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RESUMO

O diagndstico precoce da hanseniase € uma importante estratégia para interromper a
cadeia de transmissao do M. leprae e prevenir a incapacidade fisica. No entanto, o
diagnostico é essencialmente clinico e, em muitos casos, os sintomas s&o sutis e as
vezes passam desapercebidos até mesmo pelos especialistas. Os exames de
baciloscopia e histopatologia auxiliam no diagnodstico clinico, na categorizagao
espectral e no tratamento da doenga. Nas regides onde a endemicidade é maior,
meétodos sorolégicos e moleculares devem ser utilizados, principalmente entre os
contatos domiciliares, para identificar contatos de pacientes com possibilidades de
adoecimento. Nesse sentido, propusemos tragar o perfil clinico, sociodemografico e
laboratorial dos individuos com suspeicao de hanseniase atendidos no CREDEN-
PES.

Amostras de raspado dérmico auricular dos participantes do estudo foram coletadas
e conservadas em alcool a 70%. Posteriormente, extraiu-se e quantificou-se o material
genético. Em seguida realizou-se a qPCR tendo como alvo o gene RLEP (Elementos
repetitivos) para identificacdo da presenca de DNA do M. leprae. nas referidas

amostras.

Foram analisadas amostras de 411 individuos. Desse total, 158 foram classificados
como casos e 253 como individuos com suspeicdo para hanseniase. Verificou-se um
numero significativo de casos com idade entre 40 a 69 anos (n=85), sendo que 58,86%
foram do sexo masculino e 83,87% apresentaram gPCR positiva, indicando a
presenca de DNA de M. leprae nas amostras de raspado dérmico coletadas. Quanto
a escolaridade, entre os que tinham 12 a 42 série incompleta, a reacéao qPCR foi
positiva em 89,66%. A maioria dos casos notificados foi classificada como multibacilar
(63,92%). Entretanto, o teste qPCR foi positivo em 75,44% dos casos classificados

como paucibacilares e 86,14% dos casos multibacilares.

Em relacdo aos individuos com suspei¢ao de hanseniase, das 253 amostras
coletadas, 100% apresentaram indice bacilar negativo (IB=0. Entretanto, os
resultados do teste qPCR indicaram que 120 amostras (47,43%) eram positivas para
0 gene RLEP. Esses resultados reforcam a necessidade da implementagdo de
meétodos laboratoriais mais sensiveis para o diagnostico da hanseniase. Além disso,

vale destacar a identificagdo de dois casos de pacientes (forma clinica virchowiana e



dimorfa) com IB zero e resultados de qPCR positivos. Os dados obtidos em nosso
estudo indicam a possibilidade de adoecimento daqueles individuos encaminhados
ao CREDENPES, com suspeicdo de hanseniase, que apresentaram resultados

positivos para DNA de M. leprae na qPCR, embora com IB zero.

Palavras chaves: hanseniase, gPCR, georeferenciamento, diagndstico precoce.



Abstract

Early diagnosis of leprosy is a vital strategy to interrupt the chain of transmission of M.
leprae and prevent physical disability. However, the diagnosis is essentially clinical,
and, in many cases, the symptoms are subtle and sometimes go unnoticed even by
specialists. Bacilloscopy and histopathology exams help in the clinical diagnosis,
spectral categorization, and treatment of the disease. In regions where endemicity is
higher, serological and molecular methods should be used, especially among
household contacts, to identify contacts of patients with the possibility of becoming ill.
In this sense, we proposed to trace the clinical, sociodemographic, and laboratory

profiles of individuals with suspected leprosy treated at CREDEN-PES.

Ear dermal scraping samples from study participants were collected and preserved in
70% alcohol. Subsequently, the genetic material was extracted and quantified. Then,
the qPCR assay was performed targeting the RLEP gene (Repetitive Elements) to

identify the presence of M. leprae DNA. in said samples.

Samples from 411 individuals were analyzed. Of this total, 158 samples were classified
as cases and 253 as individuals with suspected leprosy. A significant number of
patients aged between 40 and 69 years (n=85), with 58.86% being male and 83.87%
presenting positive qPCR, indicating the presence of M. leprae DNA in the dermal
scraping samples collected. As for education, among those who had incomplete 1st to
4th grade, the qPCR reaction was positive at 89.66%. Most of the reported cases were
classified as multibacillary (63.92%). However, the gPCR test was positive in 75.44%

of the patients classified as paucibacillary and 86.14% of the multibacillary cases.

Regarding individuals with suspected leprosy, of the 253 samples collected, 100%
had a negative bacillary index (BI=0. However, the results of the gPCR test indicated
that 120 samples (47.43%) were positive for the RLEP gene. Our results reinforce the
need to implement more sensitive laboratory methods to diagnose leprosy. In addition,
it is worth highlighting the identification of two cases of patients (lepromatous and
borderline clinical form) with zero Bl and positive qPCR results. The study indicates
the possibility of iliness in those individuals referred to CREDENPES with suspected
leprosy, who presented positive results for M. leprae DNA in the gPCR, although with

Bl zero.
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1. INTRODUGAO

A hanseniase € uma infeccdo granulomatosa crénica ocasionada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae) que acomete primariamente os nervos periféricos.
As manifestagdes clinicas da doenga decorrem do padrao de resposta imunoldgica
estabelecida frente a infeccéo pelo M. leprae. Portanto, as pessoas atingidas pela
hanseniase podem apresentar diversas manifestagdes clinicas (SCOLLARD et al.,
2006). No geral, a infecgao dos macréfagos pelo M. leprae, gera lesdes na pele com
aspecto de placa, papula, infiltracdo difusa e mais raramente nédulos. As lesdes
podem ser hipopigmentadas ou infiltradas com bordas elevadas, ambas com perda
de sensibilidade tatil, térmica e dolorosa (AZULAY; AZULAY, 1997).

Quando o diagnéstico ocorre de forma tardia, os pacientes podem apresentar
incapacidades fisicas (IF). Estima-se que no mundo existam entre 1 a 2 milhdes de
pessoas com algum grau de deformidade e incapacidade resultantes da hanseniase,
contribuindo para repercussdes psicologicas e sociais negativas, fortalecem o estigma
da doencga e geram 6nus para o sistema de saude (YADAYV, et al., 2014). Assim, a
hanseniase permanece como um importante problema de saude publica, requerendo
dos paises endémicos como o Brasil, fortalecimento dos servigos de saude nas acgdes
de combate e controle da doenca (SILVEIRA, et. al., 2014).

No entanto, mesmo em decréscimo do numero de casos novos, no estado de
Minas Gerais, grande parte dos municipios ainda ndo atingiram a eliminagdo da
doenga como problema de saude publica (menos de 5,22 casos por 100.00 mil
habitantes em 2018) e outros permanecem silenciosos, ou seja, nao registram casos.
A transmissao continua ativa considerando a incidéncia de casos em menores de 15
anos, fato que pressupde a presencga de adultos doentes sem diagndstico e/ou sem
tratamento, convivendo e transmitindo a hanseniase para criangas e adolescentes.
(LEITE, et. al, 2019; MINAS GERAIS, 2020)

O desenvolvimento de técnicas moleculares e o conhecimento prévio da
sequéncia genbmica do M. leprae, tornaram possivel a realizagdo do método de
amplificagdo de DNA para identificagdo do bacilo em amostras clinicas. Ao contrario
da baciloscopia, que requer cerca de 10* organismos por grama de tecido para

deteccao real, a PCR é uma técnica de alta especificidade e sensibilidade, capaz de
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detectar 25 fentograma (fg) de DNA de M. leprae. Além disso, a possibilidade de sua
utilizacdo em quase todos os tipos de amostras clinicas confere a este método um
alto potencial para o diagnostico diferencial. Assim, a técnica da reagao da polimerase
em cadeia (PCR) pode vir a ser utilizada como um método de suporte alternativo aos
métodos tradicionais de diagnostico da doenga (KANG et al., 2003; GOULART;
GOULART, 2008).

Dados georreferenciados sobre a hanseniase também ajudam a compreender
fatores que favorecem a transmissdo, como o comportamento de individuos nao
tratados em disseminar a doenga nas comunidades em que vivem e por meio de rotas
migratorias para outras unidades federativas (TRAVASSOS, et. al.; 1997; GARCIA,
et. al.; 2013).

Portanto, os estudos moleculares e geoepidemiolégicos na hanseniase sao
essenciais para a compreensao do comportamento da doenga, auxiliando na
elaboragdo de novas estratégias para o diagnostico e melhorando as respostas das
acdes de combate, contribuindo para a consolidagdo de um saber técnico-cientifico-

social efetivo nas agdes de eliminagao no pais.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi verificar através de gPCR (quantitativo
Reacao da Cadeia da Polimerase), a presenca do M. leprae em raspados dérmicos
de individuos atendidos no centro referéncia de saude (CREDEN-PES) do municipio
de Governador Valadares. Além disso, averiguamos o perfil clinico-epidemioldgico e
laboratorial dos participantes, bem como a indicagao de regides prioritarias para o
combate e controle da doenga no municipio. Sabe-se, que poucos estudos desta
natureza tém sido desenvolvidos no municipio, e, portanto, carece, de maiores

investigacoes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do agente etiolégico

O Mycobacterium leprae, foi descrito em 1873 por Gerhard Henrik Armauer
Hansen, como um bacilo reto ou ligeiramente encurvado que se cora em vermelho
pela fucsina e ndo se descora pela lavagem em solugao alcool-acido, sendo, portanto,
classificado como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Como bactéria
intracelular, possui tropismo pelas células de Schwann nos nervos periféricos
(SCOLLARD et. al., 2006), especialmente nos locais em que a temperatura corporal
€ menor que 37°C favorecendo o seu metabolismo. Nos tecidos infectados, aparecem
isolados ou em feixes paralelos, dispondo-se em “globias” (HASTINGS et. al.., 1988;
SAMPAIO & RIVITTI, 1998).

A parede celular do M. leprae tem cerca de 20 nm de espessura e possui uma
estrutura quimica semelhante a de outras micobactérias, sendo composta por
peptideoglicana entrelacada e ligada a cadeias polissacaridicas que servem de
suporte para os acidos micolicos que abrangem cerca da metade do peso da parede
celular e conferem caracteristica hidrofébica ao bacilo. A lipoarabinomanana (LAM) é
um importante componente da parede celular micobacteriana (Figura 1). O bacilo
apresenta uma capsula contendo grande quantidade de componentes lipidicos, onde
€ encontrado um lipideo quimicamente distinto dos encontrados em outras espécies
de micobactérias, o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), que contém um trissacarideo
caracteristico e unico do M. leprae. Este lipideo pode ser detectado em tecidos
infectados, persistindo por um longo tempo mesmo apos o bacilo ter sido degradado
e eliminado (OPROMOLLA, 2000; VISSA E BRENNAN, 2001).
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Figura 1. Modelo esquematico do envelope celular de Mycobacterium Ieprae.
Mycobacterium leprae apresenta uma parede celular sobreposta a membrana plasmatica.
Esta parede é constituida por uma regido eletrondensa, composta por peptideoglicana,
galactana, arabinomana, lipomanana, lipoarabinomana, uma regido eletrontransparente,
constituida por arabinogalactana ligada a micolatos, lipomanana, lipoarabinomanana, e uma
capsula formada por fosfatidilinositol manosideos, glicolipideo fendlico 1, fosfolipideos,
monomicolato de trealose e ftiocerol dimicocerosato. Abreviaturas: LM, lipomanana; LAM,
lipoarabinomanana; PL, fosfolipideo; TMM, monomicolato de trealose; PIMs, fosfatidilinositol
manosideos; PGL-1, glicolipideo fendlico |; PDIM, ftiocerol dimicocerosato. Fonte: Adaptado
de Vissa & Brennan, 2001.

