7. Tratamento

Atualmente, os principios basicos para o controle da hanseniase consistem em
diagnostico precoce e tratamento com poliquimioterapia (PQT). Além da poliguimioterapia
especifica, o tratamento deve compreender a supressdo dos surtos reacionais, prevencao de
incapacidades fisicas, bem como a reabilitacdo fisica e psicossocial.

A PQT foi adotada como estratégia terapéutica oficial da OMS para hanseniase em
1982. Alguns paises, como o Brasil, em principio, decidiram pela ndo expansdo da PQT para
a rede de servigos bésicos de saude, por considerar eficiéncia ndo demonstrada, riscos de
paraefeitos, custos, disponibilidade de drogas e decorrentes alteragdes estigmativas da pele.
Entretanto, foi cedendo as pressfes internacionais em direcdo a implementacdo do novo
tratamento.

As drogas mais utilizadas na PQT sdo: rifampicina (RFP), clofazimina (CLO) e
dapsona (DPS). A RFP é o principal antibidtico contra a hanseniase e seu efeito bactericida
advém da acdo sobre a subunidade beta da RNA polimerase. A CLO, por sua vez, é
imunofenazida bactericida e, em menor extensdo, anti-inflamatéria, que possui muitos
mecanismos de acdo ainda ndo esclarecidos. Por fim, a DPS é sulfona sintética que atua como
inibidor competitivo do acido paraminobenzéico na sintese do folato pela bacteéria.
Resisténcias relacionadas a mutacdes no gene folP foram verificadas e devem-se ao emprego
da monoterapia sulfénica (MATSUOKA, 2010).

O contato com os servicos de saude e a ingestdo da medicacdo vigiada por
profissional devem ser encorajados para garantir qualidade (JI B, 2002).

O tratamento das formas PB é composto por uma dose mensal supervisionada de
600mg de RFP, mais 100mg de DPS, realizado em 6 doses e concluido em até 9 meses, e uma
dose diaria em casa de 100mg de DPS.
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Nas formas MB o tratamento é composto por uma dose mensal supervisionada de
600mg de RFP, 100mg de DPS e 300mg de CLO, realizado em 12 doses e concluido em até
18 meses, e uma dose diaria, em casa, de 100mg de DPS e 50mg de CLO.

Na tentativa de avaliar o impacto da PQT sobre transmisséo e controle da hanseniase,
foi desenvolvido programa de computador, o SIMLEP (Simulation Model for Leprosy), capaz
de fazer projecdes e estimativas acerca de indicadores epidemioldgicos. Previsdes otimistas
munidas desse artificio apontam para 5 milhdes de casos detectados até 2020 (MEIMA at al.,
2004).

A resisténcia medicamentosa, inicialmente com a dapsonaterapia, ja é registrada para
os demais farmacos do esquema da OMS. O seguimento dos pacientes apos alta por cura é
indispensavel para verificacdo de recidivas, reacOes e reinfeccdes, e subsequente avaliacdo
dos resultados terapéuticos (CRESPO; GONCALVES, 2014).

Segundo Goulart & Goulart, 2008, a quimioprofilaxia deve ser iniciada para aqueles
com testes ML-Flow positivo e Mitsuda negativo.

O tratamento irregular e o abandono tém constituido como um dos principais
impasses para o0 controle da doenca. Os motivos apontados pelos pacientes por ndo
comparecerem regularmente & Unidade Basica de Saude (UBS) foram classificados em
intrinsecos e extrinsecos. Para 0s intrinsecos destacou-se o fato de ndo comparecer ao servigo
de saude apenas para buscar a medicacdo e do desejo de faltar. Como fatores extrinsecos
foram evidenciados: auséncia dos sintomas, outros problemas de salde, ndo aceitacdo da
doenca, pensamento de cura religiosa e constrangimento relacionado as idas mensais a UBS
(de SOUSA et al., 2013).

Segundo de Sousa et al., 2013, a hanseniase continua sendo uma doenca repleta de
estigmas e preconceitos, em que o paciente, na maioria das vezes, esconde o diagnostico e o

medo de ser descoberto leva-o a interromper o tratamento.
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2 JUSTIFICATIVA

Devido o aumento na incidéncia de casos em menores de 15 anos e ao potencial
incapacitante da doenca, principalmente em pacientes paucibacilares e com formas neurais, €
necessario o emprego de ferramentas de deteccdo da presenca do bacilo, visando ao
diagndstico no inicio da doenca ou detecgdo de infeccao subclinica em contactantes de casos.

A deteccdo do M. leprae na mucosa nasal reflete a presenca do bacilo nesse sitio, que
pode tornar-se uma fonte de infeccdo ou transmissdo. Esta informacao aliada a investigacédo
da IgM ao anti-PGL-1, indicando a resposta imune ao bacilo, reforcam o diagndstico de
infeccdo subclinica, bem como, a possibilidade da presenca do bacilo em outros sitios, como
por exemplo, pele e/ou nervos.

Este estudo se propde, portanto a validar instrumento de deteccdo para infeccdo
subclinica de M. leprae, visando evitar incapacitacdes, nos contactantes menores de 15 anos,
de casos novos diagnosticados no Centro de Dermatologia Dona Libania, no municipio de
Fortaleza-Cear4, no biénio 2014/2015.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Detectar infecgOes subclinicas em contactantes menores de 15 anos de casos novos
de hanseniase da regido metropolitana de Fortaleza-Ceard, empregando técnicas

imunolodgicas, moleculares e microbioldgicas.

3.2. Objetivos especificos

* Analisar os dados demograficos, s6cio-econémicos, clinicos e laboratoriais dos contactantes

menores de 15 anos através de questionario semi-estruturado.

* Pesquisar os bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR) no raspado da mucosa da cavidade
nasal dos contactantes menores de 15 anos .

* Pesquisar o anticorpo IgM anti-PGL-1 de M. leprae empregando o teste ML-Flow nos

contactantes menores de 15 anos.

* Pesquisar o DNA da regido genomica RLEP3 especifico de M. leprae obtido da secrecéo

nasal nos contactantes menores de 15 anos.

* Correlacionar 0s resultados obtidos com os trés métodos diagndsticos (microbiologico,
imunolégico e molecular) para investigacdo de infeccdo subclinica e de portadores na
populacdo em estudo.

* Propor politicas de Saude Publica.



43

4 METODOLOGIA

4.1. Tipo e local de estudo

Trata-se de um estudo transversal, realizado em amostras de raspado nasal e sangue
em individuos menores de quinze anos, contactantes de casos novos de hanseniase, atendidos
na Unidade de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria Dona Libania, mais conhecida
como Centro Dermatologia Dona Libania (CDERM), localizada em Fortaleza-Ceara, durante
o0 periodo abril/2014 a junho/2015.

4.2. Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceard, via Plataforma Brasil, e aprovado pelo parecer sob o nimero 507.836 em 08/01/2014
(ANEXO A). Todos os responsaveis legais pelos menores participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (ANEXO B) e todos 0s menores assinaram ou
colocaram a digital do polegar direito no Termo de Assentimento para o0 Menor - TAM
(ANEXO C). As andlises microbioldgicas e imunolégicas foram realizadas no Laboratorio de
Anélises Clinicas do CDERM, enquanto os ensaios moleculares foram realizados no
Laboratorio de Pesquisa em Micobactérias, localizado no Bloco de Biomedicina da
Universidade Federal do Ceard (UFC). Foi aplicado um questionario semi-estruturado aos
contactantes e casos indices, contendo informacgdes demogréficas, sdcio-econdmicas, clinicas
e laboratoriais (APENDICE A). As informacdes clinicas foram obtidas em consultas aos

prontuarios dos pacientes.

4.3. Critérios de inclusao e exclusdo

Todos os contactantes menores de 15 anos de casos novos de hanseniase, sem
histéria de tratamento anterior, até ter atingido o numero maximo de 101 individuos,
conforme o N estatistico amostral. Aos menores de 15 anos de idade foi requerido o
consentimento escrito dos pais ou responsaveis legais. Foram excluidos os individuos abaixo

de 5 anos e individuos HIV positivos.
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4.4. Populagao de estudo

Apds a confirmacdo do diagndstico para hanseniase, 0s casos novos, por ocasiao da
consulta de enfermagem, foram convidados a trazerem seus contactantes menores de quinze
anos, para participar desse estudo, até termos atingido o nimero de 101 individuos.
Considerou-se como contato intradomiciliar todas os menores de quinze anos que residissem
ou tivessem residido com o doente nos ultimos cinco anos (BRASIL, 2002). As amostras

foram processadas conforme o fluxograma abaixo (Figura 12).

Figura 12: Fluxograma para captacdo de contactantes e ensaios laboratoriais

Casos novos diagnosticados no CDERM

Contactante =5 e <15 anos convidado para participar do
estudo: TCLE, TAM, Questionario, Coleta de Amostras

]

Sangue Swab nasal

—

ML-Filow Baciloscopia PCR

Fonte: Proprio autor (2015).
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4.5. Coleta de raspado nasal

Foram utilizados swabs, previamente umedecidos em tampao Tris-EDTA (TE: Tris
10mM - EDTA 1mM, pH 8,0; esterilizado) para a coleta de raspado nasal em ambas as
narinas de todos os participantes, conforme a Figura 13. Foi usado um swab para cada
cavidade nasal.

Figura 13: Demonstracdo da coleta de raspado nasal

Fonte: Proprio autor, 2015.

O swab foi inserido contra o segmento anterior da cavidade nasal e a secre¢do nasal
foi coletada por rotagdo em Unico sentido. Ap6s a colheita da secre¢do nasal, foi feito um
esfregaco em lamina virgem e depois 0 mesmo swab foi mantido no tubo contendo o tampéao
Tris-EDTA (meio de transporte), o qual foi mantido a -20°C até ser conduzido ao Laboratério
de Micobactérias. No laboratério, as amostras continuaram mantidas a -20°C até o processo
de extracdo de DNA.
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4.6. Puncéo sanguinea da polpa digital

Foi preparado o material para a coleta de sangue capilar: compressa de alcool,
lanceta e curativo aderente. O sangue foi colhido para a realizacdo do teste ML-Flow, que sera
descrito posteriormente.

