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principalmente, lutarmos pelo melhor.

O melhor vai se instalar em nossa vida.”

Paulo Roberto Gaefke
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RESUMO

FABRI, A. C. O. C. Analise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-
HSA e PGL-1 em hanseniase. 2015. 124 f. Tese (Doutorado em Enfermagem) - Escola de
Enfermagem, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2015.

A infeccdo subclinica pode ser avaliada por meio de teste sorolégico, que determina
imunoglobulinas circulantes. O objetivo do presente estudo foi analisar a reatividade de
diferentes antigenos em casos novos de hanseniase, contatos domiciliares de casos e em
populacdo de area endémica, com o intuito de identificar o melhor antigeno para o diagnéstico
soroldgico da hanseniase e deteccdo de individuos infectados pelo Mycobacterium leprae.
Trata-se de um estudo transversal de natureza exploratoria e analitica. A reatividade anti-LID-
1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 foi avaliada por meio do enzyme-linked immunosorbent
assay. Foram analisadas amostras de sangue total em papel de filtro Whatman de 2494
individuos da populacdo de sete municipios da microrregido de Almenara e de soro de 94
casos novos de hanseniase e 104 contatos domiciliares de casos residentes no municipio de
Uberlandia. O Banco de Dados foi criado no Software Epi Info versdo 3.5.1 e anélise
realizada no software Statistical Package for the Social Sciences for Windows 18 e no
GraphPad Prism versdo 5. Para analise estatistica foram utilizados os seguintes testes:
Kolmogorov-Smirnov, Kruskal-Wallis one-way (H), Mann-Whitney (U) com corre¢do de
Bonferroni, kappa, Spearman (rho), teste Qui-quadrado de Pearson e regressdo logistica
binaria. Foi observado maior soropositividade no grupo de casos multibacilares (MB), em
contatos domiciliares de casos MB e nos individuos residentes nos municipios de Almenara e
Jequitinhonha. Obteve-se correlagdo positiva entre a sorologia e o indice baciloscépico,
concordancia substancial e significativa no grupo de casos novos de hanseniase e correlacéo
positiva para todos os antigenos testados. Os testes anti-LID-1 e anti-NDO-LID apresentaram
melhor performance para identificar os contatos domiciliares e ou individuos da populagéo
infectados pelo M. leprae. O PGL-1 nativo teve maior positividade do que o NDO-HSA para
todas as formas clinicas da hanseniase e no grupo de contatos domiciliares. A prevaléncia de
soropositividade na populagdo foi superior & taxa de deteccdo de casos de hanseniase em
todos os municipios avaliados. A faixa etaria, a renda familiar, residir em municipio
endémico, conhecer alguém que teve ou tem hanseniase, ter ou ter tido caso de hanseniase na
familia e residir ou ter residido com caso de hanseniase sdo fatores que podem explicar a
diferenca de soropositividade anti-NDO-LID. Apenas a faixa etaria e conhecer alguém que
teve ou tem hanseniase é capaz de explicar a diferenca de soropositividade anti-NDO-HSA. E
em relacdo ao LID-1 nenhuma varidvel foi explicativa. Todos os antigenos analisados podem
auxiliar na diferenciacéo e caracterizagdo da hanseniase MB e na identificacdo de individuos
expostos ao M. leprae, porém o NDO-LID apresentou melhor performance na identificacéo
desses individuos e dos casos paucibacilares, quando comparado aos testes envolvendo os
antigenos LID-1 e NDO-HSA separadamente, portanto fornece beneficio adicional a esses
antigenos e poderia ser utilizado como ferramenta auxiliar na vigilancia epidemioldgica da
hanseniase.

DESCRITORES: Testes Sorologicos. NDO-LID. LID-1. NDO-HAS. PGL-1.
Mycobacterium leprae. Hanseniase/prevencdo & controle.



ABSTRACT

FABRI, A. C. O. C. Comparative analysis of the reactivity anti-LID-1, NDO-LID, NDO-
HSA and PGL-1 in leprosy. 2015. 124 p. Thesis (Nursing Doctorate) — Nursing School,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2015.

The subclinical infection can be evaluated by serologic test which determine circulating
immunoglobulins. The aim of this study was to analyze the reactivity of different antigens in
leprosy cases, household contacts of index cases and the population of the endemic area to
identify the best antigen for the diagnosis of leprosy and detection of individuals infected with
Mycobacterium leprae. It is a cross-sectional study of exploratory and analytical nature. The
reactivity anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HAS e PGL-1 were evaluated using the enzyme-
linked immunosorbent assay. The whole blood in Whatman filter paper of 2494 individuals
from the general population of seven municipalities in the micro-Almenara and serum of 94
patients with leprosy and 104 household contacts of patients residing in Uberlandia were
analyzed. The database was created in Epi Info software version 3.5.1 and analysis in the
software Statistical Package for Social Sciences for Windows 18 and GraphPad Prism version
5. For statistical analysis the following tests were used: Kolmogorov-Smirnov, Kruskal Wallis
one-way (H), Mann-Whitney (U) with Bonferroni correction, kappa, Spearman (rho), chi-
square test of Pearson and binary logistic regression. Identied higher seropositivity in the
group of MB patients, household contacts of MB patients and in individuals living in the
municipalities of Almenara and Jequitinhonha. Observed positive correlation between
serology test and bacterial index, substantial agreement and significant in patients positive and
positive correlation for all antigens. The LID-1 and NDO-LID antigens showed greater ability
to identify household contacts or the general population infected with M. leprae, but the
performance of the NDO-LID was better. The native PGL-1 had higher seropositivity than the
NDO-HSA for all clinical forms of leprosy and household contacts. The seropositivity
prevalence in the general population was higher than the detection rate of leprosy cases in all
evaluated municipalities. The age, family income, living in a city endemic, knowing someone
who had or has leprosy, had or have the case in the family and live or lived with leprosy case
are factors that can explain the anti-NDO-LID seropositivity difference. Only the age range
and know someone who had or has leprosy is able to explain the anti-NDO-HSA
seropositivity difference. And for the LID-1 no variable explained the anti-LID-1
seropositivity difference. All serological tests analyzed can assist in the differentiation and
characterization of MB leprosy and the identification of individuals exposed to M. leprae, but
NDO-LID performed better in identifying these individuals and PB patients, when compared
to the tests involving the LID-1 and NDO-HSA antigens separately, therefore provides
additional benefit to these antigens and could be used as an auxiliary tool in epidemiological
surveillance of leprosy.

DESCRIPTORS: Serologic tests. NDO-LID. LID-1. NDO-HAS. PGL-1. Leprosy.
Mycobacterium leprae. Prevention and control.
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APRESENTACAO

Trata-se de um estudo que faz parte da pesquisa intitulada “Transmissdo e
controle da hanseniase na Microrregido de Almenara — Minas Gerais: relacbes entre a
organizacdo dos servigos de saude e o conhecimento da populagdo sobre a doenca”, dos
“Estudos complementares para subsidiarem intervengdes visando o controle da hanseniase em
municipios do cluster N° 4”, descrito atualmente pelo Ministério da satide como Cluster N° 6
e do estudo “Caracterizacdo imunoldgica e molecular de pacientes com hanseniase e seus
comunicantes para identificagdo do grupo de risco".

Além disso, esta pesquisa d& continuidade ao estudo “Prevaléncia de infeccéo
pelo Mycobacterium leprae (M. leprae) na populagédo da microrregido de Almenara- Minas
Gerais” que teve como finalidade analisar a prevaléncia de IgM contra o antigeno sintético ao
PGL-1, natural trisaccharide linked to bovine serum albumin via an phenyl (NTP-BSA), e
sua relacdo com sexo, faixa etéria, taxa de deteccdo da hanseniase, historico vacinal, fatores
socioecondmicos e condi¢bes de moradia.

A partir dos resultados observados na microrregido de Almenara, foi realizada
uma nova investigagdo, no mesmo cenario, envolvendo diferentes antigenos e
imunogobulinas M e G, pois no estudo anterior foi identificado baixa prevaléncia de IgM anti-
NTP-BSA (1,03%) e esperava-se que fosse alta, particularmente nos municipios com maiores
coeficientes de deteccdo de casos novos de hanseniase. A analise da reatividade a outros
antigenos pode contribuir para a identificacdo daquele que € capaz de captar o maior nimero
de individuos expostos e ou infectados pelo M. leprae na populacéo de regiGes com diferentes
niveis endémicos.

Além disso, foi levado em consideracdo a importancia estratégica desse cenario
para o controle da endemia hansénica no Estado de Minas Gerais (MG) e por estar incluida no
cluster 6 identificado pelo Ministério da Salde (MS), que engloba um conjunto de casos de
regibes dos estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Bahia.

Este trabalho teve como finalidade trazer novos elementos para anélise da
epidemiologia da hanseniase na microrregido de Almenara e analisar a reatividade de
diferentes antigenos em casos novos de hanseniase, contatos domiciliares de casos de
hanseniase e populagdo. Contou com o apoio da Coordenagdo Estadual de Dermatologia
Sanitéria (CEDS) da Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais, da Geréncia Regional de
Saude de Pedra Azul, do Centro de Pesquisa René Rachou (CPgRR) e da Universidade

Federal de Juiz de Fora (UFJF), bem como das Secretarias de Saude dos municipios de
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Almenara, Jequitinhonha, Jacinto, Santo Antonio do Jacinto, Santa Maria do Salto, Monte
Formoso e Felisburgo.

Acrescenta-se, ainda, que contou com o apoio do Centro de Referéncia Nacional
de Dermatologia Sanitaria e Hanseniase da Universidade Federal de Uberlandia
(CREDESH/UFU), pois optou-se por analisar a performance dos diferentes antigenos no
grupo de casos novos de hanseniase e de contatos domiciliares de casos de hanseniase, bem
como comparagao desta performance com o da populagéo da microrregido de Almenara.

O projeto se insere nos eixos “Epidemiologia, determinantes sociais e distribuicéo
espacial da hanseniase e da infec¢do pelo Mycobacterium leprae” e “Processo de exposicao,
infeccdo e adoecimento em hanseniase” do Nucleo de Estudos e Pesquisas em Hanseniase
(NEPHANS). O NEPHANS é um grupo que se apresenta como um espaco de didlogo
transdisciplinar entre diferentes areas do conhecimento, de forma a investigar aspectos
conceituais e metodoldgicos da pesquisa em hanseniase, com énfase nas é&reas de
epidemiologia, determinantes sociais, andlise espacial, imunologia, biologia molecular,
comunicagdo, educacdo em saude e avaliagdo de servicos de saude na perspectiva de produzir
evidéncias capazes de subsidiar o desenvolvimento e aplicagdo de novas tecnologias e

estratégias para o controle da hanseniase no plano individual e coletivo.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenga causada pelo M. leprae, parasita intracelular
obrigatorio, que apresenta longo periodo de incubacéo e se manifesta principalmente pelos
sinais e sintomas dermatoneuroldgicos (HASTINGS et al., 1986) e devido a esta caracteristica
ocorre tipicamente em adultos. No entanto, as criangas séo consideradas um grupo de alto
risco para a infeccdo e desenvolvimento da hanseniase (IMBIRIBA et al.,, 2008),
principalmente, se estdo expostas no ambiente domiciliar ou peridomiciliar (BARBIERI;
MARQUES, 2009). A deteccdo da hanseniase em menores de 15 anos é um forte indicador de
transmiss&o recente por fontes ativas de infeccdo (BARRETO et al., 2011).

O homem € considerado hospedeiro natural do M. leprae, com relevancia
epidemioldgica (MONOT et al., 2005). O trato respiratorio superior é considerado a principal
porta de entrada e saida do M. leprae (MARTINEZ et al., 2011; PATROCINIO et al., 2005),
porém a pele de casos multibacilares (MB) sem tratamento também pode eliminar o M. leprae
no meio ambiente, mas ainda ndo esté claro se é capaz de produzir infecgdo ativa (JOB et al.,
2008).

Trata-se de uma doenca passivel de tratamento e cura, porém a sua evolugéo sem
tratamento pode possibilitar a ocorréncia de incapacidades fisicas e deformidades, que podem
gerar prejuizos psicolégicos, sociais e econdémicos. Além disso, pode contribuir para a
manutencdo do estigma e do preconceito relacionados a doenga (BRASIL, 2002; WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2010).

Apesar da reducdo do numero de casos, a hanseniase persiste como relevante
problema de salde publica em diversos paises, dentre eles, o Brasil que lidera os paises
endémicos das Américas e é o segundo colocado em niimeros de casos absolutos da doenca
no mundo. Em 2013, apresentou 31.044 casos novos (WORLD HEALTH ORGANIZATION
- WHO, 2014), o que corresponde a um coeficiente de deteccdo geral 16,14 casos/100.000
habitantes. Dentre os casos novos da doenga 64,4% foram diagnosticados com a forma
multibacilar e 6,4% apresentaram grau 2 de incapacidade fisica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2014). Tal coeficiente de deteccdo € considerado alto segundo
pardmetros do Ministério da Salde (BRASIL, 2010a), o que faz com que seja necessaria a
criacdo de estratégias de intervengdo para o efetivo controle da doenca no pais.

As principais estratégias adotadas para o controle da hanseniase, no Brasil, sdo a
descentralizacéo do programa de controle da hanseniase para atengdo basica (BRASIL, 2007),

diagndstico precoce, tratamento oportuno dos casos diagnosticados, vigilancia dos contatos
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domiciliares, baseado no exame dermatoneuroldgico, e aplicacéo intradérmica da vacina com
Bacillus Calmette-Guérin (BCG-1D) (BRASIL, 2010a), que confere uma protecdo de 56%
(DUPPRE et al., 2008) a 74% contra a doenga (GOULART et al., 2008).

Além disso, com a finalidade de melhorar a operacionalizacdo do controle e
eliminacéo da hanseniase, no Brasil, foi criada como estratégia a identificacéo de clusters, que
delimitam &reas de maior risco para a doenca. No total foram identificados 26 clusters, sendo
que os clusters 6, 7, 18, 20 e 23 contemplam municipios de Minas Gerais (BRASIL, 2010b).

O diagnostico da hanseniase é clinico (LASTORIA; ABREU, 2014;
RICHARDUS; OSKAM, 2015), sendo, portanto, dependente dos sinais e sintomas
caracteristicos da doenca (RICHARDUS; OSKAM, 2015). Existem alguns testes laboratoriais
complementares, utilizados nos servicos de salde, que auxiliam no diagndstico e na
diferenciagdo das formas clinicas, como a baciloscopia, a histopatologia e o teste de Mitsuda
(ARAUJO, 2003; CONTIN et al., 2011), no entanto, esses testes isoladamente ndo sdo 100%
sensiveis e especificos para a correta classificacao clinica de todas as formas da hanseniase
(CONTIN et al., 2011).

O diagndstico tardio e a transmisséo ativa da hanseniase séo os principais fatores
que podem dificultar o efetivo controle e eliminagdo da doenca (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2010) e a capacidade operacional dos servicos de saude pode
influenciar a realizacéo do diagndstico precoce (LANZA; LANA, 2011).

O desenvolvimento de testes laboratoriais sensiveis para diagnosticar casos de
hanseniase com poucos sintomas ou assintomaticos e para prever a progressdo da doenca
entre os individuos expostos, tem sido considerado prioridade em pesquisa, pois o diagndstico
precoce e o tratamento oportuno séo elementos-chave para a quebra da cadeia de transmisséo
da hanseniase (LASTORIA; ABREU, 2014).

Dentre os testes imunoldgicos existentes podemos citar os que utilizam o Phenolic
Glycolipid 1 (anti-PGL-1) (LOBATO et al., 2011), o Natural disaccharide linked to human
serum albumin via octyl (NDO-HSA), que é semisintético ao PGL-1 (DUTHIE et al., 20144;
LOBATO et al., 2011), o anti Leprosy IDRI diagnostic 1 (anti-LID-1) (DUTHIE et al., 2007;
DUTHIE et al., 2011; DUTHIE et al., 2014a; QIONG-HUA et al., 2013; SOUZA et al.,
2014); e o conjugado Natural disaccharide octyl - Leprosy IDRI Diagnostic 1 (anti-NDO-
LID) (CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al., 2014a; DUTHIE et al., 2014b). Estes testes
vém sendo utilizados, mas ainda ndo existe um que pode ser considerado o padr&o ouro para o

diagndstico da hanseniase.
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O teste para identificacéo de IgM anti-PGL-1, tanto o nativo quanto o sintético, €
0 mais avaliado e melhor padronizado na hanseniase (LASTORIA; ABREU, 2014;
STEFANI, 2008), apresenta alta especificidade e o seu resultado positivo se correlaciona com
o indice baciloscopico (IB) e com os casos MB. No entanto, tem reduzido valor
sorodiagnostico para casos paucibacilares (PB), uma vez que apresentam IB baixo ou ausente
e é caracterizado por apresentar uma resposta imune principalmente celular, ao inves de
resposta imune humoral (STEFANI, 2008).

O LID-1 é uma proteina de fusdo das proteinas recombinantes ML0405 e ML2331
que mantém a atividade diagnostica de ambas. A resposta de anticorpo da classe 1gG ao LID-
1 correlaciona-se positivamente com a carga bacilar e com a forma MB, assim como no teste
anti-PGL-1 (DUTHIE et al., 2007; DUTHIE et al., 2008; DUTHIE et al., 2011a). O LID-1
pode possibilitar um diagndstico de infecgdo pelo M. leprae antes do aparecimento dos sinais
que permitem o diagnostico clinico da doenca, sendo assim, pode ser considerado capaz de
contribuir para o diagnéstico precoce da hanseniase (DUTHIE et al., 2007).

O NDO-LID é um conjugado originado da combinacdo dos antigenos LID-1 e
PGL-1 sintético (NDO). Nos testes envolvendo o NDO-LID séo dosadas as imunoglobulinas
G e M. Esta andlise é feita com o objetivo de que este conjugado possa fornecer resultado
complementar ao obtido individualmente pelo LID-1 e NDO-HSA, pois, apesar de manter a
capacidade de deteccdo de anticorpos dos antigenos individualmente ele parece ser mais
adequado para maior detecgdo de anticorpos. Assim como o PGL-1 e LID-1, apresenta
correlagdo com o IB e com a forma MB (DUTHIE et al., 2014a).

O resultado positivo do teste anti-PGL-1, assim como o desenvolvimento clinico
da doenca, vai depender de alguns fatores, como, a carga bacilar do caso de hanseniase
(MOURA et al., 2008), tempo de exposicdo e condi¢Bes socioecondmicas desfavoraveis, bem
como precérias condi¢des de moradia (CARVALHO et al., 2015). Por outro lado a vacinagao
com BCG-ID induz resposta imune celular contra a hanseniase, aumentando a resisténcia do
organismo (BAGSHAWE et al., 1989; SEHGAL; SARDANA, 2007). Considera-se que estes
fatores também possam interferir no resultado dos testes anti-LID-1 e NDO-LID, porém é
necessaria a realizacdo de mais estudos para validar esta hipotese.

A prevaléncia de soropositividade dos testes de IgM anti-PGL-1 pode refletir,
aproximadamente, a taxa de infeccdo em uma dada populagdo (BAUMGART et al., 1993),
dos testes anti-LID-1, além de refletir a taxa de infec¢do pelo M. leprae, podem contribuir
para diagnosticar a hanseniase de seis a oito meses antes das manifestacfes dos primeiros
sintomas da doenca (DUTHIE, et al., 2007).
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O NDO-LID, também possibilita identificar individuos infectados pelo M. leprae
e pode aumentar o potencial de detecgdo precoce de sintomas clinicos da hanseniase em
relagdo ao LID-1 e NDO-HSA (DUTHIE, et al., 2014a). Ressalta-se a possibilidade dos
individuos infectados participarem da disseminagdo e propagacdo do M. leprae para
individuos susceptiveis em comunidades endémicas (ARAUJO et al., 2012).

A utilizagdo de testes soroldgicos, portanto, possibilita a identificacdo dos
individuos infectados, que apresentam um maior risco de adoecer (ARAUJO et al., 2012;
DUTHIE et al., 2007; DUTHIE, et al., 2014a) e que podem estar envolvidos na manutengéo
da cadeia de transmissdo da hanseniase em areas endémicas (ARAUJO et al., 2012).

A partir disso, elegeu-se como hip6tese do estudo que o teste anti-NDO-LID é o
mais adequado para identificar individuos da populagdo e contatos domiciliares infectados
pelo M. leprae e casos novos de hanseniase.

Este estudo subsidia informagOes relevantes para a melhor compreensdo do
comportamento epidemioldgico da hanseniase, que servirdo para a reorientacdo das
estratégias de acdo e operacionalizacdo dos servi¢os que buscam controlar a hanseniase, pois
conhecer a prevaléncia de infeccdo e o comportamento da reatividade de diferentes antigenos
e os fatores relacionados possibilita 0 melhor direcionamento das agdes de controle, o que
contribui para uma maior efetividade epidemioldgica. Acrescenta-se ainda a importéancia da
incorporacdo de novas tecnologias nos programas de controle para a identificacdo de

individuos com maior risco de adoecer, objetivando seu acompanhamento e monitoramento.
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1.1 OBJETIVOS

111

1.1.2

Objetivo geral

Analisar a reatividade de diferentes antigenos em casos novos de hanseniase, contatos

domiciliares sadios de casos de hanseniase e em populacdo de area endémica.

Objetivos especificos

a) Avaliar a soropositividade dos testes nos casos novos de hanseniase, contatos
domiciliares sadios e populagéo;

b) Awvaliar a correlacdo e a concordancia entre os testes anti-LID-1, NDO-LID, NDO-
HSA e PGL-1,;

c) Avaliar a correlagdo entre a soropositividade dos testes anti-LID-1, NDO-LID,
NDO-HSA e PGL-1 dos casos novos de hanseniase e a forma clinica de Ridley
Jopling e indice baciloscdpico;

d) Awvaliar a relagdo entre a soropositividade dos testes anti-LID-1, NDO-LID e
NDO-HSA e as varidveis sociodemograficas, o contato prévio com algum caso de
hanseniase, o coeficiente de deteccdo da hanseniase, e o status vacinal com BCG-
ID no grupo da populagéo;

e) Avaliar a prevaléncia de infeccdo pelo M. leprae na populagéo.



Referencial
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  HANSENIASE: ASPECTOS CLINICOS, EPIDEMIOLOGICOS E ACOES DE
CONTROLE

O diagndstico da hanseniase é clinico e o teste laboratorial é complementar e deve
ser utilizado quando houver duvidas na classificacdo das formas clinicas e para confirmacao
diagndstica. O teste laboratorial ndo é utilizado de forma isolada, pois ndo é suficiente para o
diagndstico da doenga (LASTORIA; ABREU, 2014).

