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RESUMO

Martinez, T S. Presenca de M. leprae na mucosa bucal: identificacao de
uma potencial via de infeccao e transmissao da hanseniase.
[Dissertacao]. Uberlandia: Faculdade de Medicina, Universidade Federal
de Uberlandia; 2010.

A hanseniase é um importante problema de saude publica no Brasil, com
elevada taxa de deteccdo, apesar da aplicacao da poliquimioterapia. A mucosa
nasal & considerada o local preferencial de entrada e saida do Mycobacterium
leprae, embora algumas lesdes tenham sido encontradas na mucosa bucal. No
entanto, o envolvimento da mucosa oral na transmissdo do bacilo nunca foi
investigado. Nés mostramos a presenga do DNA do M. leprae em swab bucal
de pacientes com hanseniase (334) e contatos domiciliares (1288) por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional, e os resultados foram
correlacionados com outras avaliagdes clinica e laboratorial. A positividade
geral de pacientes foi de 18,26%, dividida em 12,03% e 21,23% para as formas
paucibacilares e multibacilares, respectivamente. Entre os contatos, a
positividade alcangou 6,83%, que foram considerados como portadores sadios
ou infectados subclinicos, quando o teste ELISA anti-PGL-1 apresentou
resultado positivo. Este estudo mostrou evidéncias importantes de que a
mucosa bucal pode ser um sitio secundario de infeccdo e transmissao do M.
leprae. Além disso, contatos com PCR positivo podem estar envolvidos
ativamente na transmissdo. Nossos resultados tém grande relevancia
epidemioldgica, especialmente para os programas de controle da hanseniase e
para as clinicas de odontologia, e devem ser considerados em novas

estratégias de controle e prevengao.

Palavras-chave: Hanseniase; swab bucal; DNA de M. leprae; pacientes;
contatos domiciliares; epidemiologia molecular.



ABSTRACT

Martinez, T S. M. leprae in the oral mucosa: identification of a potential
route of infection and transmission of leprosy. [Dissertation]. Uberlandia:
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Uberlandia; 2010.

Leprosy is an important health problem in Brazil, with a high detection rate
despite the application of the multidrug therapy. The nasal mucosa is
considered the preferential site of entry and exit of the Mycobacterium leprae,
although some lesions have been found in the buccal mucosa. However, the
buccal mucosa involvement in bacilli transmission has never been investigated.
We have shown the presence of the M. leprae DNA in buccal swabs of leprosy
patients (334) and household contacts (1288) through conventional polymerase
chain reaction (PCR), and results were correlated with clinical and other
laboratorial evaluations. The overall positivity for patients was 18.26%, divided
into 12.03% and 21.23% for paucibacillary and multibacillary forms,
respectively. Among contacts, the positivity reached 6.83%, which were
considered either as healthy carriers or sub-clinically infected, when the ELISA
test presented a positive anti-PGL-1 result. This study showed important
evidences that the buccal mucosa may be a secondary site of M. leprae
transmission and infection. Furthermore, contacts with positive PCR may be
actively involved in the transmission. Our findings have great epidemiological
relevance, especially for the leprosy control programs and for the dentistry

clinics, and must be considered in the new strategies of control and prevention.

Key words: Leprosy; buccal swab; M. leprae DNA; patients; household
contacts; molecular epidemiology.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase €& uma doenca cronica infecciosa causada pelo
Mycobacterium leprae, transmitida pelo convivio de pessoas susceptiveis com
doentes contagiantes sem tratamento, com periodo médio de incubacao de 2 a
5 anos (TALHARI E NEVES, 1997).

O bacilo causador da doenca é um bastonete reto ou ligeiramente
encurvado, com 1,5 a 8 micra de comprimento e 0,2 a 0,5 micron de largura,
ndo cultivavel e lento, que faz uma divisdo binaria a cada 12 a 21 dias. E
corado em vermelho pela fucsina e ndo se descora pela lavagem no alcool e
acido, sendo, entao, um bacilo alcool-4cido resistente (BAAR) (REES, 1985).

A hanseniase é considerada um problema de saude publica, uma vez
que o Brasil ocupa o 2° lugar no mundo, com prevaléncia de 41.817 casos no
inicio de 2009 e incidéncia de 38.914 em 2008 (WHO, 2009).

A variacédo das formas clinicas dentro de um espectro esta intimamente
relacionada com padrbées imunologicos distintos, dependendo da
potencialidade de resposta do hospedeiro ao bacilo (RIDLEY E JOPLING,
1966). Em um dos pdlos da doencga esta a forma tuberculéide (T), com uma
vigorosa resposta imune mediada por células ao M. leprae; no outro extremo
esta a forma virchowiana (V), com auséncia de resposta celular especifica aos
antigenos do M. leprae e exacerbacdo da resposta humoral (RIDLEY E
JOPLING, 1966). Entre as formas polares existem as intermediarias, dimorfa-
tuberculéide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV),
imunologicamente instaveis e que correspondem ao maior numero de doentes

em areas endémicas (PFALTZGRAFF E BRYCESON, 1985).
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Para fins de tratamento, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) dividiu
operacionalmente os doentes em paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB),
de acordo com o indice Baciloscépico (IB) e o nimero de lesdes cutaneas. Isso
permitiu a utilizacdo de dois diferentes algoritmos de tratamento pela
poliquimioterapia (PQT), composta por combinacdes entre as drogas dapsona,
rifampicina e clofazimina (WHO, 1988).