Inicialmente a cada contato foi explicado como o procedimento seria realizado. Foi
utilizado compressa de alcool para antissepsia da ponta digital do indicador esquerdo (da méao
direita, se o individuo fosse canhoto). Foi realizada uma punctura no dedo com a lanceta e,
sendo a lanceta descartada dentro da embalagem para descartaveis perfurocortantes. Foi
utilizado uma gota de sangue capilar, aproximadamente 50 pl, imediatamente, para fazer o
teste de ML-Flow. Apds a coleta foi realizado nova antissepsia da polpa digital com
compressa de alcool e foi colocado curativo aderente, sendo realizado hemostase por

compresséao.

Figura 14: Demonstracdo da coleta de sangue

Fonte: Préprio autor, 2015.
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4.7. Técnicas de Anéalises

4.7.1. Baciloscopia

A Dbaciloscopia consiste em pesquisar a presenga dos bacilos de M. leprae
diretamente na amostra de secre¢do nasal, seguindo o mesmo protocolo, quando o material
examinado € o raspado intradérmico (linfa). A seguir, descreve-se todo o procedimento.

Cada sujeito do estudo foi acomodado confortavelmente e recebeu as explicacdes do
procedimento a que seria submetido. No caso, considerando-se que todos eram criangas, 0
responsavel legal recebeu as explicacGes referentes ao referido estudo.

Foram colhidas duas amostras de secrecdo nasal com o auxilio de "swabs" estéreis,
como descrito previamente na se¢do 4.5. Foi realizado esfregaco com a amostra de secrecao
nasal em lamina virgem de microscopia. Para narina direita (ND), convencionou-se a
marcagdo com caneta azul e para narina esquerda (NE), marcacdo com caneta vermelha. O
mesmo swab foi introduzido em meio de transporte, cuja marcacdo obedeceu a critério
semelhante ao das laminas, e acondicionado a — 20°C para anélise de PCR.

As laminas foram identificadas com as iniciais do nome do participante e nimero, na
ponta fosca, por ordem de chegada, antes da coleta e depois fixada ao ar durante 5 a 10
minutos. A fixacdo foi feita na chama do bico de gas, passando-se a lamina 2 a 3 vezes
rapidamente na chama com o esfregago voltado para cima e nunca em contato direto com a
chama.

A coloracdo de Ziehl-Neelsen foi realizada pelo método a frio (Anexo D). A leitura
baciloscdpica foi realizada em objetiva de imersdo (aumento de 1000x). Foram contados vinte
campos no sentido horizontal e vinte campos no sentido vertical. O indice Baciloscopico (1B)
foi calculado de acordo com a escala de Ridley (QUADRO | e FIGURA 15).
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Quadro 1: Célculo do IB médio do Paciente. IB = Média aritmética dos IBs analisados em

cada esfregaco
Interpretacéo:
IB=0 Auséncia de bacilos em 100 campos examinados;
IB=1 Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em 100 campos examinados;
IB=2 Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em 10 campos examinados;
IB=3 Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado;
IB=4 Presenca de 1 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado;
IB=5 Presenca de 100 a 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado;
IB=6 Presenca de mais de 1000 bacilos, em media, em cada campo examinado.

Figura 15: Representacao de esfregaco contendo raspado nasal em lamina

dentificagio -

L=

ND i

Y
do paciente | Pontafosca| | | [ _,)
— \/ -
'|J 2:
fa :,I;‘\ N
i ? —
T}"d-.'- t—:‘iﬂ
|'I_.,._|.‘ ok W # o
LA ¥ F _ﬁ['. .
Coloragdo Zighl-Nesken — A T

Fonte: Guia de Pr
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4.7.2. ML-Flow

Consiste em um ensaio imunocromatografico realizado em uma sé etapa, onde o
ouro coloidal ¢é utilizado no reagente de deteccdo da reacdo. O método se fundamenta na
imobilizacdo do antigeno especifico do M. leprae, formando uma linha caracteristica na area
do teste. O reagente de deteccdo é composto por anticorpo anti-lgM humana, marcado por
particulas mdveis de ouro coloidal vermelho e inserido dentro do dispositivo (BUHRER-
SEKULA at al., 2003).

Foi utilizado para a realizacdo do teste ML-Flow, o antigeno semi-sintético,
trissacaridio natural, ligado a albumina de soro bovino (NT - P — BSA) 3, 6 — di — 0 — methyl -
# - D — glucopyranosyl — (1—4) — 2, 3 — di — 0 — methyl — a.— L — rhamnopyranosyl — (1—-2) —
3 — 0 — methyl — a — L — rhamnopyranose. O anticorpo IgM humano foi colocado como a
segunda linha paralela a linha de antigeno para servir como o controle reagente. A placa
porosa é composta de nitrocelulose. Estas foram armazenadas em temperatura ambiente e a
solucdo tampdo sob refrigeracéo.

O teste ML-Flow foi realizado com sangue total, ap6s punctura digital, conforme
descricdo feita no topico de coleta. O dispositivo de teste foi removido do invélucro protetor e
colocado na posicao horizontal sobre uma bancada com o receptaculo redondo para a amostra,
e 0 visor quadrado do dispositivo de teste para cima.

Observacdo: O visor retangular localizado no centro do dispositivo de teste contém
duas faixas: uma faixa do antigeno (T), situada mais proxima do receptaculo para a amostra e
uma faixa de controle (C).

Foram colocados 50l de sangue no receptaculo redondo destinado a amostra e foi
adicionado, logo apos, quatro gotas (ou 200 pl) da solugdo tampdo no mesmo receptaculo. O
crondmetro foi acionado até marcar o tempo de 5 minutos. O frasco contendo a solucdo
tampéo foi novamente fechado e armazenado a temperatura de 4-8°C para uso posterior. A
leitura do resultado foi feita apds 5 minutos.

Em alguns ensaios, apds a introducdo da solugdo tampdo no receptaculo onde foi
colocada a amostra de sangue, apareceu uma cor movendo-se atraves das zonas de teste e
controle. Isto mostrou que o teste estava funcionando. Na maior parte dos ensaios, o resultado
foi negativo, indicado pela auséncia de uma linha na zona de teste e a presenca de uma linha
na zona de controle. A zona de controle foi corada em todos os casos. O aparecimento da faixa
de controle corada garantiu a integridade do reagente de detecgdo; porém ndo nos deu um

controle sobre a qualidade da amostra. Se a faixa de controle ndo tivesse corado, o teste teria
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sido invélido.

Um resultado positivo é indicado pela presenca de uma linha moderada ou acentuada
na zona de teste e por uma linha na zona de controle (Figura 16). No caso do resultado
positivo, significa que a amostra contém anticorpo especifico para a hanseniase e ao se ligar
com o antigeno, surge a linha vermelha na zona de teste. A pigmentacdo da faixa de antigeno
revela a presenca na amostra de anticorpos IgM especificos para o M. leprae. A intensidade de
um resultado positivo varia de 1 a 4+. A intensidade 4+ equivale a tonalidade obtida na linha
de controle ou, as vezes, ultrapassando-a (BUHRER-SEKULA at al., 2003).

Figura 16: Representacdo do teste ML-Flow
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Fonte: Andrade, 2007.

Todas as fitas de ML-Flow desse estudo foram identificadas e armazenadas em folhas
protegidas por invélucro plastico, seguindo esse procedimento: para abrir o teste, dobrou-se o
cartucho para tras. Com um lenco de papel secou-se o excesso de solucdo tampdo corrente
pressionando no topo do filtro de papel, onde a gota de sangue foi depositada. As iniciais e a
data de nascimento do paciente foram escritas imediatamente na fita teste. Deixou-se o teste
secar. O teste foi fixado com fita adesiva dupla face ou cola branca na folha de resultados de

exame do participante, e armazenado em invélucro plastico, para protegé-lo da umidade.
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4.7.3. PCR

a) Extracdo de DNA de M. leprae a partir do muco nasal:

A ponta do swab envolvida pelo algoddo foi cortada com lamina de bisturi estéril
dentro de uma placa de Petri e transferida para um tubo de 2,0mL juntamente com o liquido
remanescente. Todo o processo de extragcdo do DNA foi realizado com o Dneasy Blood and
Tissue kit (Qiagen, Alemanha) conforme as recomendacdes do fabricante (ANEXO E). Ao
final, o DNA foi solubilizado em 30ul de tampéo de eluicdo (AE) e mantido a -20 °C para
posterior amplificacdo do DNA.

b) Amplificacdo da regido RLEP especifica do M. leprae:

Os oligonucleotideos iniciadores para a PCR foram baseados na regido genémica M.
leprae repetitive element, RLEP3, depositadas no GenBank (Acesso n°. X17153) e
sintetizados pela Invitrogen, EUA (Quadro 2). Foram utilizados iniciadores para amplificacédo
por PCR de um produto de 372pb especifico do genoma de M. leprae (PATROCINIO et al.,
2005; YOON et al., 1993).

A reacdo que compde a PCR foi realizada em um termociclador utilizando o kit
[lustra™ Pure Taq Ready-to-go PCR beader (GE Healthcare, EUA), cujas reagfes individuais
consistiram em um volume total de 25ul, composta de 3ul do material clinico extraido
(DNA); 1pl de cada iniciador (25pmol), total 4ul e 18ul de agua; adicionou-se a Ready-To-Go
PCR Beads (1U Tag DNA polimerase, 1,5mM MgCI2 e 200uM dNTP mix). Para a PCR
foram utilizados os iniciadores RLEP-R1 e RLEP-R2.

Como controle positivo, foi incluido, para cada reagdo, DNA de M. leprae extraido
de bidpsia de caso de hanseniase, na concentragdo de 20ng/ul. Como controle negativo foi
substituido o DNA por H,O. Também foi incluido em cada reacdo de amplificagdo um
Controle Interno de Positividade a fim de avaliar amostras com inibicdo de PCR, sendo
empregado iniciadores para o gene constitutivo humano NRAMP1 (natural resistance
associated macrophage protein 1- NRAMP1). O gene da NRAMPL1 localiza-se na regido
2035 do cromossoma 2 e a proteina codificada por ele é detectada no compartimento
lisossomal de macrofagos, mondcitos e leucdcitos periféricos, como também no figado, bacgo
e pulmdes.