O exame clinico consiste na avaliagdo dermatoneuroldgica, em que o profissional
procura identificar, por meio de inspe¢do de toda a superficie corporal do paciente alteragdes
de pele e &reas com perda de sensibilidade e/ou com comprometimento de nervos periféricos.
Além disso é avaliada a sensibilidade dos olhos, mdos e pés e realizado teste da forca
muscular dos olhos, membros superiores e inferiores. Sdo considerados casos de hanseniase
aqueles que apresentam pelo menos um dos trés sinais da doenca: lesdo(Ges) e/ou area(s) da
pele com alteragdo de sensibilidade; e ou acometimento de nervo(s) periférico(s), com ou sem
espessamento, associado a alteragcbes sensitivas e/ou motoras e/ou autonémicas;, e ou
baciloscopia positiva de esfregago intradérmico (BRASIL, 2010a).

Os testes laboratoriais complementares utilizados em hanseniase sdo a
baciloscopia, Mitsuda e a histopatologia (CONTIN et al., 2011). A leitura da baciloscopia ¢é
baseada na contagem do nimero de bacilos ap6s coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen e o
resultado é categorizado de 0 a 6 (RIDLEY; JOPLING, 1962).

A resposta do teste de Mitsuda é avaliada por meio da medicdo em mm da pépula
formada apds 4 semanas da inje¢do intradérmica de antigeno de Mitsuda (SCOLLARD et al.,
2006). O resultado é considerado positivo quando a pépula formada apresenta um didmetro
igual ou superior a 5mm (DHARMENDRA; LOWER, 2012).

Para os exames histopatoldgicos sdo utilizadas bidpsias cutaneas ou do ramo
sensitivo dos nervos periféricos (ARAUJO, 2003). A anélise das amostras de bidpsia sdo
consideradas “padrdo ouro” para o diagnostico da hanseniase (SCOLLARD et al., 2006) e
deve ser realizada por um patologista.

A classificagdo da hanseniase pode ser baseada na classificacdo de Madri, na de
Ridley e Jopling e na operacional da Organizacao Mundial da Saide (OMS). A classificacdo
de Madri foi proposta em 1953 e divide a hanseniase em duas formas polares

imunologicamente estaveis, a forma tuberculoide (HT) e a forma lepromatosa, (HL) e dois
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grupos imunologicamente instaveis, o grupo indeterminado (HI) e o grupo dimorfo (HD) e
estd baseada em quatro critérios, o clinico, o bacteriolégico, o imunolégico e o histolégico
(BRASIL, 1960).

A Classificacdo Espectral ou classificagédo de Ridley e Jopling foi proposta em
1966 e esta baseada também nos quatro critérios anteriormente descritos, porém baseia-se
eminentemente, no critério histopatoldgico e sugere a possibilidade das formas caminharem
no espectro da doencga, ora ao polo de resisténcia (Tuberculoide-tuberculoide), ora ao polo
susceptivel (Lepromatoso-Lepromatoso). Os subtipos sdo Tubeculoide-Tuberculoide (TT),
Borderline - Tuberculoide (BT), Bordeline - Borderline (BB), Borderline - Lepromatoso (BL)
e Lepromatoso - Lepromatoso (LL) (RIDLEY; JOPLING, 1966).

A classificacdo simplificada com fins operacionais terapéuticos é baseada
fundamentalmente em aspectos clinicos por meio do nimero de lesbes apresentadas pelo caso
de hanseniase, sendo classificados como PB casos com até cinco lesbes de pele e como MB
aqueles que apresentam um numero superior a cinco lesbes e ou baciloscopia positiva
(BRASIL, 2010a).

O tratamento utilizado é a poliquimioterapia (PQT) que foi implantada
gradualmente no Brasil a partir de 1986 trazendo grandes avangos para o controle da endemia.
A adocéo da PQT juntamente com a reorientacdo da prética assistencial e a reorganizacdo do
sistema de informacdo no Brasil possibilitaram a reducdo das fontes de infeccdo e
consequentemente preveniram o surgimento de casos novos na comunidade em proporgdes
significativamente diferentes do que ocorria no periodo de monoterapia, alterando
completamente o seu padréo epidemiolégico (ANDRADE, 2006).

Entretanto, hd muito o que avancar, pois o Brasil em 2013, contribuiu com
14,40% do total de casos novos registrados no mundo e 93.83% do total de casos novos
registrados na América e apresentou uma taxa de deteccdo de 16,14 casos/100.000 habitantes
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2014), que é considerada alta, segundo
pardmetros do Ministério da Satide (BRASIL, 2010a).

A atual meta para a redugéo da carga da hanseniase estd pautada na reducéo do
nimero de casos detectados entre 0os menores de 15 anos e reducdo da taxa de deteccéo de
casos novos com grau 2 de incapacidade fisica, em pelo menos 35%, até o final do ano de
2015, tendo como pardmetros o ano de 2010. Espera-se que esta medida estimule a
implementacdo de atividades que visem a realizacdo de diagnéstico precoce e tratamento

oportuno com PQT, que pode contribuir para a reducdo da ocorréncia de novos casos e
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promover um impacto na redugdo da transmissdo da doenca nas comunidades (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2009).

No Brasil, em 2008, a Coordenagdo do Programa Nacional de Controle da
Hanseniase (PNCH) assumiu o controle com o objetivo de saude publica, privilegiando o
acompanhamento epidemioldgico pela taxa de deteccdo de casos novos. Além disso,
recomendou 0 acompanhamento da situacéo epidemioldgica também por meio da analise dos
demais indicadores da forga de morbidade, magnitude e perfil epidemioldgico, bem como de
indicadores operacionais (BRASIIL, 2010a).

Outra estratégia assumida pela PNCH, em 2008, foi a identificacdo de
conglomerados de casos, denominados de clusters, que delimitam areas de maior risco, onde
se concentram a maioria dos casos, 0 que permite a orientagdo do programa de controle com
enfoque em espacos geograficamente continuos e contribui para maior efetividade
epidemioldgica (BRASIL, 2008).

Atualmente sdo descritos 26 clusters, identificados a partir da analise dos casos
notificados no periodo de 2007 a 2009. Nas areas de cluster a taxa de deteccdo média de casos
de hanseniase, no periodo 2007 a 2009, foi de 56,16/100 mil habitantes, valor superior ao
restante do Brasil, que foi de 10,40 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2010b).

Além disso, dentre as acOes de controle e vigilancia epidemioldgica da hanseniase
estd a medida imunoprofilatica, que se d& por meio da administracdo intradérmica da BCG-
ID, vacina disponivel que ainda é a melhor vacina para a prevencdo da hanseniase
(RICHARDUS; OSKAM, 2015).

No Brasil, a BCG-ID é oficialmente recomendada para contatos domiciliares de
casos de hanseniase, sem presenca de sinais e sintomas da doenca, no momento da avaliacéo,
independentemente de serem contatos de casos PB ou MB. A aplicagdo da vacina BCG-ID
depende da histdria vacinal e segue as seguintes recomendagdes: contato sem cicatriz aplica-
se uma dose; contato com uma cicatriz aplica-se uma dose e contato com duas cicatrizes ndo é
indicado aplicar nenhuma dose (BRASIL, 2010a).

A eficacia da vacina BCG-ID na protecdo contra a hanseniase em diferentes locais
de estudo, varia de 20% a 90%, com evidéncias de protecdo em uma idade jovem e resultados
inconsistentes em idade mais avangada (RICHARDUS; OSKAM, 2015). Estudos realizados
no Brasil, apontam uma protecéo global contra a doenca de 56 (DUPPRE et al., 2008) a 74%.
O risco estimado da ocorréncia de hanseniase é 3,7 vezes maior nos contatos domiciliares sem
presenca de cicatriz de BCG-ID (GOULART et al., 2008).
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Individuos com auséncia de cicatriz de BCG-ID, teste de Mitsuda negativo e
Teste do Fluxo Lateral para o Mycobacterium leprae (ML Flow) positivo apresentam risco
relativo 24,47 vezes maior de adoecer. A combinacdo desses, portanto, pode ser utilizada para
identificar contatos com alto risco de adoecer, bem como ser utilizada para padronizacdo de
protocolos para o monitoramento de contatos de hanseniase nos programas de controle
(GOULART et al., 2008).

Importante destacar que, muitos esforcos vém sendo direcionados para
identificacdo de novas medidas profilaticas, que sejam efetivas na hanseniase. Neste contexto,
destaca-se a avaliacdo do uso de quimioprofilaxia nos grupos de contatos de casos de
hanseniase. Ha evidéncias de que a quimioprofilaxia é efetiva na prevengdo da hanseniase em
areas endémicas e, portanto, pode contribuir para a reducdo de novos casos da doenca
(SMITH; SMITH, 2000).

A quimioprofilaxia dos contatos domiciliares com infeccdo subclinica pode ser
utilizada como uma estratégia de prevencdo (ARAUJO et al., 2012) e tem sido avaliada como
uma forma efetiva de reduzir a incidéncia da hanseniase (DOUGLAS et al 2004; SMITH ;
SMITH, 2000; RICHARDUS; OSKAM, 2015).

As drogas utilizadas como medida quimioprofiladtica sdo a rifampicina,
acedapsona e dapsona (REVEIZ; BUENDIA; TELLEZ, 2009). As evidéncias cientificas
acumuladas ao longo dos anos apontam para a eficacia da quimioprofilaxia com rifampicina
em dose Unica (RICHARDUS; OSKAM, 2015).

A dose Unica de rifampicina em contatos domiciliares de casos de hanseniase
apresenta um efeito protetor de 58% e o uso combinado desta droga com a BCG-ID confere
protecdo de 80% de todas as formas clinicas da hanseniase. Considera-se, portanto, que esta
estratégia pode ser eficiente na reducdo da incidéncia da doenga (SCHURING;
RICHARDUS; PAHAN; OSKAM, 2009) e que deveria ser considerada na formulagdo de
politicas de satde publica (REVEIZ, BUENDIA; TELLEZ, 2009).

2.2  TESTE SOROLOGICO ANTI-PGL-1 NATIVO OU SINTETICO, LID-1 E NDO-
LID EM HANSENIASE

O teste soroldgico pode se constituir em uma ferramenta complementar para
identificar individuos infectados pelo M. leprae e com risco de adoecer e, portanto, melhorar
0 acesso ao diagndstico e tratamento precoce e desta forma contribuir para prevengdo de

incapacidades fisicas e reduzir significativamente a transmissdo da hanseniase (DUTHIE et
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al., 2007). Dentre os testes soroldgicos utilizados em hanseniase destacam-se aqueles
envolvendo os antigenos PGL-1 nativo e sintético, o LID-1 e o NDO-LID.

O PGL-1 é um antigeno especifico do M. leprae (HUNTER; BRENNAN, 1981;
KOSTER et al., 1987) e apresenta uma porcéo terminal 3,6 — di-O-metil-glucose que é a
chave para a alta especificidade da resposta humoral (MADEIRA, 2000). Estudos prévios,
demonstraram que a sororeatividade anti-PGL-1 é observada em casos de hanseniase, mas ndo
em pacientes com tuberculose ou outras infeccbes micobacterianas (BRETT et al., 1983;
BUHRER-SEKULA et al., 2003; CHO et al., 1983; SPENCER; BRENNAN, 2011),
indicando que ndo h4 reatividade cruzada com os glicolipideos de outras micobactérias como
a da tuberculose e dlcera de Buruli (BUHRER-SEKULA et al., 2003). Além disso, ndo foi
identificada reatividade cruzada com antigenos de leishmaniose visceral (MOURA et al.,
2014).

O LID-1 é uma proteina de fusdo, que é derivada das proteinas recombinantes
MLO0405 e ML2331, que séo especificas do M. leprae, por meio da amplificacdo do DNA por
PCR, purificagdo em gel de agarose e apés ser digerido, o DNA de ML0405 e ML2331 é
ligado individualmente em locais diferentes da Escherichia coli e os clones sdo induzidos a
produzir o LID-1 (DUTHIE et al., 2007; DUTHIE et al., 2008). A analise da reatividade das
imunoglobulinas contra o antigeno LID-1 demonstrou que sdo principalmente da classe G
(DUTHIE et al., 2007; DUTHIE et al., 2011) ao passo que contra o antigeno NDOLID, que é
um conjugado do sintético mimético ao PGL-1 e a proteina LID-1, foram observadas
reatividade das classes IgM e IgG (CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al., 2014b).

A especificidade da reacdo antigeno-anticorpo em casos de hanseniase no polo
multibacilar para o PGL-1 é de 98% e a sensibilidade varia de 80% a 100%, sendo a
reatividade a este antigeno principalmente de IgM, diferentemente de casos no polo
paucibacilar, que apresentam niveis de imunoglobulinas especificas em niveis baixos de
deteccéo, sensibilidade - 15 a 40% (OSKAM; SLIM; BUHRER-SEKULA, 2003).

Estudo realizado em area hiperendémica do Brasil indicou uma sensibilidade do
LID-1 para o diagndstico da hanseniase de 89% e especificidade de 42%. A baixa
especificidade provavelmente esté relacionada a presenca de um grande nimero de individuos
assintomaticos infectados com o M. leprae (SOUZA et al., 2014). Por outro lado, 0 NDO-LID
apresenta especificidade de 93,3% tanto para MB quanto para PB e sensibilidade de 95,7%
para MB e 73,7% para PB (DUTHIE et al., 2014a).

Os titulos de anticorpos variam de acordo com a forma clinica apresentada pelo

caso de hanseniase, sendo que sdo maiores nas formas LL e menores nas formas TT,
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aumentando & medida que a doenca evolui do polo TT para polo LL (DUTHIE et al., 2011a;
DUTHIE et al., 2014a; LOBATO et al., 2011). Acrescenta-se que 0s casos com elevado IB
apresentam altos titulos de IgM anti-PGL-1 (DUTHIE et al., 2014b; GROSSI et al., 2008a;
LOBATO et al., 2011), de IgG anti-LID-1 (DUTHIE et al., 2011a) e de IgM e IgG anti-NDO-
LID (DUTHIE et al., 2014a; DUTHIE et al., 2014b).

A andlise da reatividade de IgM anti-PGL-1 contribui para uma correta
classificacdo dos casos de hanseniase (BRITO et al., 2008; BUHRER-SEKULA et al., 2003;
BUHRER-SEKULA et al., 2007; GROSSI et al., 2008b) e auxilia na diferenciacdo entre
casos PB e MB (ARAUJO et al., 2012; FERREIRA et al., 2008; DUTHIE et al., 2008;
DUTHIE et al., 2014b; LOBATO et al., 2011; SILVA et al., 2010; STEFANI et al., 2012;
TEIXEIRA et al., 2008).

Ao ser utilizada como instrumento adicional na classificacdo operacional da
hanseniase, em Minas Gerais, esses ensaios possibilitaram modificar a classificagdo dos casos
novos de hanseniase, de forma a reduzir o niimero de casos tratados como MB, desta forma,
contribuiu para redugdo do uso de medicamentos e nimero de atendimentos. (GROSSI et al.,
2008a).

A analise da reatividade de 1gG contra o LID-1 também é capaz de auxiliar o
diagndstico e a classificacdo operacional da hanseniase (DUTHIE et al., 2008; DUTHIE et
al., 2011; DUTHIE et al., 2014b) e de IgM e 1gG contra 0 NDO-LID é capaz de auxiliar na
detecgdo rapida e consistente de hanseniase MB (CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al.,
2014b) e monitoramento desses casos, além de aumentar a sensibilidade e especificidade do
teste sorolégico anti-PGL-1 (DUTHIE et al., 2014b).

O LID-1 pode contribuir para o diagndstico soroldgico da hanseniase (RADA et
al., 2012), mais especificamente, da hanseniase MB (DUTHIE et al., 2008) de forma precoce
(DUTHIE et al., 2007). A reatividade ao LID-1 permite diagnosticar a hanseniase de 6 a 8
meses antes do diagnostico clinico da doenga. Assim, a triagem de anticorpos anti LID-1, seja
na populacdo ou em grupos em situagdo de risco, pode acelerar significativamente o
tratamento de casos de hanseniase e, também, reduzir as taxas de transmissao, por diminuir o
nimero de individuos que apresentam alta carga bacteriana (DUTHIE et al., 2007).

Os testes soroldgicos auxiliam na determinagdo do tipo mais adequado de PQT
(CONTIN et al., 2011; GROSSI et al., 2008b; LOBATO et al., 2011; LYON et al., 2008) e
pode contribuir para a redugdo de possiveis danos subsequentes dos nervos e evolucdo de
incapacidades fisicas (LOBATO et al., 2011). Podem ser utilizados para auxiliar a tomada de

decisdo relacionada ao tratamento, quando o exame de baciloscopia ndo estd disponivel
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(BUHRER-SEKULA et al., 2007; BUHRER-SEKULA et al., 2009), pois ha boa
concordancia entre sorologia e 1B (CONTIN et al., 2011; LIMEIRA et al., 2013; LYON et
al., 2008).

A sorologia pode ser uma medida util da eficacia do tratamento (DUTHIE et al.,
2007; DUTHIE et al., 2011; RADA et al., 2012), visto que parece ocorrer declinio dos niveis
de anticorpos anti-PGL-1 apds a PQT (FOSS, 1997; LOBATO et al.,, 2011; ZENHA,
FERREIRA,; FOSS, 2009), bem como redugéo e desaparecimento de anticorpos contra LID-1
(DUTHIE et al., 2007; RADA et al., 2012) e NDO-LID (DUTHIE et al., 2014b). Destaca-se,
que a resposta de 1gG contra o LID-1 declina mais rapidamente do que IgM anti-PGL-1 ou
anti-NDO-BSA (DUTHIE et al., 2011).

Apesar da queda evidente, alguns individuos podem persistir com niveis elevados
de anticorpos anti-PGL-1 ap6s o fim da PQT (BACH et al., 1986; DOUGLAS et al., 1988;
KLATSER et al., 1989), o que pode ser justificado pela dificuldade dos macréfagos em
eliminar completamente o bacilo morto e ou seus fragmentos do organismo, mesmo apos a
concluséo do tratamento em casos MB (JOB et al., 2008).

A andlise da reatividade de anticorpo contra o PGL-1 também pode ser util para
avaliar a exposicdo ao antigeno e ser utilizada como ferramenta para diagnostico precoce da
hanseniase em contatos domiciliares (FURINI et al., 2011), pois permite identificar os
contatos com um alto risco de desenvolver a doenca (ARAUJO et al., 2012; BRASIL et al.,
2003; BUHRER-SEKULA et al., 2003) e individuos com infecgdo subclinica (ARAUJO et
al., 2012; KAMPIRAPAP, 2008; LOBATO et al., 2011). A reatividade de anticorpo da classe
IgM e 1gG contra 0 NDO-LID permite detectar um namero significativo de infectados em
estagio precoce (DUTHIE et al., 2014b).

Sabe-se que contatos domiciliares com soropositividade anti-PGL-1 (DOUGLAS
et al., 2004; DUPPRE et al., 2012), anti-LID1 (DUTHIE et al., 2007) e anti-NDO-LID
(CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al., 2014a) apresentam maior risco de desenvolver a
hanseniase (CARDOSO et al., 2013; DOUGLAS et al.,, 2004; DUPPRE et al., 2012;
DUTHIE et al., 2007; DUTHIE et al., 2014a) e que o risco de desenvolver a forma MB é 34,4
vezes maior do que naqueles com resultado de sorologia negativo (DOUGLAS et al., 2004).

A soropositividade para anti-PGL-1 é considerada alto fator de risco para o
desenvolvimento da doenca nos contatos domiciliares (ARAUJO et al., 2012; GOULART et
al., 2008), principalmente naqueles de caso de hanseniase MB (ARAUJO et al., 2012). A
analise sucessiva da reatividade de anticorpos pode ser (til, pois o aumento dos titulos de

anticorpos anti-PGL-1 (NDO-BSA) e anti-LID-1 poderia ser utilizado para identificar os
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contatos domiciliares dos casos de hanseniase que necessitam de um maior monitoramento ou
ser um indicador de realizagdo do exame clinico (QIONG-HUA et al., 2013).

Pessoas em situagcdo de risco devem ser acompanhadas cuidadosamente
(BAKKER et al., 2004; DUPPRE et al., 2012) ou ser foco das estratégias de intervencao, tais
como tratamento profilatico para evitar casos novos de hanseniase (ARAUJO et al., 2012;
BAKKER et al., 2004). Reforca-se que, os contatos domiciliares de casos de hanseniase além
de apresentarem infeccdo subclinica, podem também estar envolvidos ativamente na
disseminagdo e propagacdo do M. leprae para individuos suscetiveis em regibes endémicas
(ARAUJO et al., 2012), fator preocupante, uma vez que podem estar contribuindo para
manutenc¢do da cadeia de transmissdo da hanseniase.

A soropositividade anti-PGL-1 e a prevaléncia de hanseniase oculta entre contatos
domiciliares e criangas em idade escolar sugere a existéncia de focos de infeccéo ativa e que o
M. leprae esté circulando nessa populacdo. Ha sugestéo de que o anti-PGL-1 pode funcionar
como uma ferramenta para identificar criangas em idade escolar com um maior risco de
desenvolver a hanseniase (BARRETO et al., 2011) e a utilizagdo desse teste sorolégico na
infancia pode contribuir, ainda, para a identificagdo de contatos com maior risco de
desenvolver a doenca (FERREIRA; ANTUNES, 2008).

Destaca-se ainda, que a realizacdo de inquéritos clinicos e sorolégicos entre 0s
escolares em &reas hiperendémicas contribui para identificar casos de hanseniase em um
estagio inicial, quando eles ndo apresentam incapacidades fisicas, impedindo a propagacéo da
infeccdo na comunidade e contribuindo para quebra da cadeia de transmissdo (BARRETO et
al., 2012).
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3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo epidemiolégico com delineamento transversal de natureza

exploratoria e analitica, que buscou avaliar a reatividade de diferentes antigenos no grupo de

casos novos de hanseniase, contatos domiciliares de casos de hanseniase e populacdo de area

endémica, na perspectiva de identificar o melhor antigeno para a detec¢do de individuos

infectados pelo M. leprae na populacdo e contatos domiciliares, bem como em casos de

hanseniase PB. O desenho metodoldgico do presente estudo esta descrito na figura 1.
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3.2 CENARIO DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada em sete municipios da Microrregido de Almenara,
pertencente a Mesorregido Jequitinhonha, situada no nordeste de Minas Gerais e na cidade de
Uberlandia, pertencente a Mesorregido do Triangulo Mineiro.

