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“E aproximou-se dele um leproso que, rogando-lhe, e pondo-
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RESUMO

A hanseniase, doenca milenar, ainda constitui um grande desafio para a
salde publica, inclusive no que se refere a diagnostico precoce e vigilancia em saude.
Com objetivo de estimar a soroprevaléncia de anticorpos antiPGL-1 através do teste
rapido ML-Flow em casos de hanseniase e seus contatos intradomiciliares de
municipios endémicos do Para, realizou-se um estudo transversal incluindo 73 casos
novos de hanseniase e 135 contatos intradomiciliares, selecionados no periodo de abril
de 2011 a janeiro de 2012, nas unidades de referéncia para tratamento de hanseniase nos
municipios de Belém, Marituba, Igarapé-Acu e Santarém. Os resultados demonstraram
uma prevaléncia de 14,8/10.000hab de casos de hanseniase entre 0s contatos
examinados. A soropositividade do ML Flow nos casos indices foi de 53,42% em
pacientes multibacilares e 13,33% nos contatos intradomiciliares. Houve associagdo
direta de positividade do ML Flow nos contatos intradomiciliares com o indice
baciloscopico do caso indice. Ndo houve associacdo direta do tempo de convivéncia e a
consanguineidade do caso indice em relacdo ao teste ML Flow. Houve associagdo entre
a positividade do teste ML Flow e a realizacdo da vacina BCG entre 0s contatos. Estes
resultados indicam que a introdugéo do teste ML Flow poderia servir como instrumento
auxiliar no monitoramento dos casos e seus contatos, tornando-se de grande relevancia

na vigilancia epidemioldgica da hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase, Testes Rapidos, ML-Flow



ABSTRACT

Leprosy, a millennial, still poses a major challenge to public health,
including in relation to early diagnosis and health surveillance. In order to determine the
seroprevalence of antiPGL-1 through ML-Flow rapid test in leprosy cases and their
household contacts of endemic municipalities in Para, we performed a cross-sectional
study including 73 new leprosy cases and 135 household contacts, selected from April
2011 to January 2012, the reference units for treatment of leprosy in the municipalities
of Belém, Marituba, lgarapé-Acu and Santarém. The results showed a prevalence of
14.8/10.000 inhabitants of leprosy cases among contacts investigated. The ML Flow
seropositivity in index cases was 53.42% in multibacillary and 13.33% in household
contacts. There was a direct association of positive ML Flow in household contact with
the bacterial index of the index case. There was no association with time of coexistence
and consanguinity of the index case in relation to Ml Flow test. There was an
association between positive ML Flow test and realization of BCG between the
contacts. These results indicate that the introduction of the ML Flow test could serve as
an aid in the monitoring of cases and their contacts, becoming very important in

epidemiological surveillance of leprosy.

Key-words: Leprosy, Rapid Tests, ML-Flow
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I.  INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae.
Este agente etiologico tem predilecdo por pele e nervos periféricos, possuindo um alto
poder incapacitante durante o percurso clinico da doenca.

Diversas formas de combater a doenca sdo adotadas, porém uma alternativa
de controle epidemiolégico é o monitoramento constante dos casos considerados
suspeitos, os quais podem ser incluidos, o caso-indice, além dos seus contatos
intradomiciliares; visto a proximidade de convivio com os individuos doentes baculiferos

sem tratamento.

A dificuldade no diagndstico clinico e laboratorial da hanseniase é fator
conflitante para interromper a dindmica da transmissdo. O diagndstico é baseado no
numero de lesdes, alteracdes sensitivas e motoras, deixando assim os profissionais de
saude em situacBes de duvida diagndstica, com possibilidades restritas de exames

complementares.

Partindo-se desta dificuldade, uma fonte alternativa de diagnéstico seria a
introducdo de um teste laboratorial sensivel e especifico para o Mycobacterium leprae,
tornando-se confiavel na deteccdo da hanseniase e resultando em medidas préticas e

efetivas na vigilancia epidemiolégica da doenca.

Portanto, o trabalho apresentado propde-se a investigar a utilizagéo de testes
rapidos na vigilancia da doenca, especialmente nos casos e contatos intradomiciliares, ja
estabelecida como uma das estratégias essenciais para a diminuicdo da incidéncia e

prevaléncia da hanseniase nos municipios endémicos do estado do Para.
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.  JUSTIFICATIVA

Entre os anos de 1980 a 1991, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em
conjunto com a 44° Assembleia Mundial de Saude assumiram por metas eliminar a
hanseniase como problema de saude publica no Mundo, e para iSSO propuseram a
reducdo da prevaléncia para menos de um caso em cada 10.000 habitantes até o ano
de 2000. No entanto, esta meta jamais foi alcancada de verdade, sendo prorrogada para

0 ano de 2005, novamente sem sucesso.

Em colaboracdo com os Programas Nacionais de Controle da Hanseniase e
outros parceiros, a OMS desenvolveu a “Estratégia Global Aprimorada 2011 — 2015” que
enfatiza a sustentacdo da atencdo a saude com servicos de qualidade e a reducdo da
carga da Hanseniase ndo apenas através da deteccao precoce dos casos novos, mas
também reduzindo a incapacidade, o estigma e discriminacdo, e a promocdo da
reabilitacdo social e econdmica das pessoas afetadas, foi entdo percebido que era
necessario realizar mudancas nas estratégias de deteccdo da hanseniase, passando a
mensurar o nimero de casos novos (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O atual perfil epidemiologico da hanseniase no Estado do Para, em que se
observa o acometimento de pessoas abaixo de 15 anos, inclusive criangas menores de
5 anos em municipios endémicos e hiperendémicos, é fator motivador para a
implementacdo de novas tecnologias simples e passiveis de serem aplicadas aquelas
populacdes sob o risco de adquirir a infeccéo e de vir adoecer, evitando o imobilismo, o
diagndstico tardio e a evolugcdo para possiveis incapacidades fisicas. Somando-se a
iISso, 0 acompanhamento da populacéo de alto risco, tais como contatos intradomiciliares

de hanseniase.

Neste contexto, a deteccao de anticorpos contra o PGL-1 do Mycobacterium
leprae com a finalidade de identificar pessoas infectadas nas quais 0s sinais clinicos nédo
sdo evidentes, podera ser uma vantagem para a interrup¢cdo da transmissao,
especialmente agora que; a introducdo de um teste sorolégico simples e r4pido vem
sendo cogitada para uso direto nos servicos de atencdo basica de saude publica
(CALADO, K.L.S, 2005).
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Justifica-se, portanto, a importancia de estudos investigativos com testes
rapidos, a exemplo, o ML Flow que consiste em um teste de facil aplicagdo para
melhorar a vigilancia dos casos, monitorando e diagnosticando a contento 0s casos

suspeitos € seus contatos.
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I OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Estimar a soroprevaléncia de anticorpos antiPGL-1 através do teste rapido ML
Flow em casos de hanseniase e seus contatos intradomiciliares oriundos de municipios

endémicos do Para.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Descrever amostra de casos e contatos intradomiciliares quanto aos aspectos

demograficos;

II.  Descrever amostra de casos quanto aos aspectos clinicos e laboratoriais da

hanseniase;

lll. Estimar a prevaléncia dos casos de hanseniase entre 0s contatos

intradomiciliares examinados;

IV. Descrever a soroprevaléncia do ML Flow entre os casos indices, segundo a

classificagcao operacional do tratamento;

V. Estabelecer correlacdes de positividade ao teste rapido em contatos
intradomiciliares segundo a baciloscopia do caso indice e indice baciloscopico

inicial;

VI. Estabelecer relacbes de positividade do teste ML Flow em contatos
intradomiciliares, tempo de convivéncia com o caso indice de hanseniase,

relagBes de consanguineidade com o caso indice e realizagdo da vacina BCG.
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IV. REFERENCIAL TEORICO

IV.1 EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS GERAIS DA HANSENIASE

A hanseniase é considerada endémica em diversos paises com baixos niveis
de desenvolvimento social e econdmico, com destaque para india e o Brasil, que
apresentam os maiores numeros absolutos de casos. Segundo o boletim epidemiologico
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), publicado no inicio de Janeiro (2011), 16
paises no mundo notificaram mil ou mais casos em 2010. Entre as regides, a Asia
apresentou a maior taxa de deteccdo, 9,39/100.000 habitantes, seguida das Américas
com 4,58/100.000 habitantes (WHO, 2011a).

©

00060
o'e0e ©

New case detection rates (per 100 000 population) %

Il 20 [ 0cases reported b
‘\,% o [l 100-200 [ No dataavailable /
= [ <10 [] Not applicable

Figura 1 — Taxa de deteccdo de casos novos de hanseniase
relatados pela OMS até o inicio de janeiro de 2011.

Fonte: Adaptado de OMS, 2011b

Dos 40.474 casos novos nas Américas, 93% séo casos notificados no Brasil,
20.374 eram multibacilares (MB) segundo a classificacdo operacional, 16.272 eram
mulheres, 2.710 eram menores de 15 anos, 2.319 foram diagnosticados com grau Il de

incapacidade. A maior concentracdo de casos esta nas regides Norte, Centro-Oeste e
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Nordeste com detecgbes de 54,3, 41,2 e 31,7/100.000 habitantes, respectivamente,
configurando uma zona territorial de hiperendemicidade (WHO, 2011a).

Na regido Amazbnica observa-se um alto indice de prevaléncia da
hanseniase. A situacdo de hiperendemicidade, associada as baixas condicbes
socioeconOmicas, ambientais, intensidade de exposicdao ao Mycobacterium leprae e o
agravo do percentual de pacientes que apresentam incapacidades fisicas em
consequéncia da doenca. Estas incapacidades tém sido responséveis pelo estigma e
discriminagao dos doentes (AQUINO et. al., 2003).

O Mycobacterium leprae foi descoberto em 1873, por Gerhard Henrik Armauer
Hansen em um hospital de pesquisa da Noruega. Foi o primeiro microorganismo a ser
associado a uma doenca humana (REES, R.J.; YOUNG, D.B, 1985; JOPLING, W.H &
MC DOUGALL, A.C, 1961; MEIMA et. al., 2002). E um bacilo de crescimento lento e
constante em macréfagos com tempo de geracdo em média, de 12 a 14 dias,

permanecendo viavel no meio ambiente por até nove dias (OPROMOLLA, D.V., 2000).

A transmissdo do bacilo ocorre por contato intimo e prolongado atraves das
vias respiratorias, especialmente por contato com doentes que possuem alta carga
bacilar (RIDLEY, D.S & JOPLING, W.H 1966). O diagndstico € essencialmente clinico,
baseado na sintomatologia, no exame de pele, dos nervos periféricos e na historia
epidemiologica, com eventual auxilio laboratorial para confirmacéo diagnostica (GALLO
et. al., 2005).

Taxonomicamente, o género Mycobacterium pertence a Ordem dos
Actinomycetales, familia Mycobaderiaceae, e espécie leprae. Popularmente conhecido
como bacilo de Hansen, apresenta-se nos tecidos humanos como um bastonete reto
e/ou ligeiramente encurvado medindo aproximadamente de 1 a 8 micra de comprimento
por 0,2 a 0,5 micra de diametro. A reproducéo do bacilo ocorre pelo processo de divisdo
binaria (MILLER, O, 1984; KLASTER, P.R, 1994).
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Figura 2 — Fotografia do bacilo de Hansen em processo de divisédo
celular visto a microscopia eletrénica de varredura.

Fonte: OPROMOLLA, 2000

A membrana plasmatica é envolvida pela parede celular formada por
peptidioglicano, covalentemente ligado a arabinogalactana. Trés cadeias ramificadas da
arabinana séo ligadas a galactana. Os &cidos micélicos séo ligados aos terminais das
cadeias arabinana para formar o folheto interno de uma bicamada pseudolipidica. O
folheto externo é formado pelos acidos micolicos monomicolato de trealose (TMM) e
acidos micocerosoico de dimicocerosatos de ftiocerol (PDIMs) e glicolipidios fendlicos
(PGLs) (VISSA; BRENNAN, 2001).

A capsula presumivelmente composta de PGLs e outras moléculas como
PDIMs, monosideos de fosfatidilinositol e fosfolipidios envolve a bactéria. O glicolipidio
fendlico 1 (PGL-1) é a molécula responsavel pela ligacdo especifica do Mycobacterium
leprae as células alvos (Células de Schwann e Macrofagos), assim como pela
antigenicidade. Lipoglicanas como monosideos de fosfatidilinositol, lipomanana (LM) e
lipoarabinomanana (LAM) ancorados na membrana plasmatica sdo também encontrados
na camada capsular (VISSA; BRENNAN, 2001).
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Figura 3 — Modelo esquematico da parede celular do
Mycobacterium leprae (adaptado de Vissa e Brennan, 2001)

Os lipidios mais caracteristicos do seu envoltério celular séo &cidos graxos de
60 a 90 a4tomos de carbono, também denominados de &acidos micoélicos. Muitas das
propriedades relativas a viruléncia e a sobrevivéncia do Mycobacterium leprae dentro da
célula hospedeira parecem estar associadas a estrutura caracteristica do seu envelope.
Além disso, este envoltério € responsavel pela baixa permeabilidade e,
consequentemente, grande resisténcia a agentes terapéuticos normalmente eficazes
contra outras bactérias (VISSA; BRENNAN, 2001). O bacilo apresenta alta infectividade,
ou seja, acomete grande numero de pessoas, porém apenas algumas adoecem devido a
sua baixa patogenicidade (BECHELLI; CURBAN, 1975; FINE, 1982; RIDLEY; JOB,
1985, RESS, R.J, 1985).