O genoma de M. leprae apresenta uma extensiva redugdo evolutiva,
apresentando uma perda funcional de cerca de 2.000 genes comparado ao M.
tuberculosis, o que resulta na perda de quase metade de suas fungcdes metabdlicas e
auséncia de vias metabdlicas inteiras presentes no M. tuberculosis. Menos de 50% do
genoma do M. leprae, que consiste de 3.268.203 pares de base, codifica proteinas. O
bacilo apresenta um total de 2.770 genes, um numero excepcionalmente grande de
pseudogenes, 1.116, e 1.604 sequéncias codificadoras de proteinas (COLE, et. al.,
2001).
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2.2 Aspectos clinicos e classificagao

Em 1982, a Organizagcao Mundial da Saude (OMS), instituiu as normas para
operacionalizag¢ao do tratamento da doenga. Com isso, estabeleceu-se a classificacao
operacional consistindo dos seguintes parametros: pacientes apresentando menos de
05 (cinco) lesdes de pele é classificado como Paucibacilar (PB) e tendo 05 (cinco) ou
mais lesdes de pele como Multibacilar (MB), o intuito da classificagdo operacional é
nortear o tratamento com a Poliquimoterapia (PQT). A baciloscopia auxilia no
processo desta classificagdo, onde um resultado positivo indica paciente MB, no
entanto baciloscopia negativa ndo descarta a possibilidade de hanseniase (BRASIL,
2016).

A classificacdo de Ridley & Joplin (1966) envolve dois polos, Tuberculdide e
Lepromatoso, entre os dois polos ha trés formas intermediarias e dindmicas, quanto
mais préoximo da forma Tuberculdide € chamada Borderline tuberculoide (BT), a mais
centralizada € conhecida como Borderline borderline (BB), assemelhando-se a forma
Lepromatosa é classificada de Borderline lepromatous (BL). O diagnéstico é feito por
meio da sintomatologia clinica, com exames complementares de raspado intradérmico
e/ou bidpsia, para auxiliar na classificagdo da doenca. Outra forma que pode ser
observada € a hanseniase neural pura, que pode ndo acometer a pele e com raros
bacilos, mesmo em biopsia de nervo (CUNHA, et. al., 2006; HUNGRIA et. al., 2016;
TIWARI, et. al.,2017).

O espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificagdo de Ridley
& Joplin esta ilustrado na Figura 2. No polo tuberculdide, o hospedeiro apresenta uma
boa resposta imune celular ao M. leprae, formando granulomas epitelidides e
secretando citocinas proé inflamatdrias, combatendo eficientemente a infecgdo. Neste
polo ha um pequeno numero de bacilos presentes nas lesdes. Ja os pacientes do polo
lepromatoso, apresentam uma resposta imune do tipo humoral e secreg¢ao de
citocinas anti-inflamatérias. Neste polo ha intensa proliferacédo bacilar e multiplas
lesbes com a presenga de macrofagos espumosos repletos de bacilos no seu interior.
Os pacientes “borderline” apresentam caracteristicas intermediarias, se aproximando
mais de um polo ou outro de acordo com seu perfil de resposta imunologica ao M.

leprae.
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Existem ainda os episédios reacionais, que sao responsaveis por grande
destruicdo de ramos nervosos e consequentes incapacidades. Ha dois tipos
principais: a reacgao reversa (RR) ou reagao do tipo 1, que ocorre principalmente nas
formas “borderline”, e o eritema nodoso hansénico (ENH) ou reacdo do tipo 2, que

ocorre principalmente no polo lepromatoso (MISCH, et. al., 2010).

Exposure to M. leprae
Naturaresstance or
Symptomatic dearance
Tuberculoid pole Lepromatous pole
Cell-mediated response Humoral response
Granuloma formation Foamy macrophages
Few organisms Many organisms
| IFN-Y, TNF, L2, 1L-6, 112 | | 1-4,1L-70]

Inflammatory
mediators

IENYTNEIL2, | gty oY

IL-6, IL-12,1L-4, el
Inflammatory | Enhanced U510 PMN infiltrate
mediators | cell-mediated Ag/Ab complexes

immuni Increased Tyl and T,,2 cytokines
IFN=1, TNF, IL-1B, b4 g Wt
IL-2, IL12

Figura 2. Espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificacdo de Ridley &
Jopling, 1966. Fonte: Adaptado de Misch et. al., 2010.

Vale ressaltar que cerca de 95% dos individuos expostos ao M. leprae séo
resistentes a infeccdo ou a eliminam sem sintomas. Entretanto, 5% restantes irdo
desenvolver a doenga em uma das formas clinicas dependendo da capacidade de

resposta imune mediada por células aos antigenos do M. leprae.
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2.3 Tratamento da hanseniase

Devido a relatos de resisténcia a monoterapia dos farmacos usados para
tratamento da hanseniase, a OMS implantou em 1981 a PQT com Dapsona (DDS) e
Rifampicina (RFP), que diminuiu drasticamente a prevaléncia da hanseniase, bem
como reduziu o nimero de cepas resistentes a esses medicamentos (DIORIO et. al.,
2009; dos SANTOS et. al., 2018; ROSA et. al., 2019).

No Brasil, de acordo com o MS (2016), o acompanhamento do paciente com
hanseniase é ambulatorial independente da classificagdo operacional (PB ou MB), e
devera ser assegurado ao paciente tratamento adequado e completo. O tratamento é
padrdao de acordo com a classificagdo operacional, para os casos PB usa-se 06
cartelas contendo Rifampicina e Dapsona, por periodo de 6 a 9 meses, com dose
supervisionada de Rifampicina na unidade de saude no minimo uma vez por més.
Para os casos MB serao 12 cartelas contendo Rifampicina, Dapsona e acréscimo de
Clofazimina, com duragao de 12 a 18 meses. Ao final do tratamento é realizada nova
avaliacdo dermatoneuroldgica e grau de incapacidade fisica (GIF). Ndo havendo

nenhuma alteracéo o paciente recebera alta por cura.

A partir de sete de Julho de 2021, a nota técnica 16/2021 da Coordenacéao
Geral de Vigilancia das Doencas em Eliminagdo, Departamento de Doencas de
Condicées Croénicas e Infecgdes Sexualmente Transmissiveis, Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,regulamentou a Poliquimioterapia unica
(PQT-U) que associa os farmacos Dapsona + Rifampicina + Clofazimina na
apresentacao de blisteres para o tratamento da hanseniase, mantendo se os
protocolos de tratamento de 06 (seis) meses para Paucibacilares e 12 (doze) meses
para Multibacilares (BRASIL, 2021).

Segundo Cortela et. al. (2020), o Brasil implantou um programa piloto para a
avaliacao da operacionalidade da quimioprofilaxia com rifampicina em dose unica. O
programa foi denominado “Profilaxia Pés Exposi¢cao” (PEP) e implementado na rotina
de programas de hanseniase no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS), nos
Estados do Mato Grosso, Tocantins e Pernambuco. Entretanto, de acordo com os
autores, a viabilidade, implementacao e o funcionamento adequado do PEPHans-

Brasil, exige articulagdo em todos os niveis de atengédo a saude e algumas condigdes
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devem ser consideradas. Ha necessidade de um planejamento operacional, de fatores
técnicos, disponibilidades de recursos, conhecimento do estigma, da percep¢ao, do

impacto da distribuicdo do PEP e da aceitabilidade da intervencgao.
2.4 Diagnostico laboratorial da hanseniase

A baciloscopia do raspado intradérmico € o exame complementar mais util no
diagndstico, considerado padrao-ouro; € de facil execucgao e baixo custo. Colhe-se o
material a ser examinado (raspado de tecido dérmico) nos I6bulos das orelhas direita
e esquerda, cotovelos direito e cotovelo esquerdo e/ou lesdo suspeita. A coloragao é
feita pelo método de Ziehl-Neelsen e apresenta-se o resultado sob a forma de indice
baciloscopico (IB), numa escala que vai de 0 a 6+, dependendo do numero de bacilos
observados por campo & microscopia. E utilizada como exame complementar para a
identificacao dos casos PB e MB de dificil classificagao clinica. Baciloscopia positiva
classifica o caso como MB, independentemente do numero de lesdes, no entanto o

resultando negativo, ndo descarta a hanseniase (BRASIL; 2010).

Uma das dificuldades para o diagnodstico da hanseniase se deve ao nao cultivo
do M. leprae, in vitro. Existem investigagdes como infecgdo em camundongos e tatus
que auxiliam a obtencdo do bacilo além de dar suporte as técnicas para o
sequenciamento genético do M. leprae (MARTINEZ et. al., 2011; TURANKAR et. al.,
2015; ROSA et al., 2019).

A busca por técnicas mais sensiveis para detecg¢ao e diagndstico da doencga é
essencial para iniciar o tratamento e controlar a transmissé&o, principalmente entre os
contatos domiciliares (AZEVEDO et. al., 2016). Assim, novos métodos de diagndstico,
tanto sorolégicos quanto moleculares tém sido propostos (TURANKAR et.al., 2015;
RICHARDUS et. al., 2017; MONTOYA et. al., 2017).

2.4.1 Testes Sorolégicos

Uma diversidade de ensaios sorolégicos foi proposta para o diagnéstico da
hanseniase, dentre eles destaca-se: Teste de Hemoaglutinagao Passiva (PHA), Teste
de Aglutinacao com Particulas de Gelatina (MLPA), Dispstick e o Teste de Fluxo
Lateral, que possuem vantagens e limitagdes dependendo do tipo de pesquisa.

Segundo Andrade et. al., (2008) a positividade do teste ML flow correlaciona-
se a carga bacilar, indicando que a sorologia € mais sensivel que a baciloscopia. E,
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sugere que pode ser utilizada na classificagao dos casos de hanseniase em PB e MB,
bem como identificar entre os contatos aqueles com maior risco de desenvolver
hanseniase. Esses autores verificaram também que o ML Flow foi positivo em todos
os pacientes com IB > 2 e ainda que a chance de soropositividade aumentou a medida
que o paciente apresentava maior numero de nervos comprometidos e/ou maior
numero de lesdes cutadneas (Grossi et. al. 2008a). Houve uma tentativa de empregar
o teste ML Flow como instrumento adicional para a correta classificagcado de casos
novos de hanseniase em PB ou MB e identificagdo de contatos de pacientes de
hanseniase com maior risco de desenvolver a doenca no futuro. De acordo com os
autores existe uma forte tendéncia dos profissionais de saude classificarem os
pacientes como MB. Entretanto, esta tendéncia parece estar relacionada a auséncia
de exames laboratoriais como a baciloscopia e histopatologia que dao seguranga ao
profissional na tomada de decisao (Grossi et. al. 2008b).