A Microrregido de Almenara é composta por 16 municipios: Almenara, Bandeira,
Divisopolis, Felisburgo, Jacinto, Jequitinhonha, Joaima, Jordania, Mata Verde, Monte
Formoso, Palmépolis, Rio do Prado, Rubim, Salto da Divisa, Santa Maria do Salto e Santo
Antonio do Jacinto. Apresenta uma populagéo total de 179.658 habitantes, sendo a populagéo
feminina composta por 87.891 habitantes e a masculina por 91.767 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2010).

Compreende uma &rea aproximada de 15.452,364 Km2, sendo que a zona urbana
abriga 70% da populagdo total (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2007). O municipio de Almenara é o mais importante dentro da
microrregido, situa-se a 745 km de Belo Horizonte e conta com uma populagdo total de
38.775 habitantes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE,
2010).

Trata-se de uma microrregido pertencente ao cluster 6 (BRASIL, 2010b)
considerada prioritaria para o controle da hanseniase pelo Ministério da Salde e pela
Secretaria de Estado da Salde de Minas Gerais. Em 2009, apresentou um coeficiente de
deteccdo geral de 44,32 casos/100.000 habitantes, sendo que 59,3% dos casos foram
diagnosticados com a forma clinica multibacilar e 6,2% com grau 2 de incapacidade fisica.
Acrescenta-se a taxa de detecgdo em menores de 15 anos que foi de 16,73/100.000 (MINAS
GERAIS, 2010). Observa-se, portanto, coeficiente de deteccdo geral e em menores de 15 anos
considerados hiperéndemicos e médio numero de casos detectados com grau 2 de
incapacidade fisica, segundo os pardmetros do Ministério da Saide (BRASIL, 2010a) e maior
propor¢do de formas clinicas MB.

Esta situacdo confirma a hipétese de diagndstico tardio, sugerindo uma falha nos
servicos de salide responsaveis pelas agdes de prevencgdo e controle da doenga na microrregido
em captar todos os doentes existentes (AMARAL; LANA, 2008; LANA et al., 2004; LANA
et al., 2006; LANZA, 2009), constituindo-se, portanto, em um cenario propicio para
apreender o objeto desta pesquisa.

Para a selecdo dos municipios da Microrregido de Almenara que constituiram o

cenério desta pesquisa foram considerados os seguintes critérios: apresentar altas taxas de



37
Andlise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

deteccdo de casos novos de hanseniase (Almenara, Felisburgo, Jacinto e Santa Maria do
Salto); ser municipio silencioso, sem registro de casos ha mais de 10 anos (Monte Formoso);
e ter maior capacidade operacional com menor ndmero de casos (Jequitinhonha e Santo
Antonio do Jacinto).

A cidade de Uberlandia esta situada a 541 km de Belo Horizonte, tem uma
populacdo de 619,536 habitantes, é considerada de média endemicidade e pertence ao cluster
de nimero 9. Em 2009, apresentou uma taxa de detecgdo geral de 8,02/100.000 habitantes e
em menores de 15 anos de 1,73 casos/100.000. Aléem disso, 70,9% dos casos foram
diagnosticados com a forma clinica multibacilar e 9,8% com grau 2 de incapacidade fisica
(MINAS GERAIS, 2010).

A cidade de Uberlandia foi selecionada devido a sua importancia epidemioldgica,
por ser referéncia nas acBes de controle da hanseniase dentro da Unidade Regional de
Uberlandia e por ter um Centro de Referéncia Nacional de Dermatologia Sanitéria e
Hanseniase da Universidade Federal de Uberlandia (CREDESH/UFU), que realiza pesquisas
na &rea e tem um banco de amostras de soros de casos novos de hanseniase e contatos
domiciliares, necessario para padronizacdo do protocolo de analise da reatividade de
diferentes antigenos, utilizado no presente estudo. Foram estabelecidas parcerias com 0s
pesquisadores e professores da Universidade Federal de Uberlandia, que contribuiram com a

realizagdo da pesquisa neste cenario.

3.3  POPULACAO DE ESTUDO

A base populacional do estudo foi constituida por individuos da populagdo com
mais de 07 anos de idade residentes nas zonas urbanas dos municipios selecionados da
microrregido de Almenara. Além disso, fizeram parte dessa pesquisa casos novos de
hanseniase e contatos domiciliares de casos de hanseniase residentes na cidade de Uberlandia.

A opcao por utilizar apenas a populagédo com idade superior a 07 anos deve-se ao
conhecimento clinico-epidemioldgico referente ao longo periodo de incubacdo da doenca e a
ndo ocorréncia usual de casos em menores de 07 anos, bem como pela facilidade da coleta de
sangue. Optou-se por trabalhar com residentes na zona urbana da microrregido de Almenara
pelo fato de que 70% da populacdo concentra-se nesta area (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2007) e ainda por uma questdo operacional, em
razdo da dificuldade de acesso & zona rural, dada a sua dispersdo pelas extensas areas

geogréficas dos municipios e a distancia das sedes, representada, principalmente, pelas
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condigdes das estradas rurais. Portanto, objetivou-se facilitar o processo de coleta e otimizar

0S recursos.

3.3.1 Populacéo

Para o célculo amostral da populacéo foram levados em consideracdo: nimero de
casos de hanseniase diagnosticados e notificados no periodo de 1998 a 2006, taxa de deteccéo
de casos novos no periodo, taxa de deteccdo esperada para municipio silencioso no periodo
(AMARAL, 2008), populagédo e populagdo de criangas/adolescentes de 07 a 17 anos
residentes na zona urbana dos oito municipios da microrregido de Almenara no ano 2000
(FABRI et al., 2014).

Além disso, para o célculo amostral foram divididos dois grupos, baseados em
dados populacionais e nimero de setores censitarios urbanos. O primeiro grupo englobou 0s
municipios de Almenara, Jequitinhonha e Jacinto, por serem maiores e apresentarem um
nimero maior de setores censitérios, e o segundo grupo compreendeu 0s municipios de Santo
Antonio do Jacinto, Santa Maria do Salto, Felisburgo e Monte Formoso, por serem menores e
apresentarem reduzido nimero de setores censitarios (FABRI et al., 2014).

Todos os dados populacionais e dos domicilios do ano 2000 - desagregados por
setores censitarios - foram retirados das bases de dados do Censo 2000 do IBGE
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2003). O
cartograma e 0s mapas dos setores censitarios urbanos foram disponibilizados gratuitamente
pelo IBGE.

A concentragdo dos casos de hanseniase é observada de forma diversificada nos
municipios. Assim, com o intuito de garantir a mesma probabilidade de soropositividade, nos
municipios maiores optou-se por calcular a amostra por setores censitarios e nos demais por
municipio. Portanto, para o célculo amostral das cidades de Almenara, Jequitinhonha e
Jacinto inicialmente foram considerados dados do estudo de Amaral e Lana (2008) para
dividir os setores dessas cidades em quatro estratos de acordo com os quartis da taxa de
deteccdo de hanseniase na populacdo por setores censitarios no periodo de 1998 a 2006 e,
para o calculo amostral dos municipios de Felisburgo, Santa Maria do Salto, Santo Antdnio
do Jacinto, e Monte Formoso, considerou-se a taxa de deteccdo da hanseniase na populacéo
por municipio no periodo de 1998 a 2006.

Em seguida, foram estimadas as taxas médias de deteccdo de hanseniase dentro de

cada um dos quatro estratos para os municipios de Almenara, Jequitinhonha e Jacinto e dentro
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de cada municipio para Felisburgo, Santa Maria do Salto, Santo Antdnio do Jacinto e Monte
Formoso. Considerando essas proporgdes, uma margem de erro de aproximadamente 2%, um
nivel de significancia de 5% (erro tipo I) e poder de 80% (1 - erro tipo II), estimou-se uma
amostra de 698 domicilios para a cidade de Almenara, 639 domicilios para Jequitinhonha, 321
domicilios para Jacinto, 158 domicilios para Felisburgo, 50 para Santa Maria do Salto, 138
para Santo Antonio do Jacinto e 92 para Monte Formoso. Portanto, a amostra final foi
estimada em aproximadamente 2096 domicilios. Em cada domicilio sorteado foram
entrevistados um adulto de 18 anos ou mais e uma crianga ou adolescente com idade entre 7 e
17 anos. A amostra de adolescentes foi estimada em 532 com base no dado populacional do
censo 2000 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2003).

O numero de domicilios entrevistados em cada setor foi proporcional ao seu
tamanho. Dentro de cada setor, para sorteio dos domicilios entrevistados foi utilizada uma
amostragem sistematica e, com o intuito de garantir a variabilidade da amostra, dentro de cada
domicilio foi utilizada uma tabela com numeros aleatérios para o sorteio dos participantes
(FABRI et al., 2014).

Namero de domicilios e criangcas ou adolescentes participantes e o sistema
seguido para o sorteio dos domicilios estdo apresentados no Apéndice A.

Destaca-se que a amostra obtida apresentou uma maior proporc¢ao de mulheres em
relacdo aos homens. Para tornar os dados comparaveis foi necesséario realizar ponderagéo da
amostra por sexo, que consiste em criar um peso para cada participante de forma a igualar a
distribuicdo da amostra com a distribuigdo da populacdo dos municipios estudados. O célculo
do peso para ponderacdo foi feito a partir do levantamento da distribui¢do da populagdo por
sexo e faixa etaria, segundo censo 2010 (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 2010), que teve a seguinte categorizacio: 18 a 29anos, 30 a 39, 40 a
49,50 a59, 60 a 69, 70 a 79 e mais de 80 anos.

3.3.2 Casos novos de Hanseniase e Contatos Domiciliares

Para padronizar o protocolo de analise laboratorial dos testes anti-NDO-HSA,
NDO-LID e LID-1 foi utilizado um banco de soros de casos de hanseniase, classificados e
diagnosticados por médicos especialistas do CREDESH/UFU.

A amostra foi composta por 94 casos novos de hanseniase virgens de tratamento,

que foram diagnosticados por meio do exame clinico dermatoneuroldgico e testes



40
Andlise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

laboratoriais. A classificacdo da doenga foi realizada com base nas cinco formas clinicas de
Ridley-Jopling, a saber: TT, BT, BB, BL e LL (Ridley; Jopling, 1966).

O namero de lesbes e indice bacteriol6gico foram utilizados para determinar a
classificacdo operacional em PB (casos com até cinco lesdes e com baciloscopia negativa) ou
MB (casos com mais de cinco lesdes e ou baciloscopia positiva (BRASIL, 2010a).

Além disso, foi utilizado o banco de soro de 104 contatos domiciliares de casos
diagnosticados com hanseniase, que foram classificados de acordo com a classificacdo
operacional do respectivo caso de hanseniase, em contatos de casos MB e contatos de casos
PB.

Foi considerado contato domiciliar todo individuo que residia ou havia residido
com casos de hanseniase nos Gltimos cinco anos antes do diagndstico do caso. Todos 0s
contatos domiciliares foram examinados quanto aos sinais e sintomas da doenca, por médicos
especialistas do CREDESH/UFU.

Todos os casos novos de hanseniase e contatos domiciliares incluidos no estudo

apresentavam sorologia anti-PGL-1 nativo conhecida.

3.4  VARIAVEIS DO ESTUDO

Com o intuito de atingir os objetivos da pesquisa elegeram-se como variaveis a

serem investigadas e inter-relacionadas as listadas a seguir:

1: Variaveis relacionadas & identificacdo da populacédo

a) Sexo (masculino, feminino);

b) Faixa etéaria (07 a 18 anos, 19 a 31 anos, 32 a 49 anos e 50 anos e mais);

c) Escolaridade (menos de um ano de estudo, ensino fundamental incompleto, ensino
fundamental completo, ensino médio incompleto, ensino médio completo, ensino
superior incompleto e ensino superior completo);

d) Estado civil (casado/unido estavel, solteiro, vilvo, divorciado/separado);

e) Renda familiar em salarios minimos (< 01 salario, > 01 salario);
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2: Variaveis relacionadas ao contato com a hanseniase

a) Coeficiente de detecgdo [<2 (baix0); 2 — 9,99 (médio); 10 — 19,99 (alto); 20 -
39,99 (muito alto); >40 (hiperendémico)];

b) Historico de hanseniase (Sim, N&o);

c) Conhece alguém que teve ou tem hanseniase (Sim, N&o);

d) Tem ou teve caso de hanseniase na familia (Sim, Nao);

e) Residiu ou reside com caso de hanseniase (Sim, N&o);

3: Variaveis relacionadas a caracteristica dos casos novos de hanseniase

a) indice baciloscopico-1B (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6);
b) classificacdo operacional (MB, PB);
c) classificagdo de Ridley-Jopling (LL, BL, BB, BT, TT)

4: Variaveis relacionadas a caracteristica dos contatos domiciliares de casos de

hanseniase

a) Contado domiciliar de caso de hanseniase MB (Sim; N&o);

b) Contato domiciliar de caso de hanseniase PB (Sim; N&o).

5: Variaveis relacionadas & imunoprofilaxia

a) Presenca de cicatriz vacinal de BCG-ID (Sim, N&o);
b) Nuamero de cicatriz vacinal de BCG-ID (Sem cicatriz de BCG-ID, uma cicatriz de
BCG-ID, duas cicatrizes de BCG-ID).

Definiu-se como variavel dependente a soropositividade anti-LID-1, NDO-LID,

NDO-HSA e PGL-1, e como independente foram eleitas as listadas nos blocos 1, 2, 3, 4 e 5.

35 COLETA DE DADOS DA POPULAGAO DA MICRORREGIAO DE ALMENARA

A entrada no cenéario para coleta de dados foi precedida de reunides com o

Secretario Municipal de Saude, com o profissional da Referéncia Técnica em Hanseniase de
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cada municipio e com os enfermeiros e gerentes das Unidades Bésicas de Satde. O objetivo
dessas reunides foi esclarecer sobre os objetivos e a metodologia da pesquisa e fortalecer o
vinculo e apoio destes profissionais na efetivacdo do estudo e divulgacdo na comunidade. A

coleta dos dados ocorreu no ano de 2010.

3.5.1 Percurso no setor censitario

O objetivo final do percurso no setor censitério foi a aleatorizagdo dos domicilios
para a coleta de dados referentes a pesquisa. Foram utilizados mapas do IBGE (2003) para o
detalhamento do percurso. Primeiramente foi identificado o ponto inicial de cada setor
censitario e enumerados os quarteirdes de forma que a contagem dos domicilios fosse
proxima ao ponto inicial de cada setor e sempre seguindo 0 mesmo critério: a esquina mais
proxima do ponto inicial do quarteirdo anterior (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 1998). O entrevistador percorreu cada quarteirdo de
maneira que os domicilios ficaram localizados no lado do ombro direito. Contaram-se apenas
os domicilios particulares; aqueles abandonados, em construgdo ou sendo utilizados para fins
estritamente comerciais como lojas, supermercados, armazéns, hotéis, pousadas e pensdes,
foram excluidos (FABRI et al., 2014).

Todos os setores censitarios foram totalmente percorridos independentemente de
alteracbes ocorridas durante o periodo de 2000 a 2010. Para cada setor com alterac@es, foi
confeccionado um croqui com as reais modificagdes, incluindo o crescimento das vias
urbanas.

Para garantir a confiabilidade do percurso nos setores censitarios foi elaborado e
entregue a cada pesquisador um manual explicativo, além de reunibes para capacitacdo da

equipe e discussdes no final de cada dia de coleta.

3.5.2 Selecdo dos participantes

A selecdo dos participantes ocorreu em dois momentos distintos. A primeira foi
realizada por meio de uma listagem de todos os moradores no domicilio, seguindo uma
numeracdo crescente do homem mais velho ao mais jovem; sendo feito o mesmo
procedimento para as mulheres (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA - IBGE, 1998; MARQUES; BERQUO, 1976). Antecedendo o sorteio fez-se

necessario identificar aqueles moradores presentes no momento da entrevista. Para a sele¢do
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do adulto e da crianca a serem entrevistados foi utilizada uma planilha de sorteio aleatdrio
para maiores de 18 anos e uma para criangas/adolescentes com idade entre 07 e 17 anos, cuja
variacéo é de dois até 12 moradores (FABRI et al., 2014).

Todos os individuos, identificados por aleatorizacdo, foram convidados a
participar da pesquisa e orientados quanto aos objetivos, aos riscos e aos beneficios da sua
participagdo. Foi precedida a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) pelo entrevistado e/ou responsavel (APENDICE B).

3.5.3 Entrevista

Para a obtengdo das informagGes inerentes ao estudo optou-se por uma entrevista
individual estruturada, que foi realizada durante visitas domiciliares para aplicacdo de um
questionario (APENDICE C), contendo questdes referentes a identificagio dos entrevistados e
questdes norteadoras relacionadas ao contato com algum caso de hanseniase e presenca de
cicatriz vacinal de BCG-ID. Essas entrevistas foram realizadas mediante a autorizagdo dos
sujeitos e assinatura do TCLE.

O questionario foi aplicado por alunos de Doutorado, Mestrado e por Bolsistas de
Apoio Técnico e de Iniciacdo Cientifica inseridos no grupo de pesquisa envolvidos com a
tematica hanseniase na microrregido de Almenara, MG. Todos os pesquisadores foram
devidamente capacitados quanto & forma de entrada no campo para coleta dos dados, bem
como a forma de abordagem e questionamentos do entrevistado.

Foram realizados pré-testes do instrumento de coleta de dados nos municipios de
Belo Horizonte e de Almenara, pelos pesquisadores envolvidos, com a finalidade de
adequacdo da linguagem, da inclusdo de novas alternativas de resposta, bem como novos
questionamentos, o que permitiu uma melhor organizagdo, estruturacdo e adequacdo do

instrumento de coleta de dados.

3.5.4 Coleta de sangue

Foram coletadas trés gotas de sangue da polpa digital em cartfes 3 x 5cm de papel
de filtro Watman numero 3 de cada entrevistado que aceitou participar do estudo e que
assinou o TCLE. Cada cartdo foi identificado com etiqueta contendo numeracdo alfanumérica

Unica, correspondente a0 municipio e & pessoa participante da pesquisa. Apds a coleta, 0s
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cartbes permaneceram em temperatura ambiente e em local arejado por no maximo 10 horas
para a secagem do sangue e, em seguida, embalados em sacos plasticos individuais,
juntamente com uma unidade de silica gel dessecante branca, 2/5mm, em sachés Nw2 (Non
Woven) e acondicionados a uma temperatura de 4°C até o processo de analise.

O protocolo utilizado para a coleta de sangue total esté descrito no Apéndice D.

3.6 COLETA DE DADOS DOS CASOS NOVOS DE HANSENIASE E CONTATOS
DOMICILIARES DA CIDADE DE UBERLANDIA

As informages dos casos novos de hanseniase e contatos domiciliares de caso de
hanseniase da cidade de Uberlandia foram extraidas de um banco de dados da pesquisa
“Caracterizacdo imunoldgica e molecular de pacientes com hanseniase e seus comunicantes
para identificacdo do grupo de risco” e as amostra de soro do banco de soros do laboratério do
CREDESH/UFU. Os dados coletados dos casos foram: a classificacdo de Ridley-Jopling, a
classificagdo operacional, o IB e o resultado do teste anti-PGL-1; e dos contatos domiciliares
foram: a classificacdo operacional do respectivo caso de hanseniase e o resultado do teste
anti-PGL-1.

3.7  ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY - ELISA

A etapa de analise laboratorial foi realizada no Centro de Tecnologia Celular e
Imunologia Aplicada da Universidade Federal de Juiz de Fora (CTCIA/UFRJF) e no
CREDESH/UFU. Contou-se com o apoio técnico - cientifico de pesquisadores do Centro de
Pesquisa René Rachou, bem como de pesquisadores do CTCIA/UFJF e do CREDESH/UFU.

A analise dos testes anti-LID-1, NDO-LID e NDO-HSA foi realizada para os
casos novos de hanseniase, contatos domiciliares de casos de hanseniase e populacéo. O LID-
1 na populagdo, no entanto, foi avaliado parcialmente para o municipio de Almenara, devido a
problemas durante a analise das demais amostras, como soreatividade de todos os controles
negativos utilizados. O teste soroldgico anti-PGL-1 nativo foi realizado para 0s casos novos
de hanseniase e contatos domiciliares. O teste anti-PGL-1 ndo foi realizado na populagao
devido a indisponibilidade do antigeno. A extracdo do PGL-1 nativo dos 6rgdos de tatus M.
leprae-infectados é limitante (SPENCER; BRENNAN; 2011).

O protocolo de procedimento para realizagdo do teste sorolégico anti-LID-1,
NDO-HSA e NDO-LID encontra-se em anexo (APENDICE E) e foi elaborado com base em
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protocolo utilizado por Lobato e col. (2011). Reforga-se que o resultado do teste de ELISA
anti-PGL-1 nativo foi retirado do banco de dados do laboratério do CREDESH/UFU, ndo
sendo realizada nova andlise soroldgica envolvendo esse antigeno.

O sangue total obtido da populagéo da microrregido de Almenara foi eluido no dia
anterior ao teste de ELISA. Dois discos com didmetro de 3,00 mm foram perfurados do papel
absorvente com o sangue total e eluidos durante a noite em 50ul de solucdo tampao de salina
fosfato com 0,05% Phosphate-Buffered Saline Tween 20 (PBST) e armazenados overnight a
uma temperatura de 4°C. Os dois discos contétm 5 ul de sangue, correspondentes a
aproximadamente 2,5ul de soro (BUHRER-SEKULA et al., 2000). No dia seguinte foi
realizada uma diluicdo dessas amostras de 1:100 pela adigdo de 200ul de Phosphate-Buffered
Saline (PBS) com 1% de Bovine Serum Albumin (BSA) uma hora antes do uso nas placas
ELISA. Para a analise soroldgica dos casos novos de hanseniase e contatos domiciliares dos
casos de hanseniase foi utilizado como material bioldgico o soro com uma diluicéo 1:300.

As placas foram sensibilizadas com 50ul do antigeno diluido em 5ml de tampé&o
de sensibilizagdo (carbonato de sédio + bicarbonato de s6dio) com uma concentracdo de
0,2pg/ml de NDO-HSA, 1pg/ml de LID-1 e 0,2pug/ml de NDO-LID e armazenadas a 4° C em
overnight.

No dia seguinte as placas foram bloqueadas por 60 minutos com 300ul de BSA
1% (w/v) em PBS a 37 ° C. Em seguida, 50pl do sangue total eluido, com uma diluicdo final
1:100, e do soro diluido 1:300 foram adicionados a cada poc¢o. Com a finalidade de garantir a
validacdo dos resultados, em cada placa foi adicionado em duplicata sangue total eluido de
um controle positivo e trés negativos com uma diluicdo 1:100. Acrescenta-se, que para anlise
das amostras dos casos novos de hanseniase e contatos domiciliares, foram utilizados soros de
um controle positivo e trés negativos com uma diluicdo 1:300. Apés incubagdo a 37° C
durante 60 minutos as placas foram lavadas quatro vezes em PBST 0,05%.