A interrupcdo da cadeia de transmissdo é o principal desafio dos
programas de controle da hanseniase. A fonte de infeccdo é o paciente com
alta carga bacteriana das formas multibacilares (MB) nao tratados. Os contatos
domiciliares dos pacientes MB tém um risco relativo cinco a dez vezes maior de
desenvolver a hanseniase do que a populacdo de ndo contatos e os contatos
de doentes paucibacilares (PB) apresentam um risco duas vezes maior
(NORDEEN, 1985).

Pessoas infectadas sem manifestagdo clinica da doenga, com a
presengca do M. leprae na mucosa nasal, podem estar envolvidas com a
transmissao subclinica do bacilo (MOET et al, 2004). Sequéncias de DNA
especificas do M. leprae tém sido detectadas por reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) em swab nasal de individuos aparentemente sadios, que
residem em areas endémicas e grande parte desses mostram soropositividade
contra antigenos especificos do bacilo, avaliada por testes ELISA e de fluxo
lateral (ML-Flow) (RAMAPRASAD et al., 1997; IZUMI et al., 1999; VAN BEERS
et al., 1999; GOULART et al., 2008; GOULART E GOULART, 2008).

A mucosa nasal é o sitio preferencial para entrada e saida do M. leprae
(REES E MCDOUGALL, 1977) e seu envolvimento na hanseniase esta bem

estabelecido e definido de acordo com as formas clinicas (PATROCINIO et al.,
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2005; NAVES et al., 2009). A deteccao do DNA do bacilo também foi descrita
na concha nasal de pacientes e contatos (PATROCINIO et al, 2005),
favorecendo a hip6tese de que a infeccdo inicial do microrganismo ocorre nas
vias aéreas superiores (RAMAPRASAD et al.,, 1997) e que nao apenas 0s
pacientes sdo portadores de bacilos.

Entretanto, o envolvimento da cavidade oral tem sido raramente relatado
(BARTON, 1974), sendo descritas lesdes na boca e no palato em doentes com
hanseniase virchowiana e em poucos casos de pacientes com as formas
tuberculéide e dimorfa (REIS et al., 1996; D’ABREU et al., 2000; COSTA et al.,
2002), ressaltando a importancia epidemioldgica da cavidade oral como fonte
de infeccao (COSTA et al., 2003).

Dentre as manifestacbes bucais, as lesbes podem apresentar-se como
ulceras, nodulos, manchas, placas, fibroses, além de alteragdes gengivo-
periodontais e dentarias (PFALTZGRAFF E BRYCESON, 1985; REIS et al.,
1996; D’ABREU et al., 2000; COSTA et al., 2002).

Como resultado da utilizagdo da PQT e detecgao precoce de casos de
hanseniase, as lesdes causadas pelo M. leprae tiveram significativa reducao.
Consequentemente, algumas manifestacdes especificas como lesbes
maxilares e da mucosa bucal sdo cada vez menos comuns (COSTA, 2008).

Por outro lado, a boca pode atuar como via de transmissao e, dessa
forma, ter importante papel na produgdo de novos casos de hanseniase. Por
ser uma doenca infecto-contagiosa, quanto mais precoce o diagnostico, maior
a possibilidade de um curso favoravel. O diagnéstico tardio favorece a
disseminagdo da hanseniase na comunidade, resultando em danos neurais

mais severos, que levam a incapacidade fisica (GOULART E GOULART,
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2008). Por isso, testes diagnésticos laboratoriais sensiveis e especificos
poderiam ser de grande utilidade na detecgdo de portadores sadios, infecgéao
subclinica e de pacientes com hanseniase no seu estagio inicial (CHO et al.,
2001).

Partes do genoma do M. leprae foram detectadas pela PCR em biépsias
de mucosa bucal (palato duro e mole) de pacientes MB, presumindo-se
resultado semelhante com amostras de swab bucal, embora esta analise néo
tenha sido realizada (SANTOS et al., 2007).

Apesar de ser considerada um importante problema de saude publica, a
hanseniase praticamente nao é discutida nos cursos de odontologia (COSTA et
al., 2002) e o envolvimento da mucosa oral na transmissao do bacilo nunca foi

investigado.
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2. OBJETIVO

Detectar o DNA do M. leprae por reacdo em cadeia da polimerase em
amostras de swab bucal de pacientes com hanseniase, virgens de tratamento,
e de seus contatos domiciliares, correlacionando os dados obtidos com a
avaliacao clinica e respostas humoral e celular, além da baciloscopia e
deteccdo do DNA do bacilo em amostras de swab nasal dos doentes, a fim de

investigar o envolvimento da mucosa oral como via de infecgéo e transmissao.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Selecao dos participantes do estudo

Para este estudo transversal foram selecionados os doentes com
diagnéstico de hanseniase, virgens de tratamento, e seus contatos
domiciliares, atendidos no Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia
Sanitaria e Hanseniase (CREDESH), Hospital de Clinicas, Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), no periodo entre 2004 e 2009.

Foram considerados contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
aqueles que convivem ou conviveram com o paciente dentro do domicilio nos
ultimos cinco anos (BRASIL, 2009).