Dentre os antigenos mais estudados e aplicados no diagndstico da hanseniase
destacam-se o Natural Disaccharide linked to Human Serum Albumin via Octyl (NDO-
HSA), que é uma forma sintética do glicolipidio fendlico conjugado com soro albumina
bovina (Lobato et. al. 2011; DUTHIE et. al., 2014a), o Leprosy IDRI diagnostic 1 (LID-
1), que é uma combinacdo das proteinas recombinantes do M. leprae ML0405 e
ML2331 (DUTHIE et. al., 2007; 2011; 2014a; SOUZA et. al., 2014), e o conjugado
NDO-LID (CARDOSO et. al., 2013; DUTHIE et. al. 2014a, DUTHIE et. al. 2014b;
FABRI et. al.. 2015). Estes antigenos passaram a ser utilizados em testes auxiliares
no diagndstico da hanseniase, embora nenhum deles seja considerado padrao ouro
para o diagnéstico da doenca.

Posteriormente, Fabri et. al.,, (2015), sugeriram que testes baseados na
detecgao de anticorpos contra PGL-1 e/ou LID-1 séo eficazes para a identificacao de
pacientes MB, enquanto que o NDO-LID pode ser util no diagndstico de pacientes PB,
bem como de contatos domiciliares com maior risco de adoecimento.

De acordo com Frade et. al., (2017), o teste rapido comercial NDO-LID (Orange
Life, Rio de Janeiro, Brasil) apresentou resultados positivos para 62,8% dos pacientes
clinicamente diagnosticados com hanseniase. No entanto, este teste apresentou
menor especificidade do que o ELISA anti-PGL-1 e anti-LID-1. Os autores concluiram

que o teste rapido NDO-LID, apresenta as mesmas limitagdes que outros testes para
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diagndstico, realgando a dificuldade de monitorar pacientes em fase inicial da doenga
MB e/ou PB.

Marcal et. al. (2018), avaliaram a reatividade de anticorpos IgM e IgG frente
aos antigenos LID-1, NDO-LID e NDO-HSA. Os autores utilizaram soros de pacientes
com hanseniase e grupos de contatos intradomiciliares assintomaticos. Os niveis
séricos de anticorpos IgM e IgG contra os antigenos LID-1, NDO-LID e NDO-HSA
estavam aumentados em pacientes MB, comparados com os grupos de contatos. Os
anticorpos IgM apresentaram maior reatividade contra o antigeno NDO-LID, ao passo
que os anticorpos IgG apresentaram reatividade aumentada contra o antigeno LID-1.
Os pacientes MB apresentaram niveis mais elevados de anticorpos IgM e IgG do que
os pacientes PB.

Os dados de Vidal et. al. (2019), mostraram maior positividade aos testes para
antigenos NDO-HSA, NDO-LID e LID-1 em contatos domiciliares de casos MB. Houve
correlagao positiva entre os trés antigenos, entretanto entre LID-1 e NDO-HSA néo
houve significancia estatistica. Os autores sugerem que os teste sorolégicos avaliados
em conjunto com as caracteristicas do caso indice associadas as questdes
sociodemograficas, tem potencial para atuar como auxiliares na deteccdo de

individuos infectados pelo M. leprae, contribuindo para vigilancia dos contatos.

2.4.2 Testes Moleculares de Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

2.4.2.1 Breve Histoérico da PCR

A PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo em Cadeia da Polimerase) é
uma técnica pela qual moléculas de DNA sado amplificadas milhares ou milhdes de
vezes de uma forma bastante rapida. Todo o procedimento é realizado in vitro,

gerando DNA em quantidades suficientes para analises posteriores (ZAHA; 2014).

A técnica é muito sensivel, possibilitando a amplificacdo de DNA a partir de
uma quantidade minima de amostra. Essa caracteristica tem proporcionado a
aplicagado da técnica ndo apenas na pesquisa basica, mas também na pesquisa
aplicada, como nos testes de identificagdo genética, medicina forense, diagnostico de

doencas infecciosas, controle de qualidade industrial, entre outros (ZAHA; 2014).
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O desenvolvimento da técnica de amplificacdo de segmentos de DNA,
utilizando a PCR abriu novas perspectivas em varias areas do conhecimento. Nos
experimentos iniciais de PCR, utilizou-se a enzima DNA polimerase de Escherichia.
Coli, cuja temperatura de polimerizagdo é de 37°C. A enzima era adicionada
manualmente a cada ciclo de amplificacdo, mas, era destruida toda vez que a
temperatura era elevada para 95°C para promover a desnaturagdo do DNA molde
(ZAHA; 2014).

O passo decisivo para a expansao da PCR foi a descoberta da enzima taq
polimerase, extraida da bactéria Thermus aquaticus. Esse organismo vive em fontes
termais e muitas de suas enzimas sao termoestaveis (resistentes a desnaturagdo pelo
calor). Essa caracteristica especial tornou-a adequada para utilizagdo em
metodologias como a PCR que envolve etapas de aquecimento a temperaturas de
mais de 90°C (ZAHA; 2014).

Um importante avango na técnica de PCR foi o desenvolvimento de
metodologias que possibilitaram o acompanhamento da amplificacédo do DNA em todo

o processo e ndo somente em seu final (PCR convencional) (ZAHA; 2014).

A reacao de amplificagdo em tempo real (QPCR), uma variante da reacao de
PCR convencional, representa grande avango nos métodos moleculares para auxilio
em diagndstico, particularmente por facilitar sobremaneira as tarefas de quantificagao
da expressdo génica em determinado tecido ou amostra biolégica. O método utiliza
um sistema fluorescente em plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reacéo de
amplificagdo (HOLLAND et. al.., 1991; HIGUCHI et. al., 1993; WILLIAMS, 2009). A

figura 3 ilustra a linha do tempo e evolugdo da PCR.
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Figura 3: Linha do tempo descoberta e evolugdo da PCR

2.4.2.2 gPCR na hanseniase

De acordo com Almeida et. al. (2004), varios pesquisadores tém usado o
método da PCR para amplificar sequéncias genémicas do M. leprae em diferentes
amostras bioldgicas tais como sangue, raspado dérmico, biopsias e secre¢des nasais.

A PCR é uma técnica de alta especificidade e sensibilidade, capaz de detectar
25 fg (10-'5g) de DNA de M. leprae conferindo a esse método um alto potencial para
diagndstico diferencial (GOULART e GOULART, 2008).

Martinez et. al (2009), confirmaram a especificidade do Primer 16S rRNA e
RLEP (Elemento Repetitivo) para o M. leprae , utilizando a técnica da gqPCR em outras
9 espécies de Mycobacterium incluindo M. tuberculosis, M. marinum, M. bovis BCG,
M. ulcerans, M. simiae, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, e M. smegmatis; além
de bactérias de outros géneros como Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes e Escherichia coli.

Martinez et. al. (2011), realizaram o primeiro estudo para detec¢ao de M. leprae
em biopsias de pele de pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase e de
outras doengas dermatolégicas bem como em individuos saudaveis, por meio da

27



gPCR. Os autores identificaram quatro genes marcadores da hanseniase RLEP, 16S
rRNA, sodA e Ag 85B. Posteriormente, Martinez et. al. (2014), compararam a
sensibilidade e especificidade da qPCR para amplificagao dos genes sodA, 16S rRNA,
RLEP e Ag 85B para o diagndstico diferencial da hanseniase. Esses autores
demonstraram que o gene RLEP conferia maior sensibilidade a técnica. No entanto,
o ensaio com o RLEP foi positivo para 4 pacientes com outras doengas
dermatoldgicas. O ensaio com 16S rRNA, embora menos sensivel, foi especifico para
o M. leprae.

Varias tentativas para o uso da qPCR no diagnéstico da hanseniase tem sido
implementadas para identificar alvos genéticos do bacilo. Entretanto, até o momento,
nao se sabe qual seria 0 mais adequado para o diagndstico na fase inicial da doenca
(TURANKAR et. al., 2015; BENJAK et. al., 2018).

Gama et. al. (2018), avaliaram o desempenho da qPCR para diagnéstico da
hanseniase, em grupos de pacientes PB e MB e seus respectivos contatos
domiciliares. Os resultados mostraram que 25% dos pacientes no grupo PB
apresentaram DNA de M. leprae considerando qualquer amostra (sangue e/ou
raspado dérmico). Entretanto, todos os pacientes do grupo PB foram negativos para
a baciloscopia. No grupo MB, verificou-se que 69,6% dos pacientes foram positivos
na qPCR considerando as duas amostras. Por outro lado, a baciloscopia foi positiva
em apenas 56,5% dos pacientes no grupo MB. Esses autores avaliaram 113 contatos
e encontraram 19,23% dos contatos de PB positivos para M. leprae e 27,87 % positivos
para os contatos de MB. Em termos gerais, entre os 113 contatos assintomaticos
avaliados pela gPCR 23,89% apresentaram DNA de M. leprae.

Segundo Barbieri, et. al., (2019), uma avaliagado extensiva da PCR demonstrou
que os ensaios que buscam DNA podem ser 100% especificos com sensibilidade
variando de 34% a 80% em pacientes com a forma clinica PB e superior a 90% em
pacientes com a forma MB. A detecgdo de DNA de M. leprae nas amostras é crucial
para o diagndstico e inicio do tratamento principalmente em pacientes PB e em casos
de hanseniase neural pura. Sabe-se que nas condi¢gdes clinicas e histoldgicas
insuficientes para diagndstico da hanseniase, a qPCR auxiliou no diagnostico da

doenca. Nos casos em que houve suspeita de hanseniase da forma clinica PB, o uso
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simultdneo de gPCR e exame histopatoléogico aumentou a sensibilidade do

diagndstico sem perda de especificidade.

Oliveira et. al., (2019), selecionaram ao acaso 19 casos novos de hanseniase
e realizaram a busca ativa entre os respectivos contatos, totalizando 124 individuos.
Dentre esses, foram diagnosticados clinicamente com hanseniase 25%. Entretanto,
empregando a qPCR e o ensaio de ELISA os autores encontraram um numero
significativamente maior de casos novos entre os contatos, apresentando uma
sensibilidade de 78% e especificidade de 75,2% para a qPCR em comparagado com o

ELISA que apresentou valores de 76% e 49%, respectivamente.

Recentemente, Manta et. al., (2019), demonstraram que o uso de diferentes
amostras e alvos de M. leprae podem afetar a variabilidade da positividade da PCR.
Esses autores mostraram que utilizando o gene 16S rRNA melhorou a precisdo do
diagndstico da hanseniase da forma clinica PB. O emprego da qPCR para triagem de
contatos positivos para PGL-1, aumentou a taxa de positividade da qPCR em 40%
nesse grupo. Observaram também, uma maior positividade da qPCR para o gene 16S
rRNA utilizando raspado intradérmico de contatos de pacientes MB, mas, nao
detectaram diferenga significativa no numero de genomas dos contatos de pacientes
PB ou MB.