O conjugado IgM anti-humana ligado & peroxidase (Sigma/Ref.A4290) foi
adicionado (50ul/pogo) em diluicdo de 1:10000 em PBS1% BSA nas placas sensibilizadas
com o antigeno NDO-HSA e o conjugado 1gG anti-humana ligado a peroxidase (Sigma) foi
adicionado (50ul/pogo) em diluicdo de 1:20000 em PBS1% BSA nas placas sensibilizadas
com o antigeno LID-1 e IgG diluida 1/10000 e IgM 1/20000 nas placas sensibilizadas com o
NDO-LID. Apoés incubagdo a 37° C por 60 minutos, repetiu-se o procedimento de lavagem e
50pl de substrato o-phenylenediamine (OPD) foi adicionado em cada pogo e incubado por 5
minutos. Em seguida foi adicionado 50ul de Acido Sulfarico (H2S04) 25N e a leitura

realizada em espectrofotdmetro a 492 nm.
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Todos os soros e sangue total foram testados em duplicatas e a reatividade dos
anticorpos foi expressa em indice ELISA (IE) de acordo com a formula IE = OD
(amostra)/OD (cut-off). O valor do cut-off foi determinado pela média da OD dos trés
controles negativos mais trés vezes o desvio padréo. O valor do IE igual ou superior a 1.1 foi
considerado positivo (LOBATO et al., 2006).

3.8 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Apos a coleta dos dados, os questionarios da populagdo foram organizados por
setores censitarios e por municipio. O Banco de Dados foi criado no Software Epi Info verséo
3.5.1 e a digitacdo realizada por entrada dupla. Apos digitagdo de todos os questionarios e do
resultado da analise soroldgica anti-NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID, foi avaliada a
consisténcia e edicdo do banco, com o intuito de eliminar a probabilidade de falhas de
digitacéo, dentre outros.

Em seguida, os dados da populacdo, dos casos novos de hanseniase e contatos
domiciliares foram exportados e analisados no software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) for Windows 18. Foi realizada analise descritiva dos dados, com distribuicéo
de frequéncias relativas, sendo ainda utilizado o valor minimo, valor maximo e mediana para
varidvel quantitativa continua, e posteriormente os dados foram categorizados e agrupados.

A anélise da relacdo da variavel dependente com as variaveis independentes foi
baseada em andlises bivariadas usando teste Qui-quadrado de Pearson. As variaveis que
apresentaram significancia estatistica igual ou inferior a 0,2 (p < 0,20) na anélise bivariada e
ndo apresentaram valor do coeficiente de correlagdo de Spearman (rho) superior a 0,600, no
teste de colinearidade, foram inseridas no modelo mdltiplo e, em seguida, aquelas que néo
apresentaram significancia estatistica foram retiradas uma a uma do modelo final. O ajuste foi
realizado utilizando a técnica de regressdo logistica binaria e adotado o nivel de significancia
estatistica de 5% (p < 0,05).

Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
e os resultados com significancia estatistica de 5% foram considerados ndo paramétricos. Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis one-way (H) para comparacdo de medias entre maltiplos
grupos e o teste de Mann-Whitney (U) com corregdo de Bonferroni para comparacéo de dois
grupos. Utilizou-se como valor critico para significancia o 0,05 dividido pelo nimero de
testes realizados. Destaca-se que os graficos foram elaborados no programa GraphPad Prism

versao 5.
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O teste kappa foi utilizado para avaliar a concordancia entre o resultado dos testes
anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1. Foi utilizado o NDO-HSA como antigeno de
referéncia, uma vez que, entre os antigenos testados, € o mais utilizado em teste soroldgico
em hanseniase. Para interpretacdo dos resultados foram considerados os seguintes pardmetros:
valores acima de 0,80 concordancia quase perfeita; entre 0,61 e 0,80 concordéncia
substancial; entre 0,41 e 0,60 concordancia moderada, entre 0,21 e 0,40 concordancia regular;
e abaixo de 0,21 concordancia leve (LANDIS; KOCK, 1977).

Para analise de correlacdo bivariada foi utilizado o coeficiente de correlacdo de
Spearman com um nivel de significAncia de 5% (p<0,05).

A prevaléncia de infeccdo pelo M. leprae, medida por diferentes antigenos, foi
calculada por meio da proporcgéo de soropositivos sobre a populagéo testada, excluindo os

sujeitos com historico de hanseniase.

3.9 ASPECTOSETICOS

O projeto foi aprovado pelo Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e
Saude Publica da Escola de Enfermagem da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG, através do Parecer
nimero ETIC 158/09 (ANEXO A) e autorizado pela Geréncia Regional de Pedra Azul
(ANEXO B) e pelas Secretarias Municipais de Satde dos sete municipios de Almenara eleitos
para este estudo. Além disso, vale destacar que a parte do trabalho envolvendo os casos novos
de hanseniase e contatos domiciliares foi aprovada pelo comité de Etica da Universidade
Federal de Uberlandia sob protocolo #138/08 (ANEXO C).

A pesquisa atende as determinacBes da Resolugdo 466/2012, do Conselho
Nacional de Salde, que estabelece diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos.

Todos os domicilios e participantes foram identificados no questionario e no
cartdo de sangue por codigos alfanuméricos, exemplo ALMO0O1 (individuo ndmero 01 do
municipio de Almenara) e DOMO001 (domicilio ndmero 01). Tal procedimento reduz
significativamente a possibilidade de quebra do sigilo e oferece protecdo a confidencialidade
das informagdes. N&o houve nenhum tipo de remuneragéo para participacdo na pesquisa.

Os individuos que concordaram participar do estudo receberam e assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que especifica 0s objetivos do estudo,

esclarecendo como € a participacdo, quais sdo os riscos e beneficios relacionados com a
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pesquisa. Eles foram devidamente informados e orientados pela equipe de pesquisadores
quanto ao significado do teste, quanto aos sinais e sintomas das diferentes manifestacdes e
formas clinicas da doenca e aconselhados a procurarem o servico de sa(de, caso observem
alguma das manifestac@es clinicas da hanseniase.

A participacdo ndo foi obrigatoria, o sujeito teve a liberdade de desistir de
participar e retirar o consentimento. A recusa ndo acarretou nenhum prejuizo a relagdo com o
pesquisador ou com a instituicdo. Foi detalhado que as informacGes obtidas através dessa
pesquisa sdo confidenciais e asseguram o sigilo sobre a participa¢do. Os dados pessoais ndo
serdo divulgados de forma a possibilitar a identificagdo dos sujeitos da pesquisa. O sujeito
recebeu uma copia do TCLE em que constam o telefone e o enderego do pesquisador
principal e dos Comités de Etica que aprovaram a pesquisa, podendo sanar as ddvidas sobre o

projeto e sobre a sua participacgéo a qualquer momento.

3.10 FINANCIAMENTO

Esta pesquisa foi realizada em parceria com o Centro de Pesquisas René Rachou
da FIOCRUZ, com a Universidade Federal de Uberlandia e com a Universidade Federal de
Juiz de Fora.

Recebeu recursos financeiros da Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) por meio do Edital 01/2009, Processo CDS — APQ 02247-09 e do
CNPq, atraves do Edital MCT-CNPq / MS-SCTIE-DECIT - N.° 034/2008, Processo N.°
576215/2008-2, aplicado pelo Laboratério de Hanseniase da FIOCRUZ.
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4 RESULTADOS

41  CARACTERIZAGCAO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

A amostra foi composta por 2494 individuos da populacdo e ap6s ponderagdo por
sexo e idade foi expandida para 2516 individuos residentes em sete municipios da

microrregido de Almenara selecionados para o estudo (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo da populagdo, segundo municipio de
residéncia — microrregido de Almenara — MG — 2010

Municipio n Percentual (%)
Almenara 823 32,7
Felisburgo 198 7.9
Jacinto 368 15,3
Jequitinhonha 770 30,6
Monte Formoso 135 54

Santa Maria do Salto 67 2,7

Santo Antonio do Jacinto 136 5,4

Total 2516 100,0

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Observa-se na Tabela 2 que 50,7% dos individuos da populacdo sdo do sexo
feminino. A idade variou de 07 a 100 anos, com mediana de 32 anos, sendo que 74,9%
possuiam idade entre 07 e 49 anos. Em relagéo ao estado civil 43,1% referiram ser solteiros.
Verifica-se que a populagdo possui baixa escolaridade, pois 15,7% apresentam menos de um
ano de estudo e 50,5% ensino fundamental incompleto, ou seja, 66,2% possuem escolaridade
inferior a oito anos de estudo e apenas 3,5% possuem ensino superior completo. Em relagdo a

renda 39,7% recebem menos de um salario minimo.
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Tabela 2 - Caracterizagdo sociodemografica da popula¢do—

microrregido de Almenara — MG - 2010

Variavel n Percentual (%0)
Sexo

Masculino 1241 49,3
Feminino 1275 50,7
Total 2516 100,0
Faixa etaria

7 - 18 anos 677 26,2
19 - 31 anos 613 23,7
32 - 49 anos 646 25,0
> 50 651 25,2
Total 2516 100,0
Estado civil

Casado/Unido estavel 1085 43,1
Solteiro 1140 45,3
Vilvo 159 6,3
Divorciado/Separado 132 5,2
Total 2516 100,0
Escolaridade

Menos de 01 ano 394 15,7
Fundamental incompleto 1270 50,5
Fundamental completo 113 45
Médio incompleto 238 9,5
Médio completo 361 14,3
Superior incompleto 53 2,1
Superior completo 87 3,5
Total 2516 100,0
Renda Familiar

< 1 salério 999 39,7
> 1 salario 1517 60,3
Total 2516 100,0

o1

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Além disso, fizeram parte do estudo 94 casos novos de hanseniase (51
classificados como PB e 43 como MB) e 104 contatos domiciliares de casos de hanseniase,

residentes na cidade de Uberlandia, Minas Gerais (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribuicdo dos casos novos de hanseniase e
contatos domiciliares, segundo classificagéo de Ridley e Jopling
e classificacdo operacional — Uberlandia — MG — 2014

Grupo n Percentual (%0)
TT 10 10,6
BT 42 44,7
CH* BB 13 13,8
BL 15 16,0
LL 14 14,9
Total 94 100,0
cD MB® 81 77,9
PB 23 22,1
Total 104 100,0

2 Casos novos de hanseniase

P Contatos domiciliares

¢ Contatos domiciliares de casos classificados como multibacilares
¢ Contatos domiciliares de casos classificados como paucibacilares
Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

4.2  HISTORICO DE CONTATO COM A HANSENIASE E IMUNOPROFILAXIA

Na Tabela 4 esta representado o tipo de contato que o individuo residente na

microrregido de Almenara teve com a hanseniase.

1 A proporgao dos casos de hansenfase segundo classificacdo operacional foi 54,3% de casos classificados como
paucibacilares (n=51) e 45,7% como multibacilares (n=43).
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Tabela 4 - Caracterizacdo da populagéo, segundo tipo de contato com
a hanseniase — microrregidao de Almenara — MG - 2010

Variavel n Percentual (%0)
Conhece alguém que teve ou tem

hanseniase

Sim 703 27,9
Né&o 1812 72,1
Total 2514 100,0
Tem ou teve algum caso de hanseniase

na familia

Sim 302 12,0
Né&o 2207 88,0
Total 2511 100,0
Residiu ou reside com caso de

hanseniase

Sim 160 6,4
Né&o 2356 93,6
Total 2516 100,0

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Observa-se que 27,9% informaram conhecer alguém que teve ou tem a doenca,

12,0% relatam ter tido caso na familia e 6,4% residem ou residiram com pessoas

diagnosticadas com hanseniase.

Em relagdo a situacdo vacinal com BCG-ID verifica-se que 33,9% néo apresentam

cicatriz de vacina (Tabela 5), dentre eles estdo 24,4% (n=39) dos individuos da microrregido

de Almenara que referiram ser contato domiciliar de caso de hanseniase.

Tabela 5 - Caracterizacdo da populagdo, segundo situacgdo vacinal de
BCG-ID — microrregido de Almenara— MG - 2010

Situacéo vacinal - BCG - ID n Percentual %
Sem cicatriz de BCG-ID 851 33,9
Uma cicatriz de BCG-ID 1360 54,2
Duas cicatrizes de BCG-I1D 296 11,8
Total 2516 100,0

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

43 RESULTADO DOS TESTES ANTI-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA E PGL-1

Para os testes anti-LID-1, NDO-LID e NDO-HSA identificou-se 74 em 339, 995
em 2494 e 191 em 2494 individuos positivos da populacéo, respectivamente. No grupo de
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casos novos de hanseniase, a positividade de anticorpo antigeno especifico foi menor no
grupo de casos TT e BT, sendo observado 100,0% (n=14) de positividade na forma clinica LL
para os antigenos NDO-LID e PGL-1 e 85,7% (n=12) e 92,9% (n=13) para o LID-1 e NDO-
HSA, respectivamente (Tabela 6). Vale destacar, que as diferencas de positividade entre os
grupos TT e LL para todos os antigenos foram significativas (Figura 2) e que os antigenos
NDO-LID e PGL-1 apresentaram reatividade semelhante no grupo de paciente MB (Figura 3).
Por fim, no grupo de contatos domiciliares a positividade foi maior naqueles contatos de
casos de hanseniase multibacilar e os antigenos LID-1 e NDO-LID foram os que

apresentaram maior proporgéo de positividade (Tabela 6).

Tabela 6 - Proporgéo de soropositividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1,
segundo casos novos de hanseniase, contatos domiciliares e populagédo — microrregido
de Almenara e Uberlandia - MG - 2014

resultado positivo n (%o)

Grupo
n LID-1 NDO-LID NDO-HSA PGL-1
TT 10 2(20,0) 1(10,0) 1(10,0) 1(10,0)
BT 42 2(4,8) 14(33,3) 9(21,4) 18(42,9)
CH? BB 13 7(53,8) 10(76,9) 7(53,8) 10(76,9)
BL 15 15(100,0) 14(93,3) 13(86,7) 14(93,3)
LL 14 12(85,7) 14(100,0) 13(92,9) 14(100,0)
Total 94 38(40,4) 53(56,4) 19(20,2) 57(60,6)
cDP MB*¢ 81 35(43,2) 31(38,3) 10(12,3) 14(17,3)
PB* 23 6(26,1) 6(26,1) 0(0,0) 1(4,3)
Total 104  41(39,4) 37(35,6) 10(9,6) 15(14,4)
Pop® 2494 74(21,9)"  995(41,2) 191(7,9) -

Casos novos de hanseniase

® Contatos domiciliares

¢ Contatos domiciliares de casos classificados como MB

4 Contatos domiciliares de casos classificados como PB

¢ Individuos da populagdo da microrregido de Almenara

74 individuos positivos para o teste anti LID-1, dentre os 339 individuos da Pop avaliados para esse
antigeno

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.
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Figura 2 - Sorologia anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 no grupo de casos novos de

hanseniase, segundo classificacdo de Ridley-Jopling.

Notas: O nimero acima de cada grupo de dados corresponde a porcentagem de resultados positivos e o nimero
abaixo representa 0 nimero de participantes do estudo de cada grupo. Cada ponto refere-se ao indice
ELISA da amostra de soro de cada individuo. A média do indice ELISA de cada grupo é representada
pela linha horizontal continua. A linha horizontal tracejada representa o resultado positivo (IE=1.1). A:
Teste de IgG contra LID-1: p<0.0001 (BL versus TT; LL versus TT). B: Teste de IgM e IgG contra NDO-
LID: p<0.0001 (BL versus TT; LL versus TT). C: Teste de IgM contra 0 NDO-HSA: p<0.0001 (BL

versus TT; LL versus TT). D: Teste de IgM anti-PGL-1: p<0.0001 (BB versus TT; BL versus TT; LL
versus TT).

Fonte: FABRI et al., 2015, p. 4 (adaptado)

Verifica-se no grupo de casos MB, que a média do antigeno PGL-1 foi superior a
do NDO-LID, que foi inferior a do LID-1 e que ndo houve diferenca significativa entre as
medias dos demais antigenos (Figura 3A). Para os casos PB (Figura 3B) € evidenciado que 0s
antigenos NDO-LID e PGL-1 apresentaram as maiores médias e que houve diferenca
significativa entre LID-1 e NDO-LID e entre NDO-LID e NDO-HSA, bem como entre o
PGL-1 e 0 NDO-HSA e 0 PGL-1 e o LID-1.
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Figura 3 - Sorologia anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 no grupo de casos novos de
hanseniase, segundo classificacdo operacional.

Notas: Cada ponto refere-se ao indice ELISA da amostra de soro de cada individuo. A média do indice
ELISA de cada grupo é representada pela linha horizontal continua. A linha horizontal tracejada
representa o resultado positivo (IE=1.1). A: Casos multibacilares (MB). Teste de Kruskal-Wallis = 12,98
p<0.05 (LID-1 versus NDO-LID; LID-1 versus NDO-HSA; LID-1 versus PGL-1; NDO-LID versus
NDO-HSA; NDO-LID versus PGL-1; NDO-HSA versus PGL-1) Corre¢do de Bonferroni: p=0,029 para
LID-1 versus NDO-LID; p=0,141 para LID-1 versus NDO-HSA; p=0,376 LID-1 versus PGL-1; p=0,400
para NDO-LID versus NDO-HSA; p=0.0005 para NDO-LID versus PGL-1; NDO-HSA versus PGL-1. B:
Casos Paucibacilares (PB). Teste de Kruskal-Wallis = 35,22 p<0.05 (LID-1 versus NDO-LID; LID-1
versus NDO-HSA; LID-1 versus PGL-1; NDO-LID versus NDO-HSA; NDO-LID versus PGL-1; NDO-
HSA versus PGL-1) Corregdo de Bonferroni: p<0,0001 para LID-1 versus NDO-LID e para LID-1 versus
PGL-1; p=0,0003 para NDO-LID versus NDO-HSA; p=0,0002 para NDO-HSA versus PGL-1; p=0,973
para NDO-LID versus PGL-1.

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Observa-se que quanto maior o valor do indice baciloscpico maior a
soropositividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 nos casos novos de hanseniase
(Tabela 7). Aléem disso, foi identificada correlacdo positiva entre o 1B dos casos novos de
hanseniase e a resposta de anticorpos aos antigenos LID1 (rho = 0.81; p<0.0001), NDO-LID
(rho =0.67; p<0.0001), NDO-HSA (rho = 0.60; p<0.0001) e PGL-1 (rho = 0.61; p<0.0001).

Tabela 7 - Soropositividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1, segundo
indice baciloscopico dos casos novos de hanseniase - Uberlandia - MG - 2014

P . - resultado positivo
Indice Baciloscopico b

n / total
LID-1 NDO-LID NDO-HSA  PGL-1
<2 7/56 21/56 15/56 25/56
2—3,99 5/5 5/5 3/5 3/5
4—6 21/23 22/23 21/23 23/23

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.



57
Andlise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

A concordancia entre os resultados dos testes anti-NDO-HSA e LID-1 (k=0.63;
p<0.0001) e NDO-LID (k=0.79; p<0.0001) e PGL-1 (k=0.62; p<0.0001) no grupo de casos
foi substancial e significativa. Nos demais grupos a concordancia foi leve, excetuando-se o
grupo de contatos, pois houve concordéancia regular entre os antigenos NDO-HSA e NDO-
LID (Tabela 8).

Tabela 8 - Concordancia dos testes anti-NDO-HSA, LID-1, NDO-LID e PGL-1 na populacdo,
nos contatos domiciliares e casos novos de hanseniase — microrregido de Almenara e
Uberlandia - MG - 2014

LID1 NDO-LID PGL1
SIM NAO SIM NAO SIM NAO
Populagéo SIM 4 11 151 50
NAO 68 256 917 1376
kappa (p) 0,02 (p=0,60) 0,18 (p<0,001)
NDO-HsA contatos Sll\/l 7 3 10 0 2 8
Domiciliares ~ NAO 34 60 27 67 13 81
kappa (p) 0,14 (p=0,037) 0,32 (p<0,001) 0,05 (p=0,597)
Casos novos SIM 32 11 43 0 41 2
de hanseniase  NAO 6 45 10 41 16 35

kappa (p) 0,63 (p<0,001) 0,79 (p<0,001) 0,62 (p<0,001)

Kappa = Teste kappa
p = Valor de P
Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Obteve-se diferenca significativa entre as médias dos testes anti-NDO-LID e
PGL-1 e anti-NDO-HSA e PGL-1 no grupo de casos novos de hanseniase. No de contatos
domiciliares ndo houve diferenca significativa entre 0 LID1 e o NDO-LID e entre NDO-HSA
e PGL-1 e, na populacdo foi verificada diferenca significativa entre as médias de todos os

antigenos testados (Figura 4).
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Figura 4 - Sorologia anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 no grupo de casos novos de

hanseniase, contatos domiciliares e populacéo.

Notas: Cada ponto na figura refere-se ao indice ELISA da amostra de sangue ou soro de cada
individuo. A média do indice ELISA de cada grupo é representada pela linha horizontal continua. A
linha horizontal tracejada representa o resultado positivo (IE=1.1). A: Grupo de casos novos de
hanseniase. Teste de Kruskal-Wallis = 14,79; p<0.0001 (LID-1 versus NDO-LID; LID-1 versus NDO-
HSA; LID-1 versus PGL-1; NDO-LID versus NDO-HSA; NDO-LID versus PGL-1; NDO-HSA versus
PGL-1). Correcdo de Bonferroni: p<0,0001 para LID-1 versus PGL-1 e NDO-HSA versus PGL-1 B:
Grupo de Contatos Domiciliares. Teste de Kruskal-Wallis = 68,73; p<0,0001 (LID-1 versus NDO-
LID; LID-1 versus NDO-HSA; LID-1 versus PGL-1; NDO-LID versus NDO-HSA; NDO-LID versus
PGL-1; NDO-HSA versus PGL-1). Correcdo de Bonferroni: p<0,0001 para LID-1 versus NDO-HSA,;
LID-1 versus PGL-1; NDO-LID versus NDO-HSA; NDO-LID versus PGL-1. C: Populacao. Teste de
Kruskal-Wallis = 1585, p<0.0001 (LID-1 versus NDO-HSA; LID1 versus NDO-LID; NDO-LID versus
NDO-HSA). Correcdo de Bonferroni: p<0,0001 para todas as combinagdes.

