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RESUMO

O desenvolvimento da hanseniase est4 relacionado a determinantes biologicos, assim como de
convivio. Nas ultimas décadas ocorreram avangos com relacdo a identificacdo do
Mycobacterium leprae (M. leprae) em amostras clinicas. Dada a complexidade da doenca,
analisar as relagdes entre seus determinantes se faz necessario para melhor compreensao do
processo de adoecimento relacionado a ela. O objetivo deste estudo foi analisar a relagdo da
viabilidade molecular do M. leprae com caracteristicas individuais, de convivio, da resposta
imune e o adoecimento de contatos de casos de hanseniase. Realizou-se uma revisao sistematica
e um estudo epidemioldgico. O intuito da revisao foi identificar a relagdo entre a presenca e/ou
a viabilidade molecular do M. leprae com o processo de infec¢do e/ou adoecimento de contatos
de casos de hanseniase. O estudo epidemiologico foi observacional, realizado com uma coorte
de contatos com quatro acompanhamentos entre 2014 e 2024, em seis municipios de Minas
Gerais. Foram avaliados dados clinicos, epidemioldgicos, de convivio e sorologicos obtidos por
acesso a banco de dados de pesquisa anterior do Nucleo de Estudos e Pesquisas em Hanseniase
(NEPHANS). Neste estudo, foram realizadas andalises moleculares para identificagdo dos alvos
RLEP, 16S e hspl8 do M. leprae em swab nasal. A caracteriza¢dao da populacdo de estudo foi
feita a partir da analise descritiva dos dados. Para as anélises estatisticas utilizou-se os testes
Kolmogorov-Smirnov, McNemar, Kappa, Qui-Quadrado (X?) ou exato de Fisher, Mann-
Whithney e coeficiente Phi (¢). Em todas as andlises considerou-se um nivel de significancia
de 5%. Os resultados da revisdo sistematica evidenciaram que ha grande diversidade de
marcadores moleculares ja testados em relagdo a identificacdo do DNA de M. leprae em
contatos, entretanto em nenhum dos estudos recuperados, foi avaliada a viabilidade molecular
do bacilo entre os contatos em relacao a infecgdo e ao adoecimento. Concluiu-se que a detecgao
do DNA do M. leprae per se ndo fornece evidéncias suficientes para atrelar a positividade
molecular ao desenvolvimento de infec¢do e adoecimento entre contatos. As analises
moleculares realizadas neste estudo, evidenciaram positividade ao RLEP em mais de 90% dos
contatos. Os alvos 16S e hsp 18 apresentaram 79,4% e 39,2% de positividade, respectivamente,
no primeiro ano. Considerando a transitoriedade da exposi¢do, 92,2% apresentaram bacilo
vidvel na mucosa nasal em algum momento do seguimento, identificado pelo 16S, e 64,7% pelo
hspl8. Apesar disso, a permanéncia da viabilidade foi observada em 51% pelo 16S e em 11,8%
pelo Aspl8. Na analise bivariada, apenas a varidvel densidade domiciliar apresentou associagao
significativa com o alvo Aspl8, sendo que a maior positividade foi entre os contatos que
moravam em residéncias com maior densidade de pessoas. Foi identificado adoecimento em
um unico contato. Os resultados evidenciam uma alta prevaléncia de M. leprae viavel entre os
contatos avaliados. Nao foi possivel definir um modelo que relacione as caracteristicas dos
contatos com a identificacao de bacilo viavel no organismo destes. Apesar disso, a densidade
domiciliar e de dormitorio, as variaveis relacionadas ao caso indice e o resultado da sorologia
apresentaram o mesmo comportamento em relacdo ao 16S e Aspl8. Sugere-se que, na regidao
avaliada, a exposicdo ao bacilo vidvel ¢ favorecida pela maior densidade domiciliar e de
dormitorios e pelas caracteristicas clinicas do caso indice. E que, diante da permanéncia da
viabilidade, a auséncia de anticorpos indica o importante papel da imunidade inata nessa
populacdo. Os resultados fornecem pistas para investigagdes futuras, para a criagdo de um
modelo que direcione a vigilancia de contatos, elencando aqueles a serem avaliados quanto a
viabilidade do M. leprae antes do surgimento de sinais clinicos. E desta maneira, contribuem
para o desenvolvimento de a¢des que visem alcancgar a identificagdo precoce da infecg¢do e
consequentemente a interrupcdo da transmissao da hanseniase.

Palavras-chave: hanseniase; epidemiologia molecular; ambiente domiciliar; condi¢des sociais;
imunidade.



ABSTRACT

The development of leprosy is related not only to biological determinants but also to living
conditions. In recent decades, progress has been made in identifying Mycobacterium leprae (M.
leprae) in clinical samples. Given the complexity of leprosy, analyzing the relationship between
its many determinants is necessary for a better understanding of the illness process related to it.
This study aimed to investigate the relationship between the molecular viability of M. leprae
and individual characteristics, living conditions, the immune response, and the illness of
contacts of leprosy cases. A systematic review and an epidemiological study were carried out.
The review aimed to identify the relationship between the presence and/or molecular viability
of M. leprae and the process of infection and/or illness of contacts of leprosy cases. The
epidemiological study was observational carried out with a cohort of contacts with four follow-
ups between 2014 and 2024, in six municipalities in Minas Gerais state. Clinical,
epidemiological, social and sorological data obtained through access to a previous research
database of the Nucleo de Estudos e Pesquisas em Hanseniase (NEPHANS) were evaluated. In
this study, molecular analyses were carried out to identify the RLEP, 16S, and Asp18 targets of
M. leprae in nasal swabs. The study population was characterized using descriptive data
analysis. The Kolmogorov-Smirnov, McNemar, Kappa, Chi-Square (X?) or Fisher's exact,
Mann-Whithney, and Phi coefficient (¢) tests were used for statistical analysis. A significance
level of 5% was used in all the analyses. The results obtained from the systematic review
showed a great diversity of molecular markers already tested for identifying M. leprae DNA in
contacts; however, none of the studies retrieved evaluated the molecular viability of the bacillus
among contacts regarding infection and illness. It was concluded that detecting M. leprae DNA
per se does not provide sufficient evidence to link molecular positivity to infection development
and illness among contacts. The molecular analyses conducted in this study identified a
positivity for RLEP in over 90% of contacts. The 16S and Asp 18 targets were 79.4%, and 39.2%
positive, respectively, in the first year. Considering the transience of exposure, 92.2% had a
viable bacillus in the nasal mucosa at some point during follow-up, identified by 16S, and
64.7% by hspl8. Despite this, the permanence of viability was observed in 51% by 16S and
11.8% by hspl8. In the bivariate analysis, only the household density variable showed a
significant association with the A4spl§ target, with higher positivity observed among contacts
living in households with a higher density of people. Illness was identified in only one contact.
The results demonstrate a high prevalence of viable M. leprae among the evaluated contacts. It
was not possible to define a model linking the characteristics of the contacts to the identification
of viable bacilli in their bodies. However, household and dormitory density, variables related
to the index case, and serology results exhibited similar behavior in relation to 16S and Asp18.
It 1s suggested that, in the evaluated region, exposure to viable bacilli is favored by higher
household and dormitory densities and the clinical characteristics of the index case.
Furthermore, in the presence of viable bacilli, the absence of antibodies highlights the important
role of innate immunity in this population. The results provide insights for future investigations
to develop a model that could guide contact surveillance, identifying those to be assessed for
M. leprae viability before the onset of clinical signs. In this way, they contribute to the
development of measures to achieve early infection identification and consequently interrupt
leprosy transmission.

Keywords: leprosy; molecular epidemiology; home environment; social conditions; immunity.
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APRESENTACAO

O desenvolvimento deste estudo estd atrelado a uma trajetoria de pesquisa relacionada
a hanseniase, iniciada ainda durante a minha graduagdo em enfermagem. Meu envolvimento
com a tematica comegou por meio de um projeto de treinamento profissional. Posteriormente,
participei de um projeto de iniciag@o cientifica e fui inserida no Nucleo de Estudos em Infecc¢des
e Complicagdes relacionadas a Assisténcia a Saude (NEICAS), vinculado a Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), na linha de pesquisa “Atencdo a saude e aspectos clinicos,
epidemioldgicos e imunologicos dos casos de hanseniase e outras doencas infecciosas”.

Com a participacdo no nucleo de pesquisa e nas atividades de iniciacdo cientifica,
integrei um projeto de pesquisa no qual pude participar de coleta de dados. A partir dessa
experiéncia, desenvolvi meu trabalho de conclusdo de curso da graduagdo no ano de 2017.
Nesse trabalho, foram avaliados testes sorologicos especificos para Mycobacterium leprae (M.
leprae) como potenciais para a vigilancia epidemiologica de contatos domiciliares de casos de
hanseniase. Posteriormente, ingressei no curso de mestrado em enfermagem do Programa de
Pos-Graduagdo em Enfermagem da UFJF. Durante o mestrado, ainda vinculada ao NEICAS,
continuei pesquisando sobre hanseniase. Para a constru¢ao da dissertagao, defendida em 2020,
a pesquisa envolveu tanto os testes soroldgicos quanto quimiocinas, avaliando o uso destes
marcadores na vigilancia de contatos domiciliares e sociais de casos de hanseniase.

Ainda durante o mestrado, no ano de 2019, tive a oportunidade de me vincular ao Nucleo
de Estudos e Pesquisas em Hanseniase (NEPHANS), da Escola de Enfermagem da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A partir deste vinculo, participei de discussoes
e estudos relacionados as trés linhas de pesquisa desenvolvidas pelos integrantes do nucleo. No
entanto, participei de maneira mais aprofundada nos estudos inseridos na linha de pesquisa
“Processo de exposi¢do, infec¢do e adoecimento em hanseniase”, a qual estou vinculada.

Com o ingresso no curso de doutorado no Programa de Pos-Graduagao em Enfermagem
da UFMG, em 2020, passei a participar do projeto “Susceptibilidade genética de contatos
domiciliares de casos de hanseniase e sua relagdo com os marcadores sorologicos e a presenga
e viabilidade do Mycobacterium leprae”, do qual esta tese se originou. Esse projeto da
sequéncia a outro, desenvolvido no ambito no NEPHANS, intitulado “Analise do processo de
exposicao, infec¢do e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio
de marcadores de infeccdo e de suscetibilidade genética ao Mycobacterium leprae”. Em linhas

gerais, o objetivo de ambos os projetos envolve a analise do processo de exposi¢ao, infec¢ao e
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adoecimento em casos de hanseniase e em seus contatos, por meio de marcadores sorologicos
e genéticos dos casos e contatos, ¢ da presenca e viabilidade do M. leprae.
O presente estudo analisou a vertente relacionada aos marcadores da presenga e

viabilidade do bacilo em contatos, utilizando, ainda, dados dos marcadores sorolégicos.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase, doenca causada pelo M. leprae, possui carater cronico e infeccioso
(Hastings et al., 1988). As vias aéreas superiores, em especial a mucosa nasal, ¢ assumida como
a principal porta de entrada e saida do bacilo (Araujo ef al., 2016), e sua transmissao ocorre a
partir de uma pessoa bacilifera sem tratamento (Brasil, 2022a). O diagndstico da doenga
permanece eminentemente clinico a partir da identificagdo dos sinais e sintomas
dermatoneurologicos (Brasil, 2022b). O periodo de incubagao pode durar de dois a dez anos, o
que impacta em atraso no diagnéstico (World Health Organization, 2023) e contribui para a
manuten¢do da cadeia de transmissao do bacilo (Brasil, 2022b).

Permanecendo como um problema de satde publica no Brasil, em 2023 houve aumento
de 16% na deteccdo de casos novos em relagdo a 2022 (World Health Organization, 2024). A
eliminagdo da doenca e a interrup¢do da transmissdo sdo pontos centrais da estratégia global
2021-2030 “Rumo a zero hanseniase”, da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (Organizagao
Mundial da Satde, 2021). Fatores como identificagdo de casos apresentando grau de
incapacidade fisica (GIF) 2 e diagnéstico em menores de 15 anos indicam, respectivamente,
falhas na deteccdo oportuna de casos e transmissdo recente da doenga (World Health
Organization, 2024). No Brasil, continua sendo diagnosticada em todos os estados (Brasil,
2024a), e os registros envolvem casos com GIF2 e em menores de 15 anos (World Health
Organization, 2024). Para alcancar a eliminac¢ao da hanseniase e interrupcao de sua transmissao,
o diagndstico precoce ¢ uma das principais estratégias (World Health Organization, 2023).

A transmissao e infec¢do pelo M. leprae ¢ favorecida quando ha contato proximo e
prolongado com um individuo com alta carga bacilar (Brasil, 2022a). Neste sentido, o ambiente
domiciliar se configura como um importante local de transmissdo do bacilo, de maneira que
pessoas que convivem no mesmo domicilio que um caso de hanseniase apresentam maior risco
de adoecer (Niitsuma et al., 2021). Além dos contatos domiciliares, os contatos sociais também
devem ser alvo de vigilancia epidemioldgica, especialmente em regides de alta endemicidade,
uma vez que, nesse cendrio, a exposicao ao bacilo fora do domicilio € constante (Carvalho et
al.,2017). Atualmente, considera-se contato de um caso de hanseniase “toda e qualquer pessoa
que resida ou tenha residido, conviva ou tenha convivido com o doente de hanseniase, no
ambito domiciliar, nos ultimos cinco anos anteriores ao diagnostico da doenca, podendo ser
familiar ou ndo” (Brasil, 2022b).

O desenvolvimento de um teste que permita identificar casos de hanseniase, tanto

sintomaticos sob qualquer forma clinica, e especialmente os assintomaticos poderia contribuir
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para o diagnoéstico precoce e eliminagdo da doenca (Bahmanyar et al., 2016). Entretanto, o ndo
cultivo do M. leprae in vitro (Colston e Hilson, 1976), dificulta, até os dias atuais, o
desenvolvimento de um teste capaz de definir o diagnéstico precoce da hanseniase. Alguns
exames laboratoriais vém sendo utilizados como complementares ao diagndstico e auxiliares
na classifica¢do, como a baciloscopia e a histopatologia. Além destes, o teste soroldgico rapido
que detecta anticorpos em resposta ao Phenolic glycolipid 1 (PGL-1), o teste anti-PGL-1, e o
teste de biologia molecular para detec¢ao de M. leprae por reagao em cadeia da polimerase em
tempo real (qQPCR) foram aprovados no ano 2022 para serem implementados na rotina do
Sistema Unico de Saude (SUS), com o intuito de auxiliar o diagndstico precoce a partir da
investigagdo de contatos (Brasil, 2022b).

O teste soroldgico rapido anti-PGL-1 foi aprovado para ser utilizado na Atencdo
Primaria a Saude (APS) como ferramenta de apoio na avaliagcdo de todos os contatos de casos
de hanseniase. O teste molecular de qPCR, por sua vez, foi aprovado com intuito de detectar o
marcador genético do M. leprae em amostras de pele ou de nervos coletadas a partir de bidpsias,
e devera ser utilizado apenas no nivel da aten¢do especializada para auxiliar o diagndstico de
hanseniase em contatos encaminhados pela APS com alteragdes suspeitas inconclusivas. Estes
testes deverao ser utilizados em complementariedade a outras a¢des de investigagdo e controle,
que incluem anamnese, avaliacdo dermatoldgica e neuroldgica, vacinacdo com Bacilo
Calmette-Guérin (BCQ), educacao em satde e vigilancia passiva ou ativa dos contatos (Brasil,
2022b).

O teste rapido ML Flow, preconizado para utilizagdo na APS, identifica a presenca do
anticorpo imunoglobulina M (IgM) em resposta ao PGL-I. Contatos com sorologia positiva
anti-PGL-1 apresentam risco aumentado de desenvolver hanseniase no futuro (Biihrer-Sékula
et al., 2003). Entretanto, este resultado pode estar associado tanto a infec¢do subclinica, quanto
a exposicao (Romero et al., 2022). Por outro lado, muitos individuos nao irdo formar anticorpos,
mesmo diante da infeccao por M. leprae (Biihrer-Sékula ef al., 2003), uma vez que algumas
pessoas desenvolvem biomarcadores da resposta imune celular (Romero et al., 2022). Além
disso, a imunidade inata também est4 envolvida na resposta ao bacilo (Froes, Trindade e Sotto,
2022).

Ja o teste de biologia molecular, como o de qPCR também preconizado no SUS, fornece
informacao a respeito da presenca do M. leprae no organismo a partir do alvo repetitive element
(RLEP) do bacilo, independentemente da resposta imune do hospedeiro (Brasil, 2022b).
Entretanto, a coleta de amostras de pele ou de nervos por bidpsia € um procedimento invasivo,

de maneira que a indicagdo para este teste ¢ de que seja realizado apenas na atencgdo
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especializada, o que torna um fator inviabilizador de seu uso difuso. Além disso, a identificagao
da presenga do acido desoxirribonucleico (DNA) do M. leprae em si ndo significa que este
esteja viavel. Sendo assim, técnicas que avaliam a viabilidade do bacilo sdo importantes na
identificacao do processo de infeccdo e adoecimento por hanseniase (Martinez et al., 2009).

Nas ultimas décadas, muitos investimentos foram realizados na busca por superar as
limitagdes no desenvolvimento de testes diagndsticos para a hanseniase. A utilizagdo de
modelos animais, como a técnica de inoculacdo em camundongos descrita por Shepard,
contribuiu para a melhoria nas pesquisas (Shepard, 1960). A compreensdo da estrutura
molecular do M. leprae foi conhecida ap6s o sequenciamento do seu genoma (Cole et al., 2001).

A partir de entdo, ensaios de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e qPCR foram
desenvolvidos para amplificar diferentes alvos génicos como por exemplo RLEP (Carvalho et
al., 2018), 16S (Gama et al., 2018; Manta et al., 2019), 18 kDa (Davis et al., 2013), Ag 85B
(Carvalho et al., 2018; Martinez et al., 2006), entre outros, com a finalidade de detec¢do de
pequeno numero de bactérias. Além disso, a analise molecular tem sido realizada utilizando
acidos nucleicos procedentes de diferentes amostras clinicas como swabs nasal e oral (Carvalho
et al., 2018), biopsia de pele e de nervos (Azevedo et al., 2017; Tiwari et al., 2017), raspado
intradérmico (Gama et al., 2019) e sangue (Wen et al., 2013).

Ensaios com qPCR baseados na deteccdo quantitativa de fluorescéncia melhoraram a
especificidade e sensibilidade para quantificacdo de DNA ou conteido de DNA complementar
(cDNA) bacteriano diretamente em amostras clinicas, além do que o tempo de resposta ficou
mais rédpido (Martinez et al., 2009). A variabilidade das formas clinicas da hanseniase, em
especial aquelas com carga reduzida de M. leprae, assim como a necessidade de identificagao
de contatos domiciliares que podem estar infectados, mostraram a relevancia de aprimorar cada
vez mais o desempenho dos ensaios moleculares para detec¢ao do bacilo (Marques et al., 2018;
Phetsuksiri et al., 2006).

Hé evidéncia de alta prevaléncia de portadores assintomaticos do bacilo na mucosa nasal
entre os contatos de casos de hanseniase, e que estes podem contribuir para a sua dispersao
(Araujo et al., 2016). Neste estudo serdo avaliados os alvos RLEP, 16S &cido ribonucleico
ribossomico (rRNA) e hspl8 écido ribonucleico mensageiro (mMRNA) do M. leprae para
identificacdo do bacilo em amostras de swab nasal de contatos domiciliares de casos de
hanseniase.

Para além da presenca do M. leprae no organismo, ja avaliada em outros estudos (Gama
et al., 2018; Manta et al., 2019; Marques et al., 2018; Martinez, A. N. et al., 2011) e dos

aspectos biologicos, que sdo os genéticos (Alter et al., 2011) e imunoldgicos (Nath, Saini e
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Valluri, 2015), determinantes que refletem condi¢des de vida (Nery ef al., 2019; Pescarini et
al., 2018) também influenciam o desenvolvimento da hanseniase. Entre eles estao baixos niveis
de escolaridade (Leano et al., 2019; Nery et al., 2019; Pescarini et al., 2018) e renda (Boigny
etal.,2019; Nery et al., 2019), escassez e inseguranca alimentar (Leano et al., 2019; Pescarini
et al., 2018), além de condigdes sanitarias precarias (Pescarini et al., 2018) e baixo indice de
desenvolvimento humano (IDH) (Lana et al., 2009).

Entre os contatos, o convivio intradomiciliar com caso indice apresentando alta carga
bacilar (Niitsuma et al., 2021), ter mais de cinco anos de convivio com o caso indice, morar em
uma casa com mais de quatro moradores (Leano et al., 2019) aumentam o risco de adoecimento
por hanseniase. Em uma regido endémica do Brasil, identificou-se que 52,1% dos participantes
de um estudo tinham sobreposicao de casos na mesma rede de convivio domiciliar e quase 65%
dos casos foram diagnosticados apds diagndstico de outros casos proximos, sendo necessario
considerar as redes de convivio como importantes na transmissao da hanseniase (Boigny et al.,
2019).

Como a hanseniase apresenta determinantes a nivel individual (Alter et al., 2011; Nath,
Saini e Valluri, 2015), assim como atrelados ao convivio do individuo (Leano ef al., 2019; Nery
et al., 2019; Pescarini et al., 2018), faz-se necessaria uma avaliagdo que considere ambas as
dimensdes para a compreensao do processo saude-doenca a ela relacionado.

Com base nesta delimitagdo, questiona-se: Quais sdo os principais fatores que se
relacionam com a viabilidade molecular do M. leprae em contatos de casos de hanseniase?
Parte-se da hipotese que contatos que convivem em nucleos familiares com maior densidade de
pessoas e maior grau de exposicao bacilar tém maior possibilidade de apresentar o M. leprae
vidvel em suas mucosas nasais € que a resposta imune impacta na permanéncia da viabilidade
bacilar influenciando no processo de adoecimento.

Considera-se que existe uma relacdo entre os processos bioldgicos de um individuo em
sua dimensdo singular, e que seu modo particular de vida se expressa nestes processos
biologicos bem como na sociedade em que o individuo habita (Breilh, 2006). As relagdes que
se estabelecem na sociedade e a maneira como a sociedade se organiza determinam o acesso as
possibilidades do ser humano, bem como as restri¢des a que podem se submeter, impactando
assim em sua vida, satde e doenca (Albuquerque e Silva, 2014). As condigdes sociais
determinadas na dimensao particular, repercutem nas formas de convivio, assim como no
acesso aos bens e servigos na sociedade. Sabe-se que, o adoecimento por hanseniase ¢
relacionado a indicadores de privagdo, relacionados tanto a questdes individuais, quanto de

convivio (Nery et al., 2019). Para compreender as dimensoes individuais, particulares e gerais,
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na saude e na doenga, ¢ preciso que o olhar sobre as relagdes existentes entre elas se mantenha
articulado reconhecendo os aspectos especificos, as expressdes individuais € o processo da
sociedade em geral (Breilh e Granda, 1986).

Os resultados deste estudo contribuem para o campo da saude e da hanseniase, a partir
da ampliacdo do conhecimento sobre a viabilidade molecular do M. leprae entre os contatos e
dos fatores que interferem nesta viabilidade. Este conhecimento pode subsidiar a criagdo de
novas estratégias de vigilancia epidemioldgica e a tomada de decisao por profissionais e

gestores de saude para o controle da doenga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a relagdo da viabilidade molecular do M. leprae com caracteristicas

individuais, de convivio, da resposta imune e o adoecimento de contatos de casos de hanseniase.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar a literatura sobre a presenca ¢ a viabilidade molecular do M. leprae e o processo

de infeccdo e adoecimento em contatos de casos de hanseniase.

b) Identificar a presenga de M. leprae e sua viabilidade na mucosa nasal de contatos de

hanseniase;

¢) Relacionar a viabilidade molecular do M. leprae na mucosa nasal dos contatos com suas

caracteristicas individuais e de convivio com o caso indice;

d) Avaliar a relagdo entre a permanéncia da viabilidade molecular do M. leprae com a

resposta imune dos contatos e o adoecimento.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo serdo apresentados aspectos teéricos da hanseniase. Divido em trés
partes, inicialmente serdo tratados elementos a respeito da epidemiologia da doenca. No
segundo topico serdo exploradas questdes que determinam o desenvolvimento da hanseniase,
envolvendo facetas da dimensao bioldgica assim como da dimensao social, além de elementos
a respeito da vigilancia de contatos. Por fim, no terceiro tdpico, serdo abordadas as

caracteristicas moleculares do M. leprae ¢ as técnicas que auxiliam na identificagao do bacilo.

3.1 Aspectos epidemiologicos da hanseniase

A hanseniase permanece como um problema de satde publica no Brasil, mesmo diante
de todos os critérios clinicos de diagndstico, exames complementares e tratamento ha anos
estabelecidos. O pais se destaca, em conjunto com India e Indonésia, sendo responsaveis por
79,3% dos novos casos de hanseniase detectados globalmente em 2023. Na figura 1, em que
esté ilustrado o mapa da distribuicao de casos novos construido pela OMS, observa-se o Brasil

em destaque entre os paises das Américas (World Health Organization, 2024).

Figura 1 — Distribui¢do de novos casos de hanseniase por pais no ano de 2023.
Map | Geographical distribution of new leprasy cases, 2023
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Em 2023, foram registrados no pais 22.773 casos novos de hanseniase, representando
um aumento de 16% em relagdo ao registrado no ano anterior. Esse numero de casos novos
corresponde a uma taxa de detec¢ao de 10,50/100.00 habitantes (World Health Organization,
2024), considerada alta segundo parametros do Ministério da Saude (MS) (Brasil, 2016). Esta
taxa ¢ muito superior as taxas global e das Américas que foram de 2,27 e 2,37 por 100.000
habitantes respectivamente, o que demonstra a importancia do Pais na manutengao da carga da
doenca. Ressalta-se que, em 2023, o Brasil foi responsavel por mais de 90% dos casos
diagnosticados na regidao das Américas (World Health Organization, 2024).

A pandemia da Covid-19 afetou a detec¢ao de casos novos da hanseniase, sendo que
entre 2019 e 2021 houve reducdo de praticamente um ter¢o dos registros globais (World Health
Organization, 2024). Entre outras doencas, a hanseniase teve seus atendimentos adaptados
durante o periodo pandémico, com fornecimento unico de medicamento para dois e até trés
meses, impactando o acompanhamento dos casos (Brasil, 2020). Além disso, as medidas de
isolamento, assim como a suspensdo de busca ativa pelos servigos impactaram fortemente a
deteccao precoce dos novos casos (Arquer, et al., 2021). Apos esta redugao acentuada, houve
um aumento de 30% na deteccdo de casos novos a nivel mundial. No Brasil, em 2022, a
deteccdo aumentou 7,2% em relagdo a 2021, ¢ no ultimo ano o incremento foi de 16% em
relagcdo a 2022 (World Health Organization, 2024).

Do total de casos diagnosticados no Pais em 2023, mais de 80% (18.768) foram
diagnosticados como Multibacilar (MB) (World Health Organization, 2024). No periodo da
pandemia, apesar da reducdo na detecc¢do, houve aumento de casos MB, que s@o considerados
0s principais responsaveis pela manutencao da cadeia de transmissao (Silva ef al., 2022). Os
casos diagnosticados como MB em 2023 foram superiores ao percentual registrado em 2022,
indicando que a tendéncia identificada durante a pandemia permanece (World Health
Organization, 2024).

Além disso, durante a Covid-19 houve redu¢do na avaliacdo do grau de incapacidade
fisica entre os casos diagnosticados (Matos ef al., 2021), o que indica importante fragilidade
operacional para a vigilancia de incapacidades fisicas. Entre os casos detectados em 2023, 2.173
apresentaram GIF 2, e 958 casos foram diagnosticados em menores de 15 anos. Estes dados
indicam, respectivamente, dificuldades na detec¢do oportuna dos casos e transmissao recente
do bacilo. Destaca-se que estes dois indicadores mantiveram o percentual em relacdo ao total
de casos novos, comparando os anos 2022 e 2023 (World Health Organization, 2024).

Os casos de hanseniase no Brasil sdo distribuidos de maneira heterogénea, sendo que

nas regioes Norte, Nordeste e Centro-Oeste hd maior concentracdo da doenga. Entretanto, em
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todos os estados do pais hé diagndstico de novos casos (Brasil, 2024b). Apesar de Minas Gerais
ndo estar entre os estados com maior nimero de casos, estudo que avaliou a existéncia de
clusters de alto risco de deteccao da hanseniase no Brasil, verificou que entre os 26 clusters
identificados no pais (Figura 2), trés englobam partes do estado de Minas Gerais (Rodrigues et

al., 2020).

Figura 2 — Clusters de alto risco de detecgdo de hanseniase no Brasil
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Fonte: Rodrigues et al., 2020, p. 3.

No ano de 2022 em Minas Gerais, assim como no Brasil, os diagnosticos de hanseniase
permaneceram sendo realizados com a grande maioria dos casos na forma MB (79,5%). A
detec¢ao geral foi de 5,05/100.000 habitantes, bastante inferior a nacional (Brasil, 2024a),
entretanto nos Ultimos anos o numero de municipios silenciosos no estado vem aumentando,
chamando ateng¢ao para dados como a prevaléncia oculta (Minas Gerais, 2022) e os diagndsticos
de casos com GIF2, que em 2022 representou 19% do total de casos diagnosticados (Brasil,
2024a). Ressalta-se que ao avaliar a prevaléncia oculta da hanseniase em Minas Gerais entre 0s
anos de 2006 e 2020, foi estimado que 21.884,8 casos novos deixaram de ser diagnosticados no
periodo estudado, o que representaria um aumento de 59,1% na prevaléncia registrada no estado
(Kerr, 2022).

Minas Gerais ¢ um estado heterogéneo com relacdo a hanseniase, apresentando regides

de baixa endemicidade e outras hiperendémicas (Minas Gerais, 2022). Entre as regides
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hiperendémicas, destaca-se a microrregido de Almenara/Jacinto, que engloba os municipios que
integram este estudo e estd inserida na Geréncia Regional de Saude (GRS) de Pedra Azul
(Minas Gerais, 2020). A microrregido de Almenara ¢ historicamente hiperendémica para
hanseniase, e os municipios envolvidos neste estudo apresentaram este mesmo carater de
endemicidade, considerando o coeficiente de detecgdo médio dos anos de 1998 a 2006 (Amaral
e Lana, 2008). Esta caracteristica manteve-se na média dos anos de 2013 a 2017, periodo em
que esses municipios se destacaram em comparacdo ao estado como um todo, que foi
caracterizado por alta endemicidade (Minas Gerais, 2019). Assim, embora o ultimo boletim
epidemioldgico, que abrange o periodo de 2017 a 2021, tenha mostrado que a GRS de Pedra
Azul apresentou uma taxa de deteccdo alta, deixando de ser classificada como regido
hiperendémica, sua importancia epidemiologica permanece relevante (Minas Gerais, 2022).

Considerando estes dados, destaca-se a necessidade da efetivagdo das agdes de controle
da hanseniase na regido. Para orientar estas agdes, bem como as metas estabelecidas, tanto a
OMS, quanto 6rgaos competentes a nivel nacional e estadual definem, de tempos em tempos,
documentos e estratégias norteadoras para o controle da hanseniase. A Estratégia Global da
OMS para a Hanseniase 2021-2030 denominada “Rumo a zero hanseniase” esta fundamentada
em quatro pilares, a saber: implementa¢do de um roteiro zero hanseniase, especifico em cada
pais endémico; ampliagcdo da preven¢ao da hanseniase e deteccao ativa de casos; tratamento da
hanseniase e suas complicagdes prevenindo incapacidades; e combate ao estigma, garantindo o
respeito aos direitos humanos (Organizacdo Mundial da Saude, 2021).

A nivel federal, a atual Estratégia Nacional para Enfrentamento a Hanseniase 2024-
2030, tem como missdo “Um Brasil sem hanseniase” e como visdo “Reduzir a carga da
hanseniase no Brasil”. Para alcangar as metas e consequentemente atingir a missdo proposta
nesta estratégia, um de seus alicerces € a vigilancia em satde (Brasil, 2024b). Em Minas Gerais,
no ultimo Plano Estadual de Enfrentamento da Hanseniase foram definidas estratégias de
enfrentamento pautadas em cinco eixos, sendo eles: Fortalecimento das acdes de vigilancia e
integragdo com a APS; Implementacdo da Rede de Atencao a Pessoa com Hanseniase (RAPH);
Fomento a Educacao Permanente e Integracao Ensino-Servigo; Fortalecimento da Educagdo em
Satde e Mobilizacao Social; Gestao e realizagdo de atividades de monitoramento e avaliagao
(Minas Gerais, 2019).

Ainda que cada um destes documentos, Estratégia Global, Nacional e Plano Estadual de
enfrentamento, definam agdes especificas, para se adequar a organiza¢do da rede de satde,
todos t€ém o mesmo intuito: alcangar o controle da hanseniase e das complicacdes a ela

associadas. Destaca-se que, a hanseniase se enquadra entre as doengas tropicais negligenciadas
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e transmissiveis, ¢ uma das metas das Nagoes Unidas é acabar com estas doencas buscando
alcangar o objetivo 3 do desenvolvimento sustentavel da agenda 2030, em que é proposto
assegurar saude e promover o bem-estar para todas as pessoas (Nag¢des Unidas, 2015).

Para o alcance destas metas e objetivos, as acdes de controle da hanseniase devem ser
realizadas em todas as esferas das redes de atencdo a saide. No Plano Estadual de
Enfrentamento da Hanseniase em Minas Gerais esta definida a RAPH, sendo composta por
pontos de atencao nos trés niveis de complexidade. Entre estes niveis deve haver um sistema
de referéncia e contrarreferéncia, de acordo com as necessidades dos pacientes, entretanto a
APS deve ser o local preferencial para o primeiro acesso na rede de atengdo a saude (Minas
Gerais, 2019).

Mais recentemente, no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) da
Hanseniase, um dos principais objetivos foi a promoc¢do da descentralizacdo do cuidado em
hanseniase para a APS de maneira efetiva (Brasil, 2022b). Sendo compartilhadas entre todos os
membros da equipe, como agentes comunitarios de saude, assistente social, farmacéutico,
odontodlogo, técnico/auxiliar de enfermagem, enfermeiro, médico, e demais profissionais que
estejam incorporados a atencdo primaria, as acdes de prevencdo, controle e vigilancia em
hanseniase devem ser realizadas inicialmente na APS (Minas Gerais, 2019). Entre estas agdes
estdo: Educagdo em saude, avaliacdo e acompanhamento de contatos, tratamento até a cura e
vigilancia epidemiologica (Brasil, 2022b).

A educagdo em satde ¢ uma grande aliada para o controle da hanseniase, uma vez que
a falta de conhecimento da populacdo a respeito da doenca e de seus sinais e sintomas,
contribuem para o diagndstico tardio e favorecem o estigma associado a ela (Lana ef al., 2014).
As campanhas educativas produzidas pelo MS do Brasil se pautam exclusivamente em
informagdes a respeito de partes do corpo com sinais da doenga, melhora clinica e tratamento
gratuito. Estes aspectos ndo tém sido suficientes para transformar a ideia que a sociedade tem
de associacao entre a hanseniase e a lepra, sendo necessario agdes educativas que de fato sejam
capazes de apresentar a hanseniase como uma doenca comum e que a desvincule do estigma
associado (Arantes e Lana, 2022).

Além da educag@o em saude, a investigacao epidemioldgica tem grande importancia no
controle da hanseniase, uma vez que a descoberta precoce de novos casos contribui para o
tratamento oportuno e consequente quebra da cadeia de transmissdo da doenca. E realizada por
meio de atendimento de demanda espontanea, busca ativa de casos novos e vigilancia de
contatos (Brasil, 2016), sendo que as duas ultimas representam um dos pilares da atual

Estratégia Nacional para Enfrentamento a Hanseniase (Brasil, 2024b).
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A hanseniase ainda revela desafios para sua eliminagdo, sendo necessario o
desenvolvimento e implementacdo de estratégias que sejam capazes de englobar seus diversos
determinantes. Buscando atingir os parametros propostos pelo MS ¢ necessario o aumento da
oferta de acdes de controle da doenga (Rodrigues, Arcéncio e Lana, 2021). Para a elaboragao e
implementac¢do de agdes eficazes no controle da hanseniase ¢ essencial o conhecimento sobre

seu agente etiologico e os diversos aspectos que influenciam o processo de adoecimento.

3.2 O processo de adoecimento por hanseniase e a vigilancia de contatos: aspectos

multifatoriais

A hanseniase ¢ uma doenga cronica, infectocontagiosa, causada pelo M. leprae
(Hastings et al., 1988), um bacilo intracelular obrigatdrio (Cole et al., 2001). Sua transmissao
ocorre pelas vias aéreas de uma pessoa bacilifera, ainda ndo tratada (Brasil, 2022a). Entretanto,
além do papel dos doentes na disseminagdo do bacilo, ha evidéncia de que contatos saudaveis
de casos de hanseniase apresentam alta prevaléncia de bacilo na mucosa nasal, indicando o
papel de portadores assintomaticos como um modo de dispersdao do M. leprae, por vezes
negligenciado (Araujo et al., 2016).