Em seus estudos GAMA et. al. (2019), utilizaram amostras de sangue e
raspado intradérmico de casos de hanseniase e seus respectivos contatos
domiciliares, para analise por qPCR (16S rRNA) e ELISA (anti ND-O-LID e LID-1). A
analise integrada dos dados foi realizada por meio do algoritmo denominado Random
Forest (floresta de decisdo) com o objetivo de melhorar o desempenho dos testes para
o diagnéstico de hanseniase. Os autores verificaram que isoladamente, a qPCR
apresentou sensibilidade de 48,8% e especificidade de 100% no diagnéstico de casos
de hanseniase. No ensaio de ELISA anti-NDO-LID a sensibilidade alcancada foi de
57,9% e especificidade de 97,5%, enquanto que no ensaio de anti-LID-1, a
sensibilidade e especificidade foram de 63,2% e 92,5%, respectivamente. Entretanto,
os autores concluiram que por meio da analise integrada dos dados por Random
Forest, obtiveram uma taxa de sensibilidade de 81,6% e especificidade de 92,5% na

predicdo de novos casos de hanseniase. Dessa forma, segundo os autores o0 modelo
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foi utilizado para o monitoramento de contatos domiciliares no periodo de 05 anos e

identificaram entre os contatos, 02 doentes mesmo antes do diagndstico clinico.

O kit NAT hanseniase é o primeiro teste molecular comercial para doenca
desenvolvido no Brasil e o segundo exame autorizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse registro, permite a comercializagao do teste e é
uma exigéncia para que o exame possa ser oferecido no SUS. A inovagao foi
desenvolvida pelo Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) em parceria com o Instituto
Carlos Chagas (Fiocruz Parana) e o Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP),
ligado a Fiocruz e ao governo paranaense. Os pesquisadores ressaltam a importancia
da aplicagdao de uma metodologia de ponta contra uma doenga negligenciada
(FIOCRUZ, 2021).

2.5 Transmissao e epidemiologia da hanseniase

2.5.1 Mundo e Brasil

A hanseniase € uma doencga que possui alta prevaléncia em comunidades com
baixo nivel de escolaridade, assisténcia a saude e saneamento basico deficitarios e
falta de investimento e informacgéo sobre a doenca (VIEIRA et. al.,2014; PESCARINI
et. al., 2020). O tempo para manifestagao clinica da hanseniase varia entre 2 (dois) a
7 (sete) anos, o método de transmisséo, possivelmente é a via respiratoria, e para
contagio é necessario contato proximo e prolongado além de susceptibilidade
individual (GILLINI et.al., 2017; FONSECA et.al, 2017; MONTOYA et.al., 2017;
CARVALHO et.al.,2018).

A transmisséo da hanseniase permanece ativa no mundo, visto que 62 paises
reportaram casos novos em menores de 15 anos. No decorrer do ano de 2020, 8.629
novos casos foram diagnosticados, correspondendo a 6,8% do total de casos novos
diagnosticados. O acometimento de menores de 15 anos pressupde a presencga de
adultos doentes sem diagndstico e/ou sem tratamento, convivendo e transmitindo a

hanseniase para criancas e adolescentes (BRASIL; 2022).

Em 2020, foram reportados a OMS 127.396 casos novos da doenga no mundo.
Desses, 19.195 (15,1%) ocorreram na regiao das Américas e 17.979 foram notificados

no Brasil, o que corresponde a 93,6% do numero de casos novos das Américas. Brasil,
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india e Indonésia reportaram mais de 10.000 casos novos, correspondendo a 74%
dos casos novos detectados no ano de 2020. Nesse contexto, o Brasil ocupa o
segundo lugar entre os paises com maior numero de casos no mundo, atras apenas
da india (BRASIL; 2022). Como ilustrado na figura 4.
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Figura 4: Distribuicdo de novos casos de hanseniase no mundo. Referéncia: Alianga contra
hanseniase.

No Brasil, apesar dos esforgos do Ministério da Saude (MS), nas acdes de
controle, a doencga continua ativa. Entre os anos de 2014 a 2018, foram diagnosticados
140.578 casos, com média de 28.116 casos novos por ano (BRASIL, 2020).

De acordo com o Boletim Epidemiolégico do MS (BRASIL, 2021) em 2019, o
Brasil notificou 27.864 novos casos de hanseniase, correspondendo a 93% das
notificacdes das Américas, desse total 1.545 (5,5%) ocorreram em menores de 15

anos.
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Em relagdo ao Grau de Incapacidade Fisica (GIF), 7.198 casos novos foram
diagnosticados com GIF 2, e entre todos os paises que notificaram hanseniase, India
e Brasil, foram os unicos que identificaram mais de 1.000 casos novos com GIF 2 no
momento do diagndstico. Quanto ao GIF 2, a proporgao observada foi de 7,1% em
2011 e 10,0% em 2020, com incremento de 40,8% e mudanca no parametro de
endemicidade, que passou de médio para alto. A propor¢cao de casos novos de
hanseniase diagnosticados com GIF 2 é um importante indicador para avaliar o
diagndstico tardio (BRASIL; 2022).

2.5.2 Hanseniase em Minas Gerais

Em Minas Gerais apesar da diminuicdo progressiva do numero de casos
notificados nos ultimos anos, o cenario epidemiolégico da doenca no Estado é
preocupante. Tem-se observado aumento da detecg¢ao de casos novos, com 5,5% em
menores de 15 anos. Assim como outros estados endémicos do Brasil, Minas Gerais
possui uma importante deteccdo de casos novos com algum GIF. Em 2017 a presencga
de GIF 2 foi observada em 12% dos casos novos, evidenciando diagndstico tardio
decorrente da detecgdo passiva de casos de hanseniase pelos servicos de saude
deste estado (MINAS GERAIS; 2020).

Outra situacao é a existéncia de municipios silenciosos, ou seja, que nao
registraram nenhum caso novo: em 2017, 64,7% (n= 552) dos municipios mineiros se
encontravam nesta condigdo. Atualmente, a secretaria de saude reconhece a
necessidade de reorganizagao na rede de atencao estadual, regional e municipal, ja
que essas informagdes evidenciam que ha vazios assistenciais, déficits na
infraestrutura fisica e recursos humanos habilitados, além da distribuicao heterogénea
de casos no territorio (LEITE, et. al.; 2019; MINAS GERAIS; 2020).

Em um recente estudo realizado por Leite et. al. (2019), o Estado de Minas
Gerais vem notificando nos ultimos oito anos, indices que variam entre 1524 a 1035
casos novos a cada ano. Em 2018, foram notificados 1.035 novos casos, significando
4,92 novos diagnosticos a cada 100 mil habitantes, dos quais 5,6% (58) foram em
menores de 15 anos. Do total de casos novos notificados em 2018, 11,9% foram

diagnosticados com deformidade, indicando um percentual alto de diagnostico tardio.
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Os autores descreveram os resultados de uma série historica para avaliar a proporcéo
de municipios silenciosos (sem diagndstico de casos novos no ano. Em 2009 - 58,6%
(500 municipios); 2010 - 59,3%(506 municipios); 2011 -58,5% (497 municipios); 2012
- 59,2% (505 municipios); 2013 - 64,5% (550 municipios); 2014 - 64,5% (55020
municipios); 2015 — 64,4% (549 municipios); 2016 — 65,0% (554 municipios); 2017 —
64,7% (552 municipios); 2018 — 68,4% (577 municipios).

Diante disto, o atual Plano Estadual de Enfrentamento da Hanseniase de Minas
Gerais 2019-2022 (PEEH-MG 2019-2022) tem como principal objetivo formular, apoiar
e estimular a implementacao da Politica Estadual de Enfrentamento da Hanseniase,
através da reestruturagcdo da Rede de Atencgao a Pessoa com hanseniase (RAPH) de

acordo com as especificidades regionais e municipais (MINAS GERAIS; 2020).

A Superintendéncia Regional de Saude de Governador Valadares (SRS/GV), é
uma das 28 SRS do Estado de Minas Gerais que possui uma parcela importante de

municipios que requerem atengdo no combate e controle da hanseniase.

Segundo dados do PEEH-MG (2020), 62.75% dos municipios da SRS/GV sao
hiperendémicos para hanseniase e 78.43% estao dentro do grupo de prioridade 3 no
PEEH-MG, ou seja, merecem atencgao, considerando sua alta endemicidade. Dos 51
municipios que compde este territorio administrativo de saude, 13 (25.5%) registraram
casos novos em criangas entre 2013 a 2017 e 23 (45.1%) registraram deteccao de
casos novos ja com incapacidade fisica de grau 2. Em todos estes indicadores, o
Municipio de Governador Valadares apresentou as maiores taxas e compde 0 grupo
de municipios prioritarios no estado de Minas Gerais. (MINAS GERAIS, 2020). A figura
5, esquematiza a caracterizacado dos cenarios dos municipios fazem parte da SRS de

Governador Valadares.
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Figura 5. Localizagcdo e caracterizagdo dos cenarios dos municipios que compdem o SRS de
Governador Valadares. a) Taxas de detecgéo de casos por 100 mil habitantes: baixa (menor que 2,00),
média (2,00 a 9,99), alta (10,00 a 19,99), muito alta (20,00 a 39,99) e situacao hiperendémica (maior
ou igual a 40,00); b) Frequéncia absoluta de casos novos em menores de 15 anos; ¢) Frequéncia
absoluta de casos novos com Grau de Incapacidade Fisica (GIF) no diagnéstico; d) Ranking dos grupos
prioritarios do Estado de Minas gerais segundo a Politica Estadual de Enfrentamento da Hanseniase
(PEEH — MG) 2020-2022.

2.5.3 Governador Valadares

De acordo com o IBGE, Governador Valadares tem um PIB per capita de R$
22.278,79 em 2020 (IBGE, 2021). O indice de desenvolvimento humano (IDH) em
2010 era de 0,727, classificando o municipio na posicdo 96 entre os demais
municipios do Estado, considerado de alto nivel e com faixa de desenvolvimento
humano — 0,8 (IBGE, 2021). As atividades econdmicas mais relevantes no municipio
sao desenvolvidas em cerca de onze mil micro/pequenas empresas estabelecidas na

cidade, sendo 43% do setor do comércio, 38% do setor de servicos, 16% do ramo
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industrial e 3% do setor agropecuario (BANCO DE DESENVOLVIMENTO DE MINAS
GERAIS, 2021) PMS 2022-2025.

De acordo com o Plano Municipal de Saude de Governador Valadares 2022-
2025 (PMS) (GOVERNADOR VALADARES, 2021), o municipio conta com a Atencao
Primaria a Saude (APS) que esta organizada em equipes com alta capilaridade
territorial na malha urbana e na zona rural, composta por 59 Estratégias de Saude da
Familia (ESF) e 05 Unidades Basicas de Saude (UBS).