Varios estudos tém demonstrado que diante da contaminag&o, a maioria dos
individuos oferece resisténcia ao bacilo ndo desenvolvendo a doenca, situacdo que pode
ser alterada em funcdo da relacdo entre o bacilo, o0 meio ambiente e o hospedeiro

(HARBOE, M, 1985).
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IV.2 CLASSIFICACAO OPERACIONAL DA HANSENIASE

A hanseniase manifesta-se no homem com mdltiplos sinais e sintomas.
Diversas classificacdes ja foram propostas, sendo as mais importantes, descritas a

sequir:

a) Classificacao de Madri

Proposta em 1953, durante o VI Congresso Internacional de Leprologia
realizado em Madri. Esta classificacdo adota 4 critérios: (ANANIAS, 1998; OMS &
OPAS, 1989; POMPEU et. al., 2002).

e Critério Clinico;

e Critério Bacterioldgico;
e Critério Imunolégico;

e Critério Histoldgico.

E adotada pela rede dos servicos de saide publica do Brasil, dividindo a
hanseniase em duas formas polares — a forma tuberculéide (HT) e a forma virchowiana
(HV), grupos imunologicamente estaveis e o grupo indeterminado (HI) e o grupo dimorfo

(HD), grupos imunologicamente instaveis.

b) Classificagdo de Ridley & Jopling

Proposta em 1966 teve principalmente fins cientificos, estruturada em
aspectos clinico-evolutivos, imunolégicos, baciloscopicos e histolégicos. O principio
basico dessa classificacdo sustenta-se na resposta imune ao Mycobacterium leprae, que
ora possa caminhar para o polo de resisténcia (TT), ora ao polo anérgico (LL). Os
subtipos sdo os seguintes: | —= TT — BT — BB — BL — LL (CONGRESSO INTERNACIONAL
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DE LEPROLOGIA, 1953, JOPLING; MCDOUGALL, 1961; BECHELLI; CURBAN, 1975;
OPROMOLLA, D.V, 2000).

c) Classificacdo da OMS (Organizacao Mundial de Saude)

Em 1982, o Comité da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu
uma classificagéo simplificada com fins operacionais e terapéuticos, visando o controle
da hanseniase através do tratamento poliquimioterapico, preconizando considerar
somente a contagem do nimero de lesGes cutaneas para classificar a doenca. Desse
modo, dois grandes grupos de pacientes foram definidos: os multibacilares (MB);
pacientes com lesdes igual ou maior que (= 6) - formas (HD e HV) e os paucibacilares
(PB); pacientes com lesdes menor que (< 6) - formas (HI e HT) (MINISTERIO DA
SAUDE 2008).

d) Classificacao pelo indice Baciloscopico

Em 1971, foi proposta por Ridley uma classificacdo que avalia a densidade
dos bacilos vivos ou mortos nos esfregacos cutdneos corados pelo método de Ziehl-
Neelsen. A técnica baseia-se em coletar a linfa de cinco sitios: a) I6bulo da orelha direita
(OD); b) l6bulo da orelha esquerda (OE); c) cotovelo direito ou esquerdo, se houver

leséo e d) a prépria leséo.

Quando positivo, demonstra a presenc¢a da micobactéria e indica os pacientes
mais infectantes (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). Sua especificidade & proxima a 100%,
entretanto, apresenta baixa sensibilidade, uma vez que é negativo em até 70% dos
pacientes de hanseniase (LOPEZ-ANTUNANO, 1998; SOMOSKOVI et. al.,, 2001;
USTIANOWSKI; LOCKWOOD, 2003; BRITTON; LOCKWOOD, 2004; MOSCHELLA,
2004).

Na auséncia de lesGes cutaneas, coleta-se dos cotovelos direito e esquerdo e
I6bulos auriculares (OMS & OPAS 1989; YAWALKAR, S.J, 2002), em seguida, a leitura
em um campo microscopico médio pela imersédo em o6leo (2mm) (WHO 2008),
representando uma escala logaritmica de cada esfregaco examinado, constituindo as
médias aritméticas dos indices dos esfregacos (RIDLEY, D.S. & JOPLING, W.H, 1966),
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porém a efetividade do teste depende da profundidade do corte, quantidade do tecido
removido, tamanho e espessura do esfregaco (OPROMOLLA, D.V., 2000).

IV.3 CLASSIFICACAO CLINICA DA HANSENIASE

A hanseniase indeterminada (HI) corresponde ao inicio da manifestacdo da
doenca, podendo evoluir para a cura espontanea ou desenvolver aspectos clinicos
dentro do espectro. E caracterizada por limitadas manchas hipocrémicas ou eritémato-
hipocrémicas, com alteracédo de sensibilidade pelo comprometimento de ramos terminais
da pele e sem acometimento de nervos periféricos (RIDLEY, D.S. & JOPLING, W.H,
1966; LEHMAN et. al., 2005).

As lesdes sdo em pequeno numero e podem se localizar em qualquer area da
pele, ndo havendo comprometimento de troncos nervosos nesta forma clinica, apenas
em filetes nervosos cutaneos. A pesquisa de Bacilo Alcool-Acido resistente (BAAR)
revela-se negativa (RIDLEY, D.S. & JOPLING, W.H, 1966; LEHMAN et. al., 2005).

A hanseniase tuberculéide (HT) surge em individuos com boa imunidade
celular a partir da forma indeterminada néo tratada. O polo tuberculéide, mais benigno, é
caracteristico de individuos com imunidade celular adequada do tipo (Thl), que
apresentam lesfes eritematosas ou eritémato-hipocrémicas, com bordas bem definidas
ou discretamente elevadas, existindo alteracdes de sensibilidade bastante evidente,
afetando alguns nervos. Os titulos de anticorpos anti-PGL-1 sdo baixos ou ausentes
(LEHMAN et. al., 2005; OPROMOLLA, D.V, 2000).

A hanseniase virchowiana (HV) representa a evolucdo da doenca na forma
indeterminada em pacientes nao tratados, com predominio da imunidade humoral. No
polo virchowiano existe uma deficiéncia da imunidade celular contra o Mycobacterium
leprae, resultando em grande quantidade de bacilos vivos no interior dos macrofagos e
células de Schwann com possivel comprometimento sistémico, além de muitas lesdes
cutaneas. Ha estimulo a resposta humoral (Th2) e, ao mesmo tempo, inibicdo da
resposta imunoldgica mediada por células (Thl). Assim, ao contrario dos pacientes

tuberculdides, aqueles no poélo virchowiano, geralmente tém titulos elevados de
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anticorpos anti-PGL-1 (OPROMOLLA, D.V, 2000, SAMPAIO, S.P.; RIVITTI, E.A, 2002;
LEHMAN et. al., 2005).

As manchas tornam-se eritematosas e infiltradas, as bordas ficam imprecisas,
perdendo-se os limites da pele normal; surgem papulas, tubérculos, infiltracbes em
placas e lesbes circunscritas, denominadas hansenomas. Pode ocorrer madarose que
corresponde a perda das sobrancelhas e cilios. O comprometimento dos nervos
periféricos e a perda da ocorréncia de deformidades podem ser tratados (OPROMOLLA,
D.V, 2000, SAMPAIO, S.P.; RIVITTI, E.A, 2002; LEHMAN et. al., 2005).

A hanseniase dimorfa (HD) surge em individuos portadores de hanseniase
indeterminada (HI) com resisténcia imunolégica superior aqueles que desenvolvem
hanseniase virchowiana (HV). A HD é muito instavel imunologicamente e as leses se
apresentam, geralmente, com placas, faixas de nédulos com uma distribuicdo regional
semelhante a HV. Apresentam placas cheias, anulares ou contornos irregulares, com
limites pouco precisos. Tém tonalidade ferruginosa quando nao estdo em reacéo
(OMS/OPAS, 1989; VAN BEERS et. al., 1999; YAWALKAR, S.J, 2002).

No outro extremo polar da forma clinica da hanseniase encontra-se a forma
lepromatosa-lepromatosa (LL), que € a forma disseminada da doenca. Nesta observa-se
intensa multiplicacdo bacilar, assim como lesGes difusas atingindo a pele e 6Orgéaos
internos. No outro polo, a forma tuberculdide-tuberculdide (TT), que é caracterizada por
apresentar lesdo cutanea ou neural localizada e predominio de resposta imune celular
com pouco ou nenhum bacilo (RIDLEY, D.S & JOPLING, W.H, 1966).

As formas interpolares denominadas de Borderline, respectivamente,
borderline-lepromatosa (BL), borderline-borderline (BB) e borderline-tubercul6ide (BT)
apresentam instabilidade imunolégica com altas taxas de episodios reacionais, sendo
gue o dano neural esta presente em todas as formas clinicas da hanseniase (RIDLEY,
D.S & JOPLING, W.H, 1966).



A — Mancha hipocrémica plana caracteristica da forma Indeterminada (HI); B — Lesé&o

eritematosa caracteristica da forma Tubercul6ide (HT); C — Papulas caracteristica da forma

Virchowiana (HV) e D — Faixas nodulares caracteristica da forma Dimorfa (HD).
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IV.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA HANSENIASE

O conhecimento dos mecanismos da resposta imunoldgica contra os diversos
agentes infecciosos auxiliam na compreensao da patogénese da maioria das doencas
infectoparasitarias e das varias estratégias elaboradas pelo hospedeiro e parasita. O
sistema imune atua numa rede bastante complexa, sendo constituido por uma
organizagdo de componentes estruturais, moleculares e celulares com fungdes
especializadas e direcionadas na defesa do organismo (MACHADO et. al., 2004). Uma
resposta ineficiente pode ndo somente resultar em auséncia de protecdo, mas também
contribuir para a fisiopatologia da doenca (KEMP; THEANDER; KHARAZMI, 1996).

E conhecido o fato de que, para a quase totalidade das doencas infecciosas,
0 numero de individuos expostos é bem superior ao dos que apresentam a doenca,
indicando que a maioria deles tem condicdo de eliminar esses microorganismos e
impedir a progressdo da mesma. A hanseniase € um exemplo importante (DELVES;
ROITT, 2000; MACHADO et. al., 2004).

Quando o Mycobacterium leprae penetra no organismo humano, verifica-se
gue a infeccdo pode evoluir de varias maneiras: 1) o individuo pode ter resisténcia
natural e abortar a infec¢do; 2) a infeccdo pode evoluir para a doenca subclinica que
regride espontaneamente; 3) a infeccdo pode evoluir para a hanseniase indeterminada;
4) a maioria dos doentes (70%) da forma indeterminada pode curar-se espontaneamente
e 4) o menor numero de doentes (30%) com a forma indeterminada pode evoluir para as
outras formas da doenga (MARGARIDO & RIVITTI, 2009).

Quando ocorre a infeccdo pelo Mycobacterium leprae, a resposta imune
especifica depende de fatores relacionados ao bacilo e ao hospedeiro. O percurso do
patdgeno, sua concentracdo e a natureza da célula apresentadora de antigeno (APC)
sé@o alguns destes fatores. A presenca do bacilo no interior do macréfago induz a sua
ativacdo, que resulta na producdo de citocinas IL-1, TNF-a e IL-12 que atuam sobre
linfocitos T, geralmente a populacdo de fendtipo CD4+ (helper) tornando-os ativados e
com capacidade de produzir suas proprias citocinas. A citocina IL-12 estimula

diretamente a célula NK, a qual passa a produzir IFN-y, que estimula o macréfago e
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associada a acdo do TNF-q, incrementam a agcao macrofagica (FOSS, 1999; ABULAFIA
et. al., 2001).

Dessa maneira, dependendo da subpopulacdo de linfécitos T e da
atividade macrofagica, havera predominadncia de mecanismos de defesa ou
disseminacado da doenca, expressados clinicamente pelas formas tuberculdide (TT) ou
lepromatosa (LL). A presenca de citocinas TNF-a e IFN-y e os mediadores de oxidag&o
como reativos intermediarios do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI) sdo elementos
fundamentais para destruicdo bacilar no interior do macrofago (ABULAFIA & VIGNALE,
1999).

No polo tuberculdide, ha predominancia da reposta Thl, pois ocorre a
exacerbacdo da imunidade celular e a producdo de citocinas pré-inflamatoérias que
impedem a proliferacdo bacilar, entretanto esta resposta pode se tornar lesiva ao
organismo, causando lesdes cutaneas e neurais. A abundéancia de IL-2 e IFN-y em
lesbes deste poélo provavelmente devem contribuir para o estado de imunidade
resistente nesses pacientes (SANTOS et. al., 2005, GOURLAT et. al., 2002).

A forma clinica tubercul6ide também apresenta menor numero de troncos
nervosos afetados, embora possa apresentar lesdes intensas e mais precoces, pela
imunidade celular intensa. A necrose caseosa dos granulomas tubercul6ides pode levar

a formacéao de abscessos e a destruicdo completa dos nervos (SAXENA et. al., 1990).

J& no polo virchoviano ha predominio de resposta Th2. A subpopulacdo Th2
produz as citocinas interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8) e interleucina 10 (IL-10). A IL-4 e IL-10, que s&o supressoras da
atividade macrofagica, atuam produzindo bloqueio da estimulacdo de macrofagos, com
consequente desvio da resposta imunolégica. Adicionalmente, IL-4 estimula linfécitos B,
gue se tornam produtores de imunoglobinas e mastdcitos que passam a produzir mais

IL-4, incrementando a resposta supressora macrofagica (FOSS, 1997).