As vias aéreas superiores, em especial a mucosa nasal, ¢ considerada a principal porta
de entrada e saida do bacilo (Araujo ef al., 2016; Hastings et al., 1988). Apos a exposicao das
vias aéreas ao M. leprae, e infeccdo da mucosa, ocorre o desencadeamento de respostas
imunoldgicas, e nos casos em que o bacilo consegue invadir as células do hospedeiro, ha a
colonizagdo do tecido da mucosa nasal e posteriormente a disseminagdo sanguinea do bacilo
para as células de Schwann, local onde seu crescimento € favorecido (Araujo et al., 2016). Por
se tratar de uma doenca multifatorial (Marcos, Latini e Santana, 2014), fatores imunologicos
(Nath, Saini e Valluri, 2015), genéticos (Alter et al., 2011), assim como socioecondmicos
(Pescarini ef al., 2018) impactam na determinacao do seu desenvolvimento.

Em relagdo a exposicdo ao M. leprae, tanto aspectos individuais, quanto condi¢des
coletivas influenciam as chances de contato das pessoas com o bacilo e consequentemente de
adoecimento (Leano et al., 2019). Em termos individuais, inseguranca e/ou escassez alimentar,
baixos niveis de escolaridade (Leano ef al., 2019; Pescarini ef al., 2018), apresentar condigdes
sanitarias e socioecondmicas ruins (Pescarini et al., 2018) estdo associados ao risco de
desenvolvimento da hanseniase. Estudo brasileiro, identificou que, se autodeclarar pardo ou

preto esta relacionado ao aumento do risco de adoecimento. Neste mesmo estudo evidenciou-
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se que a medida que ocorre redugdo da renda e escolaridade, hd um risco crescente de adoecer
(Nery et al., 2019).

Além dos fatores individuais, algumas condigdes relacionadas a exposi¢do a partir do
convivio domiciliar estdo associadas a ocorréncia da hanseniase. Entre elas, morar no mesmo
domicilio que um caso da doenca com alta carga bacilar (Niitsuma et al., 2021), conviver com
o caso indice ha mais de cinco anos (Boigny et al., 2019; Leano et al., 2019), residir em uma
casa com mais de cinco pessoas (Pescarini et al., 2018) interferem na exposi¢ao ao M. leprae e
no adoecimento.

Para além do convivio domiciliar, o contexto social também interfere no risco de
exposi¢do e no adoecimento por hanseniase. Estudo realizado no Brasil identificou que existe
associacdo entre pobreza e a incidéncia da doenca, sendo que os grupos mais carentes da
populagdo, com destaque para as pessoas que vivem nas regides de maior pobreza no pais,
apresentaram risco até oito vezes maior de desenvolver hanseniase do que os demais (Nery et
al., 2019). Maiores niveis de desigualdade (Pescarini et al., 2018) e baixos valores no Indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) também estdo associados a maiores taxas de
deteccao de hanseniase (Gomes et al., 2017; Lana et al., 2009).

Em adigdo aos aspectos sociais, econdmicos e de convivio, a susceptibilidade genética
se relaciona ao desenvolvimento da hanseniase, interferindo no risco de adoecimento, assim
como na definicdo da forma clinica (Cambri e Mira, 2018). Este risco genético para que a
hanseniase se estabeleca, tem sido dividido em dois estagios, sendo que os genes do grupo 1,
como PARK?2, LTA, 13q22.1, 20p12.3, estdo relacionados a conferir suscetibilidade ou
resisténcia ao desenvolvimento da hanseniase. Quando ha susceptibilidade, ocorre a atuagao
dos genes do grupo 2, por exemplo HLA-DRB1*15 e 10p13, que irdo determinar o tipo de
resposta imune que se desencadeara no hospedeiro e o consequente subtipo clinico da doenga
que sera manifestado (Alter et al.,, 2011). O modelo de suscetibilidade genética com

participacao dos genes do grupo 1 e 2 estd ilustrado na figura 3.



33

Figura 3 — Modelo de suscetibilidade genética a hanseniase em dois estagios.
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Fonte: ALTER et al., 2011, p.25.

Uma ampla gama de variantes genéticas de risco para a hanseniase foi identificada
(Fava, Dallmann-Sauer e Schurr, 2020). Véarios desses genes que determinam a suscetibilidade
ou resisténcia a doenga sdo relacionados ao sistema imunologico (Cambri e Mira, 2018), e
revelam vias da resposta imune que sdo significativas para a defesa do organismo ao M. leprae
(Fava, Dallmann-Sauer e Schurr, 2020). Os aspectos imunoldgicos relacionados a hanseniase,
sdo derivados tanto da resposta imune inata quanto adaptativa do hospedeiro (Nath, Saini e
Valluri, 2015).

A imunidade inata € a primeira barreira de defesa do organismo contra patogenos. Suas
principais células efetoras sdo os macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e células Natural
Killer (NK) (Cruvinel et al., 2010). Os mecanismos da imunidade inata estdo envolvidos tanto
em processos inflamatorios da hanseniase, quanto na defesa do organismo com eliminagao do
M. leprae (Froes, Trindade e Sotto, 2022). Entre outras células da imunidade inata que também
demonstraram papel no desenvolvimento da hanseniase, como por exemplo as células
dendriticas, os macrofagos tém sido foco de pesquisas, pois sdo os principais hospedeiros do
M. leprae, além de ser um tipo de célula fundamental na imunidade inata (Mi, Liu e Zhang,
2020).

Os macrofagos, quando parasitados pelo M. leprae, atuam na resposta imune tanto como
destruidor do bacilo, quanto como apresentador de antigenos (Foss, 1997). Apesar de haver
estudos que definem como simplista a defini¢do dicotomica dos fendtipos de macrofagos
(Pinheiro et al., 2018), e outros que caracterizam outro fendtipo envolvido na resposta imune

ao M. leprae (Sousa, de et al., 2018), é consensual a classificagdo dos macrofagos em relagdo
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a hanseniase em M1 e M2. Os macréfagos M1 apresentam fenotipo pro-inflamatdrio, enquanto
os macrofagos M2 tem perfil de resposta anti-inflamatério (Pinheiro e al., 2018). Associada a
dicotomia M1 e M2 tem-se o perfil da resposta imune adaptativa T helper (Th) 1 e Th2. Estes
dois perfis de resposta estdo ligados as formas polares da hanseniase (Mi, Liu e Zhang, 2020).

Sendo o M. leprae um microrganismo intracelular, quando hd uma resposta imune
celular eficaz desencadeada por resposta Thl, ainda que a doenca se estabelega, seu
desenvolvimento se dara na forma mais restrita e localizada. O linfocito Th1 produz citocinas
como interleucina (IL)-2 e interferon (IFN)-y, que induzem resposta imune celular. A IL-2 além
de promover a manutencao de citocinas, estimulam células NK a aumentar a produgao de IFN-
v. Esse por sua vez, estimula o aumento da produ¢do de fator de necrose tumoral (TNF) pelo
macrofago, e assim a ativacao macrofagica (Foss, 1997), preparando os macrofagos para o polo
M1, que ¢ microbicida. Neste polo da doenga os bacilos raramente sao observados (Mi, Liu e
Zhang, 2020).

Por outro lado, quando héa predominio de resposta Th2, ocorre a produgdo de diversas
citocinas, como IL-4 e IL-10, que tem como fung¢do suprimir a atividade dos macrofagos (Foss,
1997). Neste perfil de resposta ha também a atuagdo de linfocitos B, que além de possuirem
funcdo secretora de anticorpos, produzem IL-10 e IL-35 que contribuem para a supressiao
macrofagica (Mi, Liu e Zhang, 2020). Quando ha depressdo da imunidade celular, com maior
atividade da imunidade humoral desencadeada por respostas Th2, a tendéncia € que se
desenvolva a hanseniase em sua forma mais progressiva, que ¢ o polo mais susceptivel da
doenca e apresenta alta carga bacilar (Foss, 1997; Mi, Liu e Zhang, 2020).

Em sintese, citocinas pro-inflamatorias produzidas por Th1 ativam macrofagos M1. Por
outro lado, as citocinas produzidas por Th2, que apresentam caracteristicas anti-inflamatorias,
ativam macrofagos M2 (Pinheiro et al., 2018). Além deste modelo, que explica as duas formas
polares da hanseniase, estudos relatam o envolvimento de outros linfécitos na patogénese da
doenga, entre eles Th9, Th17, Th22 e células T reguladoras (Froes, Trindade e Sotto, 2022). Na
figura 4, estd ilustrado a participacao de diversas células na resposta imune ao M. leprae, as
citocinas produzidas por elas e o papel de ambas na diferenciacdo do perfil de macréfagos e

consequentemente na imunopatogénese da hanseniase.
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Figura 4 — Células do sistema imunoldgico e citocinas envolvidas

na resposta imune ao M. leprae
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Quando os fatores de risco sociais e relacionados ao convivio, imunoldgicos e genéticos
convergem, ocorre o adoecimento por hanseniase, que se desenvolve em aproximadamente 5%
das pessoas que sdo expostas ao M. leprae (Alter et al., 2011). A partir do adoecimento, surgem
os sinais e sintomas que sdo dermatoneurologicos e estdo relacionados a proliferagao
bacteriana, a resposta imune do individuo e a neurite periférica causada por estes dois processos
(Hastings et al., 1988).

O periodo de incubagao dos sinais e sintomas da hanseniase ¢ discutivel até os dias de
hoje, sendo constantemente atualizado por 6rgaos competentes. Em 1960, definiu-se em média
trés a cinco anos entre a infec¢do pelo M. leprae e os primeiros sinais e sintomas (Brasil, 1960),
posteriormente, considerou-se dois a sete anos (Brasil, 2019). Na atual Estratégia Nacional para
Enfrentamento a Hanseniase (2024-2030), o periodo de incubagao foi descrito em consonancia
a definicdo da OMS, que estabeleceu o periodo de incubagdo da hanseniase entre dois e dez
anos (World Health Organization, 2023), seguindo o periodo estimado no “Infernational
Textbook of Leprosy”. Essas controvérsias possivelmente se devem a complexidade em estudar
o periodo de incubacdo, em virtude da dificuldade de realizacao do diagnostico precoce e da
limitag¢do de cultura do M. leprae (Richardus, Ignotti e Smith, 2016).

Os sinais da hanseniase e que definem um caso da doenga sdo: “lesdo e/ou area da pele
com alteracdo de sensibilidade térmica e/ou dolorosa e/ou tatil; espessamento de nervo

periférico associado a alteragdes sensitivas e/ou motoras e/ou autondmicas; bem como a
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presenca do M. leprae, confirmada na baciloscopia de esfregaco intradérmico ou na bidpsia de
pele” (Brasil, 2022b).

O diagnostico da hanseniase deve ser realizado preferencialmente no nivel da APS e
permanece essencialmente clinico. Com a realizacdo do diagnodstico, determina-se a
classificagdo da hanseniase. A classificacdo operacional ¢ realizada com base em critérios
clinicos. Preconizada pela OMS, classifica a hanseniase em duas formas, Paucibacilar (PB) e
MB. Considera-se um caso de hanseniase PB o individuo que tenha até cinco lesdes de pele e
baciloscopia negativa, ¢ MB o individuo que tenha mais de cinco lesdes de pele ou mais de um
nervo acometido, independentemente do acometimento cutaneo, ou ainda que tenha resultado
positivo na baciloscopia. Esta classificacdo ¢ utilizada nos servigos de satde para definicao do
tratamento medicamentoso (Brasil, 2022b).

Além da classificagdo operacional, existem duas outras utilizadas atualmente, a
classificacdo de Madri e a de Ridley & Jopling! (Brasil, 2022b; Ridley e Jopling, 1966). A
classificagdo de Madri, definida em 1953, considera os achados dos exames complementares
da hanseniase, como bacteriologicos e imunoldgicos, entretanto a base desta classificagdo ¢
clinica. A partir desta defini¢do, a hanseniase ¢ dividida em quatro subtipos, sendo dois polos
considerados estaveis e opostos, o virchowiano e o tuberculoide. E dois grupos instaveis, o
indeterminado e o dimorfo (Brasil, 2022b).

A hanseniase tuberculoide se apresenta geralmente com lesao tinica € bem delimitada,
e comprometimento nervoso restrito, estando associada a pessoas com forte resposta imune
celular do tipo Thl. Por outro lado, na forma virchowiana, tanto o acometimento cutineo,
quanto neuroldgico sdo difusos, e hé alta presenca de bacilos detectaveis na baciloscopia. A
esta forma clinica, associa-se a resposta imune do tipo Th2. Na forma dimorfa, tanto os sinais
clinicos, quanto os imunolédgicos sdo intermediarios em relacdo as duas anteriormente descritas,
situando-se entre um polo e outro, o que justifica sua alocacdo como grupo instavel da doenca.
Por fim, a forma indeterminada, caracteriza-se por ser a forma inicial da doenca, com
manifestagdes clinicas discretas, estas nao se relacionam diretamente a resposta imune,
podendo evoluir para a cura espontanea ou para qualquer uma das trés formas anteriormente

descritas (Brasil, 2022b).

! Ao fazer referéncia a classificagdo de Ridley e Jopling (1966), a descri¢do da classificagdo da hanseniase
sera feita de acordo com o estabelecido pelos autores, entretanto os termos dimorfo e virchowiano serdo utilizados
em substitui¢do aos termos originais, em concordancia com a orientagdo da “terminologia relativa a hanseniase”
(Opromolla e Martelli, 2005), que reporta a Lei Federal n® 9.010 de 29 de margo de 1995.
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Ridley e Jopling, por sua vez, propuseram uma classificacdo que divide a hanseniase em
cinco subtipos. Nesta classificagdo, também sdo definidos dois subtipos polares, denominados
tuberculoide e virchowiano (Ridley e Jopling, 1966). O polo tuberculoide esta relacionado a
resposta imune celular bem desenvolvida. O polo virchowiano, por sua vez, se refere a
individuos que apresentam resposta imune humoral proeminente (Talhari, Talhari e Penna,
2015). Além destes dois polos, foi definido um grupo intermediério, composto por trés subtipos,
dimorfo-tuberculoide, dimorfo-dimorfo, e dimorfo-virchowiano. Os autores defendem que
pode ocorrer um deslocamento entre os polos, dependendo da evolucdo da hanseniase e da
resposta imunoldgica do individuo, que nesse caso oscila entre os perfis Thl e Th2 sem que
nenhum predomine. Esta classificacdo ¢ amplamente utilizada em centros de referéncia e
pesquisa (Ridley e Jopling, 1966).

A impossibilidade de cultivo do M. leprae in vitro dificulta os avangos em estabelecer
um teste diagndstico para hanseniase (Colston e Hilson, 1976). Muitos avangos ja ocorreram
no desenvolvimento de testes laboratoriais relacionados a hanseniase, entretanto, ainda nio se
desenvolveu um teste capaz de identificar todos os individuos infectados por M. leprae,
abrangendo todas as formas clinicas (Bahmanyar et al., 2016), além do que ha grande
heterogeneidade entre os testes desenvolvidos até entdo (Gurung et al., 2019).

Nao obstante, alguns exames sdo utilizados na pratica clinica como complementares ao
diagnostico, auxiliando em sua confirmacgdo, e na classificagdo da doenga em caso de duvida
em relagdo aos critérios clinicos avaliados. A baciloscopia ¢ um destes exames, realizada a
partir de raspado intradérmico, e com resultado expresso em IB de acordo com a escala
logaritmica de Ridley, que varia de 0 a 6 +, e estima a carga bacilar do caso de hanseniase. O
resultado positivo da baciloscopia caracteriza o caso de hanseniase como MB, entretanto o
resultado negativo nao afasta o diagnostico diante de sinais clinicos da doenca, uma vez que a
sensibilidade do teste ¢ baixa e geralmente apresenta resultado negativo em casos PB (Brasil,
2022b).

Outro exame que apoia o diagnostico da hanseniase ¢ a histopatologia. Esta ¢
preconizada para ser utilizada quando ainda ha davidas sobre o diagndstico, mesmo apds
avaliagdo clinica e realizagdo da baciloscopia. E realizada pela analise de biopsia de lesdes de
pele ou de nervos, e sua sensibilidade varia de acordo com a forma clinica da hanseniase. Apesar
de ser um exame complexo, principalmente em relagdo a identificagdo das formas iniciais da
doenca, seu uso ¢ considerado importante para confirmar diagnostico de dificil realizagdo e
casos de recidiva, auxiliar na classifica¢ao da doenca, além de ser util na avaliagdo da eficacia

dos medicamentos (Brasil, 2022b).
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O atual PCDT da hanseniase descreve ainda, outros exames como apoio ao diagndstico
da doenca. Um deles ¢ a ultrassonografia de nervos periféricos, que auxilia na identificacdo do
dano neural podendo ser util na confirmagao do espessamento dos nervos e com isso contribuir
para o diagnoéstico. Outro € o eletroneuromiograma, que identifica de maneira precoce o dano
neural, sendo util para avaliar a extensdo do comprometimento dos nervos, auxiliar no
diagnéstico diferencial, na avaliagdo da resposta a terapia medicamentosa e no prognostico da
doenga. Além destes, também sao descritos no PCDT, o teste rapido ML Flow e o teste de
biologia molecular qPCR (Brasil, 2022b). Estes dois ultimos sdo preconizados para uso
exclusivo na avaliagdo de contatos, e por isso serdo abordados mais a frente neste capitulo, onde
sdo tratadas questdes sobre a vigilancia de contatos.

Apds o diagndstico da hanseniase e a notificacdo, o tratamento deve ser iniciado
imediatamente. A equipe de saude deve estar apta a definir corretamente a classificagdo e
indicar o esquema terapéutico adequado. O esquema medicamentoso para tratamento da
hanseniase ¢ a poliquimioterapia inica (PQT-U), composta por trés farmacos, a rifampicina, a
clofazimina e a dapsona (Brasil, 2022b). A rifampicina possui a¢ao bactericida para o M. leprae,
sendo o principal componente bactericida do esquema medicamentoso para tratamento da
hanseniase. A dapsona e a clofazimina tem acdo bacteriostatica, sendo que a clofazimina
apresenta uma acao fracamente bactericida contra o bacilo causador da hanseniase, entretanto
na terapia combinada seu uso ¢ eficaz (Cambau e Williams, 2019). O esquema terapéutico
difere entre os casos PB e MB apenas em relagdo ao tempo de tratamento, que deve ser
interrompido apds a administracdo de seis cartelas para os casos de hanseniase PB e doze
cartelas para os casos MB (Brasil, 2022b). O esquema de tratamento com a PQT-U para adultos

e criangas estd ilustrado no quadro 1.
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Faia_a et e Apresentacio Posologla Seai
peso corporal ME PB
Dose mensal supervisionada:
-Fifampicina 600mg
Paclentes com Clofazimina 300mg
peso acimade | POT-U Adulto -Dapsona 100mg 12 meses G meses
S0kg Dose disrla autoadministrada:
Llofazimina 50mg diariamente
Diapsona 100mg diariamente
Dose mensal supervisionada:
- Rifampicina 450mg
Criangas ou -Clofazimina 150mg
sulalbors cxm POT-U Infantil -Dapsona S0mg 12 meses & meses
peso entre 30 Daose diaria autoadministrada:
e S0kg - Clofazimina 50mg emdias
atternados
- Dapsona $0mg diariamente
Dose mensal supervisionada:
‘Rifamplicina 10mg / kg de peso
Criangas com Adantacis Llofzimina 6mg.Kg de peso
peso abalxode | daPOT-U Dapsona 2mg/ kg de paso 12 meses & meses
30kg Infarti Daose diaria autoadministrada:
Llofagimina img kg de peso/da
Dapsona 2mg/kg de peso/dia

Fonte: Brasil, 2022b, p.58.

As cartelas da PQT-U sdo compostas por uma dose mensal supervisionada que deve ser
administrada na presenca do profissional de satide e por doses didrias autoadministradas. Ao
concluir o tratamento, o paciente deve ser submetido a avaliagdo neuroldgica simplificada e
receber alta por cura (Brasil, 2022b).

A realizagdo do diagnodstico precoce € essencial para a quebra da cadeia de transmissao,
tratamento oportuno e prevencdo de incapacidades fisicas (Brasil, 2022b). As incapacidades
relacionadas a hanseniase sao decorrentes de mecanismos neurogénicos € inflamatorios que se
desenvolvem de acordo com a evolucao da doenga e do tempo entre a infeccdo e o diagndstico.
Quanto antes o diagnostico for realizado e o tratamento medicamentoso iniciado, menor sera a
possibilidade de desenvolver incapacidades e a necessidade de tratar condigdes que podem
permanecer por toda a vida (Brasil, 2008). Estas incapacidades além de comprometerem as
atividades de vida diaria, impactam na participagao social das pessoas acometidas e favorecem
o estigma (Brakel et al., 2012).

Uma das acdes de controle da hanseniase que favorece o diagnostico precoce ¢ a
vigilancia de contatos. Considera-se contato de casos de hanseniase “toda e qualquer pessoa
que resida ou tenha residido, conviva ou tenha convivido com o doente de hanseniase, no
ambito domiciliar, nos Ultimos cinco anos anteriores ao diagnéstico da doenga, podendo ser

familiar ou ndo” (Brasil, 2022b). Importante destacar que, ser contato domiciliar aumenta o
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risco de desenvolvimento de hanseniase (Pescarini et al., 2018). Entretanto, em regides de alta
endemicidade, a exposi¢do ao bacilo fora do domicilio ¢ constante, de maneira que o convivio
domiciliar ndo se associa diretamente a exposicao dos contatos, sendo importante considerar
outros ambientes para além do domiciliar (Carvalho et al., 2017).

Os contatos de caso de hanseniase sofrem influéncia de fatores sociais, individuais e de
acesso aos servigos como determinantes para o adoecimento. Fatores como o analfabetismo, o
convivio intradomiciliar com caso de hanseniase apresentando alta carga bacilar, a
soropositividade ao antigeno PGL-1, presenca do bacilo na corrente sanguinea e reacao de
Mitsuda negativa representam risco para desenvolvimento de hanseniase em contatos, sendo
que os fatores modificaveis sdo os principais determinantes (Niitsuma ef al., 2021).

Estudo realizado em uma regido endémica do Brasil detectou que 52,1% dos
participantes tinham sobreposi¢cdo de casos na mesma rede de convivio domiciliar, além disso
quase 65% dos casos foram diagnosticados apos diagnostico de outros casos proximos. Estes
dados reforcam a importancia da vigilancia de contatos devido a maior probabilidade de
adoecimento entre pessoas da mesma rede de convivio, sendo necessario considera-las como
importantes para compreensao da transmissdo da hanseniase, assim como para realizacao de
acdes oportunas de vigilancia e controle (Boigny et al., 2019).

Diante disto, algumas agdes de investigagdo epidemiologica sdo direcionadas aos
contatos de casos de hanseniase tanto para evitar o adoecimento, quanto para favorecer o
diagnostico precoce de novos casos. Estas acdes consistem na avaliagdo dermatoldgica e
neuroldgica em busca de sinais e sintomas da doencga, vacinagdo com BCG e realizag¢do do teste
rapido ML Flow em todos os contatos, além do teste de biologia molecular qPCR que deve ser
realizado quando necessario (Brasil, 2022b).

A imunoprofilaxia com BCG deve ser realizada nos contatos que estiverem sadios, ou
seja, ndo apresentarem nenhum sinal clinico da doen¢a durante a avaliacdo dermatoldgica e
neurologica. Além disso, os contatos devem ter mais de um ano de idade, e apresentarem apenas
uma, ou nenhuma dose da vacina BCG em seu historico vacinal (Brasil, 2022b). A vacina BCG
ndo € especifica para a hanseniase (Brasil, 2016), entretanto causa efeito protetor em relacao ao
desenvolvimento da hanseniase (Niitsuma et al., 2021), produzindo ainda, efeito protetor
adicional nas pessoas com duas cicatrizes (Gomes et al., 2019).

Além da BCG, o teste rapido ML Flow também deve ser realizado em todos os contatos
de caso de hanseniase que ndo tenham sido diagnosticados como novo caso da doenga durante
a avaliagdo clinica (Brasil, 2022b). O M. leprae possui alta concentragcdo de lipideos em sua

parede celular (Didrio, 2014), entre eles o PGL-1, que ¢ especifico do bacilo e confere a ele
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capacidade imunogénica (Barreto, 2014), estimulando a producdo de IgM e ativando uma
resposta imune humoral ndo protetora (Stefani, 2008). Apds a descoberta da estrutura do PGL-
1, foram produzidas moléculas sintéticas que mimetizam o PGL-1 nativo, como por exemplo a
Natural disaccharide octyl (NDO), que conjugada com a albumina humana constituem a
Natural disaccharide linked to human serum albumin viaoctyl (NDO-HSA) e induzem a
producdo de anticorpos (Spencer e Brennan, 2011). O teste rapido ML Flow identifica a
presenca de anticorpos da classe IgM em resposta ao PGL-1 (Biihrer-Sékula et al., 2003).

Existem outras partes do M. leprae que possuem capacidade imunogénica, e a partir da
descoberta delas, mais moléculas foram desenvolvidas. Uma delas, ¢ a Leprosy IDRI diagnostic
1 (LID-1), criada a partir da fusdo de duas proteinas, a ML2331 e a ML0405. Esse conjugado
proteico induz a produ¢do de Imunoglobulina G (IgG), e a partir dele desenvolveu-se o teste
anti-LID-1 (Duthie et al., 2007). Além disso, posteriormente, foi desenvolvido outro conjugado,
pela fusdo do NDO (PGL-1 sintético) com o LID-1, formando a Natural disaccharide octyl -
Leprosy IDRI diagnostic 1 (NDO-LID), que se mostrou capaz de detectar anticorpos tanto da
classe IgM quanto IgG a partir do teste anti-NDO-LID (Duthie et al., 2014). Os testes
sorologicos, que identificam anticorpos formados em resposta a estes antigenos do M. leprae,
tém sido utilizados com o intuito de identificar pessoas infectadas com o bacilo (Carvalho et
al.,2017; Fabri et al., 2015).

Apesar de haver mais de um teste que identifica a presenga de anticorpos em resposta
ao M. leprae, foi desenvolvido um teste rapido a partir do anti-PGL-1 (Biihrer-Sékula et al.,
2003), e desde 2022, o ML Flow foi aprovado para ser utilizado como parte das agdes de
vigilancia no SUS, preconizado para ser utilizado na APS. Na auséncia de sinais e sintomas no
contato avaliado, o resultado positivo no teste determinard que o individuo devera ser
acompanhado anualmente, na propria APS, com vigilancia ativa por cinco anos. J& diante do
resultado negativo, o contato devera ser liberado para vigilancia passiva, realizando autoexame,
e retornando ao servigo apenas em caso de surgimento de algum sinal sugestivo de hanseniase.
Em contatos com alteragdes suspeitas inconclusivas, diante do resultado positivo, devera ser
realizada baciloscopia para confirmagao do diagndstico, e quando o resultado for negativo, estes
deverdo ser direcionados para a atengdo especializada para a realizagdo do qPCR (Brasil,
2022b).

O gPCR também esta preconizado para ser utilizado no SUS desde 2022. Este teste
avalia a presenca de DNA do M. leprae em bidpsias de pele ou nervo. A orientagdo ¢ de que
seja realizado em contatos com alteragdes suspeitas de hanseniase, inconclusivas para

diagnostico durante a avaliagdo clinica. Os contatos encaminhados para a aten¢do especializada
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deverao ser reavaliados clinicamente, ¢ em caso de permanéncia na duvida sobre o diagndstico
a avaliagdo molecular por qPCR deve ser realizada. O resultado positivo no teste estabelece o
diagnostico de hanseniase, € caso o resultado seja negativo, o contato deve ser liberado para
vigilancia passiva (Brasil, 2022b).

Muitos avancgos tém acontecido no que diz respeito a vigilancia de contatos e ao controle
da hanseniase. Apesar disso, ainda ha desafios para a eliminagdo da doenca, sendo necessario
o desenvolvimento e implementacdo de estratégias que sejam capazes de englobar seus diversos
determinantes. A eliminagao da hanseniase, a interrup¢ao da sua transmissao, a prevencao das
incapacidades e o combate ao estigma relacionados ao adoecimento sdo pilares da estratégia
global 2021-2030 “Rumo a zero hanseniase”, da OMS (Organizagao Mundial da Saude, 2021).
O fortalecimento da oferta de a¢des de controle da hanseniase (ACH) ¢ fundamental para atingir
estes parametros (Rodrigues, Arcéncio e Lana, 2021). Além disso, estas agdes devem englobar
os diversos ambitos do adoecimento, com praticas individuais e coletivas que sejam capazes de

abordar todos os fatores relacionados a hanseniase (Vieira, Martinez-Riera e Lana, 2020).

3.3 Caracteristicas moleculares do M. leprae e técnicas de identificacio

O genoma do M. leprae, agente etioldgico da hanseniase, ¢ considerado pequeno,
contendo 3.268.203 pares de base. Além do tamanho reduzido, mais de 50% de seu DNA ¢
composto por genes sem funcdo codificadora e pseudogenes, o que indica um grande processo
de deterioracdo e possivelmente tem relacdo com o fato de atualmente o M. leprae nao possuir
capacidade de se desenvolver in vitro, tampouco de sobreviver fora das células, o que torna
mais dificil os avangos com relacdo a testes diagndsticos e descobertas sobre o bacilo (Cole et
al.,2001).

Em 1960, Shepard descreveu uma técnica de contagem de M. leprae por microscopia
direta, a partir da inoculagao de bacilos em camundongos, denominado Mouse footpad (MFP)
(Shepard, 1960). Este por muitos anos foi o método mais eficaz, considerado padrdo ouro para
identificacdo e contagem de M. leprae (Shepard e Mcrae, 1968). Além disso, contribuiu
sobremaneira para desenvolvimento e melhoria de pesquisas e até os dias atuais € utilizada em
pesquisas como padrao de comparagdo com outras técnicas (Collins et al., 2023).

Algumas décadas apos a descoberta de Shepard, foram realizados estudos utilizando-se
da técnica de PCR, envolvendo pacientes de hanseniase a partir da avaliagdo da amplificagdo
do DNA do M. leprae em amostras de biopsia de pele (Yoon et al., 1993), bulbos capilares e

secre¢do nasal (Santos et al., 1995). Yoon e colaboradores (1993), concluiram que a PCR
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oferecia vantagem em relagdo a microscopia direta, identificando M. leprae inclusive em
amostras com IB negativo. A partir dai comegou-se a pensar no uso deste tipo de amostra para
estudos com contatos domiciliares e populagdo de risco (Santos ef al., 1995).

Apesar destes avancgos, nesta época ainda nao se conhecia todo o genoma do M. leprae,
que foi completamente sequenciado no ano 2000, e a partir de entdo sua estrutura molecular foi
compreendida (Cole et al., 2001). Descobriu-se que aproximadamente 2% do genoma do bacilo
¢ formado por sequéncias repetitivas de DNA. Sendo que existem quatro tipos de repeticdes, €
a RLEP apresenta 37 copias (Cole, Supply e Honoré, 2001).

Desde o sequenciamento do genoma do M. /eprae muitos avangos ocorreram em
pesquisas relacionadas a andlise molecular do bacilo. Ensaios de PCR e qPCR foram
desenvolvidos para amplificar diferentes alvos com a finalidade de detec¢ao de pequenos
nimeros de bacilos, como 18 kDa, Ag 85B, 16S, RLEP (Barbieri et al., 2019; Kang et al., 2003;
Manta et al., 2020; Martinez et al., 2006).

Posteriormente, com o desenvolvimento da técnica qPCR baseada na deteccao
quantitativa de fluorescéncia, a especificidade, assim como a sensibilidade das reagdes para
quantificagdo de DNA ou contetdo de cDNA bacilar aumentaram (Martinez et al., 2006). A
qPCR tem sido realizada com diferentes amostras clinicas como swabs nasal e oral (Carvalho
et al., 2018), raspado intradérmico (Gama ef al., 2019), biopsia de pele e de nervos (Azevedo
etal.,2017).

Apesar dos inimeros alvos avaliados para identificagao molecular do M. leprae, RLEP
tem sido até entdo mais amplamente utilizado, o que pode se relacionar com o alto nimero de
copias desta sequéncia no genoma do bacilo (Cole, Supply e Honor¢, 2001). Além disso, este
marcador também apresenta maior sensibilidade quando comparado a outros (Martinez, A. N.
etal.,2011). Sabe-se que as concentragdes de DNA possuem correlagdo com o IB, de maneira
que concentragdes mais altas de DNA refletem IB mais altos e o contrario também ¢ verdadeiro.
Nao obstante a importancia da deteccao do DNA do M. leprae em amostras clinicas para auxilio
no diagnostico da hanseniase, técnicas que avaliam a viabilidade do bacilo apresentam grande
importancia para identificar o processo de infec¢do e adoecimento por hanseniase (Martinez et
al., 2009).

Testes moleculares que avaliam os alvos a partir de ensaios quantitativos de PCR com
transcriptase reversa (RT-PCR) sdo capazes de determinar a viabilidade molecular do M.
leprae. Ha estudos sobre alguns genes em relagdo a viabilidade do bacilo em casos de
hanseniase para avaliagdo da terapia medicamentosa, entre eles 16S rRNA, sod4 mRNA

(Martinez et al., 2009), hsp18 mRNA e esxA mRNA (Lenz et al., 2022).
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Entre os alvos utilizados para avaliagdo da viabilidade bacilar, o 16S tem sido
investigado de forma mais abrangente, sendo testado em diferentes amostras clinicas (Marques
et al., 2018), em amostras ambientais (Turankar et al., 2019) e até em estudos que relacionam
amostras de casos de hanseniase e seus contatos com amostras ambientais para avaliagao da
transmissdo do bacilo pelo ambiente (Singh, Turankar e Goel, 2020). A sequéncia do gene 16S
rRNA no M. leprae apresenta diferencas significativas em relacdo a outras micobactérias, o que
favorece o uso deste gene como alvo para identificagao do bacilo (Cox et al., 1991).

Apesar de o 16STRNA estar sendo utilizado de maneira abrangente para avaliagao da
viabilidade molecular do M. leprae, na Gltima década um grupo avaliou ensaios com os alvos
esxA mRNA e hspl8§ mRNA como marcadores da viabilidade do M. leprae durante o
tratamento e concluiram que estes sao marcadores confiaveis para determinar a viabilidade do
bacilo. Os ensaios foram realizados por RT-PCR em amostras obtidas de patas de camundongos
(Davis et al., 2013).

Recentemente, este mesmo grupo avaliou estes marcadores moleculares em raspado
dérmico de casos de hanseniase. Correlacionaram os resultados da andlise molecular com
resultados obtidos pelo método MFP, e observaram correlacdo significativa entre os resultados
obtidos pelas duas técnicas, em relacdo as amostras de casos de recidiva. Foi observado também
redugdo significativa na viabilidade do bacilo ao longo do tratamento dos casos de hanseniase,
e a partir disso os autores concluiram que tanto Asp/8 mRNA, quanto esxA mRNA se
mostraram bons marcadores de viabilidade em amostras clinicas e que podem ser uteis para
monitorar a eficdcia do tratamento medicamentoso (Lenz et al., 2022).

Posteriormente ao estudo que avaliou a viabilidade do M. /leprae em raspado dérmico
de casos de hanseniase com os genes 4sp/8 mRNA e esxA mRNA, foi realizado outro estudo
por pesquisadores do mesmo grupo que, além desses dois genes, avaliou também o 16S rRNA.
Neste experimento, os trés genes foram avaliados por método molecular e a viabilidade
identificada por cada um deles foi comparada ao crescimento do bacilo em pata de camundongo
pelo ensaio MFP. Verificaram que o 16S rRNA foi identificado pelo método molecular mesmo
quando os bacilos estavam comprovadamente mortos, de acordo com os resultados do MFP. A
partir disso, foi sugerido que o 16S rRNA ¢ um marcador que apresenta alta estabilidade e que
devido a isso deve haver cautela em interpretar sua positividade como viabilidade. Com isso,
os autores fortalecem o papel de ~sp/8 mRNA e esxA mRNA como marcadores de viabilidade
e sugerem o uso do 16S rRNA para confirmar a extracio do RNA nas amostras a serem

analisadas quanto a viabilidade (Collins ef al., 2023). E importante ressaltar que as analises
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deste estudo foram realizadas a partir de tecidos de patas de camundongo infectadas, ndo tendo
sido avaliados resultados em amostras clinicas.

Os testes de qPCR tiveram grande evolugao nos ultimos anos. Entretanto para além da
descoberta de marcadores que possam identificar a viabilidade do bacilo, com sensibilidade
capaz de identificar de maneira eficaz os alvos génicos em amostras ndo invasivas, alguns
cuidados s3o necessarios tanto para a realizagdo dos testes moleculares de PCR quanto para sua
interpretagao.

A eficiéncia da PCR pode variar entre amostras bioldgicas. Esse fato pode estar ligado
a diversos fatores como a coleta do material, presenca de inibidores ou estimuladores da reagao,
contaminagdo da amostra, erros de pipetagem, entre outros (Ruijter et al., 2021). Em virtude
disso, a padroniza¢do de protocolos que possam garantir a qualidade das anélises desde a
extracdo do acido nucleico até a realizagao da PCR ¢ necessaria. Além disso, a determinagao
do correto limiar de fluorescéncia para cada analise deve ser padronizada, de maneira a evitar
a interpretacdo equivocada dos resultados (Ruiz-Villalba ef al., 2021).