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.
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Obteve-se correlagdo positiva com significAncia estatistica para todos os antigenos
testados no grupo da populacdo e casos novos de hanseniase. No grupo de contatos
domiciliares ndo foi identificada correlacdo positiva com significncia estatistica apenas para

as andlises feitas com o antigeno PGL-1 (Tabela 9).

Tabela 9 - Correlagéo entre os testes anti-NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 na populagdo, nos
contatos domiciliares e casos novos de hanseniase — Almenara e Uberlandia - MG - 2014

Antigenos Populacdo Con_tat_o Casos ,de
Domiciliar hanseniase
rho p rho p rho p
LID-1 e NDO-LID 0.635 <0.0001 0.345 0.0003 0.816 <0.0001
LID-1 e NDO-HSA 0.506 <0.0001 0.434 <0.0001 0.726 <0.0001
NDO-LID e NDO-HSA 0.323 <0.0001 0.864 <0.0001 0.875 <0.0001
PGL-1 e NDO-LID - - 0.150 0.129 0.727 <0.0001
PGL-1 e NDO-HSA - - 0.134 0.097 0.718 <0.0001
PGL-1e LID-1 - - -0.122  0.219  0.646 <0.0001
rho = Coeficiente de Spearman
p = Valor de P

Fonte: FABRI et al., 2015, p. 7 (adaptado)

Verificou-se, na comparagdo dos grupos de casos, contatos domiciliares e
populacdo, diferenca significativa entre as suas médias para os antigenos NDO-LID e NDO-
HSA. Vale ressaltar que a média do IE da populacdo foi maior que a média do grupo de
contatos domiciliares para os antigenos NDO-LID e NDO-HSA. Em relagdo ao PGL-1, houve
diferenca significativa entre o grupo de casos novos de hanseniase e contatos domiciliares
(Figura 5).
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Figura 5 - Testes anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 entre casos novos de
hanseniase, contatos domiciliares e populagéo.
Notas: O nimero abaixo do grupo de dados representa 0 nimero de participantes do estudo de cada

grupo. Cada ponto refere-se ao indice ELISA da amostra de soro de cada individuo. A média do indice
ELISA de cada grupo é representada pela linha horizontal continua. A linha horizontal tracejada
representa o resultado positivo (IE=1.1). Caso novos de hanseniase (CH); Contatos domiciliares (CD); e
Populagdo (Pop) A: IgG contra LID-1: casos novos de hanseniase versus contatos domiciliares versus
populagdo (H = 0.57; p=0.753) — diferenca ndo significativa. B: 1gG e IgM contra NDO-LID: casos novos
de hanseniase versus contatos domiciliares versus populagdo (H = 31.37; ). Teste de Mann-Whitney U
com correcdo de Bonferroni: casos novos de hanseniase versus contatos domiciliares (p<0.0001); casos
novos de hanseniase versus populacdo (p<0.0001); contatos domiciliares versus popula¢do (p<0.0001).
C: IgM contra NDO-HSA: casos novos de hanseniase versus contatos domiciliares versus populagdo (H =
50.66). Teste de Mann-Whitney U com correcdo de Bonferroni: casos novos de hanseniase versus
contatos domiciliares (p<0.0001); casos de hanseniase versus populacdo (p=0.013); contatos domiciliares

versus populagdo (p<0.0001). D: IgM contra PGL-1: casos novos de hanseniase versus contatos
domiciliares (U = 1769; p<0.0001).

Fonte: FABRI et al., 2015, p. 6 (adaptado)



61
Andlise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

4.4  PREVALENCIA DE SOROPOSITIVIDADE ANTI-LID-1, NDO-LID E NDO-HSA
NA POPULACAO DA MICRORREGIAO DE ALMENARA, MINAS GERAIS

Para o calculo da prevaléncia de soropositividade, utilizou-se a propor¢do de
soropositivos em relacdo a populagdo testada, excluindo os sujeitos com histérico de
hanseniase — aqueles que referiram durante a entrevista estar tratando ou ja ter tratado de
hanseniase. Na populac&o foi observada uma prevaléncia de 1gG anti-LID-1 de 21,8% (74) no
municipio de Almenara e para os antigenos NDO-LID e NDO-HSA a prevaléncia de

soropositividade média foi de 41,2% e 7,9%, respectivamente.

Tabela 10 - Distribuicéo da prevaléncia de soropositividade anti-LID-1, NDO-LID e NDO-HSA na

populacéo, segundo municipio e taxa de deteccdo média do periodo de 1998 a 2009 — microrregido de

Almenara - MG - 2014

Taxa de Prevaléncia de soropositividade

deteccéo Populacdo Populacdo Histdrico de %(n)
Municipios média geral testada haseniase LID-1 NDO-LID NDO-HSA

(100.000 n n n

hab)?
Almenara 125,38 26547 823 31 21,8 (74) 44,5(349) 17,2 (135)
Felisburgo 90,07 4546 198 12 - 22,7 (42) 5,9 (11)
Jacinto 48,89 5687 386 9 - 27,4 (100) 2,2 (8)
Jequitinhonha 8,94 14814 770 8 - 58,4 (440) 2,3 (17)
Monte Formoso 0,00 1379 135 0 - 16,3 (22) 5,2 (7)
22:1? Maria do 205,16 3693 68 5 - 306(19)  48(3)
Santo Antbnio -
do Jacinto 8,29 5687 136 3 17,4 (23) 7,6 (10)
Total 61,11 62353 2516 68 21,8 (74) 41,2(995) 7,9 (191)
Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Foi identificada maior prevaléncia de soropositividade anti-NDO-LID em
comparacdo ao NDO-HSA para todos 0s municipios. Destacam-se 0s municipios de
Jequitinhonha e Almenara que apresentaram prevaléncia de soropositividade anti-NDO-LID
igual a 58,4% e 44,5%, respectivamente. Além disso, 0 municipio de Almenara que
apresentadou prevaléncia de soropositividade anti-NDO-HSA igual a 17,2%. Observa-se que
estes municipios apresentaram prevaléncia de soropositividade superiores a média encontrada

para a microrregido, para ambos os antigenos (tabela 10).

2 Utilizou-se das referéncias a seguir para o calculo da taxa de deteccdo média: AMARAL, 2008;
MINAS GERAIS, 2008; 2009; 2010.
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Vale ressaltar, que o municipio de Monte Formoso é considerado silencioso, isto
é, ndo h4 registro de casos de hanseniase h4 mais de 10 anos, e apresentou prevaléncia de
soropositividade igual a 52% e 16,3% para os antigenos NDO-HSA e NDO-LID,
respectivamente.

A partir do célculo da soropositividade por 100.000 habitantes, torna-se evidente
que em todos os municipios, a prevaléncia de infec¢do foi superior a taxa de deteccdo média
de casos, exceto no municipio de Santa Maria do Salto para o antigeno NDO-HSA (Tabela
11).

Tabela 11 - Distribuicdo da soropositividade anti-NDO-LID e NDO-HSA por 100.000
habitantes, segundo municipio e taxa de detec¢do média do periodo de 1998 a 2009 —
microrregido de Almenara — MG - 2014

Taxa de Soropositividade
Municipios deteccdo média (100.000 hab)
(100.000 hab)> ~ NDO-LID NDO-HSA

Almenara 125,38 900,1 348,2
Felisburgo 90,07 610,7 160,0
Jacinto 48,89 824,1 65,9
Jequitinhonha 8,94 1823,4 70,4
Monte Formoso 0,00 4725 150,3
Santa Maria do Salto 205,16 359,6 56,8
Santo Antonio do Jacinto 8,29 195,3 84,9
Total 61,11 960,1 184,3

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.

Na anélise bivariada foram consideradas varidveis potencialmente significativas
aquelas que apresentaram valor de p menor ou igual a 0,20: sexo (p = 0,15 LID1), faixa etaria
(p = 0,06 LID1; p <0,0001 NDO-LID; p = 0,12 NDO-HSA), renda familiar (p = 0,02 NDO-
LID), coeficiente de deteccdo (p <0,0001 NDO-LID e NDO-HSA), conhece alguém que teve
ou tem hanseniase (p = 0,002 NDO-LID; p <0,0001 NDO-HSA), teve ou tem algum caso de
hanseniase na familia (p = 0,09 LID1; p = 0,07 NDO-HSA), reside ou residiu com caso de
hanseniase (p = 0,03 NDO-LID; p = 0,04 NDO-HSA), presenca de cicatriz vacinal de BCG-
ID (p = 0,006 NDO-LID; p = 0,10 NDO-HSA) e niumero de cicatriz vacinal de BCG-ID (p =
0,008 NDO-LID; p = 0,09 NDO-HSA) (Tabela 12).

3 Utilizou-se das referéncias a seguir para o calculo da taxa de deteccdo média: AMARAL, 2008;
MINAS GERAIS, 2008; 2009; 2010.
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Acrescenta-se que foi realizada analise bivariada da varidvel numero de cicatriz
vacinal de BCG-ID, estratificada por faixa etaria. A diferenga observada ndo foi significativa
(Tabela 13).
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Tabela 12 - Anélise bivariada dos fatores associados a soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA — microrregido de Almenara —

MG - 2014
(Continua)
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
Variaveis SIM NAO SIM NAO SIM NAO
n(%o) n(%o) Valor de p n(%o) n(%o) Valor de p n(%o) n(%o) Valor de p

Sexo
Masculino 42(25,1) 125(74,9) . 482(40,5) 708(59,5) 0.525 87(7,3) 1103(92,7) 0.201
Feminino 32(18,6) 140(81,4) ' 513(41,8) 715(58,2) ’ 104(8,5) 1124(91,5) '
Faixa etaria
07 a 18 anos 11(12,1) 80(87,9) 216(33,6) 427(66,4) 55(8,6) 588(91,4)
19 a 31 anos 21(26,3) 59(73,8) 0.060 232(40,1) 346(59,9) <0.0001 51(8,8) 527(91,2) 0.120
32 a 49 anos 24(27,0) 65(73,0) ' 291(48,3) 312(51,7) ' 51(8,5) 551(91,5) '
>50 17(22,1) 60(77,9) 257(43,3) 337(56,7) 33(5,6) 561(94,4)
Escolaridade
<01 ano 7(18,4) 31(81,6) 161(43,8) 207(56,3) 22(6,0) 346(94,0)
1° grau 34(20,5) 132(79,5) 0,565 533(40,0) 800(60,0) 0,366 97(7,3) 1237(92,7) 0,280
> 2°grau 34(24,8) 103(75,2) 301(42,0) 415(58,0) 72(10,1)  644(89,9)
Renda Familiar
< 1 salario minimo 25(20,2) 99(79,8) 365(38,4) 586(61,6) 75(7,9) 875(92,1)
>1 salario minimo 50(23,1) 166(76,9) 0,523 631(43,0) 837(57,0) 0,025 116(7,9) 1352(92,1) 0,995
Coeficiente de deteccao
Baixo - - 22(16,3) 113(83,7) 7(5,2) 128(94,8)
Médio - - - 463(52,3) 423(47,7)  <0,0001 27(3,0) 859(97,0) <0,0001
Hiperendémico 265(78,2) 74(21,8) 510(36,5) 887(63,5) 157(11,2) 1239(88,8)

64
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Tabela 12 - Anélise bivariada dos fatores associados a soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA — microrregido de Almenara —

MG - 2014
(Concluséo)
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
Variaveis SIM NAO SIM NAO SIM NAO
n(%o) n(%o) Valor de p n(%o) n(%o) Valordep n(%) n(%o) Valor de p

Conhece alguém que teve ou tem
hanseniase
Sim 32(19,4) 133(80,6 305(46,2) 355(53,8 74(11,2) 586(88,8

~ ( ) (80,6) 0,250 ( ) ( ) 0,002 ( ) (88.,8) <0,0001
Néo 43(24,6) 132(75,4) 690(39,3) 1067(60,7) 117(6,7) 1641(93,3)
Teve ou tem caso de hanseniase na
familia
Sim 12(15,4) 66(84,6) 113(41,4) 160(58,6) 29(10,6) 244(89,4)

~ 0,099 0,095 0,068
Néo 63(24,2) 197(75,8) 882(41,2) 1258(58,8) 160(7,5) 1980(92,5)
Residiu ou reside com caso de
hanseniase
Sim 4(11,1 32(88,9 73(49,7 74(50,3 18(12,2) 129(87,8

N ( ) ( ) 0,100 (49,7) (50.,3) 0,031 ( ) (87.8) 0,044
Néo 70(23,1) 233(76,9) 923(40,6) 1348(59,4) 173(7,6) 2098(92,4)
Presenca de cicatriz vacinal de BCG-ID
Sim 50(20,7) 191(79,3 627(39,2) 972(60,8 137(8,6) 1463(91,4

. ( ) (79.3) 0,449 ( ) ( ) 0,006 (86) ( ) 0,104
Néo 24(24,5) 74(75,5) 365(45,1) 445(54,9) 54(6,7)  756(93,3)
NUmero de cicatriz vacinal de BCG-ID
Zero 24(24,5) 74(75,5) 363(45,0) 444(55,0) 54(6,7)  754(93,3)
Uma 41(20,7) 157(79,3) 0,756 528(40,2) 785(59,8) 0,008 118(9,0) 1196(91,0) 0,091
Duas 10(22,7) 34(77,3) 101(35,1) 187(64,9) 18(6,3)  269(93,7)

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.
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Tabela 13 — Andlise da associagdo da soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA, segundo niimero de

cicatriz vacinal de BCG-ID estratificada por faixa etaria — microrregido de Almenara — MG — 2014

7 — 15 anos
Nume_ro de_ Soropositividade
cicatriz vacinal n(%)
de BCG-ID 0
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
SIM NAO VAo gy NAO VAo gy NAO Valor
de p dep dep
0 0(0) 3(100,0) 8(32,0) 17(68,0) 1(4,2) 23(95,8)
1 6(11,1) 47(88,7) 0,777 130(31,8) 279(68,2) 0,996 34(8,3) 375(91,7) 0,727
17,7 12(92,3) 20(31,3) 44(68,8) 6(9,4) 58(90,6)
16 — 31 anos
Nume_ro de_ Soropositividade
cicatriz vacinal n(%)
de BCG-ID
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
siM  NAO VAo gy NEo  valor gy NAo  Valor
de p dep dep
0 5(20,0) 6(7,7) 32(11,0) 38(8,8) 7(10,8) 62(9,4)
1 16(64,0) 58(74,4) 0,222 196(67,6) 281(64,7) 0,222 47(72,3) 430(65,3) 0,331
2 4(16,0) 14(17,9) 62(21,4) 115(26,5) 11(16,9) 166(25,2)
32 — 49 anos
Nume_ro de_ Soropositividade
cicatriz vacinal n(%)
de BCG-ID
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
SIM NAO VAo gy NAO VAo gy NAO Valor
dep dep dep
0 5(20,0) 26(39,4) 127(43,8) 136(43,9) 199(37,3) 243(44,3)
1 17(68,0) 36(54,5) 0,183 149(51,4) 152(49,0) 0,484 31(60,8) 270(49,3) 0,193
2 3(12,0) 4(6,1) 14(4,8) 22(7,1) 19(2,0) 35(6,4)
> 50 anos
Nume_ro de_ Soropositividade
cicatriz vacinal (%
de BCG-ID (%)
LID-1 NDO-LID NDO-HSA
SIM NAO VAo gy NAO VAo gy NAO Valor
de p dep dep
0 14(77,8) 40(66,7) 196(77,2) 254(76,0) 26(78,8) 424(76,1)
1 2(11,1) 16(26,7) 0,358 53(20,9) 74(22,2) 0,924 6(18,2) 122(21,9) 0,819
2 2(11,1) 4(6,7) 5(2,0) 6(1,8) 1(3,0) 11(2,0)

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.



67
Anélise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

No teste de colinearidade foi identificado correlagdo positiva e significativa para as
varigveis presenca de cicatriz vacinal de BCG-ID e numero de cicatriz vacinal de BCG-ID
(rho=0,907; p<0,0001). Como foi observado coeficiente de correlacdo superior a 0,600, optou-se
por incluir apenas uma dessas varidveis no modelo de regressdo logistica.

A variavel selecionada foi numero de cicatriz vacinal de BCG-ID, uma vez que a
presenca de cicatriz de vacina BCG-ID é contemplada nessa variavel. As demais varidveis
selecionadas na analise bivariada com p<0,20 ndo apresentaram coeficiente de correlagdo superior
a 0,600, portanto, foram incluidas no modelo final da analise multipla.

Na anélise multipla foram testadas as variaveis para os antigenos LID-1, NDO-LID e
NDO-HSA. Para o antigeno LID-1 foram analisadas as variaveis faixa etéaria, sexo e teve ou tem
caso de hanseniase na familia, no modelo final, foram excluidas as duas Ultimas variaveis e a
varigvel faixa etéria ndo foi significativa (Tabela 14).

Em relacdo ao NDO-LID foram analisadas as variaveis faixa etaria, renda familiar,
coeficiente de detec¢do da hanseniase, conhece alguém que teve ou tem hanseniase, teve ou tem
caso de hanseniase na familia, residiu ou reside com caso de hanseniase e nimero de cicatriz de
BCG-ID. Apenas a variavel nimero de cicatriz de BCG-ID ndo foi significativa no modelo inicial
(Tabela 14), portanto, foi excluida do modelo final da analise multipla e as demais mantiveram
significancia estatistica (Tabela 15).

Na andlise multipla dos fatores associados a soropositividade anti-NDO-HSA foram
incluidas as seguintes variaveis: faixa etaria, coeficiente de deteccdo da hanseniase, conhece
alguém que teve ou tem hanseniase, teve ou tem caso de hanseniase na familia, residiu ou reside
com caso de hanseniase e nimero de cicatriz de BCG-ID. No modelo inicial as varigveis faixa
etéria e conhece alguém que teve ou tem hanseniase foram significativas (Tabela 14). No modelo
final foram excluidas as variaveis coeficiente de deteccdo da hanseniase, teve ou tem caso de
hanseniase na familia, residiu ou reside com caso de hanseniase e nimero de cicatriz vacinal de
BCG-ID. As variaveis faixa etéria e conhece alguém que teve ou tem hanseniase mantiveram

significancia estatistica (Tabela 15).
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Tabela 14 - Analise multipla dos fatores associados a soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA — microrregido de Almenara — MG — 2014

(Continua)
. LID-1 NDO-LID NDO-HSA
Variaveis
Valordep OR IC 95% Valordep OR IC 95% Valordep OR IC 95%

Sexo
Masculino 1 - - - - - -
Feminino 0,310 0,76 0,446 - 1,292 - - - - - -
Faixa etaria
07 a 18 anos 0,096 0,49 0,217-1,133 0,088 0,77 0,579 -0,938 0,015 1,96 1,137 - 3,386
19 a 31 anos 0,715 1,15 0,546 -2,415 0,873 1,02 0,770-1,361 0,012 1,98 1,164 - 3,385
32 a 49 anos 0,583 1,22 0,595-2,514 0,070 1,26 0,982 - 1,606 0,066 1,57 0,971 -2,54
>50 1 1 1
Renda Familiar
< 1 salario minimo - - - 1 - - -
>1 salario minimo - - - 0,010 1,26 1,057 -1,498 - - -
Coeficiente de deteccao
Baixo - - - 1 1
Médio - - - <0,0001 5,26 3,270 - 8,462 0,235 0,59 0,249 - 1,406
Hiperendémico - - - <0,0001 2,48 1,543 -3,995 0,052 2,22 0,992 - 4,962
Conhece alguém que teve ou tem
hanseniase
Sim - - - 0,001 1,50 1,178-1,901 0,050 1,48 1,001 - 2,192
Nao - - - 1 1
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Tabela 14 - Analise multipla dos fatores associados a soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA — microrregido de Almenara — MG — 2014
(Concluséo)

Variaveis LID-1 NDO-LID NDO-HSA

Valor de p OR 1C 95% Valordep OR 1C 95% Valordep OR 1C 95%
Teve ou tem caso de hanseniase na
familia
Sim 0,157 0,60 0,297 - 1,217 0,023 0,65 0,444 -0,942 0,381 0,76  0,419-1,395
Néo 1 1 1
Residiu ou reside com caso de
hanseniase
Sim - - - 0,019 1,71 1,094 - 2,671 0,521 1,25 0,628 - 2,505
Néo - - - 1 1
NUmero de cicatriz vacinal de BCG-ID
Zero - - - 0,122 1,30 0,932-1,810 0,144 159 0,853 -2,963
Uma 0,115 1,25 0,948 -1,648 0,108 153 0,911 -2,564
Duas 1 1

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.
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Tabela 15 - Modelo final da anélise multipla dos fatores relacionados a soropositividade anti-LID1, NDO-LID e NDO-HSA -
microrregido de Almenara — MG - 2014

. NDO-LID NDO-HSA

Variaveis
Valordep OR IC 95% Valordep OR IC 95%

Faixa etaria
07 a 18 anos 0,009 0,73 0,570 - 0,923 0,007 1,86 1,181 - 2,940
19 a 31 anos 0,706 0,95 0,750 - 1,215 0,007 1,87 1,183 - 2,960
32 a 49 anos 0,095 1,22 0,966 - 1,543 0,061 1,54 0,981 - 2,430
>50 1 1
Renda Familiar
< 1 salario minimo 1 - - -
> 1 salario minimo 0,018 1,23 1,036 — 1,463 - - -
Coeficiente de detecgdo
Baixo 1
Médio <0,0001 5,24 3,260 - 8,431 - - -
Hiperendémico <0,0001 2,48 1,539 - 3,981 - - -
Conhece alguém que teve ou tem hanseniase
Sim 0,001 1,49 1,178 - 1,896 <0.0001 1,96 1,428 — 2,700
Nao 1 - 1 -
Teve ou tem caso de hanseniase na familia
Sim 0,021 0,64  0,441-0,935 - - -
Nao 1 - - -
Residiu ou reside com caso de hanseniase
Sim 0,020 1,70 1,088 - 2,647 - - -
Nao 1 - - -

Fonte: Elaborada para fins deste estudo.



71
Anélise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

Observa-se que nenhuma varidvel testada, apds modelo ajustado, foi capaz de explicar
a variagdo de soropositividade anti-LID-1.