A presenca de fator transformador do crescimento 1 (TGF- 1), um dos mais

potentes fatores imunossupressores endogenos, tendo acdo supressora sobre
macrofagos contrapondo os efeitos do IFN-y foi revelada por imunohistoquimica em

lesdes de hanseniase, demonstrando grande quantidade de células macrofagicas
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positivas para esta proteina no infiltrado do polo lepromatoso e auséncia no granuloma
no polo tuberculdide. (GOULART, I.M.B, 1995, GOULART et. al., 2000).

Tem sido demonstrado que Mycobacterium leprae induz a producédo de TGF-
B1 ativo em sobrenadantes de culturas de macréfagos de portadores de hanseniase e
individuos sadios, sendo que a producédo de TGF- B1 em pacientes do polo lepromatoso
foi 10 vezes maior do que em pacientes do polo tuberculdide (GOULART, I.M.B, 1995;
GOULART et. al., 2000).

Postula-se que a inducdo precoce do TGF-Bl seria essencial para
estabelecer o curso da infeccdo hansénica na auséncia de IFN-y, determinando a

proliferacdo bacilar dentro do macréfago e esta proliferacdo descontrolada promoveria o
desenvolvimento do padrao de resposta Th2 que é observada na forma virchoviana, com
inibicdo da resposta Thl (GOULART, I.M.B, 1995).

No polo virchoviano, a imunidade celular esta diminuida, sendo que o niumero
de troncos nervosos lesados € numeroso, mas o dano neural é lento e progressivo
(AGRWAAL et. al., 2005). Percebe-se assim que nas formas clinicas mais brandas da
doenca (polo tuberculdide) ha o predominio da resposta celular e nas formas clinicas
mais graves (polo virchoviano) ha o predominio da resposta humoral (MENDONCA et.
al., 2008, FOSS, 1997).

Entretanto, o Mycobacterium leprae pode apresentar mecanismos de escape
a oxidacado intramacrofagica, pela producao dos antigenos PGL-1 (glicolipideo fendlico
1) e LAM (lipoarabinomanana), com funcdo supressora da ativacdo de macrofagos,
proporcionando condi¢des para que o bacilo fique protegido no citoplasma desta célula,

multiplicando-se e formando globias - Células de Virchow (FOSS, 1997).

O Gilicolipidio Fendlico 1 (PGL-1), o qual é detectado nos tecidos e soro dos
pacientes lepromatosos suprime a resposta oxidativa de mondcitos pré-tratados com
este antigeno, possuindo funcdo supressora da atividade macrofagica (FOSS &
CALLERA, 1993; YAMASHITA et. al., 1993).

A resposta humoral é ineficiente para eliminacdo dos bacilos e pode ser
avaliada pela deteccdo de anticorpos especificos (antiPGL-1), para o glicolipideo
fendlico da parede do Mycobacterium leprae, que ndo apresenta reacdo cruzada com
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outras micobactérias. Altas concentracdes no sangue periférico estdo relacionadas a
acentuada carga bacilar, encontrada nas formas borderline lepromatosas (BL) e
lepromatosas (LL), diferente dos pacientes tuberculdides que apresentaram titulos
semelhantes aos controles sadios (FOSS & CALLERA 1993; YAMASHITA et. al., 1993;
BARROS & OLIVEIRA, 2000; CUNHA, 2001).

O que podera acontecer ap0s a fagocitose do bacilo, determinando sua
destruicdo ou multiplicagdo por mecanismos imunol6gicos que envolvem a apresentacao
do complexo MHC e pelo antigeno de histocompatibilidade HLA (Human Lynmphocyte
Antigens), ambos herdados geneticamente. Os complexos HLA DR estariam associados
a resisténcia a doenca e HLA DQ a susceptibilidade (DE VRIES, 1991; ABULAFIA &
VIGNALE, 1999). Macrofagos procedentes de doentes da forma maligna da hanseniase,
a forma virchowiana ou lepromatosa, possui deficiéncia especifica da capacidade de
destruir o Mycobacterium leprae, quando comparados com os procedentes de doentes
da forma clinica benigna da hanseniase, a forma tuberculdide e individuos ndo doentes
(FOSS, 1999; ABULAFIA & VIGNALE, 1999).
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IV.5 TECNICAS SOROLOGICAS APLICADAS NO DIAGNOSTICO DA
HANSENIASE

Em 1981, o PGL-I foi descrito como antigeno imunogénico e especifico do
bacilo, sendo possivel a deteccdo da infeccdo subclinica e o diagnoéstico precoce
(BRENNAN; BARROW, 1980; MENZEL et.al., 1987; BRETT et. al.,, 1986; ROCHE;
FAILBUS; BRITTON; COLE, 1999). Com o advento do glicolipidio fendlico 1 (PGL-I)
especifico e a consequente producdo de analogos neoglicolipidicos como o
monossacarideo — octyl-BSA (M-O-BSA), o dissacarideo — BSA (D-BSA), dissacarideo —
octyl-BSA natural (ND-O-BSA) e o trissacarideo-phenil-BSA (NT-P-BSA) foram possiveis
estudos utilizando o ELISA para detectar a presenca de anticorpos contra o PGL-I,
sobretudo IgM (BUHRER-SEKULA et. al., 2000a; BUHRER-SEKULA, 2008).

O glicolipidio fendlico — | (PGL-l) é o maior lipidio antigénico, sintetizado e
excretado pelo Mycobacterium leprae, abundante na superficie celular, correspondendo
a 2% do peso seco da bactéria (HUNTER & BRENNAN, 1981). A porcdo terminal do
PGL-I é composta por trés acucares (uma glicose e duas ramanoses). Tanto a por¢cao
dimetil-glicose ou trimetil glicose sdo imunogénicas, ou seja, estimulam a producao de
anticorpos (CHO et. al. 2001).

A molécula do PGL-I é composta de um unico trissacaridio, o 3,6 di-O-metil -
B-D- glicopiranosil (1 — 4) 2,3 di — O —metil -a- L- ramanopiranosil (1 —2) — 3 — O - metil -
a- L — ramanopiranose (CHATTERJEE et. al. 1986). O principal determinante antigénico
do PGL-lI é a ultima porcéo dissacaride ou trissacaride da molécula (FUJIWARA et.
al.1984; CHATTERJEE et. al., 1986; BUHRER, 1998).

Demonstrou-se que removendo o residuo terminal de acucar da molécula do
PGL-I, resultou na perda (capacidade) de ligagcdo com muitos anticorpos, enquanto que
removendo a longa cadeia de acidos graxos da molécula, ndo se observou auséncia de
ligac6es com anticorpos (YOUNG et. al. 1983). Estes e outros testes sugeriram que a
sintese quimica da porcao terminal dissacaridica ou trissacaridica da molécula do PGL-I
€ 0 epitope antigénico, especifico o bastante para ser aplicado em sorologia da
hanseniase (REES & YOUNG, 1994).

O acucar do PGL-I foi sintetizado e conjugado a soro albumina bovina (BSA)

por meio de diferentes ligantes denominados radicais Octil (O) ou Fenol (P). Muitos
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novos glicolipidios foram produzidos (analogos semi-sintéticos), sendo os mais utilizados
os seguintes: ND-O-BSA e NT-P-BSA.

CH.OMe
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Figura 4 — Estrutura quimica da molécula do PGL-I.

Fonte: BUHRER, 2000

A especificidade e sensibilidade dos testes sorologicos realizados sao
determinadas pela comparacéo de resultados dos soros de pacientes com 0s controles
sadios. Desta maneira, foi encontrada uma especificidade de aproximadamente 98% e
sensibilidade para deteccdo de pacientes multibacilares de 80 a 100% e de 30 a 60%
para deteccéo de pacientes paucibacilares (YOUNG & BUCHANAN 1983; KLATSER et.
al., 1996; ANANIAS 1998; BUHRER, 1998).

As diferencas entre o padrdo de soropositividade no soro de areas nao
endémicas e endémicas podem refletir infeccdo subclinica. A variacdo de sensibilidade
de trabalho para trabalho pode ser atribuida a diferencas dos grupos sob estudo e
diferencas do status clinico e terapéutico dos pacientes (KLATSER et. al., 1996; VAN
BEERS e.tal., 1999).

Dos varios testes laboratoriais realizados para o auxilio no diagndstico da
hanseniase, dois testes imunolégicos séo feitos: o teste quantitativo ELISA e o semi-
guantitativo ML- Flow (Teste de Fluxo Lateral do M. leprae). O ELISA é baseado na
resposta dos anticorpos IgM ao PGL-.LE uma técnica laboriosa e n&o pode ser
facilmente utilizada em locais onde laboratérios ndo estejam a disposicdo (HUNTER et.
al., 1982; KLASTER e.t al., 1996; GONZALES 1996; BUHRER 1998; BUHRER,; et. al.,
2001).
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Em 2003 foi desenvolvido por Bihrer-Sékula e colaboradores, o teste de fluxo
lateral (ML Flow), teste imunocromatogréfico de uma s6 etapa que detecta anticorpos
IgM antiPGL-1. E um teste feito com soro ou sangue total, ndo requerendo laboratorio
nem equipamento especial. E simples, de baixo custo e de facil execucdo, sendo
realizado em cinco minutos quando o teste se faz com o sangue total e em dez minutos
se ele for feito com soro (BUHRER-SEKULA et. al., 2003). A presenca de anticorpos IgM
contra PGL-I do Mycobacterium leprae sugere a presenca de uma infeccdo multibacilar e
portanto pode ser usada para discriminar pacientes multibacilares dos paucibacilares
(BUHRER-SEKULA et. al., 2003).

Observa-se que o ML-Flow poderia ser usado como alternativa a baciloscopia
por sua praticidade, principalmente em criancas e em areas onde ndo ha profissionais
adequadamente treinados em reconhecer a hanseniase e em fazer a coleta adequada
da baciloscopia. Apresenta, todavia, suas limitacdes, como qualquer teste diagndstico
(COUTIN et. al., 2011).

Existem evidéncias da relacdo entre o0s niveis de anticorpos e o indice
baciloscépico (IB), o que indica que a sorologia, cuja execuc¢do € mais facil do que a
baciloscopia, possa ser utilizada como técnica alternativa para classificacdo dos

pacientes hansenianos (LYON, 2005).

Também pode ser utilizado como critério diferencial, jA que o teste mostrou
alta sensibilidade no diagndéstico dos casos verdadeiramente multibacilares. Porém, em
centros de saude especializados com profissionais treinados na deteccao e classificacédo
clinica de pacientes, o ganho na sensibilidade deste exame provavelmente ser& menos
significativo (COUTIN et. al., 2011).

Desta maneira, testes sorolégicos sdo capazes de funcionar como
instrumentos auxiliares na classificacdo dos pacientes, quando referente ao diagnéstico
de infeccéo subclinica, mapeamento soro-epidemiolégico, acompanhamento terapéutico
e identificacdo dos contatos dos pacientes com maior risco de adoecer no futuro
(BUHRER-SEKULA et. al., 2003; CALADO et. al., 2005; GROSSI, 2005; LYON, 2005).
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IV.6 VIGILANCIA DOS COMUNICANTES NA HANSENIASE

Os métodos utilizados para o controle da expressdao da hanseniase nas
populacdes, na antiguidade, eram cruéis e segregadores. No Brasil, durante quatro
séculos a uUnica medida empregada a hanseniase foi o isolamento dos doentes em
asilos e leprosérios, responsaveis pela desintegracdo familiar e estigmatizacdes sociais,
gue se dava quase que exclusivamente no seio familiar (MUIR 1947; MOREIRA, 1997,
OPROMOLLA 2000).

O tratamento poliguimioterapico (multimedicamentoso) proposto pela
Organizacdo Mundial de Saude na década de 80 melhorou consideravelmente a
situacao dos doentes, apds anos de histéria de resisténcia a sulfona comprovada na
década de 60, por Lowe e Dawey na Nigéria e Souza Lima no Brasil (OMS/OPAS 1989).

O exame de contatos € recomendado pelas autoridades sanitarias brasileiras
desde a segunda metade do século XX, em virtude dos comunicantes possuirem um
papel fundamental na epidemiologia da doenca, uma vez que aumentam as
possibilidades de adquiri - 14 através dos contatos diretos e frequientes com o individuo
multibacilar (OLIVEIRA et. al., 2008; AUGUSTO et. al., 2006).

A investigacao epidemioldgica de contatos tem o objetivo de romper a cadeia
epidemiologica da doenca, procurando identificar a fonte de contadgio do doente,
descobrir novos casos de hanseniase entre as pessoas que convivem com o doente no
mesmo domicilio (contatos intradomiciliares do doente) e prevenir a contaminacao de
outras pessoas. Essas pessoas que vivem com o doente de hanseniase correm um

maior risco de ser contaminadas do que a populacdo em geral (BRASIL, 2005).

Os resultados indicam que, testando-se contatos préximos de casos
identificados como pacientes multibacilares, pode-se ajudar a identificar aqueles mais
provavelmente infectados e, conseqientemente, aqueles que seriam fontes de futuras
transmiss6es (BEERS, S.M.; MADELEINE, Y.L.; KLASTER, P.R., 1996).

Um estudo no Brasil, realizado por Matos et. al. (1999) demonstraram que as
taxas de incidéncia da hanseniase entre os contatos intradomiciliares foram 12 vezes

maiores, embora os autores considerem a possibilidade de um viés de sele¢cdo na
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composi¢cdo da coorte, em decorréncia de ter havido um nitido predominio de casos
multibacilares entre os casos indices. A alta incidéncia da doenca observada entre os
contatos intradomiciliares indica que a vigilancia dos contatos é uma medida importante,

mesmo em um contexto de alta endemicidade.