Muitas técnicas t€m sido desenvolvidas e avaliadas para a identificagdo do DNA do M.
leprae assim como de sua viabilidade. Apesar disso, ndo se identificou, at¢ o momento desta
revisao, um ensaio que tenha se mostrado eficaz para o diagndstico da hanseniase contemplando
suas diversas formas clinicas e contribuindo assim para a vigilancia epidemioldgica da

hanseniase.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo epidemioldgico, observacional, do tipo longitudinal prospectivo.
Foi avaliada uma coorte de contatos de casos de hanseniase nos anos de 2014, 2015, 2016, e
um follow-up no ano de 2024. Os dados obtidos foram analisados quanto a presenga e
viabilidade molecular do M. leprae ¢ a relagao da viabilidade com caracteristicas individuais,
de convivio, da resposta imune ¢ o adoecimento destes contatos.

Este estudo foi precedido por uma revisdo sistematica de literatura, realizada com o
intuito de sintetizar o conhecimento sobre os testes moleculares que avaliam a presenca ¢ a
viabilidade do M. leprae e a relagdo destes com o processo de infec¢do e adoecimento de
contatos de casos de hanseniase, considerando as diversas técnicas atualmente utilizadas para

identificacdo molecular do bacilo.

4.2 Revisao sistematica

Previamente ao inicio da revisdo sistematica, foi elaborado um protocolo e registrado
sob o codigo CRD42022381295, disponivel para acesso na plataforma [International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO). O relato da revisdo sistematica
seguiu as diretrizes Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) (Page et al., 2021).

O objetivo da revisao foi responder a seguinte questdo: “Qual a relacdo entre a presenca
e/ou a viabilidade molecular do M. leprae com o processo de infeccao e/ou adoecimento de
contatos de casos de hanseniase?”

A estratégia de busca foi definida com base em termos selecionados a partir dos
vocabularios controlados Medical Subject Headings (MeSH), Descritores em Ciéncias da
Satde (DeCS) e Emtree. Também foram incluidos termos livres significativos. Nao foram
aplicadas restricdes de idioma, data/periodo e formato de publicagdo. Uma estratégia foi
definida para cada uma das bases de dados: Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (MEDLINE) via PubMed, Cochrane Library, Embase, Scopus, Web of Science e Latin
American and Caribbean Health Sciences Literature (LILACS) via portal regional da

Biblioteca Virtual em Saude (BVS) (Apéndice O). Ressalta-se que as estratégias de busca foram
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elaboradas por uma bibliotecaria estrategista. As buscas foram realizadas em 22 de janeiro de
2024.

Foram incluidos estudos publicados na integra, observacionais descritivos e analiticos
do tipo transversal, caso-controle e coorte. Foram excluidos estudos experimentais,
observacionais analiticos ecoldgicos, estudos qualitativos, estudos exclusivamente descritivos
e revisdes ou metanalises.

As referéncias encontradas foram exportadas para o software Rayyan QCRI (Qatar
Computing Research Institute), somadas e em seguida as duplicatas excluidas. Posteriormente
foi realizada a selecdo dos estudos por leitura de titulo e resumo, por duas duplas de revisores
de maneira independente e com cegamento realizado na plataforma Rayyan. Apos a finalizagao
da selecdo, foi realizado confronto entre as escolhas das duplas e as divergéncias foram
resolvidas por terceiro revisor.

Apods esta primeira etapa, as referéncias selecionadas foram inseridas no software
Mendeley, onde os revisores tiveram acesso ao texto completo. A sele¢do por texto completo
foi realizada por uma dupla de revisores, por meio de preenchimento em uma planilha criada
no software Microsoft Excel e alimentada por cada revisor de maneira independente. O
confronto foi realizado ap6s a finalizacao da sele¢do. A concordancia entre a dupla de revisores
foi avaliada por meio do teste Kappa e observou-se concordancia substancial e significativa
(Kappa =0,651; p <0,0001). As divergéncias foram novamente resolvidas por terceiro revisor.

Foram extraidos os seguintes dados dos estudos elegiveis: Autores, Ano de publicacdo,
Periodico, Pais, Endemicidade, Delineamento do Estudo, Periodo do estudo, Populagdo
(contato domiciliar ou social), Amostra (n), Grupo de comparagdo (se houver), Desfecho
avaliado, Outras variaveis incluidas no estudo (sexo, faixa etaria, forma clinica do caso,
classificagcdo operacional do caso, etc.), Material biologico analisado, Sitio de coleta, Marcador
utilizado, Técnica de andlise, Medidas de frequéncia e/ou de efeito avaliadas com registro de
intervalo de confianga e valor de p (quando disponibilizados). As informacdes foram
preenchidas em uma tabela padronizada em duas entradas independentes e posteriormente
comparadas para a realizacdo da sintese da revisao.

A avaliagdo da qualidade metodologica dos estudos incluidos foi realizada a partir da
Newcastle-Ottawa Scale (NOS), atribuindo pontuagdes com base em um sistema de estrelas,
que variam de zero a nove estrelas para estudos de caso-controle e de coorte, e de zero a sete
estrelas para estudos transversais. Os estudos sdo analisados em relacdo a selegdo,

comparabilidade e exposi¢ao ou desfecho (Patra et al., 2015; Wells et al., 2023). Os resultados
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da revisdo foram elaborados a partir da agregagao dos dados extraidos em categorias, e posterior

descri¢do narrativa de cada categoria formada.

4.3 Cenario do estudo

O estudo foi realizado em seis municipios do estado de Minas Gerais. O estado possui
populagdo de 20.539.989 habitantes considerando as estimativas do ano de 2022 e 586.513,983
km? de area territorial (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2024). Composto por 853
municipios, ¢ dividido em 16 macrorregides e 89 microrregioes de saide (Minas Gerais, 2023).

Os municipios que compoe o estudo sdo Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania,
Palmopolis e Rubim (Figura 5). Estes, estdo localizados na microrregido de Almenara/Jacinto
(Minas Gerais, 2023) e pertencem a GRS Pedra Azul, que ¢ composta por 25 municipios e
possui uma populagdo total de 314.580 pessoas, sendo que os seis municipios do estudo sdo

responsaveis por 27,38% (86.146) da populagao de toda a regido (Minas Gerais, 2020).

Figura 5 — Mapa do estado de Minas Gerais com destaque para a microrregiao

de Almenara/Jacinto e municipios que compde este estudo.

l:l Microrregiiode Almenara
- Municipios cenario do estudo

Fonte: (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2022) - adaptado para fins deste estudo.

A microrregido de Almenara € historicamente endémica para hanseniase. Estudo

realizado nos 16 municipios da microrregido, com os dados de casos de hanseniase notificados
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entre 1998 e 2006, identificou que a média do coeficiente de detec¢do do periodo foi de 5,7
casos por 10.000 habitantes, o que reforca o carater de hiperendemicidade da regido (Amaral e
Lana, 2008).

Apesar de a microrregido como um todo possuir carater hiperendémico, 6 municipios
entre os 16 avaliados, se destacaram por apresentar média do coeficiente de deteccdo igual ou
superior ao da microrregido no periodo de 1998 a 2006, a saber: Almenara (13,6/10.000),
Felisburgo (8,2/10.000), Jordania (5,9/10.000), Palmopolis (5,7/10.000), Rubim (11,0/10.000)
e Santa Maria do Salto (18,0/10.000). Em outro resultado deste mesmo estudo, evidenciou-se a
existéncia de dois clusters na regido, sendo que em um deles o numero de casos detectados foi
abaixo do esperado e em outro o nimero de casos foi acima do esperado, o que indica neste
ultimo, maior for¢a de transmissao da doenca nesta area. Este cluster, engloba partes de alguns
municipios € o municipio de Jacinto como um todo. Desta maneira, apesar de Jacinto ter
apresentado média do coeficiente de deteccdo (4,4/10.000) abaixo da média da microrregido,
se destacou por estar contido em um cluster em que o niimero de casos foi acima do esperado
(Amaral e Lana, 2008).

Estes sete municipios destacados acima (Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania,
Palmopolis, Rubim e Santa Maria do Salto), resultado da pesquisa de Amaral e Lana (2008),
foram também cenario de outro estudo do grupo NEPHANS intitulado “Soropositividade anti
PGL-I em contatos domiciliares de casos de hanseniase na microrregido de Almenara”,
selecionados por serem os sete municipios com o maior nimero de casos e de contatos
registrados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo, periodo de 2006 a 2010 na
microrregido de Almenara (Carvalho, 2012). Ressalta-se que, entre estes sete municipios, o
municipio de Santa Maria do Salto apresentou reducdo acentuada no numero de casos
diagnosticados a partir de 2010 (Carvalho, 2017), e em virtude disso ndo foi selecionado para
compor o cendrio deste estudo.

Dados publicados no Plano de Enfrentamento da Hanseniase em Minas Gerais, que
considerou a média dos anos de 2013 a 2017, demonstraram que os seis municipios incluidos
neste estudo apresentaram carater hiperendémico para a hanseniase ao avaliar o coeficiente de
detec¢do - Almenara (181,6/100.000), Felisburgo (54,5/100.000), Jacinto (79,8/100.000),
Jordania (64,6/100.000), Palmédpolis (296,6/100.000) e Rubim (116,1/100.000) - sendo mais
alto que o do estado como um todo (26,7/100.000), que se caracterizou por muito alta
endemicidade no mesmo periodo (Minas Gerais, 2019). Importante destacar que o municipio

de Jacinto superou a média do estado no periodo mais recente.
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Vale ressaltar que, nestes municipios existe situacdo de desigualdade de acordo com o
indice de Gini que foi de 0,5048 (média dos municipios) (Brasil, 2024c). Outro dado importante
a se destacar ¢ o IDHM, que considerando a média dos municipios envolvidos no estudo, de
acordo com dados do censo 2010, foi de 0,608 ficando abaixo da média estadual (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2023). Estes dados indicam que a regido precisa melhorar
seu desenvolvimento com relacdo a expectativa de vida, educagdo e renda, bem como com
relacdo a desigualdade. Ressalta-se que estes fatores estdo relacionados ao adoecimento por
hanseniase (Pescarini et al., 2018).

Tanto os fatores epidemioldgicos, quanto o contexto socioecondmico que 0s municipios
de Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania, Palmépolis e Rubim apresentam, justificam a

escolha deles como cenario para desenvolvimento deste estudo.

4.4 Populagao do estudo

Os participantes do estudo foram contatos de casos de hanseniase diagnosticados entre
2010 e 2014, residentes nos municipios de Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania, Palmépolis
e Rubim. Os casos indices foram identificados com base no banco de dados do Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN), disponibilizado pela Coordenadoria Estadual
de Dermatologia Sanitdria da Secretaria de Estado de Saude (SES) de Minas Gerais no ano de
2014 e atualizado em 2015. Os contatos foram identificados por meio da abordagem ao caso
indice.

A populagao deste estudo foi selecionada a partir do banco obtido nas coletas de dados
realizadas nos anos 2014, 2015 e 2016 com os casos indices e seus respectivos contatos. No
ano de 2014 participaram do estudo 283 contatos referentes a 120 casos indices. No ano de
2015, 364 contatos referentes a 155 casos indices. Em 2016, 451 contatos referentes a 191 casos
indices. Participaram durante os trés anos, 248 contatos, e destes, 116 além de participar da
entrevista e avaliagdo clinica, autorizaram a coleta de amostra de swab nasal em todos os anos.

Entres estes 116 contatos, 7 tinham histérico de adoecimento por hanseniase e desta
maneira foram excluidos deste estudo. Outros 7 foram excluidos por terem apresentado sinal
sugestivo de hanseniase identificado durante a avaliacdo dermatoneurologica realizada no
primeiro ano de acompanhamento desta coorte (2014). Desta maneira, foram selecionados para
compor a populacdo deste estudo 102 contatos. No ano de 2024, foi realizada nova coleta de
dados e neste acompanhamento foram identificadas informacdes referentes a 98 contatos

(Figura 6).
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Figura 6 - Composicdo da amostra de participantes do estudo —2014-2016 e 2024

Identificacao dos casos indice

e contatos
__——f____if—_h___n___"_“——__
_— _________—____

2014 2015 2016
120 casos 155 casos 191 casos
283 364 451
Contatos Contatos Contatos

248 contatos
participaram dos trés

anos do seguimento - :
132 nio autorizaram a

coleta de swab nasal nos
trés anos

7 com historico de

adoeci por

hanseniase

7 com sinal sugestivo de
hanseniase

4 prontudirios ndo
identificados

102 contatos 2024

selecionados para compor a 98 contatos com registro de
populagio deste estudo dados identificados e coletados

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

4.4.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos todos os contatos que residiam com o caso na data do diagnodstico ou
até cinco anos antes, compartilhando o domicilio ou terreno, com idade igual ou superior a sete
anos, que residiam no mesmo municipio do caso de hanseniase na época da coleta de dados.

A opg¢do por avaliar a populagdo com idade superior a sete anos deve-se ao longo

periodo de incubacdo do bacilo, bem como pela facilidade da coleta das amostras bioldgicas.

4.4.2 Critérios de exclusdo

Os critérios de exclusdo foram apresentar historico de adoecimento por hanseniase,

apresentar sinal sugestivo de hanseniase durante a avaliagdo dermatoneuroldgica no primeiro
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ano do seguimento, ndo ter participado dos trés primeiros anos de seguimento do estudo e nao

ter amostra de swab nasal coletada.

4.5 Variaveis do estudo

Com o intuito de atender aos objetivos do estudo, foram elencadas como variaveis
dependentes aquelas relacionadas aos testes laboratoriais de presenca e viabilidade do M. leprae
e o desfecho adoecimento. Como variaveis independentes, foram elencadas as caracteristicas
individuais, de convivio e da resposta imune dos contatos.

As varidaveis dependentes e independentes estdo descritas nos quadros 2 e 3,

respectivamente.
Quadro 2 — Varidveis dependentes
Variavel Descricido Tipo Categorias
Positividade RLEP S:;u;iioéjﬁgg voaqPCR Categorica Negativo; Positivo
Positividade 16S Resultado positivo a RT- Cateadrica Neeativo: Positivo
rRNA gPCR com alvo 16S rRNA & & ’
Positividade hsprs | Resultado positivo a RT- y o
mRNA qPCR com alvo hspl8 Categorica Negativo; Positivo
mRNA
Adoecimento Diagnostico de hanseniase Categorica Nao; Sim
confirmado
Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
Quadro 3 — Variaveis independentes
Variavel Descriciao Tipo Categorias
Continua -
Idade Idade em anos de vida i Ate 14 anos; 15-27
Categorica anos; 28-49 anos; 50
anos ou mais
Sexo Sexo Categorica Masc}ll}no;
Feminino
Fundamental
incompleto ou
Escolaridade Nivel de escolaridade Categorica menos, Funda@egtal
completo a médio
incompleto; Médio
completo ou mais
Reside no mesmo Intradomiciliar;
Tipo de contato domicilio que o caso indice Categorica Peri domiciliar’
OU N0 Mesmo terreno
Continua




53

Tempo de convivio

Tempo de convivio do

Até cinco anos; Mais

Soropositividade a ao
menos um antigeno (NDO-
HSA, LID-1, NDO-LID)

N contato com o caso indice Categorica g
antes do diagnostico P de cinco anos
antes do diagnostico
~ , Menos de uma
. Razao entre o nimero de o
Densidade . , L pessoa por comodo;
C residentes e o nimero de Categorica )
domiciliar A - Uma ou mais
comodos no domicilio A
pessoas por cdmodo
Até uma pessoa por
dormitoério; De uma
. Razao entre o nimero de a duas pessoas por
Densidade em . , y .
., . residentes € 0 namero de Categorica dormitorio;
dormitérios e s o s :
dormitorios no domicilio Mais de duas
pessoas por
dormitorio
Compartilha A
s Dorme no mesmo comodo L o
dormitdrio com o R, Categorica Nao; Sim
o que o caso indice
caso indice
Consanguineo de 1°
Grau de parentesco entre o grau; Outros
Parentesco com o o e . ,
e contato domiciliar e o caso Categorica consanguineos;
caso indice I A ~
indice Conjuge; Nao
consanguineo
Classificagao . ~ . o
jeas Classificacdo operacional iy Paucibacilar;
operacional do caso L Categorica o
it do caso indice Multibacilar
indice
Indeterminada;
Forma clinica do Forma clinica de Madri L Tuberculdide;
.1 o, 1 Categorica .
caso indice atribuida ao caso indice Dimorfa;
Virchowiana
Grau de Grau de incapacidade fisica
. : . . , Grau 0; Grau 1;
incapacidade fisica | do caso indice no Categorica
. g A Grau 2
do caso indice diagndstico
Baciloscopia do Resultado da baciloscopia L . ..
os¢op 1 p Categorica Negativa; Positiva
caso indice do caso indice
Numero de cicatriz de .
BCG . Categorica 0;1;2
vacina BCG & 7
Soropositividade NDO-
HSA
Soropositividade LID-1
Resultado sorologia i?]gop051t1V1dade NDO- Categorica Negativo; Positivo

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Destaca-se que, para o desfecho “adoecimento” foram avaliadas de maneira descritiva

as varidveis independentes listadas no quadro 3, acrescido das varidveis relacionadas ao
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resultado dos testes moleculares, que foram consideradas como independentes para este

desfecho.

4.6 Coleta de dados

Os dados para este estudo, referente aos trés primeiros anos de acompanhamento, foram
obtidos a partir do recrutamento dos participantes e das coletas de dados realizadas por
integrantes do NEPHANS durante a realiza¢ao do projeto “Analise do processo de exposi¢ao,
infeccdo e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infec¢do e de suscetibilidade genética ao M. leprae”.

A coleta de dados realizada nos anos 2014, 2015 e 2016, seguiu 0 mesmo procedimento
em todos os anos. Foram realizadas visitas domiciliares, previamente agendadas, mediante
autoriza¢do dos casos indice em abordar seus contatos ¢ concordancia dos contatos em
participarem do estudo. No ano de 2024, foi realizada nova coleta de dados com o objetivo de
obter dados a respeito dos possiveis diagndsticos de hanseniase entre os contatos, configurando
0 quarto acompanhamento.

Nos trés primeiros anos, os participantes foram submetidos a entrevista a partir de um
questionario estruturado (Apéndice A) para preenchimento de caracteristicas clinicas, dados
relacionados ao caso indice, informacdes epidemiologicas e demograficas. Além da entrevista
foi realizada a avaliagdo dermatoneuroldgica com o intuito de identificar sinais e sintomas de
hanseniase conforme protocolo de avaliagdo (Apéndice B). Foram coletadas também amostras
biologicas de sangue total (Apéndice C) para a realizagdo de testes soroldgicos para verificagao
da presenga de anticorpos em resposta ao M. leprae, analisados durante estudo anterior do grupo
NEPHANS (Carvalho, 2017), bem como amostras provenientes da mucosa nasal por meio de
swabs para a realizacdo das analises de qPCR para verificacdo da presenca e viabilidade do
bacilo (Apéndice D).

Os individuos que apresentaram caracteristicas sugestivas de hanseniase na avaliagao
dermatoneuroldgica foram encaminhados ao servigo de satide de referéncia no municipio para
esclarecimento diagnostico, mediante preenchimento de formuldrio de encaminhamento
previamente definido (Apéndice E).

Para a coleta de dados realizada no ano de 2024, inicialmente foi realizado contato com
a referéncia técnica de hanseniase, a coordenacdo do nucleo de vigilancia epidemioldgica e a
direcdo da GRS Pedra Azul, para autorizacdo. A partir disso e com o apoio da referéncia técnica

de hanseniase, estabeleceu-se contato com as coordenagdes da vigilancia epidemioldgica e/ou
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da atencdo primaria a saude de cada municipio a ser visitado para programac¢ao da entrada em
campo.

Apos a fase de planejamento, a coleta de dados foi realizada por mim, autora desta tese
e integrante do NEPHANS, e pelo coordenador do nucleo e da pesquisa a qual esta tese esta
vinculada. Os dados foram obtidos por meio de acesso aos prontudrios dos contatos
participantes deste estudo. Foram avaliados prontuarios fisicos e eletronicos, de acordo com a
disponibilidade nas unidades de satide da APS ao qual os contatos estavam vinculados.
Mediante acesso aos prontuarios, foram procuradas informagoes a respeito do adoecimento por
hanseniase identificado pelo registro do diagnostico. No caso de diagnostico realizado, um
formulario pré-estruturado (Apéndice F) foi utilizado para anotar as informagdes extraidas do
prontudrio. Foram identificados prontuarios de 98 contatos. Um registro de campo foi elaborado

com observagdes a respeito da coleta de dados em cada um dos municipios (Apéndice G).

4.7 Preparo, armazenamento e analise das amostras de swab nasal

4.7.1 Preparo e armazenamento das amostras

Durante as coletas, os tubos em que as amostras de swab nasal foram acondicionadas,
foram identificados com codigos alfanuméricos para cada contato, correspondente ao codigo
preenchido no questionario da entrevista. Imediatamente apds a coleta, as amostras nos swab
foram armazenadas em tubos tipo eppendorf contendo 500 microlitros (uL) de RNA/later® para
estabilizacdo e protecdo do RNA do bacilo. Ainda nos domicilios, os tubos foram
acondicionados em caixas para armazenamento de tubos tipo eppendorf, em temperatura
ambiente, onde permaneceram por até 72 horas, periodo maximo entre a coleta nos domicilios
em cada um dos municipios envolvidos no estudo e o transporte para o municipio de Almenara,
onde havia uma base laboratorial estruturada. Apos o transporte para o municipio de Almenara,
as amostras foram armazenadas em freezer a — 20°C.

Ao final das coletas em cada onda, todas as caixas com as amostras foram
acondicionadas em caixas de isopor com gelo seco para preservacdo da temperatura, e
encaminhadas ao Laboratério da Escola de Enfermagem da UFMG, onde foram armazenadas
a -80 °C, e permaneceram até o periodo da andlise laboratorial do presente estudo.
Posteriormente, as caixas com as amostras foram encaminhadas, novamente acondicionadas em
caixas de isopor com gelo seco para preservagdo da temperatura, ao Instituto Lauro de Souza

Lima (ILSL), onde as analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Pesquisa em
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Biologia Molecular Aplicada ao Estudo de Micobactérias, por pesquisadores da instituigao,
integrantes da equipe da Prof.* Dr.* Ida Maria Foschiani Dias Baptista, coorientadora desta tese,

que coordenou toda a etapa de analise molecular.

4.7.2 Extragdo, tratamento e transcri¢do de RNA

4.7.2.1 Extracdo de RNA das amostras em swab nasal

Para a extracdo do RNA, foi seguido o protocolo conforme Apéndice H. As amostras
foram descongeladas e agitadas em vortex por 2 minutos, para solubilizar as células do swab
em solucdo de RNAlater® utilizado para preservacdo das amostras durante o tempo de
armazenamento. Posteriormente, esgotou-se o material contido nos swabs e estes foram
descartados, mantendo o conteudo das amostras nos microtubos. Apos centrifugacdo das
amostras por 20 minutos a 13.200 rpm a temperatura de 4°C, o RNAlater® foi retirado.

Em seguida, foi adicionado 800uL de Trizol em cada microtubo. Todo o contetido dos
microtubos foi transferido para tubos contendo cristais de silica. Os microtubos com cristais de
silica, contendo as amostras com Trizol foram agitados duas vezes no equipamento FastPrep
24  (MP-Biomedicals) na velocidade de 6m/s por 40 segundos. Em
seguida os microtubos foram centrifugados por 20 minutos numa velocidade de 13.200 rpm a
4°C; apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e colocado em outro microtubo. Os tubos
contendo silica e os demais componentes celulares foram armazenados a -20°C para posterior
extragao do DNA.

Aos microtubos com o sobrenadante contendo o RNA foi adicionado 800uL de
isopropanol e em seguida incubados overnight a -20°C para promogao da precipitacdo do RNA.
No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas novamente por 20 minutos a 13.200 rpm a
4°C sendo o sobrenadante desprezado. Adicionou-se entdo 500uL de etanol 70% em cada
microtubo para purificagdo das amostras. Estas foram homogeneizadas cuidadosamente por
inversdo e centrifugadas por 10 minutos a 13.200 rpm a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e
os microtubos abertos com o pellet formado foram mantidos em gelo, por, em média 10 a 30
minutos para evaporagao do etanol. Posteriormente o RNA foi ressuspendido com 100uL de

agua DEPC e armazenados a -80°C.

4.7.2.2 Tratamento do RNA das amostras

O RNA foi descongelado sob refrigeracao e realizada a quantificagdo da concentragao

de cada amostra no equipamento Nano Drop 1000™ (Thermo Scientific). Todas as amostras
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foram padronizadas na concentra¢do de 2000ng/uL e volume final de 40puL. O tratamento do
RNA foi realizado com DNAse Turbo™ (AM1907 Ambion) conforme descrito no protocolo
Apéndice L.

Em cada amostra foi adicionado SuL de buffer e 1uL de DNAse I e em seguida foram
incubadas a 37°C por 60 minutos para a remog¢ao de possivel DNA contaminante. Apds esse
periodo, foi adicionado 6uL de inativador de DNAse em cada amostra. Os tubos foram
centrifugados a 10.000 rpm a 4°C e em seguida o RNA tratado foi transferido para uma placa

RNAse free para transcricdo em cDNA.

4.7.2.3 Transcri¢do do RNA em cDNA

O processo de transcrigao da fita de RNA em cDNA, foi realizado conforme protocolo
descrito no Apéndice J.

Cada amostra foi submetida a uma mistura contendo 1uL de Random primer, 1pL de
dNTP, 7uL de agua DEPC, e 11uL do RNA alvo. Apds homogeneizar, as amostras foram
mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente, € em seguida aquecidas por 5 minutos a 65°C
e por fim colocadas no gelo por 1 minuto.

Na sequéncia foram preparadas, uma mix contendo a SuperScript™ III Reverse
Transcriptase (mix RT) e outra mix sem a enzima transcriptase reversa, Non-Reverse
Transcriptase (mix NRT). A mix RT foi preparada com 4puL de buffer da enzima, 1uL de DTT,
IuL de agua DEPC e 1uL de Superscript 111 para cada amostra. A solu¢do mix NRT foi
composta por 4uL de buffer da enzima, 1pL de DTT, 2uL de 4gua DEPC, com volume final e
reagentes conforme a mix RT, exceto pela auséncia da enzima de transcriptase reversa
Superscript 111.

As mix RT e NRT foram aplicadas na placa com as amostras a serem transcritas, € em
seguida incubada a 50°C, por, em média 60 minutos. Na sequéncia, a placa de transcri¢cao foi
inativada incubando a placa a 70°C por 15 minutos. As amostras transcritas em cDNA foram
armazenadas a -20°C até o momento da realizacdo da qPCR para os genes 16S rRNA e Aispl8
mRNA.

A Mix NRT foi utilizada como um controle de qualidade da reacdo de transcrigao,
garantindo que ndo havia DNA contaminante nas amostras que foram amplificadas. Na reacdo
de qPCR, as amostras foram amplificadas em duplicata, sendo um conjunto de amostras RT

(que passaram por transcri¢ao reversa) € um conjunto NRT (ndo passaram por transcricdo
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reversa). Durante a andlise, as amostras RT foram comparadas as NRT em relagdo a

amplificacao.

4.7.3 Extracdo de DNA

As amostras em microtubos contendo silica e os componentes celulares que estavam
armazenadas a -20°C, conforme descrito no topico 4.6.2.1 foram retiradas do freezer para o
processo de extracdo do DNA, conforme Apéndice K.

Em cada microtubo foi adicionado 500uL de cloroféormio e todo o conteudo foi agitado
em vortex para homogeneizagdo. Em seguida, os microtubos foram mantidos em temperatura
ambiente por 5 minutos. Na sequéncia foram centrifugados a 13.200 rpm por 15 minutos em
temperatura ambiente.

Apbs este tempo, o sobrenadante obtido a partir da centrifugagdo foi transferido para
um microtubo novo ¢ 600uL de isopropanol foi adicionado e misturado por inversdo. Na
sequéncia os microtubos foram incubados overnight a -20°C para precipitagdo do DNA.

Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a 13.200 rpm, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado e na sequéncia foi adicionado ao pellet
de DNA 500uL de etanol 70% gelado e o microtubo foi centrifugado por 10 minutos a 13.200
rpm, a temperatura ambiente. Todo volume de etanol foi desprezado.

O microtubo com pellet foi mantido aberto a temperatura ambiente por um periodo que
variou de 2 a 4 horas para evaporacao do etanol. O DNA foi ressuspendido com 300uL de Tris-
EDTA (TE) 1x, e armazenado no freezer -20°C até a realizacao das analises qPCR para o gene

RLEP.

4.7.4 qPCR RLEP, 16S rRNA e hspl8 mRNA

As amostras de DNA para RLEP e de cDNA para os genes 16S rRNA e Aspl/8 mRNA,
foram submetidas em duplicata conforme protocolos descritos nos Apéndices L, M e N.

A placa do gene RLEP foi preparada com 10uL de Luna® Universal Probe qPCR
Master Mix concentracao 2X (Uniscience), 2,5uL de cada primer RLEP Foward (F) e Reverse
(R), 2,5uL de sonda, e 6puL a 10puL. da amostra de DNA (a depender da concentracdo obtida na
leitura de cada amostra), resultando em um volume final que variou entre 23,5 uL e 27,5uL
para cada amostra. Para o gene 16S rRNA cada amostra foi preparada com 10uL de Luna®,

IuL de cada primer 16S F e R, 1uLL de sonda, 6uLL de agua e 4ul. da amostra de cDNA,
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resultando em um volume final de 25uL. E para o gene Asp/8§ mRNA cada amostra foi
preparada com 12pL de Luna®, 1pL de cada primer 18K F e R, 1puL de sonda, 1uL de solugdo
Bovine Serum Albumin (BSA) e 6uL da amostra de cDNA, resultando em um volume final de
22uL.

Em cada placa, tanto para RLEP como para 16S rRNA e Asp/8 mRNA foi adicionado
um controle positivo e um controle negativo para controle de qualidade da reacao.

Na tabela 1, estdo descritas as sequéncias de primers e sondas utilizadas, para

identificacao dos genes RLEP, 16S rRNA e Aspl8 mRNA, especificos para o M. leprae.

Tabela 1 - Sequéncia de Primers ¢ Sondas dos genes RLEP, 16S rRNA ¢ /spl8 mRNA,
especificos para o M. leprae utilizadas nos ensaios de qPCR, 2024.

Gene Primer Sequéncia de Primers
MLRLEP - F 5-GCAGCAGTATCGTGTTAGTGA A - 3’
RLEP MLRLEP - R 5-CGCTAG AAG GTT GCCGTAT- 3’
MLRLEP sonda 5-CGC CGA CGG CCG GAT CAT CGA - 3°

MLRNATr16S - F 5-GCA TGT CTT GTG GTG GAA AGC - 3°

I6STRNA [ RNAFI6S -R 5% CAC CCC ACC AAC AAG CTG AT- 3"
ML16S rRNA sonda 3 CAT CCT GCA CCG CA -3
MLRNAmAspI8 —F 5~ CGA TCG GGA AAT GCT TGC - 3

Iﬁ{’éi MLRNAmAspI8 -R 5"~ CGA GAA CCA GCT GAC GAT TG - 3°
Sg;é’;p BmRNA 5. spyM— ACA CCG CGT GGC CGC TCG - 37

Fonte: (Davis et al., 2013; Martinez et al., 2009).

Para os trés genes a ciclagem foi de 50°C por dois minutos, 95°C por 10 minutos, e 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto utilizando equipamento StepOnePlus™
(Real Time PCR Systems — Life Technologies).

O resultado da qPCR foi dado pelo niumero de ciclos - Cycle treshold - (Ct) em que a
curva de fluorescéncia acumulada ultrapassa a linha de corte que pode ser detectada, sendo
considerados valores positivos, para os trés alvos moleculares analisados, aqueles em que o Ct
foi menor ou igual a 37. Este valor foi definido considerando o limite de detec¢dao determinado

a partir de dilui¢des seriadas do DNA do M. leprae em experimentos anteriores realizados no
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Laboratdrio de Pesquisa em Biologia Molecular Aplicada ao Estudo de Micobactérias no ILSL,
em que a dilui¢do mais alta forneceu valor positivo no 37° ciclo. O Valor do Ct, ¢ inversamente
proporcional a quantidade de RNA e DNA presente na amostra.

Neste estudo definiu-se como presencga do M. leprae na mucosa nasal dos participantes,
o resultado positivo na qPCR pela identificacdo da sequéncia RLEP no DNA do bacilo. E a
viabilidade do M. leprae, foi definida pelo resultado positivo na qPCR a partir da identificagao
dos genes 16S rRNA e 4sp/8 mRNA no RNA do bacilo a partir da andlise do conteiddo cDNA.

4.8 Tratamento e analise dos dados

Todos os dados, incluindo os coletados durante as visitas domiciliares, aqueles
identificados em prontuarios, assim como os resultados das analises laboratoriais foram
agrupados em um banco de dados criado no software Microsoft Excel (versdo 2016). Para as
analises estatisticas foi utilizado o software SPSS® (Statistical Package for Social Sciences,
IBM, Nova lorque, EUA) versao 21 para Windows.

Realizou-se analise descritiva dos dados para caracterizagao da populagao de estudo,
com obten¢ao de frequéncias absolutas e relativas. Utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov
para avaliacdo da normalidade dos dados. Foi calculada mediana da variavel continua.

Para verificar a diferenca de positividade dos testes entre um ano e outro, foi utilizado
o teste McNemar. A concordancia entre os testes foi verificada a partir do coeficiente Kappa.
A associacdo entre a variavel dependente e as varidveis independentes categoricas foram
verificadas por andlises bivariadas utilizando o teste Qui-Quadrado (X?) ou o teste exato de
Fisher. Entre a variavel dependente e as varaveis independentes continuas utilizou-se o teste
Mann-Whithney. A correlagdo entre os resultados dos testes moleculares e as variaveis
relacionadas a resposta imune foi verificada pelo coeficiente Phi (¢). Em todas as analises

considerou-se um nivel de significancia de 5%.

4.9 Aspectos éticos

O presente estudo faz parte da pesquisa “Susceptibilidade genética de contatos
domiciliares de casos de hanseniase e sua relagdo com os marcadores sorologicos e a presenca
e viabilidade do M. leprae”, que da continuidade ao estudo “Andlise do processo de exposi¢ao,
infeccdo e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de

marcadores de infeccdo e de suscetibilidade genética ao M. leprae”, aprovado pelo Comité de
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Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG, por meio de parecer com Certificado de Apresentagio
de Apreciagio Etica (CAAE) ntimero 01910312.5.0000.5149 (Anexo A).

Este estudo atende as determinacdes da Resolucao 466/2012, do Conselho Nacional de
Satde, que estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos. Todos os participantes foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa,
sem nenhum tipo de remuneragdo e esclarecidos quanto aos objetivos do estudo.

Para garantir o anonimato, foram utilizados codigos alfanuméricos para a identificacao
dos questionarios bem como dos materiais bioldgicos coletados referentes a cada pessoa.

Todos os participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice P) em duas vias, em que uma ficou com o participante e a outra
foi arquivada pelo pesquisador responsavel. No caso de individuos menores de 18 anos, os pais

ou responsaveis autorizaram sua participacao e assinaram o TCLE.

4.10 Financiamento e parcerias

A pesquisa “Susceptibilidade genética de contatos domiciliares de casos de hanseniase
e sua relagcdo com os marcadores soroldgicos e a presenga e viabilidade do M. leprae”, na qual
este estudo se insere recebeu apoio financeiro da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) por meio do termo APQ-02660-18.

O presente estudo contou com parceria de integrantes do NEPHANS que coletaram os
dados para a pesquisa em questao durante a realizagao de estudo anterior intitulado “Analise do
processo de exposi¢ado, infeccao e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase
por meio de marcadores de infeccdo e de suscetibilidade genética ao M. leprae”.

Além disso, houve parceria com o ILSL mediante acordo firmado com a pesquisadora
Dr.* Ida Maria Foschiani Dias Baptista, coorientadora desta tese. A equipe de alunos da Dr.?
Ida, sob sua orientag¢do e coordenagdo, forneceu apoio para este estudo realizando as analises

moleculares nas amostras de swab nasal dos contatos domiciliares que compde este estudo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo foi dividido em cinco topicos, nos quais estdo apresentados os resultados
e a discussao desta tese. No primeiro topico, consta a revisao sistematica, realizada com o
intuito de sintetizar o conhecimento a respeito dos testes moleculares que avaliam a presenca e
a viabilidade do M. leprae em contatos, em relagdo ao processo de infeccio e adoecimento por
hanseniase. Ressalta-se que neste topico, especialmente, esta descrita também a conclusao, pois
esta foi necessaria para fundamentar a definicdo dos marcadores moleculares analisados em
relacdo as caracteristicas individuais, de convivio e da resposta imune dos contatos. A revisao
sistematica estd publicada no periddico Tropical Medicine and Infectious Disease (Vidal et al.,
2025).

No segundo topico, estd a caracterizacdo dos contatos participantes deste estudo. O
terceiro topico ¢ composto pelos resultados dos ensaios moleculares. No quarto, estdo
apresentadas as andlises da relacdo entre a viabilidade molecular do M. leprae e as
caracteristicas dos contatos. Por fim, no quinto topico, estd um relato a respeito do contato
domiciliar que se tornou um caso de hanseniase incidente durante a realizagao do estudo que

originou esta tese.