O produto amplificado do gene NRAMP1 (GenBank AJ535670) foi de 200pb e teve
os seguintes oligonucleotideos: (NRAMP-F:5’-CTCGCATTAGGCCAACGA-3’ e NRAMP-
R: 5>-TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC-3’) (GOULART, 2002).
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As condic¢des de amplificagdo da primeira reagdo foram desnaturacéo inicial a 95°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 95°C por 1 minuto, anelamento a 58°C por 40 segundos
e 72°C por 40 segundos para a extensdo. Apds os 30 ciclos ocorreu um periodo de extensao

final a 72°C por 10 minutos. O produto gerado pela PCR foi de 372pb.

Quadro 2 - Iniciadores para amplificacdo do DNA de M. leprae relativo a regido RLEP3

Iniciadores Sequéncia (5°-3°)
RLEP-R1 CGG CCG GAT CCT CGATGC
RLEP-R2 GCACGTAAG CTT GTC GGT GG

Fonte: Préprio autor, 2015.

A partir do produto amplificado foi feita a confirmacdo do tamanho dos fragmentos
por eletroforese em gel de agarose 1,5% e coloracdo com brometo de etidio. A visualizacdo e

digitalizacéo foi realizada em no sistema ImageQuant 300 (GE Healthcare).

4.7.4. Sequenciamento

Esse procedimento foi realizado no Instituto Evandro Chagas, na cidade de Belém,
no estado do Para.

Com a finalidade de confirmar a PCR, foi realizada o sequenciamento do produto
amplificado da regido RLEP-3, empregando os mesmos primers. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o Kit QIAquick PCR Purification antes do sequenciamento no
equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®), com a utilizacdo dos Kits
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®) e BigDye XTerminator
Purification (Applied Biosystems®). As sequéncias foram analisadas com o software
SecScape v2.7 (Applied Biosystems) e BioEdit Sequence Alignment Editor Copyright ®
1997-2013 Tom Hall, com posterior realizacdo de BLAST no site da NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi utilizando um ciclo de BigDye Terminator Kit de

sequenciagdo. A seqléncia de referéncia RLEP3 (GenBank acesso X17153) foi usada para

alinhar as sequéncias.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.8. Andlise estatistica

Apbs 0 armazenamento dos dados no Programa Microsoft® Excel 2010, foi realizada
a analise descritiva.

Os dados foram organizados em tabelas simples e cruzadas. Para se avaliar a
associagdo entre RLEP PCR e ML-Flow com as caracteristicas dos pacientes e de RLEP PCR
com IB e ML-Flow, foram utilizados os testes de Qui-Quadrado e de razdo de
verossimilhanga. As andlises estatisticas cujos valores de p < 0,05 foram consideradas
estatisticamente significantes. Os dados foram processados no SPSS 20, licenca N°.
10101131007.
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5 RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo dos Casos

Foram analisadas as varidveis individuais de sessenta e nove portadores de
hanseniase que participaram desse estudo (TABELA 1). Esses participantes sdo 0s casos
indices, que além de terem respondido a algumas perguntas especificas do questionario,
apresentaram os contactantes que se enquadravam no perfil dessa pesquisa.

De um modo geral a maioria 88,4% (61/69) dos casos conhecia alguém que teve
hanseniase, e dentre estes 79,7% (55/69) eram parentes com quem conviviam. A média de
idade dos casos foi de 39,5 anos (+ 12,8), variando de 5 a 76 anos. Houve predominancia do
género masculino 58% (40/69). O primeiro grau incompleto representou a escolaridade do
grupo 73,9% (51/69), e 2,6 salarios minimos foi a renda média, com desvio padrdo de 0,66.
Quanto a detec¢do dos casos, 81,2% (56/69) foram encaminhados de uma unidade bésica de
salide a um servico especializado (TABELA 1).

Avaliando os aspectos clinicos, especificamente em relacdo a classificacdo
operacional da hanseniase, a forma Paucibacilar foi predominante 56,5% (39/69), e
considerando a classificacdo de Ridley e Jopling, a forma boderline foi a mais frequente
44,9% (31/69). Vale salientar que 55,1% (38/69) ndo necessitaram de exames complementares
para o diagndstico da hanseniase (TABELA 1). O numero de lesdes foi em média 2,2/caso,
com desvio padrdo 0,8. No entanto, a baciloscopia e 0 exame histopatolégico foram auxiliares
valiosos em alguns casos. Todos o0s casos, independentemente, de apresentarem ou nao,
alguma incapacidade fisica, iniciaram o tratamento, logo apds o diagndstico clinico.

A tabela abaixo apresenta a analise descritiva das variaveis individuais dos Casos
indices da pesquisa, com analise univariada de 69 portadores de hanseniase que participaram
desse estudo, no CDERM, no bhiénio 2014/2015.



Tabela 1: Distribuicdo dos casos com hanseniase, no CDERM, biénio 2014/2015

Caracteristicas N % Média +DP

Conviviam com outros doentes

Sim 61 88,4

Nao 08 11,6
Quem era

Parente 55 79,7

QOutro 06 8,7

Nao informou 08 11,6
Modo de deteccéo

Encaminhamento 56 81,2

Demanda espontanea 07 10,1

Exame de coletividade 01 1.4

Exame de contatos 01 1.4

QOutros 04 5,8
Sexo

Feminino 29 42,0

Masculino 40 58,0
Idade

5-15 03 43

25-40 40 58,0 39,5 12,8

41-59 21 30,5

60-76 05 7.2
Escolaridade

Nao estudou 04 58

1° G incompleto 51 73,9

1° G completo ou maior nivel 14 20,3
Renda (SM: salario minimo)

Sem renda 04 5,8

<1,0 20 29,0 2,6 0,66

1,0-3,9 42 60,9

40-79 03 43
Nuamero de lesGes

Unica 18 26,5

2-5 17 25,0 2,2 0,8

>5 33 48,5
Classificacdo Operacional

Paucibacilar 39 56,5

Multibacilar 30 43,5
Classificacdo Clinica

Indeterminada 04 5,8

Tubercul6ide 20 29,0

Virchowiana 13 18,8

Dimorfa BT 11 15,9

Dimorfa BB 08 11,6

Dimorfa BL 12 17,4

Neural pura 01 1.4
Incapacidades

Auséncia 59 85,5

Presenca 10 14,5
indice Baciloscopico

0 (Negativo) 42 60,9

> 1,0 (Positivo) 27 39,1
Exame confirmatoério para
hanseniase 31 449

Sim 38 55,1

Néo

Proprio autor (2015).
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5.2. Caracterizacado dos Contactantes

Criancas e adolescentes integraram esse estudo (n=101), agora, denominados
contactantes. Dentre estes, 60,4% (61/101) pertenciam a faixa etaria de 5 a 10 anos e 39,6%
(40/101) de 11 a 15 anos incompletos. A média de idade foi 9,3 anos com desvio padrao 3,3.
Houve um predominio do género feminino 56, 4% (57/101) (TABELA 2).

Somente 1% dos contactantes afirmou que ndo compartilhava o mesmo comodo para
dormir. Os demais dividiam o mesmo ambiente, com, pelo menos, uma pessoa, sendo a média
de compartilhamento equivalente a 2,6 pessoas com desvio padrdo 1,3. Além do
compartilhamento do cémodo, 63,4% (64/101) dividiam a mesma cama ou rede, em média,
com 1,4 pessoas para dormir, apresentando desvio padrdo 0,5 (TABELA 2).

Avaliando-se a higiene da roupa de cama usada pelos contactantes em estudo, 56,4%
(57/101) afirmaram que lencdis e/ou rede eram lavados com uma frequéncia de uma vez por
semana.

Investigamos quais contactantes haviam tomado a vacina BCG, e verificamos que
96% (97/101) haviam sido imunizados. Todavia, um percentual menor, 90,1% (91/100)
apresentava a cicatriz vacinal no braco direito.

Questionamos sobre a presenca de animais no domicilio e verificamos que 70,3%
(71/101) criavam algum tipo de animal. Destes, os mais frequentes eram cdes 54,9% (39/101),
gatos 28,2% (20/101) e passaros 12,7% (9/101).
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Tabela 2: Distribuicdo dos contactantes segundo as caracteristicas, CDERM, Fortaleza —
Ceard, 2014/2015

Caracteristicas N % Média +DP
Idade (anos)
5-10 61 60,4 9,3 3,3
11-15 40 39,6
Sexo
Feminino 57 56,4
Masculino 44 43,6
Numero de pessoas no dormitério
0
1 01 1,0
>1 20 20,4 2,6 1,3
Né&o respondeu 77 78,6
03
Compartilhamento de cama e/ ou rede
Sim
Nao 64 634 1,4 0,5
37 36,6
BCG (imunizacéo)
Sim 97 96,0
Né&o 04 4,0
Cicatriz BCG
Sim 91 90,1
Né&o 10 9,9
Frequéncia lavagem lencais e/ou rede
1 x/més 04 4,0
1 x/15 dias 14 13,9
1 x/ semana 57 56,4
Diariamente 14 13,9
Outro 12 11,9
Cria animal
Sim 71 70,3
Né&o 30 29,7
Animal
Cachorro 39 38,6
Gato 20 19,8
Passaro 09 8,9
Galinha 03 3,0
Outros 30 29,7

Fonte: Proprio autor (2015).
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5.3. Andlise da baciloscopia de swab nasal, para deteccdo do M. leprae (IB)

Todas as amostras de secrecdo nasal, dos contactantes em estudo, foram submetidas a
analise baciloscépica, seguindo o protocolo estabelecido na metodologia.

As amostras positivas tiveram Indice Baciloscopico (IB) = 1, cujos esfregacos
apresentaram bacilos, classificados morfologicamente como, fragmentados e integros
(FIGURA 17).

Figura 17: Coloracdo de Ziehl-Neelsen. Bacilos alcool-acido resistentes corados com a

fucsina (vermelho). (Ziehl-Neelsen stain x 1000)

A B

i 7

Fonte: Préprio autor (2015). Fotomicrografias: A — raspado intradérmico (portador de hanseniase); B — lamina
de secrecdo nasal (contactante, nesse estudo, de caso novo de hanseniase).

Os resultados foram descritos como positivo e negativo e apresentados abaixo, na
TABELA 3.