Evidéncias demonstram que pessoas (contatos de pacientes multibacilares)
residindo no mesmo ambiente familiar ou fora do mesmo apresentam risco aumentado
de desenvolver a hanseniase. O risco estimado é aproximadamente quatro vezes maior
entre os vizinhos diretos do que em individuos que néo tiveram contato algum (JAIN et.
al., 2002, BRASIL et. al., 2003; DOUGLAS et. al., 2004; OSKAM; SLIM; BUHRER-
SEKULA, 2003).

As acdes de controle no Brasil e na grande maioria dos estados brasileiros,
nao sdo praticadas de forma efetiva em virtude de problemas operacionais, caréncia de
recursos humanos treinados e auséncia de infraestrutura minima nas unidades de saude
do interior do Estado do Para, principalmente nos locais onde a doenca apresenta
aspectos de hiperendemicidade (GAMA et. al., 2004).

As medidas imunoprofilaticas deveriam ser realizadas com 0 exame
sistematico dos contatos de pacientes hansénicos e administracdo, nos contatos sadios,
da Unica vacina da qual dispomos — BCG id - e sobre a qual, alguns trabalhos de
investigacdo jA demonstraram a eficacia dela em proteger individuos sadios das formas
graves da hanseniase (OMS/OPAS 1989; URA 2000).

As acdes de controle e vigilancia epidemiolégica da hanseniase podem ser
consideradas essenciais e devem estar centradas nos seguintes aspectos: a) Educacéo
em saude; b) Exames periddicos dos contatos de pacientes hansénicos; c) Aplicagdo da
BCG e d) Prevencéo e tratamento das incapacidades fisicas (OMS/OPAS 1989; WHO
1999).

O programa de eliminagédo da hanseniase é uma das prioridades do Pacto
Pela Saude (2006); nele consta um elenco de responsabilidades e das atividades que
devem ser desenvolvidas pelas unidades de saude. Dentre elas, esta normatizado o
diagnaostico clinico dos casos através do exame de sintomaticos dermatolégicos e
contatos dos casos. Como parte do elenco das medidas preventivas, encontra-se a
pesquisa de comunicantes (PINTO NETO, 2004). Pelas normas atuais do Ministério da
Saude, a prevencdo da hanseniase consiste no diagnostico precoce de casos e na
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utilizacdo da vacina BCG-ID. A vacina BCG id (Bacilo Calmette-Guérin) foi estabelecida
oficialmente pela portaria 01/89 DNDS /MS (Divisdo Nacional de Dermatologia Sanitaria/
Ministério da Saude) e a resolucdo SS de 14 /03/91, que recomendam vacinacdo de
todos os contatos intradomiciliares de pacientes hansénicos independentemente da
forma clinica do caso-indice com BCG intradérmico, em duas doses, com intervalo de
um ano entre elas (OPROMOLLA 2000; YAWALKAR 2002).

Anticorpos PGL-1 claramente refletem a carga bacteriana de um individuo e
indicam infeccdo subclinica ou doenca. Mapeamento sorolégico e acompanhamento de
contatos de pacientes hansenianos € um instrumento Util na detec¢éo precoce de casos
novos (BUHRER et. al., 1998; VAN BEERS et. al., 1999; BAKKER; M, 2005).

Alguns aspectos da suscetibilidade a hanseniase ja foram bem estudados
(FERNANDO; S.L.; BRITTON; W.J., 2006a; HILL; A.V., 2001) sendo que, estudos
epidemioldgicos jA demonstraram que contatos intradomiciliares que possuem relagéo
de parentesco exibem maior risco de desenvolver a doenca do que pessoas néo
relacionadas geneticamente (MOET et. al., 2006). Ainda, estudos com gemelares
também mostraram que a hanseniase é mais freqiente entre gémeos monozigoticos
guando comparados a gémeos dizigéticos (HILL; A.V., 2001). Alguns estudos sugeriram
gue populagdes com diferentes origens étnicas vivendo em area endémica exibem taxas
de prevaléncias distintas (LAGRANCE; ABEL, 1996) e que os niveis de protecao da
BCG sdo extremamente variaveis entre diferentes populagcdes (PONNIGHAUS et. al.,
1992).

Assim, nas areas de baixa e média endemicidade as diferencas ndo sdo tao
observadas, este fato ocorre porque nas areas de ocorréncia da endemia, ndo sO 0s
contatos domiciliares, mas grande parte da populacédo esta exposta ao Mycobacterium
leprae de modo regular (OSKAM et. al., 2003).
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V METODOLOGIA

V. 1 - CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, do tipo série de casos em areas
endémicas para a hanseniase no estado do Para, onde foi estimada a soroprevaléncia
da infeccdo ao Mycobacterium leprae através do teste rapido ML Flow em casos de

hanseniase e contatos intradomiciliares.

V. 2 — CARACTERIZACAO E PROCESSO DE SELECAO DA AMOSTRA

A area de abrangéncia do presente estudo é o Estado do Para, composto por
143 municipios, com uma area total de 1.253.164,49 km?. Destes, 1.393.399 habitantes
vive na capital, Belém; 108.246 de habitantes no municipio de Marituba; 35.887
habitantes no municipio de Igarapé-acu e 294.580 habitantes no municipio de Santarém
(CENSO, 2010).

Para estimativa da populacédo de casos novos/ano foi utilizado o namero total
de casos de hanseniase no ano de 2011, que foram: Marituba — 64 casos; Belém: 59
casos; lgarapé-Acu: 14 casos e Santarém: 91 casos, totalizando 228 casos registrados,
segundo dados do SINAN NET (2012). Com base nessa populacdo, calculou-se o
tamanho da amostra (N) necessario para desenvolver a pesquisa, através da seguinte
formula estatistica: TA = N (FONTELLES, 2012).

1+[ N-1]*e?

Atraves da formula estatistica obteve-se como resultado 145 casos novos, 0
gue corresponde ao numero de casos ideal para comparar com a populacdo geral do
estado do Para. Entretanto, devido a problemas ndo previstos no transcorrer da
pesquisa, foi possivel alcangar o nimero de 73 casos indices de hanseniase no periodo
de Abril de 2011 a Janeiro de 2012 (Quadro 1).
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Para a amostra de comunicantes intradomiciliares, estimamos o
comparecimento de pelo menos 3 (trés) contatos para cada caso indice confirmado,
seguindo as diretrizes do (Ministério da Saude, 2009), o que resultaria em 219
comunicantes pesquisados, todavia esta meta néo fora alcancada, levando-se a ter um
percentual aproximado de (1caso: 2 contatos), totalizando ao fim desta pesquisa, em um
namero de 135 contatos intradomiciliares dos 73 casos-indices.

A pesquisa foi iniciada no municipio de Marituba, na Unidade de Referéncia
Estadual de Dermatologia Sanitaria Doutor Marcelo Candia; em Belém, no Ambulatério
de Epidemiologia e Dermatologia do Nucleo de Medicina Tropical e na Unidade Saude —
Escola do Marco (UEPA/CCBS); em lIgarapé-Acu, na Unidade Béasica de Saude da Vila
Santo Antbnio do Prata e em Santarém, na Unidade Escola de Assisténcia Basica do
Baixo Amazonas.

Quadro 1 — Amostra da populagdo incluida no estudo.

Procedéncia N (amostral) Amostra/Casos (2011-2012)
Marituba 55 38

Belém 52 12

Igarapé-Acu 14 8

Santarém 74 15

Total 145 73

FONTE: SINAN NET (2012)/Pesquisa de Campo (abril 2011 — janeiro 2012)

V.3 - ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os pacientes que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE C E APENDICE D), fornecido
pelo pesquisador responsavel e pela equipe da pesquisa. No TCLE constou o(s)
objetivo(s) da pesquisa acessivel ao grau de conhecimento do sujeito; o direito ao sigilo
e a confidencialidade quanto a identidade do individuo, garantindo a néo utilizacdo das
informacdes em prejuizo das pessoas envolvidas, assim como o direito a ndo querer
mais participar do estudo, sem prejuizo préprio quanto ao diagnostico e tratamento,

visando amenizar qualquer tipo de risco fisico, emocional e moral.
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Também foi assegurado ao individuo da pesquisa qualquer eventual dano
provocado pelos objetivos praticos do estudo, garantindo ao sujeito indenizacdes e
compensacdes por eventuais despesas que o prejudicaram no seu cotidiano. Os
beneficios para os individuos constituiram-se de diagnostico, tratamento e
acompanhamento especializado, e para toda a comunidade representou o conhecimento
sobre as manifestacdes clinicas, laboratoriais e metabdlicas.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Nucleo de Medicina Tropical, registrado com o protocolo N°032/2009 —
CEP/NMT/UFPA, obtendo o parecer de aprovacao estando de acordo com a Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude, do Ministério da Saude (ANEXO E).

V.4 — CRITERIOS DE INCLUSAO NA PESQUISA EM AREA ENDEMICA
Caso-indice

1 — Individuos residentes nas areas selecionadas, frequentadores das unidades
de saude incluidas no ambiente da pesquisa e diagnosticados como casos de

hanseniase segundo os critérios do Ministério da Saude;

2 — Pacientes confirmados como casos de hanseniase de todas as racas e sexo
gue desejaram participar da pesquisa de maneira voluntaria com assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) fornecido pelo pesquisador responsavel.

V.5 — CRITERIOS DE INCLUSAO NA PESQUISA EM AREA ENDEMICA
Comunicantes

1 - Contatos intradomiciliares de todas as racas e sexo que desejaram participar
da pesquisa de maneira voluntaria com assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) fornecido pelo pesquisador responsavel e convivendo ha cinco anos
ou mais com algum doente no mesmo domicilio, independente da forma clinica do caso-

indice.
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V.6 — CRITERIOS DE EXCLUSAO NA PESQUISA EM AREA ENDEMICA
Caso-indice

1 — Individuos residentes nas areas da pesquisa ha menos de 1 ano ou que nao

sentiram-se a vontade de participar da pesquisa,

2 — Individuos que néo realizaram um ou mais dos seguintes exames:

baciloscopia e teste ML Flow;

3 — Individuos que no momento da entrevista apresentaram quadro clinico

conflitante que por ventura prejudicasse o andamento da pesquisa;

4 — Casos de hanseniase que ndo possuiam comunicantes intradomiciliares.

V.7 — CRITERIOS DE EXCLUSAO NA PESQUISA EM AREA ENDEMICA
Comunicantes

1 — Individuos sem histérico de casos de hanseniase na familia;

V.8 — COLETA DE DADOS

Os individuos foram selecionados nas unidades de atendimento dos
municipios supracitados, residentes em area de alto risco para o adoecimento por
doenca hansénica, incluindo casos de hanseniase (caso-indice) e contatos
intradomiciliares desses casos. Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes

definicbes, de acordo com Brasil (2005):

e Caso indice: aquele cujo prontuario apresentava o registro de uma ou mais
de uma das seguintes caracteristicas e que requer poliquimioterapia — lesao
(Ges) de pele com alteracdo de sensibilidade e/ou acometimento de nervos

com espessamento neural e/ou baciloscopia positiva.
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e Contato intradomiciliar: toda e qualquer pessoa constante no prontuario
elou livro de registro e/ou no SINAN (Sistema Nacional de Agravos de
Notificacdo) que resida ou tenha residido com o caso indice nos ultimos cinco
anos (BRASIL, 2002).

Os dados foram coletados de todos os individuos participantes através de
fichas protocolo e prontuarios, respeitando o0s principios éticos.

1 — Em todos os ambientes da pesquisa foi realizado um contato prévio com
entrevistas presenciais com o caso indice e contato intradomiciliar, quando presente;

2 — O exame fisico e clinico foi realizado pelo(s) médico(s) especialista na
area em todos os participantes que apresentassem sinais caracteristicos de infeccéo
hansénica, com teste de sensibilidade cutaneo, teste de alteracdo de sensibilidade e
inicio do tratamento especifico (MDT), quando necessario;

3 - Nas unidades de saude selecionadas para pesquisa, a baciloscopia e 0
exame histopatolégico eram solicitados pelo médico da unidade aos casos novos de
hanseniase diagnosticados;

4 - Quanto ao teste ML-Flow, a equipe da pesquisa era quem realizava na
medida em que tanto o caso-indice quanto o contato eram esclarecidos da importancia
da participacdo, assinando de maneira voluntaria o TCLE, autorizando a coleta do
material sanguineo e estoque do mesmo na Instituicdo participante;

6 - O teste soroldgico ML Flow era registrado de modo qualitativo (positivo ou
negativo) e semi-quantitativo (zero, 1+, 2+, 3+ e 4+) de acordo com Buhrer-Sékula et. al.
(2003).

V.8.1- DESCRICAO DA COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
Coleta de Sangue

Material

Cadeira reta com bracadeira regulavel ou maca,

Garrote e algodao hidrofilo

Alcool iodado a 1% ou alcool etilico a 70%
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Sistema de coleta de sangue a vacuo: Adaptador, agulha descartavel 21G
(verde) ou 23G (preta), tubos de coleta: 1 (um) tubo seco (tampa vermelha) para
obtencdo do sangue ou 1 (um) tubo com EDTA (tampa amarela), curativos para coleta
de sangue, etiquetas de identificacdo do paciente, luvas de procedimentos laboratoriais,

estantes para armazenamento dos tubos e caixa coletora de materiais perfurocortantes.