Partiu-se de uma selecdo de 334 doentes e 1288 contatos, numeros
estes estratificados a medida que os exames eram correlacionados, uma vez
gue era necessario que o doente ou contato apresentasse resultados de ambos

0s exames em questao.

3.2. Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia, com parecer de numero
099/2003 (Anexo A) e parecer de numero 499/2008 (Anexo B). Os doentes e
contatos que concordaram em participar assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo C), e poderiam desistir da pesquisa a qualquer

momento, sem qualquer prejuizo préprio.
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3.3. Critérios para selecao dos doentes

3.3.1. Diagndstico clinico

Para a classificacdo clinica, os doentes virgens de tratamento foram
submetidos a exames dermato-neurolégicos, com descricdo detalhada das
caracteristicas macroscopicas, quantidade e distribuicao das lesées mapeadas
em diagrama corporal, contido nos prontuarios. Em todos os pacientes ainda
foram realizados teste intradérmico de Mitsuda e coleta de esfregaco dérmico e
bidpsia de lesdo de pele para determinacdo do indice Baciloscépico (IB) e

classificacao histopatoldgica.

3.3.2. Teste de Mitsuda

O teste de Mitsuda foi utilizado para avaliar a imunidade celular
especifica ao M. leprae. E uma reacdo intradérmica com 0,1 mL da Mitsudina
humana, uma suspensdo de 6 x 10’ bacilos/mL mortos pelo calor, produzida
pelo Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru/SP (ILSL-Bauru, SP), realizada na
superficie de flexdo do antebraco direito, 4 cm abaixo da dobra antecubital,
com leitura na 42 semana, considerando como resultado a medida do didmetro
da induragéo local, registrada em milimetros (mm). Utilizando-se os critérios da
OMS (JOPLING E MCDOUGALL, 1991), a reacdo de Mitsuda foi descrita
levando-se em conta os dados relacionados abaixo:

Negativo: nada a observar e/ou sentir, 0 mm;

Duvidoso: papula entre 0 a 3 mm de didmetro;

Fracamente positivo: papula com 4 a 7 mm de didametro sem ulceracéao;

Positivo intermediario: papula com 7 a 10 mm de diametro sem

ulceracao;
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Fortemente positivo: nédulo maior que 10 mm de didmetro ou de
qualquer tamanho, com ulceracao.
Para fins de analise, foram considerados positivos valores maiores ou

iguais a 4 mm.

3.3.3. indice Baciloscopico

O indice Baciloscépico foi realizado em esfregacos cutaneos de no
minimo cinco locais: o lIébulo das duas orelhas (LOD e LOE), os dois cotovelos
(CD e CE) e uma lesao ativa (L) (BRASIL, 1994). A coloracao usada para o M.
leprae, um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), foi de Ziehl-Neelsen. O
resultado foi registrado de acordo com a Escala Logaritmica de Ridley (1990),
baseada na média do numero de bacilos vistos em campos de imersdo em
Oleo, utilizando-se objetiva de imersdo como descrita abaixo:

IB = 0 — nenhum bacilo em 100 campos de imersao em 6leo;

IB=1-1a 10 bacilos, em média, em 100 campos;

IB=2-1a 10 bacilos, em média, em 10 campos;

IB=3-1a 10 bacilos, em média, em um campo;

IB=4-10a 100 bacilos, em média, em um campo;

IB=5-100 a 1.000 bacilos, em média, em um campo;

IB = 6 — acima de 1.000 bacilos, em média, em um campo.

3.3.4. Classificacao histopatoldgica da bidpsia de lesdo de pele
Foram utilizados os critérios de Ridley (1990), considerando algumas
caracteristicas histolégicas como parametros imunoprognésticos para

determinar classificagéo:
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- Numero e a distribuicao de linfécitos nas lesdes;

- Tipos de células presentes no granuloma, especialmente a presenca
de células gigantes tipo Langerhans;

- Envolvimento severo de nervo pelo granuloma ou caseificacao;

- FErosdo de uma parte da epiderme por um granuloma de células
epitelidides;

- Presenca de histiocitos — macréfagos espumosos;

- Presencga de zona clara subepidérmica;

- [ndice bacteriano no granuloma e/ou infiltrado.

Os pacientes foram classificados pelos critérios de Ridley e Jopling

(1966), nas seguintes formas clinicas: tuberculdide (T), dimorfo-tubercul6ide

(DT), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-virchowiano (DV), virchowiano (V).

3.3.5. Teste ELISA anti-PGL-1

O teste ELISA anti-PGL-1 é um teste indireto, imunoenzimatico, para
avaliagdo da resposta humoral frente ao antigeno PGL-1, especifico do bacilo,
pela deteccao de anticorpos IgM no soro.

O resultado do teste & convertido em um indice ELISA (IE),
considerando-se positivo um |IE = 1,1, conforme descrito por Lobato et al.

(2008).

3.3.6. Classificacao Operacional
Para fins de tratamento, os pacientes das formas T e DT com até 5
lesbes e baciloscopia negativa em todos os sitios foram agrupados em

paucibacilares; e os pacientes das formas DT com mais de cinco lesées e/ou
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baciloscopia negativa ou positiva e das formas DD, DV e V (estas ultimas com
baciloscopia positiva) foram agrupados em multibacilares (WHO, 1988;

BRASIL, 2009).