5.1 Detec¢iao molecular do M. leprae e o processo de infeccio e adoecimento em contatos

de pacientes com hanseniase: uma revisao sistematica

A busca nas bases de dados resultou em 443 estudos. Apos a remogao das duplicatas,
256 titulos e resumos foram avaliados. Desses, 65 estudos foram selecionados para a leitura do
texto completo, dos quais 29 foram excluidos (Apéndice Q). Ao final do processo de selecdo,

36 estudos foram considerados elegiveis para compor esta revisdo sistematica (Figura 7).
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Figura 7 — Fluxograma PRISMA: Processo de selecdo dos estudos elegiveis para a revisdo sistematica.

| Identificacéo de estudos por meio de bancos de dados

Reqgistros identificados:
(n=443)
EMBASE. 95
MEDLIME: 85
WEB OF SCIENCE: 113
SCOPUS: 118
COCHRAME: 1
BVS: 21

Identificagdo

Reqgistros removidos antes da
triagem:
Registros duplicados
removidos
(n=18T7)
Excluidos por ferramenta de
automacao: 183
Excluidos por uma pessoa: 4

_ l

Reqistros rastreados

(n=258)

Registros excluidos apos leitura
de titulo e resumo (n = 189)

Relatorios ndo recuperados
n=2)

=]
'%- Relatdrios procurados para
recuperacio (n = 67)
@
Relatorios avaliados para
elegibilidade (n = 65)

Estudos incluidos na revisdo
(n=236)

Incluidos

Relatorios excluidos:
Texto completo em chinés sem
traducdo (n=3)
M&o avaliou a populacio de
interesse (n=8)
M&o avaliou o desfecho de
interesse (n= 13)
M&o avaliou o desfecho na
populacao de interesse (n=4)
Medida de frequéncia efou
efeito ndo relatada no
resultado de interesse (n =1)

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Os 36 estudos incluidos foram publicados entre 1997 e 2023, envolvendo oito paises:

Argentina, Bangladesh, Brasil, China, Colombia, Etiopia, India e Indonésia. A maior parte das

publicagdes (52,8%) foi desenvolvida no Brasil. O idioma mais frequente entre as publicagdes

foi o inglés. Com relagdo ao delineamento dos estudos, 24 (66,6%) foram estudos transversais,

10 (27,8%) de coorte, 1 (2,8%) caso-controle e 1 (2,8%) follow-up.

Entre os tipos de contatos avaliados, 32 estudos (88,9%) avaliaram contatos

domiciliares, 3 (8,3%) contatos domiciliares e peridomiciliares, € apenas 1 estudo (2,8%)

avaliou contatos sociais, sendo estes escolares. A amostra variou entre 18 e 1.352.

A qualidade metodologica dos estudos foi avaliada com a escala NOS. Nos estudos

transversais, a pontuagdo variou entre duas e seis estrelas (maximo de sete), sendo que 13



64

(54,2%) receberam quatro estrelas. Nos estudos de coorte, follow-up e caso-controle, a
pontuacdo variou entre quatro e oito estrelas (maximo de nove), com a maioria (66,7%)
atingindo cinco ou seis estrelas. As principais limitagdes que impactaram negativamente a
pontuagcdo dos estudos incluiram falta de comparabilidade entre os grupos, periodo de

seguimento insuficiente e perdas ao longo do seguimento (Tabela 2).



Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos estudos incluidos na revisao sistematica

Ano de Local Delineamento do Amostra - Tipo de

Sllacao publicacio (Pais) Estudo Contato (n) AT 0T s b[07
Turankar et al 2014 india Transversal Domiciliar (28) Casos (n=5) 3
Cardo;a;asm 2000  Colombia  Follow-up Domiciliar (32) Casos (n=12) 6
Casos (n=79), Controle saudavel
Wen et al 2013 China Transversal Domiciliar (96) (n=35), Pacientes de tuberculose 4
(n=18).
Domiciliar (125), e destes
Almeida et al 2004 Brasil Coorte 120 foram submetidos a 6
avaliacdo molecular
Banerjee et al 2010 fndia Coorte Domiciliar (182) Casos (n=439) 5
Domiciliar (187), e destes
Barreto 2011 Brasil Transversal 120 foram submetidos a Casos (n=46) 4
avalia¢ao molecular
Domiciliar (101), e destes
Lourenco et al 2017 Brasil Transversal 87 foram submetidos a Casos (n=69) 4
avalia¢ao molecular
Medina et al 2010 Argentina Transversal Domiciliar (26) 3

Continua
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o~ Ano de Local Delineamento do Amostra - Tipo de
Ciltacao publicacio (Pais) Estudo Contato (n) DTS BT, A0S
Domiciliar (543), e destes
Romero- N 180 participaram da coorte Casos (n=170), e destes 46
Montoya et al 2017 Colombia Transversal e 113 foram submetidos a participaram da coorte >
avaliacdo molecular
Silva et al 2017 Brasil Transversal Domiciliar (18) Casos (n=39) 3
Urgesa et al 2021 Etiopia Transversal Domiciliar (44) Casos (n=1 1)’(nczoég[§016 endémico 4
Pinho et al 2015 Brasil Transversal Domiciliar (e;gg;ﬂomlcﬂlar Casos (n=200) 5
Martinez et al 2011 Brasil Transversal Domiciliar (1288) Casos (n=334) 4
Ti6-Coma et al 2020 Bangladesh Coorte Domiciliar (250) Casos (31) 6
Araujo et al 2016 Brasil Coorte Domiciliar (104) Casos (n=113) 7
. A Casos tratados (n=23), Escolares
Bouth ef al 2023 Brasil Transversal Domiciliar (78) (178), Demanda espontanea (6) 4
Casos recém diagnosticados
da Silva et al 2021 Brasil Transversal Domiciliar (296) (n=87), casos tratados (n=32), 4

individuos saudaveis para
controle endémico (n=31).

Continua



o~ Ano de Local Delineamento do Amostra - Tipo de
LD publicacio (Pais) Estudo Contato (n) DTS BT, A0S
Das et al 2020 india Transversal Domiciliar (61) Casos (q=6 D, 6_fam111as 5
multicaso (n=16)
Aratjo et al 2012 Brasil Transversal Domiciliar (1352) Casos (n=444) 5
Sato et al 2022 Brasil Transversal Social - escolares (236) 6
Silveira et al 2021 Brasil Caso-controle qulcl!@r. (1) e Casos (n=22) 5
peridomiciliar (40)
Pathak et al 2019 india Transversal Domiciliar (50) Casos (n=91) 3
Carvalho et al 2018 Brasil Transversal Domiciliar (48) Casos (n=66) e Controle (n=80) 4
Gama et al 2018 Brasil Transversal Domiciliar (113) Casos (n:.43)’ co_ntroles 4
negativos (n=8)
. Domiciliar (2011:113) _ _

Gama et al 2019 Brasil Coorte (2012 80) (2016: 44) Casos (n=38), Controle (n=40) 6

Domiciliar (980), e destes

955 foram incluidos na

Manta et al 2019 Brasil Coorte coorte e submetidos a 7

avaliagdo molecular para

rastreio

Arunagiri et al 2017 india Transversal Domiciliar (100) Nao contatos (n=100) 3

Domiciliar (202), e destes
Smith et al 2004 India Coorte 157 foram submetidos a Nao contatos (n=2.832) 5

avaliacdo molecular

Continua
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Ano de Local Delineamento do Amostra - Tipo de

Citacao publicacao  (Pais) Estudo Contato (n)

Outros grupos (n) NOS

Domiciliar (402), e destes
2008 Colombia Transversal 71 foram submetidos a . 4
avaliacao molecular

Cardona-Castro
et al

Brito e Cabral

ot al 2013 Brasil Transversal Domiciliar (135) Caso (n=30) 4
Krismawati et L o

al 2020 Indonésia Transversal Domiciliar (107) . 4

Guerrero et al 2002 Colombia Transversal Domiciliar (70) . 4

Domiciliar (134) e destes Controle - populacio indicena
106 foram submetidos a popuiag g

Ramaprasad ef 1997 india Coorte - (n=89), trabalhadores da satde 4
al avaliagdo molecular e 73 C R
(n=33), casos (n= 48)

participaram da coorte

Job et al 2008 India Coorte Domiciliar (93) Casos (n=20) 5

Reis et al 2014 Brasil Coorte Domiciliar (826) Casos (n=200) 8

Grupo controle (n=6) sendo 5
negativos pra anti-PGL-1 e 1 2
positivo

Domiciliar e peridomiciliar

(31

Martins et al 2010 Brasil Transversal

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.



Os dados extraidos a respeito das analises moleculares e desfechos dos estudos avaliados estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas das analises moleculares e desfechos dos estudos avaliados na revisdo sistematica

Avaliacao Molecular -

Citacao
¢ marcador

Material
biologico
analisado

Técnica de
analise

Desfecho e principais resultados

Turankar et al  Presenga - RLEP

Raspado

dérmico de PCR

lobulos das convencional
orelhas

A positividade ao DNA do M. leprae entre os contatos foi de
21,43% (6/28). Entre os 5 casos avaliados, todos apresentaram
amplificacio para RLEP. Os autores realizaram também
subtipagem do DNA de M. leprae identificado nas amostras, e
a partir disso concluiram que a fonte de infec¢cdo foi o caso
indice associado, ou que ambos tiveram a mesma fonte
primaria de infecgao.

Cardona-Castro Presenca - RLEP

Raspado
dérmico de
l6bulos das PCR

A positividade ao DNA do M. leprae entre os contatos foi de
(3,12%) 1/32. Este mesmo contato na época da coleta de dados
apresentava uma lesdo cutinea leve e hipopigmentada (2 x 3
cm), localizada na coxa esquerda, com drea anestésica ao redor

et al orelhas, lesdes convencional da lesdo. Posteriormente esse contato com DNA do bacilo
e cotovelos e identificado desenvolveu hanseniase PB. Os autores avaliaram
swab nasal também sorologia anti-PGL-1 e identificaram uma taxa de
soroconversao de 28% entre os contatos.
PCR A positividade ao DNA do M. leprae entre os contatos foi de
P - RLEP . - L
Wen et al resenea Sangue convencional 6,25% (6/96) entre os contatos proximos saudaveis.

Almeida et al  Presenca - RLEP

Sangue e swab PCR
nasal convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 4/120 (3,4%) em
sangue ou secre¢do nasal, sendo que 2/119 (1,7%) foram
positivos para amostras de sangue e 2/120 (1,7%) foram
positivos para swab nasal. Nenhum dos contatos adoeceu
durante o acompanhamento.

Continua

69



Citacao

Avaliacao Molecular -
marcador

Material
biologico
analisado

Técnica de
analise

Desfecho e principais resultados

Banerjee et al

Presenca - RLEP

Swab nasal

PCR
convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 7,14% (13/182),
sendo que entre os contatos de casos MB foi de 10,9% (12/110)
e entre os contatos de PB foi de 1,3% (1/72). A positividade foi
maior entre os adultos em relacdo as criangas. Os 1,09%
(2/182) dos contatos que adoeceram eram de casos MB.

Barreto

Presenca - RLEP

Swab nasal

PCR
convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 22,75% 33/145).
Entre os contatos saudaveis 20,5% (26/127) apresentaram
resultado positivo. No grupo de contatos domiciliares
adoecidos 38,88% (7/18) apresentaram resultado positivo.
Entre os 187 contatos participantes 11,8% (22/187)
desenvolveram hanseniase, sendo que 16 adoeceram entre o
diagndstico com caso indice e a coleta de dados e 6 foram
diagnosticados durante a coleta de dados.

Lourencgo et al

Presenca - RLEP

Swab nasal

PCR
convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 16,1% (14/87). A
porcentagem de contatos com idade entre 11 a 15 anos que
apresentaram resultado positivo na PCR foi significativamente
maior do que os individuos nesta idade com PCR negativo
(85,7% (12/14) vs. 26% (19/73); P<0,0001). Com relagdo a
classificagdo operacional do caso indice, a porcentagem de
positividade da PCR foi de 15,1% (8/53) entre contatos de caso
PB e 17,6% (6/34) para contatos de MB, ndo havendo diferenga
significativa (p= 0,05).

Medina et al

Presenca - RLEP

Swab nasal

PCR
convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 19,23% (5/26)
contatos. Destes, 4 eram contatos de casos MB e 1 de caso PB.
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Citacao bioldgico L1s Desfecho e principais resultados
marcador . analise
analisado
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 16% (18/113).
Estes 18 contatos pertenciam a 12 grupos familiares, o que
Romero- PCR indica que dois grupos familiares tinham dois contatos
Montoya et al Presenca - RLEP Swab nasal convencional portado?es de M. glepr;ae e um grupo tinha trés contatos
portadores de M. leprae. 2 novos casos de hanseniase (1,76%)
foram confirmados entre os contatos apos os testes.
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 72,2% (13/18)
relacionado ao ensaio R5/R6, sendo que 100% (n=4) dos
PCR contatos de caso PB e 64,29% (n=9) dos contatos de caso MB
Silva et al Presenca - RLEP Swab nasal convencional foram positivos neste ensaio. Para o ensaio LP1/LP2, a
positividade foi de 66,6% (12/18), sendo que 100% (n=4) dos
contatos de caso PB e 57,14% (n=8) dos contatos de MB
apresentaram resultado positivo.
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 11,4% (5/44)
(IC95%: 3%, 24%), sendo que todos os contatos com PCR
PCR ositiva eram contatos de pacientes MB. Nao foi observada
Urgesa et al Presenca - RLEP Swab nasal convencional giferenga significativa na pgsitividade do PCR entre os sexos

(p =0,622), faixas etarias (P = 0,609) e durag¢do do contato com
o caso indice (p =0,712).

Pinho et al

Presenca - RLEP

Swabnasale  PCR
oral convencional

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 8,5% (69/808) das
amostras dos contatos. Destas, 5,6% (45/808) eram amostras de
swab oral e 4,6% (37/808) eram swab nasal. Entre os 69
contatos que tiveram resultados positivo, 21,7% (15/69)
apresentaram positividade em ambas as amostras.
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Citacao
¢ marcador

Desfecho e principais resultados

Martinez ef al  Presenca - RLEP

A positividade geral ao DNA do M. leprae foi de 6,83%
(88/1288). Ao avaliar os contatos dos pacientes PB ¢ MB,
5,08% (15/295) e 7,35% (73/993) apresentaram resultados
positivos, respectivamente, ndo havendo diferenga significativa
entre os grupos (X?= 0,415; p=0,7187).

Ti6-Coma et al Presenga - RLEP

Material , .
. 1r e Técnica de
bioldgico s
. analise
analisado
Swab oral PCR .
convencional
Raspado
dérmico de PCR
16bulos das convencional

orelhas e swab e qPCR
nasal

A positividade ao DNA do M. leprae entre os contatos foi de
12,3% (30/250) em amostras de raspado dérmico e 18,0%
(45/250) em swab nasal. A porcentagem de contatos que
adoeceram durante o acompanhamento foi 1,6% (4/250).
Destes, um apresentou PCR positiva em raspado dérmico 5
meses antes e outro em swab nasal 8§ meses antes do
diagnostico. Os outros dois apresentaram sorologia anti-PGL-
1 positiva 10 e 12 meses antes do diagnostico, de maneira que
todos os novos casos mostraram positividade para diagnosticos
associados de 5 a 12 meses antes de desenvolver a doenga. Os
niveis individuais de anti-PGL-I apresentaram correlagao
negativa em relagdo aos valores de Ct RLEP.
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Araujo et al

Presenca - RLEP

Biopsia de
vestibulo
nasal, swab
nasal, sangue

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 49% (51/104) para
swab nasal, 53,8% (56/104) para bidpsia de concha nasal e
6,7% (7/104) para amostras de sangue. Entre os 104 contatos
6,7% (7/104) desenvolveram hanseniase durante o
acompanhamento de 5 a 7 anos. Identificou-se relacio
significativa entre os resultados de qPCR para swab nasal e
amostras de bidpsia de cornetos (OR=2,3; 1C95%: 1,0-5,1),
assim como entre os resultados de qPCR para amostras de
cornetos nasais e sorologia anti—-PGL-I (OR=4,2; 1C95%: 1,2—
14.8; p= 0,046). Observou-se probabilidade clara em
desenvolver hanseniase entre os contatos que apresentaram
positividade para qPCR em amostras de sangue (razdo de
verossimilhanga positiva (RV+) e Risco relativo (RR): 5,54
(IC95%: 1,30-23,62).

Bouth et al

Presenca - RLEP

Raspado
dérmico de
l6bulos das
orelhas

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 23,7% (18/78).
2,6% dos contatos foram duplo-positivos (anti-PGL-I+/RLEP
gPCR+). Identificou-se adoecimento entre os contatos de casos
tratados: 5,3% (3/57); contatos de casos identificados entre
escolares: 17,6% (6/34); bem como entre contatos de casos de
demanda espontanea: 10% (2/20).

da Silva et al

Presenca - RLEP

Raspado
dérmico de
16bulos das
orelhas

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 27,4% (81/296). A
sensibilidade da qPCR para deteccao de DNA foi de 84%,
especificidade de 75% e acuracia de 77%. 15,5% (46/296) dos
contatos foram positivos tanto para RLEP quanto para
sorologia anti-PGL-1.
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Citacao bioldgico L1s Desfecho e principais resultados
marcador . analise
analisado
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 78,7% (48/61).
Contatos de casos BL e LL apresentaram maior positividade ao
DNA do M. leprae com relagdo ao tuberculoide (OR= 6,6;
1C95%: 1,6-27,6; p= 0,0090). Da mesma maneira os contatos
Raspado
dérmico de de casos MB (OR: 4,88; 1C95%: 1,02-23,37; p= 0,04) e com
Das et al Presenca - RLEP 16bulos das gqPCR IB positivo (OR: 7.07; 1C95%: 1.41-35.41; p= 0,0173)
orelhas apresentaram maior positividade molecular. Ser contato
genético do caso indice também aumentou as chances de
positividade quando o caso era LL ou BL (OR: 9,23; IC95%:
1,01-83,94; p= 0,04) e apresentava IB positivo (OR: 6,93;
1C95%: 0,76—63,04; p= 0,08).
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 4,7% (63/1352),
sendo 3,3% (10/303) para contatos de casos PB e 5,1%
(53/1.049) para contatos de casos MB. Com relagdo a
classificagdo da forma clinica do caso indice, a positividade dos
X 3 . 0
Aratijo et al Presenca - RLEP Sywab nasal qPCR contatos em relacdo ao DNA do M. leprae foi de: 0% (0/9)

contatos de casos na forma clinica indeterminada, 3,7% (4/107)
TT, 3,9% (16/412) BT, 5,7% (14/244) BB, 7% (17/241) BL,
3,6% (12/339) LL. Houve associacdo significativa entre os
resultados da PCR utilizando swabs nasais e os resultados da
sorologia anti-PGL-I (p < 0,0034).
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Técnica de
analise

Desfecho e principais resultados

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae entre os contatos sociais
foi de 14% (33/236), variando de 5,1% a 50% entre as
escolas. Identificou-se maior prevaléncia de contatos sociais
com PCR positivo entre aqueles que viviam na regido norte da
cidade (42,4%), com idade entre 10 e 14 anos (72,7%) e
pertencentes as classes socioeconomicas C, D ou E em relagao
a classe econdmica mais alta (66,7%). Na analise bivariada,
houve diferengca estatisticamente significativa entre as
variaveis regido de residéncia em que viver nas regides norte,
sul e leste apresentou maior chance de infecg¢ao pelo M. leprae
(RP: 0,40; IC 95%: 0,18-0,91; p=0,039) e condicao de
residéncia em que viver num imoével alugado ou doado
apresentou maior chance de infec¢do pelo M. leprae (RP: 2,16;
IC 95%: 1,16-4,04; p=0,015).

o~ Avaliacao Molecular - N.[at,e n al
Citacao biologico
marcador .
analisado
Sato et al Presenca - RLEP Swab nasal
Silveira et al Presenga - RLEP ¢ 168 Saliva

rRNA

PCR
convencional

No grupo de contatos domiciliares isoladamente, a positividade
ao DNA do M. leprae foi de 4,9% (2/41) para RLEP e 2,4%
(1/41) para 16S rRNA. Em relagdo aos contatos
peridomiciliares, houve positividade de 12,5% (5/40) para
RLEP e 2,5% (1/40) para 16S rRNA. Considerando os dois
grupos como um Unico grupo de contatos, a positividade foi de
8.6% (7/81) para RLEP e 2.5% (2/81) para 16S.

Sangue, swab
nasal, raspado
dérmico de
l6bulos das
orelhas, saliva

Presenca - RLEP,

Pathak et al 16SIRNA e sodA

PCR
convencional

Nas analises de PCR com genes individuais a positividade ao
DNA do M. leprae foi de 10% (5/50) para RLEP e 4% (2/50)
para 16S. O alvo sodA4 ndo apresentou positividade. Ja na M-
PCR a porcentagem de positivos foi 40% (20/50).
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Carvalho et al

Presenga - RLEP ¢ 85B

Swab nasal e
raspado de
palato

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 31% (15/48) na
mucosa do palato e 38% (18/48) na mucosa nasal para RLEP,
ndo havendo diferenga significativa (p= 0.6674). Para o alvo
85B a positividade foi de 13% (6/48) na mucosa de palato e
19% (9/48) na mucosa nasal, também sem diferenca de
positividade entre os sitios de coleta (p= 0.5740).

Gama et al

Presenga - 16S rRNA

Raspado
dérmico de
lobulos das
orelhas e
sangue

qPCR

A positividade geral ao DNA do M. leprae foi de 23,89%
(27/113), sendo que entre os contatos de caso PB a positividade
foi de 19,23% ¢ entre os contatos de MB foi de 27,87%. Ao
observar os resultados separados, nas amostras de sangue a
positividade foi de 9,73% (11/113), sendo 7,69% entre os
contatos PB e 11,48% entre os contatos MB. Para as amostras
de raspado dérmico a positividade foi de 15,93% (18/113),
sendo 13,46% entre contatos de casos PB e 18,03% entre
contatos de casos MB. Apds 1 ano de acompanhamento, 2,65%
(3/113) dos contatos foram diagnosticados com hanseniase.

Gama et al

Presenca - 16s rRNA

Raspado
dérmico de
l6bulos das
orelhas e
cotovelos

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 16,81% (19/113)
em 2011, 7,04% (5/71) em 2012, e 0% (0/46) em 2016. Para os
contatos de casos PB e positividade foi de 11,5% (7/52) em
2011, 3,5% (1/29) em 2012 e 0% (0/25) em 2016. Para os
contatos de casos MB, foi de 19,7% (12/61) em 2011, 9,5%
(4/42) em 2012 e 0% (0/21) em 2016. Foi observada redugao
na frequéncia de individuos positivos durante o periodo de
estudo. 4 contatos adoeceram durante o seguimento, sendo 3
em 2012 e 1 em 2017, mas nao foi verificada a relagao entre os
resultados dos testes positivos referentes aos contatos que
adoeceram.
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A positividade ao DNA do M. leprae foi de 9% (86/955). E o
adoecimento entre eles foi de 0,5% (5/955). Entre os contatos
Raspado o ltad iy
dérmico de que adoeceram 20% apresentaram resulta o pgsfuvo para
Manta et al Presenga - 16S rRNA 16bulos das qgPCR gPCR, e entre os que ndo adoeceram esta positividade foi de
9%. Observou-se um RR de 2,52 (IC95%: 0,28-22,35),
orelhas \ o . .
referente a predicao do adoecimento por hanseniase, entretanto
esse resultado ndo apresentou significancia estatistica.
. PCR e .
Arunagiri et al Presenca - pra Swab nasal . A positividade ao DNA do M. leprae foi de 13% (13/100).
convencional
PCR A positividade ao DNA do M. leprae foi de 0,6% (1/157). Nao
Smith et al Presenga - pra Swab nasal : houve associagdo significativa entre a positividade ao DNA de
convencional o
M. leprae e ser contato domiciliar.
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 31% (22/71). Entre
Cardona-Castro Presenga - 12-5 Swab nasal PCR : os contatos que foram positivos na PCR, 72,7% (16/22)
etal convencional . . .
também foram positivas para anti-PGL1.
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 26,7% (12/135).
Destes, 3 eram contatos de caso PB e 9 de caso MB. Entre os
Brito e Cabral Presenca - 36 kDa Sywab nasal PCR . 12 contatos p(?SlthOS para DNA de M. lep'rc.ze, 5 foram pgsfuvos
et al convencional para IgM anti-PGL1 sérico, 7 foram positivos para anticorpos

anti-PGLI1 salivar e 1 foi positivo para todos os testes, com
excecdo do IgM anti-PGL1 salivar.
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Presenca - LP1 (5-TGC A positividade a0 DNA do M. leprae foi de 19,62% (21/107).
ATGTCATGGCCTTG Os contatos que conviviam ha mais de 1 ano com o paciente de
Krismawati et AGG-3') e LP2 (5 PCR ratos q . : P
Swab nasal . hanseniase tiveram risco 12 vezes maior de contrair M. leprae
al CAC convencional . ) B
CGATACCAGCGGCA do que aqueles que viviam longe do paciente (OR= 12.45,
0/.. _ R
GAA-3) 1C95%: 1.595-97.20; p=0.002).
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 12,8% (9/70). Os
PCR conjuges apresentaram maior chance de infeccao do que entre
Guerrero eral - Presenga - LSR/ALS Swab nasal convencional os demais coabitantes, independente de parentesco (OR=3,87,
1C95%: 1.21-12.3).
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 2% (2/106) na
primeira abordagem, e no seguimento a positividade passou
o s
Ramaprasad et Presenca - S13/S62 Sywab nasal PCR . para 4},1 % (3/73), sgndo que o contato que era positivo e
al convencional participou do seguimento passou a apresentar resultado
negativo na PCR e outros 3 passaram a apresentar resultado
positivo.
A positividade ao DNA do M. leprae foi de 17,2% (16/93) em
amostras de raspado dérmico antes do tratamento do caso, e
Raspado 1,07% (1/93) ap6s um més de tratamento do caso. Em amostras
dérmico do PCR de swab nasal a positividade foi de 4,3% (4/93) antes do
Job et al Presenca - 18kDa antebrago e convencional tratamento do caso e 6,45% (6/93) um més apds tratamento do

punho e swab
nasal

caso indice. Ressalta-se que destes 6, dois foram positivos nos
dois momentos avaliados. Apds dois meses de tratamento do
caso indice, ndo houve positividade em nenhum dos contatos
testados em nenhum tipo de amostra.
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Reis et al

Presenga - ML0024

Sangue

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 1,2% (10/826),
sendo 1,1% (2/182) em contatos de pacientes PB e 1,2%
(8/644) em contatos de pacientes MB. Todos os contatos
domiciliares com ML0024 positivo qPCR (n=10) também
apresentaram testes de Mitsuda negativos ou fracamente
positivos (p=0,0131) e 40% (4/10) foram positivos para anti-
PGL-1 (p=0,1283). Os contatos com presenca de DNA de M.
leprae apresentaram maior chance de desenvolver hanseniase
(OR: 14,78, 1C95%: 3,6-60,8; p<0,0001) e RV+ de 13,19
(IC95%: 3,6-48.1; p <0,0001). Em um acompanhamento de 7
anos, 3,1% (26/826) dos contatos desenvolveram hanseniase.
Entre esses 26 contatos, 11,5% (3/26) apresentaram resultado
positivo na qPCR.

Martins et al

Presenca - Nao
mencionado

Biopsia de
mucosa nasal

qPCR

A positividade ao DNA do M. leprae foi de 19,35% (6/31).
Houve adoecimento por hanseniase em 3,22% (1/31) contato
identificado no ano posterior a avaliagdo molecular. Todos os
6 contatos positivos na PCR apresentaram resultado positivo na
sorologia anti-PGL-1 sendo que cinco deles apresentaram
niveis séricos positivos 2+ e um apresentou nivel sérico 4+.

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Estes dados foram agrupados e apresentados em trés categorias.

Categoria 1- Positividade de M. leprae em contatos

Todos os 36 estudos apresentaram resultados referentes a presenca de M. leprae entre
0s contatos.

A maioria dos estudos (n=23 - 63,9%) avaliou a presenca do bacilo a partir do marcador
RLEP (Almeida et al., 2004; Aratjo et al., 2012; Araujo et al., 2016; Banerjee et al., 2010;
Barreto, 2011; Bouth et al., 2023; Cardona-Castro, Beltran-Alzate e Romero-Montoya, 2009;
Carvalho et al., 2018; Das et al., 2020; Lourengo et al., 2017; Martinez, T. S. et al., 2011,
Medina ef al., 2010; Pathak et al., 2019; Pinho et al., 2015; Romero-Montoya, Beltran-Alzate
e Cardona-Castro, 2017; Sato et al., 2022; Silva et al., 2017; Silva, Da et al., 2021; Silveira et
al., 2021; Ti6-Coma et al., 2020; Turankar et al., 2014; Urgesa et al., 2021; Wen et al., 2013).
Na sequéncia, cinco estudos (13,9%) identificaram o alvo 16S rRNA (Gama et al., 2018, 2019;
Manta et al., 2019; Pathak et al., 2019; Silveira et al., 2021).

Outros alvos também foram avaliados, porém com menor frequéncia que os
anteriormente citados, sendo eles o gene pra (Arunagiri et al., 2017; Smith et al., 2004), a
sequéncia 12-5 (Cardona-Castro, Beltran-Alzate e Manrique-Hernandez, 2008), 36kDa (Cabral
et al, 2013), a sequéncia LP1 (5-TGCATGTCATGGCCTTGAGG-3") e LP2 (5'-
CACCGATACCAGCGGCAGAA-3") (Krismawati et al., 2020), LSR/A15 (Guerrero et al.,
2002), S13/S62 (Ramaprasad et al., 1997), 18kDa (Job et al., 2008), ML0024 (Reis et al.,
2014), sodA (Pathak et al., 2019) e 85B (Carvalho ef al., 2018). Um dos estudos ndo informou
qual o alvo molecular utilizado para a investigacdao (Martins et al., 2010). Ressalta-se que trés
estudos avaliaram mais de um alvo molecular em sua investigacdo (Carvalho et al., 2018;
Pathak et al., 2019; Silveira et al., 2021).

No quadro 4, os dados extraidos sobre a positividade ao DNA do M. leprae estao
resumidos de acordo com o marcador molecular avaliado, a técnica de analise e o material
biologico analisado. Estes dados estdo descritos de maneira mais detalhada nas subcategorias,

apos o quadro.



Quadro 4 — Positividade ao DNA do M. [eprae entre os estudos
incluidos na revisao sistematica

Marcador
molecular

Técnica
de
analise

Material
bioldgico
analisado

Positividade ao
DNA do M. leprae

Referéncia

RLEP

PCR

Raspado
dérmico

3,12% a 21,43%

Cardona-Castro,
Beltran-Alzate e
Romero-Montoya,
2009, Ti6o-Coma et al.,
2020, Turankar et al.,
2014.

Sangue

1,7% a 6,25%

Almeida et al., 2004,
Wen et al., 2013.

Swab Nasal

1,7% a 72,2%

Almeida et al., 2004,
Banerjee et al., 2010;
Barreto, 2011, Cardona-
Castro, Beltran-Alzate ¢
Romero-Montoya,
2009, Lourenco et al.,
2017, Medina et al.,
2010, Pathak et al.,
2019, Pinho et al.,
2015, Romero-
Montoya, Beltran-
Alzate e Cardona-
Castro, 2017, Silva et
al., 2017, Ti6o-Coma et
al., 2020, Urgesa et al.,
2021.

Swab Oral

5,6% a 6,83%

Martinez, T. S. et al.,
2011, Pinho et al.,
2015.

Saliva

4,9% em contatos
domiciliares e
12,5%
peridomiciliares

Silveira et al., 2021.

qPCR

Biopsia
nasal

53,8%

Araujo et al., 2016.

Raspado
dérmico

23,7% a 78,7%

Bouth et al., 2023, Das
et al., 2020, Silva, Da et
al., 2021.

Swab Nasal

4,7% a 49%

Aragjo et al., 2012,
Araujo et al., 2016,
Carvalho et al., 2018,
Sato et al., 2022.

Sangue

6,7%

Araujo et al., 2016.

Raspado de
palato

31%

Carvalho et al., 2018.
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2,4% em contatos
domiciliares e

PCR Saliva 2.5% Silveira et al., 2021.
peridomiciliares
16S Swab Nasal | 4% Pathak et al., 2019.
Raspado Gama et al., 2018,
, . 9% a 16,81% 2019; Manta et al.,
qPCR dérmico
2019.
Sangue 9,73% Gama et al., 2018.
Arunagiri et al., 2017,
Cabral et al., 2013,
Cardona-Castro,
Beltran-Alzate ¢
Manrique-Hernandez,
0 o 2008, Guerrero et al.,
PCR Swabnasal | 0% a 31% 2002, Job et al., 2008,
Krismawati et al., 2020,
Pathak et al., 2019,
Alvos Ramaprasad et al.,
distintos 1997, Smith et al.,
2004.
Raspado 17,2 Job et al., 2008.
dérmico
Swab nasal 19% Carvalho et al., 2018.
Raspadode |4, Carvalho et al., 2018.
qPCR palato .
Sangue 1,2% Reis et al., 2014.
Biopsia 19,35% Martins et al., 2010,
nasal

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

1.1 Positividade de M. leprae a partir do alvo RLEP
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A prevaléncia de positividade ao DNA do M. leprae a partir do alvo RLEP variou entre
1,7% (Almeida et al., 2004) a 72,2% (Silva et al., 2017) quando a técnica realizada foi PCR

convencional em amostras de swab nasal. Em swab oral a variagao encontrada foi de 5,6%
(Pinho et al., 2015) a 6,83% (Martinez, T. S. et al., 2011). Em sangue, de 1,7% (Almeida et
al., 2004) a 6,25% (Wen et al., 2013), e em raspado dérmico de 3,12% (Cardona-Castro,
Beltran-Alzate e Romero-Montoya, 2009) a 21,43% (Turankar et al., 2014).

Quando a técnica qPCR foi performada, a positividade para amostras de swab nasal

variou de 4,7% (Aratjo et al., 2012) a 49% (Araujo et al., 2016), e em raspado dérmico de
23,7% (Bouth et al., 2023) a 78,7% (Das et al., 2020). Em amostra de biopsia nasal a
positividade identificada foi de 53,8%, em sangue 6,7% (Araujo et al., 2016) e 31% em

amostras de raspado de palato (Carvalho ef al., 2018).
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Entre os estudos que testaram mais de um tipo de amostra para RLEP, o percentual de
positividade observado nao diferiu muito entre sangue (1,7%) e swab nasal (1,7%) (Almeida et
al., 2004); entre swab oral (5,6%) e swab nasal (4,6%) (Pinho ef al., 2015); assim como entre
raspado dérmico de l6bulos das orelhas (12,3%) e swab nasal (18,0%) (Ti6-Coma et al., 2020).
Destaca-se entre estes, o estudo que avaliou trés tipos de amostra, e observou pequena diferenga
entre swab nasal (49%) e biopsia nasal (53,8%), porém estes resultados divergiram mais de

40% da positividade encontrada nas amostras de sangue (6,7%) (Araujo et al., 2016).

1.2 Positividade de M. leprae a partir do alvo 16S

Trés estudos avaliaram a presenga do M. leprae a partir do alvo 16S rRNA (Gama et al.,
2018, 2019; Manta et al., 2019). Todos utilizaram a técnica qPCR e avaliaram amostras de
raspado dérmico. Um deles (Gama et al., 2018) avaliou também amostra de sangue. A
prevaléncia de positividade observada foi de 9,73% em sangue (Gama et al., 2018), e variou
entre 9% (Manta et al., 2019) e 16,81% (Gama et al., 2019) em raspado dérmico.

Um dos estudos, avaliou a presenga molecular do bacilo em trés anos distintos. A
positividade encontrada foi decrescente passando de 16,81% para 7,04% no ano subsequente.
E quatro anos depois, observou-se 0% de resultados positivos. Importante ressaltar que o

numero de contatos acompanhados também reduziu ao longo do acompanhamento (Gama et

al., 2019).

1.3 Positividade de M. leprae a partir de alvos moleculares distintos

Entre os estudos que avaliaram outros alvos, com menor frequéncia que os
anteriormente descritos, oito realizaram PCR convencional e entre estes a prevaléncia de
positividade ao M. leprae variou de 0,6% com avaliacdao do gene pra (Smith et al.,2004) a31%
com a sequéncia 12-5 (Cardona-Castro, Beltran-Alzate e Manrique-Hernandez, 2008).

Entre estes, apenas dois estudos acompanharam os contatos com mais de uma avaliagado
molecular. Um deles, avaliou trés meses subsequentes acompanhando o tratamento do caso
indice, e identificou redu¢do da presenca do bacilo entre os contatos tanto em swab nasal quanto
em raspado, sendo que os resultados apontaram 0% de DNA bacilar entre contatos apos dois
meses de tratamento do caso (Job et al., 2008). Outro estudo que fez uma avaliagdo inicial e a
segunda ap6s um ano, identificou aumento de prevaléncia de positividade entre os contatos em
mucosa nasal. Entretanto houve perdas no seguimento e apesar do aumento na porcentagem de
resultados positivos, essa positividade ndo se manteve entre os mesmos individuos, indicando

que a positividade ¢ transitoria (Ramaprasad et al., 1997).
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Em outros dois estudos em que se realizou a técnica de qPCR a prevaléncia de
positividade variou de 1,2% para o alvo ML0024 em amostras de sangue (Reis et al., 2014) a

19,35% em bidpsia nasal, sem especificacdo do marcador utilizado (Martins ef al., 2010).