PROCEDIMENTOS

1 — Identificar os tubos necessarios para a coleta do material biologico

conforme a quantidade de pacientes entrevistados;

2 — Rosquear a agulha no adaptador removendo somente a extremidade que

protege a agulha que perfurara o tubo;
3 — Ajustar o garrote e escolher a veia mais superficial;

4 — Fazer a antissepsia do local da coleta com algoddo umedecido em alcool

a 70% ou alcool a 1%;
5 — Remover o protetor plastico da agulha e fazer a puncéo;

6 — Introduzir o tubo no suporte, pressionando-o até a perfuracao para iniciar

a coleta do sangue;
7 — Soltar o garrote assim que o sangue comecar a fluir no tubo de coleta;

8 — AplGs a coleta, efetuar procedimentos prévios de retirada da agulha e
descarte da mesma na caixa coletora, orientar 0 paciente a pressionar a area

puncionada, mantendo o braco estendido, apés um tempo, colocar o curativo no local.

V.8.2 — SEPARACAO DO SORO A PARTIR DO TUBO SECO (TAMPA
VERMELHA)

Material
Micropipeta automatica de volume regulavel de 100 a 1000ul;

Etiquetas para identificacdo do paciente;
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Estantes para armazenamento dos tubos;
Microtubos de 2,0ml;

Ponteiras descartaveis de 1000ul com filtro;
Centrifuga soroldgica

Luvas descartaveis

PROCEDIMENTOS

1 — ApOs a coleta, deixar o sangue em repouso para retracdo do coagulo, por

um periodo de 1 a 2 horas;

2 — Apl6s a retracdo, centrifugar os tubos de sangue por 10 minutos a
1500rpm;

3 — Identificar os microtubos com a etiqueta contendo o nimero do paciente;

4 — Com a micropipeta, transferir o soro para cada microtubo dependendo a

guantidade de casos de hanseniase e comunicantes;

5 — Acondicionar os microtubos em caixa para armazenamento, congelar a -

20°C, caso nao for efetuado o teste no mesmo dia.

V.8.3 — DESCRICAO DO TESTE ML FLOW

Para a realizacdo do teste ML Flow coletou-se uma amostra de 5ul de soro
com a micropipeta. Como mostra a figura 5, o soro foi colocado no receptaculo redondo
do dispositivo e acrescido de 5 (cinco) gotas ou 125ul de liquido de tamponamento para
diluir a amostra. O teste foi lido apds 10 (dez) minutos. Os testes foram produzidos pelo
Departamento de Pesquisa Biomédica KIT (Koninklijk Instittut voor de Tropen) e
fornecidos pela Universidade Federal de Goias. Os testes foram realizados conforme o
protocolo do fabricante (ANEXO F).
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Figura 5 — Teste ML Flow para deteccdo de anticorpos IgM contra o Mycobacterium
leprae.
Fonte: BUHRER-SEKULA et. al., 2003

Uma intensidade de coloracdo, que indica um resultado do teste como forte
positivo, em um paciente diagnosticado clinicamente como hanseniano, fornece
evidéncias de uma doenca multibacilar. Uma intensidade de coloracdo positiva e
acentuada de testes feitos em contatos proximos de pacientes hansenianos sugere uma

incubacéo de hanseniase multibacilar.

Ocasionalmente, uma linha ténue pode ser observada na linha de teste. Um
sinal fraco pode corresponder a um nivel de anticorpo de muito baixa especificidade.
Nas areas endémicas em particular, a presenca de anticorpos, isto, devido a uma
exposicao anterior e, por conseguinte deve ser observada como um resultado negativo.

Para a leitura dos resultados, deve-se considerar a linha controle e a linha de
teste. O teste somente é valido se houver coloracdo da linha controle em todos os
casos. A linha teste devera corar quando o teste for positivo, 0 que revela a presencga na
amostra testada dos anticorpos IgM especificos do Mycobacterium leprae (BUHRER-
SEKULA et. al., 2003). O resultado negativo ¢ indicado pela auséncia de uma linha na
faixa do teste e a presenca de uma linha na faixa de controle.

Se houver a presenca de uma linha ténue na faixa de teste, o resultado &
considerado negativo, ja que o objetivo do teste € detectar individuos com carga bacilar
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relativamente alta. O resultado positivo é indicado pela presenca de uma linha na faixa
de teste e na faixa de controle. A positividade do teste € quantificada em 1+, 2+, 3+ e 4+
considerando a intensidade da pigmentacdo registrada na linha teste (BUHRER-
SEKULA et. al., 2003).

VI — ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas independentes foram feitas por amostras de pacientes
e contatos intradomiciliares, sendo a variavel resposta o resultado do teste ML Flow
(positivo ou negativo). As variaveis explicativas foram de natureza demografica (sexo,
idade, renda familiar, histéria de contato com a hanseniase, casos de hanseniase na
familia e tempo de convivéncia do contato com o caso indice); clinica (nimero de lesdes
cutaneas, classificacdo de Madri, classificacdo do tratamento, classificagdo do caso
indice e cicatriz de BCG — ID) e laboratorial (indice baciloscépico — IB), armazenadas em
fichas protocolo (APENDICE A E B).

A classificacdo do tratamento refere-se aquela como o caso foi tratado com

PQT, ou seja, como Paucibacilar (PB) ou Multibacilar (MB).

As informacdes coletadas foram armazenadas em um banco eletrénico, usando
o programa MICROSOFT OFFICE EXCEL 2007. Para a determinacdo da
soroprevaléncia da infeccdo pelo Mycobacterium leprae através do teste rapido — ML
Flow, descrever a amostra de casos e contatos intradomiciliares quanto aos aspectos
demograficos, clinicos e laboratoriais foram aplicados métodos estatisticos descritivos e
inferenciais, considerando o intervalo de confianca (IC) 95% e nivel a 5% (p-valor <
0,05). Toda a inferéncia estatistica foi realizada através dos testes qui-quadrado de
aderéncia e qui-quadrado de independéncia. Todo o processo estatistico foi realizado no
software BIOESTAT 5.0 (AYRES et. al., 2007).
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VIl - RESULTADOS

VIl. 1 — CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS DOS 73 CASOS NOVOS
DE HANSENIASE

O estudo avaliou uma amostra composta por 73 casos novos de hanseniase,
sendo a maioria deles oriundos do municipio de Marituba, do sexo masculino, com
predominancia de casados, renda de até 1(um) salario minimo e faixa etaria de 21 a 40
anos, conforme a tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos indices de hanseniase segundo aspectos demograficos de procedéncia,
sexo, situacao civil, renda familiar e faixa etaria.

Variaveis n % p-valor
Procedéncia <0.0001*
Marituba 38 52,05

Belém 12 16,44

Igarapé-agu 8 10,96

Santarém 15 20,55

Total 73 100,00

Sexo < 0.0001*
Masculino 48 65,75

Feminino 25 34,25

Total 73 100,00

Situacéo civil <0.0001*
Casado (a) 44 60,27

Solteiro (a) 26 35,62

Separado () 1 1,37

Vilvo 2 2,74

Total 73 100,00

Renda Familiar* <0.0001*
Até 1 51 69,86

1—|3 10 13,70

3—|5 6 8,22

Maior que 5 6 8,22

Total 73 100,00

Faixa Etéria (em anos) < 0.0001*
Até 20 9 12,33

21-40 28 38,36

41-60 18 24,66

> 60 18 24,66

Total 73 100,00

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
* Teste do Qui-Quadrado de Aderéncia
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VIl. 2 — CARACTERISTICAS GERAIS DOS 135 COMUNICANTES

INTRADOMICILIARES

Observa-se na tabela 2 que o sexo feminino representa a maioria dos

contatos intradomiciliares avaliados, sendo predominante na situacao civil — casado(a) e

com faixa etaria de 21 a 40 anos.

Tabela 2 — Distribuicdo dos contatos intradomiciliares segundo aspectos demogréficos de sexo, situacdo

civil e faixa etaria.

Variaveis n % p-valor
Sexo < 0,0001*
Masculino 43 31,86

Feminino 92 68,14

Total 135 100,00

Situacéo Civil < 0,0001*
Casado (a) 67 49,66

Solteiro (a) 62 45,92

Separado (a) 5 3,70

Viavo (a) 1 0,74

Total 135 100,00

Faixa Etaria (em anos) <0,0001*
Até 20 30 22,22

21-40 57 42,22

41-60 41 30,37

> 60 7 5,19

Total 135 100,00

NOTA: * Teste Qui-Quadrado de Aderéncia
FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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VIl. 3 — CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS 73 CASOS

NOVOS DE HANSENIASE

A tabela 3 apresenta as caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra dos
casos. Observa-se que 79,45% dos casos indices foram considerados multibacilares
(MB), levando em consideracéo a classificacdo do tratamento. A baciloscopia apresenta
positividade em 46,57% dos casos novos. Quanto a classificacdo de Madri houve
predominancia da forma Dimorfa, com 54,79% dos casos indices.

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos indices de hanseniase, segundo a classificacdo do tratamento,
baciloscopia e classificacdo de Madri.

CARACTERISTICAS n %
Classificacdo do tratamento

Multibacilar 58 79,45
Paucibacilar 15 20,55
Total 73 100,00
Baciloscopia

Positivo 34 46,57
Negativo 31 42 47
N&o Realizado 8 10,96
Total 73 100,00
Classificacdo de Madri

D 40 54,79
T 10 13,70
\% 12 16,44
I 5 6,85
Ignorado 6 8,22
Total 73 100,00

Fonte: Pesquisa de Campo (2011/2012)
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VIl. 4 — ESTIMATIVA DA AMOSTRA SELECIONADA EM RELACAO AO
NUMERO DE CASOS INDICES

Inicialmente, 100 casos confirmados de hanseniase fizeram parte da
pesquisa, porém no transcorrer das coletas dos dados e analise das variaveis do estudo,
notou-se a necessidade de exclusdo de casos de hanseniase que nao apresentavam
baciloscopia confirmada e tdo pouco comunicantes intradomiciliares presentes,
resultando ao final do estudo, em 73 casos indices de hanseniase, com 79,45% dos

casos classificados como multibacilares.

Para a amostra de comunicantes intradomiciliares, estimou-se uma média de
3 (trés) contatos para cada caso confirmado, todavia esta meta nao foi atingida, devido
muitos contatos ndo terem comparecido no momento das coletas, gerando um valor
inferior ao esperado, contudo 113 ( 83,70%) dos casos com contatos examinados foram
classificados como multibacilares, dados confirmados pela tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos casos indices de seus contatos intradomiciliares a partir da amostra
selecionada.

Classificacdo do | Amostra do Caso | Porcentagem Casos com Contatos | Porcentagem
Tratamento Examinados

Multibacilar 58 79,45 113 83,70
Paucibacilar 15 20,55 22 16,30

Total 73 100,00 135 100,00

Fonte: Pesquisa de Campo (2011/2012)
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VI. 5 — PREVALENCIA DOS CASOS ENTRE OS CONTATOS
INTRADOMICILIARES EXAMINADOS

Na tabela 5 observa-se a prevaléncia dos casos entre 0s contatos
intradomiciliares examinados. Do total de 135 contatos examinados durante a pesquisa,
2 (dois) casos de hanseniase foram confirmados, dando-nos um coeficiente de
prevaléncia de 14,8/10.000 habitantes, sendo considerada muito alta conforme os
critérios de classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude, que considera o intervalo
(20,0 ----] 10,0/10.000hab), um parametro muito alto na prevaléncia dos casos novos de

hanseniase.

Tabela 5 — Prevaléncia dos casos de hanseniase entre os contatos intradomiciliares.

Casos Confirmados Contatos Examinados Prevaléncia*

2 135 14,8/10.000hab

NOTA: Os 2 (dois) casos de hanseniase encontravam-se com quadro clinico confirmado através da
baciloscopia.
FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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VIl. 6 — SOROPREVALENCIA DO ML Flow NOS CASOS INDICES DE
HANSENIASE, SEGUNDO A CLASSIFICACAO OPERACIONAL DO TRATAMENTO

De acordo com a classificacdo operacional do tratamento realizada na

populacdo dos 73 casos indices, a soroprevaléncia do ML Flow mostrou-se positiva em

53,42% dos casos multibacilares, enquanto que 46,58% dos casos paucibacilares

guando submetidos ao teste, apresentaram resultado negativo, portanto o teste aplicado

funciona como elemento para discriminar pacientes MB dos PB, conforme ilustrado na

tabela 6.

Tabela 6 — Soroprevaléncia do teste ML Flow realizado nos casos indices.

Classificagdo Operacional

Teste Rapido ML Flow Total Multibacilar Paucibacilar

n % n % n %
Positivo 39 53,42 33 84,61 25 73,53
Negativo 34 46,58 6 15,39 9 26,47
Total 73 100,00 39 100,00 34 100,00

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).



51

VIl. 7 — SOROPREVALENCIA DO TESTE ML Flow NOS COMUNICANTES
DE CASOS PAUCIBACILARES E MULTIBACILARES

De acordo com a tabela 7, o teste r4pido ML Flow apresentou
soropositividade em 13,33% dos 135 comunicantes. Considerando a classificagdo dos
comunicantes de casos paucibacilares e multibacilares, é possivel considerar que néo
houve diferenca significante entre ser comunicante de caso paucibacilar ou multibacilar,
portanto néo influenciando no resultado do teste.

Tabela 7 — Soroprevaléncia do teste ML Flow realizado nos comunicantes de casos paucibacilares e
multibacilares.