Tabela 3: Determinacdo do Indice Baciloscopico (IB) em amostras de swab nasal

Resultado IB N (%)
Positivo 02 (1,98)
Negativo 99 (98,02)

Total 101 (100,0)

Fonte: Proprio autor (2015).
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5.4. Ensaio ML-Flow: Todos os contactantes menores de quinze anos, de pacientes
portadores de hanseniase foram submetidos ao teste de fluxo lateral (ML-Flow), conforme
descrito na metodologia, a partir de amostras de sangue, colhidas por punctura digital. Os
resultados foram descritos como positivo ou negativo (FIGURA 18) e distribuidos segundo a
sensibilidade (TABELA 4).

FIGURA 18: Interpretacédo dos resultados do teste de fluxo lateral ML-Flow

C T

Fonte: Proprio autor (2015). C: Controle, T: Teste; Resultados - A: Negativo, B: Positivo (+),

C: Positivo (++).

Tabela 4: Teste ML-Flow para detec¢do de anticorpos IgM anti-PGL-1, especificos para M.
leprae em amostras de sangue, de contactantes menores de quinze anos de pacientes

portadores de hanseniase

Resultado ML-Flow N (%)
Positivo 34 (33,7)
Negativo 66 (65,3)

N&o Realizado 01 (1,0)
Total 101 (100,0)

Fonte: Proprio autor (2015).

O ensaio mostrou sensibilidade de 33,7% (34/101), sendo que um contactante, por

motivo pessoal, ndo realizou o referido teste.
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5.4.1. Associacdo da soropositividade do teste ML-Flow em relagéo a faixa etaria dos
contactantes, sexo, classificagdo operacional do caso indice, aglomeracdo e cicatriz
vacinal (TABELAJ5).

Entre os casos positivos dos 100 contactantes de hanseniase submetidos ao teste ML-
Flow, 39,5% (17) eram do sexo feminino; 34,4% (21) eram contatos de casos PB e 32,2%

(29) apresentavam uma cicatriz de BCG.

Tabela 5: Associacdo entre o teste ML-Flow e as caracteristicas dos contactantes, CDERM,
Fortaleza - CE, 2014/2015

Caracteristicas ML-Flow N(%o) p
Positivo Negativo
Faixa etaria (ano)
5-10 19 (31,7) 41 (68,3) 0,546
11 -15 15 (37,5) 25 (62,5)
Sexo
Masculino 17 (29,8) 40 (70,2) 0,310
Feminino 17 (39,5) 26 (60,5)

Classsificacdo  Operacional
(Caso Indice)
Multibacilar 0,910
Paucibacilar 13 (33,3) 26 (66,7)
21 (34,4) 40 (65,6)
N° pessoas no dormitorio
Até 1 pessoa

2 a 5 pessoas 6 (28,6) 15 (71,4) 0,482
28 (36,8) 48 (63,2)
Cicatriz vacinal
Presenca 29 (32,2) 61 (67,8) 0,260
Auséncia 5 (50,0) 5 (50,0)

Fonte: Proprio autor (2015). p de Qui-quadrado.
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5.5. Amplificacdo da regido RLEP3 especifica do M. leprae

Todos o0s contactantes menores de quinze anos, de pacientes portadores de
hanseniase foram submetidos a amplificacdo por PCR convencional da regido 372pb da
sequéncia RLEP3 especifica da espécie de M. leprae a partir de amostras de secrecdo nasal. O
ensaio mostrou positividade de 16,1% (14/87), excluindo-se as analises perdidas 14 (101)
(TABELA 6) e (TABELA7).

Tabela 6: Fregéncia da PCR convencional para deteccdo de M. leprae na secrecdo nasal de
contactantes menores de quinze anos, incluindo-se todas as amostras , CDERM, Fortaleza —
CE, 2014/2015

Resultado da PCR N (%)
Positiva 14 (13,9)
Negativa 73 (72,2)
Inibida® 13 (12,9)

N&o Realizada 1 (1,0
Total 101 (100,0)

Fonte: Préprio autor (2015). # PCR negativo para o gene NRAMP.

Tabela 7: Frequéncia da PCR convencional para detec¢do de M. leprae na secrecdo nasal de

contactantes menores de quinze anos, excluindo-se as amostras inibidas e nao realizadas

Resultado da PCR N (%0)
Positiva 14 (16,1)
Negativa 73 (83,9)

Total 87 (100,0)

Fonte: Proprio autor (2015).

O fragmento amplificado de 372pb foi confirmado, sendo observado por eletroforese
em gel de agarose 1,5% (FIGURA 19).
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Figura 19: Demonstragédo do gel de eletroforese exibindo as bandas

010203 04 05 06 07 08 0S 10 11 12 13 14 15 16 17 18

% 51D51E52D52E 53D53E54D54E55D55E56D 56E 57D 57E CP CN

372pb

200pb

Fonte: Proprio autor (2015). Gel de agarose 1,5% de produtos de amplificagdo da regidoRLEP3 do M. leprae
(372pb) e do controle interno gene NRAMP1 (200pb). Pocos 1 e 19: marcadores 100pb; pocos2 a4, 6a 13 e 15
representam amostras negativas;poco 5: amostra positiva; pogo 14: amostra inibida; pogo 17: controle positivo
de M. leprae e poco 18: controle negativo.

Infelizmente, algumas amostras de secrecdo nasal, submetidas a amplificacdo por
PCR convencional, se apresentaram como inibidas pela auséncia de amplificacdo da regido de
200pb do gene NRAMPL, e portanto, ndo pudemos verificar sua positividade ao M. leprae,

conforme mostram os pogos 9 e 11 (FIGURA 20).



63

FIGURA 20: Demonstracdo em gel de agarose de amostras inibidas pela ndo amplificagdo do
Controle Interno da PCR do gene NRAMP

0102 03 040506 07 08 09 10 1112 13 14 1516 17 18

03D 03E 04D 04E 05D 05E 06D O6E 07D O7E 13D 13E19D19E M CP CN M

372pb

Fonte: Préprio autor (2015). Gel de agarose 1,5%, de produtos de amplificacdo da regido RLEP3 do M. leprae
(372pb) e do controle interno gene NRAMP1 (200pb). Pogos 10 e 11: amostras inibidas; pocos 1, 4, 7, 8, 12, 13
e 14: amostras positivas; pocos 2, 3, 5, 6 e 9: amostras negativas; pogos 15 e 18: marcadores 100pb; poco 16:
controle positivo e pogo 17: controle negativo.

Todos os extratos de DNA das 100 amostras de secrecdo nasal,foram quantificados
em Nanodrop 1000 Spectrophotometer, seguindo instrucdes do fabricante, para verificarmos
os valores das razbes das Absorbancias a 260/280 (que verifica a qualidade do DNA) e a
concentracdo de DNA na amostra estudada (TABELA 8).
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Tabela 8: Quantificacdo do DNA extraido das 100 amostras de secrecdo nasal com medidas
estatisticas de acordo com a inibi¢do da PCR

Amostras MEDIDAS RAZAO CONCENTRACAO
quanto aPCR  ESTATISTICAS  260/280 em ng/pl

No Inibido ~ Media 19 10,8
N= 87 Medlgna ) 1,8 7,3
Desvio Padrao 0,7 10,7
Inibido dbnld 20 5.3
N= 13 Medl_ana 1,7 51
Desvio Padrédo 1,1 3,3

Fonte: Préprio autor (2015). Amostras quantificadas no Nanodrop 1000 Spectrophotometer, cujo valor de
referéncia da razéo 260/280 deve ficar entre 1,8 e 2,0.

Para confirmar o produto de amplificagdo por PCR da regido RLEP3 de M. leprae,
nas amostras de secrecdo nasal analisadas nesse estudo, foi realizado o sequenciamento das
amostras positivas para PCR, 19D (narina direita) e 19E (narina esquerda), obtendo-se
resultado de confirmacgéo positiva (FIGURAS 21 e 22).

Figura 21: Alinhamento por BLAST da regido M. leprae RLEP3 com a amostra 19,
sequenciamento realizado no equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems®) e alinhamento realizado com o Programa BioEdit Sequence Alignment Editor

310 azo0 3ao0 340 aso aso0 370 380 3so 400
| T e T e e e o e [y [ [y R (T |

Mleprae RLEP3 ggettegtgtgotttgecgeoagtggacacgattagegeggegeacgtaageatgteggtggtggatgetgettggtetacatgttgatgatgecagggge
Amostra 2-3 C C G T-T-CATG-TGA-GA-G-CA-GGGC

410 420 430 240 450 460 470 280 450 500

T s T e e o o e o o [ [ |

Mlepras RLEP3 tgggcacctgggetgtgctgaaggogatategatgeaggogtgagtgtgaggatagttgttagegocgeggggtaggggegttttagtgtgeatgteaty
Amostra 2-3 TGOGCACCTGGOCTGTOCTG AGGCGATATCGATGCAGECOTRAGTCTCACGATAGT TET TAGCGCCGCEOGOTAGGGCCOTTTTAGTGTGCATGTCATG

510 520 530 540 550 560 £70 £80 530 600
e e T e L T e I e e |
Mlepras RLEP3 geoottgaggtgtoggogtggtoaatgtggocgoacotgaacagyoacyteccogtygoacggtataactattogeacotgatgttatecettgeoaceattt
Amostra 2-3 GCCTTGAGGTGTCGGCETGETCAATGTGECCGCACCTGAACAGGCACGTCCCCEGTGCACGOTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCCCTTG CA

Mleprae RLEP3 ctgoogotggtatoggtgtoggoggettgttgacoggocotoagocagoaagoaggeatgoogoogggtgoageagtatogtgttagtgaacagtgoate
|Amostra 2-3 c-C A T T T C TGC--C-G C TG GT--ATC

Ti0 720 T30 740 750 760 770 T80 730 800
PR I R I T e I O e I T e B I I RO e I IR I |
Mleprae RLEP3 gatgatcoggoogtoggoggocacatacggoaaccttotagogecagatocaacocacocacaccocaccagooccaccacaacaccacccaaaccaaaccagoa

Amostra 2-3 G -G T GT CGG CGG cT T G

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2015.
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Figura 22: Eletroferograma da amostra 19, evidenciando a qualidade do DNA e seu
alinhamento com a sequéncia padrdo M. leprae RLEP3 (X17153 DNA). Programa BioEdit

Sequence Alignment Editor.