Em relacdo ao NDO-LID a faixa etéria entre 07 e 18 tem menor chance (OR:0,73) de
ter um resultado positivo quando comparados aos individuos com idade igual ou superior a 50
anos; assim como aqueles que referiram ter ou ter tido caso de hanseniase na familia (0,64),
quando comparados aos que ndo tém ou ndo tiveram; surpreendentemente os individuos que tém
renda mensal superior a um salario minimo tem maior chance (OR:1,23) de ter um resultado
positivo quando comparados aqueles que recebem menos de um salario; pessoas que residem em
municipios com coeficiente de deteccdo considerado hiperendémico (OR:2,48) e médio (OR:5,24)
apresentam maior chance de soropositividade anti-NDO-LID quando comparados aos que
residem em é&reas de baixa endemicidade; individuos que conhecem alguém que teve ou tem
hanseniase apresentam maior chance (OR:1,49) de soropositividade; e por fim, os individuos que
residiram ou residem com caso de hanseniase também apresentam maior chance (1,70) de
soropositividade anti-NDO-LID quando comparado aos que ndo residem ou nunca residiram
(Tabela 15).

Para o antigeno NDO-HSA foi observado que os individuos com idade entre 07 e 18
anos (OR:1,86) e 19 e 31 anos (1,87) apresentam maior chance de ter resultado positivo quando
comparados aos individuos com idade igual ou superior a 50 anos; e os individuos que conhecem
alguém que teve ou tem hanseniase (OR:1,96) também apresentaram maior chance de

soropositividade do que aqueles que ndo conhecem (Tabela 15).
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5 DISCUSSAO

5.1  TESTE SOROLOGICO ANTI-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA E PGL-1 EM CASOS
NOVOS DE HANSENIASE, CONTATOS DOMICILIARES DE CASOS NOVOS DE
HANSENIASE E POPULACAO

Como esperado, no presente estudo foi observado maior soropositividade anti-
LID1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 nos casos com a forma clinica LL em comparagao aos
TT e os niveis de anticorpos declinaram gradativamente a partir da forma LL para BL e assim
sucessivamente para as formas BB, BT e TT. Os participantes com maior IB apresentaram
maior soropositividade. Além disso, foi obsvervado correlacdo positiva para todos os
antigenos testados. Esses resultados foram semelhantes aos de outros estudos (CARDOSO et
al., 2013; DUTHIE et al., 2011; DUTHIE et al., 2014a; DUTHIE et al., 2014b; LOBATO et
al., 2011).

O NDO-LID e o PGL-1 foram os antigenos que apresentaram maior proporcéo de
soropositividade no grupo de casos MB, porém os antigenos PGL-1 nativo e LID-1
apresentaram média do IE mais elevada com diferenga significativa, quando comparados ao
NDO-LID.

Embora exista limitacdo dos testes sorol6gicos no grupo de casos PB, observou-se
que o antigeno NDO-LID apresentou melhor performance, em relacdo aos antigenos LID-1 e
NDO-HSA, para identificar os casos PB, como em outros estudos (CARDOSO et al, 2013;
DUTHIE et al, 2014a; DUTHIE et al., 2014b), principalmente o grupo classificado como BT,
que também foi observado em estudo que utilizou o Smart Reader® da Orange Life®
(CARDOSO et al, 2013). Esses resultados sugerem a possibilidade de utilizar testes baseados
em NDO-LID nos programas de controle da hanseniase para auxiliar na identificacéo de casos
de hanseniase no inicio do espectro clinico da doenca.

O teste NDO-LID teve maior propor¢do de soropositividade na forma clinica LL,
além disso, apresentou maior positividade nas formas clinicas BT, BB, BL e LL quando
comparado ao antigeno NDO-HSA e nas formas clinicas BT, BB e LL, quando comparado ao
LID-1. Esses resultados reforcam a hipotese de que o NDO-LID é melhor para identificar
casos de hanseniase do que o0 NDO-HSA ou LID-1 individualmente e que a combinacdao dos
dois antigenos pode aumentar a chance de detecgdo da doenca (DUTHIE et al., 2014a).

Foi observado que o antigeno PGL-1 nativo teve maior soropositividade do que o

PGL-1 sintético (NDO-HSA) para todas as formas clinicas da hanseniase e no grupo de
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contatos domiciliares. Esse resultado vem ao encontro da literatura, pois estudo que comparou
trés testes imunoldgicos envolvendo ELISA anti-PGL-1 e NDO-HSA e o MLFlow em casos
de hanseniase e contatos domiciliares, identificou que o PGL-1 nativo apresenta maior
sensibilidade e acuréacia (LOBATO et al., 2011).

Além disso, o PGL-1 nativo apresentou maior propor¢do de soropositividade para
a forma clinica BT em comparagdo a todos os antigenos testados e teve positividade idéntica
ao NDO-LID para as formas BB, BL e LL. Essa situacdo nos leva a inferir, que neste estudo,
0 PGL-1 nativo teve performance semelhante a do NDO-LID para identificar casos de
hanseniase multibacilar. Em relacdo aos casos PB o PGL-1 nativo também apresentou alta
proporcdo de soropositividade e juntamente com o NDO-LID apresentou média do IE
superior a dos antigenos LID-1 e NDO-HSA, com significancia estatistica.

Ao comparar a média do IE no grupo de casos novos de hanseniase foi
identificado maior média para 0 PGL-1 do que NDO-LID e LID-1. No entanto, a extracdo do
PGL-1 nativo dos 6rgdos de tatus M. leprae-infectados é limitante e é preferido o uso do
NDO sintético (SPENCER; BRENNAN; 2011).

Os resultados desse estudo reforcam a indicacdo da utilizagdo dos testes
soroldgicos como ferramentas auxiliares no diagndstico da hanseniase e na classificacdo
operacional. Estudos prévios ja demonstraram que a anélise da reatividade de IgM anti-PGL-1
sintético contribui para correta classificacdo dos casos de hanseniase (BRITO et al., 2008;
BUHRER-SEKULA et al., 2003; BUHRER-SEKULA et al., 2007; GROSSI et al., 2008b) e
auxilia na diferenciacdo entre casos PB e MB (ARAUJO et al., 2012; FERREIRA et al.,
2008; DUTHIE et al., 2008; DUTHIE et al., 2014b; LOBATO et al., 2011; SILVA et al.,
2010; STEFANI et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2008).

A analise da reatividade de IgG anti-LID1 também é auxiliar no diagndstico e na
classificacdo operacional da hanseniase (DUTHIE et al., 2008; DUTHIE et al., 2011;
DUTHIE et al., 2014b), assim como a de IgM e IgG anti-NDO-LID (CARDOSO et al., 2013;
DUTHIE et al., 2014b). Além disso, a analise da reatividade de anticorpo anti-NDO-LID
pode aumentar a sensibilidade e especificidade do teste sorologico anti-PGL-1 (DUTHIE et
al., 2014a).

No grupo de contatos domiciliares a soropositividade anti-LID-1, NDO-LID,
NDO-HSA e PGL-1 foi superior nos contatos de casos MB. Outros estudos também
encontraram maior soropositividade anti-PGL-1, seja nativo ou sintético, nos contatos
domiciliares de casos MB (ARAUJO et al., 2012; CARVALHO et al., 2015; GOULART et

al., 2008;). Em relacao ao NDO-LID, nao foi identificada diferenca de soropositividade entre
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contatos de casos PB e MB em estudo que utilizou o Smart Reader® da Orange Life®
(CARDOSO et al, 2013) e em relacdo ao LID-1 n&o foi localizado na literatura estudos que
avaliaram a diferenca de soropositividade anti-LID-1 entre contatos domiciliares de casos de
hanseniase MB e PB.

A soropositividade anti-PGL-1 nativo ou semi-sintético nos contatos domiciliares
é fator de risco para o desenvolvimento da hanseniase (ARAUJO et al., 2012; GOULART et
al., 2008;), sendo o risco aproximadamente 6 vezes maior de adoecer (GOULART et al.,
2008) e o risco de desenvolver hanseniase MB 34,4 vezes maior do que naqueles com
resultado de sorologia negativo (DOUGLAS et al., 2004). Faz-se necessaria a realizacdo de
estudos de coorte em contatos domiciliares envolvendo os antigenos LID-1 e NDO-LID a fim
de estimar o risco de adoecer dos contatos domiciliares soropositivos.

Os antigenos LID-1 e NDO-LID apresentaram melhor performance para
identificar os contatos domiciliares, inclusive os contatos de casos PB e ou individuos da
populacdo infectados pelo M. Leprae, quando comparados aos antigenos NDO-HSA na
populagdo e NDO-HSA e PGL-1 nos contatos domiciliares. Esse resultado reforga o
indicativo de que a detecgdo de anticorpos contra proteinas do M. leprae fornece um beneficio
adicional ao PGL-1 para identificar individuos que apresentam maior risco de desenvolver
hanseniase (SPENCER et al., 2012).

O teste soroldgico permite identificar os individuos com alto risco de desenvolver
a doenca (ARAUJO et al., 2012; BRASIL et al., 2003; BUHRER-SEKULA et al., 2003) e
individuos com infecgdo subclinica (ARAUJO et al., 2012; KAMPIRAPAP, 2008; LOBATO
etal., 2011).

Esses individuos deveriam ser foco das estratégias de intervencdo, tais como
tratamento profilatico para evitar casos novos de hanseniase (ARAUJO et al., 2012;
BAKKER et al., 2004). Além disso, devem ser acompanhados (BAKKER et al., 2004;
DUPPRE et al., 2012) e a andlise da reatividade sucessiva de anticorpos, pode ser Util para
identificar as pessoas que necessitam de um maior monitoramento ou ser um indicador de
realizagdo do exame fisico (QIONG-HUA et al., 2013).

Apesar de alguns estudos demonstrarem que a implementagdo de testes
soroldgicos podera ter influéncia positiva nos programas de controle da hanseniase
(CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al., 2011; LOBATO et al., 2011), essa ferramenta ainda
ndo é indicada e nem utilizada rotineiramente pelos servicos de salde.

Nossos dados mostraram que houve maior soropositividade anti-NDO-LID e

NDO-HSA no grupo da populagdo em relacéo ao grupo de contatos domiciliares. A principio
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esperava-se maior soropositividade no grupo de contatos domiciliares em relacdo a
populagdo, uma vez que, sdo considerados mais expostos e, consequentemente, apresentam
maior risco de adoecer (BRASIL et al., 2003). Porém, &reas com alta endemicidade de
hanseniase geralmente ndo apresentam diferengas de soropositividade anti-PGL-1 sintético no
grupo de contatos, em relacdo ao de ndo contatos (OSKAM; SLIM,; BUHRER-SEKULA,
2003; FROTA et al., 2010). Nao foi possivel comparar os resultados obtidos em nosso estudo
com relacdo a reatividade ao NDO-LID, uma vez que, ndo identificamos outro trabalho na
literatura que tenha utilizado essa abordagem.

A diferenca observada pode estar relacionada a uma limitacdo do estudo, pois a
populacdo é de regido diferente da dos contatos domiciliares. A populacdo pertence a
microrregido de Almenara que apresentou taxa de deteccdo média de 44,33/100.000
habitantes no ano de 2009, que é superior ao da regido dos contatos domiciliares, que no
mesmo ano apresentou taxa de deteccdo de 8,02/100.000 habitantes (MINAS GERAIS,
2010).

Além disso, vale destacar que o exame dermatoneuroldgico foi realizado apenas
nos participantes do grupo de contatos domiciliares e que fizeram parte do estudo apenas 0s
contatos saudaveis. Como a populacéo ndo foi examinada pode ter sido incluido no estudo
participantes com sinais caracteristicos da hanseniase. Este fato também pode ser considerado
uma limitag&o do estudo.

A alta taxa de detecgdo da hanseniase e a alta soropositividade na populacéo
permite, porém, levantar a hipétese de que a populacdo dessa regido tem maior exposi¢do ao
M. leprae do que os contatos domiciliares de casos de hanseniase da cidade de Uberlandia. A
alta soropositividade na populacdo é uma preocupacéo, tendo em vista que os individuos com
infeccdo subclinica podem ser uma fonte potencial de contaminagdo para as outras pessoas
(ARAUJO et al., 2012).

Para a andlise soroldgica da populagdo foi utilizado sangue total coletado em
papel de filtro e dos demais grupos amostras de soro. O papel de filtro é uma ferramenta
importante para o estudo epidemiolégico de grande escala. Estudo anterior demonstrou que as
amostras em papel de filtro armazenadas adequadamente apresentam recuperacdo de
anticorpo similar as amostras de soro (CORRAN et al., 2008) e que existe estreita correlagéo
entre estudos utilizando amostras de venopungéo e amostras em papel filtro (CHO et al.,2001;
SCHURING et al., 2006). A andlise de anticorpo antigeno especifica das amostras coletadas

em papel de filtro, portanto, pode néo ter sido um fator limitante para o estudo.
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Os antigenos LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 apresentaram concordancia
substancial e significativa no grupo de casos novos de hanseniase, o que ndo foi observado no
grupo de contatos domiciliares e nem na populacéo. A analise da concordancia entre o PGL-1
nativo e o semisintético NDO-HSA, por outros autores, também indicou concordancia
substancial e significativa no grupo de casos e contatos domiciliares (LOBATO et al., 2011).
Para os demais antigenos ndo foi identificado na literatura estudos que utilizaram teste de
concordancia nos diferentes grupos de individuos.

A concordancia observada no grupo de casos novos de hanseniase pode ser devido
ao fato de que muitos deles apresentam niveis de imunoglobulina elevados, principalmente os
casos MB, o que justifica a alta soropositividade para todos os antigenos. Os individuos
infectados e que ainda ndo apresentam sinais caracteristicos da doenca podem apresentar
sorologia positiva para um ou outro antigeno, uma vez que, a doenca pode estar em fase
inicial de progresséo e nem todos 0s antigenos séo reconhecidos pelos anticorpos produzidos.
Além disso, muitos individuos ndo apresentam niveis de anticorpos em quantidade suficente
para ser detectado pelos testes soroldgicos existentes.

A correlagdo positiva observada para os antigenos LID-1, NDO-LID e NDO-HSA
no grupo de casos, nos contatos domiciliares e na populagéo nos leva a inferir, que apesar dos
testes ndo apresentarem uma concordancia perfeita, o valor do IE de um determinado
individuo apresenta tendéncia unidirecional, sendo que alguns sdo mais sensiveis do que
outros, como 0 NDO-LID na populagéo.

A andlise da reatividade de anticorpos anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-
1 pode auxiliar no diagnostico e na classificagdo operacional da hanseniase. Os antigenos
LID-1 e NDO-LID fornecem beneficio adicional ao NDO-HSA no grupo de casos novos de
hanseniase, de contatos domiciliares e da populagdo. Além disso, o NDO-LID traz beneficio

adicional também ao LID-1, no grupo de casos novos de hanseniase e na populacao.

5.2  PREVALENCIA DE SOROPOSITIVIDADE ANTI-LID-1, NDO-LID E NDO-HSA
NA POPULACAO DA MICRORREGIAO DE ALMENARA, MINAS GERAIS

A andlise da reatividade de anticorpos ao LID-1, NDO-LID e NDO-HSA na
populacdo estudada da microrregido de Almenara, mostrou que a prevaléncia de
soropositividade média do anti-NDO-LID (41,2%) foi superior a do anti-NDO-HSA (7,9%)
na populacdo dos sete municipios da microrregido. Além disso, foi superior ao anti-LID-1

(21,8%) na cidade de Almenara. ldentificamos, ainda, que a meédia da soropositividade anti-
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NDO-LID foi superior a dos antigenos LID-1 e NDO-HSA. Esses resultados nos permitem
sugerir que o NDO-LID é o melhor antigeno para identificar individuos da populagdo que
apresentam infeccgéo pelo M. leprae.

O conjugado NDO-LID j& havia demonstrado uma melhor performance para
identificar casos de hanseniase MB e PB do que o NDO-HSA e LID-1 separadamente
(CARDOSO et al., 2013; DUTHIE et al., 2014a; DUTHIE et al., 2014b). Nossos resultados
sao complementares a esses estudos, pois ainda ndo havia sido realizada a analise da
reatividade NDO-LID em populacdo.

Estudo prévio realizado com a populagdo de oito municipios da microrregido de
Almenara, dos quais sete fazem parte da pesquisa atual, identificou prevaléncia de
soropositividade anti-PGL-1 sintético (Natural trisaccharide linked to bovine serum albumin
via an phenyl — NTP-BSA) de 1,03% com diluicdo das amostras em papel filtro 1:300
(FABRI, 2011), porém as diferencas metodoldgicas limitam a comparagdo dos resultados.

Os individuos que apresentaram teste soroldgico positivo foram considerados
infectados pelo M. leprae e a prevaléncia de soropositividade foi utilizada para calcular a taxa
de infeccdo no cenério de estudo. Sabe-se que o bacilo da hanseniase apresenta alta
infectividade e baixa patogenicidade (HASTINGS et al., 1986), portanto, essa caracteristica
pode explicar a alta taxa de infeccéo, que foi superior a taxa de deteccdo de casos novos de
hanseniase em todos 0s municipios.

A alta taxa de infeccdo nos municipios estudados, porém, também pode indicar
prevaléncia oculta da hanseniase e dificuldade operacional dos servicos de saude. Chama a
atencdo o municipio de Almenara, pois apresentou alta prevaléncia de soropositividade anti-
LID-1, NDO-LID e NDO-HSA. Além disso, destacam-se 0s municipios de Jequitinhonha e
de Monte Formoso, pois 0 primeiro apresentou a maior prevaléncia de soropositividade anti-
NDO-LID e uma das menores taxas de detecgdo de casos novos e Monte Formoso por néo ter
diagnosticado caso de hanseniase nos ultimos 10 anos e ter apresentado prevaléncia de
soropositividade de 16,3% (22/135) e 5,2% (7/770) para os antigenos NDO-LID e NDO-
HSA, respectivamente.

Estudo anterior realizado na microrregido de Almenara identificou clusters com
coeficiente de deteccdo abaixo, dentro e acima do esperado. Parte do municipio de
Jequitinhonha e o municipio de Monte Formoso fazem parte do cluster abaixo do esperado
(AMARAL; LANA, 2008). Esses municipios ndo apresentam organizacdo do servigo de

saude e nem capacitacdo dos profissionais para realizar as A¢des de Controle da Hanseniase
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(LANZA; LANA, 2011), portanto, essa dificuldade operacional pode justificar a taxa de
deteccdo nula ou baixa nesses municipios.

Além disso, nosso estudo aponta para dificuldade operacional dos servigos de
saude na vigilancia dos contatos domiciliares, pois 33,9% dos individuos participantes do
estudo ndo apresentam nenhuma cicatriz vacinal de BCG-ID, sendo que 24,4% desses
referiram residir ou j4 ter residido com caso de hanseniase.

A vacina BCG-ID é recomendada oficialmente no Brasil para contatos
domiciliares de casos de hanseniase desde a década de 1970 (RICHARDUS; OSKAM, 2015)
e estudos no pais indicam que a BCG-ID confere protecdo global de 56% (DUPPRE et al.,
2008) a 74% contra a hanseniase. A estimativa do risco de ocorréncia de hanseniase em
contatos domiciliares sem presenca de cicatriz de BCG-ID é 3,7 vezes maior do que nos
contatos domiciliares vacinados (GOULART et al., 2008). A vacinacdo com BCG-ID deve
ser levada em consideracdo pelos servicos de saude durante a vigilancia dos contatos
domiciliares.

A diferenca de soropositividade anti-LID-1, NDO-LID e NDO-HSA observada
nos individuos com nenhuma, uma ou duas cicatrizes de BCG-ID ndo foi significativa.
Resultado também identificado em estudo com o NTP-BSA na populagdo (FABRI, 2011) e
ML Flow nos contatos domiciliares (ANDRADE et al., 2008; CARVALHO et al., 2015). No
entanto, ha resultados discordantes, pois ja foi observada maior prevaléncia de
soropositividade em contatos ndo vacinados (BARRETO et al., 2011; FERREIRA,;
ANTUNES, 2008), bem como nos vacinados (DRUPPE et al., 2012).

As criangas e ou adolescentes (07 - 18 anos) e adultos jovens (19 a 31 anos) da
populacdo apresentaram maior chance de soropositividade anti-NDO-HSA. Achados
semelhantes também foram identificados na populacéo da Indonésia com antigeno NTP-BSA,
sintético ao PGL-1 (BAKKER et al., 2004) e da microrregido de Almenara (FABRI, 2011),
bem como no grupo de contatos domiciliares com o teste ML Flow (CARVALHO et al.,
2015). A relagdo inversa entre a idade e soropositividade anti-PGL-1 sintético também é
observada em casos de hanseniase (BAKKER et al., 2005; SCHURING et al., 2006).

A alta soropositividade anti-NDO-HSA na populacdo mais jovem também pode
indicar exposicdo de forma precoce ao M. leprae, pois criancas que residem em areas
endémicas de hanseniase desenvolvem algum grau de resposta imunoldgica com produgéo de
IgM (BARRETO et al., 2011).

Em relacdo a andlise da reatividade de anticorpo anti-LID-1 e NDO-LID, o

resultado foi inverso ao NDO-HSA, pois os individuos da populacdo na faixa etéria entre 7 e
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18 anos apresentaram menor chance de ter um resultado anti-LID-1 e NDO-LID positivo,
porém houve diferenca estatisticamente significativa somente para o NDO-LID.

Entretanto, vale salientar que os individuos idosos, com 65 anos e mais
apresentam diminuicdo da capacidade da mudanca de classe de imunoglobulina por células B
ativadas (FRASCA et al., 2011) devido, provavelmente, a senilidade do sistema imune. A alta
soropositividade anti-NDO-LID observada nos individuos mais idosos sugere alta exposigao
ao M. leprae, uma vez que, a possivel reducgéo da funcionalidade das células B ativadas ndo
comprometeu a produgéo de anticorpos da classe 1gG.

A alta e frequente exposicdo pode ser responsavel por niveis elevados de IgG anti
LID-1, de 1gG e IgM anti-NDO-LID e de IgM anti-NDO-HSA. Os resultados apontam para a
existéncia de fontes ativas de infeccdo, que podem estar relacionadas a alta prevaléncia oculta
da hanseniase no cenario estudado.

As condigBes socioecondmicas podem estar relacionadas ao risco de desenvolver
a hanseniase (MOET et al., 2004; MORAES et al., 2006), bem como as precarias condi¢des
de vida, de saude e de habitacdo (MORAES et al., 2006). Esperava-se, portanto, encontrar
maior soropositividade anti-LID-1, NDO-LID e NDO-HSA nos individuos que apresentam
menor renda, porém, isso ndo foi identificado.

E além disso, foi obtido resultado inesperado para o antigeno NDO-LID, pois 0s
individuos com maior renda apresentaram maior soropositividade, com significancia
estatistica. Essa diferenga pode ser devido a uma limitacdo do estudo, pois a estratificacdo da
varidvel ndo foi suficiente para distinguir os individuos que apresentam melhores condigBes
socioecondmicas. Trata-se de uma regido que apresenta alta vulnerabilidade social e a baixa
diferenca de renda dificultou a andlise. Entretanto, independente disso, a populacéo estudada
reside em regido com altas evidéncias de existéncia de fontes ativas de infecgcdo, com isso,
todos os individuos, independente da classe social, estariam em risco de exposicdo e ou
infeccéo pelo M. leprae.