Teste Rapido ML Flow Total Comunicante de Casos Comunicante de Casos
Paucibacilares Multibacilares
n % n % n %
Positivo 18 13,33 3 13,64 15 13,28
Negativo 117 86,67 19 86,36 98 86,72
Total 135 100,00 22 100,00 113 100,00

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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VII.8 — POSITIVIDADE DO TESTE ML Flow EM CONTATOS EM RELACAO
AO RESULTADO DA BACILOSCOPIA DO SEU CASO INDICE.

Dos 73 casos indices, observa-se que 65 casos realizaram a baciloscopia,
52,30% apresentaram baciloscopia positiva. Considerando o resultado do ML Flow em
contatos, percebeu-se que 80,00% apresentaram resultado positivo para o resultado do
teste utilizado durante a pesquisa, de acordo com a tabela 8.

Tabela 8 — Positividade do ML Flow em contatos de casos indice de hanseniase, de acordo com a
baciloscopia.

Caso Indice com Total ML Flow em contatos
Baciloscopia
Positivo Negativo
n % n % n %
Positiva 34 52,30 12 80,00 51 50,00
Negativa 31 47,70 3 20,00 51 50,00
Total 65 100,00 15 100,00 102 100,00

Nota: p-valor = 0,00 (Por meio do teste Qui-quadrado de Independéncia, significativo a 5%, verificou-se
que houve relagdo positiva entre o resultado do teste ML Flow entre os casos indices e o resultado da
baciloscopia).

Fonte: Pesquisa de Campo (2011/2012)
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VII.9 — POSITIVIDADE DO ML Flow EM CONTATOS INTRADOMICILIARES
SEGUNDO O INDICE BACILOSCOPICO DO CASO IiNDICE.

Dos 65 casos que realizaram a baciloscopia, 57 obtiveram em seu registro o
indice baciloscopico, 59,65% com IB = 0. Quanto ao teste utilizado, a positividade do ML
Flow de contatos representou 60,00%, indicando que houve relacdo de positividade do

ML Flow nos contatos intradomiciliares, conforme observa-se na tabela 9

Tabela 9 — Resultado do Indice baciloscdpico do caso indice em relagio ao teste ML Flow.

indice Baciloscopico do  Total de comunicantes ML Flow de contatos
Caso Indice . _
Positivo Negativo

n % n % n %
0 34 59,65 3 60,00 31 59,62
1+ 13 22,81 2 40,00 11 21,15
2+ 4 7,02 0 0,00 4 7,69
3+ 0 0,00 0 0,00 0 0,00
4+ 3 5,26 0 0,00 3 5,77
o+ 3 5,26 0 0,00 3 5,77
6+ 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Total 57 100,00 5 100,00 52 100,00

Fonte: Pesquisa de Campo (2011/2012)
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VII.10 — TEMPO DE CONVIVENCIA COM O CASO INDICE EM RELACAO
AO RESULTADO DO TESTE ML Flow.

A tabela 10 e figura 6 apresentam uma associacao de variaveis, medida pelo
tempo de convivéncia em relacdo ao resultado do teste ML Flow. O tempo de
convivéncia (TC) foi categorizado em até 10 (dez) anos e maior que 10 anos. Observa-
se que a média do TC, 21,67 e 21,05 nao altera o resultado do teste, culminando no
momento da aplicacdo do teste estatistico, um valor de teste (t-Teste; p=0.8018), nao
significativo, portanto sem relacdo entre o tempo de convivéncia e o resultado do teste
ML Flow.

Tabela 10 — Distribuicdo do tempo de convivéncia do comunicante de caso indice em relagdo ao resultado
do teste ML Flow.

ML Flow
Tempo de Convivéncia (em anos) Positivo Negativo
n % n %

Ateé 10 3 16,67 12 10,26
>10 15 83,33 105 89,74
Total 18 100,00 117 100,00
Média do tempo de Convivéncia 21,67 21,05
Desvio Padréao 10,5 10,0
Teste t p=0.8018

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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Figura 6 — Média do tempo de convivéncia dos comunicantes em rela¢do ao
caso indice e o resultado do teste ML Flow.
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VI.11 - POSITIVIDADE DO ML Flow EM RELACAO A
CONSANGUINEIDADE COM O CASO iNDICE

Na tabela 11 nota-se a relacdo de proximidade quanto a consanguineidade
com o caso indice. Observa-se que a consanguineidade com o caso indice representou
54,81%. Considerando o resultado do ML Flow, nota-se que ndo houve diferenca
significativa entre as duas variaveis do resultado do teste, portanto a consanguineidade
nao é fator de interferéncia para o resultado do teste.

Tabela 11 — Resultado do ML Flow em contatos intradomiciliares em relacdo a consanguinidade com o
caso indice

Consanguineidade com Total ML Flow
o Caso Indice . _
Positivo Negativo
n % n % n %
Consanguineo 74 54,81 7 46,67 67 55,83
Né&o Consanguineo 61 45,19 8 53,33 53 44,17
Total 135 100,00 15 100,00 120 100,00

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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VII. 12 — POSITIVIDADE DO TESTE ML Flow EM RELACAO A REALIZACAO
DA VACINA BCG NOS COMUNICANTES PAUCIBACILARES E MULTIBACILARES

Conforme ilustra a tabela 12, o ML Flow apresentou positividade em 14
(70,00%) dos comunicantes paucibacilares e multibacilares. A efetividade da primeira
dose de BCG foi considerada pela presenca de cicatriz vacinal, no momento da
avaliacdo clinica ou quando havia anotacdo da data da realizacdo da mesma.
Considerando o numero de doses de BCG-ID, 76 (56,30%) dos 135 comunicantes
informaram ter recebido uma dose da vacina BCG-ID, portanto, verificou-se que houve
diferenca na positividade do teste entre os contatos e a realizacao da cicatriz BCG-ID.

Tabela 12 - Positividade do ML Flow em relagdo a realizagdo da vacina BCG nos comunicantes
paucibacilares e multibacilares.

ML Flow
Qtd. De BCG Total Positivo Negativo
N % n % n %
Nenhuma 20 14,81 1 5,00 19 16,52
Uma 76 56,30 14 70,00 62 53,91
Duas 39 28,89 5 25,00 34 29,57
Total 135 100,00 20 100,00 115 100,00

FONTE: Pesquisa de Campo (2011/2012).
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VIl = DISCUSSAO

A hanseniase ainda é considerada um grave problema de saude publica
mundial, principalmente naqueles paises, cujo indice de desenvolvimento humano e
econdmico sao considerados muito baixos. A doenca possui muitas manifestacoes
particulares que na grande maioria provoca controvérsias quanto ao diagnastico clinico e
laboratorial, estes que por sua vez necessitam ser cuidadosamente analisados por um
profissional de salude capacitado e treinado. Exames complementares também podem
ser solicitados pelo profissional no momento da consulta, porém em muitos laboratérios
de municipios afastados dos centros urbanos, a tdo desejada infraestrutura ndo existe

para um excelente diagnadstico.

Diante desta problemética, érgaos ligados a saude cogitam uma nova forma
de classificacdo para as formas imunologicamente instaveis, como por exemplo, a
pesquisa de anticorpos anti-PGL1, exemplificando que pacientes multibacilares sdo mais
dificeis de serem diagnosticados nos primeiros momentos da doenca, tornando-se
fontes ativas de transmissédo. Outra populacdo ndo menos importante sdo os contatos
intradomiciliares dos casos novos de hanseniase, principalmente porque compartilham o
mesmo ambiente do caso, correndo assim grandes riscos em adquirir as formas

altamente infectantes da hanseniase.

Este estudo contou com 73 casos novos de hanseniase e 135 comunicantes
intradomiciliares, seguindo os padrdes expostos a esta pesquisa e submetidos ao teste
rapido ML Flow, cujo objetivo foi estimar a soroprevaléncia do Mycobacterium leprae
utilizando o teste ML Flow em casos de hanseniase e contatos intradomiciliares oriundos
de municipios endémicos do Para, servindo como instrumento auxiliar na classificacao
do tratamento, no monitoramento dos casos e contatos intradomiciliares quando

referentes a vigilancia epidemiologica da hanseniase.

Os achados demograficos dos 73 casos mostraram que a hanseniase foi mais
frequente no municipio de Marituba, representado pela unidade de referéncia para
tratamento de hanseniase daquela localidade, no sexo masculino, com 60,27% dos

individuos em unido estavel e de populacdo adulta, estando de acordo aos estudos de



59

Jopling; McDougall (1991) e Lana et. al. (2000), no municipio de Belo Horizonte,
mostrando que a hanseniase apresenta-se com tendéncia desigual entre os sexos. Este
fendmeno pode ser explicado devido o sexo masculino apresentar mais mobilidade entre
0s ambientes sociais, mais ainda que as mulheres, tornando-os susceptiveis a maior
exposicdo de contato ao agente etiolégico da hanseniase, podendo a vir desenvolver
incapacidades, lesbes, estados reacionais, afastar-se da atividade produtiva e gerar um
custo social demasiado.

by

Referente a populacdo de comunicantes intradomiciliares incluidos na
pesquisa, 0 sexo feminino, com unido estavel e de populacdo de adultos, mostrou-se
mais predominante em relacdo ao sexo masculino, discordando dos achados de Lana et.
al. (2000), que constatou na populacéo feminina, uma frequéncia de 51,3% e de Moreira
et. al. (2009), os quais obtiveram 54,6% do sexo feminino ao estudar 273 individuos

portadores de hanseniase em Minas Gerais.

Vieira et. al. (2008) em seu estudo revelaram que ter casos atuais de
hanseniase na familia estd associado a um risco 2,9 vezes maior de um membro sadio
contrair a doenca; e ter casos antigos de hanseniase no domicilio estd associado a
possibilidade 5,0 vezes maior de um membro sadio dessa mesma moradia contrair a
doenca. Para os contatos intradomiciliares, o risco de desenvolver a hanseniase € maior
para aqueles que convivem com o doente antes dele iniciar o tratamento, pois fatores
como intensidade do contato e distancia fisica do paciente de hanseniase parecem estar
relacionados. Entretanto, o risco de adoecer ndo esta confinado ao grupo de membros
diretos da familia morando sob o0 mesmo teto, sendo reportado por alguns autores que o
risco de adoecer pode ser estendido para vizinhos e contatos sociais (MOET et. al.,
2006; VIEIRA et. al., 2008; BRASIL, 2009).

Pinto Neto (2004) considera importante e indispensavel a existéncia de dados
referentes aos comunicantes em todos os programas de controle de casos de
hanseniase, pois em se tratando de uma doenca transmissivel, de evolucéo insidiosa e
de grande potencial incapacitante, o diagndéstico precoce dos casos pode ser iniciado
pelo controle dos comunicantes, o que deve constituir-se em um dos pilares das acdes

para eliminar a hanseniase, deixando de qualifica-la como problema de saude publica.

A avaliacgéo clinica e laboratorial dos 73 casos novos de hanseniase revelou a
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ocorréncia de casos multibacilares (79,45%), confirmando o diagndstico tardio da
doenca, demonstrando possiveis falhas no programa de vigilancia da doenca nos
municipios pesquisados. A positividade da baciloscopia neste estudo foi de (46,57%),
numero bastante elevado quando comparado ao encontrado por Lyon e colaboradores
(2008) (35,9%) e por Castorina-Silva (2008) (40%) em um centro de referéncia em Minas
Gerais, e muito superior ao encontrado por Bihrer-Sékula et. al. (2007) no Nepal
(11,6%).

Ao analisar a forma clinica, o tipo dimorfo (D) apresentou-se como 0 mais
frequente, com 54,79% entre a populacédo adulta, corroborando aos achados de Lima et.
al. (2010) em um centro de saude na cidade de S&o Luis, Maranhdo, que encontraram

uma maior proporgédo da forma clinica dimorfa em seus estudos.

Durante a coleta dos dados, no primeiro momento da pesquisa, obtivemos
100 casos novos de hanseniase. No segundo momento da confeccdo e quantificacdo
desses casos através das variaveis pertinentes a este estudo, notamos a necessidade
de excluir casos, resultando numa casuistica de 73 casos indices de hanseniase, sendo
gue 79,45% foram classificados como multibacilares. Da amostra dos 135 comunicantes
intradomiciliares, 83,70% foram multibacilares, segundo Fine (2007) em seu estudo,
independentemente da forma bacilar do caso indice, os contatos devem estar em
constante vigilancia, ja que possuem um risco elevado de contaminacao. Para isto, a

vigilancia sistematica dos contatos € muito importante para romper a cadeia

epidemioldgica da doenca.

O Brasil possui em cada regido particularidades epidemiolégicas que séo
responsaveis pelo processo saude-doenca de diversas doencas, a exemplo a
hanseniase. Para sabermos se uma doenca esta controlada ou eliminada € necessario
avaliarmos a magnitude da endemia, com base na totalidade dos casos em tratamento
no momento da avaliacdo numa determinada populacdo em intervalo de tempo
determinado e a populacéo exposta ao risco de adquirir a doenca, isto se chama taxa de
prevaléncia. Taxas elevadas de prevaléncia de hanseniase refletem, em geral, baixos
niveis de condicdes de vida, de desenvolvimento socioecondmico e de atencdo a saude,
indicando deficiéncias operacionais dos servicos de saude para diagnosticar, tratar e

curar 0os casos ocorridos anualmente.
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No nosso estudo, a taxa de prevaléncia da hanseniase mostrou-se muito alta
(14,8/10.000hab), portanto a doenca ainda é considerada um problema de saude

publica.