1.4 Positividade de M. leprae a partir de mais de um alvo molecular

Trés estudos avaliaram a prevaléncia de positividade ao DNA do M. leprae utilizando
mais de um alvo molecular. Em todos eles, o alvo RLEP foi avaliado e a positividade deste foi
mais alta que dos demais alvos (Carvalho et al., 2018; Pathak et al., 2019; Silveira et al., 2021).

Um estudo avaliou a saliva de contatos domiciliares e peridomiciliares em relagao aos
alvos RLEP e 168, e a positividade encontrada entre os contatos peridomiciliares foi maior do
que aquela encontrada entre os que viviam no mesmo domicilio que o caso de hanseniase para
os dois alvos (Silveira et al., 2021).

Os outros dois estudos avaliaram apenas contatos domiciliares. Um deles avaliou a
diferenga de positividade entre swab nasal e raspado de palato, e ndo identificou diferenca
significativa entre os dois sitios de coleta para os alvos RLEP e 85B, indicando que tanto a
mucosa nasal quanto a cavidade oral sdo locais igualmente colonizados pelo bacilo (Carvalho
etal., 2018).

Outro avaliou os alvos RLEP, 16s e sod4 em quatro sitios de coleta, sendo sangue, swab
nasal, raspado dérmico de l6bulos das orelhas e saliva. Identificaram positividade apenas em
swab nasal, e entre os alvos moleculares a maior positividade foi de RLEP (10%), seguido do
16S (4%) e 0 sodA ndo apresentou positividade. Ao avaliarem os trés alvos em uma tnica reagdo
a partir de um multiplex PCR, a positividade aumentou consideravelmente (40%) (Pathak et

al., 2019).

Categoria 2- Presenca do M. leprae e fatores associados

Alguns estudos verificaram associacao entre a prevaléncia de positividade ao M. leprae
com fatores relacionados ao caso indice (Das et al., 2020), as caracteristicas de moradia, de
convivio e epidemiologicas (Guerrero et al., 2002; Krismawati et al., 2020; Sato et al., 2022),
bem como sorologia positiva anti-PGL-1 (Aratjo ef al., 2012; Araujo et al., 2016; Ti6-Coma
et al.,2020).

Identificou-se que pessoas que sdo contatos de casos classificados como BL e LL
apresentam mais chance de ter M. leprae presente em relagdo aos contatos de casos TT (OR:

6,6; 1C95%: 1,6-27,6; p= 0,0090). Da mesma maneira os contatos de casos MB (OR: 4,88;
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1C95%: 1,02-23,37; p= 0,04) e com IB positivo (OR: 7.07; 1C95%: 1.41-35.41; p= 0,0173)
apresentaram maior positividade molecular. Além disso, ser contato genético do caso indice
aumentou ainda mais as chances de positividade quando o caso era LL ou BL (OR: 9,23;
1C95%: 1,01-83,94; p= 0,04) e apresentava IB positivo (OR: 6,93; 1C95%: 0,76—63,04; p=
0,08) (Das et al., 2020).

Ao avaliar os aspectos relacionados ao convivio com o caso indice e condi¢des de
moradia e socioecondmicas, foram encontradas relacdes indicando que pessoas que convivem
ha mais de um ano com o caso indice apresentam maior chance de apresentar o bacilo em seu
organismo (OR: 12,45; 1C95%: 1,595-97,20; p=0.002) (Krismawati et al., 2020). Outra relacao
encontrada foi que os conjuges tém maior chance de infec¢do em relagdo aos demais contatos
domiciliares, independente do grau de parentesco (OR:3,87; 1C95%: 1.21-12.3) (Guerrero et
al., 2002).

Em relacdo as condig¢des de moradia, estudo realizado com contatos sociais, identificou
que viver em regides com situagdo socioecondmica precaria (Razao de prevaléncia (RP): 0,40;
IC 95%: 0,18-0,91; p= 0,039) e morar em imével alugado ou doado (RP: 2,16; IC 95%: 1,16-
4,04; p=0,015) acarreta maior chance de infec¢do pelo M. leprae (Sato et al., 2022).

Com relagdo a associagdo com a sorologia, um estudo identificou que aqueles individuos
que apresentavam o M. leprae em amostras de biopsia nasal também tiveram resposta
imunologica em relagdo ao bacilo identificada a partir da sorologia anti-PGL-1 em relagdo aos
demais (OR: 4,2; 1C95%: 1,2— 14,8; p= 0,046) (Araujo et al., 2016). Esta mesma associacao
foi verificada em estudo que avaliou a deteccdo de DNA de M. leprae em swabs nasais (p <
0,0034) (Aratjo et al., 2012). Além disso, a correlagdo negativa identificada entre os valores
de Ct de RLEP e os niveis séricos de anti-PGL-1 em amostras de swab nasal e de raspado
dérmico de l6bulos de orelha corroboram esta relagcdo existente entre a presenga do DNA do

bacilo e a expressao de anticorpos (Ti6-Coma et al., 2020).

Categoria 3- Presenca do M. leprae e adoecimento entre contatos

Trés estudos apresentaram analises de associac@o entre a identificagdo do M. leprae nos
testes moleculares e o adoecimento de contatos. Um deles avaliou a presenca do bacilo no
sangue e identificou que a positividade indica mais de 14 vezes a chance de adoecimento em
relagdo aqueles que ndo apresentaram positividade na avaliagdo molecular (OR= 14,78; IC
95%: 3,6-60,8; p <0,0001), além de RV+ = 13,19 (IC 95%: 3,6—48.1; p <0,0001) (Reis et al.,

2014). Outro estudo verificou associacdo entre o desenvolvimento de hanseniase e os resultados
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positivos em amostras de sangue com RR e RV+ = 5,54 (IC 95%: 1,30-23,62) (Araujo et al.,
2016). O terceiro estudo, investigou a associagdo entre a positividade de M. leprae presente em
raspado dérmico de lobulos das orelhas e o adoecimento, porém o RR de 2,52 (IC 95%: 0,28—
22,35) nao foi estatisticamente significativo (Manta ef al., 2019).

Além destes trés, outros dez estudos (Almeida et al., 2004; Banerjee et al., 2010;
Barreto, 2011; Bouth et al., 2023; Cardona-Castro, Beltran-Alzate e Romero-Montoya, 2009;
Gama et al., 2018, 2019; Martins et al., 2010; Romero-Montoya, Beltran-Alzate ¢ Cardona-
Castro, 2017; Ti6-Coma et al., 2020) identificaram a ocorréncia ou ndo de adoecimento entre
os contatos, entretanto ndo estabelecem relacao direta com a positividade verificada nos testes
moleculares.

Entre os treze estudos a maior porcentagem de adoecimento identificada entre os
contatos foi de 11,8% em um estudo transversal (Barreto, 2011) e a menor de 0% entre os

contatos avaliados durante acompanhamento de um ano (Almeida et al., 2004).

Discussao e conclusao da revisao

Os resultados obtidos demonstraram que, entre os 36 estudos incluidos nesta revisao
sistematica, foram avaliados doze marcadores moleculares, sendo que em 63,9% deles avaliou-
se o marcador RLEP. Além disso, este também apresentou as maiores porcentagens de
positividade identificadas. A alta propor¢dao de estudos utilizando este marcador pode se
relacionar com a quantidade de copias da sequéncia no genoma do bacilo (Cole, Supply e
Honor¢, 2001), tornando-o um alvo amplamente utilizado.

Apesar de inimeros estudos definirem que tanto a sensibilidade quanto a especificidade
de qPCR ¢ superior a da PCR convencional (Martinez et al., 2006; Sarath, Joseph e Jamir,
2023), nesta revisdo ndo se observou esta diferenca, visto que, entre os estudos incluidos houve
ampla variacdo de positividade ao DNA do M. leprae identificadas tanto em estudos que
utilizaram a PCR, quanto naqueles que utilizaram qPCR. Entretanto, a técnica qPCR possibilita
a quantificagdo direta do contetdo de DNA nas amostras clinicas, melhorando
consideravelmente o tempo para obtencao do resultado (Martinez et al., 2014). Entre os estudos
avaliados na revisao, nos ultimos anos a qPCR tem sido mais utilizada em detrimento da PCR
convencional.

Houve grande variabilidade também em relacdo ao material bioldgico analisado,
independentemente da técnica utilizada. A eficiéncia da PCR pode estar ligada a intimeros

fatores para além do tipo de amostra, como aqueles relacionados a técnica de coleta do material,
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contaminagdo das amostras, falhas de pipetagem (Ruijter et al., 2021), determinagao correta do
limiar de fluorescéncia (Ruiz-Villalba et al., 2021), entre outros que afetam o resultado da
avaliacao molecular.

Fatores como ser contato de caso classificado nas formas mais graves da hanseniase,
residir a mais tempo com o caso e ser conjuge do mesmo, aumentaram a chance de o contato
apresentar DNA do bacilo. Sabe-se que as pessoas que desenvolvem as formas mais graves da
doenca apresentam maior quantidade de bacilo em seu organismo (Brasil, 2022b), além disso
as condi¢des de convivio interferem na chance de infeccdo pelo M. leprae em virtude da
exposicdo. Para contatos sociais, foi observado relacdo entre a presenga de DNA bacilar e
situagdo de habitagdo que refletem condi¢io socioecondmica precaria. E consistente a relagio
existente entre a hanseniase e condi¢des de vida e econdmicas desfavoraveis (Nery et al., 2019;
Pescarini et al., 2018), bem como residir em areas de maior pobreza (Nery ef al., 2019).

A hanseniase ¢ uma doenga historicamente vinculada ao contexto social do individuo,
que envolve tanto aspectos individuais quanto coletivos (Leano et al., 2019). Fatores como
baixa escolaridade, inseguranca alimentar (Leano ef al., 2019; Pescarini et al., 2018), ser pardo
ou preto (Nery et al., 2019), conviver ha mais de cinco anos com um caso, morar na mesma
casa que o caso indice e apresentar sobreposi¢do de casos na familia (Boigny et al., 2019),
assim como conviver com caso indice com alta carga bacilar (Niitsuma et al., 2021), favorecem
o adoecimento por hanseniase, e reforcam os achados de estudos incluidos nesta revisdo que
evidenciam a relagdo entre fatores socioecondmicos desfavoraveis e a identificagdo de DNA do
M. leprae entre os contatos.

Foram estabelecidas também, relagdes entre a presenca do DNA do M. leprae e a
sorologia anti-PGL-1. Sabe-se que os testes soroldgicos sao uteis na identificacao de individuos
infectados tanto em dareas endémicas (Carvalho et al., 2017; Fabri et al., 2015) quanto ndo
endémicas (Vidal et al., 2019), podendo ser utilizados na triagem e identificacdo de pessoas
com alto risco de adoecimento (Frade ef al., 2017). Contatos que além de apresentarem DNA
do M. leprae, ja expressam anticorpos em relacdo ao mesmo, tem maior indicio de infec¢do
estabelecida e limitagdo da resposta imune celular. Os aspectos imunoldgicos da pessoa
infectada pelo M. leprae possuem papel importante no desenvolvimento do adoecimento por
hanseniase, na manifestagao de sinais clinicos (Nath, Saini e Valluri, 2015), e sdo considerados
para a classifica¢dao da doenga (Brasil, 1960; Ridley e Jopling, 1966).

O tempo entre a infeccdo e o diagndstico favorece a proliferacdo bacteriana, e esta
relacionada a resposta imune do individuo, podendo acarretar o desenvolvimento de

mecanismos neurogénicos e inflamatérios que causarao deformidades e incapacidades fisicas.
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O diagnoéstico tardio favorece a manutengcdo das percepgdes negativas relacionadas a
hanseniase, o que favorece a perpetuacao do estigma (Lana et al., 2014).

Entre os estudos incluidos na revisdo, 25 (69,5%) concluiram que a identificacdo
molecular do DNA do M. leprae indica infecgdo nestes individuos. Nos estudos que ndo
atrelaram a presenga do bacilo a infec¢do, os resultados apontaram que a identificagdo
molecular permite concluir sobre a colonizagdo dos contatos, € o papel destes na exposi¢do e
transporte do bacilo.

Apesar da alta porcentagem (69,5%) de artigos incluidos na revisdo que concluiram a
respeito da presenca de infeccdo nos individuos com DNA do bacilo em seu organismo, ¢
importante ressaltar que alguns deles avaliaram amostras provenientes de vias aéreas
superiores, por meio de swabs nasal e oral. Estes locais sao considerados a principal porta de
entrada do bacilo no organismo (Araujo et al., 2016), indicando portadores do bacilo (Marques
et al., 2018), podendo ser vinculado ao processo de colonizagdo em que ha presenga do agente
infecioso sem manifestagao clinica ou resposta imunoldgica.

Entretanto, entre os estudos que avaliaram amostras de sangue, bidpsias ou raspados
dérmicos, a possibilidade de infecgdo pode ser considerada, uma vez que os bacilos obtiveram
“sucesso” no processo de colonizacdo, superando as barreiras imunologicas (Araujo et al.,
2016). Acreditamos ser possivel concluir sobre infec¢do naqueles estudos que atrelam a
conclusdo sobre a infec¢do a presenga de sinais clinicos sugestivos de hanseniase ou de
anticorpos anti-PGL-1, uma vez que nestes casos ja existe resposta imunologica presente.

Em relagdo a categoria “adoecimento dos contatos”, foram apresentados resultados em
13 estudos, porém apenas trés deles estabeleceram uma relagdo com a positividade ao DNA do
M. leprae. Um deles avaliou amostras de raspado dérmico de 16bulo de orelha e ndo apresentou
significancia estatistica. Outros dois avaliaram amostras de sangue.

Um destes estudos estabeleceu que o bacilo ¢ identificado no sangue daqueles
individuos que tiveram o processo de infec¢do nasal bem-sucedido, dando sequéncia assim a
uma infec¢do produtiva e disseminando para locais onde seu crescimento € favorecido (Araujo
et al., 2016). A associacdo significativa entre a identificacio do DNA do bacilo e o
adoecimento, observada nos estudos que avaliaram amostras de sangue em detrimento do
estudo que avaliou amostras de raspados de l6bulos de orelha pode estar relacionada a técnica
de coleta do material, uma vez que a coleta de sangue ndo requer treinamento especializado,
tornando-se menos um fator a interferir no resultado das anélises (Ruijter et al., 2021).

E importante ressaltar que a maior parte dos estudos incluidos nesta revisdo

apresentaram desenho transversal, o que pode ter inviabilizado relacionar a presenga do DNA
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do M. leprae ao surgimento de sinais clinicos, resposta imunoldgica, assim como o
desenvolvimento da doenca.

Considerando a defini¢do de infeccdo como a “penetragdo, multiplicacdo e / ou
desenvolvimento de um agente infeccioso em determinado hospedeiro” que pode ainda ser
definida como infec¢do subclinica quando ndo causa manifestacdes clinicas (Fundagdo
Oswaldo Cruz, 2024), os dados obtidos nesta revisdo sistematica, possibilitam definir que a
identificacao de DNA do M. leprae em amostras biologicas de contatos de hanseniase por si sO
nao se relaciona diretamente com a infecgdo pelo bacilo. Para isto, devem ser considerados
fatores como a presenca de resposta imunologica, assim como a viabilidade molecular destes
bacilos.

Da mesma maneira, nao € possivel estabelecer esta relagdo a respeito do adoecimento.
Apesar de dois estudos terem identificado associacdo significativa entre a presenga do DNA do
bacilo no sangue ¢ maior chance de adoecimento, considerando que cada um deles avaliou um
marcador molecular distinto, estes dados ndo possibilitam a definicdo de uma evidéncia.

A detec¢ao do DNA do M. leprae em amostras clinicas ¢ importante e estd recomendada
entre as agoes de vigilancia do SUS desde 2022, entretanto seu uso ainda ¢ restrito na atencao
especializada em biopsias de pele de contatos ja suspeitos da doenca, com alteragdes
inconclusivas (Brasil, 2022b).

Entretanto, para além da identificagdo do DNA do bacilo, detectar o RNA do M. leprae
por meio de RT-PCR, permite a avaliagdo da viabilidade do bacilo ja determinada tanto em
estudos com casos de hanseniase (Beissner et al., 2019; Martinez et al., 2009), quanto em
modelos animais (Collins ef al., 2023), e at¢ em estudo envolvendo amostras ambientais (Singh,
Turankar e Goel, 2020), sendo sugerida para avaliagdo da carga bacteriana (Beissner ef al.,
2019), na identifica¢do do processo de infec¢ao e adoecimento investigando casos (Martinez et
al., 2009), bem como no papel do ambiente na transmissdo do bacilo para casos e contatos
(Singh, Turankar e Goel, 2020). Acredita-se ser importante avaliar a viabilidade molecular do
M. leprae entre contatos de hanseniase, inclusive aqueles sem alteracdes sugestivas da doenga,
para verificar sua aplicabilidade como ferramenta diagndstica precoce.

Ressalta-se que, embora a estratégia de busca tenha sido elaborada para recuperar uma
ampla gama de artigos, nenhum dos estudos identificados avaliou a viabilidade do M. leprae
entre contatos, o que ¢ uma limitacao desta revisdo. Outra limitagao refere-se ao baixo niimero
de estudos longitudinais identificados, o que evidencia a dificuldade de acompanhamento dos
contatos dos casos de hanseniase, dificultando o avanco do conhecimento sobre o processo de

infec¢do e adoecimento pela hanseniase. Nesse contexto, destacam-se também as fragilidades
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dos servigos de satde, especialmente da Atengdo Primaria a Saude, na execugao das agdes de
controle da hanseniase (Corréa et al., 2022), que envolvem o monitoramento ¢ a vigilancia dos
contatos.

Os resultados da revisdo sistematica evidenciaram que ha grande diversidade de
marcadores moleculares ja testados em relagdo a identificacdo do DNA de M. leprae em
contatos, entretanto em nenhum dos estudos recuperados na busca foi avaliada a viabilidade
molecular do bacilo entre os contatos em relagdo ao processo de infec¢ao e adoecimento. Os
dados possibilitaram concluir que a deteccdo do DNA do M. leprae per se nao fornece
evidéncias suficientes para atrelar a positividade molecular ao desenvolvimento de infecgdo e

ao adoecimento entre contatos de hanseniase.

5.2 Caracterizacao dos contatos participantes deste estudo

Foram incluidos no estudo 102 contatos de casos de hanseniase. A idade dos
participantes variou de 7 a 83 anos, com mediana de 26 anos. Destaca-se que 27 participantes
(26,5%) eram menores de 15 anos. A maioria dos contatos foi do sexo feminino (60,8%) e
tinham baixo grau de escolaridade, ndo tendo concluido o ensino fundamental (60,8%),

conforme apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 - Caracterizagdo dos dados sociodemograficos
dos participantes do estudo, 2014 (n=102).

» Contatos

Variavel " %
Idade
Até 14 anos 27 26,5
15 a 27 anos 25 24.5
28 a 49 anos 25 24,5
50 anos ou mais 25 24.5
Sexo
Masculino 40 39,2
Feminino 62 60,8
Escolaridade
Fundamental incompleto ou 62 60,8
menos
Fundamental completo a 14 13,7
médio incompleto
Médio completo ou mais 25 24.5
Nao informada 1 1,0

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Em relagdo as caracteristicas de convivio, a maioria dos participantes eram contato
intradomiciliar (84,3%) e convivia com o caso indice hd mais de cinco anos antes do diagndstico
(87,3%). As moradias de 80 (78,4%) destes contatos apresentavam densidade de menos que
uma pessoa por comodo, entretanto 19,6% deles compartilhavam o dormitorio com mais de

duas pessoas e 25,5% informaram compartilhar dormitorio com o caso indice (Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracteristicas de convivio dos contatos, 2014 (n=102).

. Contatos

Variavel " %
Tipo de contato
Intradomiciliar 86 84,3
Peridomiciliar 13 12,8
Nio informado 3 2.9
Tempo de convivio antes do
diagnostico
Até cinco anos 13 12,7
Mais de cinco anos 89 87,3
Densidade domiciliar
<1 pessoa/comodo 80 78,4
> 1 pessoa/comodo 22 21,6
Densidade em dormitorios
Até 1 pessoa/dormitdrio 31 30,4
De 1 a 2 pessoas/dormitério 51 50,0
> 2 pessoas/dormitorio 20 19,6
Compartilha quarto com o caso
indice
Nao 73 71,6
Sim 26 25,5
Nao informado 3 2,9

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

O grau de parentesco predominante com o caso indice foi consanguineo de primeiro
grau (54,9%). Em relacdo as classificagdes do caso indice, houve predominio de contatos em
que os casos indices foram classificados como MB na classificacdo operacional (75,5%) e com
forma clinica Dimorfa (41,2%). Destaca-se que 60,8% dos casos indice referentes aos contatos
participantes do estudo ja apresentavam algum grau de incapacidade fisica instalado quando
foram diagnosticados, e 47,1% apresentaram baciloscopia positiva. Os dados relacionados ao

caso indice dos participantes do estudo estdo apresentados na tabela 6.
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Tabela 6 - Caracteristicas relacionadas ao caso indice, 2014 (n=102).

. Contatos

Variavel " %
Parentesco com o caso indice
Consanguineo de 1° grau 56 54,9
Outros consanguineos 22 21,6
Conjuge 19 18,6
Nao consanguineo 5 4,9
Classificacao Operacional do
caso indice
Paucibacilar 25 24,5
Multibacilar 77 75,5
Forma clinica de Madri do caso
indice
Indeterminada 15 14,7
Tuberculoide 11 10,8
Dimorfa 42 41,2
Virchowiana 25 24,5
Nao informado 9 8,8
Grau de incapacidade fisica do
caso indice no diagnostico
Grau 0 38 37,2
Grau 1 51 50,0
Grau 2 11 10,8
Nao informado 2 2,0
Baciloscopia do caso indice
Negativa 29 28,4
Positiva 48 47,1
Nao informado/realizada 25 24,5

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Entre as caracteristicas que se relacionam a resposta imunoldgica dos contatos, foram
avaliados dados referentes a presenca de anticorpos em resposta ao M. leprae identificado por
meio de testes sorologicos e a presencga de cicatriz BCG.

Em relagdo aos testes soroldgicos, a prevaléncia de positividade variou de 14,7% para
LID-1 a 34,3% identificado por NDO-HSA. Entretanto, considerando que independentemente
do antigeno utilizado, a presenca de anticorpos em relagdo ao bacilo indica resposta
imunoldgica do tipo humoral, nesta tese, serd considerado para avaliar a relagdo com os

marcadores moleculares, a presenca de anticorpos a qualquer um dos trés antigenos avaliados
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(NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID). Observando este resultado, 43 (42,1%) dos contatos
domiciliares tiveram resultado positivo na andlise sorologica. Ao verificar a presenga de cicatriz
BCG entre os contatos, identificou-se que 45,1% dos contatos avaliados (46/102) apresentavam

apenas uma ou nenhuma cicatriz vacinal (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracteristicas relacionadas a resposta imunologica
dos participantes do estudo, 2014 (n=102).

» Contatos

Variavel " %
Resultado sorologia NDO-
HSA
Negativo 61 59,8
Positivo 35 34,3
Sem informagao 6 5,9
Resultado sorologia LID-1
Negativo 81 79,4
Positivo 15 14,7
Sem informagao 6 5,9
Resultado sorologia NDO-
LID
Negativo 73 71,6
Positivo 23 22.5
Sem informagao 6 5,9
Resultado sorologia a ao
menos um antigeno (NDO-
HSA, LID-1, NDO-LID)
Negativo 53 52,0
Positivo 43 42,1
Sem informagao 6 5,9
Cicatriz de BCG
0 9 8,8
1 37 36,3
2 56 54,9

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A partir da caracterizagdo dos participantes deste estudo, verificou-se que, alguns
fatores de risco para o adoecimento por hanseniase destacam-se entre a populacao deste estudo,
por representarem a grande maioria dos contatos, sendo eles: apresentar baixo nivel de

escolaridade, ser contato intradomiciliar, conviver ha mais de cinco anos com o caso indice,
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apresentar parentesco consanguineo, ser contato de caso MB, classificados com as formas
clinicas dimorfa e virchowiana, e que no diagndstico apresentaram GIF e baciloscopia positiva.
Outro resultado que chama a atengdo ¢ o fato de que mais de 40% dos contatos apresentavam
anticorpos em resposta ao M. leprae.

Ser contato de um caso de hanseniase ja representa maior risco de adoecimento por
hanseniase, associado a estas caracteristicas destacadas acima, relacionadas a privagdo, como a
questao da escolaridade (Nery et al., 2019), a maior exposi¢ao ao bacilo em virtude do convivio
intradomiciliar por muitos anos, com caso que apresenta caracteristicas que expressam alto
indice bacilar, assim como a expressao de resposta imune humoral evidenciada pela formagao
de anticorpos (Niitsuma et al., 2021), indicam que os participantes deste estudo sdo, em sua
maioria, expostos a diversos fatores de risco para o desenvolvimento de hanseniase.

E importante ressaltar que algumas informagdes obtidas durante a coleta de dados
evidenciam possiveis dificuldades operacionais nos registros, como as divergéncias observadas
entre o numero de contatos de casos MB, em relacdo ao numero de contatos de casos
classificados como dimorfo e virchowiano. Contudo, foram consideradas as informacgdes

fornecidas pelos casos indice no momento da coleta de dados.

5.3 Ensaios moleculares para identificacio da presenca e viabilidade do M. leprae

Por qPCR foi possivel verificar a prevaléncia de positividade de marcadores
moleculares do M. leprae entre os contatos. Foram realizados ensaios utilizando o DNA com a
finalidade de identificar a sequéncia RLEP, e 0o RNA para os genes 16S rRNA e 4sp/8 mRNA,
a partir daqui denominados 16S e Aspl8. O resultado de cada um dos testes esta apresentado na

tabela 8.
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Tabela 8 - Ensaios moleculares por gPCR ¢ RT-qPCR, 2014-2016 (n=102).

T N 2014 2015 2016
este esultado % n % n %
Negativo 7 6.9 12 11,8 12 11,8
RLEP
Positivo 95 93,1 90 88,2 90 88,2
Negativo 21 20,6 28 27,5 29 28.4
16S
Positivo 81 79,4 74 72,5 73 71,6
Negativo 62 60,8 68 66,7 68 66,7
hspl8
Positivo 40 39,2 34 333 34 33,3

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Ao avaliar os dados de RLEP, identificou-se a presenca do DNA do M. leprae na
mucosa nasal de 93,1% dos contatos no primeiro ano do seguimento. Nos dois anos
subsequentes houve uma pequena redugdo, mas ainda assim a positividade se manteve em
90/102 contatos. O RLEP ¢ o marcador molecular utilizado para identificacdo do M. leprae que
apresenta maior sensibilidade (Manta et al., 2019; Martinez, A. N. et al., 2011), o que
possivelmente esta ligado ao fato de haver 37 copias da sequéncia no genoma do bacilo (Cole,
Supply e Honoré¢, 2001).

Outros estudos que avaliaram a presenca de DNA do M. /eprae em amostras de swab
nasal para o alvo RLEP identificaram prevaléncia que variou de 4,7% a 16,1% (Araujo et al.,
2012; Lourenco et al., 2017; Pinho et al., 2015; Romero-Montoya, Beltran-Alzate e Cardona-
Castro, 2017), utilizando a técnica de PCR. Em contrapartida, estudos que assim como este
utilizou a qPCR como técnica, obtiveram maior porcentagem de resultado positivo, variando
de 18% (Ti6-Coma et al., 2020) a até 49% (Araujo et al., 2016).

Nos ensaios em que foram avaliados os alvos génicos no RNA do bacilo, verificando
sua viabilidade no genoma das amostras de swab, a prevaléncia de positividade foi menor. O
gene 16S foi identificado em 79,4% das amostras no primeiro ano do seguimento havendo
reducdo ao longo do periodo do estudo. Em relacdo ao Asp 18, a positividade encontrada reduziu
em mais de 50% em relagao ao RLEP, tendo sido identificada em 39,2% das amostras no ano
2014 e em 33,3% nos anos seguintes. Isso ¢ esperado uma vez que o alvo RLEP define a

presenca de DNA do M. leprae na amostra, mas ndo distingue a viabilidade do bacilo, assim
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como, ¢ possivel a partir do conteudo cDNA identificar os alvos 16S (Martinez et al., 2009) e
hspl8 (Lenz et al., 2022).

Do mesmo modo que os resultados deste estudo, outro que avaliou tanto a presenca
quanto a viabilidade do bacilo em casos de hanseniase identificou menor prevaléncia para o
16S em comparagdo ao RLEP (Beissner ef al., 2019). Em contatos, estudos que avaliaram o
marcador 16S no DNA a partir de técnica qPCR, identificaram prevaléncia que variou de 9% a
19,3% em amostras de raspado dérmico do I6bulo da orelha (Gama et al., 2018, 2019; Manta
etal.,2019), e ao compara-lo com o marcador RLEP a positividade também foi inferior (Pathak
etal., 2019).

Os resultados deste estudo indicam uma prevaléncia ainda maior, tanto para a avaliagao
da presenca do DNA bacilar a partir do RLEP quanto para a avaliagcdo da viabilidade a partir
do alvo 16S. Dada a historicidade de alta endemicidade na regido em que o estudo foi realizado,
apesar de a presenga de M. leprae na mucosa nasal ndo ser um indicativo direto de infecgao,
assim como de adoecimento dos contatos, deve-se considerar o papel destes enquanto
portadores assintomaticos na dissemina¢ao do M. leprae ¢ manutencao da transmissdo da
endemia (Araujo et al., 2016).

Além da alta endemicidade da regido, outro ponto importante a ser destacado ¢ que
foram avaliadas amostras de swab nasal. O nariz ¢ a principal porta de entrada e saida do bacilo
no organismo, sendo assim nem toda exposi¢cdo resultara em infec¢do, tampouco em
adoecimento (Araujo et al., 2016). Desta maneira espera-se maior prevaléncia de positividade
na mucosa nasal em relagdo as amostras de l6bulo da orelha, raspado de lesdes e amostras de
sangue.

A positividade identificada neste estudo, no gene Asp 18 foi bastante inferior aos demais
marcadores avaliados. Um estudo realizado com amostras obtidas de pata de camundongo,
comparou a permanéncia da viabilidade molecular identificada por meio do 16S e do Aspl8 em
conteudo cDNA, e identificou que 16S continuou sendo detectado em todas as amostras 12
meses apos a infec¢do. Ao contrario, Asp 8 foi detectado em apenas 50% das amostras 3 meses
apos a infecgdo, e no periodo de 12 meses, apenas uma amostra permaneceu com niveis
detectaveis deste gene. A partir destes resultados foi sugerido que o 16S apresenta estabilidade
de longo prazo, continuando a ser detectado mesmo apos a morte bacilar, de maneira que a
identificacdo deste pode acarretar equivoco ao avaliar a viabilidade do M. leprae. Desta
maneira, os autores propdem o uso do Asp /8 como marcador ideal para avaliagao da viabilidade
do M. leprae (Collins et al., 2023). Cabe ressaltar que este estudo avaliou a viabilidade

molecular do 16S e do Aspl8 somente em patas de camundongo.
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Com base nas descobertas da revisdo sistematica realizada, optou-se por analisar as
caracteristicas individuais, de convivio e da resposta imune dos contatos em relagdo a
viabilidade molecular do bacilo. Considerando que o 16S ¢ o marcador de viabilidade, até entao,
mais amplamente avaliado em relacao a hanseniase, e tendo em vista a recente descoberta que
propde o hspl8 como ideal para avaliacdo da viabilidade, neste estudo tanto o 16S quanto o
hsp18 serdo analisados em relagdo as caracteristicas dos contatos de casos de hanseniase.

A esta escolha estd atrelado o fato de que a mucosa nasal ¢ a principal porta de entrada
do M. leprae no organismo e que a presenca do DNA neste sitio, identificado pelo marcador
RLEP, pode indicar apenas colonizagao.

Diante da definicdo de avaliar os dois marcadores de viabilidade, foi verificada a
diferen¢a de positividade entre um ano e outro do seguimento, em relacdo aos resultados de

ambos os testes (tabelas 9 ¢ 10).

Tabela 9 — Diferenca de positividade 16S entre 2014 e 2015, 2014 e 2016, 2015 e 2016

168 2014 Total  Valor-
Negativo  Positivo (n) p*
Negativo n 9 19 28
2015 0,281
Positivo n 12 62 74
Total n 21 81 102
2014
Negativo Positivo
Negativo n 11 18 29
2016 0,185
Positivo n 10 63 73
Total n 21 81 102
2015
Negativo Positivo
Negativo n 16 13 29
2016 0,999
Positivo n 12 61 73
Total n 28 74 102

*teste de McNemar

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Ao comparar a prevaléncia de positividade do gene 16S nos contatos entre um ano e

outro, foi possivel identificar que ndo houve diferenca significativa entre 2014 e 2015 (p=
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0,281), entre 2014 ¢ 2016 (p= 0,185), tampouco entre 2015 e 2016 (p= 0,999). Estes dados

estdo detalhados na tabela 9, acima.

Tabela 10 — Diferenca de positividade ispl8 entre 2014 ¢ 2015, 2014 ¢ 2016, 2015 ¢ 2016

P— 2014 Total  Valor-
P Negativo _Positivo () p*
Negativo n 45 23 68
2015 0,430
Positivo n 17 17 34
Total n 62 40 102
2014
Negativo Positivo
Negativo n 46 22 68
2016 0,418
Positivo n 16 18 34
Total n 62 40 102
2015
Negativo Positivo
Negativo n 53 15 68
2016 0,999
Positivo n 15 19 34
Total n 68 34 102

*teste de McNemar

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

A partir dos resultados apresentados na tabela 10, em relagdo ao Asp/8, assim como o
observado para os resultados do gene 16S, nao houve diferenga significativa entre 2014 € 2015
(p= 0,430), entre 2014 e 2016 (p= 0,418), e entre 2015 e 2016 (p= 0,999). Estes dados,
apresentados nas tabelas 9 e 10, indicam que, apesar de haver alguma diferenca entre um ano e
outro na avaliacdo de cada contato, ao longo do seguimento ndo houve uma mudanca
significativa na identificacdo da viabilidade do M. leprae nos swabs dos contatos. Assim como
os resultados deste estudo, anteriormente ja foi evidenciada a ampla e continua exposi¢ao dos
contatos ao bacilo em locais endémicos (Lavania et al., 2013).

Diante disso, optou-se por avaliar o resultado da prevaléncia de positividade a cada um
dos marcadores moleculares, considerando como positivos aqueles individuos que
apresentaram o bacilo vidvel em sua mucosa nasal em algum momento, ao longo dos trés
primeiros anos do seguimento realizado neste estudo. Estes resultados estdo apresentados na

tabela 11.
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Tabela 11 - Prevaléncia de positividade 16S e hspl8 ao longo
do seguimento, 2014 a 2016 (n=102).

Teste Resultado n %
Negativo 8 7,8
16S
Positivo 94 92,2
Negativo 36 35,3
hspl8
Positivo 66 64,7

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Com base neste resultado, observa-se que 92,2% dos contatos estiveram com o bacilo
vidvel em sua mucosa nasal em ao menos algum momento ao longo do seguimento
considerando o 16S, e 64,7% ao avaliar os dados de AspI8. E sugerido que em pessoas que
apresentam bacilo em swab nasal, ocorre excre¢ao nasal de M. leprae, e que estas possuem
maior potencial de transmissao (Bakker et al., 2006). Além disso, outro estudo identificou que
0 M. leprae difundido entre contatos, os torna um grupo que contribui para o risco de infec¢ao
pois contribuem com a dispersdo do bacilo (Araujo et al., 2016). Os dados destes dois estudos,
associados ao resultado desta tese, corrobora a possibilidade de alta transmissdo do bacilo na
regido estudada, evidenciando a importancia epidemiologica dos contatos na cadeia de
transmissdo do M. leprae.

Com o intuito de verificar a permanéncia do bacilo vidvel entre esses contatos, avaliou-
se também a prevaléncia de positividade a cada um dos marcadores moleculares, considerando

aqueles contatos que apresentaram resultado positivo em todos os trés anos do seguimento

(tabela 12).

Tabela 12 - Prevaléncia de positividade 16S ¢ Aspl8 em todos
os anos do seguimento, 2014 a 2016 (n=102).

Teste Resultado n %
Negativo 50 49,0
16S
Positivo 52 51,0
Negativo 90 88,2
hsp18 b sitivo 12 11,8

Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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Ao avaliar o resultado apresentado na tabela 12, identifica-se que, em relagdo ao 168S,
51% dos contatos permaneceram com o bacilo vidvel na mucosa nasal durante os trés anos do
seguimento. Os resultados de Asp 18, por sua vez, apresentam permanéncia de positividade do
bacilo na mucosa nasal de 11,8% dos contatos. Apesar da diferenca observada entre um
marcador ¢ outro, ambos os resultados indicam constancia da viabilidade do bacilo no
organismo destes contatos, em maior ou menor propor¢do. Esta continuidade na exposi¢do ao
bacilo vidvel permite sugerir maior risco para infecgao entre estes contatos (Aratjo et al., 2012;

Araujo et al., 2016).