Mleprae RLEFP3 atgctgcttggtictacatgtitgatgatgccaggggctgggcacctgggctgtigctigaaggcgatatcgatgcaggcgtgagty
Amostra 2-3 A T-T-CATG-TGA-GA-G-CA-GGGCTGGGCACCTGGGCTGTGCTG-AGGCGATATCGATGCAGGCGTGAGTY

30 4 60
G CTGGGCACC TG GGCTICTIGCTG AGGCEC -". ATCGATGCAGGCGTG AGT G G-\[Gl AG

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2015.

5.5.1. Associacdo da sensibilidade da PCR em relacdo a faixa etaria dos contactantes,

sexo, clssificacdo operacional do caso indice, aglomeracéo e cicatriz vacinal

Avaliamos os resultados dos produtos de amplifica¢do por PCR da regido RLEP3 de
M. leprae, em relacdo a faixa etaria, excluindo as amostras inibidas, pois estas, poderiam ser
positivas ou negativas. Dos 56 contactantes que pertenciam a faixa etéaria de 5 — 10 anos, 3,6%
(2/87) tiveram resultado positivo para PCR, enquanto na faixa etaria de 11 — 15 anos
incompletos, com a participacdo de 31 contactantes, a positividade para PCR foi mais
expressiva, 38,7% (12/87), com p < 0,0001, configurando significancia estatistica (TABELA
9).

Analisando-se a sensibilidade da PCR em relacdo ao sexo, houve um predominio de
positividade no género masculino 16,7% (8/87), com p=0,871 (TABELA 9).

Relacionando o resultado do produto de amplificagcdo por PCR da regido RLEP3 de
M. leprae, de amostras de secrecdo nasal, com a classificagdo operacional do caso indice,
observamos que ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos, com p= 0,752
(TABELA 9).

Avaliamos também, se no domicilio havia aglomeragdo de pessoas, principalmente
no periodo noturno, especificamente no comodo usado pelo contactante para dormir. Desse
modo, foi determinada a frequéncia da positividade da PCR nasal para deteccdo do M. leprae,
em relacdo ao numero de pessoas que o contactante dividia o0 mesmo comodo para dormir,
verificamos p=0,138 (TABELA 9).
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Tabela 9: Associacdo entre o teste RLEP PCR e as caracteristicas dos contactantes, CDERM,
Fortaleza - CE, 2014/2015

RLEP PCR N(%)

Caracteristicas Positivo Negativo p
Faixa etéria (ano) ™
05-10 2(3,6) 54 (96,4) <0,0001
11-15 12 (38,7) 19 (61,3)
Sexo Y
Masculino 8 (16,7) 40 (83,3) 0,871
Feminino 6 (15,4) 33 (84,6)

Classsificagdo ~ Operacional
(Caso Indice)

Multibacilar 6 (43,0) 28 (38,0) 0,752
Paucibacilar 8 (57,0) 45 (62,0)

N° pessoas no dormitério
Até 1 pessoa 5 (26,3) 14 (73,7) 0,138
2 a 5 pessoas 8 (12,3) 57 (87,7)

Cicatriz vacinal ¥
Presenca 13 (93,0) 68 (93,0) 0,968
Auséncia 1(7,0) 5 (7,0)

Fonte: Préprio autor (2015). p de Qui-quadrado. (1) % em relagdo as linhas; (2) % em relagdo as colunas.

5.6. Associacdo da positividade do teste ML - Flow em relacdo a PCR convencional para

0 M. leprae

Observando todas as amostras submetidas a amplificacdo da regido RLEP3, incluindo
as amostras inibidas, ndo foi observado diferenca significativa entre a positividade da PCR e
positividade ao IgM anti-PGL-1 (TABELA 10).
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Tabela 10: Tabela de contingéncia entre o ensaio ML-Flow e RLEP PCR (incluindo amostras
inibidas) em swab nasal de contactantes de casos novos de hanseniase, diagnosticados no
CDERM, Fortaleza - CE, 2014/2015

ML - FLOW
RLEP PCR Positivo Negativo
N (%) N (%)
Positivo 7 (50,0) 7 (50,0)
Negativo 22 (30,6) 50 (69,4)
Inibidas 5 (38,5) 8 (61,5)
TOTAL 34 (34,3) 65 (65,7)

Fonte: Préprio autor (2015). p de Qui-quadrado = 0,354.

5.7. Associacdo da positividade da RLEP PCR em relagdo ao ML-Flow e ao Indice

Baciloscopico

Em relacdo a positividade da PCR das amostras ndo inibidas com a positividade ao
anti-PGL-1, novamente ndo houve diferenca estatisticamente significante (p = 0,159)
(TABELA 11). Todavia, quando comparamos a positividade da PCR com a positividade no
indice Baciloscopico, foi observado diferenca estatistica, p = 0,006 (TABELA 11).
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Tabela 11: Tabela de contingéncia entre a positividade ao RLEP PCR e o ensaio ML-Flow
(anti-PGL-1) e indice Baciloscopico (IB), excluindo-se as amostras de PCR inibidas,
CDERM, Fortaleza - CE, 2014/2015

RLEP PCR
Positivo Negativo p k S E VP VP
N(%) N(%) (%) (%) (%) (%)
ML-FLOW 0,159 0,14 50,0 694 241 877

Positivo 7(24,1) 22(75,9)
Negativo  7(12,3) 50 (87,7)

IB 0,006 0,22 14,3 100,0 100,0 85,9
Positivo ~ 2(100,0)

Negativo  12(14,1) 73(85,9)

Fonte: Proprio autor (2015). (1) p de Qui-quadrado; (2) p de razdo de verossimilhanga. K - indice de
concordancia (kappa); S - sensibilidade; E — Especificidade; VP* - Valor Preditivo Positivo; VP - Valor Preditivo

Negativo.

5.8. Associacdo da positividade do teste ML-Flow e o Indice Baciloscopico em secrecéo

nasal

Em relacdo a frequéncia da positividade ao anti-PGL-1 pela técnica ML-Flow e da
positividade quanto a baciloscopia direta do M. leprae na secre¢do nasal, também néo
obtivemos diferenca estatistica, p = 0,638 (TABELA 12).

Tabela 12: Tabela de contingéncia entre o ensaio ML-Flow (anti-PGL-1) e o indice
Baciloscdpico (1B), CDERM, Fortaleza — CE, 2014/2015

ML - FLOW
IB Positivo Negativo k S E VP VF
N (%) N (%) (%) (%) (%) (%)

002 29 985 50,0 66,3
Positivo 1 (50,0) 1 (50,0)

Negativo 33(33,7) 65 (66,3)

TOTAL 34(34,0) 66 (66,0)

Fonte: Préprio autor (2015). p = 0,638 (razdo de verossimilhanca).
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6 DISCUSSAO

Analisando os casos indices, observamos que houve o predominio de pessoas do
sexo masculino 58%. Esse dado esta de acordo com estudos de outros autores (SEHGAL et
al., 1988; IMBIRIBA et al., 2005), onde relatam que a hanseniase em adultos é mais
frequente no sexo masculino e o risco de exposi¢do é determinante dessa diferenga. Vale
salientar que a maioria fazia parte da populacdo economicamente ativa.

A forma clinica dimorfa foi a mais frequente (44,9%), seguidas pelas formas
tuberculoide (29%), virchowiana (18,8%) e indeterminada (5,8%). Neste estudo, o percentual
da forma indeterminada foi inferior ao encontrado nas formas polarizadas, permitindo supor
que o diagnostico esta sendo feito tardiamente. Por outro lado, a maior frequéncia de formas
paucibacilares, 56,5% (39/69), pode indicar que as atividades que visam o diagndstico
precoce de casos estdo sendo eficientes.

O encaminhamento de casos (81,2%) foi o principal modo de deteccdo, em uma
unidade de referéncia em hanseniase, seguido pela demanda espontanea, o que possibilita
levantar duas hipdteses: a busca ativa estd ocorrendo como preconizado, ou as equipes
responsaveis pela atencdo basica em salde publica estdo despreparadas para efetuar o
diagndstico da hanseniase.

A populagdo de maior risco de desenvolver hanseniase sdo os contatos dos doentes
(ANDRADE et al., 2008). De acordo com nosso estudo, aproximadamente, 80% dos casos
indices conviveram com pessoas portadoras de hanseniase.

A presenca de incapacidades no momento do diagndéstico pode indicar que 0 mesmo
esta sendo tardio, pois elas se desenvolvem mais tardiamente, sugerindo um controle ineficaz
da hanseniase (COSTA & PATRUS, 1989). Neste estudo, 85,5% dos casos indices ndo
apresentaram nenhuma incapacidade no momento do diagndstico, o que configura um bom
indicador de qualidade do atendimento dos servicos. Entretanto, esse quadro foi analisado
apenas no momento do diagndstico e ndo sabemos como esses pacientes estardo ao final do
tratamento especifico, o que podera ser objeto de estudo no futuro.

O nivel de instrucdo da populacdo acometida pela hanseniase é considerado um dos
fatores de risco para o desenvolvimento das formas incapacitantes da doenca (RIBEIRO &
LANA, 2011). Segundo esse autores, 62,1% dos pacientes acometidos de hanseniase tém
menos de oito anos de estudo. Na nossa populacdo de estudo, esse nimero foi mais
expressivo (73,9%), talvez pelo fato da pesquisa ter sido realizada na regido Nordeste, onde
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tradicionalmente, as pessoas de menor poder aquisitivo tém menos acesso aos bancos
escolares.

A renda é um dos indicadores socioecondmicos que € utilizada para elaborar o IDH.
Segundo o relatério divulgado pelo PNUD (Programa das Nagbes Unidas para o
Desenvolvimento), o Brasil ocupa o 79° lugar no ranking mundial com 187 paises, no ano de
2014, com um indice de 0,744, numa escala que vai de 0 a 1. Os aspectos econdémicos podem
influenciar as formas de enfrentamento dos problemas de salde, bem como, ser diferentes em
um mesmo individuo, de acordo com as etapas do processo de manutencdo da saude,
juntamente com aspectos sociais e psicolégicos (GERHARDT, 2006).

Neste estudo, a maioria dos casos 60,9% (42/69), tinha renda variando de 1,0 a 3,9
salarios minimos, 29% (20/69), com renda inferior a 1 salario minimo. O baixo perfil
socioecondémico imprime maior vulnerabilidade a essa populacdo e aos seus contatos,
podendo impactar negativamente no enfrentamento da hanseniase.