Os individuos que residem em regides com maior nivel endémico apresentaram
maior chance de soropositividade anti-NDO-LID com significancia estatistica, o que nao foi
identificado para LID-1 e NDO-HSA. Outros estudos, realizados no Brasil, envolvendo
contatos domiciliares (ANDRADE, 2012; CARVALHO et al., 2015), populacdo (FABRI,
2011) e criangas em idade escolar (BUHRER-SEKULA et al., 2008), também ndo
encontraram diferencas significativas entre a soropositividade aos antigenos sintéticos ao

PGL-1 e a taxa de deteccdo de hanseniase.
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Entretanto, h& evidéncias de correlacdo entre a soropositividade anti-NTP-BSA e
a prevaléncia de hanseniase (BAKKER et al., 2004), diferencas de soropositividade anti-
NTP-BSA e ML Flow entre a populacdo de pais endémico e ndo endémico (SILVA et al.,
2008) e maior soropositividade anti-PGL-1 em cluster de alta deteccdo da hanseniase
(BARRETO et al., 2014).

Apesar de n&o ter sido identificado estudo que avalia a correlagéo entre a taxa de
soropositividade anti-LID-1 e o coeficiente de deteccdo da hanseniase, é importante
acrescentar que estudo anterior identificou alta soropositividade anti-LID-1 em regido
endémica (SOUZA et al., 2014 ). Néo foi possivel uma analise comparativa dos dados
relacionados ao NDO-LID e a taxa de detecgdo, uma vez que ndo foram identificados
trabalhos na literatura que tenham realizado essa anélise.

Os contatos domiciliares de casos de hanseniase sdo considerados mais expostos
ao M. leprae (JOB et al., 2008) e apresentam maior risco de adoecer que a populagéo,
principalmente contatos de casos MB (VAN BEERS; WIT; KLATSER, 1996). Contudo,
contatos peridomiciliares e sociais também apresentam risco de desenvolver a hanseniase
(BAKKER et al., 2004; DOUGLAS et al., 2004), principalmente se residir em area com alta
deteccdo da doenga. O risco relativo de um individuo que reside em clusters com alta taxa de
deteccdo de adoecer é aproximadamente 4 vezes maior do que aqueles de clusters de baixa
deteccdo da hanseniase (BARRETO et al., 2014).

Os individuos da populagdo que referiram no momento da entrevista residir ou ter
residido com caso de hanseniase apresentaram maior chance de soropositividade anti-NDO-
LID quando comparados aos que nunca residiram, com significncia estatistica, o que nédo foi
observado para os antigenos LID-1 e NDO-HSA. Resultado semelhante foi observado para a
varigvel conhece alguém que teve ou tem hanseniase. Os individuos que referiram ter ou ter
tido caso de hanseniase na familia apresentaram menor chance de soropositividade anti-NDO-
LID, quando comparados aos que ndo apresentaram caso na familia. Essa associagdo pode ser
devido ao fato de que ter caso na familia ndo significa maior exposi¢do, uma vez que, 0
familiar diagnosticado com a hanseniase pode residir em outra localidade dentro ou fora do
municipio de residéncia do entrevistado. A varidvel ter ou ter tido caso de hanseniase na
familia, portanto, € limitada e pode comprometer a anélise.

Apesar de os individuos que referiram residir ou ter residido com caso de
hanseniase ter apresentado maior chance de soropositividade anti-NDO-LID, ndo significa

dizer que a populagdo nédo apresenta risco de infecgdo, pois deve-se levar em consideragdo



82
Andlise comparativa da reatividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-HSA e PGL-1 em hanseniase

que a hiperendemicidade contribui para alta exposi¢do da populagéo, que também tem risco
aumentado de adoecer de hanseniase e apresentar resultado do teste soroldgico positivo.

Néo foi identificada nenhuma variavel que justificasse a diferenga de
soropositividade anti-LID-1 no municipio de Almenara. Apesar de ndo ter encontrado
significancia nas associacOes entre as varidveis testadas, foi identificado alta prevaléncia de
soropositividade anti-LID-1. A avaliagdo periodica das taxas de soroprevaléncia desse
antigeno em regibes endémicas pode ser utilizada para mensuracdo da transmissdo do M.
leprae (SOUZA et al., 2014).

Em conclusdo, O teste anti-NDO-LID foi 0 mais adequado para identificar
individuos infectados na populagdo dos sete municipios estudados e foi 0o que apresentou
maior numero de associacOes estatisticamente significativas com varidveis relacionadas ao
maior risco de exposicdo ao M. leprae e consequentemente maior risco de infecgdo. Sugere-
se, portanto, que esse antigeno traz beneficio adicional ao NDO-HSA e LID-1 e o uso

combinado pode contribuir para a vigilancia da hanseniase.
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6 CONCLUSOES

Nosso estudo mostrou uma maior soropositividade anti-LID-1, NDO-LID, NDO-
HSA e PGL-1 nos casos novos de hanseniase diagnosticados com a forma LL, em
comparagdo aos casos TT. O NDO-LID e PGL-1 tiveram maior proporcdo de
soropositividade nos casos MB em comparacdo ao LID-1 e NDO-HSA. A reatividade aos
antigenos LID-1 e NDO-LID permitiu a identificagdo de um maior nimero de contatos
domiciliares de caso de hanseniase e individuos da populagdo infectados pelo M. leprae em
relacdo ao NDO-HSA.

Além disso, a reatividade ao NDO-LID possibilitou a identificacdo de um maior
nimero de casos novos de hanseniase classificados como PB, e de individuos infectados pelo
M. leprae nos grupos de contatos domiciliares e populagéo, em relagdo ao NDO-HSA.

A reatividade ao PGL-1 foi maior do que a observada para o0 NDO-HSA em todas
as formas clinicas da hanseniase, bem como nos contatos domiciliares e apresentou
comportamento semelhante a reatividade ao NDO-LID na identificacdo de casos novos de
hanseniase MB.

Todos os antigenos testados tiveram correlacdo positiva com o 1B, porém essa
correlacdo foi mais forte para os antigenos LID-1 e NDO-LID. Em rela¢do & concordancia
entre os testes soroldgicos foi identificada concordancia substancial no grupo de casos novos
de hanseniase.

Identificamos uma alta prevaléncia de soropositividade para todos os antigenos
testados na populagdo, no entanto, foi observada uma prevaléncia de soropositividade anti-
NDO-LID muito superior a do NDO-HSA, o que pode indicar subidentificacdo de individuos
expostos e infectados pelo M. leprae. Diante disso, acredita-se que o teste soroldgico
utilizando apenas o antigeno NDO-HSA ndo ¢ suficiente para identificar todos os individuos
infectados e com alto risco de adoecer. A utilizacdo conjunta da analise da reatividade ao anti-
geno NDO-LID, fornece, portanto, um beneficio adicional ao antigeno NDO-HSA.

Os individuos na faixa etéria de 7 a 31 anos e aqueles que conhecem alguém que
teve ou tem hanseniase tem maior chance de tornar-se soropositivo contra 0 NDO-HSA e
aqueles com idade entre 7 e 18 anos apresentam menor chance de soropositividade ao NDO-
LID. O antigeno NDO-LID, ainda, apresentou associagdo com a taxa de deteccdo da
hanseniase e com variaveis que estdo relacionadas ao contato com caso de hanseniase.
Destaca-se que, para o LID-1 ndo foi identificada nenhuma varidvel capaz de explicar a

diferenca de soropositividade.
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Os resultados deste estudo permitem sugerir que os testes anti-LID-1, NDO-LID,
NDO-HSA e PGL-1 pode auxiliar no diagnostico e na classificacdo operacional da
hanseniase. Além disso, os antigenos LID-1 e NDO-LID fornecem beneficio adicional ao
NDO-HSA no grupo de casos novos de hanseniase, de contatos domiciliares e da populacéo.
E o NDO-LID traz beneficio adicional também ao LID-1, no grupo de casos novos de
hanseniase e na populacao.

O teste anti-NDO-LID é o mais adequado para identificar individuos da
populacdo e contatos domiciliares infectados pelo M. leprae e casos novos de hanseniase PB,
quando comparado ao teste anti-NDO-HSA. Além disso, esse teste € mais adequado do que o
anti-LID-1 para identificar individuos da populagdo infectados e casos novos de hanseniase
PB e do que o anti-PGL-1 na identificagdo de contatos domiciliares infectados pelo M.

Leprae.
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7 RECOMENDACOES

A alta prevaléncia de infecgdo pelo M. leprae pode indicar prevaléncia oculta da
hanseniase e dificuldade operacional dos servicos de salde na realizacdo das agdes de
controle da doenga. Os municipios com alta prevaléncia de infeccdo necessitam melhorar a
vigilancia e efetividade dos servicos de saude, pois ha fortes evidéncias da existéncia de
fontes ativas de transmissdo do M. leprae.

Além disso, acredita-se que as medidas atualmente utilizadas como a vigilancia de
contatos domiciliares, ndo séo suficientes, uma vez que, 0s resultados dos testes anti-LID-1,
NDO-LID e NDO-HSA indicam que os municipios estudados apresentam individuos
infectados também fora do domicilio, portanto, faz-se necessaria a ampliagdo das estratégias
para além deste espago e buscar contemplar todas as regides consideradas de alto risco de
adoecer.

Sugere-se que 0s programas de controle da hanseniase utilizem o teste soroldgico
como ferramenta auxiliar no diagndstico e na classificacdo operacional da hanseniase, bem
como na identificacdo de individuos infectados que necessitam de maior acompanhamento e
monitoramento. A realizacdo do teste soroldgico, principalmente utilizando-se o antigeno
NDO-LID, juntamente com o exame clinico dermatoneurolégico pode contribuir para o
diagndstico precoce da hanseniase.

Destaca-se a importancia da realizagdo de estudo longitudinal para calcular a
estimativa do risco relativo de adoecer daqueles individuos infectados pelo M. leprae, que
foram identificados por meio dos testes soroldgicos anti- LID-1, NDO-LID e NDO-HSA, o

que podera contribuir para uma melhor compreensdo do processo de infec¢éo e adoecimento.
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APENDICE A - Nimero de domicilios e criancas ou adolescentes participantes e o sistema a
ser seguido para o sorteio dos domicilios

NUmero de domicilios por setor e sistema a ser seguido para sorteio dos domicilios
— Almenara — MG - 2009

Estrato Cddigo do setor N domicilios Amostra de domicilios k
1 310170605000006 294 49 6
310170605000003 329 65 5
310170605000002 284 46 6
310170605000004 304 51 6
310170605000023 359 65 6

2 310170605000008 315 33 10
310170605000022 234 26 9
310170605000018 360 37 10
310170605000009 153 17 9
310170605000005 329 34 10
310170605000001 293 26 11

3 310170605000021 283 19 15
310170605000010 305 22 14
310170605000016 296 21 14
310170605000020 324 24 14
310170605000019 422 33 13
310170605000013 177 14 12

4 310170605000011 204 13 16
310170605000007 228 15 15
310170605000012 210 15 14
310170605000017 294 24 12
310170605000015 334 24 14
310170605000014 368 25 15

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
Nota: K - Sistema a ser utilizado na amostragem sistematica
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Numero de domicilios por setor e sistema a ser seguido para sorteio dos domicilios —
Jequitinhonha — MG - 2009

Estrato Cddigo do setor N domicilios Amostra de domicilios k
1 313580305000008 258 44 6
313580305000011 252 43 6
313580305000014 208 41 5
313580305000015 336 60 6
313580305000016 7 2 3
313580305000017 5 5
2 313580305000010 306 70 4
313580305000005 284 64 4
313580305000009 234 57
3 313580305000004 252 36 7
313580305000002 232 35 7
313580305000003 246 35 7
313580305000007 228 30 7
4 313580305000013 179 24 7
313580305000001 250 29 8
313580305000012 259 34 8
313580305000006 290 34 9

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
Nota: K - Sistema a ser utilizado na amostragem sistematica.

NUmero de domicilios por setor e sistema a ser seguido para sorteio dos domicilios —
Jacinto - MG - 2009

Estrato Cddigo do setor N domicilios Amostra de domicilios k
1 313470705000005 315 55 6
313470705000003 230 36 6

2 313470705000001 198 38 5
313470705000002 256 49 5

3 313470705000004 286 42 7
313470705000007 214 34 6

4 313470705000006 260 67 4

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
Nota: K - Sistema a ser utilizado na amostragem sistematica.
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Estimativa do nimero de criangas/adolescentes por setor censitario — Almenara — MG — 2009

Estrato Cddigo do setor Amostra Populagéo Populagéo Amostra de
de Urbana Urbana adolescentes
domicilios 7-17 anos
1 310170605000006 49 1055 212 10
310170605000003 65 1400 378 18
310170605000002 46 992 203 9
310170605000004 51 1094 237 11
310170605000023 65 1384 368 17
2 310170605000008 33 1234 281 7
310170605000022 26 978 280 7
310170605000018 37 1410 329 9
310170605000009 17 660 219 6
310170605000005 34 1297 314 8
310170605000001 26 990 193 5
3 310170605000021 19 1056 272 5
310170605000010 22 1193 281 5
310170605000016 21 1154 279 5
310170605000020 24 1307 365 7
310170605000019 33 1828 509 9
310170605000013 14 777 209 4
4 310170605000011 13 753 198 3
310170605000007 15 878 189 3
310170605000012 15 871 229 4
310170605000017 24 1370 432 7
310170605000015 24 1401 329 6
310170605000014 25 1465 354 6

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
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Estimativa do numero de criangas/adolescentes por setor censitario — Jequitinhonha —

MG - 2009
Estrato Cddigo do setor Amostra Populagéo Populagéo Amostra de
de Urbana Urbana adolescentes
domicilios 7-17 anos
1 313580305000008 44 995 214 9
313580305000011 43 987 223 10
313580305000014 41 932 290 13
313580305000015 60 1355 361 16
313580305000016 2 51 17 1
313580305000017 1 22 11 0
2
313580305000010 70 1235 363 21
313580305000005 64 1117 265 15
313580305000009 57 1000 243 14
3 313580305000004 36 906 174 7
313580305000002 35 883 200 8
313580305000003 35 875 178 7
313580305000007 30 769 150 6
4
313580305000013 24 739 179 6
313580305000001 29 898 195 6
313580305000012 34 1028 264 9
313580305000006 34 1022 197 6

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.

Estimativa do nimero de criangas/adolescentes por setor censitario — Jacinto — MG — 2009

Estrato Cddigo do setor Amostrade  Populacao Populagéo Amostra de
domicilios Urbana Urbana adolescentes
7-17 anos
1 313470705000005 55 1247 326 24
313470705000003 36 820 217
2 313470705000001 38 689 139 20
313470705000002 49 909 218
3 313470705000004 42 1086 298 21
313470705000007 34 858 219
4 313470705000006 67 1096 340 21

Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
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Numero de domicilios, sistema a ser seguido para sorteio dos domicilios e estimativa do
ndmero de criangas/adolescentes participantes, por municipios — Felisburgo, Santa Maria
do Salto, Santo Antdnio do Jacinto e Monte Formoso — 2009

MUNICIPIO Populagéo N de Amostra de Amostra de K
Domicilios  Domicilios adolescentes

Felisburgo 4546 1114 158 42 7

Santa Maria do Salto 3693 905 50 14 18

Santo Antonio do Jacinto 5687 1354 138 38 10

Monte Formoso? 1379 314 92 27 3

#valor estimado
Fonte: IBGE, 2003, adaptado pela pesquisadora.
Nota: K - Sistema a ser utilizado na amostragem sistematica.
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E
SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CRIANCAS DE 07 A 12 ANOS)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Transmissao e controle da hanseniase na Microrregido de Almenara —
Minas Gerais: relacdes entre a organizacao dos servicos de salde e o conhecimento da populacdo sobre a doenca™ por morar na
Microrregido de Almenara - MG.

A pesquisa tem o objetivo de estimar a prevaléncia da infeccdo na populacdo. Nosso grande propdsito é a partir dos
resultados dessa pesquisa contribuir para a reformulacéo das agdes de controle da hanseniase no municipio.

Caso vocé concorde em participar do estudo sera solicitado que responda a um questionario que serd aplicado por
pesquisadores da Escola de Enfermagem da UFMG. Este questionario serd composto de perguntas de identificagdo e de questdes para
avaliar contato prévio com a doenca ou vacinagdo. Além do questionario, pretendemos coletar 03 (trés) gotas de sangue da ponta de
um dos dedos com a finalidade de realizar o teste sorolégico. Esse estudo sera Util para 0 monitoramento da infecgdo no municipio.

Os dados coletados serdo de uso da equipe de pesquisadores especificamente para os propésitos da pesquisa. A maior
preocupacao ética esta na garantia do sigilo dos individuos e para tanto, todas as fichas registros, formularios e demais dados a serem
coletados serdo organizadas por nimeros, reduzindo a possibilidade da quebra do sigilo e estabelecendo protecdo a confidencialidade
das informag6es. A participacdo sera voluntaria e seu filho(a) pode deixar a pesquisa a qualquer momento e retirar seu consentimento.
A recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo. Dessa forma, a investigacdo segue as
normas da Resolucio 196/96 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal e do COEP/UFMG
podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios da sua participacdo na pesquisa, e além
disso o seu responsavel também assinara este Termo autorizando-o a participar.

ASSINATURA

No caso de criangas com idade entre 7 e 12 anos, o Unico Termo de Consentimento devera ser assinado pelos pais ou
responsaveis e também pela crianca apds ter sido informada sobre a pesquisa.

Se vocé concordar que o seu filho(a) participe do estudo assine o seu nome abaixo.

NOME DO PARTICIPANTE :
ASSINATURA DO PARTICIPANTE:
NOME DO RESPONSAVEL :

ASSINATURA DO RESPONSAVEL:

DATA: / /

Prof. Francisco Carlos Félix Lana Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Coordenador da Pesquisa Av. Presidente Anténio Carlos, 6627

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005

Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Belo Horizonte — MG

CEP: 30130-100 CEP: 31270-901

Tel: 031.3409.9862 Tel: 031.3409.4592
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CRIANCA DE 13 A 17 ANOS)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Transmissao e controle da hanseniase na Microrregido de Almenara —
Minas Gerais: relacdes entre a organizacao dos servicos de salde e o conhecimento da populacdo sobre a doenca™ por morar na
Microrregido de Almenara - MG.

A pesquisa tem 0 objetivo de estimar a prevaléncia da infeccdo na populagdo. Nosso grande propdsito é a partir dos
resultados dessa pesquisa contribuir para a reformulacéo da agdes de controle da hanseniase no municipio.

Caso vocé concorde em participar do estudo sera solicitado que responda a um questionario que serd aplicado por
pesquisadores da Escola de Enfermagem da UFMG. Este questionario serd composto de perguntas de identificacdo e de questdes para
avaliar contato prévio com a doenca ou vacinagdo. Além do questionario, pretendemos coletar 03 (trés) gotas de sangue da ponta de
um dos dedos com a finalidade de realizar o teste sorolégico. Esse estudo sera Util para 0 monitoramento da infecgdo no municipio.

Os dados coletados serdo de uso da equipe de pesquisadores especificamente para os propositos da pesquisa. A maior
preocupacao ética esta na garantia do sigilo dos individuos e para tanto, todas as fichas registros, formularios e demais dados a serem
coletados serdo organizadas por nimeros, reduzindo a possibilidade da quebra do sigilo e estabelecendo protecdo a confidencialidade
das informacdes. A sua participagdo ndo serd obrigatoria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Nao havera remuneracdo por sua participagdo nesta pesquisa. A recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com
0 pesquisador ou com a instituicdo. Dessa forma, a investigacdo segue as normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal e do COEP/UFMG
podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua participacdo na pesquisa,
concordando em participar.

NOME DO PARTICIPANTE:
ASSINATURA DO PARTICIPANTE:
NOME DO RESPONSAVEL:

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
. (COEP/UFMG)
Coordenador da Pesquisa Av. Presidente Antbnio Carlos, 6627
Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG CEP: 30130-  gao Horizonte — MG

100 CEP: 31270-901
Tel: 031.3409.9862 Tel: 031.3409.4592

Prof. Francisco Carlos Félix Lana
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(CRIANCA DE 13 A 17 ANOS/RESPONSAVEL)

O (@ esta sendo convidado a participar da
pesquisa “Transmissdo e controle da hanseniase na Microrregido de Almenara — Minas Gerais: relagbes entre a organizagédo dos
servigos de salde e o conhecimento da populagéo sobre a doenca’ por morar na Microrregido de Almenara - MG.

A pesquisa tem o objetivo de estimar a prevaléncia da infeccdo na populagcdo. Nosso grande propdsito é a partir dos
resultados dessa pesquisa contribuir para a reformulacéo da agdes de controle da hanseniase no municipio.

Caso vocé concorde em participar do estudo sera solicitado que responda a um questionario que serd aplicado por
pesquisadores da Escola de Enfermagem da UFMG. Este questionario serd composto de perguntas de identificacdo e de questdes para
avaliar contato prévio com a doenca ou vacinacgdo. Além do questionario, pretendemos coletar 03 (trés) gotas de sangue da ponta de
um dos dedos com a finalidade de realizar o teste sorolégico. Esse estudo sera Util para 0 monitoramento da infecgdo no municipio.

Os dados coletados serdo de uso da equipe de pesquisadores especificamente para os propositos da pesquisa. A maior
preocupacao ética esta na garantia do sigilo dos individuos e para tanto, todas as fichas registros, formularios e demais dados a serem
coletados serdo organizadas por nimeros, reduzindo a possibilidade da quebra do sigilo e estabelecendo protecdo a confidencialidade
das informagdes. A sua participagdo ndo serd obrigatoria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Ndo havera remuneracdo por sua participagdo nesta pesquisa. A recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com
0 pesquisador ou com a instituicdo. Dessa forma, a investigacio segue as normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal e do COEP/UFMG
podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios e que autoriza a participacdo
de na pesquisa.

NOME DO PARTICIPANTE:
NOME DO RESPONSAVEL:
ASSINATURA DO RESPONSAVEL:

Prof. Francisco Carlos Félix Lana

Coordenador da Pesquisa Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Presidente Antonio Carlos, 6627

Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
CEP: 30130-100 Belo Horizonte — MG

Tel: 031.3409.9862 CEP: 31270-901

Tel: 031.3409.4592
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “Transmissao e controle da hanseniase na Microrregido de Almenara —
Minas Gerais: relacdes entre a organizacao dos servicos de salde e o conhecimento da populacdo sobre a doenca™ por morar na
Microrregido de Almenara - MG.