5.4 Relacdes entre a viabilidade molecular do M. leprae e as caracteristicas individuais, de

convivio e da resposta imune dos contatos

Com o intuito de verificar os fatores que podem se relacionar com a viabilidade
molecular do M. leprae entre os contatos, foi realizada andlise bivariada entre as caracteristicas
individuais, de convivio e relacionadas ao caso indice destes. Os resultados obtidos,
considerando os contatos que estiveram com bacilo viavel na mucosa nasal em qualquer um

dos trés anos iniciais do seguimento deste estudo, estdo apresentados na tabela 13.



Tabela 13 - Analise bivariada entre as caracteristicas dos contatos e a viabilidade molecular do M. leprae.

102

16S hspl8
Variaveis Nao Sim Valor'de Nao Sim Valor de
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Idade
Minimo (7 anos) 8,0 8,0 8,0 7,3
Maximo (83 anos) 45,7 73,2 0,876* 77,0 70,5 0,925*
Mediana (26 anos) 31,0 26,0 23.0 27,5
Sexo
Masculino 3(7,5) 37(92,5) 15(37,5)  25(62,5)

o 0,999 0,708**
Feminino 5(8,1) 57(91,9) 21(33,9)  41(66,1)
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto ou 5(8.1) 57(91.9) 23(37,1)  39(62.9)
menos
Ensino fundamental completo a 0,411%* 0,400**
médio incompleto 0(0,0) 14(100.0) 6(42,9) 8(57,1)

Ensino médio completo ou mais 3(12,0) 22(88,0) 6(24,0) 19(76,0)
Tipo de Contato
Intradomiciliar 6(7,0) 80(93,0) 31(36,0)  55(64,0)
. L 0,999 0,533 %**
Peridomiciliar 1(7,7) 12(92,3) 3(23,1) 10(76.9)

Continua



103

16S hspl8
Variaveis Nio Sim Valor'de Nio Sim Valor de
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Tempo de convivio com o caso
indice antes do diagndstico
Até cinco anos 0(0,0) 13(100,0) 7(53,8) 6(46,2)
) ) 0,592%** 0,134%*
Mais de cinco anos 8(9,0) 81(91,0) 29(32,6)  60(67.4)
Densidade domiciliar
<1 pessoa/comodo 8(10,0) 72(90,0) 33(41,3)  47(58,7)
. 0,196%*** 0,022%%*
> 1 pessoa/comodo 0(0,0) 22(100,0) 3(13,6) 19(86,4)
Densidade em dormitérios
Até 1 pessoa/dormitorio 3(9,7) 28(90,3) 13(41,9) 18(58,1)
De 1 a 2 pessoas/dormitério 4(7,8) 47(92,2) 832 19(37,3)  32(62,7)  0,255%*
> 2 pessoas/dormitorio 1(5,0) 19(95,0) 4(20,0) 16(80,0)
Compartilha Quarto com o Caso
Indice
Nao 5(6,8) 68(93,2) 27(37,0)  46(63,0)
. 0,999%** 0,353**
Sim 2(7,7) 24(92,3) 7(26,9)  19(73,1)

Continua



16S hspl8
Variaveis Nao Sim Valor'de Niao Sim Valor de
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Parentesco com o caso indice
Consanguineo de primeiro grau 3(5,4) 53(94,6) 17(30,4)  39(69.6)
Outros consanguineos 4(18,2) 18(81,8) 10(45,5)  12(54,5)
A 0,228%* 0,385%**
Conjuge 1(5,3) 18(94,7) 6(31,6)  13(68,4)
Nao consanguineo 0(0,0) 5(100,0) 3(60,0) 2(40,0)
Classificacao operacional do caso
indice
Paucibacilar 0(0,0) 25(100,0) 6(24,0) 19(76,0)
0,194 %:* 0,174%*
Multibacilar 8(10,4) 69(89,6) 30(39,0)  47(61,0)
Forma clinica de Madri do caso
indice
Indeterminada 0(0,0) 15(100,0) 3(20,0) 12(80,0)
Tuberculoide 3(27,3) 8(72,7) 6(54,5) 5(45.5)
,003* 0,270%*
Dimorfa 3(7,1) 39(92,9) 13(31,0)  29(69,0)
Virchowiana 2(8,0) 23(92,0) 10(40,0)  15(60,0)

Continua
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16S hspl8
Variaveis Nao Sim Valor'de Nao Sim Valor de
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Grau de incapacidade fisica do
caso indice no diagnostico
Grau 0 4(10,5) 34(89,5) 14(36,8)  24(63,2)
Grau 1 3(5,9) 48(94,1)  0,720%** 14(27,5)  37(72,5)  0,071%**
Grau 2 1(9,1) 10(90,9) 7(63,6) 4(36,4)
Baciloscopia do caso indice
Negativa 3(10,3) 26(89,7) 13(44,8)  16(55,2)
0,667*** 0,163**

Positiva 3(6,3) 45(93,7) 14(29,2)  34(70,8)

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.

Nota: *Teste Mann-Whithney, **Teste qui-quadrado (X?), ***Teste exato de Fisher

105
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O gene 16S foi identificado na mucosa nasal de mais de 90% dos contatos avaliados,
conforme descrito no topico anterior. O Aspl8 por sua vez, esteve viavel em algum momento
do seguimento na mucosa de 64,7%. Ao avaliar descritivamente a positividade destes contatos
em relagdo as caracteristicas individuais e de convivio, observa-se que houve menor mediana
da idade entre os contatos positivos ao 16S (mediana = 26,0) se comparados aos negativos. Em
relacdo ao Asp18, a mediana da idade entre os positivos foi maior (mediana =27,5) do que entre
os negativos. Entretanto, para os dois marcadores, a mediana observada entre os positivos foi
bem proxima.

A idade ¢ considerada um fator de risco para o desenvolvimento de hanseniase entre os
contatos, sendo que quanto mais avangada, associa-se ao maior risco (Moet et al., 2006). Além
dos maiores de 50 anos, estudos também relatam a idade inferior a 15 anos como fator de risco
para desenvolvimento da doenga entre contatos (Alecrin et al., 2022). Apesar disso, neste
estudo identificou-se maior prevaléncia de positividade ao bacilo vidvel entre os adultos.
Destaca-se que 89% dos casos novos de hanseniase no nivel global no periodo de 2010 a 2020
foi diagnosticado entre adultos, entretanto ha disparidade entre paises (Yang ef al., 2022).

Em relagdo ao sexo, a positividade molecular para 16S foi maior entre os participantes
do sexo masculino (92,5%), e os resultados de Asp 18, apresentaram maior positividade entre os
contatos do sexo feminino (66,1%). Assim como os dados deste estudo, em que cada marcador
molecular apresentou maior positividade relacionada a um sexo distinto, uma revisdao
sistematica sobre fatores de risco para adoecimento por hanseniase entre contatos identificou
heterogeneidade relevante entre os estudos, ndo sendo possivel estabelecer a qual sexo estd mais
atribuido o risco de desenvolver hanseniase (Niitsuma et al., 2021).

O gene 16S foi identificado de maneira mais prevalente entre aqueles contatos que
apresentavam menor nivel de escolaridade, em detrimento daqueles individuos que possuiam
ensino médio completo ou mais. Em relag@o ao Asp/8, de maneira distinta, observou-se maior
prevaléncia de positividade entre os individuos que cursaram no minimo o ensino médio
completo (76,0%). Apesar disso, ao observar todos os contatos em que o Asp /8 foi identificado,
quase 60% deles ndao haviam completado o ensino fundamental. Sabe-se que a hanseniase esta
relacionada a condi¢des de vida precarias (Pescarini et al., 2018), e que o nivel de escolaridade
impacta no desenvolvimento econdmico (Goczek, Witkowska e Witkowski, 2021). Estudos
apontam que o baixo nivel de escolaridade ou auséncia dela esta relacionado ao risco de
desenvolvimento de hanseniase (Leano et al., 2019), e que o efeito € inversamente proporcional,
sendo que quanto menor o grau de instru¢ao, maior o risco de desenvolvimento da doenga (Nery

etal.,2019).
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Em relacdo as caracteristicas de convivio, para o 16S observou-se maior positividade
entre os contatos intradomiciliares (93,0%). Para o Asp18, apesar de a maior parte dos contatos
avaliados serem intradomiciliares, ao verificar a prevaléncia de positividade entre os grupos, os
contatos peridomiciliares foram os que apresentaram maior positividade para este marcador
(76,9%). Sabe-se que ser contato intradomiciliar aumenta o risco de desenvolvimento da
hanseniase (Niitsuma et al., 2021). Entretanto, desde 2016, no Brasil ¢ recomendado o
acompanhamento dos contatos sociais de casos de hanseniase para além dos contatos
domiciliares, reconhecendo a relevancia do contato entre o caso indice e pessoas da sua
convivéncia em relacdo a exposi¢do ao bacilo e ao risco de desenvolvimento da hanseniase
(Brasil, 2016), em especial em areas de alta endemicidade (Boigny et al., 2019).

Estudo anterior, realizado nesta mesma regido, identificou que em locais de alta
endemicidade a exposic¢ao ao bacilo fora do domicilio é constante, de maneira que o convivio
dentro do domicilio ndo tem associacdo direta com a exposicao destas pessoas (Carvalho et al.,
2017), sendo necessario considerar outros espacos de convivéncia como potenciais para contato
com o M. leprae e infeccao pelo bacilo. Os dados obtidos em relagdo ao Asp 8 corroboram esta
ideia.

Outro fator avaliado e que apresentou resultado distinto entre os dois marcadores
moleculares foi o tempo de convivio com o caso indice antes do diagndstico. Todos os contatos
que conviviam com o caso indice até cinco anos antes do diagndstico, apresentaram 16S na
mucosa nasal em algum momento do seguimento, e entre aqueles que conviviam h4 mais tempo
a prevaléncia de positividade foi de 91%. Em relag@o ao hspl8, a maior positividade foi entre
aqueles que conviviam com o caso indice ha mais de cinco anos antes do diagndstico (67,4%).
O periodo médio de incubacdo da hanseniase e a indicagdo do MS para investigacao dos
contatos ¢ para os que tenham convivido com caso indice da doenga nos ultimos cinco anos
anteriores ao diagnostico (Brasil, 2022b). Estudos que assim como este, utilizaram o pardmetro
de cinco anos como ponto de diferenciacdo para o tempo de convivio, identificaram que o
convivio com um caso ha mais de cinco anos se associa ao desenvolvimento da doenga (Leano
et al.,2019). Entretanto, estudo que avaliou o risco de contrair o bacilo identificou que conviver
a mais de um ano com um caso de hanseniase ja ¢ suficiente para aumentar o risco em 12 vezes
(Krismawati ef al., 2020).

Aqueles contatos que moravam em residéncia com maior densidade de pessoas, sendo
um ou mais de um residente por cdmodo, apresentaram maior prevaléncia de positividade ao
bacilo vidvel na mucosa nasal em relagdo aos que moravam em casas com menor densidade de

pessoas. Observou-se 100% de positividade em relagdo ao 16S e 86,4% em relacao ao Aspl8
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(p= 0,022). Destaca-se que, apesar de a maior parte dos contatos avaliados, viverem em casas
com densidade de menos de uma pessoa por cdmodo, ainda assim, aqueles que residem em
casas com maior densidade de moradores, apresentaram maior positividade ao M. leprae. A
prevaléncia de positividade também foi maior entre os contatos que tinham dormitorios com
maior densidade de pessoas, compartilhando-os com mais de duas pessoas (16S:95%; hsp18:
80,0%).

Condi¢des de habitagdo como residir em domicilios com maior densidade de pessoas
(Niitsuma et al., 2021), e com mais ocupantes por dormitorio (Carvalho et al., 2015) ja foram
associadas a presenca de anticorpos em resposta ao M. leprae, o que também expressa a
exposicao dos contatos ao bacilo. Além disso, condi¢des de habitagdo relacionadas a densidade
de ocupagdo e superlotacdo de residéncias possui relagdo inversamente proporcional a
incidéncia de hanseniase, sendo que, a medida em que ha melhoria nas condi¢des de habitagao,
ocorre reducao no desenvolvimento da doencga (Saikawa, 1981).

Ao contrario das caracteristicas relacionadas as condi¢des de moradia mencionadas
anteriormente, a variavel sobre compartilhar quarto com o caso indice apresentou resultado
distinto entre 16S e Aspl8. A maior positividade observada para 16S foi entre os contatos que
nao compartilhavam quarto com o caso indice (93,2%), apesar da diferenca de menos de 1%
para a positividade daqueles que compartilhavam quarto. Entre os resultados de hspls,
observou-se maior positividade entre aqueles que compartilhavam quarto com o caso indice
(73,1%). Outro estudo que avaliou a identificacdo do bacilo entre contatos, porém a partir do
DNA, verificou que dormir no mesmo quarto que o caso indice nao influencia na detec¢ao do
bacilo (Krismawati et al., 2020). Apesar de os dados do presente estudo, divergirem em relagao
aos dois marcadores moleculares sobre o fato de compartilhar quarto com o caso, com base no
comportamento dos outros fatores relacionados as condi¢cdes de moradia, acredita-se que os
aspectos relacionados a densidade dos domicilios e superlotagdo, que impacta muitas vezes em
dormir em locais com maior niimero de pessoas, impactam mais na exposi¢ao e infec¢do, do
que o fato de compartilhar o quarto com o caso indice. Neste sentido, enfatiza-se o papel dos
proprios contatos na transmissao do bacilo (Araujo et al., 2016) e da densidade domiciliar como
fator relacionado a incidéncia da hanseniase (Saikawa, 1981).

Em relagdo ao grau de parentesco, observando os resultados de 16S, os contatos com
maior prevaléncia de positividade estavam entre os conjuges (94,7%) e entre aqueles nao
consanguineos (100,0%). Em relagdo ao Aspl8, porém, a maior positividade esteve entre
parentes consanguineos de primeiro grau (69,6%). Estudos que avaliaram a identifica¢do do

DNA do bacilo entre contatos verificaram que possuir parentesco consanguineo com 0 caso
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indice ndo influencia na detec¢do do bacilo (Krismawati ef al., 2020), e que ha maior risco de
infec¢do entre conjuges independentemente do grau de parentesco (Guerrero et al., 2002). Estes
achados refor¢cam os dados deste estudo em relagdo ao marcador 16S. Entretanto, ao avaliar
fatores de risco de adoecimento entre contatos, ha evidéncia de que o parentesco consanguineo
de primeiro grau reflete de maneira significativa, em maior chance de desenvolver hanseniase
(Niitsuma et al., 2021). Desta maneira ¢ importante salientar que, apesar de ndo ter sido a
categoria que se destacou por maior prevaléncia ao 16S, entre os contatos que foram positivos
para este gene, mais de 56% sdo parentes consanguineos de primeiro grau do caso indice, o que
acarreta maior risco de desenvolver hanseniase (Moet ef al., 2006). Ressalta-se, ainda, que, em
relacdo ao hspl8, entre os parentes consanguineos observou-se alta prevaléncia de positividade
(69,6%).

Ao avaliar as caracteristicas do caso indice, observou-se resultados consistentes entre
os dois marcadores moleculares. Os contatos de casos PB apresentaram maior positividade em
relacdo aos de casos MB ao comparar a prevaléncia entre os grupos, sendo que em relagdo ao
16S 100% deles apresentaram bacilo viavel na mucosa e 76% em relagdo ao Asp 8. Discute-se
na literatura o potencial de transmissao da hanseniase por casos PB, sendo que, muitas vezes,
estes nao sdo considerados fonte importante de transmissdo do M. leprae (Sevilha-Santos,
Cerqueira e Gomes, 2021). Entretanto, estudo identificou alta frequéncia do bacilo viavel na
mucosa oral de casos de hanseniase, sendo semelhante entre casos PB e MB. E considerando
as vias aéreas como a principal fonte de transmissdo, sugere o papel dos casos PB na
transmissdo do bacilo (Abreu er al., 2014). E importante destacar que, entre os contatos
positivos avaliados, referente a ambos os marcadores moleculares, mais de 70% sdo contatos
de casos MB. Esse dado, chama a ateng¢do para o alto nimero de casos MB na regido e para a
importancia de considerar tanto casos PB quanto MB na transmissao do M. leprae. Além disso,
visto que a regido em que o estudo foi conduzido ¢ hiperendémica para a hanseniase, os contatos
avaliados podem estar expostos, em seu ambiente social, a mais de um caso indice, e estes
podem apresentar classificacdo operacional distinta daquele caso com o qual ele convive em
seu ambiente domiciliar.

Em relacdo a forma clinica, a positividade aos dois marcadores moleculares foi maior
entre os contatos de casos classificados na forma indeterminada. Esta ¢ a forma clinica inicial
da hanseniase, e pode evoluir para a cura espontanea. Entretanto, pode progredir também para
as formas polarizadas da doenca (Brasil, 2022a). Desta maneira, a depender da evolu¢do da
infeccdo no caso indice, estes contatos de casos na forma indeterminada podem ter sido

expostos a distintas cargas bacilares, podendo ser compativeis com a exposi¢ao sofrida por
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contatos de casos classificados com outras formas clinicas. Além disso, a alta porcentagem de
casos indice dos contatos avaliados que ndo apresentaram resultado de baciloscopia (24,5%),
possibilita reflexao a respeito da correta classificagdo destes casos indice com a forma clinica
indeterminada. Ademais, ¢ necessario chamar a atengdo para os contatos de casos dimorfos e
virchowianos, que apresentaram positividade entre 15 e 20% superior em relagdo aqueles
contatos de casos tuberculoide, tanto para o 16S quanto para aspl8. Além do que, os contatos
com caso indice com as formas clinicas dimorfa e virchowiana, em conjunto, representam mais
de 70% daqueles que apresentaram positividade aos marcadores moleculares. Estudos que
avaliaram a deteccdo do DNA do M. leprae, verificaram maior chance de detec¢do do bacilo
entre contatos de caso indice com as formas mais graves da hanseniase (Araudjo et al., 2012;
Das et al., 2020).

Em relagdo ao grau de incapacidade fisica do caso indice, observou-se maior
positividade entre os contatos de casos que ja possuiam algum grau de incapacidade no
diagnéstico. O desenvolvimento de incapacidade fisica ¢ associado ao diagndstico tardio (Chen
et al., 2021), o que culmina em atraso no inicio do tratamento ¢ consequentemente favorece a
manuten¢do da cadeia de transmissao do bacilo causador da hanseniase (Brasil, 2022a).

Também foi observado maior positividade aos marcadores moleculares entre os
contatos de casos com baciloscopia positiva, em que 93,7% deles apresentaram bacilo viavel
na mucosa nasal de acordo com o marcador molecular 16S e 70,8% para o 4spl8. Estudo que
avaliou a presenga do DNA do M. leprae entre contatos também identificou maior positividade
entre aqueles que tinham caso indice com baciloscopia positiva (Das ef al., 2020). Sabe-se que
IB alto se relaciona diretamente com mais alta concentragdo de DNA do bacilo (Martinez ef al.,
2009).

Os dados obtidos a partir das associacdes realizadas entre os marcadores moleculares e
as variaveis individuais dos contatos e de convivio com o caso indice permitem destacar
algumas varidveis em que as mesmas categorias apresentaram maior prevaléncia de
positividade em relacdo a ambos os genes avaliados, sendo duas relacionadas as condigdes de
moradia - densidade domiciliar maior que uma pessoa por comodo, densidade de dormitorio
maior que duas pessoas por quarto; e quatro relacionadas ao caso indice - classificagdo
operacional PB, forma clinica indeterminada, GIF 1, baciloscopia positiva. Deve-se ressaltar,
no entanto, que apenas a varidvel relacionada a densidade domiciliar apresentou diferenga
estatisticamente significativa entre contatos positivos e negativos ao aspl8 (valor-p = 0,022).
Em relacdo ao resultado do 16S, nenhuma das varidveis apresentou significancia estatistica nas

comparagoes entre os grupos (valores-p>0,05).
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Apos avaliar a relacdo entre as caracteristicas individuais e de convivio com o caso
indice com a colonizagdo da mucosa nasal pelo M. leprae viavel, foi avaliado se as
caracteristicas associadas a resposta imune interferem na permanéncia da viabilidade bacilar na

mucosa nasal dos contatos. Os dados estdo apresentados na tabelal4.

Tabela 14 - Analise bivariada entre a permanéncia da viabilidade molecular do M. leprae ¢
caracteristicas associadas a resposta imune dos contatos.

16S hspl8
Variaveis Nao Sim Valor de Nao Sim Valor de
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Resultado sorologia a
a0 menos um antigeno
(NDO-HSA, LID-1,
NDO-LID)
Negativo 26(49,1)  27(50,9) 46(86,8) 7(13,2)
0,666* 0,749%*

Positivo 23(53,5) 20(46.,5) 39(90,7) 4(9,3)
Cicatriz de BCG
0 5(55,6) 4(44,4) 9(100,0) 0(0,0)
1 1437,8)  23(62,2) 0,234* 33(89,2) 4(10,8)  0,455*
2 31(55,4) 25(44.,6) 48(85,7) 8(14,3)

Fonte: Elaborada pela autora, 2024.
Nota: *Teste qui-quadrado (X?), **Teste exato de Fisher

Avaliando a relagdo entre a presenca de anticorpos identificados por meio dos testes
soroldgicos e a permanéncia da viabilidade do M. leprae entre os contatos, verificou-se que
houve formacao de anticorpos em 42,5% daqueles em que o 16S foi identificado em todos os
anos, € em 36,4% dos que se identificou Asp/8. A formagao de anticorpos esta relacionada a
resposta imune humoral do tipo Th2, e pessoas que apresentam este tipo de resposta, tendem a
desenvolver a hanseniase em sua forma mais grave (Froes, Trindade e Sotto, 2022).

Entretanto, apesar da propor¢do descrita acima, de contatos que foram positivos para
16S e hspl8 e apresentaram anticorpos em resposta ao M. leprae, observou-se que a
porcentagem daqueles que permaneceram com bacilo vidvel na mucosa nasal durante o
seguimento foi maior entre os que ndo expressaram anticorpos, tanto ao avaliar o resultado do

16S (50,9%), quando do Aspl8 (13,2%). Estudos verificaram que a sensibilidade dos testes
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soroldgicos varia entre 40% na identificacdo de casos PB a 97,4% em MB quando utilizado o
ML Flow (Biihrer-Sékula et al., 2003), e entre 48% e 62% comparando os resultados de anti-
PGL-1, anti-LID-1 e anti-NDO-LID, sendo maior entre casos MB (Frade et al., 2017). Para
além da sensibilidade reduzida dos testes sorologicos em pessoas que apresentam titulos mais
baixos de anticorpos, a nao formacao de anticorpos, diante da constante colonizagao pelo bacilo
viavel, pode estar ligada a uma resposta imune inata mais efetiva. A esta resposta, vincula-se o
conceito de imunidade treinada, que se refere a capacidade de células da imunidade inata, entre
elas os macrofagos, apresentarem atividade mais eficaz quando reencontram patéogenos aos
quais ja haviam sido expostos anteriormente (Netea et al., 2016). Esta reprogramacao funcional,
ocorre a longo prazo, a nivel epigenético e confere maior capacidade de resposta a estas células
(Tercan et al., 2020).

Com relagdo a vacina BCG, Gomes e colaboradores (2019) mostraram que a vacina
BCG oferece efeito protetor para o individuo com relagdo ao adoecimento por hanseniase, e
que este efeito se torna mais eficaz entre as pessoas que receberam duas doses da vacina.
Verificando os resultados do presente estudo, identificou-se que houve maior permanéncia de
bacilo viavel na mucosa nasal identificado pelo gene 16S, naqueles contatos que apresentavam
uma cicatriz da vacina em relagdo aqueles que possuiam a dose de refor¢o. Em contrapartida o
resultado de Aspl8, mostrou que os contatos com duas doses de BCG foram os que mais
permaneceram com o M. leprae vidvel na mucosa nasal. Diversos estudos ja relataram o efeito
protetor da vacina BCG em relacdo ao adoecimento por hanseniase em contatos (Leano ef al.,
2019; Niitsuma et al., 2021), e da protecao adicional da dose de reforco (Gomes et al., 2019),
entretanto existe registro contrario na literatura, indicando que ndo hé evidéncia de protecao
ocasionada pela dose de refor¢o (Cunha et al., 2008). A vacina BCG também tem papel na
inducdo da imunidade treinada (Namakula et al., 2020; Zhang e Cao, 2019), porém uma recente
revisdo apontou que a dose e a frequéncia da vacinagdo parecem nao interferir no resultado
desta indugdo (Baydemir et al., 2024).

Ressalta-se que nenhuma das duas varidveis avaliadas, relacionadas a resposta imune,
apresentaram associacdo estatisticamente significativa (valores-p>0,05) em relacdo a
permanéncia da viabilidade bacilar na mucosa nasal dos contatos. Apesar disso, avaliou-se a
correlagdo existente entre estas variaveis com o intuito de verificar a magnitude da associagao

entre elas (Tabela 15).
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Tabela 15 — Correlagdo entre os marcadores 16S e hspl8 e
as caracteristicas da resposta imune.

L. 16S hspl8
Variaveis
Phi  Valor-p Phi  Valor-p
Cicatriz de BCG -0,140 0,158 0,086 0,383

Resultado sorologia a
ao menos um antigeno
(NDO-HSA, LID-1,
NDO-LID)

-0,044 0,666 -0,061 0,550

Fonte: Elaborada pela autora, 2024

Os resultados obtidos a partir do coeficiente Phi, corroboram o que foi observado ao
avaliar a relacdo entre as variaveis, indicando que nao houve maior producio de anticorpos
entre os contatos que apresentaram permanéncia de bacilos viaveis. E em relacdo a BCG, a
correlacdo negativa observada com o resultado do 16S indica que entre os contatos que possuem
duas doses da vacina BCG, menor foi a permanéncia de bacilos vidveis em suas mucosas. O
contrario foi observado em relacdo ao ssp 18, que apresentou maior viabilidade entre os contatos
que tinham mais doses da vacina. E importante descrever que, a correlagio verificada foi
insignificante e fraca entre o 16S e a presenca de anticorpos e vacina BCG, respectivamente; e
insignificante entre 4sp 8 e as duas varidveis correlacionadas (Kotrlik, Williams e Jabor, 2011).
Destaca-se que todas as correlagdes observadas ndo foram estatisticamente significativas.

Os dados obtidos a partir das associagdes entre a permanéncia dos marcadores
moleculares e as variaveis relacionadas a resposta imune possibilitam destacar a varidvel
resultado da sorologia a ao menos um antigeno, que apesar da auséncia de diferenca
estatisticamente significativa, apresentou a mesma categoria com maior prevaléncia de
positividade em relacdo aos dois genes avaliados, sendo representada por aqueles que nao
formaram anticorpos. Sugere-se entdo o papel da imunidade treinada na defesa dos contatos
avaliados, contra o M. leprae.

A imunidade treinada pode ser induzida a partir de infec¢@o primaria por microrganismo
ou por vacinacao, ¢ ¢ intensificada diante de uma infec¢ao secundaria (Netea, Quintin e Meer,
van der, 2011; Tercan et al., 2020), de maneira que sua resposta a um proximo estimulo se da
com aumento de producdo de mediadores inflamatdrios, assim como da capacidade de
eliminagdo de infeccdo (Netea et al., 2016, 2020). Dada a alta e constante exposi¢do dos
contatos ao bacilo, evidenciada pela prevaléncia de individuos com viabilidade bacilar na

mucosa nasal identificada neste estudo, e considerando a alta endemicidade da regido estudada,
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acredita-se na reprogramacao epigenética dos macrofagos nos contatos que permaneceram com
o bacilo viavel durante todos os anos avaliados, desencadeada a partir do estimulo do ambiente
em que eles vivem (Landires e Nufiez-Samudio, 2019).

Esse pressuposto se fortalece ao avaliar a correlagdo entre os marcadores moleculares e
a vacinacdo por BCG. A vacina BCG apresenta papel na indug¢do da imunidade treinada
(Namakula et al., 2020; Zhang e Cao, 2019). Os resultados deste estudo divergem em relagdo
ao numero de doses da vacina e a prevaléncia de positividade aos dois marcadores moleculares
avaliados. Em relacao ao 16S, identifica-se que os contatos que receberam dose de reforgo da
vacina BCG tiveram menor permanéncia do bacilo viavel. Apesar de os resultados de Aspl8,
por sua vez, demonstrarem o contrario, em descoberta recente verificou-se que o niimero de
doses da vacina parece ndo interferir na inducdo da imunidade treinada (Baydemir et al., 2024).

Além disso, considerando o papel do estimulo externo (Netea et al., 2020; Tercan et al.,
2020), acredita-se que, em regides de alta endemicidade como a que este estudo foi realizado,
os fatores relacionados a exposi¢do constante possam superar a influéncia na indugdo na
imunidade treinada em relagdo a vacinacao. A confirmagao do pressuposto sobre a atuagao da
imunidade treinada entre os contatos avaliados foge ao escopo deste estudo, uma vez que ndo
ha dados dos contatos participantes deste estudo sobre marcadores de resposta imune inata. A
realizagdo de avaliagdes futuras que verifiquem a viabilidade bacilar entre os contatos e
marcadores da resposta imune, tanto celular, quanto humoral, podem auxiliar na compreensao
do papel da imunidade na permanéncia da viabilidade bacilar entre contatos.

As diferencas observadas entre 16S e Aspl8 em relagdo as categorias das variaveis que
apresentaram maior positividade molecular, possivelmente esta relacionada a concordéancia
entre os resultados destes dois marcadores que foi considerada pobre (Landis e Koch, 1977),
tanto em relagdo a viabilidade do bacilo em algum momento ao longo do seguimento (Kappa:
0,166; p=0,014), quanto em relagdo a permanéncia da viabilidade entre os contatos (Kappa:
0,111; p=0,076). Apesar de ambos serem marcadores moleculares que avaliam a viabilidade do
M. leprae, o fato de o hspl8§ ter apresentado uma prevaléncia de positividade bastante inferior
ao 16S impactou no resultado das caracteristicas que se destacaram em relacdo a positividade
de cada um. Este dado remete ao estudo que sugere estabilidade de longo prazo do 16S, de
maneira que nem sempre a identificacdo deste marcador indica que o bacilo de fato permaneca
viavel, e que hspl8 apresenta alto poder discriminatorio entre bacilo vidveis e bacilos mortos
(Collins et al., 2023). Apesar deste resultado em relacdo a concordancia, destaca-se que nove
contatos apresentaram resultado positivo para ambos os genes, ao verificar a permanéncia da

viabilidade bacilar.
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A auséncia de variaveis significativas em relacdo a positividade do 16S e de apenas uma
variavel com significancia estatistica em relagdo ao Aspl8 ndo permitiram definir medidas de
associacao que determinem quais caracteristicas dos contatos domiciliares estdo diretamente
ligadas a presenga e permanéncia do M. leprae viavel no organismo destes. Além disso, a
homogeneidade nas caracteristicas individuais e de convivio observada entre os contatos torna
pouco provavel que haja uma caracteristica que diferencie estatisticamente aqueles com bacilo
viavel na mucosa, dos demais. E importante ressaltar que a significancia estatistica nio deve
ser interpretada sem considerar os aspectos clinicamente relevantes, devendo ambos serem
analisadas (Edwards, 2018; Harris et al., 2017).

Entre as pessoas que sdo expostas ao M. leprae, o bacilo sera capaz de evoluir com
infeccdo e desenvolvimento da hanseniase em aproximadamente 5% a 10% (Alter et al., 2011).
Esta caracteristica do bacilo associada a alta endemicidade da regido estudada, permite
compreender a alta prevaléncia de positividade do microrganismo viavel encontrada na mucosa
nasal dos contatos e a baixa incidéncia de adoecimento entre estes. A identificacdo de apenas
um caso incidente entre os contatos avaliados nesta coorte nao possibilitou realizar analises da

relagdo das caracteristicas desta pessoa, com a viabilidade bacilar e o adoecimento.

5.5 Incidéncia de hanseniase em contato durante o acompanhamento de uma coorte:

relato de caso

A hanseniase € transmitida pela dispersao do M. leprae, a partir das vias aéreas de uma
pessoa bacilifera sem tratamento. A exposicao ao bacilo por periodo prolongado favorece a
infeccdo (Brasil, 2022a). Em decorréncia disso, ser contato domiciliar de um caso de
hanseniase, ¢ fator de risco para desenvolvimento da doenc¢a (Niitsuma et al., 2021).

Este ¢ um relato de caso de uma mulher, que desenvolveu hanseniase no segundo ano
de acompanhamento de uma coorte. Destaca-se, que este foi o tnico diagndstico identificado
durante o acompanhamento. Este relato de caso foi elaborado seguindo a estrutura das
Diretrizes CARE (Riley et al., 2017).

A mulher, apresentava 50 anos, autodeclarada parda, com nivel de escolaridade
fundamental incompleto. Nao apresentava outras doengas, tampouco fazia uso de medicagoes,
segundo informacdes. No ano anterior ao diagnostico, durante a avaliacao realizada pela equipe
que acompanhou a coorte, ndo foi identificado nenhum sinal clinico da doenca, também nao foi
relatado queixas. Esta mulher ndo apresentava nenhuma cicatriz de vacina BCG. Em relacdo as

condi¢des de moradia, sua casa possuia densidade domiciliar de menos de uma pessoa por
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comodo, e com densidade de dormitorios de uma a duas pessoas por dormitorio, sendo que ela
ndo compartilhava dormitério com o caso indice.

Com historico familiar de hanseniase, o caso indice, pelo qual a mulher estava sendo
acompanhada na coorte de contatos, € sua mae. O convivio era intradomiciliar, hd mais de cinco
anos antes do diagnostico da mae, que foi realizado em 2012. Classificada como MB, com
forma clinica virchowiana, baciloscopia positiva, e foi diagnosticada sem incapacidades fisicas.

No ano de 2015, segundo ano de acompanhamento da coorte de contatos, esta mulher
relatou ter sido diagnosticada com hanseniase poucos dias antes da coleta de dados. Os achados
clinicos que levaram ao diagnostico foram duas lesdes de pele e dois nervos acometidos. A
partir do diagndstico, classificou-se o caso como MB e forma clinica dimorfa. O grau de
incapacidade fisica foi avaliado e classificado como GIF1. O tratamento prescrito foi
poliquimioterapia MB — 12 doses, e iniciou-se no mesmo dia em que o diagndstico foi realizado.
No ano de 2016, terceira onda da coorte, o tratamento ainda estava sendo finalizado, sem
alteracdes no esquema prescrito inicialmente. Nao foi registrada a ocorréncia de reagao.

Os testes laboratoriais realizados a partir das amostras clinicas obtidas durante os trés
anos de acompanhamento revelaram que, em 2014, ano anterior ao diagndstico, a mulher ja
apresentava anticorpos contra o M. leprae identificados por meio de dois entre os trés testes
sorologicos avaliados, sendo estes anti-NDO-HSA e anti-NDO-LID. Ressalta-se que para
NDO-HSA o indice ELISA foi de 2,18. Este valor esta entre os dez maiores IE identificados
entre todos os contatos avaliados.

Em relacdo aos testes moleculares, que indicam a presenca do bacilo na mucosa nasal e
se ele se encontra viavel, observou-se positividade nos trés anos (2014, 2015 e 2016) tanto para
RLEP, quanto para 16S. Importante destacar que os valores de Ct foram inferiores a 13 e 29,
para RLEP e 16S respectivamente. Para o marcador Asp/8 o resultado foi negativo em todos os
trés anos.

Este relato limita-se pela auséncia de maiores detalhes a respeito dos acometimentos
clinicos, bem como da evolu¢do do caso ao longo do tratamento, e informagdes a respeito da
alta e da cura. Ressalta-se que durante a abordagem realizada em 2024, o diagnéstico deste caso
relatado, foi confirmado por meio de registro que continha no prontuario. Entretanto, constava
que o diagndstico deste caso incidente foi realizado no hospital da Fundagao Hospitalar do
Estado de Minas Gerais, e em virtude disso as informagdes sobre o diagnodstico e
acompanhamento ndo haviam sido registradas no prontuario do municipio, sendo que os Unicos
dados anotados no prontudrio da unidade de satide da APS eram a respeito da classificacao

operacional e registro de uma dose supervisionada em maio de 2016. Desta maneira, os dados
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relatados foram coletados durante as visitas domiciliares do ano 2016 e registrados conforme
informado pelo caso.

O caso relatado apresenta caracteristicas individuais, de convivio e relacionadas ao caso
indice ja evidenciadas como situagdes de maior risco para o desenvolvimento da hanseniase.
Entre elas, ser contato intradomiciliar (Niitsuma et al., 2021), apresentar baixo nivel de
escolaridade (Nery ef al., 2019), ndo ser vacinada com BCG (Gomes et al., 2019), conviver ha
mais de cinco anos com o caso indice (Leano et al., 2019), que apresentou baciloscopia positiva
e forma clinica Virchowiana, o que reflete alto indice bacilar (Das et al., 2020). Entre estas
caracteristicas, aquelas relacionadas ao convivio intradomiciliar e o caso indice ter baciloscopia
positiva, foram varidveis relacionadas a maior positividade ao 16S, identificadas neste estudo.
As outras situagdes de risco, relatadas na literatura, e apresentadas pelo caso incidente, nao
foram evidenciadas em relacdo aos resultados dos marcadores moleculares avaliados neste
estudo.