De acordo com a soroprevaléncia dos 73 casos indices, a soropositividade
realizada através do teste rapido ML Flow ocorreu em 53,42% dos casos indices
multibacilares referente a classificacdo operacional, nUmero bastante elevado quando
comparado a cifra (18,4%) de Calado et. al. (2005); servindo como elemento para
discriminar casos multibacilares dos paucibacilares. Outro estudo realizado por Buhrer-
Sékula & Cols, Grossi e Lyon analisaram uma soropositividade, respectivamente, de
72,9%, 50,7% e 57%, ressaltando que a maioria dos casos eram multibacilares e tinham

idade igual ou maior que 15 anos, quando mencionada.

A soropositividade do teste ML Flow em contatos foi de 13,33% dos 135
comunicantes pesquisados, sendo 13,28% de comunicantes de casos multibacilares,
corroborando com os achados de Bihrer-Sékula et. al. (2003) e Calado et. al.. (2005),
gue observaram uma soropositividade de 15,6% entre os contatos e discordando dos
estudos realizados no Nepal (35,6%) e na Nigéria (62,9%) (BUHRER-SEKULA et. al.,
2003).

As analises mostraram que as variaveis que explicam melhor a
soropositividade do teste ML Flow sédo aquelas que associam maior carga bacilar no
individuo e nas pessoas do convivio, o que ja foi demonstrado em estudos anteriores
(BUHRER-SEKULA et. al., 2003; CALADO et. al., 2005; GROSSI, 2005; LYON, 2005). A
maioria dos pacientes classificados como MB tem altos niveis de anticorpos tipo IgM
anti-PGL1, ao contrario dos classificados como PB, que geralmente tém sorologia
negativa, e o nivel desses anticorpos correlaciona-se diretamente com a quantidade de
Mycobacterium leprae nos pacientes, diminuindo no decorrer do tratamento (GALLO et.
al., 2003).

A baciloscopia tornou-se uma ferramenta muito importante por ser uma
técnica relativamente simples e de facil execucédo, divergindo com o grande poder do
teste ML Flow, que possui a capacidade de refletir a resposta de todo o organismo a
presenca do bacilo. A positividade da baciloscopia neste estudo foi muito superior a
observada por Lyon e colaboradores e por Castorina-Silva em um centro de referéncia
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em Minas Gerais, no ano de 2008; confirmado pela variagcdo na positividade do ML Flow
(80,00%) e acompanhando a variagdo da baciloscopia, sendo positivo em 52,30% dos

65 casos que realizaram a baciloscopia.

O Indice Baciloscépico (IB) categorizado foi associado aos niveis do teste
soroldgico, sendo que do total de casos com registro do IB, 59,65% apresentaram indice
baciloscopico igual a 0 (zero), interferindo também no resultado do ML Flow em
contatos, portanto possuindo uma forte relacdo de positividade quanto a carga bacilar.
Buhrer-Sékula et. al. (2007) em seu trabalho mostrou que o ML Flow foi positivo em

97,4% dos pacientes multibacilares e em 97,8% com IB = 2.

O tempo de convivéncia que o comunicante tinha com o caso indice,
praticamente foi igual a idade em anos, ja que a grande maioria deles tinham lacos de
consanguineidade com o caso indice e conviviam no mesmo domicilio que a fonte de
contagio, mediante este fato tentou-se através de associacbes de variaveis, aferir
hipoteses de que o tempo de convivéncia interfere ou ndo no resultado do ML Flow,

apos o experimento verificou-se ndo haver associacao entre as variaveis (p)= 0,8018.

A consanguineidade com o caso indice ndo foi fator de risco para desenvolver

hanseniase quando comparada aos hdo consanguineos entre 0s casos.

O estado vacinal, em relacdo a BCG, é preconizado pelo Ministério da Saude
para o controle dos comunicantes. A tabela 12 mostra a realizagdo e efetividade da
vacina BCG, conforme anotagbes encontradas nas fichas dos comunicantes. A
efetividade da primeira dose de BCG foi considerada pela presenca de cicatriz vacinal, o
mesmo sendo observado para a segunda dose. Com isso verificou-se que 56,30% dos
comunicantes haviam sido vacinados com uma dose, colaborando para a positividade do
teste ML Flow (70,00%).

A eficacia da vacina BCG, na imunoprofilaxia e na imunoterapia da
hanseniase, tem sido tema de varios estudos, observando-se uma variacdo muito
grande nesse indice. A analise de trés estudos realizados na Uganda, em Nova Guiné e
na Birmania mostra uma variacdo de 20 a 80% na eficacia da BCG para a profilaxia da
hanseniase, justificada provavelmente, pelas diferencas metodolégicas adotadas em

cada estudo, segundo o Ministério da Saude (2008).

No Brasil, o nimero de doses da vacina BCG tem variado no decorrer dos
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anos e em diferentes estados. O Ministério da Saude que recomendava duas doses com
intervalos de seis meses passa a adotar nova conduta, néo indicando o aprazamento do
contato para a segunda dose. Assim, em contato considerado ndo doente, deve-se
avaliar a cicatriz vacinal de BCG e seguir a seguinte orientacdo: uma dose, na auséncia

Ou na presenca de uma cicatriz; ndo vacinar no caso de apresentar duas cicatrizes.

Para Fine (2007), uma série de estudos demonstrou a eficacia da BCG como
agente protetor da hanseniase entre o0s contatos intradomiciliares. Afirmando que o
papel da BCG na protecdo a hanseniase ndo esta primariamente envolvido com o
impedimento da infeccdo, mas associado a uma potencializacdo da resposta imune do

individuo infectado, evitando a sua progressao até o estado da doenca.
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IX. CONCLUSAO

De acordo com os objetivos propostos no estudo para as amostras

estudadas, os resultados permitiram concluir que:

Nos casos indices de hanseniase houve predominancia de casos novos para
0 municipio de Marituba, de sexo masculino com casos multibacilares, de baciloscopia

positiva e forma clinica Dimorfa;

A prevaléncia de casos de hanseniase entre os contatos incluidos no estudo
foi considerada muito alta, de acordo com os padrdes de classificacdo de prevaléncia

preconizados pelo Ministério da Saude;

A soropositividade do ML Flow nos casos indices foi de 53,42% em pacientes

multibacilares;

A soropositividade do ML Flow nos contatos intradomiciliares de hanseniase
foi de 13,33%;

Houve uma relacao positiva do teste ML Flow entre os casos indices e a

baciloscopia,;

Houve associacdo direta de positividade do ML Flow nos contatos com o

indice baciloscopico do caso indice;

A positividade ao teste rapido nos contatos néo foi influenciada pelo tempo de

convivéncia;

A consanguineidade nao foi fator relevante para a positividade do ML Flow

nos contatos;

Houve associacdo entre a positividade do teste ML Flow e a realizacdo da

vacina BCG entre os contatos.
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APENDICE A: FICHA PROTOCOLO DESTINADA AOS CASOS NOVOS DE HANSENIASE

N° de Identificacéo:

DADQS CADASTRAIS
Nome:
Sexo 1. Masculino Situagdo civil: 1. Solteiro Idade: Tipo de pele: 1. Branco
2. Feminino 2. Casado 2. Negro
3. Separado
3. Amarelo
4. Divorciado
4. Pardo
5. Vilvo
6. Ignorado >. Indigena
ASPECTOS SOCIO-ECONOMICO
Renda familiar:
( )atélsalario ( )2a3salarios ( )3 a4saldrios ( )acima de 5 salarios
Escolaridade: Profissdo:
Idade no diagndstico:
Data de nascimento (dd/mm/aaaa): / / 88. N3o se aplica
R.G:
Nome da mae: 88. Nao se aplica
Nome do Pai: 88. Nao se aplica
Endereco:

Complemento:

Bairro:
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Municipio:

Estado:

Naturalidade:

Telefone residencial: ( ) -

Celular: (

Ha quanto tempo mora no municipio:

Apresenta alguma alergia? Qual:

Medicamento em uso: SIM () NAO( ) Quais

Moradia:

( )Taipa ( )Madeira ( )Tijolo

N° de c6émodos:

Moradores nos ultimos 5 anos:

() Outros

MODO DE VIDA
Tabaco:SIM( ) NAO( ) Quantidade/dia:
Alcool: SIM( ) NAO( ) Quantidade/dia:

Outras drogas: SIM( ) NAO( ) Quais:

Conhece ou convive com alguém portador da Hanseniase. Quem?

1. Casa propria Saneamento basico:

2. Alugada Agua — Rede publica (

Poco( )

Agua tratada( )

)

Esgoto sanitario:

Céu aberto( )

Fossa ()

Outro ()
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CONTATO COM CASOS DE HANSENIASE

Caso na familia de hanseniase

()SIM () NAO

Morou com alguém que teve hanseniase
()SIm () NAO
Em caso afirmativo este doente é ou era:
1.Vizinho ( )
2.Parente ( ) Grau de parentesco:......cccccceeruveernnnen.

3.Colega de trabalho ( )

DADOS DO ATENDIMENTO

DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Classificacdo segundo a OMS:

( )Paucibacilar ( ) Multibacilar

Numero de lesdes cutaneas

(10 ()1 ()2 ()13 ()aC)5 ()5

Numero de nervos acometidos:

Descricdo das lesdes:

Presenca de Reagdes:

( )SIM ( )NAO

Grau de incapacidade:

()0 ()1 ( )2

Caso positivo: () Tipo1l ( )Tipo2

( ) Neuritelsolada ( )TipoleTipoll

Teste de fluxo lateral ML-Flow: Bacterioscopia

( )POSITIVO ( ) NEGATIVO ( )POSITIVO () NEGATIVO

Caso positivo:

+1 +2 +3 +4 +5

N3o realizado: IB:
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Exame Histopatoldgico:

Resultado:

( )N&o realizado:

B.C.G-ID:
12 dose ( ) Data: / /
22 dose ( ) Data: / /

Classificacdo de Madri:

( )Iindeterminada ( )Tuberculdide
( )Dimorfa ( )Virchoviana
Nome do Profissional que coletou os dados Assinatura

Belém, / /




80

APENDICE B: FICHA PROTOCOLO DESTINADA AOS COMUNICANTES INTRADOMICILIARES

DE HANSENIASE

N2 de Identificagdo:

DADOS CADASTRAIS
Nome:
Sexo 1. Masculino Situagao civil: 1. Solteiro Idade: Tipo de pele: 1. Branco
2. Feminino 2. Casado 2. Negro
3. Separado
3. Amarelo
4. Divorciado
4. Pardo
5. Vilvo
. Indi
6. Ignorado >. Indigena

ASPECTOS SOCIO-ECONOMICO

Renda familiar:

( )até1salario (

Escolaridade:

Idade no diagndstico:

Data de nascimento (dd/mm/aaaa):

R.G:

Nome da mae:

) 2 a3saldrios ( )3 a4salarios ( ) acima de 5 salarios

Profissdo:

/ / 88. Ndo se aplica

88. Nado se aplica

Nome do Pai:

88. Nao se aplica

Endereco:

Complemento:

Bairro:

Municipio:
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Estado:

Naturalidade:

Telefone residencial: ( ) -

Celular: ( ) -

Ha quanto tempo mora no municipio:

Apresenta alguma alergia? Qual:

Medicamento em uso: SIM ( )NAO () Quais

Moradia:

N° de cdmodos:
( )Taipa ( )Madeira ( )Tijolo

Moradores:

MODO DE VIDA

Tabaco:SIM( ) NAO( ) Quantidade/dia:

Alcool: SIM () NAO( ) Quantidade/dia:

Outras drogas: SIM( ) NAO( ) Quais:

Conhece ou convive com alguém portador da Hanseniase. Quem?

1. Casa prdpria Saneamento bdsico:

2. Alugada Agua — Rede publica( )
Poco ()
Outro ()

Esgoto sanitario:

Céu aberto ( )

Fossa ()

Outro ()

DADOS DO ATENDIMENTO

Data do atendimento:

/__J/

Doenga associada:
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Unidade de Saude:

() Comunicante Intradomiciliar

() Comunicante Extradomiciliar

() Comunicante de Paciente Paucibacilar

() Comunicante de Paciente Multibacilar

Caso na familia de hanseniase

()SIM () NAO

Caso positivo:

Numero de doentes de hanseniase com os quais vocé convive
ou conviveu com alguém que teve

Em caso afirmativo este doente é ou era:

1.Vizinho ( )

3.Colega de trabalho ( )

DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

1° EXAME CLINICO: B.C.G-ID:

Data: / /

() Sem sinais de atividade clinica 12 dose ( ) Data: / /
( ) Doente

() Suspeito 22 dose ( ) Data: / /
( ) Outros:

Teste de fluxo lateral ML-Flow:

( ) POSITIVO ( ) NEGATIVO

Caso positivo:

+1 +2 +3 +4 +5

Nome do Profissional que coletou os dados Assinatura

Belém, / /
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APENDICE C:TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS
CASOS DE HANSENIASE

PROJETO: UTILIZAGCAO DE TESTES RAPIDOS PARA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DA
HANSENIASE EM MUNICIPIOS ENDEMICOS DO PARA

A hanseniase é uma doenca causada por um micrébio chamado bacilo de Hansen. E
uma doenca de dificil tratamento quando ndo descoberta no tempo necessario, podendo causar-
Ihe algumas manchas na pele ou deformidades nas méaos e pés. Vocé esta convidado a
participar de um estudo que visa examina-lo e, em conjunto seus parentes mais proximos,
objetivando aplicar um teste que possa auxiliar no diagndstico precoce da doencga, garantindo
beneficios para sua salde. Caso vocé e/ou responsavel se sintam a vontade em participar do
estudo, vocé sera submetido a um exame cuidadoso de pele e se houver a possibilidade de
estar doente, ser4 encaminhado para que uma equipe o0 examine e o medique. Apos a
avaliacdo, a equipe coletard uma gota de sangue, correspondente a 5 ml de sangue obtida
através de uma veia superficial. Vocé sentira um pequeno desconforto, entretanto terd a certeza
de que o procedimento sera realizado por pessoas capacitadas. Seu sangue coletado sera
armazenado no Nuacleo de Medicina Tropical, para que durante os estudos ele seja analisado
mediante sua autorizagdo. Seu nome ndo sera divulgado em momento algum, por isso
tomaremos o total CUIDADO em colocar nimeros para que ndo o identifique, uma vez que serao
utilizados apenas pelos pesquisadores. Vocé recebera uma copia deste termo, onde consta o
telefone e o endereco institucional do pesquisador responsavel e do CEP, podendo tirar suas
davidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento. As despesas
decorrentes da sua participagdo na pesquisa e indenizacdo por eventuais danos da mesma
serdo de total responsabilidade dos pesquisadores principais e suas respectivas instituicdes de
origem. Nao havera qualquer pagamento por sua participacao.