3.4. Critérios para selecao dos contatos domiciliares
Os contatos domiciliares foram submetidos ao exame dermato-
neurolégico para assegurar a condicdo de ndo doentes, bem como ao teste

intradérmico de Mitsuda e teste sorolégico ELISA anti-PGL-1.

3.5. Protocolo para coleta de swabs e extraciao de DNA

Nos doentes foi realizado raspado de mucosas bucal e nasal, bem como
de mucosa bucal nos contatos, por meio da introducao de escovinhas flexiveis
tipo swabs (uma para a cavidade oral e outra para a nasal), esfregando-se
algumas vezes sobre a mucosa bucal e sobre o septo nasal pela fossa nasal

esquerda (Figuras 1 e 2).

Figura 1: Raspado de mucosa oral por meio de escova flexivel tipo swab, esfregando-se pela

mucosa bucal. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.
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Figura 2: Raspado de mucosa nasal por meio de escova flexivel tipo swab, esfregando-se

sobre o septo nasal pela fossa nasal esquerda. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

O material coletado foi depositado em tubos estéreis contendo 500 ul de
tampéao de lise nuclear (TLN — NaCl 400 mM, EDTA, 50 mM pH 8,0 e Tris-Cl 25
mM pH 8,0) (Figura 3). Cada amostra foi individualmente acondicionada em

microtubos de 2 mL estéreis e mantida a 4°C até a extracao do DNA.

Figura 3: Materiais utilizados para coleta de swabs bucal e nasal para extracdo de DNA
gendmico do M. leprae. A) Escova flexivel para coleta de swab; B) Tubo contendo
500ul de tampado de lise nuclear para depésito do swab coletado.

CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

Para a fase de extracdo, ao Tampao de Lise Nuclear (NaCl 400 mM,

EDTA pH 50 mM 8,0, Tris-Cl 25 mM pH 8,0), contendo as amostras de swabs
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(nasal e bucal) acrescentou-se 40 puL de dodecil-dissulfato de sédio (SDS)
10%, 25 ul de proteinase K a 10 ug/mL, incubando-se a 55°C. Apéds 18 horas,
os tubos foram retirados do banho-maria e foram adicionados 250 uL de Tris-
HCI (1M pH 8,0), 250 pL cloroférmio PA e 500 uL de fenol (pH 8,0). Os tubos
foram homogeneizados, deixados em repouso por 5 minutos e centrifugados a
10621 x g por 10 minutos. Transferiu-se 700 uL do sobrenadante para tubos
estéreis onde foram adicionados 700 pL de etanol absoluto. Estes foram
incubados a —20°C por 24 horas. Na seqléncia, os tubos foram centrifugados a
20817 x g por 15 minutos e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 750 pL
de etanol absoluto e 250 pL de agua, centrifugando-os por mais 10 minutos a
velocidade de 20817 x g. O sobrenadante foi descartado deixando o
precipitado secar. Apos a secagem, os precipitados foram diluidos em 30 uL de

agua ultra pura e armazenados a — 20°C.

3.6. Selecao dos primers

Em cada reacdo foram amplificados fragmentos do DNA gendmico
humano, Natural Resistence-Associated Macrophage Protein One (NRAMP1)
(GenBankAJ535670), utilizado como controle enddégeno da reacdo e da
qualidade do DNA total extraido. O par de primers utilizado para a amplificacao
do gene NRAMP1 foi: forward: 5-CTCGCATTAGGCCAACGA-3’ e reverse: 5-
TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC-3). O tamanho do fragmento esperado foi de
200 pb.

Para a deteccdo do DNA do Mycobacterium leprae nas amostras foi

utilizado um par de primers, que amplifica fragmentos de 130 pb da regido
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RLEP3 do genoma do M. leprae (forward: 5-GCACGTAAGCATGTCGGTGG-

3’, e reverse: 5-CCGCGGCGCTAACAACTATC-3’).

3.7. Condicoes da PCR convencional

As condicoes para a PCR foram descritas em trabalho anterior do nosso
grupo (PATROCINIO et al., 2005), seguindo o protocolo de desnaturacdo 95°C
por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacao a 95°C, anelamento do primer a 58°C
por 40 segundos, extensao a 72°C por 40 segundos e extensao final a 72°C por
10 minutos.

Os produtos amplificados foram visualizados em eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo e fotografados sob luz ultravioleta
em um sistema de video documentacdo (Image Master VDS. Amersham

Biosciences).

3.8. Analise Estatistica

Foi realizada estatistica descritiva para os dados. O teste Kappa foi
aplicado para avaliar os resultados de concordancia, considerando-se: <0 (sem
concordéancia), 0-0,19 (concordancia muito fraca), 0,20-0,39 (concordancia
fraca), 0,40-0,59 (concordancia moderada), 0,60-0,79 (concordancia
substancial), 0,8-1,0 (concordancia excelente).

O teste do Qui-Quadrado foi utilizado para avaliar diferencas
significativas ou ndo quanto as proporcées dos acontecimentos (positividade)

nas amostras.
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O coeficiente de correlagdo de Pearson foi calculado para avaliar as
correlacdes entre os testes ELISA anti-PGL-1, teste intradérmico de Mitsuda, IB
de esfregaco e IB de biépsia de lesédo de pele.

Foi considerado estatisticamente significante um p valor menor que 0,05.