E importante ressaltar que, a mulher diagnosticada com hanseniase, apresentou
resultado positivo em relacdo ao 16S nos trés anos de acompanhamento. Destaca-se que no
ultimo ano, quando a amostra foi coletada, o tratamento medicamentoso ja estava sendo
finalizado. A identificagdo da viabilidade bacilar, em estudo com casos de hanseniase, propoe
seu uso tanto para identificar maior risco de adoecimento (Marques et al., 2018), quanto para
monitoramento da terapia medicamentosa (Martinez et al., 2009).

Além do marcador molecular de viabilidade, este caso apresentou em 2014, anticorpos
em resposta ao bacilo, o que também indica maior risco de adoecimento por hanseniase
(Carvalho et al., 2017). Ha evidéncia de que a incidéncia de hanseniase € superior entre contatos
com sorologia positiva, em comparacao aqueles que ndo expressam anticorpos (Andrade,
2012). Estudo propde que, pessoas com resultado duplo positivo, para sorologia PGL-1 e DNA
do bacilo identificado por RLEP, apresentam hanseniase latente (Silva, Da et al., 2021). Os
dados deste caso corroboram esta hipotese.

O caso relatado, refor¢a alguns dos resultados obtidos nesta tese, tanto em relagdo a
caracteristicas que foram mais evidentes para a prevaléncia de positividade ao 16S, assim como
o fato de ter apresentado viabilidade molecular durante todo o acompanhamento e desenvolvido
hanseniase, indicando a aplicabilidade do teste para identificar pessoas com infec¢do e maior
risco de adoecimento. Entretanto, como se trata de um Unico caso, visto que, no restante do
seguimento, considerando a abordagem follow-up em 2024 nao foi identificado nenhum outro
caso de hanseniase, as relacdes estabelecidas devem ser interpretadas com cautela e ndo podem

servir de base para a formagao de uma evidéncia.
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6 LIMITACOES DESTE ESTUDO

Este estudo, apesar de ter seguido rigor cientifico na conducdo do seu desenho
metodoldgico, apresenta limitagdes que devem ser consideradas.

A analise molecular de amostras provenientes de swab € uma delas. Assume-se isso,
considerando que o trato respiratorio superior € a principal porta de entrada e saida do M. leprae,
e em virtude disso a identificacdo do bacilo neste tipo de amostra poderia indicar apenas o
processo de colonizagdo. Em busca de superar esta limitagdo e evitar viés de interpretacao, as
varidveis explicativas foram avaliadas em relagdo a viabilidade do bacilo neste sitio de coleta,
nao a sua presenca.

Outra limitacdo se refere ao tempo de seguimento com abordagem presencial, que foi
de apenas trés anos. Sabe-se que o tempo de incubagdo do bacilo ¢ longo e em virtude disso, o
tempo de acompanhamento pode ter sido insuficiente para identificar o surgimento de sinais e
sintomas de hanseniase entre os contatos avaliados, assim como outros casos de adoecimento.
Para superar esta limitacao foi realizada uma quarta abordagem no ano de 2024, dez anos apos
o primeiro acompanhamento, em busca de identificar informagdes sobre o adoecimento por
hanseniase entre os contatos.

Esta quarta abordagem, apesar de ter minimizado a limita¢do acima descrita, ndo ¢ capaz
de superé-la pois a busca de informagdes em prontudrio configura-se uma fonte de dados com
possibilidade de viés de registro. Atrelado a isso, no periodo do estudo houve transi¢do do
prontuario fisico para o prontudrio eletronico, o que aumenta a possibilidade de perda de
informacdes. Buscou-se avaliar os dois registros, eletronico e fisico, sempre que possivel.
Ressalta-se ainda, que foram realizadas varias tentativas de acesso ao banco de dados do
SINAN estadual para consulta sobre o adoecimento dos contatos acompanhados neste estudo,
configurando-se mais uma fonte de dados. Entretanto, apesar de apresentadas as justificativas
necessarias a respeito do tratamento dos dados respeitando a Lei Geral de Protecao de Dados,
0 acesso ao banco nao foi autorizado em tempo habil para a finalizagao desta tese.

Por fim, considera-se como limitagdo, um viés de amostragem, uma vez que, as pessoas
que compde a populagdo deste estudo fazem parte de um contexto social muito homogéneo, de
maneira que aspectos individuais e de convivio ndo foram capazes de diferenciar entre as
pessoas com bacilo viavel e aquelas com resultado negativo na avaliagdo molecular. Entretanto,
acredita-se que, a realizacdo desta mesma avaliacdo com pessoas de contextos individuais e
sociais distintos, poderia identificar as caracteristicas que influenciam na positividade

molecular e consequentemente no risco de adoecimento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A avalia¢ao da relagdo entre a presenca e viabilidade do M. leprae e o processo de
infec¢do e adoecimento em contatos, proposto na revisao sistematica, permitiu concluir que a
presenca do bacilo, identificada em amostras bioldgicas, por si s6, ndo se relaciona diretamente
a determinacdo da hanseniase. Observou-se ainda, que diversos marcadores moleculares ja
foram testados em relagdo a identificagdo do DNA de M. leprae em contatos, entretanto, entre
os estudos recuperados, nao foram avaliados marcadores de viabilidade bacilar em associagao
com a infec¢do e o adoecimento, o que foi considerada uma limitag¢do da revisdo sistematica. A
conclusdo da revisao, atrelada a esta limitagdo, refor¢ou a necessidade de avaliar a viabilidade
do M. leprae entre os contatos, ¢ os fatores que se relacionam a ela.

Neste estudo, identificou-se prevaléncia de M. leprae na mucosa nasal de mais de 90%
dos contatos. Apesar de, a viabilidade observada ter sido inferior a presenca do DNA em cada
um dos anos, ao considerar a transitoriedade da exposi¢do ao bacilo, verificando aqueles
contatos que apresentaram o bacilo vidvel, em algum momento ao longo do seguimento de trés
anos, identificou-se a viabilidade do bacilo na mucosa nasal de 92,2% pelo 16S e de 64,7% pelo
hspl18. Isto permite concluir que, ha alta e constante exposi¢do ao M. leprae entre contatos na
regido avaliada. No entanto, a permanéncia da viabilidade ao longo de todo o seguimento foi
observada em 51% e 11,8% daqueles que foram expostos, identificados pelo 16S e Aspli8,
respectivamente, permitindo sugerir evolucdo para infecg¢@o entre estes contatos, sem, contudo,
precisar o adoecimento.

Entre os fatores individuais, de convivio e da resposta imune, houve associagcdo apenas
entre a positividade Aspl8 e a variavel densidade domiciliar, sendo que as pessoas que moram
em casas com maior densidade de pessoas apresentaram maior positividade a este marcador de
viabilidade bacilar. Esta mesma categoria também apresentou maior positividade ao 16S, apesar
de nao ter tido diferenga significativa. Este resultado, corrobora parte da hipotese apresentada
neste estudo, em que os contatos que convivem em nucleos familiares com maior densidade de
pessoas, tém maior possibilidade de possuir bacilo vidvel em seu organismo.

Respeitadas as limitacdes operacionais deste estudo, os resultados obtidos ndo
permitiram a definicdo de um modelo com caracteristicas que possibilite diferenciar entre
contatos com viabilidade bacilar ou ndo, e menos ainda determinar o adoecimento. Apesar
disso, destaca-se além da densidade domiciliar, as varidveis densidade de dormitorio maior que
duas pessoas por quarto, e aquelas relacionadas ao caso indice: classificagdo operacional PB,

forma clinica indeterminada, GIF 1, baciloscopia positiva; além de resultado da sorologia
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negativa a antigenos especificos do M. leprae, uma vez que, estas apresentaram as mesmas
categorias com maior prevaléncia de positividade em relacdo a ambos os marcadores
moleculares. A falta de diferenca significativa, do ponto de vista estatistico, entre as categorias
das variaveis, possivelmente esté relacionada a similaridade do contexto individual e social em
que os contatos avaliados neste estudo se inserem.

Apesar disso, esses resultados possibilitam sugerir que, em regides como a que o estudo
foi realizado, a exposi¢ao ao bacilo viavel ¢ favorecida por fatores relacionados a densidade de
pessoas que convivem em uma mesma casa € as caracteristicas clinicas do caso indice. E que,
a auséncia de anticorpos diante da permanéncia da viabilidade bacilar, demonstra o importante
papel da imunidade inata nesta populagdo, ao passo que, a formagao de anticorpos entre estes,
pode indicar falha da imunidade inata, sendo util para confirmar o desenvolvimento da infec¢ao.

Acredita-se que, o alto nimero de pessoas com viabilidade bacilar, identificado pelos
marcadores moleculares avaliados neste estudo, em comparagdo com o adoecimento em apenas
uma pessoa, enfatiza a dificuldade em determinar um teste laboratorial que explique o processo
de exposicao, infecgdo e adoecimento por hanseniase entre contatos, evidenciando e
fortalecendo a perspectiva da complexidade desta doenga.

Entretanto, ressalta-se a importancia da realizagdo de outros estudos que verifiquem a
associacao de fatores individuais, de convivio e da resposta imune, com marcadores de
viabilidade molecular, em contatos que convivam em outros contextos individuais, sociais e
territorios de endemicidades diversas. Considera-se que, a avaliagdo da prevaléncia da
viabilidade bacilar em contatos, em contextos diversos, possa contribuir para a definicdo de um
modelo com fatores individuais e de convivio que auxilie na identificagcdo destas pessoas. Além
do que, a realiza¢do de outros estudos que avaliem os marcadores 16S e /ispl8 em relagao a
viabilidade do M. leprae em contatos, incluindo a defini¢do da sensibilidade e especificidade
destes marcadores, pode permitir a defini¢do do alvo molecular mais indicado para identificar
contatos com risco de adoecimento.

Os resultados deste estudo, forneceram pistas de fatores que apresentaram o mesmo
comportamento em relagcdo a dois marcadores moleculares de viabilidade do M. leprae, com
destaque para a densidade domiciliar. Estes fatores, se associados com a viabilidade bacilar em
outros contextos sociais, podem ser Uteis para direcionar a vigilancia de contatos. A definigao
de um modelo que possa elencar contatos a serem avaliados em relagdo a viabilidade do M.
leprae antes do surgimento de sinais clinicos que levam a suspeita de adoecimento por
hanseniase, pode contribuir com agdes para alcancar a eliminagdo da hanseniase e da sua

transmissao.
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APENDICE A - QUESTIONARIO ESTRUTURADO PARA ENTREVISTA

Colar etigueta com o Colar etiqueta com o Colar etigueta com o
numero do domicilio do nimero do caso indice numero do contato

IDENTIFICACAQ
Data da entrevista __ / /| Entrevistador: | Municipio:
Unidade de sadde/PSF:
MNome completo: Apelido:

Endereco atual (logradouro, niimero e bairro):

CEP: Latitude: | Longitude:
Setor Censitdrio: Fone:{ [ Celular: | )
E-muail:

; I:I-Equ.nn-m !Empu .I'E.Bi:-d.e-.” I'IH. le' fﬂli..t:l‘ﬂ“ﬂ:.'m

Endere¢o anterior { rua, ndmero ¢ bairro):

Municipio: I Estado:
Quanto tempo morou no endereco anterior? Mo se aplica
Idade: | Data de nascimento: | SEN0: | F | Peso:
Escolaridade: Naturalidade: | Estado:
DADOS DO DOMICILIO
Nimero de pessoas que residem neste endereco: | Nimero de cimodos do domicilio:
Numero de dormitirios: | Nimero de pessoas gue compartilham o dormitério com o caso indice:
DADOS EPIDEMIOLOGICOS
O (A) Sr.(a) ja teve hanseniase? Mo Sim Quando {(ano):
O {A) Sr.a) tem/teve outrais) doencais)? Mo

Sim. Especificar:
DML Ha quanto tempo?

HAS. Hi quanto tempo?

Dislipidemia (colesterol efou triglicérides alto). Hi quanto tempo?

Doencas reumatdides (artrite. osteoarteite, anrose, pota). Hb quanto tempo

Lipus. Ha quanto tempo?

I HIV. Hd quanto tempo?

Esquistossomose. Ha quanto tempo?

Leishmaniose visceral. Hi quanto tempo?

Ascaridiase. Hi quanto tempo?

Outras helmintoses. Ha quanto tempo?

Outras. Especificar: Hi quanto tempo?
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A Sra. Esti gravida? | Nio

Sim [ Mio se aplica Quanto tempo de gestacdo:

Ou com suspeita de gravidez? | Nio 51m
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Faz uso de algum medicamento regularmente? (Perguntar sobre medicamentos listados)

Mio Sim. Especificar:

L. . Dose didria
2: . Dose didria:
3 . Dose didria:
4. . Dose didria:
5. . Dase didria:
fi. . Dase didria:
1. . Dose didria:
B . Dose didria:

- Tempo de uso:
. Tempo de uso:
- Tempo de uso:
. Tempo de uso:
- Tempo de uso:
- Tempo de uso:
. Tempo de uso:

- Tempo de uso:

AVALIACAO DERMATONEUROLOGICA

Cicatriz vacinal de BCG: L] 1 2

Sinais sugestivos de hanseniase:  MNao

Sim. Especificar:

Avaliacio dermatoligica:

Manchas
Nio Sim Quantas:

Manchas com alteracio de sensibilidade
Nio Sim Quantas:

Avaliaciao neurologica:

Nervos espessados
Niio [ Sim. Especificar:
Ulnar
Fadial Radial cutineo

Avaliacio de sensibilidade:

Sensibilidade alterada?
Nio [ Sim. Especificar:

Fibular [ Tibial posterior Olho esquerdo ) Olho direitg

Placas

Nio 0 Sim  Chiantas: Forca muscular reduzida Mio esquerda | Mio direita
Tubérculos Miin Sim. Especificar:

: Pilpehras : P T

N S LA ﬁbgumr do quinte dedo et o i
Nédulos Abdutor do polegar

Miio Sim Quantos: Extensor do punho
Infiltraghes Extensor do halux

Mia Sim Quantos: Extenzor longo dos dedos
Outras Tibial anterior

MNio [ Sim Quantos: Fibulares
Especificar:
Diagndstico confirmado: Mo Sim Mao avaliado Mo se aplica

INFORMACOES RELACIONADAS AO CASO INDICE

Gran de parentesco:

Situacao de contato:

Residia com o caso

indice na data do diagndstico

Residia com o caso indice na data do diagndstico e reside atualmente

Residia com o caso indice diagndstico antes da data do diagndstico - até 05 anos

Hi guanto tempo reside com o caso indice? (meses ou anos completos):

Caracteristica de contato:

Intradonuciliar

Peridomiciliar

Convivéncia: | Dorme no mesmo [errenao

Dovme no mesmo domicilio

[ Darrme o mesm comodo
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APENDICE B - ROTEIRO PARA REALIZACAO DE AVALIACAO
DERMATONEUROLOGICA

Roteiro para realizagio de exame dermato-neurolégico em contatos domiciliares

I - Avalar e registrar queixas relacionadas & hanseniase, wdentificando alteracdes na
pele - manchas, placas. infiltraghes. bérculos, nddulos, e hd quanto empo eles
apareceram; possiveis alteraghes de sensibilidade em alguma drea do seu corpo;
presenga de dores nos nervos, ou fraquezs nas m@os @ nos pés e se usou algum
medicamento para tais problemas e qual o resultadoe.

2 - Avaliaciho Dermatoldgica

- Observar a superficie corporal, no sentido crinio-caudal. seguimento por seguimento.
procurando identificar as dreas acometidas por lestes de pele. As dreas onde as lesoes
ocorrem com maior freqiiéncia sdo: face, orelhas, nddegas, bragos, pernas e costas.

- Realizar avaliagio de sensibilidade il nas lesies identificadas, utilizando oz
estesidmetros conforme descrito oo iterm 4.1,

- Registrar em formulitio de encaminhamento (anexo no final do roteiro) a descricio
das lestes e as alteragtes de sensibilidade encontradas,

3 - Avaliagio Newroldgica
3.1 Inspegin

- Inspecionar os olhos, verificado a existéncia de nddulos, infiltragtes, secrecio,
vermelhidie (hiperemia), auséncia de sobrancelhas (madarose), ciflios invertidos
(triguiase), eversio (ectrdpio} e desabamento da pdlpebra inferior (lagoftalmo), ow
opacidade da cirmea. Registrar no formulino as alteragtes identificadas.

- Inspecionar o nariz, verificando as condigies da pele, da mucosa e do seplo nasal. bem
como s¢ hi desabamento do nariz ou outros sinads caracteriztcos da doenga. A mucosa
deve ser examinada, verificando se hd alteracio na cor, na umidade, e se hd crostas,
atrofias, infiltracdo ou dleeras. Registrar no formulirio as alteragoes identificadas.

- Inspecionar os membros superiores, verificando a existéncia de ressecamento,
calosidades, fissuras, ferimentos, cicatrizes, atrofias musculares ¢ reabsorgdes Osseas
{perda de uma ou mais falanges dos dedos, ou parte de uma delas). Registrar no
formulirio as alteragoes identificadas.

- Inspecionar o membros inferiores, verificando o existéncia de ressecamento,
calosidades, fissuras, ferimentos, dlceras. cicatrizes, reabsorghes dsseas, atrofias
musculares, ou outros sintomas. Registrar no formuldrio as alteracdes identificadas.
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3.2 - Palpaciio de nervos

- (s nervos devem ser palpados, nos dois membros, com as pelpas digitais do segundo e
terceiro dedos, deslizando-o: sobre a superficie dssea, acompanhando o trajeto do
nervo, no sentido de cima para baixo.

Dreve-se venficar em cada nervo palpado:

* ¢ hi queixa de dor espontinea no trajeto do nervo;

* 5¢ hi queixa de chogue ou de dor nos nervos durante a palpagdio;

* 5¢ hi espessamento do nervoe palpado com o nervo correspondente, ne lado oposio;
* 52 hid alteracio na consisténcia do nervo: se hi endurecimento, amolecimento;

+ g hi alteracio na forma do nervo: se existem abeessos ¢ ndudiilos:

* 52 0 nervo apresenta aderéncias

Registrar no formulirio as alteragbes identificadas.
- Realizar palpacio dos nervos nos membros superiores:
* Nervo radial - realizar palpacio ao nivel do canal de torcio do dmero, no terco médio

do brage com o cotovelo em flexiio ¢ a mio do contato domiciliar apoiada na do
examinador.

* Nervo ulnar — realizar a palpacio ao nivel do cotovelo na goteira epitrocleana (enire
o5 dois ossinhos) ou acima dela, com o cotovelo fletido (dobrado) e a mio do contato
domiciliar apoiada no brago do avaliador,




4 - Pesquisa da Sensibilidade

A presenca do sensibilidade cutinea normal depende da integridade do sistema
nervoso central e periféricos (lroncos nervosos @ finas erminagoes nervosas na pelel.
Para realizacio da pesquisa de sensibilidade sio necessdrios alguns cuidados:

- explicar ao contato domiciliar o exame a ser realizado;

- manter a concentragio do examinador e do contato demiciliar;

- ecluir campo de visdo do contato domiciliar;

- selecionar aleatoriamente a seqliéncia de pontos a serem testados. Tocar a pele
deixando tempo suficiente (contar de um a dois) para os contatos domiciliars
responder, repetir o teste para confirmar resultados em cada ponto, se necessirio.
- realizar o teste em rea prixima, dentro do mesmo territério especifico, quando
na presenga de calosidades, cicatrizes ou ilceras;

4.1 - Técnica de avaliacio da sensibilidade com estesidmetro.

Antes de iniciar o teste, retire os monofilamentos do tubo e encaixe-os
cuidadosamente no furo lateral do cabo, dispondo-os em ordem crescente, do mais
fino para o mais grosso.

Segurar o cabo do instrumento de modo que o filamento de nylon figue
perpendicular & superficie da pele, a uma distincia de 2 cm. A pressdo deve ser
feita por 1 a 2 segundos, até obter a curva do filamento, sem permitir que este
deslize sobre a pele.

Realizagdo do teste de sensibilidade com estesifmetro:

- o teste deve ser iniciade com o monofilamneto mais fino 0,05g (verde). Na
auséncia de resposta, utilizar o monofilamento 0,2g (azul) e assim sucessivamente,
- aplicar os monofilamentos de 0,05g (verde) e 0,2 (azul] em cada ponto especifico
por trés vezes, e para os demais filamentos aplicar apenas uma vez.

- repetir o teste em caso de divida;

- aplicar o teste nos pontos especificos dos nervos;

- registrar o teste, colorindo os pontos especificos com a cor correspondente ao
primeiro monofilamento que o contato domiciliar sente,

Pontos que devem ser testados:

5 ! | - Sy 8
2
4 7
3 2 10
3

6
MAD PE
Uirar -4, 506 MNervatiblal-1,2,3, 4.5 6¢7
Mediano-1,2e3 MNervo sural - 8
Radial -7 Nesvo safene - 9

Nerva fibular profunds - 10
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* Muscwlo Extensor Longo dos dedos: com o contato domiciliar sentade com os pés

apotades no chio e o joelho em nsio, 0 examinador estabiliza o pé e o tormozelo e
podadao hilo e o joelhio em extensio, o examinador estabiliza o pé e o tornozelo em
sigao neutra e solicita a0 contato domiciliar para fazer do maxima dos dedos.
sicio nentra e solicita ao contato domiciliar para fazer flex xima dos dedos. O

examinador aplica forga contrdria no dorso das falanges proximais do segundo e quinto
dedos,

# Misenle Fibglgres longos e curtoy: com o contato domiciliar sentado com os pés
apotados no chao e os joelhos estendidos com o extensor longo dos dedos relaxados, o
examinador estabiliza a articulacio do romozelo em posicdo neotra e selicita ao contato
domiciliar para everier o pé aplicando forga contriria na borda fateral do quintoe
iatatarsiano, no sentido de empuiri-lo para dentro.
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* Extengores do punfie: apoiar o antebraco, do contato domiciliar, deixando o punho
relaxado, estender o punho, deixando os dedos relaxados, enquanto a forga
contriria, para baixo, ¢ aplicada no dorso da mao.

- Realizar avaliagio da forga moscular nos membros inferiores, registrar alteraghes
encontradas no formuldrio segundo escala de graduacdo de forca — anexo e avaliar
pernas e pés na suas faces dorsal e plantar.

¥ Miivcwlo tbial anterior: com o contato domiciliar sentado com o5 pés apolados oo
chio e o joelho em ligeira flexiio ou extensio, o examinador estabiliza a perna da
pessoa, segurando acima da articulagio do fornozelo. solicitar ao contato domiciliar

ara dorsiflexionar o pé com forga mixima ¢ aplicar forga contrinia no dorso do pé.

* Muscwle Extensor do Halux: colocar o contato domiciliar sentado com os pés
apoiados no chio e o joelho em extensio, o examinador estabiliza o pé e o tornozelo em
prosicio neutra ¢ solicita ae contato domicibiar gue faga extensdo mdxima do halux.

aplicando force contriria no dorso da falange proximal deste dedo.
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3.3 - Avaliagio de forca muscular

- Realizar avaliagho da forga muscolar nos membros superiores, registrar alteraghes
enconiradas no formulino segundo escala de graduacio de forga abaixo:

GRALU DE OBSERVACAD CONDICAD
FORCAMUSCULAR CLINICA FUNCIONAL
3 Ampltude de movimento completo contra 1 grvidade ¢ Mormal
FeSISIENCIA MK
| Amplrude de movimento complets conta a1 srovidade e Paresmn
resisténcia manal moderada
i Amphde de nevimento comples contra gravidade Paresin
2 Amplitude de movimento meompleta Paresin
| Evidénca de contragio mmscnlar, sem movimento articular Paresia
/] Seum evidéncn de contragho muscular Pagnlisia

¥ Muivculo abdutor do guinte dedo - Solicitar gue o examinado vire a palma da mio
para baixe, fazendo forga para manter oz dedos abertos, aplicar forca em sentindo
contririo, de form para dentro, na altura da falange proximal.

* Abdugdo do polegar: com o dorso da mao do contato domiciliar apoiada sobre 2 mdo
do avaliador, solicitar ac contato domiciliar gue levante o polegar mantende-o elevado
fa direcdo do 3° dedo: o avaliador aplica resisténcia na falange do proximal do polegar,
na sentido para frente e para baixo, sendo gue a resisténcia 56 deve ser aplicada guando
o contato domiciliar realiza o movimento solicitado de forma completa.

143



144

* Nervo mediano — realizar a palpagdo entre os tenddes dos musculos palmar longo e
flexor radial do carpo com o punho em ligeira flexdo, apoiado pelo examinador.
Normalmente este nervo niao € palpavel. Neste caso pode-se fazer percussdo com as
polpas dos dedos na face anterior do antebrago, ao longo do trajeto do nervo mediano.

- Realizar palpacao dos nervos nos membros inferiores:

* Nervo fibular — realizar a palpagéo com o paciente sentado com os pés apoiados no
chio e as pernas estendidas em angulo ligeiramente superior a 90°; palpar o nervo na
face posterior da fibula na jungao entre sua cabeca e o corpo.

* Nervo tibial — realizar a palpagdo com o paciente sentado com os pés apoiados no
chéo e as pernas estendidas em angulo ligeiramente superior a 90°; fazer inverséo e
flexao plantar, passivamente; palpar o nervo atras e logo abaixo do maléolo medial.




Legenda dos monofilamentos:

LEGENDA
Verde

Azul

Violeta

Vermelho
ifechada)

YVermelho
{marcar
Com X)

Vermelho
(circular)

Prato

OO ® @ © 00

CADA FILAMENTO CORRESPONDE A UM NIVEL FUNCIONAL
REPRESENTADO POR UMA COR

0,05 g - sensibilidade normal na mao e no pé

0,2 g - sensibilidade diminuida na mao e normal no pé
- dificuldade para discriminar textura (tato leve)

2,0 g - sensibilidade protetora diminuida na mao
- incapacidade de discriminar textura
- dificuldade para discriminar formas e temperatura

4,0 g - perda da sensibilidade protetora na mao e as
VEZes no pé
- perda da discriminacao de textura
- incapacidade de discriminar formas e temperatura

10 g - perda da sensibilidade protetora no pé
- perda da discriminacao de textura
- incapacidade de discriminar formas e temperatura

300 g - permanece apenas a sensacac de pressao
profunda na mao e no pé

- SEM resposta
» perda da sensacao de pressao profunda na mao
& no pé
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APENDICE C - PROTOCOLO PARA COLETA DE SANGUE

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAQ
COLETA DE SANGUE INTEGRADA

1 OBJETIV(

Padronizar a técnica de coleta de sangue no campo parad otimizar o trabalho de

campd, diminuir oz riscos ¢ preservar a qualidade do material coletado.
2 MATERIAIS NECESSARIOS

- 02 tubos tpo [ para coleta de sangoe (VecwiaimenVoacwette, com gel separador para
obtencio de soro - tampa amarela, 1373 mm, volume 4 ml):

- 01 tubo tipo I para coleta de sangue (VocwiamesVacweire, com EDTA, RNAse free -
tampa roxa, 132100 mm. volume 4 ml):

- 01 tubo tpo 11 para coleta de sangue (VeouwtainenVocwedte, com heparing sédica - tampa
verde, 16100 mm, volume 10 ml):

- Adaptador para coleta de sangue a vicuo de uso dnico;

- Agulha para coleta de sangue a vacuo com dispositivo de seguranca, 25x8:

- Escalpe n.® 19 G (para coleta em idosos);

- Escalpe n.” 21 G (para coleta em criancas):

- Papel toalha:

- Algodiio seco;

- Algodio embebido em dleool 7%

- Garrote;

- Embalagem do tipe Descarpak para descarte dos materiais pérfuro-cortantes;

- Saco de lixo branco, identificado como material bioldgico;

- Avental de manga comprida ¢ punho fechado;

- Luvas descartiveis:

- Curatives do tipa blood stop:

- Etigueta adesiva para identificacio dos tubos:

- Fita adesiva;

- Caixa de isopor para armazenar twbos,

146



I PROCEDIMENT()

I} Colocar o participante assentado confortavelmente numa cadeira com o brago apoiado
em suporte apropriado:

2} Separar os materias necessinos (04 twbos para coleta de sangoe a vicuo, idenfificados
previamente com a eligueta propria). Separar também o garrote, o algoddo seco, o algodioe
embebido em dlcool. o adaptador, a agulha, o dleod stop e o Descarpak:

31 Escolher o local onde serd feita a puncdo venosa;

4} Encaixar a agulha para coleta de sangue a vicuo noe adaptador;

5) Colocar o garrote io braco pacients;

61 Fazer antissepsia com dleool T0%;

T Puncionar a veia do paciente em dngulo de 457 e com bizel para cima;

B Encaixar o primeiro tubo de coleta de sangue (tubo tipo 1 - tampa amarela) oo
adaptador, observar o inicio do fluxo do sangue para o seu interior, aguardar o
preenchiments do twhoe (4 ml de sangue) e retivar o twbo com cuidado segurando o
adaptador para que a agulhe ndo se movimente homogeneizar por 10 segundos,
acondicionar em suporte de isopor;

9 Encauxar o segundo tubo de coleta de sangue (wbo tipe I - tampa amarelal oo
adaptador, observar o inicio do fluxo do sangue para o seu interior, aguardar o
preenchimento do tuboe (4 ml de sangue) e retivar o tubo com cuidado segurando o
adapiador para que a agolhe nde se movimente homogeneizar por 10 segundos,
acondicionar em suporte de isopor;

10} Encaixar o terceiro tubo de coleta de sangue (tubo Gpo I - tampa roxa) no adaptador.
chservar o inicio do fluxe do sangue para o sen interior, aguardar o preenchimento do
tubo (4 ml de sangue) e retirar o wbo com cuidado segurando o adaptador para que a
agulbe nido se movimente homogeneizar por 10 segundos, acondicionar em suporte de
L0,

11} Encarxar o quarto tubo de coleta de sangue {tobo tipo I - ampa verde ) no adaptador.
chservar o inicio do fluxo do sangue para o seq intenor, remaover o garrote, aguardar o
preenchimento doe tubo (10 ml de sangue) e retirar o wbo com culdade segurando o
adaptador para gue a agulhe nio se movimente homogeneizar por 10 segundos e
acondicionar em suporte de isopor;

12} Retirar a agulha do paciente;

13 ) Comprimir o local da pungio venosa com algpodio seco!
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14} Colocar o curativo blood stop no local da pungio:

15} Desconectar a agulha do adaptador utilizando o dispositivo proprio presente no
Descarpack;

l6) Descartar a agulha e o who capilar para micro-hematdcrito no Descarpock:

17} Descartar o restante do material utilizado em saco de lixo branco, identificado como
material bioldgico:

18} Auxiliar o paciente a levantar-se, se necessirio.

3.1 Precauches
- Usar SEMPRE o5 equipamentos de protecio individual durante a coleta.
- Checar se o8 dados impressos na etiqueta de identificagio conferem com o participante

@ com a dentificacio do guestiondrio.
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APENDICE D - PROTOCOLO PARA COLETA DE SWAB DE MUCOSA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO
COLETA DE SWAB

1 OBJETIV()

Padronizar a técnica de coleta de swab no campo para otimizar o trabalho de

campey, diminuir os riscos @ preservar a qualidade do material coletado.
2 MATERIAIS NECESSARIOS

- 02 swabs estéreis (0] para coleta na mucosa nasal e 0] para coleta na mucosa bucal)

- 02 wbos tipo eppendory com 1.3mL (eséril, DNase/RMase-Free) com  500pL de
RMNAarer® ;

- Tesoura;

- Avental de manga comprida e punho fechado:

- Luvas descartiveis:

- Caneta Sharpie® ponta fina

- Caixa para armazenar thos tipo eppendorf?

- Saco de lixo branco, identificado como material bioldgico.
3 PROCEDIMENT()

'} Separar o8 materiais necessirios: 02 whos tipo eppendor com RNAlater®, 02 swaby
esléreis @ lesour.

2} Identificar os 02 tubos tpoe eppender(cddigo do participante e data de congelamento).
OB5: colocar a identificacdo dos participantes no wpo do twbo ¢ as demais informacies
na lateral do tubo.

3} Colocar o participante assentado confortavelmente.

4) Iniciar a coleta do swab bucal, esfregar delicadamente 0 swab na mucosa oral
(revestimente das bochechas ¢ no palato). Inserir o swab no tpo tipo eppendor com
RNAfarer® e cortar a haste, do maior tamanho possivel de forma que permita o completo
fechamento do tubo.

5) Iniciar a coleta do swab nasal, esfregar delicadamente o swal na mucosa nasal
(introduzic o swab na porgio antero-superior de uma das narinas com movimento

giratdrio delicado e deslizd-lo lateralmente pela asa nasal intermna, repetic o procedimento



na oulra naring com o mesmo swab). Inserr o swab no wbo tpo eppendon’ com
RMNAJareri e cortar a haste, do maior tamanho possivel de forma gque permita o completo
fechamento do tubo.

61 Armazenar os twbos com os swabs na caixa para armazenamento de whos tipo
eppendeory.

T Descartar o restante dos materiais utilizados no saco de lixo.

B Deixar o swaby na caiXa para armazenamento de tubos Upo eppendorf, em temperatura
ambiente, por 003 dias. Posteriormente  acondicionar em  freezer a -20°C  aié

PrOCEesSamento.

3.1 Precaugies

- Usar SEMPRE o8 equipamentos de protecio individual duraste o procedimento de
coleta.

- Checar se oz dados de identificagio do participante escritos no ubo conferam com o
participante e com a identificagio do questiomirio.

- Armazenar o twubo com o material coletado na caixa para armazenamento de tubos tipo
Eppendorf.

- Fazer a desinfecio da tesoura, wtilizando dlcool TO°C, apds o fim da coleta de cada

participante.
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APENDICE E — FORMULARIO DE ENCAMINHAMENTO DE CONTATOS COM
SUSPEITA DE HANSENIASE

FORMULARIO DE ENCAMINHA MENTO DE CASO SUSPEITO DE
HANSENIASE

Dados do usuario

Nome:

Enderego completo:

Dados Clinicos

Queixa:

Avaliacio dermato-neurologica (alteragies):

Palpagao de nervos (alteragoes):

Avaliacio de forca muscular (alteracies):

Avaliacio de sensibilidade

'\ (w] o/
- ; L& il )
ok £ AL 70| |o© 3
A 1 O O
o\ &1 i
U™ U o o)
DIREITA ESQUERDA DIREITO ESQUERDO

Drata: '

Mome de guem realizou a avaliagio:
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APENDICE F — FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS — CONTATOS COM
DIAGNOSTICO CONFIRMADO

Formulario para coleta de dados — Contatos com diagnéstico confirmado

Municipio

Nome

Numero do contato

Endereco

Prontuario

Diagnostico confirmado

Data do diagnéstico

Numero da notificagdo

Municipio de notificagdo

Municipio de residéncia

Modo de deteccao de
caso Novo

Data do inicio do
tratamento

Esquema terapéutico

Classificacao

operacional

Forma clinica de Madri

Classificacdo de Ridley
& Joppling
Baciloscopia

Grau de incapacidade
fisica no diagnéstico
Grau de incapacidade
fisica na alta

Numero de nervos
afetados

NuUmero de lesbes
cutaneas

Episcdio reacional
durante o tratamento
Data da alta

Tipo de alta
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APENDICE G — REGISTRO DE CAMPO — COLETA DE DADOS ANO 2024

Registro de campo — Coleta de dados 2024

A coleta de dados conduzida no ano de 2024, ocorreu no periodo de 07 a 13 de abril,
nos seis municipios envolvidos no estudo. Foram realizadas visitas aos servicos de saude,
incluindo unidades de aten¢do primaria a satide, bem como secretarias municipais de saude.

Em todos os municipios houve apoio de um profissional, entre eles coordenadores da
aten¢do primaria, coordenadores da vigilancia epidemiologica e referéncia técnica em
hanseniase. Estes profissionais foram responsaveis por estabelecer o vinculo entre os dois
pesquisadores que realizaram a coleta de dados, e os profissionais das unidades de saude onde
os prontuarios dos contatos acompanhados estavam vinculados.

A coleta de dados foi realizada mediante acesso aos prontudrios dos contatos
participantes do estudo, tanto fisico, quanto eletronico, com verificagdo do registro de
diagndstico por hanseniase. Quando identificado o diagnoéstico, as informagdes registradas em
prontuario foram extraidas para um formulario especifico.

Entre os 102 prontuarios buscados, foram identificados 98, sendo 2 apenas fisicos, 30
apenas eletronicos, e 66 fisicos e eletronicos. Destes, identificou-se registro de diagnostico
referente a um unico contato. As informacdes sobre a identificagao dos prontudrios, detalhada

por municipio, estdo descritas a seguir.

Almenara:
- Busca por 46 prontuarios
- Identificados 44, sendo 1 apenas fisico, 11 apenas eletronicos e 32 fisicos e eletronicos.

- 2 ndo foram localizados.

Felisburgo
- Busca por 18 prontuarios

- Identificados 18, sendo todos fisicos e eletronicos.