O municipio de Governador Valadares, localizado no leste do Estado, é
considerado hiperendémico. A cidade possui uma populacdo estimada de 279.885
(duzentos e setenta e nove mil oitocentos e oitenta e cinco habitantes) e apresenta
casos novos em menores de 15 anos (IBGE, 2019; MINAS GERAIS, 2020). O
municipio é referéncia no enfrentamento da hanseniase ha décadas. Apresenta
marcos historicos como por exemplo sediar a Fundagédo SESP desde a década de 40,
implantagdo da PQT nos anos 80, fundagao do Centro de Referéncia em Doengas
Endémicas e Programas Especiais (CREDEN-PES) em 2001, tentativa de
descentralizagao, capacitagado e campanha em 2002, campo de formacao de mestres
a partir de 2010 com dissertagdes no tema e atuagdo de grupos inclusivos de
autocuidado merecem destaque (GOVERNADOR VALADARES; 2021).

De acordo com a Secretaria Municipal de Saude (SMS), no Plano Municipal de
Enfrentamento a Hanseniase (PMEH), a tendéncia temporal da detecgdo dos casos
de hanseniase no municipio, de 2002 a 2020, foi de diminuicdo do numero de
diagndsticos na populagao geral, acompanhado também de diminui¢do na detecgéo
de casos em menores de 15 anos. Entretanto, a partir da analise da ocorréncia de
casos novos em menores de 15 anos, é possivel afirmar que ainda ocorre transmissao
ativa no municipio, ja que o periodo de incubagao longo da doenca pode inferir
convivéncia de uma crianga com um adulto doente ainda sem tratamento.
(GOVERNADOR VALADARES; 2021).

Ainda segundo a SMS (GOVERNADOR VALADARES; 2021), a propor¢ao de
contatos de casos novos examinados entre os registrados aumentou de forma
significativa, de 50,4% em 2010 para 76,2% em 2020, evidenciando melhora

expressiva neste parametro.
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3. JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, fica evidente que casos com infeccdo subclinica da
hanseniase passam desapercebidos pelos servicos de saude, constituindo um dos

principais desafios para o controle da doenga nas regides endémicas do Brasil.

No Estado de Minas Gerais, algumas regides como a SRS/GV, que
compreende principalmente o municipio de Governador Valadares e entorno,
apresentam fragilidades operacionais que contribuem para o aumento de casos novos
em menores de 15 anos, bem como de individuos que chegam nos servigos de saude

com as formas graves da doenca.

Neste sentido, técnicas de deteccdo de DNA de M. leprae em regides
endémicas surgem como importantes ferramentas para compreender a cadeia de
transmissao e contribuir para o diagndstico precoce de casos, especialmente de

contatos e/ou de individuos suspeitos com possivel infec¢ao subclinica,

Os estudos geoespaciais também vem, de forma crescente e indispensavel,
ganhando espacgo e buscam compreender a magnitude da transmissao da doenca,
apontando regides prioritarias para implantagado de novas agdes de rastreio de casos
indices e seus comunicantes. Além disso, auxiliam na compreensao dos perfis

logisticos dos pacientes nos territorios contemplados por esses estudos.

Assim sendo, investigagdes com técnicas moleculares (QPCR) associadas ao
geoprocessamento no municipio de Governador Valadares e regido, sdo necessarias
para apresentar as reais contribuicdes dessas técnicas para um diagndstico mais
seguro e precoce da doenca. Os achados desse estudo, devem subsidiar as novas
estratégias do servigco no sentido de contribuir para o controle da transmissédo da

doenca e do desenvolvimento de incapacidades fisicas.
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4. OBJETIVO
4.1 Objetivo Geral
Tracar o perfil clinico, sociodemografico e laboratorial dos individuos

notificados e com suspeicéo diagnodstica de hanseniase atendidos no CREDEN-PES
no periodo de 2017 a 2021.

4.2 Objetivos especificos

1) Descrever as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais dos

participantes;

2) Avaliar a proporgéo de amostras de raspado intradérmico positivas no exame de
baciloscopia (BAAR) e na detec¢ao por qPCR;

3) ldentificar, por meio do geoprocessamento, regides com maior numero de amostras
positivas de raspado intradérmico de individuos suspeitos para hanseniase por meio
do teste gPCR.
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5 CASUISTICA
5.1 Area de Estudo

O CREDEN-PES, é uma unidade de saude, cujo objetivo é prestar atencao
especializada e vigilancia integrada nos agravos hanseniase, tuberculose,

leishmaniose tegumentar e visceral.

Os pacientes sao referenciados pelas unidades de atencéo primaria a saude,
outras unidades de referéncia, profissionais do setor privado, encaminhados de outros

municipios e/ou acolhidos por demanda espontanea.

Para os casos em tratamento, os familiares sdo acolhidos por toda equipe
multiprofissional. O Creden-pes presta servicos ao Municipio e existe pactuagao para
a microregiao de Governador Valadares e Resplendor. Funciona como referéncia para
diagndstico e apoio em hanseniase para outros municipios, tanto no atendimento
médico quanto apoio diagnodstico com raspado intradérmico e avaliagédo dos seus

comunicantes.

5.2 Desenho do estudo

Estudo de carater transversal, envolveu coleta de dados cadastrais dos
individuos com suspeicado de hanseniase atendidos no CREDEN-PES, entre os anos
de 2017 até julho de 2021. Foram utilizados prontuarios médicos e notificagbes do

Sistema de Informacgao de Agravos de Notificagdo (SINAN) dos participantes.
5.2.1 Organizacao do Grupo de Estudo

Foram avaliadas 411 amostras de raspado intradérmico coletadas de acordo
com o Manual de Hanseniase (BRASIL, 2010). Identificou-se 02 grupos de amostras:
o primeiro foi proveniente de individuos notificados no SINAN como portadores de
hanseniase e classificados como casos. O segundo foi constituido de individuos que
apresentaram quadro de suspeicdo de hanseniase, por serem contatos, demanda
espontanea, avaliagao clinica, mas, sem notificagdo no SINAN e /ou diagnéstico de
hanseniase constatado entre os anos de 2017 a julho de 2021. Estes foram

denominados nesse estudo como suspeitos.

Os casos notificados no SINAN (n = 158) foram agrupados em Paucibacilares

(PB) e Multibacilares (MB). O grupo PB constituiu-se de individuos com forma clinica
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Tuberculoide ou Indeterminada, ja o grupo MB, apresentou a forma clinica Dimorfa
com baciloscopia positiva ou negativa bem como a forma clinica Virchowiana, com

baciloscopia positiva.
5.2.2 Avaliagao do indice baciloscopico (IB)

O indice baciloscopico (IB) foi realizado no laboratério do CREDEN-PES por
profissionais treinados por meio da coleta de raspado intradérmico em quatro sitios
(I6bulos auriculares, cotovelo contra-lateral e lesdo, e na auséncia de lesao, os dois
cotovelos). As laminas foram coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e examinadas
em microscopia com objetiva de imersao (100x) e o IB foi calculado de acordo com a
escala logaritmica de Ridley, variando de 0 a 6. Este indice é obtido a partir da analise
microscopica de 100 campos em cada amostra coletada. E o método de avaliacdo
quantitativo preconizado e utilizado na leitura da baciloscopia em hanseniase
(BRASIL, 2010).

5.2.3 Técnica de coleta, armazenamento e extragcao de DNA.

Para o ensaio da qPCR (amplificagdo de DNA de M. leprae) as amostras de
raspado intradérmico foram armazenadas em microtubo tipo eppendorf, estéril de
1,5ml com alcool a 70% e estocadas a temperatura de -20°C até processamento da
gPCR.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit PuriLink — Thermo Fischer
Scientific. As amostras foram descongeladas e em seguida centrifugadas a 13.200
RPM por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado, e ao pellet, foram adicionados
20 uL de solugao de proteinase K e 180 uL de tampao de digestdo genémica PuriLink
(da marca Thermo Fischer Scientific). Em seguida, o material foi incubado a 55°C por
4 horas até a lise completa. Posteriormente, centrifugou-se a 13.200 RPM por 3
minutos em temperatura ambiente para remocéao de particulas. Foram adicionados 20
ML de RNase A (fornecido pelo fabricante) ao lisado, agitado em vortex e incubado a
temperatura ambiente por 2 minutos. Apdés a incubacédo, foi adicionada solugao
contendo 200 uL de PuriLink Genomic Lysis (Binding Buffer) e 200 uL de Etanol 96-

100% com posterior agitacdo em vortex por 5 segundos. Todo o material foi
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transferido para uma coluna PureLink Spin acoplada a um tubo coletor de 2 ml. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 10.000g por 1 minuto a temperatura ambiente
para eliminagdo do liquido e retencdo de moléculas de DNA e, eventualmente,
proteinas na coluna. Foi realizada a lavagem da coluna com 500 pL de solugao
tampéo 1 PureLink (Genomic Wash) e centrifugacdo a 10.000 g por um minuto em
temperatura ambiente. Repetiu-se o processo de lavagem com 500 pyL de solugéo
tampao 2 PurelLink (Genomic Wash), centrifugacdo a 13.000 g por 3 minutos a

temperatura ambiente e posterior descarte do tubo coletor.

Ao final, a coluna foi acoplada em um microtubo de 1,5ml e adicionado 80 pL
de solucao PureLink (Genomic Elution Buffer) da Thermo Fischer Scientific no centro
da coluna e o material foi incubado por 1 minuto em temperatura ambiente para maior
eficiéncia na obtencdo de DNA. Posteriormente, centrifugou-se a 13.000 RPM por 1
min, e repetiu-se esse processo com 0 mesmo microtubo, acrescentando-se 60 pL de
solucao de eluicao PurelLink (Genomic Elution Buffer) da Thermo Fischer Scientific,
para recuperacao de uma quantidade maior de DNA, conforme recomendacao do

fabricante.

A concentracdo de DNA no material eluido foi estimada por meio do
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Amostras que apresentaram
quantidade de DNA baixa, foram concentradas em concentrador a vacuo por 35
minutos a 40°C. Apos a dosagem, o DNA extraido foi congelado a -20°C até o

momento do ensaio de qPCR.

5.2.4 Ensaio de PCR em tempo Real (QPCR) para amplificagao do DNA de M.

leprae

Os ensaios foram realizados no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) em Bauru,
Sao Paulo. E um Instituto de pesquisa que conta com expertises em diferentes areas
da saude. Na area de hanseniase os pesquisadores sdo considerados referéncia
Estadual e Federal, além de participarem como centro colaborador da OMS.

A gPCR foi realizada utilizando o sistema de amplificacdo TagMan® gqPCR. O

alvo de amplificagao foi a regidao génica RLEP do M. leprae de 449pb. As sequéncias
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dos iniciadores (Primers) e da sonda utilizadas no ensaio foram descritas por Martinez

et. al. (2009) e estdo apresentadas na tabela abaixo:

Tabela 01: Sequéncia dos primers e sonda utilizados na qPCR.

Gene Descrigcado | Primer | Sonda Sequéncia 5---3’
RLEP RLEP Forward GCAGCAGTATCG TGT TAGTGAA
(Elemento
repetitivo)  MReverse CGC TAG AAG GTT GCC GTA T
Sonda CGC CGA CGG CCG GAT CAT CGA

Fonte: Adaptado de Martinez et. al.., 2009.