A pesquisa tem o objetivo de estimar a prevaléncia da infeccdo na populagdo. Nosso grande propdsito é a partir dos
resultados dessa pesquisa contribuir para a reformulacéo da agdes de controle da hanseniase no municipio.

Caso vocé concorde em participar do estudo sera solicitado que responda a um questionario que serd aplicado por
pesquisadores da Escola de Enfermagem da UFMG. Este questionario serd composto de perguntas de identificagdo e de questdes para
avaliar contato prévio com a doenca ou vacinagdo. Além do questionario, pretendemos coletar 03 (trés) gotas de sangue da ponta de
um dos dedos com a finalidade de realizar o teste sorolégico. Esse estudo sera Util para 0 monitoramento da infecgdo no municipio.

Os dados coletados serdo de uso da equipe de pesquisadores especificamente para os propositos da pesquisa. A maior
preocupacdo ética esta na garantia do sigilo dos individuos e para tanto, todas as fichas registros, formulérios e demais dados a serem
coletados serdo organizadas por nimeros, reduzindo a possibilidade da quebra do sigilo e estabelecendo protecdo a confidencialidade
das informacdes. A sua participagdo ndo serd obrigatoria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. Nao havera remuneracdo por sua participacdo nesta pesquisa. A recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com
0 pesquisador ou com a instituicdo. Dessa forma, a investigacio segue as normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal e do COEP/UFMG
podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacdo a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua participacdo na pesquisa,
concordando em participar.

Nome do Participante:

Assinatura:

Prof. Francisco Carlos Félix Lana Enderego do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Coordenador da Pesquisa Av. Presidente Antonio Carlos, 6627

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005

Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Belo Horizonte — MG

CEP: 30130-100 CEP: 31270-901

Tel: 031.3409.9862 Tel: 031.3409.4592
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APENDICE C - QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS DA POPULACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE ENFERMAGEM

DEPTO. DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E
SAUDE PUBLICA

PROJETO DE PESQUISA:
TRANSMISSAO E CONTROLE DA HANSENIASE NA MICRORREGIAO
DE ALMENARA - MINAS GERAIS: RELACOES ENTRE A

ORGANIZACAO DOS SERVICOS DE SAUDE E O CONHECIMENTO DA
POPULACAO SOBRE A DOENCA

PREVALENCIA DE INFECCAO

QUESTIONARIO N¢

MUNICIPIO:
SETOR CENSITARIO
PSF

RESPONSAVEL PELA ENTREVISTA:

RESPONSAVEL PELA COLETA DE SANGUE:

DATA: I/
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BLOCO A — IDENTIFICACAO E CONDICOES DE MORADIA

Nome:

Naturalidade: Sexo: () Masculino () Feminino
Idade: DN: / /

Enderego: Ne.

Bairro:

1) O Sr(a) jaresidiu em outro municipio?
a) ( )Sim b) ( )N&oT=> Avance para a quest&o 4

2) Qual municipio

3) Qual o periodo?

4) Quantas pessoas moram nesta casa com o(a) Sr(a)? Quem sdo estas pessoas e qual a idade delas?

Nome Ordem 7 al7a Ordem > 18a Sexo | ldade Parentesco

5) Qual € o seu estado civil?

a) ( ) Solteiro d) ( ) Viavo
b) ( )Casado e) ( ) Separado/ Divorciado
¢) () Unido estavel / amasiado / amigado f) ( ) Outro:

6) Of(a) Sr(a) estudou até que série?

a) () Sem instrucdo e menos de um ano e) () Ensino Médio Completo
b) () Ensino Fundamental Incompleto f) () Superior Incompleto
¢) () Ensino Fundamental Completo g) () Superior Completo

d) () Ensino Médio Incompleto

7) Qual a renda de toda a familia?

a) ( ) Até % salario minimo d) ( ) Mais de 2 a 3 salarios
b) ( ) Maisde¥ alsalario e) ( ) Mais de 3ab5salérios
¢) ( ) Maisdela?2 salarios f) () Mais de 5 salarios
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BLOCO B — CONTATO COM A HANSENIASE

8) Of(a) Sr(a) jateve ou tem hanseniase?

a) ( )Sim

‘b) () Néo

9) Of(a) Sr(a) conhece alguém que ja tratou ou esta tratando esta doenca?

a) ( )Sim b) ( )Ndo c—Avance paraa questdo 13

10) De onde o(a) Sr(a) conhece a pessoa que esta ou esteve em tratamento para hanseniase?

113

a) ( ) Ambiente Familiar e) ( ) Lazer
b) () Igreja f) () Servico
¢) ( ) Vizinhanca g) ( )Outro

d) () Escola/Faculdade

11) A sua familia j& teve ou tem algum caso de hanseniase?

a) ( )Sim

b ( )Néo

12) Esta pessoa mora ou morou com o(a) Sr(a)?

a) ( )Sim

b ( )Néo

BLOCO C - IMUNOPROFILAXIA

13) Ha presenca de cicatriz vacinal de BCG-ID?

a) ()Sim
() Olcicatriz

() 02cicatrizes

b) () Nao
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APENDICE D - PROTOCOLO PARA COLETA DE SANGUE DA POPULACAO DA
MICRORREGIAO DE ALMENARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM
DEPTO. DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA

REVISA | | PAGIN CcODIGO
x 0 A
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO POP-PREV-001
00

TITULO
COLETA DE SANGUE POR MEIO DE PUNCAO DIGITAL PARA A INVESTIGACAO DE
SOROPREVALENCIA DE INFECCAO PELO MYCOBACTERIUM LEPRAE.

SUMARIO

1. Objetivo

2. Campo de aplicacdo
3. Siglas

4. Responsabilidades

5. CondicGes gerais

6. Condicdes especificas

1. OBJETIVO
Coletar sangue por meio de puncdo digital dos sujeitos aleatorizados para a investigacdo da prevaléncia de
soropositividade anti-NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID na populacdo da microrregido de Almenara - Minas Gerais.

2. CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se ao pesquisador responsavel pela coleta de sangue dos individuos entrevistados.

3.  RESPONSABILIDADES

Sé&o os responsaveis técnicos para coleta de sangue:
Enfermeiros pesquisadores;
Académicos de enfermagem capacitados.

4. CONDICOES GERAIS
Material Necessario

Cuba rim para apoiar o material;

Cartdo de coleta em papel de filtro Watman 3;

Etiqueta codificada para identificacdo do cartdo;

Alcool em gel a 70%;

Alcool a 70%;

Algodao hidrofilo;

Luvas de procedimento;

Lanceta para pun¢do manual;

Caixa de isopor com suporte para 0 encaixe e transporte dos cartdes até o local de secagem

10 Recipiente para descarte do material contaminado.

Nota: o descarte de todo material deve obedecer a Resolu¢gdo RDC/ Anvisa n° 306, de 07 de dezembro de 2004, que
dispde sobre o Regulamento Técnico para o0 gerenciamento de residuos de servigos de
saude. (http://www.anvisa.gov.br/legis/index.htm)

CoNoogrONE




5.
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CONDICOES ESPECIFICAS
Técnica de Coleta:

A puncéo digital devera ser realizada em um dos dedos indicador ou médio da méo ndo dominante do sujeito
investigado.

Para realizagdo da coleta, seguir os passos descritos abaixo:

a) Acomodar o sujeito;

b) Explicar o procedimento que sera realizado. No caso de crianca explicar também para a pessoa responsavel;

c) Dispor todo o material necessario a coleta (01 par de luvas, 01 bolinha de algodao, 02 lancetas, 01 cartdo de papel-
filtro com etiqueta codificada) em uma cuba rim e colocar o descartex proximo do local a ser realizada a puncao.

d) Lavar as maos ou usar alcool a 70% em gel;

e) Calcar as luvas de procedimento;

f) Puncionar preferencialmente a ponta do dedo indicador ou médio esquerdo (caso o entrevistado seja canhoto
puncionar dedo direito);

g) Descartar a lanceta no descartéx

h) Realizar compressdo com o dedo indicador e polegar no local escolhido;

i) Picar a regido central da polpa digital com a lanceta e em seguida descarta-la imediatamente no recipiente prdprio
para o descarte de material perfuro-cortante;

j) Fazer uma leve pressdo com os dedos indicador e polegar envolvendo o local puncionado, seguida por uma
descompressao. Esta manobra visa aumentar a circulagdo sanguinea e obter uma boa gota;

k) Fazer com que a gota caia espontaneamente nas trés bolinhas do papel de filtro, em quantidade suficiente para que
cada uma das bolinhas fique encharcada de sangue até que possa ser visualizada no lado oposto do papel;

I) Verificar se o sangue preencheu todo o circulo e se esta visivel no verso do papel-filtro;

m) Limpar o dedo puncionado com algoddo e solicitar que realize leve pressdo por um minuto, para estancar o
sangue;

n) Colocar o cartdo no suporte dentro da caixa de isopor.

Obs.: 1) caso ndo sejam obtidas gotas suficientes apds todas as manobras recomendadas, pegar outra lanceta e
puncionar outro dedo da mesma mao. 2) N&o encostar a gota de sangue no papel, pois facilita a coagulagéo
impedindo a formacdo de uma nova gota. 3) Apo6s o Ultimo dia de coleta desprezar o recipiente para descarte de
pérfurocortante em uma instituicdo de saude).
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APENDICE E - PROTOCOLO DE PROCEDIMENTO - ELISA

Elaborado por: Angélica C. O. Coelho Fabri e Sérgio Aradjo
Data: 23/02/2014

1. TITULO
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Procedimento de andlise da reatividade de anticorpo ANTI-NDO-HSA (0.5mg/mL - 9 May 2012 LB 516-

52), LID-1 (0.5mg/mL - #110509 9EU/mg pH8) e NDO-LID (0.5mg/mL - 9 May 2012 LB 516-052).

2. PROPOSITO

Analisar a reatividade de anticorpos da classe IgM anti-PGL-1, utilizando seu anélogo sintético NDO

conjugado a HSA, da classe 1gG anti-LID-1 e das classes IgG e IgM anti-NDO-LID.

3. PRECAUCOES

Equipamento de Protegdo Individual (EPI) deve ser utilizado durante todo o processo; Observe as instrugdes

de uso e precaugdes no rotulo e manuais dos reagentes e equipamentos utilizados.

4. CONDICOES DO AMBIENTE / EXIGENCIAS

O preparo das solugBes e os procedimentos devem ser realizados em laboratorio e toda vidraria utilizada

deve estar devidamente limpa.

5. MATERIAIS

Item

PBS

Solugéo de Lavagem (PBS-T)

Solugéo bloqueadora (PBS1% BSA)
Soro padréao

Soro controle positivo

Soro controle negativo

Conjugado

Substrato (OPD = O-phenylenediamine)
Stop solution (&cido sulfurico)

Equipamento

Placas de ELISA
Pipetas

Ponteiras

Leitora de ELISA

6. SOLUCOES UTILIZADAS

- PBS 0,05% Tween 20
Tween -20 1ml
PBS 21
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- PBS 1% BSA (Bovine Serum Albumin)
PBS

BSA

Fazer aliquotas de 50mL e congelar

- Tampéo Carbonato
Na2CO3

NaHCO3

H20 destilada
Ajustar pH 9,6

- Tampéo Citrato de Fosfato

Acido citrico monohidratado

Fosfato de s6dio (Na2HPO4)

H20 Milli Q

Ajustar pH para 5,0 com acido ou base
Acrescentar Péroxido de hidrogénio a 30%
H.O Milli Q

- OPD
Tampdo citrato de fosfato

Pastilhas de OPD

H,0,

- Acido Sulfarico 2,5 N
H,SO4 (P.A.)

H,O

7. PROCEDIMENTO

7.1 Preparo do antigeno:

1000 ml
109

1,599
2,399
g.s.p. 1000ml

10,39
8,169
900 ml

1ml
g.s.p. 1000ml

12 ml
01 unidade
3,6ul

70 ml
930 ml
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e Ressuspender o vial contendo NDO-HSA , LID-1 ou LID-NDO (0.5mg) com 0.5ml de agua ultra
pura para se obter a concentragdo final de 1ug/pl.

e Fazer aliquotas de 50pl.
e Armazenar a -20°C.

7.2 Sensibilizagéo:

e Concentragdo dos antigenos por pogo:

0 NDO-HSA: 0,2pg/ml;
o0 LID-1: 1pg/ml;
0 LID-NDO: 0,2pg/ml;

e Para cada placa deve-se diluir 1pul do antigeno NDO-HSA, Sul do antigeno LID-1 e 1ul do
antigeno LID-NDO em 5ml de tampdo de sensibilizacdo (carbonato de sddio Na,COs; +

bicarbonato de s6dio NaHCOs);

e Transferir 50ul do antigeno diluido para toda a placa;

e Cobrir a placa com fita adesiva;
e Incubar overnight a 4°C.

7.3 Bloqueio

e Descartar toda a solugéo da placa (por inverséo) e bater;
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e Adicionar 300pl da solugdo de bloqueio (PBS 1X + BSA 1%) em toda placa;

e Incubar por 1 hora a 37°C;

7.4 Eluicao e diluicdo das amostras em papel filtro
e Primeiro dia:
o Picotar 2 punches (3mm cada) de papel filtro contendo a amostra de sangue total e
colocar na placa “mée”;
0 Adicionar 50 pl de PBS 1X + 0.05% Tween 20 e agitar até que todos os punches estejam
embebidos na solucéo;
o Incubar em overnight a 4°C.
e Segundo dia:
o0 Adicionar 200 pl de PBS 1X + BSA 1% em cada pogo da placa “mae” que contem as
amostras em papel filtro. A diluigdo final seré de 1:100;
o Incubar agitando moderadamente (com aparelho de agitacdo) por 1 hora a temperatura
ambiente.
Obs: 2 punches de 3mm cada de papel filtro apresentam aproximadamente 5 pl de sangue total,
que corresponde a 2,5 ul de soro.

7.5 Diluicéo do Soro
e Adicionar 16,66 ul de soro teste em Sml de PBS 1X + BSA 1%, que corresponde a uma dilui¢do
de 1:300.

7.6 Adicdo das amostras
e Descartar toda a solucdo da placa com a solucéo de blogueio (por inversdo) e bater.
e Adicionar 50ul de sangue total em papel filtro 1:100 ou soro 1:300, conforme diagrama de teste
no item 8.
e Cobrir a placa e incubar por 1h a 37°C.
Obs: Ter sempre em cada placa soros controle positivo e negativo diluidos 1:300 em PBS 1X + BSA
1%. Distribuir conforme diagrama de teste.

7.7 Anticorpo secundério

e Lavar a placa 4X com 300pl de solug@o de lavagem, deixando a solug@o da tltima lavagem na
placa por 5min;

e Diluir 2pl do anticorpo secundério IgM em 20ml de PBS1% BSA (concentragdo final: 1:10.000);

e Transferir 50ul para as placas contendo NDO-HSA;

e Diluir 1pl do anticorpo secundario IgG em 20ml de PBS1% BSA (concentragéo final: 1:20.000);

e Transferir 50ul para as placas contendo LID-1;

e Diluir 2pl dos anticorpos secundarios IgG e 1 pl de IgM em 20ml de PBS1% BSA (concentragéo
final: 1:10.000 e 1:20.000);

e Transferir 50pul para as placas contendo NDO-LID;

e Cobrir a placa e incubar por 1h a 37°C.

7.8 Adicdo de OPD
e Lavar a placa 4X com 300ul de solugdo de lavagem, deixando a solucdo da ultima lavagem na
placa por 5min;
e Transferir 50pul do OPD para toda a placa
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e Incubar por 5 min a temperatura ambiente (no escuro).

7.9 Leitura das placas
e Adicionar 50ul de H,SO4 2,5N;

e Leraplaca em espectrofotometro a 492nm;

8. DIAGRAMA DE TESTE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Antigeno A
Antigeno B
Antigeno C
Antigeno D
Antigeno E
Antigeno F
Antigeno G Ct+ |Ct- | Ct- | Ct- | Br
Antigeno H Ct+ | Ct- | Ct- | Ct- | Br
Ct+ = Amostra de casos novos de hanseniase sabidamente positivo
Ct- = Amostra de individuo com sorologia negativa
Br = Branco
Antigenos: NDO-HSA,; LID-1 ou; NDO-LID
9. CALCULOS

O titulo de anticorpo deverd ser expresso em indice ELISA (EI) de acordo com a férmula EI = OD
(amostra)/OD (cut-off). O valor do cut-off deverd ser determinado pela média da OD dos trés controles
negativos mais trés vezes o desvio padrdo. O valor do El igual ou superior a 1.1 serd considerado
positivo (LOBATO et al., 2006).
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ANEXO A - COPIA DO PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 158/09

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de agosto de 2009, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Transmissao e controle da hanseniase
no municipio de Almenara - Minas Gerais: relagdes entre a
organizagdo dos servigos de saude e o conhecimento da populagao
sobre a doenga"” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

M [

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepiprpg.ufing.br
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ANEXO B - AUTORIZACAO DA DIRETORIA DA GERENCIA REGIONAL DE SAUDE/PEDRA

AZUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM )
DEPTO ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA
Av. Prof. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia

* CEP.: 30.130-100 - Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil

Tel: 3248-9860 FAX.: 3248-9859 E-mail: demi@enf.ufmg.br

Belo Horizonte, 22 de outubro de 2009

Prezado Diretor,

Venho por meio deste, solicitar sua autorizagéo e apoio para a realizagéo
da pesquisa ““Transmissdo e controle da hanseniase em municipios da
microrregido de Almenara — Minas Gerais: relagdes entre a organizaco dos
servicos de satide e o conhecimento da populagéo sobre a doenga’, coordenada

pelo Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana.

Este estudo faz parte de um projeto maior do Ministério da Saude,
aprovado pelo DECIT 2008, o qual estabelece areas endémicas (clusters) da
hanseniase no Brasil, que objetiva permitir a realizagéo de agbes focalizadas
nas regiées, racionalizando € maximizando a utilizagéo de recursos na pesquisa
e no desenvolvimento de intervencbes em servigos. Dentre estas areas
podemos citar o cluster 4, composto por 138 municipios sendo 21 municipios no
estado da Bahia, 44 municipios no Espirito Santo e 73 municipios em Minas
Gerais. Na GRS Pedra Azul, oito municipios foram considerados prioritarios para
a realizacdo de intervengdes subsidiadas para o controle da endemia, séo eles:
Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jequitinhonha, Monte Formoso, Ponto dos

Volantes, Santa Maria do Salto e Santo Antonio do Jacinto.

Trata-se de um projeto que procura dar continuidade as investigagbes das
pesquisas “Distribuicdo espacial da hanseniase na microrregido de Almenara —
Minas Gerais: relagdes entre a situagdo epidemiolégica e as condigdes socio-
econdmicas’ e “Tecnologia do processo de trabalho em hanseniase: analise das
acdes de controle na microrregido de Almenara, Minas Gerais” realizadas nessa

microrregido nos anos de 2007 e 2008,
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Esta pesquisa sera realizada através da aplicagéo de questionarios semi-
estruturados a uma amostra da populagéo, estratificada por setores censitarios.
Também sera realizado um inquérito sorolégico nos contatos domiciliares de casos
de hanseniase e em uma amostra da populagéo geral dos municipios.

Em face do exposto, necessito da autorizagdo de V. Sa para a realizagéo do
estudo proposto que devera ser apresentada ao Comité de Etica e Pesquisa
(COEP) da UFMG, atendendo a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude.

Desde j4, firmo o compromisso do uso restrito dos dados e informagdes para
a pesquisa e divulgagdo dos seus resultados através de trabalhos cientificos
colocando-os & disposicio dessa GRS e que o trabalho da pesquisa n&o trara
qualquer dnus financeiro para os municipios.

Certo de contar com a atencdo de V.Sa., coloco-me & disposi¢do para
quaisquer esclarecimentos,

Atenciosamente,

~

0-)«\.-0\.

Prof. Francisco Carlos Feélix Lana
Coordenador

limo. Senhor

Dr. Gregory Angelo Ladeia Fortunato

Diretor da GRS Pedra Azul

Secretaria de Estado da Salde de Minas Gerais

clcopia

Maria da Glaria Botelho

Coordenadora Regional da Area Técnica de Hanseniase
GRS Pedra Azul
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ANEXO C - COPIA DO PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFU

m Uinkersidade Fedeml de Uberidnda

Fré-fsfions de Pesquisa = Pis-Ganadic
COMITE DE ETICA B FEEANEA - CEF
Avenida Jodo Blaves de Avils, n*. 2160 - Booo J - Campus. Eant Manica - UberSnds-iiG —

CEF 38800-059 - FONEFAX {34] 3233453184173, e-malt CepiPonon SR Dr wWes, (oTiscons oTong. i b

AMALISE FINAL MN°. 439706 DO COMITE DE ETICA EM PESGUESA PARA O PROTOCOLD
REGISTRO CEPUFU 138708

Projeto Pesquisa; "Caracterizagdo Imunaldglea & molecuiar de pacientes com hanseniase g
SeUs comunicantes para ldentificagio do gnipo de risco”,

Pesquisador Responsavel: ksabela Maria Bemardes Goulart

D2 acordo com 3s atribulpbes definkdas na Resolugdo CNS 196/8%5, o CEP manifesia-e2

pela aprovagdo do projets de pesquisa proposio.
O protocolo ndo apresenta prodlemas de élica nas condutas de pesquisa COM SENEE
humanos, nos bmites da redagdo e da metodologla apresentadas.

O CERUFL lemira que:

FResn 196/06, devera 5 relahtno da
2 segundo 3 Resolugd 196756, 0 pesquiator o e ek s pesquisa &

o poderd, por escoiha aleaitna, visltar o pesquisador para confertncla do reiaidno & documentagdo
pertnents ao projeto.
o-a da de CERUFU di-se em decomancia do aiendmanio a
wm.ﬁﬂ-%lw Tt ot 1 Quidae Gentfcs o mesmo
Data para entrega dos relaionos parclals: Dezemoro de 2008,

Dezemiro de 2005,

Dezemiro de 3010
Dezemiro de 2011.

Data para entrega do relabdrio final: margo de 2012,
SITUACAD: PROTOCOLD DE PESQUISA APROVADO.

085 O CEPUFU LEMBRA GUE QUALGUER MUDAMGE WO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMECIATAMENTE AD CEF PARA FINS DE AMALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberiandia, 10 de outubro d= 008,

J | A

e, s T-J.. U o T R

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEPAUFU
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