Jacinto
- Busca por 4 prontudrios

- Identificados 4, sendo 1 apenas fisico, e 3 fisicos e eletronicos.
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Jordénia
- Busca por 10 prontuarios

- Identificados 10, sendo 3 apenas eletronicos e 7 fisicos e eletronicos.

Palmopolis
- Busca por 12 prontuarios
- Identificados 10, sendo 4 apenas eletronicos e 6 fisicos e eletronicos.

- 2 nao foram localizados
Rubim
- Busca por 12 prontuarios

- Identificados 12, sendo apenas eletronicos.

Pontos importantes identificados durante a coleta de dados

Alguns pontos positivos como a receptividade das equipes e auxilio para identificar os
prontuarios merecem ser destacados. Além disso, foi possivel observar que nos municipios que
apresentavam um servico mais organizado e mais bem estruturado, o acesso aos prontuarios foi
mais efetivo, tanto no sentido de localizar com facilidade, quanto em relacao a qualidade das
informacodes registradas.

Alguns pontos frageis da coleta, se referem a transi¢do do prontudrio fisico para o
prontudrio eletronico, o que em alguns casos pode ter comprometido o acesso a todas as
informagdes. Além disso, outros fatores como mudanga de endereco e até desastre natural em

uma das unidades de saude, comprometeram o acesso a alguns prontudrios fisicos.



APENDICE H - PROTOCOLO EXTRACAO DE RNA EM SWAB

ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

Protocolo — Extracio de RNA em swab

S L R B R e

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Adaptado por prof. Dra. Ida Maria Foschiani Dias Baptista

Descongelar as amostras por completo.

Agitar cada microtubo em vortex por 2 minutos.

Abrir os microtubos com cuidado e esgotar o swab na parede do tubo. Descartar o swab.

Centrifugar as amostras por 20 minutos a 13.200rpm a 4°C.

Retirar o RNA later sem tocar no pellet formado.

Adicionar, em cada microtubo, 800ul de TRIzol, para promocéo da lise da membrana celular e a
dissolugdo dos demais componentes da celula, ao passo que mantém a integridade do RNA. Deixar
descansando por 15 segundos.

Agitar individualmente em vortex para homogeneizar o pellet na solugéio e depois utilizar o spin para
coletar o material da tampa.

Transferir todo o volume para um tubo contendo a silica, que que também auxiliara na lise da membrana
celular.

Colocar os tubos no equipamento FastPrep, na velocidade 6m/s por 40 segundos. Repetir o processo.
Remover os tubos do equipamento e centrifugar por 20 minutos, a 13.200rpm, a 4°C.

Transferir o sobrenadante para um microtubo novo, evitando tocar no pellet e na silica.

Guardar o tubo com silica (no freezer -20°C) para posterior extracdo de DNA.

Adicionar 800l de isopropanol no sobrenadante, misturar por inversao cuidadosamente e incubar
overnight no freezer -20 para precipitagdo do RNA

Centrifugar por 20 minutos, a 13.200rpm, a 4°C.

Desprezar o sobrenadante invertendo o tubo cuidadosamente.

Adicionar 500ul de etanol 70% gelado. Homogeneizar a amostra cuidadosamente.

Centrifugar por 10 minutos & 13.200rpm, a 4°C.

Desprezar o sobrenadante invertendo o tubo cuidadosamente, ou usar pipeta caso o peller esteja solto.
Deixar os microtubos abertos com o pellet em gelo de 10 a 30 minutos para evaporacgio do etanol.

Ressuspender o RNA com 100ul de agua DEPC. Armazenar no freezer a -80°C.
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APENDICE I - PROTOCOLO TRATAMENTO DE RNA

ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

Tratamento de RNA com DNAse Turbo

Adaptado por prof. Dra. Ida Maria Foschiani Dias Baptista

A partir da quantificacio das amostras, calcular para uma concentracdo de 2000ng/pl com volume final de
40pl.

Em cada microtubo de RNA

1. Adicionar Spl de tampéo (buffer).
Adicionar 1pl de DNAse L.

Encubar os tubos a 37°C por 60 minutos.

BowoP

Adicionar 6l do inativador da DNAse, homogeneizar o tubo e deixar a temperatura ambiente por 2

minutos.

i

Centrifugar por 1 minuto a 10.000 rpm a 4°C.
6. Cuidadosamente e sem tocar no pellet formado, transferir o sobrenadante para um novo tubo ou placa
RNAse free.

Caso a transcri¢do nio seja realizada no mesmo dia, armazenar o RNA no freezer -80°C.



APENDICE J - PROTOCOLO TRANSCRICAO DE RNA

ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

Protocolo — Transcri¢ao de RNA em cDNA

Adaptado por prof. Dra. Ida Maria Foschiani Dias Baptista

1. Apos tratamento das amostras, preparar a mix para anelamento primario do RNA alvo.

Mix de anelamento primario
Reaigiiites Concentraﬂgﬁo Volume para )
p/ 1 reacio uma reacio _____reacdes
Random primer S0mM 1ul
dNTP 10mM 1l
Agua DEPC - 7ul
RNA alvo 2mM 11l
Vol. Final - 20ul -

OBS: O Random primer se liga ao RNA alvo para iniciar a sintese de DNA complementar. As dNTPs, sdo
bases nitrogenadas que auxiliam na formagao da fita complementar de DNA. Esta solugdo € uma mix de
reagentes, que tem por intuito promover o anelamento primario da fita de RNA alvo.

2. Homogeneizar com a pipeta e deixar 5 minutos a temperatura ambiente.
3. Aquecer as amostras por 5 minutos a 65°C e em seguida colocar no gelo por 1 minuto.

4. Centrifugar brevemente e adicionar a 2° mix.

*Misturar por inversdo. Se usar Random primer, incubar a 25°C por 5 minutos.

Mix RT
Reagentes | INOCSR" | mareasto | reasdes
Buffer 5X 4ul
DTT - 1ul
Agua DEPC . 1ul
Superscript I11 - 1pl
Vol. Final - Tul -
Mix NRT
Riagntes Concentraf;ﬁo Volume para )
p/ 1 reacao uma reaciao _____reacgoes
Buffer 5X 4ul
DTT - 1ul
Agua DEPC = 2ul
Vol. Final - Tul =

OBS: A Mix RT promove a sintese do DNA complementar a partir da molécula de RNA de cada amostra.
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ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

5. Incubar a 50°C por 30-60 minutos.
6. Inativar a reagdo incubando a 70°C por 15 minutos.

O cDNA pode ser utilizado como alvo pra amplificagio em qPCR.



APENDICE K - PROTOCOLO EXTRACAO DE DNA

ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

Protocolo de extracio de DNA

Adaptado por [da Maria Foschiani Dias Baptista

Ao tube contendo o8 cristais de silica e 05 componentes celulares

=l

e m o

Adicionar 300pl de clorofirnmo e agitar, individualmente, cada microtubo em virtex
para homogeneizagio. Apds 1sso. demxar os fubos descansando por 5 minutos em
temperatura ambiente.

Centrifugar por 15 minutos a 13 200mpm, 4 temperatura ambiente.

Transferir o sobrenadante para wm tubo novoe, com cuidado para nie tocar na interfase
formada.

Adicionar 600l de isepropanol no sobrenadante, misturar por imversio cuidadosamente
¢ incubar evermight no freezer -20 para precipitacio do DNA

Centrifugar por 20 minutos, & 13.200rpm, 4 temperatura ambiente.

Desprezar o sobrenadante invertendo o tubo cuidadosamente.

Adicionar 500p] de etanol 70% gelado. Homogeneizar a amostra.

Centrifugar por 10 minutos & 13.200rpm, 4 temperatura ambiente.

Desprezar o sobrenadante invertendo o tubo cuidadosamente.

. Deixar o peffet secando por 3 a 5 horas em temperatura ambiente. E importanta que o

tubo esteja completamente seco antes da ressuspenso.

Ressuspender o DNA com 3000l de TE 1x. Armazenar no freezer -200C.
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APENDICE L —- PROTOCOLO PARA qPCR DE DNA RLEP

ILSL

Lnnstiguier Laiarorde Sonea Lima

Protocolo para qPCR de DNA RLEP.

Adaptadoe por Ida Maria Foschiani Dias Baptista

1. Programa
Parimetros de ciclagem — 40 ciclos
Steps Temperatura - Tempao
Alivaciofiniciacio 50°C — 2 minutos
Denaturagao 95°C — 10 minutos
Anelamento 93°C — 15 sepundos 40 ciclos
Extensio 60°C — 1 minuto

2. Preparo da mix para PCR

naa |CER| TR
Luna Ix 10ul
Primer RLEP F LomM 2.5l
Primer RLEF R 10mM 2.5ul
Sonda 10mM 2.5l
DNA - Hpl a Mpl* =
Vol. Final - 23,5ul a 27.5pu0%* -

*A depender da concentracio obtida na leitura de cada amostra
A depender do volume de DNA
3. Miscara

G P05




APENDICE M - PROTOCOLO PARA qPCR DE rRNA 168

Inst

Protocolo para gPCR de rRENA 165,

1. Programa

ILSL

1tute Lauro de Souza Lima

Adaptado por Ida Maria Foschiani Dias Baptista

Pardmetros de ciclagem — 40 ciclos
Steps Temperatura - Tempo
Ativagiofiniciacio HPC - 2 minutos
Denamuragho 93°C — 10 minutos
Anelamento B3°C — 15 sepundos 40 ciclos
Extensio 60°C — 1 minuto
2. Preparo da mix para PCR
Concentracio Yolume para
Reagent
BERCE 1 reagio uma reacio —_ reagies
Luna 2x 10l
Primer 168 I 10m M 1l
Primer 165 R 10m M 1l
Sonda 1omM 1l
H: 0 - bl
cDNA puro 4l
Vaol. Final - 25
3. Miscara
1 2 3 L 5 f T & L Liv 1 12
A
B
C
1]
E
F
POS
G
NEG
H
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APENDICE N - PROTOCOLO PARA qPCR DE mRNA hspl18

ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima

Protocolo para qPCR de mRNA hspl8

Data: Responsavel:

1. Programa

Parametros de ciclagem — 40 ciclos
Steps Temperatura - Tempo
Ativagio/iniciacao 50°C — 2 minutos
Denaturagao 95°C — 10 minutos
Anelamento 95°C — 15 segundos 40 ciclos
Extensdo 60°C — 1 minuto

2. Preparo da mix para PCR

Reasentes Concentragio Volume para
8 p/ 1 reacdo uma reacio reacoes
Luna 2x 12u1
Primer 18k F 10mM imi
Primer 18k R 10mM 1l
Sonda 18k 10mM 11
BSA _ 11
cDNA 200ng/puro 6ul
Vol. Final " 21
3. Mascara
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Tl 1z
A
B
C
D
E
F
POS
G
NEG
H
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APENDICE O — ESTRATEGIA DE BUSCA DA REVISAO SISTEMATICA DA
LITERATURA NAS BASES DE DADOS

Medline - via PubMed
((("Leprosy"[MeSH Terms] OR "Hansen's Disease"[Title/Abstract] OR "Hansen
Disease"[Title/Abstract] OR "leprosy*"[Title/Abstract] OR "hansen*"[Title/Abstract]
OR "Mycobacterium leprae"[MeSH Terms] OR "Mycobacterium
leprae"[Title/Abstract]) AND ("molecular epidemiology"[MeSH Terms] OR
"molecular epidemiology"[Title/Abstract] OR "molecular diagnostic
techniques"[MeSH Terms] OR "molecular diagnostic techniques"[Title/Abstract] OR
"asymptomatic infections"[MeSH Terms] OR "asymptomatic
infections"[Title/Abstract] OR "asymptomatic infections"[MeSH Terms] OR
"subclinical infection"[Title/Abstract] OR "nasal mucosa"[MeSH Terms] OR "nasal
mucosa'"[Title/Abstract] OR "mouth mucosa"[MeSH Terms] OR "mouth
mucosa"[Title/Abstract] OR  "rna  ribosomal 16s"[Title/Abstract]  OR
"Qpcr"[Title/Abstract] OR "RLEP"[Title/Abstract] OR "ARNr 16s"[Title/Abstract]
OR "16s RNA"[Title/Abstract] OR "16Srna"[Title/Abstract] OR
"PCR"[Title/Abstract] OR "Polymerase Chain Reaction"[Title/Abstract] OR
"Rrna"[Title/Abstract] OR "dna bacterial"[ Title/Abstract] OR "Real-Time Polymerase
Chain Reaction"[Title/Abstract] OR "DNA determination"[Title/Abstract] OR "DNA
extraction"[Title/Abstract] OR "DNA sequence"[Title/Abstract])) AND ("disease
transmission, infectious"[MeSH Terms] OR "disease transmission
infectious"[Title/Abstract] OR "Contact Tracing"[MeSH Terms] OR "Contact
Tracing"[Title/Abstract] OR "family characteristics"[MeSH Terms] OR "family
characteristics"[ Title/Abstract] OR "Infectious Disease Transmission"[Title/Abstract]
OR "Household Contact"[Title/Abstract] OR "Household Contacts"[Title/Abstract]
OR "Patient Contact"[Title/Abstract] OR "Patient Contacts"[Title/Abstract] OR
"Peridomiciliary Contacts"[Title/Abstract]))
Cochrane Library

(Leprosy OR "Hansen's Disease" OR "Hansen Disease" OR Leprosy* OR Hansen* OR
"Mycobacterium leprae" OR "Mycobacterium leprae"):ti,abkw AND ("Molecular
Epidemiology" OR "Molecular Diagnostic Techniques" OR "Asymptomatic
Infections" OR "Subclinical Infection" OR "Nasal Mucosa" OR "Mouth Mucosa" OR




"RNA, Ribosomal, 16S" OR "Qpcr" OR "RLEP" OR "ARNTr 16s" OR "16s RNA" OR
"16Sma" OR "PCR" OR "Polymerase Chain Reaction" OR "Rrna" OR "DNA,
bacterial" OR "Real-Time Polymerase Chain Reaction" OR "DNA determination" OR
"DNA extraction" OR "DNA sequence"):ti,abkw AND ("Contact Tracing" OR
"Family Characteristics" OR "Infectious Disease Transmission" OR "Household
Contact" OR "Household Contacts" OR "Patient Contact" OR "Patient Contacts" OR
"Peridomiciliary Contacts"):ti,ab,kw
EMBASE - via Portal de Periédicos da CAPES

('leprosy'/exp OR '"Mycobacterium leprae'/exp OR leprosy* OR 'hansen s disease' OR
'hansen disease'/exp OR 'hansen disease' OR hansen* OR '"Mycobacterium leprae'/exp
OR '"Mycobacterium leprae' OR leprosy*:ab,ti OR 'hansen s disease':ab,ti OR 'hansen
disease:ab,ti OR hansen*:ab,ti OR '"Mycobacterium leprae':ab,ti) AND (‘molecular
epidemiology'/exp OR 'molecular diagnosis'/exp OR 'asymptomatic infection'/exp OR
'nasal mucosa'/exp OR 'mouth mucosa'/exp OR 'molecular epidemiology'/exp OR
'molecular epidemiology' OR 'molecular diagnostic techniques'/exp OR 'molecular
diagnostic techniques' OR 'asymptomatic infections'/exp OR 'asymptomatic infections'
OR 'subclinical infection'/exp OR 'subclinical infection' OR 'nasal mucosa'/exp OR
'nasal mucosa' OR 'mouth mucosa'/exp OR 'mouth mucosa' OR 'rna, ribosomal,
16s'/exp OR 'rna, ribosomal, 16s' OR 'qpcr'/exp OR 'gpcr' OR 'rlep' OR 'arnr 16s' OR
'16s rna'/exp OR '16s rna' OR 'l6srna’ OR 'pcr'/exp OR 'per' OR 'polymerase chain
reaction'/exp OR 'polymerase chain reaction' OR 'rrna'/exp OR 'rrna’ OR 'dna,
bacterial'/exp OR 'dna, bacterial' OR 'real-time polymerase chain reaction'/exp OR
'real-time polymerase chain reaction' OR 'dna determination'/exp OR 'dna
determination' OR 'dna extraction'/exp OR 'dna extraction' OR 'dna sequence'/exp OR
'dna sequence') AND (‘contact tracing'/exp OR 'contact tracing' OR 'family
characteristics'/exp OR 'family characteristics' OR 'infectious disease transmission'/exp
OR 'infectious disease transmission' OR ‘'household contact'/exp OR ‘'household
contact’ OR 'household contacts' OR 'patient contact’ OR 'patient contacts' OR
'‘peridomiciliary contacts' OR 'contact tracing':ab,ti OR 'family characteristics':ab,tt OR
'infectious disease transmission:ab,ti OR 'household contact':ab,ti OR 'household
contacts':ab,ti OR 'patient contact':ab,ti OR '"patient contacts':ab,ti OR 'peridomiciliary
contacts":ab,ti OR 'disease transmission'/exp OR 'contact examination'/exp OR 'family

structure'/exp) AND [embase]/lim NOT ([embase]/lim AND [medline]/lim)
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SCOPUS - via Portal de Periodicos da CAPES
(Leprosy* OR "Hansen's Disease"” OR "Hansen Disease" OR Hansen* OR
"Mycobacterium leprae") AND ("Molecular Epidemiology" OR "Molecular
Diagnostic Techniques" OR "Asymptomatic Infections" OR "Subclinical Infection"
OR "Nasal Mucosa" OR "Mouth Mucosa" OR "RNA, Ribosomal, 16S" OR "Qpcr" OR
"RLEP" OR "ARNTr 16s" OR "16s RNA" OR "16Srna" OR "PCR" OR "Polymerase
Chain Reaction" OR "Rrna" OR "DNA, bacterial" OR "Real-Time Polymerase Chain
Reaction" OR "DNA determination" OR "DNA extraction" OR "DNA sequence")
AND ("Contact Tracing" OR "Family Characteristics" OR "Infectious Disease
Transmission" OR "Household Contact" OR "Household Contacts" OR "Patient
Contact" OR "Patient Contacts" OR "Peridomiciliary Contacts")
WEB of SCIENCE - via Portal de Periédicos da CAPES
(Leprosy* OR "Hansen's Disease” OR "Hansen Disease" OR Hansen* OR
"Mycobacterium leprae") AND ("Molecular Epidemiology" OR "Molecular
Diagnostic Techniques" OR "Asymptomatic Infections" OR "Subclinical Infection"
OR "Nasal Mucosa" OR "Mouth Mucosa" OR "RNA, Ribosomal, 16S" OR "Qpcr" OR
"RLEP" OR "ARNTr 16s" OR "16s RNA" OR "16Srna" OR "PCR" OR "Polymerase
Chain Reaction" OR "Rrna" OR "DNA, bacterial" OR "Real-Time Polymerase Chain
Reaction" OR "DNA determination"” OR "DNA extraction” OR "DNA sequence")
AND ("Contact Tracing" OR "Family Characteristics" OR "Infectious Disease
Transmission" OR "Household Contact" OR "Household Contacts" OR "Patient
Contact" OR "Patient Contacts" OR "Peridomiciliary Contacts")
LILACS - via portal regional da BVS

((mh:Leprosy OR "Hansen's Disease" OR "Hansen Disease" OR Leprosy* OR
Hansen®* OR mh:"Mycobacterium leprae" OR "Mycobacterium leprae" OR
Hanseniase OR lepra OR "Doenca de Hansen" OR "Bacilo de Hansen") AND
(mh:"Molecular Epidemiology" OR "Molecular Epidemiology" OR mh:"Molecular
Diagnostic ~ Techniques" OR  "Molecular Diagnostic ~ Techniques" OR
mh:"Asymptomatic Infections" OR "Asymptomatic Infections" OR mh:"Subclinical
Infection" OR "Subclinical Infection" OR mh:"Nasal Mucosa" OR "Nasal Mucosa" OR
"Mucosa Nasal" OR mh:"Mouth Mucosa" OR "Mouth Mucosa" OR "Mucosa Bucal"
OR "Mucosa Oral" OR "Mucosa da Boca" OR "RNA, Ribosomal, 16S" OR "Qpcr"
OR "RLEP" OR"ARNr 16s" OR "16s RNA" OR "16Srna" OR "PCR" OR "Polymerase
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Chain Reaction" OR "Rrna" OR "DNA, bacterial" OR "Real-Time Polymerase Chain
Reaction" OR "DNA determination" OR "DNA extraction" OR "DNA sequence" OR
"Epidemiologia Molecular" OR "Técnicas de Diagnostico Molecular" OR "Infec¢des
Assintomaticas" OR "Colonizacdo Assintomatica" OR "Infecgdes Inaparentes" OR
"Infecgdes Pré-Sintomaticas" OR "Infecgdes Subclinicas" OR "RNA Ribossdémico
16S" OR "16S rRNA" OR "DNA Bacteriano")) AND (mh:"Disease Transmission,
Infectious" OR "Disease Transmission, Infectious" OR mh:"Contact Tracing" OR
"Contact Tracing" OR mh:"Family Characteristics" OR "Family Characteristics" OR
"Infectious Disease Transmission" OR "Household Contact" OR "Household
Contacts" OR "Patient Contact" OR "Patient Contacts" OR "Peridomiciliary Contacts"
OR "Transmissdo de Doenga Infecciosa" OR "investigagdo de Contato" OR
"Notificacdo do Parceiro" OR "Triagem de Contato" OR "Contato Domiciliar" OR
"Contatos Domiciliares" OR "Contato do Paciente" OR "Contatos do Paciente" OR

"Contatos Peridomiciliares") AND ( db:("LILACS"))
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APENDICE P - TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIIN
(07 a 12 anos)

Voo estd sendo convidado a panicipar da pesguiza “Andlise do processo de exposigiio,
infecgio ¢ adoccimento de contatos domiciliares de casos de hansenizse por mein de
marcadores de infecgio e de suscetibilidede genética ao Mycobacteriam leprae” por morar em
uma regifo que tem muitos casos de hanseniase.

A hansenfase € uma doenca, cansada por uma bactéria, que causa lesbes na pele ¢ nos nervos.
Quando cla ndo & tratada, essas lesoes podem deixar sequelas. Essa doenga € transmitida pelo contato
de uma pessoa doce o sem tratamento com outra pesson.  por meio da respiragdo. Para que a
ransmissdo ocorra, geralmente € preciso que haja um convivio frequente ¢ prolongado dessa pesson
com o docnie.

Caso accite participar do estudo, serd solicitade gue voc responda a um questiondicio aplicado
por pesquisadores treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé
¢ & doenga.

Em seguida. serd realizado um exame da sua pele ¢ dos nervos para identificar possiveis sinais
ol sintomas sugestivos de hansenfase.

Por fim. serio coletados 22 mililitres de sangue em 04 ubos 8 vicuo, por uma punglo vemss
no brago ¢ material das mucosas da boca ¢ do naiz com a utilizagdo de dois swals, utilizando material
estéril e descartivel para evitar ou diminuir a ocoréncia de infeegdo. Os riscos destes procedi mentos
sdo minimes ¢ podem cstar associados 4 coleta do matenal (pogueno hematoma, dor ou desconforto
ripido). Com os resultados deste estudo, cspera-se obter formas mais eficazes de diagndstico,
tratamento ¢ prevengdo da doenga.

s materiais ¢ 08 dades coletados serdo de wso exclusivo da equipe de pesguisadores apenas
para o8 ohjetives da pesguisa. Uma das preocupaghes estid na garantia de que o nome dos participantes
nio seja revelado e para tanto, todo o material coletado serd idemtificado por etiguetas contendo
apenas siglas ¢ mimeros, estabelecendo proteg o ao sigilo das informagiics.

A participagio ¢ voluntiria ¢ a qualguer momente vocd poderd desistir de participar e retitar a
autorizagko. A recusa ndo trank nenhum prejuizo 4 sua relagio com o pesquisador ou com a instituigao.

Esle cstudo ndo trard nenhum custo para vocd e todos o procedimentos serdo realizados
gratmtamente. Mio haverd pagamento pela participagio nesta pesquisa

Yool receberd uma oipia deste Termo onde consta o telefone ¢ o enderego do pesquisador
principal ¢ do Comité de Eiica da UFMG, podendo tirar suas dividas sobre o pojoto ¢ sua
participag ko a qualguer momento.

Yool assinurd este Termo declarando gue entendeu o5 objetivos, dsoes ¢ beneficios de sua
participag ko ma peaquisa, concordando em parti cipar.

Seu responsivel também assinard este termo, declarando que também entendeu os objetivos,
riscos ¢ beneficios de sua participacio na pesquisa, amtorzando sua participagio.

Nome do Participante:
Assinatura do participante:
MNome do responsdivel:
Assinatura do responssivel:

Comnté - de  Epca  em Pesgusa  da UFMG

!1:1!1. Dljrmulﬁ*fwhm Félin Lana FCOERUEMG)

. : ” “Bd" L"':H B Sunta Efadii Av. Pressdente Andmio Carlos, 6637 - Unicade
:\_'" .F.“rl.'L‘l.! d¥etin Iy e ot Banty b Aclmimstratava 1 - Sala 2005 - Belo Hodzenne - MG
Escola de Enfermagem - Belo Horizoate - MG CEP: 31270901 Tel: {31} 3400-4507

CEP: 300 30-100 Tel: (31 34089562



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIIM)
{13 a 17 anos)

Wooi esti sendo convidado a participar da pesquisa “Andlise do processo de exposigio,
infecgiio e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infeccio e de suscetibilidade penética a0 Myveobacterium {eprie” por morar em
uma regiao que lem muitos casos de hanseniase.

A hanseniase ¢ uma doenga, cansada por uma bactérie, que causa lesbes na pele e nos nervos.
Criando ela nio & tratada, essas lestes podem deixar sequelas. Essa doenca € transmitida através do
contato de uma pessca doente e sem tratamento com outra pessow, por meio da respiragio. Para que a
transmissin ocorra, geralmente é preciso que haja um convivio frequente ¢ prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso aceile participar do estude, serd solicitado que vocé responda a um guestiondno aplicado
por pesguisadores tremnados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocg
e i doenga.

Em seguida, sera realizado um exame da sua pele ¢ dos nervos para identificar possivels sinais
ou sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim, serfio coletados 22 mulilitros de sangue em (4 whos a vdcuo, por uma pungio venosa
ne brago & material das mucosas da boca e do nariz com a utlizagio de dois swabs, utilizando matenial
estéril e descartivel para evitar ou dininuir a ocorréncia de infecgiio. Os riscos destes procedimentos
530 minimos e podem estar associados & coleta do material (pequeno hematoma, dor oo desconforto
rapido). Com os resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficases de diagnostico,
tratamento ¢ prevencio da doenga.

Os materiais ¢ 05 dados coletudos serde de uso exclusivo da equipe de pesquisadores apenas
para 05 objetivos da pesquise. Uma das preocupagdes estd na garantia de que o nome dos participantes
nion seja revelado e para tanto, todo o material coletado serd identificado por etiquetas contendo
apenas siglas e mimeros, estabelecendo protegio ao sigilo das informegdes.

A participagio € voluntina e a qualguer momento vocé poderd desistr de participar e retirar a
autorizagio. A recusa nio trard nenhum prejuizo i sua relagio com o pesguisador ou com a institnigio.

Este estudo ndo trard nenhum custe para vocé e todos os procedimentos serio realizados
gratuitamente. Nio haverd pagamento pela participagio nesta pesguisa.

Wooé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone ¢ o enderego do pesguisador
principal ¢ do Comité de Enca da UFMG, podendo tirar suas dividas sobre o projeto © sua
participagio a qualguer momento.

Voot assinard este Termo declarando gue entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua
participagaoe na pesquisa, concordando em participar.

Mome do Participante:

Assinatura do PIII'I.‘iC:iPH:nlI::

MNome do responsivel:

Prof. Dr. Francisco Carbos Félix Lana (COERUFMG)

Coordenadoer da Pesquisa Av. Presidente Aménio Cados. 6627 - Unidade
Ay, Alfredo Balena, 190 - Bairro Sama Efighnia Admindstrativa 11 - Sala 2005 - Belo Hotzonte - MG
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG CEP: 312709401 Tel: (31 J9-4592

CEP: 30 30- 100 Tel: {31) 3409-0862

Comité  de  Frica em  Pesquisa da UFMG
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIING
(132 17 anos — cipia responsivel )

. B R . eutd
sende convidado @ partidpar da pesquisa “Anidhse do processo de exposigio, fecgdo e
adoecimento de contatos domiciliores de casos de hanseniase por meio de marcadores de
infecgio ¢ de suscetibilidade genética ao Myveobacerinm leprae” por morar em uma regifio gue
tem mudtos casos de hanseniase.

A hansenfase ¢ uma doenga, cansada por uma bactéria, que cousa lesbes na pele @ nos nervos.,
Quando cla ndo ¢ tratada, essas lesiies podem deixar sequelas. Essa doenga é transmitida pelo contato
de uma pessoa doente ¢ sem ratamento com outra pessoa, por meio da respiragio. Para que a
transmissdo ocoera, geralmente é preciso que hajs wm convivie frequente ¢ prolongads dessi pessos
com o doente.

Caso concorde com a participacio do esiudo. serd aplicado um questiondrio por pesquisadores
treinados da Escola de Enfermageny da UFMG, com perguntas relacionadas a panticipante ¢ & doenga.

Em seguida, serd realizado um exame da pele ¢ dos nerves para identificar possiveds sinais ou
sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim. serfio coletados 22 mililitres de sangue em 04 fubos 3 vacuo, por uma puncilo vemssa
no brago ¢ material das mucosas da boca ¢ do naiz com a atilizagio de dois owals, utilizando materizl
catéril ¢ descartivel para evitar ou diminuir a ocorréncia de infecgho. Os riscos destes procedimentos
sdo minimoes ¢ podem estar associados & coleta do material (pequeno hematomis, dor ou desconforio
ripade). Com os resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagndstico,
tratamento ¢ prevencdo da doenga.

Os materiais ¢ os dados coletados serdo de o exclusivo da equipe de pesguisadores apenas
para os objetives da pesguisa. Uma das preocupaches estd na garantia de que o nome dos participantes
ndo seja revelado e, para tanto, todo o material coletado serd idemtificado por ctigquetas contenda
apenas siglas ¢ mimeros, estabelecendo protegdo ao sigilo das informagies.

A participagio ¢ veluntina c a qualguer momento vocd poderd desistir ¢ retirar a autonzagio,
A recusa ndo trard nenhum prejuizo b sua relagko com o pesguisador ou com a institnigio.

Este estudo niio trard nenhum custo para vocé ¢ todes o8 procedimentos serlo realizados
gratuitamenie. Nie haverd pagamemnto pela participagio nesta pesguisa

Wool receberd uma obpia deste Termo onde consta o telefone ¢ o enderego do pesquisador
principal ¢ do Comité de Etica da UPMG, podendo tirar suss dividas sobre o projete ¢ sua
participagio a gqualguer momente.

Vool assinard este Termo declarando gue entendew o8 objetivos. riscos ¢ beneficios da

participagdo  na  pesguisa ¢ que  autoriza,  oomo responsdivel.  a participagdo de

Monme do responsiavel:

Avscamilur o responsivel :

Prod. D Francuseo Carlos Félix Laia Cﬂlll_‘lf-' de  Enca em  Pesqusa  da URMG
Coondenador da Pesguisa (COERUEMG)

Av. Alfreds Balena, 190 - Baarro Samta El:lgéruu. Av. Presidents  Antdmo Caros, 8627 - Unidade
Eseola de Enfermagem - Belo Horlzonte - MG Administrativa 01 - Sala 2005 - Belo Horzonte - MG

CEP: 360 30-100 Tel: (31 34099502 CEP: 3120901 Tel: {31) 3409-3502
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECITM)

Wood esti sendo convidado a participar da pesquisa “Andlise do processo de exposicio,
infeccio e adoecimente de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infeccio e de suscetibilidade genética a0 Mveobacterium {eprae” por morar em
um regian gque tem muitos casos de-hanseniase.

A hanseninse ¢ uma doenga, causada por uma bactéria, que causa lesies na pele e nos nervos.
Cuando ela ndo & trutada, essas lestes podem deixar sequelss. Exsa doenca é transmitida pelo contato
de uma pessoa doente ¢ sem iratimento com outra pessoa, por meio da respiragio. Para gque a
transmissao ocorra, geralmente ¢ preciso que haja um convivio frequente @ prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso aceite participar do estudo, serd solicitado que vocé responda o um questiondnio aplicadao
por pesguisadomnes treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé
© a doenga.

Em seguida, serd realizado um exame da sua pele e dos nervos para identificar possivens sinans
ou sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim, serio coletados 22 mulilitros de sangue em (4 tubos a viouo, por uma pungio venosi
no brago & material das mucosas da boca e do nartz com a utiilizagio de dois swabs. utilizando matenal
estén] e descartivel pura evitar ou dinanuir a ocorréncia de infecgio. O riscos destes procedimentos
&30 minimos e podem estar associados & coleta do material (pequens hematoma, dor oo desconforio
rapido). Com os resultados deste estudo, esperz-se obter formas mais eficazes de diagnostico,
tratamento e prevengio da doenga,

s materiais ¢ o5 dados coletados serdo de wso exclusivo da equipe de pesguissdores. apenas
para 05 objetivos da pesquisa. Uma das preocupagdes estd na garantia de que o nome dos participantes
nin sgja revelado o, para tunto, todo o material coletado serd identificado por etigeetas contendo
apenas siglas e nimeros, estabelecendo protecio ao sigilo das informagdes.

A participagio & voluntina e a qualquer momento vocé poderd desistir de participar e retirar a
autorizagio. A recusa nio rard nenhum prejuizo i sua relagio com o pesquisador ou com a instituigio.

Este estudo nio trard nenhum custo para vood ¢ todos os procedimentos serdo realizados
gratutamente. Nio haverd pagamento pela participagio nesta pesguisa.

Word receberi uma copia deste Termo onde consta o telefone 2 o enderego do pesguisador
principal e do Comité de Etica da UFMG, podendo tirar sups dividas sobre o projeto e sua
partictpagane a qualquer momento.

Woce assmard este Termo declarando que entendew oz objetivos, nscos ¢ beneficios de sua
participagin na pesquisa, concordando em participar.

Mome do Participante:

Assinatura do participante:

Prof. Dr. Francisco Carbos Félix Lana Comité de Biica em Pesquisa da  UFMG
Coordenador da Pesguisa ICOER/UFMG)

Avw, Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Presidente Ampbnio Carlos. 6627 - Unidade
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Adrninistrativa I1 - Sala 2005 - Belo Honzonte - MG

CEP: 301 301040 Tel: (31 34409-9862 CEP: 31270-%01 Tel: (31} 3H2-4392
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APENDICE Q - ESTUDOS EXCLUIDOS DA REVISAO SISTEMATICA APOS A

LEITURA DO TEXTO COMPLETO

Titulos

Motivo da exclusao

An epidemiological study of leprosy infection by serology and
polymerase chain reaction

N3do avalia o desfecho de
interesse

Blood RNA signature RISK4LEP predicts leprosy years before
clinical onset

N3do avalia o desfecho de
interesse

Clinical manifestations of leprosy after BCG vaccination: An
observational study in Bangladesh

N3do avalia o desfecho de
interesse

Development of a combined RLEP/16S rRNA (RT) gPCR
assay for the detection of viable M. leprae from nasal swab
samples

Nao avalia a populacao
de interesse

Dynamics of Mycobacterium leprae transmission in
environmental context: Deciphering the role of environment as
a potential reservoir

Nao avalia o desfecho na
populagdo de interesse

Early diagnosis of neural impairment in seropositive leprosy
household contacts: The experience of a reference center in
Brazil

N3do avalia o desfecho de
interesse

Evaluation of PCR mediated DNA amplification in noninvasive
biological specimens for subclinical detection of
Mycobacterium leprae

Nao avalia a populacao
de interesse

Frecuencia de Infeccion por Mycobacterium leprae en
convivientes de pacientes con lepra, Antioquia 2001-2002

Auséncia de medida de
frequéncia e/ou de efeito
relacionada ao desfecho
de interesse

Genotyping of Mycobacterium leprae in Myanmar and
supposed transmission mode

Nado avalia o desfecho de
interesse

Genotyping of Mycobacterium leprae on the basis of the
polymorphism of TTC repeats for analysis of leprosy
transmission.

Nado avalia o desfecho de
interesse

Household Contacts of Leprosy Patients in Endemic Areas
Display a Specific Innate Immunity Profile

Nao avalia o desfecho na
populacdo de interesse

Immunoepidemiological studies on subclinical infection among
leprosy household contacts in Thailand

Nado avalia o desfecho de
interesse

Leprosy among schoolchildren in the Amazon region: A cross-
sectional study of active search and possible source of infection
by contact tracing

Nao avalia o desfecho na
populacgdo de interesse
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ANEXO A - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (COEP-UFMG)

L]NIVER\SII)AI)IC FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0191031 2.5.0000.5149

Interessado(a): Prof. Francisco Carlos Félix Lana
Departamento Enfermagem Materno Infantil e
Sautde Publica
Escola de Enfermagem- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP
aprovou, no dia 18 de abril de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Analise do processo de exposicao, infeccdo e adoecimento de
contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infecgdo e de suscetibilidade genética ao
Mycobacterium leprae " bem como 0 Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

/ /
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(\ f.' Iy C
Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

iv. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2%andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: coepi prpy.uling.br
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