Quanto aos contactantes dos casos, podemos afirmar que estes representam a
populacdo de maior risco para desenvolver a hanseniase. A estratégia do exame de contatos
faz parte dos programas de controle e deve ser estimulado e realizado de modo sistematico
para permitir o diagndstico e tratamento precoce da hanseniase (ANDRADE, 2008).

Fizemos a avaliacdo da deteccdo de infeccdo subclinica por M. leprae, utilizando trés
ensaios laboratoriais: Indice Baciloscopico em secrecdo nasal, PCR convencional para
deteccdo do M. leprae em swab nasal e ML-Flow em sangue total. O percentual de
positividade do IB de secrecdo nasal foi 1,98% (2/101), PCR convencional 16,1% (14/87) e
ML-Flow 33,7% (34/101).

Esse € o primeiro estudo que buscou a detecgdo subclinica em contatos de casos
novos de hanseniase, atendidos em uma Unidade de Referéncia, utilizando a determinacéo do
indice Baciloscopico para M. leprae em secrecdo nasal, no qual foi encontrado o percentual
de positividade de 1,98% (2/101). Esse é um teste laboratorial de baixa sensibilidade, por
requerer, no minimo, para sua deteccdo, de 10* microorganismos por grama de tecido
(ALMEIDA et al., 2004), porém, tem alta especificidade (Tabelas 11 e 12). Outro estudo
mostra que foi encontrado um percentual muito baixo de M. leprae, em amostra de secre¢do
nasal (4%), em contatos de casos multibacilares ndo tratados (JOB et al., 2008).

Acredita-se ainda, que os bacilos ndo estejam de forma continua na mucosa nasal e
que a maioria das infecgdes subclinicas poderia desaparecer espontaneamente, nao evoluindo
para o estagio de doenga (MARTINS et al., 2010).

Outros trabalhos tém demonstrado o uso da sorologia para determinar o anti-PGL-I e
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PCR convencional para deteccdo do DNA do M. leprae em swab nasal, como estratégia para
identificar o alto risco de hanseniase em contatos (ARAUJO et al., 2012).

A positividade do teste ML-Flow nos contactantes € um indicador indireto da
disseminacéo da infeccdo pelo Mycobacterium leprae. Na populagdo em geral, o achado de
positividade oscila entre 15,6% a 20,5% (ANDRADE et al., 2008). Em criangas esse
percentual cai para 13,3% (ARAUJO et al., 2012). O nosso achado de 33,7% é justificado por
esse estudo ter sido realizado em uma area endémica para hanseniase. Em um trabalho
realizado em Minas Gerais, obteve-se uma soropositividade em 17,8% (ANDRADE et al.,
2008), enquanto na Amazonia, a soropositividade chega a 37,5% em contatos menores de 15
anos (BARRETO et al., 2012). Além disso, é importante ressaltar que os levantamentos
populacionais sugerem que a infec¢do subclinica é muito mais comum que a manifestacéo
clinica da doenca (ANDRADE et al., 2008).

Alguns autores questionam a falso positividade dos resultados da sorologia, visto
que, a presenca de anticorpos anti-BSA (soro de albumina bovina) no soro de individuos
saudaveis podem interferir no resultado de testes soroldgicos (ROTHBERG E FARR, 1965;
SJOWALL et al., 2011). Todavia em estudo mais recente foi confirmado, que o uso de HSA
(soro de albumina humana) como transportador de Antigeno ndo aumenta, nem melhora o
desempenho dos testes soroldgicos de hanseniase (MOURA et al., 2014). Além disso,
segundo FRANKEL, 2010, o anticorpo anti-PGL-1 ndo € especifico para M. leprae, como
citado por SPENCER et al., 2005, pelo menos no cenario Indiano, porque reage de forma
cruzada com antigenos de Leishmania donovani. No nosso estudo, nenhum dos contatos
apresentava diagndéstico para leishmaniose.

A maior soropositividade ocorreu entre onze e quinze anos incompletos, 37,5%. Esse
dado pode ser justificado pelo longo periodo de incubagdo (SELVASEKAR, 1999), visto que,
0 aumento da soropositividade com a idade evidencia que a carga bacilar aumenta com o
passar do tempo (FERREIRA e ANTUNES, 2008) e também observado no estudo realizado
no Ceard (FROTA et al., 2010). Entretanto, o nimero de criangas infectadas entre cinco e dez
anos mostra que ha um contato precoce com o bacilo.

Em relagdo ao sexo, a maior frequéncia de contatos ocorreu no sexo feminino 39,5%
(17/43). Esta predominancia dos contatos serem do sexo feminino ao contréario do observado
nos casos também ja foi relatado em estudo realizado no Ceara (FROTA et al., 2010).
Segundo alguns autores (SEHGAL at al., 1988; IMBIRIBA at al., 2005), a hanseniase em
adultos é mais frequente no sexo masculino. Entretanto, em relacdo as criangas, ndo héa

diferencas segundo o sexo (SELVASEKAR at al., 1999). Néo existe consenso na literatura
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para esse achado. Um estudo mais recente, (BARRETO at al., 2012), detectou uma taxa de
53,3% de soropositividade para anti-PGL-1 em contatos de portadores de hanseniase, na idade
escolar, do sexo feminino na regido amazénica.

Com relacdo a classificacdo operacional do caso indice, a maior soropositividade
ocorreu entre os contatos dos casos paucibacilares, contrariando o que a maioria dos trabalhos
preconiza, que 0s casos multibacilares sdo os transmissores em potencial. N&o houve
diferenca estatistica para essa varidavel. Alguns estudos ndo encontram essa diferenca de
soropositividade entre contatos de casos multibacilares e paucibacilares (ULRICH et al.,
1991; JAIN et al., 2002; MARTINS et al., 2010). Esse resultado aponta a importancia e a
inclusdo da forma PB como fonte transmissora.

Observamos uma soropositividade mais expressiva em contactantes que dormiam em
ambientes compartilhados com mais de uma pessoa, 0 que vem de encontro com a literatura,
que admite ser o convivio em aglomerados, um fator significante para a transmissdo da
doenca (ANDRADE et al., 1994; SOUSA et al., 2013).

N&o houve diferenca da soropositividade nos contatos em relacdo a cicatriz de BCG
(p = 0,260). Outros trabalhos corroboram com esse achado (FINE et al., 1998; BAKKER et
al., 2006; BARRETO et al., 2012). Esse resultado € esperado, uma vez que o ensaio de ML-
Flow relaciona-se com a presenca de anticorpos para 0 M. leprae, imunidade humoral.
Entretanto, é relatado o efeito protetor da vacina BCG pois, a maioria dos contatos
soropositivos vacinados desenvolve hanseniase PB com manifestacGes clinicas de dimorfa
tuberculdide (MOURA et al., 2008 e ARAUJO et al., 2015). Em individuos maiores de 15
anos € observado que a auséncia da cicatriz da BCG é fator de risco para hanseniase (FROTA
etal., 2010).

A utilizacdo de técnicas, como a PCR convencional, vem contribuir para a detecgdo
do M. leprae e auxiliar os métodos tradicionais de diagndstico da doenca, como a
baciloscopia e histopatologia, constituindo um grande avanco em relacdo ao diagndstico
clinico. Como a doenca pode estar relacionada a associacdo de fatores genéticos e ambientais,
além da exposicdo ao bacilo, a positividade da PCR em amostras de sangue e secre¢do nasal
de contatos ndo caracteriza obrigatoriamente o adoecimento (ALMEIDA et al., 2004).

A avaliacdo extensiva dos testes em estudos de campo, baseados em PCR tém
mostrado uma especificidade de 100% e uma sensibilidade variando de 34% a 80% em
pacientes com formas PB da hanseniase, para uma maior de 90% em pacientes com formas
MB (SCOLLARD et al., 2006).

Nesse estudo, o ensaio de PCR convencional, em swab nasal de contactantes de
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portadores de hanseniase, teve uma positividade de 16,1 %. Outros trabalhos mostram
frequéncias que variam de 1,6% a 19,35% (CARDONA et al., 2008; MARTINEZ et al., 2011;
MARTINS et al., 2010), como por exemplo, 4% (JOB et al., 2008), 4,7% (ARAUJO et al.,
2012), 9,8% (PATTYN et al., 1993), 8,9% (CABRAL et al., 2013), 12,8% (GUERRERO et
al., 2002) e 19% (de WIT et al., 1993). Quando incluimos as amostras inibidas o percentual
se reduz a 13,9% (14/101). Assim, nossos resultados ficaram dentro do intervalo de
positividade encontrado na literatura.

Quantificamos todas as amostras de DNA extraido e as agrupamos de acordo com 0s
resultados das anélises de PCR convencional, em inibidas e ndo inibidas. Observamos que, de
acordo com medidas estatisticas, as razdes da medida da absorbancia 260/280nm, em ambos
0s grupos, ficaram dentro do intervalo que caracteriza uma boa qualidade do material genético
(1,8 — 2,0). Verificamos, contudo, que as amostras que se apresentaram como inibidas tinham
uma concentracdo baixa de DNA, em relacdo as ndo inibidas. Esse ultimo achado parece
justificar os resultados de RLEP PCR inibidos.

Em relacdo a confirmacdo da especificidade da PCR, duas amostras RLEP PCR
positivas (19D e 19E), foram confirmadas por sequenciamento da regido de interesse com 0s
mesmos iniciadores empregados na amplificacdo. Deste modo, o produto sequenciado foi
comparado com sequéncia referéncia RLEP3 (GenBank acesso X17153), confirmando assim
a positividade das amostras analisadas.

Segundo a analise descritiva dos dados, houve diferenca estatisticamente
significante, quanto a positividade da RLEP PCR em relacdo a faixa etaria, com destaque para
o intervalo de 11 a 15 anos incompletos com percentual mais expressivo 38,7%. Como na
analise do teste ML-Flow, esse dado pode ser justificado pelo longo periodo de incubagdo da
patologia. Entretanto, criangas entre cinco e dez anos também manifestaram um contato
precoce com o bacilo 3,6%. Assim, a presenca do DNA do M. leprae, na mucosa nasal dos
contactantes menores de quinze anos, reflete a presenca do bacilo no nariz, o qual deve ser a
fonte de entrada e saida (ARAUJO et al., 2012).

Ao contrario do ML-Flow, a positividade para RLEP PCR foi levemente mais
elevada no sexo masculino em relagdo ao sexo feminino. Todavia esses dados ndo configuram
diferenca estatistica.