As reacdes foram otimizadas para um volume final de 20 pl, contendo 12,5l
de Master Mix (Luna® Universal Probe gPCR Master Mix, concentragao 2x), 0,5l

25mM de cada par de iniciadores e 6ul do DNA alvo na concentragao de 20ng/pl.

A ciclagem seguiu as seguintes condigdes: temperatura inicial de
desnaturagdo do DNA a 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 30
segundos, 58°C por 40 segundos e 72°C por 30 segundos, finalizando com

uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

O resultado da gPCR foi dado pelo numero de ciclos — cycle treshold (Ct) em
que a curva de fluorescéncia acumulada ultrapassa a linha de corte que pode ser
detectada, sendo considerados valores positivos aqueles em que os Ct's foram
menores que 37. O Valor do Ct, é inversamente proporcional a quantidade de DNA
presente na amostra. Para os controles positivos foi utilizado DNA da cepa referéncia
Thai 53 de M. leprae.
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5.3 Organizacao dos dados

Os dados sociodemograficos da populagédo do estudo (Sexo, idade, raga e
escolaridade), epidemiolégicos (ano diagndstico, classificagdo operacional,
classificagao clinica e operacional do servico de saude) e os dados moleculares
(gPCR), compuseram as variaveis desse estudo, que posteriormente foram

analisadas com georreferenciamento e analise estatistica inferencial.
5.3.1 Analise do Georreferenciamento

A analise do georreferenciamento contextualizou a situagcédo epidemioldgica da
hanseniase no territérios onde residiam os individuos do estudo, em especial, do

municipio de Governador Valadares.

Foram gerados mapas esquematicos com graduacgao de cores para apresentar
a Prevaléncia lapsica (taxa de prevaléncia do periodo de estudo) e o Coeficiente de
deteccdo médio de hanseniase da Geréncia Regional de Saude de Governador
Valadares (GRS-GV). Foi realizada também analise temporal da concentracédo de
individuos suspeitos de hanseniase positivos no teste gPCR, sobrepostos aos casos

notificados do estudo.

Para a construgdo dos mapas, foram importados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) a base de dados graficos e vetoriais (em inglés
S.hapefiles), com os limites dos municipios do estado de Minas Gerais. As informagdes
das GRS-GV foram construidas de acordo com as informagdes disponiveis na Web

Page da Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais.

Os enderegos dos individuos notificados e suspeitos de hanseniase,
identificados no banco de dados foram transformados em coordenadas geograficas
(DD°MM’S”X/Y) com o Software Google Earth Pro e analisados no Open-source
software Quantum GIS 3.14 Pi. Os 150 bairros da cidade de Governador Valadares
foram agrupados em 20 setores (1-20) em conformidade com a setorizagdao assumida

e disponibilizada pela Prefeitura Municipal de Governador Valadares.
5.3.2 Analise estatistica

As informacgdes clinicas, séciodemograficas e laboratoriais foram organizadas

em uma planilha Microsoft Excel e analisadas no Software Epi Info™ e apresentadas
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em frequéncias absolutas e relativas. Afim de avaliar quantitativamente essas
variaveis em relagao a positividade para a qPCR, foi empregado o teste qui-quadrado

(X?), sendo adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

As variaveis para analise incluiram: idade, sexo, cor da pele, modo de entrada
no servigo de saude, ano de diagndstico, forma clinica, classificacao operacional (MB

e PB), indice baciloscopico e resultados da qPCR dos participantes do estudo.
5.4 Comité de Etica em Pesquisa

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Hanseniase, parasitoses
e deficiéncia de micronutrientes: Novos paradigmas para combater uma doencga
antiga” cujo protocolo de Pesquisa e TCLE foram submetidos a Plataforma Brasil e
encaminhados ao Comité de Etica em Pesquisa da UFJF (CEP/UFJF), credenciado
pelo CONEP e aprovado pelo CEP/UFJF sob o CAAE 56863016.6.1001.5147
(Anexo 01).
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6 Resultados

6.1 - Analise dos dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais

6.1.1 Grupo de Estudo

A presenca do DNA de M. leprae em amostras de raspado intradérmico
coletadas no periodo de 2017 a 2021, foi analisada de um total de 411 individuos.
Desse total, 158 foram classificados como casos e 253 como suspeitos. As amostras

foram analisadas conforme o fluxograma abaixo.

6.1.2 Analise dos dados da qPCR

Nos anos de 2017, 2018, 2019 e 2020, a quantidade de notificagbes em
comparacgao ao numero de raspados intradérmicos analisados foram respectivamente
23,38%, 24,31%, 31,38% e 27,10%, ja no ano de 2021, as notificacbes
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corresponderam a 19,04% de raspados intradérmicos coletados. Ademais, a maior
quantidade de amostras analisadas pelo teste da qPCR, foi o ano de 2021, com

69,44% das amostras de individuos notificados.

A figura 6, apresenta o numero de amostras de raspado intradérmico coletadas
no CREDENS-PES, numero de individuos notificados e numero de amostras
avaliadas por qPCR. Em 2017 foram coletadas amostras de 295 individuos. Desses,
69 individuos foram notificados como portadores de hanseniase. A gPCR foi realizada
em 33 amostras, do total de individuos notificados. Em 2018, dos 80 individuos
notificados com hanseniase, 40 individuos foram analisados por meio do ensaio de
gPCR. No ano de 2019 foram coletadas 325 amostras de raspado dérmico, das quais
102 individuos foram notificados. A gPCR foi realizada em 30 desses individuos. No
periodo relativo ao ano 2020 o total de amostras coletadas foi de 214 apresentando
58 individuos positivos para hanseniase. Desses, 30 foram testados na gPCR.
Finalmente, até meados de 2021, 189 coletas de raspado intradérmico foram
realizadas, com 36 individuos notificados e desses, 25 amostras foram utilizadas para

reacao da qPCR.
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- Individuos Notificados em Governador Valadares/ MG | 69 | B0 | 102 | 58 | 36 |
- Total de raspados intradérmicos avaliados na gPCR | 33 | 40 | 30 | 30 | 25 |

Figura 6. Numero de amostras de raspados intradérmicos realizados no CREDENS-PES. Numero de individuos notificados com

hanseniase e nimero de raspado intradérmico avaliado na gPCR nos individuos notificados, no periodo de 2017 julho de 2021.

6.1.3 Frequéncia da amplificagdo da qPCR em relagdo as variaveis

sociodemograficas e classificagao operacional dos individuos notificados.

A tabela 2 apresenta os dados da amplificagado da qPCR relativos as variaveis
sociodemograficas e classificacdo operacional. Verificou-se que 83.87% do sexo

masculino e 80.00% do sexo feminino apresentaram qPCR positiva.

Com relacao a variavel idade, a faixa etaria entre 40 e 69 anos apresentou
grande numero de casos com teste qPCR positivo. A variavel raga, mostrou uma
maioria de individuos da raga parda com uma frequéncia de 78.16% de resultados
positivos para gPCR. Quanto a escolaridade, 89.66% dos individuos com ensino de

1° a 4° série incompleta, apresentaram qPCR positivo.

Considerando a classificagdo operacional, constatou-se que 57 individuos
foram classificados como PB e 101 MB. Nesse grupo, 75.44% dos individuos PB e

86.14% MB, apresentaram gqPCR positiva.
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Analisou-se 0 modo de detecgao, e verificou-se que dos 158 individuos

notificados, 66,45% foram encaminhados. E de acordo com o resultado da qPCR,

desses individuos, 82,86% apresentaram o teste positivo.

Tabela 2. Amplificagdo da reacao qPCR em relacdo as variaveis sociodemograficas e classificagdo

operacional dos individuos notificados com hanseniase.
Amplificacdo no qPCR
Positivo Negativo P-value
n % n %

Sexo Homens 78 83.87 15 16.13 0.5306
Mulheres 52 80,00 13 20,00
0-14 9 90,00 1 10,00
15-19 6 85.71 1 1429
20-29 9 8182 2 1818
30-39 16 84.21 3 1579

Grupo etdrio 40-49 21 75,00 7 25,00 0.715

50-59 22 84.62 4 15.38
60-69 26 83.87 5 16.13
70-79 17 89.47 2 10.53
>80 4 57.14 3  42.86
Branca 25 86.21 4 13.79

Raga Parda 68 78.16 19 21.84 0.3177
Preta 37 88.1 5 119
1° a 4° Série incompleta 26 89.66 3 1034
4° Série Completa do Ensino Fundamental 6 100,00 0 0,00
5°a 8° Série incompleta 32 82.05 7 17.95
Analfabeto 15 75,00 5 25,00

Escolaridade Educaciéo Supe.rior Completa 7 77.78 2 22.22 0.598
Educagdo Superior Incompleta 2  66.67 1 3333
Ensino Fundamental Completo 6 100,00 0 0,00
Ensino Médio Completo 16 7273 6 27.27
Ensino Médio Incompleto 15 88.24 2 1176
Ignorado 5 7143 2 2857

Classificagdo operacional Paucibacilar 43 75.44 14 2456 0.0907
Multibacilar 87 86.14 14 13.86
Demanda espontanea 21 80.77 5 19.23
Encaminhamento 87 82.86 18 17.14
Exame de contato 1 50,00 1 50,00
Exame de coletividade 1 100,00 0 0,00

Modo de detecgdo Exame de contatos 9 90,00 1 10,00 0.8559
Tranferéncia entre UBS 1 100,00 0 0,00
Transferéncia do mesmo municipio 2 100,00 0 0,00
Transferéncia de outro estado 1 100,00 0 0,00
N3o Informado 7 30,00 3 70,00

47



6.1.4 Proporgao de casos e suspeitos de hanseniase, segundo as variaveis sexo,

faixa etaria, baciloscopia e qPCR

A tabela 3 mostra os resultados referentes a 411 amostras de raspado
intradérmico coletadas de individuos casos e suspeitos, considerando as seguintes

variaveis sexo, grupo etario, exame de baciloscopia e qPCR.

Verificou-se que do total de casos, 58.86% eram do sexo masculino e 41.14%
do sexo feminino. Entre os suspeitos 53,36% eram do sexo masculino e 46,64% do

sexo feminino.

Observou-se um maior numero de casos e de suspeitos compreendidos entre
40 e 69 anos.

E importante observar que entre os casos apenas 34,18%, apresentaram
baciloscopia positiva. Como esperado, todos os individuos suspeitos apresentaram
baciloscopia negativa, com significancia de p< 0,0001. Os resultados da qPCR
mostraram que 82,28% dos casos apresentaram gqPCR positivo. Ja nos suspeitos,

47,43% apresentaram resultado positivo com significancia de p<0,0001.

De forma geral isso significa que os individuos notificados apresentaram a
maioria de resultados positivos e minoria negativos no teste da gqPCR. Ao
compararmos os individuos suspeitos, obtivemos um importante numero de

resultados positivos.
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Tabela 3: Frequéncia das variaveis sexo, faixa etaria, baciloscopia e gPCR entre os

individuos notificados e suspeitos de hanseniase.