A analise foi realizada utilizando-se os programas Excell e SSPSS.
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4. RESULTADOS

Foram analisados 334 doentes e 1288 contatos domiciliares. O grupo
envolvido no estudo foi estratificado a medida que os exames foram
correlacionados, a fim de que o mesmo doente ou contato tivesse resultado

dos dois exames em questao, evitando viés na pesquisa.

4.1. Pacientes com hanseniase

A média de idade dos 334 pacientes do estudo foi de 47,66+16,14 anos,
com predomindncia de 61,68% (206/334) do género masculino. Na
classificacdo clinica, o maior numero de doentes foi do grupo dimorfo,
correspondendo a 67,66% (226/334), com predominio de 38,32% (128/334) da

forma DT (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo de pacientes com hanseniase de acordo com as formas clinicas de
Ridley e Jopling, segundo género e média de idade na abordagem.

CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

Género Média de

Formas Clinicas’ Masc” Fem’ idade na Total
n % n % abordagem  n %
T 20 52,63 18 47,37 44,71 38 11,38
DT 70 54,69 58 45,31 46,97 128 38,32
DD 30 58,82 21 41,18 47,05 51 15,27
DV 34 72,34 13 27,66 52,55 47 14,07
V 52 74,29 18 25,71 47,70 70 20,96

Total Geral 206 61,68 128 38,32 47,66 334 100
1: Formas clinicas: T:tuberculdide; DT:dimorfo-tuberculéide; DD:dimorfo-dimorfo;
DV:dimorfo-virchowiano; V:virchowiano; 2: Masc:Género Masculino; 3:Fem:Género
Feminino.

Com relacéao a classificagcdo operacional, houve maior prevaléncia dos

pacientes MB com 67,66% (226/334).
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A positividade dos exames laboratoriais no diagnostico dos pacientes,
segundo a classificagdao clinica (Ridley e Jopling,1966), é apresentada na
Figura 4, bem como o coeficiente de determinacdo (R?) e a equacdo de
tendéncia linear de cada exame. Observou-se forte correlagdo positiva entre
ELISA anti-PGL-1 e IB de esfregaco dérmico (r=0,9763 e p=0,0044), ELISA
anti-PGL-1 e IB de bidpsia de pele (r=0,9204 e p=0,0266) e IB de esfregaco
dérmico e IB de biépsia de pele (r=0,9423 e p=0,0165); e forte correlacao
negativa entre o teste intradérmico de Mitsuda e ELISA anti-PGL-1 (r=-0,9994 e
p<0,0001), IB de esfregaco dérmico (r=-0,9711 e p=0,0059) e IB de bidpsia de
pele (r=-0,9253 e p=0,0242). As positividades do IB de esfregaco, de bidpsia de
pele e do teste ELISA anti-PGL-1 aumentaram em direcdo as formas
baciliferas, atingindo 100% nas formas DV e V. Ao contrario, o teste de Mitsuda
obteve 100% de positividade na forma T, ndo bacilifera, sendo negativo em

todos os doentes das formas DV e V.

—o— B de esfregago (R2=0.7633)  —m— ELISA (R2=0.8) Mitsuda (R2=0.8191)  —m—1IB de pele (R2=0.9088)
y =29,443x - 27,215 y = 26,639x — 13,195 y =-26,439x + 112,85 y =26,087x - 19,839
120,00
100 100 100 100
100,00 - 5
80,00 -
60,00 -
40,00 -
e 11,54
20,00 o i 0
0,00 T EE—
T DT DD DV \

Formas Clinicas

Figura 4: Porcentagem de positividade dos exames laboratoriais de pacientes com hanseniase,

segundo formas clinicas de Ridley e Jopling. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.
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Quanto a detecgcédo do DNA pela PCR em swab bucal de doentes (Figura
5) foi encontrada uma positividade geral de 18,26% (61/334), variando de
13,16% (5/38) na forma clinica T a 42,86% (30/70) na forma V, passando por
15,69% na forma DD (Tabela 2). Foi observada diferenca estatisticamente
significante entre as positividades da forma V versus formas T (x°=15,746;
p=0,0001), DT (x’=21,457; p<0,0001), DD (x°=12,608; p=0,0006) e DV

(x*=16,276; p<0,0001).

e~ R L L F T 1 0 1 T T 00 pb
— 130 pb

Figura 5: Deteccdo do DNA de M. leprae por PCR. A) Qualidade do DNA total extraido, em
amostras de swab bucal de pacientes com hanseniase, visualizado em gel de
agarose 0,8% e corado com brometo de etideo. B) Amplicon de 130 pb observado
nas colunas 1 (controle positivo), 2 e 6; colunas 2, 4, 5, 7-10: amostras negativas
para M. leprae; B: controle negativo; M-marcador de peso molecular de 100pb.
Fragmentos de 200pb observados nas colunas 1-10 correspondem a amplificagao de
parte do gene NRAMP1 e fragmentos de 130pb correspondem a amplificacdo da

regidao RLEP3 do genoma do M. leprae. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.
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Tabela 2: Deteccdo do DNA do M. leprae em amostras de swab bucal de pacientes
classificados de acordo com as formas clinicas de Ridley e Jopling.

CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab Bucal

Formas Positivo Negativo Total
Clinicas n % n % n %o
T 5 13,16 33 86,84 38 11,38
DT 12 9,38 116 90,63 128 38,32
DD 8 15,69 43 84,31 51 15,27
DV 6 12,77 41 87,23 47 14,07
Vv 30 42,86 40 57,14 70 20,96
Total 61 18,26 273 81,74 334 100

Com relacao a classificacdo operacional, 12,04% (13/108) dos pacientes
PB foram positivos para deteccdo do M. leprae por PCR em swab bucal
(13,16% de T e 11,43% de DT-PB), enquanto que nos MB esse valor foi de
21,24% (48/226) (Tabela 3), com 6,9% de DT-MB, 15,69% de DD, 12,77% de
DV e 42,86% de V. A diferenca de positividade para deteccao do bacilo entre

os doentes PB e MB néo foi estatisticamente significante (x*=2,543; p=0,153).

Tabela 3: Deteccdo do DNA do M. leprae em amostras de swab bucal de pacientes de acordo

com a classificacao operacional. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab Bucal

Positivo Negativo Total
co' n % n % n %
PB 13 12,04 95 87,96 108 32,34
MB 48 21,24 178 78,76 226 67,66
Total 61 18,26 273 81,74 334 100

1: CO: Classificagao operacional; PB:Paucibacilares; MB:Multibacilares.

Dentre os 334 doentes, 290 tinham amostras de swab bucal e nasal. A
positividade geral para DNA do bacilo em swabs bucal e nasal desses doentes
foi de 17,59% (51/290) e 39,31% (114/290) (Tabela 4), respectivamente, com

diferenca estatisticamente significante (x*=11,588; p=0,0012).
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A concordancia geral entre os resultados de PCR de swab bucal e nasal
foi de 71,37% (207/290; 41 positivos e 166 negativos), (k=0,4956; p<0,0001).
Do total de pacientes, 3,45% (10/290) apresentaram resultado positivo para

PCR de swab bucal e negativo para PCR de swab nasal (Tabela 4).

Tabela 4: Concordancia entre a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal e nasal de

pacientes com hanseniase. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab Nasal

PCR Swab Bucal . . Total
Positivo Negativo
n % n % n %
Positivo 41 14,14 10 3,45 51 17,59
Negativo 73 25,17 166 57,24 239 82,41
Total 114 39,31 176 60,69 290 100

A positividade de deteccdo do M. leprae em swabs bucal e nasal
aumentou em direcdo ao pélo V, atingindo 44,07% (26/59) em swab bucal e

100% (59/59) em swab nasal (x*=77,643; p<0,0001) (Figura 6).

—+— PCR de Swab bucal —u— FCR de Swah nasal
(RZ=04267) (R*=035186)
¥ = B.0329x +0.6045 ¥ =24 842y - 29772

120.00 -
100,00 - 100
80,00 A
60,00

40,00 A

% Positividade

20,00 1
0,00

T DT DD DV W
Fomas Clinicas

Figura 6: Positividade para detec¢do do M. leprae em amostras de swabs bucal e nasal de
pacientes com hanseniase segundo formas clinicas de Ridley e Jopling.

CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.
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Com relacao ao teste soroldégico ELISA anti-PGL-1, 272 doentes
apresentaram resultados deste exame e de PCR em amostras de swab bucal.
Dentre os doentes que apresentaram positividade para o teste ELISA anti-PGL-
1, 20,11% (86/179) foram positivos também para deteccdo do DNA do M.
leprae em swab bucal. A concordancia de ambos os testes foi de 43,75%

(119/272; 36 positivos e 83 negativos), (k=0,0697; p=0,0254) (Tabela 5).

Tabela 5: Concordancia entre a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal e teste

ELISA anti-PGL-1 de pacientes com hanseniase. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

ELISA anti-PGL-1

PCR Swab Bucal . . Total
Positivo Negativo
n % n % n %
Positivo 36 78,26 10 21,74 46 16,91
Negativo 143 63,27 83 36,73 226 83,09
Total 179 65,81 93 34,19 272 100

Para o teste intradérmico de Mitsuda, 260 doentes apresentaram
resultado deste exame e de PCR em amostras de swab bucal. A concordéancia
do teste de Mitsuda com a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal
foi de 49,23% (128/260; 12 positivos e 116 negativos), (k=-0,1322; p=0,0059)
(Tabela 6). Além disso, dos doentes que apresentaram teste de Mitsuda

negativo, 23,18% (35/151) apresentaram swab bucal positivo.

Tabela 6: Concordancia entre a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal e teste

intradérmico de Mitsuda de pacientes. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

Teste de Mitsuda

PCR Swab Bucal Positivo Negativo Total
n % n % n %
Positivo 12 25,53 35 74,47 47 18,08
Negativo 97 45,54 116 54,46 213 81,92

Total 109 41,92 151 58,08 260 100
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4.2. Contatos domiciliares
A média de idade dos 1288 contatos domiciliares analisados foi de

28,46%19,3 anos e 55,90% (720/1288) eram do género feminino (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo de contatos domiciliares de acordo com as formas clinicas de Ridley e
Jopling do caso indice, segundo género e média de idade na abordagem.

CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

Caso Género Idade média Total
indice’ Masc? Fem?® na
n % n % abordagem n %
T 43 51,19 41 48,81 28,83 84 6,52
DT 213 47,87 232 52,13 28,13 445 34,55
DD 99 44,20 125 55,80 28,26 224 17,39
DV 88 38,43 141 61,57 27,27 229 17,78
V 125 40,85 181 59,15 29,85 306 23,76
Total Geral 568 4410 720 55,90 28,46 1288 100

1: Formas clinicas do caso indice: T:tuberculdide; DT:dimorfo-tuberculdide;
DD:dimorfo-dimorfo; DV:dimorfo-virchowiano; V:virchowiano; 2: Masc:Género
Masculino; 3:Fem:Género Feminino.

Com relacdo a classificacdo operacional do caso indice, houve
predominancia de 77,09% (993/1288) de contatos de MB. A positividade geral
de deteccdo do DNA do M. leprae em swab bucal de contatos foi de 6,83%
(88/1288) entre homens e mulheres (Tabela 8), sendo estatisticamente
significante a diferenca com a positividade geral de 18,26% (61/334)

encontrada nos doentes (x*=5,207; p=0,0373).
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Tabela 8: Deteccdo do DNA do M. leprae em amostras de swab bucal de contatos domiciliares
de acordo com as formas clinicas de Ridley e Jopling do caso indice.
CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab Bucal

Caso Positivo Negativo Total
indice’ n % n % n %
T 6 7,14 78 92,86 84 6,52
DT 29 6,52 416 93,48 445 34,55
DD 24 10,71 200 89,29 224 17,39
DV 16 6,99 213 93,01 229 17,78
Vv 13 4,25 293 95,75 306 23,76
Total 88 6,83 1200 93,17 1288 100

1: Formas clinicas do caso indice: T:tuberculéide; DT:dimorfo-tuberculéide;
DD:dimorfo-dimorfo; DV:dimorfo-virchowiano; V:virchowiano.

Analisando os contatos domiciliares de doentes PB e MB, 5,08%
(15/295) e 7,35% (73/993) apresentaram resultado de swab bucal positivo para
deteccdo de M. leprae, respectivamente (x°=0,415; p=0,7187).

Para o teste ELISA anti-PGL-1, 911 contatos apresentaram resultados
deste exame e de PCR em amostras de swab bucal. A concordancia
observada entre swab bucal e teste ELISA anti-PGL-1 em contatos foi de
81,0% (738/911; 13 positivos e 725 negativos), (k=0,0426; p>0,05). Dentre os
60 contatos positivos para DNA de M. leprae em swab bucal, 21,67% (13/60)

apresentaram ELISA anti-PGL-1 positivo (Tabela 9).

Tabela 9: Concordancia entre a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal e teste

ELISA anti-PGL-1 de contatos domiciliares. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab ELISA anti-PGL-1

Bucal Positivo Negativo Total
n % n % n %
Positivo 13 21,67 47 78,33 60 6,59
Negativo 126 14,81 725 85,19 851 93,41

Total 139 15,26 852 93,52 911 100
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Para o teste intradérmico de Mitsuda, 1217 contatos apresentaram

resultados deste exame e de PCR em amostras de swab bucal. A concordancia

entre o teste de Mitsuda e swab bucal foi de 23,41% (285/1217; 68 positivos e

217 negativos), (k=0,0624; p<0,001). Dentre os 80 contatos positivos para DNA

de M. leprae em swab bucal, 15% (12/80) foram negativos para o teste de

Mitsuda (Tabela 10).

Tabela 10: Concordancia entre a deteccdo do M. leprae em amostras de swab bucal e teste

intradérmico de Mitsuda de contatos domiciliares. CREDESH/HC/FAMED/UFU, 2010.

PCR Swab Teste de Mitsuda
. . Total
Bucal Positivo Negativo
n % n % n %
Positivo 68 85 12 15 80 6,57
Negativo 920 80,91 217 19,09 1137 93,43
Total 988 81,18 229 18,82 1217 100
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5. DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho da literatura que faz abordagem molecular por
meio da deteccao do DNA do M. leprae por PCR em swab bucal de pacientes
com hanseniase e seus contatos domiciliares, comparando-a com a PCR em
amostras de swab nasal e as formas clinicas do espectro da hanseniase
(RIDLEY E JOPLING, 1966) em doentes, além da avaliacdo das respostas
humoral e celular nos pacientes e contatos.

Os doentes analisados eram procedentes de area endémica de
hanseniase, com maior prevaléncia de individuos do género masculino,
corroborando com trabalho anterior que aponta o estilo de vida e maior
insercdo no mercado de trabalho como fatores de aumento de risco para os
homens (NOORDEEN, 1985). A faixa etaria predominante foi da populacédo
economicamente ativa (PEA), como descrita em outro trabalho (NOORDEEN,
1985).

Na classificacdo operacional houve maior prevaléncia de pacientes MB,
concordando com a literatura (LOMBARDI E SUAREZ, 1997). Com relacédo as
formas clinicas, houve predominio do grupo dimorfo, de maior instabilidade
imunolégica, especialmente da forma DT, seguindo o padrdo africano de
prevaléncia da doenca, provavelmente, refletindo um fator genético na
habilidade de expressar a imunidade mediada por célula ao M. leprae
(PFALTZGRAFF E BRYCESON, 1985).