Caso nao deseje participar desta pesquisa, ndo deixara de ser atendido e acompanhado durante
todo o seu tratamento, se assim o desejar.

Declaro que li e compreendi as informacdes sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteido da mesma, assim como 0s seus riscos e beneficios. Declaro ainda
gue, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material
para exame.

Coordenadora responsavel: Dr2. Marilia Brasil Xavier

Belém, / /

Assinatura do paciente ou responsavel

Marcos Fabiano de Almeida Queiroz
(Pesquisador responsavel)

Endereco: Travessa Doutor Eneas Pinheiro, 2757 — Residencial Eneas Pinheiro, Bloco B — Apt°
304 — MARCO - Belém — PA; Fone: (91) 81338280/88881517

Nucleo de Medicina Tropical — Av. Generalissimo Deodoro, n® 92, Umarizal — Belém/PA Fone:
(091)3201-6870
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APENDICE D: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS
COMUNICANTES INTRADOMICILIARES

PROJETO: UTILIZAGCAO DE TESTES RAPIDOS PARA VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DA
HANSENIASE EM MUNICIPIOS ENDEMICOS DO PARA

A hanseniase é uma doenca causada por um micrébio chamado bacilo de Hansen. E
uma doenca de dificil tratamento quando ndo descoberta no tempo necessario, podendo causar-
Ihe algumas manchas na pele ou deformidades nas méaos e pés. Vocé esta convidado a
participar de um estudo que visa examina-lo e, em conjunto seus parentes mais proximos,
objetivando aplicar um teste que possa auxiliar no diagnostico precoce da doenca, garantindo
beneficios para sua salde. Caso vocé e/ou responsavel se sintam a vontade em participar do
estudo, vocé sera submetido a um exame cuidadoso de pele e se houver a possibilidade de
estar doente, ser4 encaminhado para que uma equipe 0 examine e o medique. Apos a
avaliacdo, a equipe coletarda uma gota de sangue, correspondente a 5 ml de sangue obtida
através de uma veia superficial. Vocé sentira um pequeno desconforto, entretanto terd a certeza
de que o procedimento sera realizado por pessoas capacitadas. Seu sangue coletado sera
armazenado no Nuacleo de Medicina Tropical, para que durante os estudos ele seja analisado
mediante sua autorizagdo. Seu nome ndo sera divulgado em momento algum, por isso
tomaremos o total CUIDADO em colocar numeros para que nao o identifique, uma vez que serao
utilizados apenas pelos pesquisadores. Vocé receberd uma coOpia deste termo, onde consta o
telefone e o endereco institucional do pesquisador responsavel e do CEP, podendo tirar suas
davidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento. As despesas
decorrentes da sua participagdo na pesquisa e indenizagdo por eventuais danos da mesma
serdo de total responsabilidade dos pesquisadores principais e suas respectivas instituicdes de
origem. Nao havera qualquer pagamento por sua participacao.

Caso ndo deseje participar desta pesquisa, ndo deixara de ser atendido e acompanhado durante
todo o seu tratamento, se assim o desejar.

Declaro que li e compreendi as informacdes sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteido da mesma, assim como 0s seus riscos e beneficios. Declaro ainda
gue, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material
para exame.

Coordenadora responsavel: Dr2, Marilia Brasil Xavier

Belém, / /

Assinatura do paciente ou responsavel

Marcos Fabiano de Almeida Queiroz
(Pesquisador responsavel)

Endereco: Travessa Doutor Eneas Pinheiro, 2757 — Residencial Eneas Pinheiro, Bloco B — Apt°
304 — MARCO - Belém — PA; Fone: (91) 81338280/88881517

Nucleo de Medicina Tropical — Av. Generalissimo Deodoro, n°® 92, Umarizal — Belém/PA Fone:
(091)3201-6870
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ANEXO E: PARECER DE APROVACAO DO CEP/NMT

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
s NUELO DE MEDICINA TROPICAL <
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECERDEEIICADEPROJEIQDEEESQUISAEWOL&[E“DO SERES
HUMANOS

1. Protocolo: N°032/2009-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: U:['[DZACAD_ DE. TESTES RAPIDOS PARA
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICAS DA HANSENIASE
E MUNICIPIOS EDEMICOS DO PARA.

Pesquisador Responsavel: Marilia Brasil Xavier.
Instituicao / Unidade:UEPA.
Data de Enfrada: 22/08/2009.
Data do Parecer: 09/09/2009.

2 T

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o
protocolo em tela durante a reunido realizada no dia 09/09/2009. Considerando
que foranT atendidas as exigéncias da Resolugdo 1967/96-CNS/MS, manifestou-se
pela aprovacgao do parecer do relator.

Parecer: APROVADO

Belém, 09 de setembro de 2009.




i

7

ANEXO F: PROTOCOLO DO ML FLOW

KIT Biomedical Research — ML Flow Protocol — September 2003 Rev 0

ML Flow

USO APENAS PARA PESQUISA
Um teste imunoltgico especifico an Mycobacterinm lepraepara uso em soro humano e amostras de sangue

Instrugdes para o Hse

Usa proposto;

0 Departamento de Pesquisa Biomédica do KIT { Koninklijk Instituut voor de Tropen - Instituto Beal Tropical )
em Amsterdd, com o apoio financeiro do NLR (Netherlands Leprosy Relief - Assistncia Holandesa &
Hanseniase), desenvolven o ML Flow com a finalidade de uma deteogio rapida dos anticorpos imunog lobulina
M (IgM) especificos ao M_lepras no soro humano ou em amostras de sangue total.

Introdugdo:

A hanseniase & uma infecgio causada pelo Mycobacreriiom leprae. O ML Flow & um tesie simples para a
deteccio de anticorpos especificos ao M. leprae conftra o componente de agicar do glicolipidio fendlico-1 (PGL-
I no soro humano ou no sangue. A presenca de anticorpos lgM contra PGL-I do M. leprae sugemr a presenga de
uma infecgbo multibacilar e portanto pode ser usada para discriminar pacientes multibacilanes dos
paucibacilares. () teste & rmpido e nio reguer nenhum equipamento especial. (s reagenics so altamente estéveis
e podem ser armazenados em temperatura ambiente. Quando testado em um grupo de soro proveniente de
pacicnics hansenianos ¢ de controles negativos de regibes endémicas, foi demonstrado sensibilidade ¢
especificidade semelhanies bguelas do ML Dipstick e &= da ELISA (1), ambas as guais ji v&m utilizadas na
deteccido de anticorpos IgM especificos ao M.leprae.

Frimcipio:

O ML Flow & um feste imunclégice de um 56 passo utilizando o ouro coloddal. © antigeno especifico do
M_leprae é imobilizado formando uma linha discreta numa membrana porosa de nitrooe lulose localizada na
zona de teste. O reagente de deteccdo consiste de particulas mdwvels de ouro coloidal verme lho rotuladas com
IgM anti-humano e vem inserido dentro do dispositivo.

Uma amostra de sangue oa soro € colocada no recepticulo de amostras e & carmeada com o fluido da amostra. O
reagente de detecgio se ligard acs anticorpos IghM na amostra, e junios se moverdo através da membrana porosa
até a rona de este. Se o anticorpo for especifico & hanseniase, ele se ligard ao antigeno ¢ uma linha vermelha
apamoerd na zona de keste. Se a amosira ndo contiver nenhum anticorpo Igh especifico ao M. leprae, 8 amostra
o o reagente de detecgio passarao sobmee a zona de ieste ¢ nenhbuma linka aparecera. Com gualguer amostra, a
linha de controle deverd aparccer na zona de controle. Esta banda de controle quando positiva, nos dard a
scguranca de que o conjugado ainda esté ativo.

Kit de feste:
Cada kit contemn 25 dispositivos para o teste de fluxo lateral embalados individualmente, juntamenie com um
frasco de solucio tampdo diluente, suficienie para a andlise de 25 amostras de sore o de sangue total

Atengdo: A solucio tampio diluene contem azoteto de sddio. Nao ingenre evitar contato com a poke.

Utensilios ndo formecidos:
Micropipetas, ponteiras descartiveis para pipetas ¢ luvas.

Armazenamento:

Para que a conservacao do material scja a melhor possivel, o ML Flow deve ser armazenado a uma temperatura
de: 4+2°C a +25%C, em lugar seco e profegido da exposigio direia ao sol. Dispositivos individuais de tesie de
fluxo lateral podem ser armazenados a uma temperatura de +2°C a +45°C por duas semanas.

Daia de validade: (Z)
[} material expira na data indicada na caixa.

FPrecangies:

Amostras de sangue ¢ soro devem ser manuscadas com ceidado, pois 550 potencialmenie infectantes. O
eqguipamento ¢ os materials para o manuseio dos espécimens devem ser tratados da mesma maneira, com
cuidado. Amostras de soro que tenham sido inativ adas por calor (56°C, 30 minutos) podem ser utilizadas. pois a
cxposigio ao calor ndo afeta os resultados do teste. Os dispositives do ML Flow usados, os matenais
descartiiveis e as amosiras devem ser devidamente descontaminadas e descartadas.
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Coleln das @moziras:

(0 soro e ve ser preparado seguindo 2 mesma roting empregada para qualguer este somlagico. A mosiras de

sangue & som coletadss eoenemenie devem ser usadas. A mosiras de sore armarensdas i -20°C podam

tamibem ser ukiladas.

Frocedimenic padrde do fesie:

1.  Remova o dispositive de ML Flow do pacode @ o coloque na mesa com a janela virada para cima.

1 Pinguoe 5 pi de soro ow sangue io1al heparinicado no suporie de papel do recepliculo redondo de amosiras.

3. Adicionz 130 p1 de liquide de tamponamento ao ecepticulo redondo de amostras.

4. Herd possivel viswslocar uma cor movendo-se stravés das zonss de fesiz e controle. [sto demonsira que o
fesie estd funcionando.

5. Leizos resultados apds 5 minwios quando usar sangue todal @ apos 10 minuios quanio usar sono.

6. U= mesulades maniém-se estiveis por mais 15 mineios. N3oexecok kitre do este apds 20 minutos.

Interpreiogdoe dos resuligdos dos festes:
Um resaliade negativo & indicado pela auséncia de wma linha na zona de tesie @ pela presenga de uma linha
na #omna de condrole.
Um resaliade positivo & indicado pela presenga de duas linhas: uma linha definida na zona de testz @ uma
outra linha na zona de contrake.
Uma intensidade de coloraglo, que indica um eswltado doeste como forie positivoe, @m um packenie
diagnosticado clinicamente como hanseniang, fomece evidéncizs de uma deenga multibecilar. Uma inensidade
de colora;in positiva e acentuada, de tesies feilos em conlatos priximos de pecientes hansenianos, sugere uma
incwbagdo dz hansendase multibacilar.
(Ocasionalments, uma linha ténue pode ser observada na licha de tesie. Um sinal fraco pode cormesponder 2 um
niviel de anticorpo de muite beixa especificidade . Nas &reas endémicas em particular, a presenga die wm nivel da
anficorpos de baixa especificidade pode comesponder & presenca de anticorpos, isto, devido 8 uma exposigao
ENErior, @ por conseguinte deve ser obsaovada como wm resultado negativo.

Limitmgies de uso:

iese de ML Flow deve serusado somente como um leste d confirmacio, @ nio deve ser usado como crigno
lmico no diagnostico da hanseniase.

Litermiura adicional sugerid:
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(30031 Simpe and fzst ieral flow st for classification of leprosy patients and identification of contacts with
high risk of developing keprosy. Jowmal of Clinical Microbiclogy, 41; 1991-19495.

Bither-5ikula 5, Samo EN, Oskam L, Koop 5, Wichers I, Nery JAC, Vieira LM, de Matos HI, Faber WR,
Kiatser PR, (20000, The use of ML Dipstick as a tool to classify leprosy patsents. Inlemnational Joams) of
Leprosy and Other Mycobacterial Diseases 68: 456 — 463,

Buhmer-5ikula 5, Cunha MG, Foss NT, Oskam L, Faber WE, Klatser FR (2001). Dipstick assay fo identify
keprosy patients who have an increased risk of elapse. Tropical Medicine and Intermnational He atth 6:317-323.
Oskam L, 51im E, Bohrer-5&kula 5, (20031, Serology: recent deve lopments, srengths, limitsions and
prospects. A state of the an overview. Leprosy Review, in pess