Individuos Notificados Suspeitos  p-value
n % n %
Sexo Mascfu!lno 93 58.86 135 53.36 0.275

Feminino 65 41.14 118 46.64
0-14 10 6.33 4 1.75
15-19 7 4.43 9 3.93
20-29 11 6.96 12 5.24
30-39 19 12.03 30 13.1

Grupo etario* 40-49 28 17.72 39 17.03 0.2138
50-59 26 16.46 56 24.45
60-69 31 19.62 52 2271
70-79 19 12.03 20 8.73
>80 7 4.43 7 3.06

Baciloscopia P05|t|-va >4 34.18 0 0 <0.0001
Negativa 104 65.82 253 100

Amplificacio no qPCR Posm.vos 130 82.28 120 47.43 <0.0001
Negativos 28 17.72 133 52.57

* No grupo dos suspeitos, 24 individuos ndo possuiam informac¢des sobre a idade.

6.1.5 Distribuicdo do numero de individuos notificados com hanseniase de

acordo com a classificagao operacional e a forma clinica.

A figura 7 apresenta a distribuicdo dos individuos do estudo que foram
notificados com hanseniase. Estes pacientes foram organizados de acordo com a
classificagdo operacional (PB e MB) e com a forma clinica (Tuberculdide,

Indeterminado, Dimorfo e Virchowiano).

Verificou-se que em 2017, os casos PB representaram 54.50% dos individuos
notificados enquanto os MB representaram 45.50%. Considerando a forma clinica,
observou-se que a forma tuberculdide correspondeu a 33.30% por outro lado a

virchowiana representou 15.10% do total de notificados.

E interessante notar que nos anos seguintes, ocorreu um aumento 64.60% do
numero de casos MB entre 2017 a julho de 2021. Até julho de 2021 constatou-se que

os casos MB corresponderam a 84.00% e desses 17 eram dimorfos.
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Figura 7. Distribuicdo do numero de individuos notificados com hanseniase segundo a classificacao

operacional e clinica.

6.1.6 Analise dos parametros: Ct da qPCR, baciloscopia e forma clinica

A figura 8, apresenta a analise entre os parametros: Ct da qPCR, baciloscopia
e a forma clinica. Para a construgao desse grafico, foram utilizados os dados de 122

das 136 amostras de casos. Essas 122 amostras eram provenientes de individuos
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que na coleta do raspado intradérmico ndao haviam iniciado o tratamento e foram
positivas na qPCR.

Verificou-se que 56 amostras provenientes de casos da forma clinica
tuberculdide e indeterminada, apresentaram BAAR negativo. Entretanto, a gPCR foi
positiva para 82,14% dessas amostras. Entre os individuos classificados como
Virchowianos, 95% das amostras apresentaram os testes duplamente positivos para
BAAR e gPCR. Observou-se que entre os 60 casos classificados como dimorfos,
91,67% apresentaram qPCR positiva, entretanto, apenas 43,33% desses individuos

apresentaram BAAR positivo.

Importante notar que 1 (um) caso classificado como dimorfo apresentou um

valor de Ctigual a 16, mas na baciloscopia o resultado foi negativo.
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Figura 8: Analise dos parametros: Ct na qPCR, indice baciloscépico e forma clinica dos indiviiduos

notificados com hanseniase.
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6.2 - Analise Geoespacial

6.2.1 Concentracao de individuos notificados e suspeitos para hanseniase

residentes nos municipios da GRS-Governador Valadares

A figura 9, apresenta 0 mapa com os municipios de residéncia dos individuos
que participaram do estudo. Na figura 9A, Governador Valadares representou o
municipio com maior numero de notificacbes para hanseniase no periodo de 2017 a
2021. Da mesma forma, para os suspeitos mostrados na figura B, Governador

Valadares se destacou com o maior numero.

4 - Alpercata

6 - Capitdo Andrade

8 - Conselheiro Pena

9 - Coroaci

12 - Divinolandia de Minas
15 - Frei Inocéncio

18 - Goiabeira

20 - Governador Valadares
21 - Ttabirinha

24 - Jampruca

28 - Mendes Pimentel

29 - Nacip Raydan

36 - Santa Rita do Itueto

38 - Sdo Geraldo da Piedade
39 - Sdo Geraldo do Baixio
40 - Sdo Jodo do Manteninha
46 - Sardoa

48 - Tarumirim

49 - Tumiritinga

50 - Mathias Lobato

Legenda:

Individuos notificados de Hanseniase
[1 Nenhum caso

[ 1 - caso

B 2 - Casos

Il 139 - Casos

Legenda:

Suspeitos de Hanseniase
] Nenhum caso

[ 1-caso

I 2 - Ccasos

Bl 3 - Casos

Il 99 - Casos

0 10 20 km
- Fonte: IBGE; Secretaria Estaclual de Salide de Minas Gerais & CREDEN-PES
Organizador: Oliveira, NG (2021)

Figura 9. Concentragdo de individuos notificados (A) e suspeitos para hanseniase (B) de acordo com

o0 municipio de residéncia na GRS-Governador Valadares.
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6.2.2 Setorizagao da cidade de Governador Valadares

A figura 10, apresenta o mapa de Governador Valadares e a forma como é
organizado. Verificou-se que o municipio € divido em 20 setores, cada setor contendo

entre 01 a 41 bairros.

. Municipio de Governador Valadares

. Legenda:
Zonas do municipio
[ Rural
Urbano
| Setores do municipio

FONTE: IBGE & Prefeitura Municipal de Governador valadares
Organizador: Cliveira, NG (2021)

Figura 10. Setorizagéo da cidade de Governador Valadares.

6.2.3 Concentragao de individuos notificados por setor na cidade de Governador

Valadares

A figura 11, apresenta os setores da cidade de Governador Valadares,
destacando aqueles com maior numero de individuos notificados. Verificou-se que o
setor 17 concentrou o maior numero de casos 27 (16,67%). Diferentemente, o setor 1
(um) ndo apresentou nenhum caso. A figura também mostra a distribuicdo das

unidades de saude, realgando um maior numero no setor 17.
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Legenda:

£ ® Unidades Basicas de Satde (UBS) [42]
\\\\\ \ ; @® Referéncia em Doencas Endémicas e Programas Especiais

Concentragao dos individuos notificados com Hanseniase do estudo
o

13

[ 46

B 7-14

B 15-24

— Ruas

Fonte:Prefeitura municipal de Governador Valadares, IBGE & CNES
Organizador: Oliveira, NG (2021)

Figura 11. Concentragéo dos individuos notificados com hanseniase do estudo no periodo de 2017 a
2021 nos setores do Governador Valadares e distribuicdo espacial das unidades basicas de saude do

perimetro urbano.

6.2.4 Analise temporal da concentragcao de casos notificados e de suspeitos

para hanseniase por meio do teste qPCR positivo.

A figura 12 apresenta a distribuicdo dos casos notificados e suspeitos de
hanseniase no periodo de 2017 a 2021 na cidade de Governador Valadares. Vale
ressaltar que o setor 17, apresentou o maior numero de casos entre os anos de 2017
a 2019. E interessante observar que para 0 mesmo periodo ocorreu uma maior
distribuicdo dos suspeitos com a reagédo de qPCR positiva para os setores mais

proximos do setor 17.

Das 120 amostras suspeitas que apresentaram gPCR positivo no periodo
avaliado, observou-se que no ano de 2017, 41 dessas amostras foram da cidade de
Governador Valadares, representando 82,92% do total. Uma proporgéo semelhante
de amostras positivas ocorreu nos anos subsequentes (2018, 2019, 2020). No

entanto, até meados de 2021, 04 (quatro) amostras apresentaram qPCR positivo e
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50% dessas eram de Governador Valadares.
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Fonte: Prefeitura Municipal de Governador Valadares & CREDEN-PES
Organizador: Olivaira, NG (2021)
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Figura 12. Andlise temporal da concentragéo de casos e suspeitos de hanseniase positivos

para gPCR. * 12 amostras ndo possuiam data de coleta e ndo foram incluidas na analise

do mapa temporal.
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7 Discussao

A deteccdo precoce da hanseniase € uma estratégia importante para
interromper a cadeia de transmissdo do M. leprae e prevenir a incapacidade fisica,
considerada uma consequéncia grave. O diagndstico € essencialmente clinico, e em
muitos casos os sintomas sao sutis e, as vezes passam desapercebidos mesmo por
especialistas. Os exames de baciloscopia e histopatologia, sao utilizados como auxilio
do diagndstico clinico e s&o uteis na categorizagdo espectral e no tratamento da
doenga (WOROBEC, 2012.). Em regides onde a endemicidade € maior, métodos
sorologicos e moleculares podem ser empregados, principalmente em contatos
domiciliares de pacientes com intuito de identificar individuos com possibilidade de
adoecimento (BANERJEE et. al., 2010; MARTINEZ et. al.,, 2006; CALEFFI et. al.,
2012; DUTHIE et. al., 2007; CABRAL et. al., 2013; AMORIM et. al., 2016; FRADE et.
al., 2017).

Em nosso estudo, dentre os casos de hanseniase, homens pardos com idade
de 40 a 69 anos, com baixa escolaridade, classificados como MB, foram os mais
presentes. Nossos resultados corroboram com os dados do levantamento
epidemiologico relatados pelo Ministério da Saude entre os anos de 2015 a 2019,
onde verificou-se que no acumulado desse periodo, individuos pardos e do sexo
masculino prevaleceram entre os casos de hanseniase (Brasil, 2021). Para o ano de
2019 a faixa etaria de 40 a 79 anos de idade concentrou maior numero de casos.
Ribeiro et. al., (2019), avaliaram a prevaléncia e distribuicdo do M. leprae em um
municipio de média endemicidade em Minas Gerais e constataram que todos os casos

eram adultos ou idosos.

Alguns fatores podem se associar para uma maior vulnerabilidade individual
que contribui para o aumento da hanseniase em determinadas localidades, e podem
ser destacados como socioeconémico e ambiental. Na india ha uma associacéo
importante entre o grau de incapacidade e o nivel educacional do individuo (GUTHI,
AREPALLI e GUANAPA, 2016). Lages et. al. (2018), verificaram que 49,5% dos
individuos examinados apresentavam algum grau de incapacidade no diagnéstico, e
desses mais de 60% eram iletrados. Analisando associagao do nivel de escolaridade
com incapacidade, os autores confirmaram que individuos iletrados apresentaram

maior chance (82%) de desenvolver incapacidade fisica em relagdo aqueles que
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possuiam ensino fundamental. Posteriormente Costa et. al., (2020), observaram que

72% dos participantes do estudo, possuiam apenas o ensino fundamental completo

O boletim epidemiolégico do Ministério da Saude (BRASIL, 2021) indicou que
79,5% dos casos notificados foram classificados como MB. Em Rondondpolis-MT, no
periodo de 2001 a 2010, Souza, Neto e Lisboa (2018), avaliaram o perfil
epidemiologico da hanseniase, e observaram que os casos MB corresponderam a
52% das notificagdes. Dados semelhantes foram observados por Cardoso e Gomides
(2020), que realizaram estudo em Governador Valadares avaliando o contexto clinico
e epidemiolégico no municipio. Os autores verificaram que 0 municipio persiste com
alta endemicidade. Avaliando as notificagdes entre os anos de 2015 a 2019,

constataram que a frequéncia de casos MB foi de 56,3% (218 casos).