Com relacéo a classificacdo operacional do caso-indice, a maior positividade para
RLEP PCR ocorreu entre os contactantes dos casos PB. Esse achado ndo teve significancia
estatistica, porém, sugere que os casos PB também podem ser agentes transmissores.

Segundo Lobato et al., 2011, individuos sem a cicatriz de BCG tém um alto risco de
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desenvolver hanseniase. No nosso estudo, os resultados ndo tiveram significancia estatistica
para essa variavel, quando fizemos a andlise de positividade RLEP PCR em relagdo a
presenca e auséncia de cicatriz de BCG nos contactantes.

A presenca do DNA do M. leprae na mucosa nasal dos contactantes reflete a
presenca do bacilo nesse sitio, ndo determinando infec¢do, mas pode ser uma fonte de
infecgdo ou transmissdo (ARAUJO et al., 2012). Cruzando-se os resultados de RLEP PCR
com ML-Flow, entendemos que o bacilo estimulou a resposta imune e pode indicar infeccédo
subclinica. Vale salientar que todos os casos de baciloscopia positiva tiveram resultado
positivo para RLEP PCR, confirmando a presenca do bacilo na mucosa nasal dos contactantes
desse estudo.

Avaliando-se a associacdo do teste ML-Flow em relacdo a RLEP PCR, observamos
gue os percentuais obtidos ndo tiveram significancia estatistica, visto que 12,9% do ensaio
RLEP ficaram inibidas. O mesmo aconteceu em relagéo a associacao da sensibilidade do ML-
Flow e o IB em secrecdo nasal, possivelmente devido a baixa frequéncia de positividade do
IB, de 2 casos somente.

A concordancia entre RLEP PCR e ML-Flow, bem como, entre RLEP PCR e IB
secrecdo nasal foi considerada fraca, kappa= 0,14 e 0,22, respectivamente. N&o houve
associacdo entre RLEP PCR e ML-Flow, p=0,159. Encontramos uma sensibilidade de 50% e
especificidade equivalente a 69,4% para ML-Flow. Mesmo ndo encontrando associagéo entre
esses testes, a deteccdo de anticorpos Anti-PGL-1 pode auxiliar na detec¢do subclinica da
hanseniase (BUHRER-SEKULA at al., 2000). Entretanto, as pesquisas soroldgicas ndo
refletem infeccdo em todos os individuos, ja que a maioria das pessoas expressa resisténcia ao
M. leprae e, mesmo adoecendo, apresenta baixa carga bacilar (PB) e consequentemente,
baixos niveis de imunoglobulina do tipo IgM reagindo contra o PGL-1. (MARTINS et al.,
2010).

Encontramos associacao entre RLEP PCR e IB secrecdo nasal, p=0,006. Nos nossos
resultados, todos os contactantes com IB positivo, tiveram RLEP PCR positiva. Todavia, a
baciloscopia de secre¢do nasal em contatos apresentou baixa sensibilidade em relacdo a RLEP
PCR e em relacdo a ML-Flow. Este fato pode ser explicado, devido a técnica de IB em
secrecdo nasal requerer no minimo 10* microorganismos por grama de tecido, como j4 foi
mencionado anteriormente. Foi encontrada uma especificidade de 98,5% do IB em secre¢édo
nasal, em relagdo ao teste ML-Flow. Esse achado esta de acordo com o valor encontrado por
Contin et al., 2011, (E=90,2%).

Supde-se a existéncia de infeccdo subclinica transitoria em contatos e que esta possa



75

ser consequéncia da descarga nasal de pacientes baciliferos, com desenvolvimento ou ndo da
doenca. Esse fato sugere que a mucosa nasal seja o provavel sitio inicial da resposta
imunologica (MARTINS et al., 2010). Muitos autores admitem, que ndo somente os doentes
de hanseniase, mas também, contatos saudaveis, poderiam ser carreadores assintomaticos do

M. leprae na mucosa nasal.
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7. CONCLUSOES

Isoladamente, os exames da secrecdo nasal ndo permitiram a deteccdo de infeccéo
subclinica da hanseniase, mas com a combinagdo das trés técnicas usadas nesse estudo, foi
possivel identificar os contatos que deveriam ser monitorados e que poderiam ter papel
Importante na transmissdo da doenca.

A PCR de DNA de M. leprae aliada a sorologia de anticorpos anti-PGL-1 se
mostraram como ferramentas sensiveis e especificas. Tais técnicas quando utilizadas em
conjunto auxiliam no monitoramento dos contatos com maior risco de desenvolver a doenga,
principalmente na infancia. A deteccdo do bacilo por PCR aliada a investigacdo da
soropositividade ao anti-PGL-1 indica que o bacilo presente na cavidade nasal estimulou a
resposta imune e pode indicar infeccdo subclinica, enquanto PCR positiva com ML-Flow
negativo indica abortamento da infecgéo ou futuro caso PB.

A baciloscopia do raspado nasal se mostrou como técnica de baixa sensibilidade, que
isoladamente ndo se mostrou eficaz no nosso objetivo, sendo necessario, 0 emprego de outras
técnicas laboratoriais para a deteccdo de infeccdo subclinicas de contatos de pacientes
portadores de hanseniase.

Visando o controle da endemia, a vigilancia dos contatos deve ser continua. Os
contatos domiciliares, especialmente, os menores de quinze anos, devem ser examinados
sistematicamente, possibilitando, cada vez mais, diagnostico precoce e tratamento adequado,
e diminuicdo das fontes de infeccdo na populagéo.

Este estudo sugere, portanto, a necessidade de novas politicas publicas a serem
adotadas em relacdo aos contatos de hansenianos, principalmente em criangas. Assim,
propomos como alternativas para os casos detectados com infec¢do subclinica, o seguinte
protocolo: acompanhamento sistematico, de acordo com ANDRADE et al., 2008,
quimioprofilaxia, como foi proposto por GOULART et al., em 2008. Adicionalmente, nos
propomos 0 acompanhamento com repeticdo dos testes para os contatos PCR (+) e ML-Flow
(-); o tratamento com esquema de quimioprofilaxia para os contatos PCR (-) e ML-Flow (+), e
o0 tratamento obedecendo o esquema para PB para os contatos PCR (+) e ML-Flow (+), com o

objetivo de se evitar que evoluam para a condicao clinica da doenca.
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DETECCAO DA INFECCAO SUBCLINICA DE MYCOBACTERIUM LEPRAE EM
MENORES DE QUINZE ANOS, CONTACTANTES DE HANSENIANGQOS,

FORTALEZA - CEARA

Recusa

Caso ()

Contactante ( )

Dados sécio-demograficos

Poderia dizer o motivo da recusa?

1l.1dade___ anos

Estado Civil

Estudou até que série série

Parar o questionario aqui

Questionario No

Individuo No Nome do CONTACTANTE (CRIANCA)
2.Cor da pele 1()Branca 2()Parda 3()Amarela 4()Outra
3.Sexo 1()Masculino 2()Feminino
Data de Nascimento /1
Data !/
Caso Indice 1
Tipo de participante Contactante < 15 2 TIPO
anos 3 —
(CASO) Outro 4
PRONTUARIO N° Especificar TIPOUT

Endereco Completo

Telefone

CEP
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2014/2015
1. Caracterizacdo Socio-econdmico e Demografica (CASO)
Vocé conhece ou conheceu Sim L
101. . ; Nao (pule para a 108) 2 CONAHAN___
alguém que tem hanseniase?
102. Se sim, quantas pessoas? QTPESHAN
pessoas —
Parente (com quem 1
convive 2
frequentemente) 3
Parente (com quem 4
tem pouca 5
convivéncia) 6 EMHAN
: Vizinho i —
103. Se sim, quem era? Ami 7
migo
Conhecido QEhilEsE
Colega de trabalho
Outro
(Especificar)
Essa pessoa vivia ou ainda Sim 1
104. vive com vocé na mesma Néo 2 CONVIVE___
casa?
Quanto tempo vocé viveu com
105.
alguém que tinha hanseniase? anos QUVIVHAN__
Com quantas pessoas com
106. hanseniase vocé vive ou pessoas QUANPES
viveu?
107. Qual sua idade? anos IDADE___
108. | Qual sexo? Masculino ! SEXO
Feminino 2 —
Branca 1
Parda 2
109. | Cor da pele Negra 3 COR__
Amarela 4 COROU
Outra
(especificar)
Né&o frequentei a escola 1
Primeiro grau incompleto 2
Primeiro grau completo 3
110/ Vocé estudou até que série? Segundo grau incompleto 4 | GRINSTR
Segundo grau completo 5 -
Superior 6
Pés-graduacgdo 7
N&o respondeu
Em qual dessas faixas de renda Sem rendimento 1 RENDFAM
111 o Menos de um salario minimo | 2 —
a sua familia se enquadra? L. _
Um a menos de quatro salérios 3




(SM=R$724,00/788,00) minimos 4
(Pai ou responsavel) Quatro a menos de oito sglgrlos 5
minimos 6
Oito a menos de doze salarios 7
minimos
Doze salarios minimos ou mais
Né&o sei
Né&o respondeu
2. Situacdo Clinica (S6 para CASOS, pule para 301, se contactante)
CODIGOS/CATEGORIAS
Indeterminada 1
Tuberculdide 2
e Virchowiana 3
201 Classificacéo clinica Dimorfa BT 4 CLASS
1 (CASO) Dimorfa BB 5 CL__
Dimorfa BL 6
Neural Pura 7
Ignorada 8
Classificagdo Operacional Paucibacilar 1
202. cao =P Multibacilar 2 Lo
(CASO) OP_
Ignorado 3
. ~ Unica 1
Numero de lesdes
203. Duas a cinco 2 NLESO
(CASO) Mais que cinco 3 ES__
Tem alguma incapacidade Qual?
204./ 1.( )Presenca 0.( )
Auséncia
Data do diagnostico
205.
(CASO) I
Encaminhamento 1
Demanda espontanea 2
206, Modo de deteccido do CASO Exame de coletividade 3
Exame de contratos 4
Outros modos 5
Ignorado 6
207 Baciloscopia indice Baciloscopico
1 (CASO) Médio
Ja iniciou medicagao? Sim 1
208. «
(CASO) Nao 2
Data do inicio da medicacao
209.
(CASO) ]
Histopatologia  1.Sim 2.Néo
Indeterminada 1
Exame confirmatorio para Tuberculbide 2
210.| MH? Borderline Tuberculdide 3
(CASO) Borderline borderline 4
Borderline lepromatosa 5
Lepromatosa 6