Sobre 0 Modo de Detecg¢ao nossos dados sao corroborados por Ferreira et. al.,
(2020), que mostraram que a maioria dos casos notificados foram encaminhados,

correspondendo a 54,45% dos diagnosticos.

Os achados sao preocupantes, porque os individuos pertencem a uma faixa
etaria economicamente ativa, e podem ser os principais transmissores da doenca.
Quanto ao nivel de escolaridade, individuos que tem maior compreensao sobre
informacdes de saude, buscam uma unidade de saude o mais breve possivel,
diminuindo o diagndstico tardio e reduzindo a transmissdo. Além disso, casos
classificados como MB, possuem maior possibilidade de transmissdo da doenca,
tornando o diagndstico precoce, fundamental para reduzir a transmissdo. Ja os
encaminhamentos aos Centros de Referéncia realgam a dificuldade de

descentralizagao do diagndéstico de hanseniase na APS.

Além dos exames complementares de rotina para diagnostico da hanseniase,
€ importante considerar a utilizagao de testes moleculares como ferramenta auxiliar.
Sabe-se que a identificacdo de contatos com gPCR positivo para M. leprae é
fundamental para o diagnéstico precoce e interrupgdo da cadeia de transmisséo da
hanseniase. Os dados da tabela 3, mostraram que 120 individuos do grupo suspeitos

(47,43%), apresentaram qPCR positivo para o gene RLEP.

Goulart & Goulart (2008), relataram que entre diversos marcadores de acido

nucleico para diagnéstico da hanseniase, trés apresentaram maior sensibilidade e
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especificidade (RLEP, Ag 85B e 16S rRNA). Posteriormente, Banerjee et. al., (2010),
verificaram que entre 110 contatos de MB e 72 de PB, 12 contatos de MB
apresentaram PCR positivo utilizando swab nasal. Entretanto, entre os PB, apenas
um individuo apresentou o teste positivo. Martinez at. al. (2011) constataram que o
ensaio de qPCR utilizando o gene RLEP pode ser utilizado para melhor identificagao
de pacientes devido a alta sensibilidade, 100% para casos MB e 80,5% para PB.
Esses autores encontraram resultado positivo para quatro amostras de individuos
considerados sadios e concluiram que tal possibilidade pode ocorrer em estagios
subclinicos de uma infec¢ado pelo M. leprae. E, segundo Cardoso et. al. (2011), a
ocorréncia dessa bactéria em uma forma dormente dentro de granulomas € possivel.
Mais recentemente, Gama at. al., (2019) avaliaram 113 contatos domiciliares de
pacientes com hanseniase, sendo 61 contatos de MB e 52 contatos de PB. Entre os
contatos de MB e PB, 19,7% e 11,5% apresentaram, respectivamente, resultado
positivo para o DNA de M. leprae pelo método de qPCR e segundo os autores, um
individuo foi diagnosticado posteriormente com hanseniase com a forma operacional
PB.

Diante dos resultados desses estudos, torna-se relevante acompanhar os
participantes considerados suspeitos que apresentaram qPCR positivo. Avaliar a
possibilidade de adoecimento, assim como investigar seus comunicantes, verificando

a transmissao da doenca no ambiente domiciliar.

Em nosso estudo identificamos um maior niumero de casos MB, com
predominéncia da forma clinica dimorfa. Sabe-se que o diagndstico e classificagao,
dos casos dimorfos € muitas vezes dificultado, uma vez que a baciloscopia desses
individuos pode ser positiva ou negativa. Nesse sentido, é possivel que alguns casos
passem desapercebidos pelo servico de saude, tornando necessario um maior
investimento na capacitagao das equipes. Além disso, o processo de descentralizagao
do Servigco para diagnostico e tratamento da hanseniase, em nosso Municipio, nao

tem acontecido, sobrecarregando a Referéncia com os cuidados da Atencao Primaria.

Em concordancia com os nossos dados, tem sido relatado uma maior
prevaléncia da forma clinica dimorfa, especialmente em individuos idosos (Péga et.
al., (2020, Rocha, Nobre e Garcia 2020).
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Outro ponto importante que realgamos foi o grande numero de amostras de
raspado dérmico com IB zero, mas, com resultado positivo para qPCR. Consideramos
a relevancia da continuidade desse tipo de avaliagdo, uma vez que nossas amostras
apresentaram um grande numero da forma clinica dimorfa bem como casos PB, o que

contribuiu para um maior numero de resultados negativos de IB.

Diante disso, como os resultados de qPCR foram positivos para a grande
maioria das nossas amostras, reforcamos a necessidade da implementacdo de

métodos mais sensiveis para o diagndstico conclusivo da hanseniase.

Foi preocupante a identificacdo de dois casos de pacientes (virchowiano e
dimorfo) com IB zero e qPCR positivo. Nesses casos, o valor de Ct nas amostras
indicou elevada presenca de DNA do M. leprae. Sabe-se que varios fatores podem
comprometer o resultado de uma baciloscopia, desde a coleta do raspado dérmico, a
coloragao, a microscopia e até mesmo a possibilidade de equivocos do registro no
SINAN. Essa situagao também foi relatada por Sartori (2015) onde o autor descreve
sobre algumas amostras positivas para baciloscopia, e negativas para testes

moleculares como a qPCR e vice e versa,

Gama et. al., (2019) avaliaram o desempenho da gPCR comparando com a
baciloscopia, em casos PB e MB. Os autores observaram que 25,0% dos pacientes
PB apresentaram DNA de M. leprae, tanto em amostra de sangue como de raspado
dérmico. Entretanto, no grupo MB, a qPCR foi positiva para 69,6% dos pacientes e
baciloscopia positiva em 56,5%. Ao compararem todas as amostras investigadas, os
autores observaram que foi possivel identificar DNA do M. leprae em 48,8% das

amostras, e a baciloscopia foi positiva em apenas 30,2%.

Nossos resultados mostraram uma elevada porcentagem de qPCR positiva
(91.67%) entre os pacientes da forma clinica dimorfa comparando com o IB que foi
positivo em apenas 43,3% dos individuos. Esses dados novamente enfatizam a
importancia da utilizagdo de métodos moleculares para o auxilio no diagnéstico da

hanseniase.

Sabe-se que os estudos de georreferenciamento no contexto da saude, sao
importantes para analises e avaliagao dos riscos a saude coletiva, principalmente os

relacionados com meio ambiente e o perfil socioeconémico da populagao (SKABA, et.
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al. 2004). Hino et. al., (2006), relatam que a anadlise da distribuicdo das doengas e
seus determinantes nas populacdes, no espago e no tempo é fundamental dentro da
epidemiologia, e envolve algumas questdes como quem adoece, quando e como

ocorreu o adoecimento.

Nesse estudo a analise geoespacial mostrou que muitos municipios
pertencentes a SRS-Governador Valadares apresentaram casos e suspeitos de
hanseniase atendidos no CREDEN-PES. Apesar do Municipio de Governador
Valadares nao possuir pactuagcdo para atendimento e acompanhamento da
hanseniase de outros Municipios, Gov. Valadares assume o papel de dar suporte
quanto a realizagao de exames histopatoldgicos, raspado intradérmicos, e diagnostico
de Municipios que compdéem a SRS-GV.

Na cidade de Gov. Valadares, o setor 17 concentrou o maior numero de casos
de hanseniase (16,67%). Em um estudo anterior, Rodrigues (2012) verificou que o
risco de adoecimento variava entre os indices 1,34 a 6,49 em diferentes setores na
cidade de Gov. Valadares. Além disso, a autora constatou a existéncia de clusters,
como por exemplo o bairro Turmalina, que esta localizado no setor 17, identificado em
nosso estudo.

Mediante essa informacao, fica evidente a importancia do acompanhamento
de casos e possiveis contatos de pacientes com hanseniase, por meio do
georreferenciamento, identificando de uma forma mais precisa as residéncias dos
individuos infectados para um controle mais eficaz da doenca.

Nosso estudo permitiu identificar um maior numero de casos e suspeitos nos
anos de 2017 e 2018, e uma predominancia desses individuos residindo proximo aos
setores 15 e 17. Esses setores possuem aglomerados de casos e contatos o que
reforca a necessidade do Municipio em priorizar as ag¢des de controle nessas
localidades.

Quanto as limitacbes do estudo, vale relatar uma reducdo do numero de
amostras de raspado intradérmico coletadas no CREDEN-PES a partir do ano de
2019. Essa reducgao ocorreu devido a questdes operacionais e ao inicio da pandemia
da COVID-19, o que comprometeu o acesso dos individuos aos servigos de saude.
Apesar dessa reducao no ano de 2020, foi possivel observar um importante numero
de individuos suspeitos no setor 10 e esse setor no ano de 2021, apresentou maior
concentragao casos.
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Isso nos leva a inferir, que os individuos com suspeicao de hanseniase tendo
o teste gPCR positivo, podem estar com uma infec¢ao subclinica. E mais importante
ainda, podem até mesmo estarem transmitindo o M. leprae para individuos mais
susceptiveis.

Assim, estudos que busquem acompanhar esses individuos com suspeicao e
seus contatos, se fazem necessarios para avaliar a taxa de adoecimento bem como a
possibilidade de transmissao.

Acreditamos que nossos dados contribuem para potencializar o diagnostico
precoce e assim auxiliar no controle da hanseniase no municipio de Governador

Valadares e entorno, onde essa endemia permanece como um agravo preocupante.
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8 CONCLUSAO
Esse estudo permitiu concluir que das 411 amostras de raspado intradérmico,
158 foram obtidas de casos, com predominéancia de individuos com idade entre 40 e

69 anos, com forma clinica dimorfa e desses apenas 43,3% apresentaram IB positivo.

Dos 158 individuos notificados, apenas 34,18% apresentaram baciloscopia

positiva. Constatou-se que 82,28% dos casos apresentaram gPCR positivo.

Como esperado do total de 253 amostras coletadas de individuos com
suspeicao a baciloscopia foi negativa, no entanto o resultado da qPCR foi positiva

para 47,43% das amostras.

No municipio de Governador Valadares identificou um maior numero de casos
e suspeitos nos anos de 2017 e 2018, e uma predominancia desses individuos

residindo proximo aos setores 15 e 17.

Torna-se relevante monitorar esses individuos suspeitos para hanseniase,

especialmente os locais de residéncia daqueles que foram positivos no teste da gPCR.

A deteccao de DNA de M. leprae, especialmente em contatos com possivel

infeccao subclinica, contribuira para o maior e melhor controle da doencga.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

E do nosso interesse dar continuidade a esse estudo por meio do
acompanhamento e identificagdo de possiveis suspeitos que vierem a adoecer, o que

favorece o tratamento precoce e a prevencao de incapacidades.

Realizar a amplificacdo dos genes rpoB, folp1 e gyrA nas amostras que
apresentaram qPCR positivo e fazer o sequenciamento desses genes para
identificacdo de possiveis mutagdes, responsaveis pelo carater de resisténcia as

drogas utilizadas no tratamento da hanseniase.
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