3. Andlise dos Habitos e Informacdes Laboratoriaisft CONTACTANTE)
Quantos dormem no mesmo
301.| A Atualmente, ___ pessoas DORMECA___
cdémodo que vocé?
Outras pessoas da casa usam
a mesma cama ou mesma Sim| 1
302. . . Ndo| 2 |CAMAREDE__
rede que vocé para dormir ou o
Néosei| 3
descansar?
Menos de 1X/més| 1
Frequéncia com que sdo 1X/més| 2
. 1X/15dias| 3 || AVADORM
303.| lavados lengois ou a rede 1X/semana| 4 —
onde vocé dorme: diariamente | 5 |ESPLAV_____
outra 6
(especificar)
o ] Sim| 1
304.| Vocé cria algum animal? Nio| 2 CRIANIMAL
1.Cachorro CACHOR____
2.Gato GATO__
3.Péssaros PASSAR__
Se sim, qual? 4.Galinha/pato/marreco GALPAT__
5.Macaco MACACO__
305. 6.Vaca/boi VACABOI___
7.Cavalo CAVALO
8.Porco PORCO____
9.Jumento JUMENT__
10.0utro OUTANI___
Especificar ESPANIM
\océ ja tomou BCG? Sim| 1 TOMOUBC
361 (CONTACTANTE) Ndo| 2 G
Nao Sei| 3 B
Presenca de cicatriz no . CICATRIZB
307.|  brago direito? Sim| 1 5
(CONTACTANTE) Nao| 2
Positivo| 1
s R Nasal Negativo | 2 PCR___
' (CONTACTANTE) N&o realizado | 3
Inibido| 4
ML-Flow Posn!vo 1 ML-
309. Negativo| 2
(CONTACTANTE) Nio realizado | 3 Flow___
Invélido| 4
310.| IB (CONTACTANTE) Positivo | 1
Negativo| 2
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o Responsavel Legal

PROJETO DE PESQUISA INTITULADO “Deteccdo da infeccdo subclinica de
Mycobacterium leprae em menores de quinze anos, contactantes de hansenianos, Fortaleza —
Ceara”.

Todas as criancas menores de quinze anos, contactantes de pacientes hansenianos,
atendidos no Centro de Dermatologia Dona Libania, no periodo de 2014/2015, Fortaleza-
Ceard, estardo sendo convidadas, através de um Representante Legal, a participar desse
projeto. Os avancos na area da salde ocorrem através de estudos como este, por isso a
participacdo do menor é importante. Os objetivos deste estudo sdo: identificar infeccdo em
contatos menores de 15 anos pelo método da baciloscopia do raspado da mucosa do nariz;
avaliar o resultado do ML-Flow na exposicdo ao M. leprae e empregar o PCR para deteccdo
de DNA do M. leprae na secrecdo nasal.

Caso 0 menor participe, serd necessario coleta de secre¢do nasal das duas narinas
com auxilio de um tipo de cotonete e responder, por meio de entrevista, 0 questionario sobre
informagdes da doenga hanseniase. O menor ndo sentird desconforto durante a coleta da
secrecdo do nariz. Sera pesquisada na secrecdo nasal a presenca de material genético da
bactéria da hanseniase. Também sera necessario coleta de 5ml ou 50 pl de sangue e 0 menor
podera ter o desconforto, quando receber a picada para colher o sangue do seu antebraco, ou
polpa digital. Este estudo ndo proporciona beneficio direto para o menor, trata-se de estudo
experimental e somente no final do estudo, poderemos concluir a presenca de algum
beneficio.

O Representante Legal do menor podera ter todas as informacdes que quiser e podera
ndo permitir a participagdo do mesmo na pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela participagdo do menor no estudo, néo
havera qualquer tipo de pagamento, mas o Representante Legal tera a garantia de que todas as
despesas necessarias a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. O nome do
menor ndo aparecera em qualquer momento no estudo, pois 0 mesmo sera identificado com
um numero (registro do laboratorio).

Em qualquer etapa do estudo, o Representante Legal do menor terd acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. Os
investigadores sdo: Dra. Cristiane Cunha Frota e Dra. Delaide Sampaio Dias Lourenco, que
poderdo ser encontradas nos enderec¢os: Laboratdrio de Micobactérias, Bloco da Biomedicina,

Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceard, Rua Monsenhor Furtado, S/N.
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Rodolfo Teofilo, Fortaleza-Ceara. Telefone (85) 3366- 8303 e Centro de Dermatologia Dona
Libania, 1033 — Centro, Fortaleza-Ceara. Telefone (85) 3101-5453.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
e/ou que foram lidas para mim, descrevendo o projeto de pesquisa “Estudo da deteccao
de Mycobacterium leprae em menores de quinze anos, contactantes de hansenianos,

Fortaleza-Ceard”.

Eu , em pleno gozo das

minhas faculdades mentais, com 18 anos ou mais, detentor de integral competéncia, li e/ou
ouvi o esclarecimento acima e ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos  permanentes.  Sendo 0  Responsavel legal, do  menor

concordo voluntariamente em dar

consentimento, para 0 mesmo participar deste estudo, e entendo que sou livre para
interromper meu consentimento a qualquer momento, sem justificar minha decisdo. Sei que
seu nome ndo serd divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro pela

participacdo no estudo.

Assinatura do Responséavel legal Data / /

Obs.:Em caso de diavida sobre a participacdo do menor nesse estudo, vocé podera solicitar
informacdes no Comité de Etica da Universidade Federal do Cear4, localizado a rua Coronel
Nunes de Melo, 1127- Rodolfo Tedfilo. Telefone (85) 3366-8344.

RESPONSAVEL LEGAL

Natureza (Grau de Parentesco, Tutor, Curador, etC).........cccvvveveerenereseneninns
Documento de Identidade N° .........ccccoovviinienienn. Sexo: M( ) F()

Assinatura da testemunha* Data / /

*para casos de pacientes menores de 15 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.
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(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido do

representante legal do menor para a

participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO C — Termo de Assentimento para 0 Menor (TAM)

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR

\Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “Deteccdo da infeccdo
subclinica de Mycobacterium leprae em menores de quinze anos, contactantes de
hansenianos, Fortaleza — Ceard”. Seus pais ou responsaveis permitiram que voceé participe.

Queremos saber se 0s menores de 15 anos, contactantes de casos novos de
hanseniase, estdo infectados, através de exames de laboratorio. A pesquisa sera feita no Centro
de Dermatologia Dona Libania. Para isso, precisamos colher material (secregéo) do seu nariz
com o auxilio de um swab (cotonete) e uma pequena amostra de sangue,onde sera dada uma
“espetadinha” no dedo indicador esquerdo (da mao direita, se vocé for canhoto), ou colher
5ml de sangue no seu antebragco. O uso do material € seguro, mas é possivel que vocé sinta
um desconforto quando receber a picada no dedo ou antebraco. Caso aconteca algo errado,
vocé pode nos procurar pelos telefones 3101-5453 (Dra. Delaide Sampaio) ou 3366-8344
(Dra. Cristiane Frota). Somente no final do estudo, é que poderemos concluir um beneficio
para Voce.

\Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu, ndo tera
nenhum problema se desistir.

Ninguém saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa
vao ser publicados, mas sem identificar as criangas que participaram da pesquisa.

Eu aceito participar da

pesquisa “Estudo da deteccdo de Mycobacterium leprae em menores de quinze anos
contactantes de hansenianos Fortaleza-Ceara”. Entendi que posso dizer “sim” e participar,
mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar furioso. Os
pesquisadores tiraram minhas ddvidas e conversaram com 0S meus responsaveis. Recebi uma
copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Fortaleza, de de

Assinatura do menor

Assinatura do (a) pesquisador(a)
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ANEXO D - Coloracdo Ziehl — Neelsen a frio

1.

2.

Colocar a lamina em suporte apropriado;

Gotejar sobre a lamina a fucsina de Ziehl-Neelsen até a completa submersao

dos esfregacos;
Deixar em temperatura ambiente durante 20 minutos;
Retirar a lamina do suporte e lavar em agua corrente;

Gotejar a solucdo descorante (alcool-acido a 1%) sobre os esfregacos até que

0s mesmos tomem uma coloracédo rosada;
Lavar novamente a ldmina em agua corrente;

Colocar a lamina em suporte apropriado, gotejar sobre a lamina azul de
metileno até completa submersdo do esfregaco. Marcar 1 minuto, retirar a
lamina do suporte, lava-la em agua corrente e deixa-la secar a temperatura

ambiente.
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ANEXO E - Protocolo para extracdo de DNA a partir de swabs contendo amostras de

secre¢do nasal, utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Alemanha)

1.

10.

11.

12.

13.

Cortar o swab com uma lamina de bisturi esteril, dentro de uma placa de Petri
esterilizada. \Verter o restante do tampéo, contido no tubo de coleta, para um

ependorf de 2,0ml;
Adicionar 180pL do tampéo ATL;

Colocar 20uL de proteinase K, agitar em vortex por 5 segundos e incubar a
56°C por 24h;

Adicionar 200uL de AL e agitar em vortex por 5 segundos;

Adicionar 200uL de etanol absoluto e novamente agitar em vortex por 5

segundos;
Preperar coluna e tubo do Kit;

Pipetar toda a solugéo (610uL) para o conjunto (coluna mais o tubo do kit), e

centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto;
Descartar a solucdo mais o tubo e ficar apenas com a coluna;

Colocar a coluna em um novo tubo de 2,0ml (kit) e adicionar 500uL de AW1.
Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto e descartar a solugdo mais o tubo e ficar

apenas com a coluna;

Colocar a coluna em um novo tubo de 2,0ml (kit) e adicionar 500uL de AW2.
Centrifugar a 14000 rpm por 3 minutos. Descartar a solu¢cdo mais o tubo e ficar

apenas com a coluna;

Colocar a coluna em um tubo de 1,5ml, adicionar 50pL de AE e deixar em
repouso por 1 minuto. Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto;

Adicionar na coluna 30uL de AE. Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto;

Descartar a coluna, tampar o tubo e etiqueta-lo. Guardar o DNA extraido no

freezer a -20°C.