Quanto a classificacdo das formas clinicas, os resultados do presente
trabalho mostraram que a resposta humoral, avaliada pelo teste ELISA anti-

PGL-1, é diretamente proporcional a carga bacilar, medida pelo IB de
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esfregaco e de bidpsia de lesao de pele (CHO et al., 1983; SCOLLARD et al.,
2006), aumentando a medida que atravessa o espectro em dire¢do ao pélo V; e
inversamente proporcional ao teste intradérmico de Mitsuda (resposta celular),
fortemente positivo no polo T, corroborando com a classificacdo espectral da
doenca (RIDLEY E JOPLING, 1966).

Quanto a andlise da PCR em swab bucal, a positividade em pacientes
MB foi maior do que em PB, sem diferenca estatisticamente significante. No
entanto, observou-se positividade para DNA do M. leprae na cavidade oral em
todas as formas clinicas da doencga, inclusive nos pacientes PB, da forma T,
indicando que sao portadores do bacilo, sendo que a boca poderia funcionar
como via de infeccédo inicial e transitéria para essa forma clinica, que apresenta
IB negativo no esfregaco dérmico e na bidpsia de lesdo de pele. Além disso, a
condigdo de positividade na forma T poderia contribuir para transmissdo do
bacilo para os contatos domiciliares.

No presente trabalho, a positividade de swab nasal em pacientes foi
maior que a positividade de swab bucal nas formas clinicas do espectro, com
excegdo da forma T, corroborando com trabalhos na literatura que
demonstraram que a mucosa nasal é o sitio preferencial para entrada e saida
do M. leprae (REES E MCDOUGALL, 1977). O envolvimento da mucosa nasal
estd bem estabelecido na hanseniase e definido de acordo com as formas
clinicas (PATROCINIO et al., 2005; NAVES et al., 2009).

Este estudo permitiu analisar doentes que apresentaram positividade em
PCR de swab bucal e negatividade para a deteccao do bacilo em swab nasal,

demonstrando que existem pacientes com carga bacilar na cavidade oral e que
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estes podem ter sido infectados pela boca, além de contribuirem para a
disseminacgao do bacilo por esta via.

A positividade de M. leprae por PCR obtida em swab bucal em pacientes
com teste sorolégico ELISA anti-PGL-1 positivo e teste intradérmico de Mitsuda
negativo reforga o envolvimento dos doentes MB, com baciloscopia positiva em
esfregaco dérmico e bidpsia de lesdo de pele, como principal fonte de
transmissdo do bacilo pelas vias aéreas superiores (PFALTZGRAFF E
BRYCESON, 1985).

E importante ressaltar a diferenca quase trés vezes maior encontrada
entre a positividade geral para deteccdo de DNA em swabs bucais de doentes
com relacdo aos contatos, demonstrando que a maior fonte de infeccédo e
transmissao do M. leprae sao os doentes nao tratados (NOORDEEN, 1985).

Com relacdo aos contatos domiciliares, a maior prevaléncia de
individuos do género feminino e a média de faixa etaria poderiam ser
explicadas pelo maior niumero de mulheres adultas que procuram os servigcos
de saude quando sao convocadas para fazerem a vigilancia de contatos de
hanseniase (BRASIL, 2009), além da maior exposicdo ao doente no ambiente
domiciliar.

Nao houve diferenca estatisticamente significante da positividade para
DNA do M. leprae em swab bucal de contatos domiciliares de doentes PB e
MB, provavelmente, porque pacientes paucibacilares também apresentam DNA
de M. leprae nas vias aéreas superiores, como demonstrado neste trabalho, e
que podem eliminar bacilos, o que poderia justificar o risco desse contato
adoecer duas vezes mais do que a populacdo de ndo contatos (NORDEEN,

1985). Além disso, o fato de ambos os contatos, de casos PB e MB, viverem
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em area endémica da doenca, poderia oportunizar novos contatos com bacilos
(KLATSER et al., 1993).

Nesta abordagem de epidemiologia molecular foi demonstrada a
presenca de DNA do M. leprae em swab bucal de contatos que sao negativos
para o teste ELISA anti-PGL-1, podendo-se inferir que eles estdo sob pressao
da carga bacilar do doente antes de ser tratado, com o qual conviveram dentro
do domicilio, em um ambiente de alta infectividade e, dessa forma, em um
primeiro momento passam a ser portadores do bacilo na cavidade oral,
contribuindo para dissemina-lo em &rea endémica (GOULART E GOULART,
2008).

Em um segundo estagio, esses contatos domiciliares sadios ndo apenas
sdo portadores do bacilo na cavidade oral, como também passam a ter
infeccdo subclinica, apresentando concomiténcia de soropositividade ELISA
anti-PGL-1 e presenca de DNA de M. lepraec em swab bucal, como
demonstrado no presente trabalho, reforcando um papel ativo desses contatos
na transmissao da doenca (CHO et al., 1992; BAUMGART et al., 1993; VAN
BEERS et al., 1999).

A associacdo da positividade de DNA do bacilo em swab bucal e
negatividade para o teste de Mitsuda em contatos poderia aumentar o risco de
contrair a hanseniase nesses individuos, uma vez que apenas o teste Mitsuda
negativo ja confere uma chance de ocorréncia seis vezes maior para a doenga
(GOULART E GOULART, 2008).

Sabendo que a hanseniase ainda é considerada um problema de saude
publica, seria necessario monitorar os contatos positivos para o DNA do M.

leprae em amostras de swab bucal, em especial aqueles soropositivos para o
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ELISA anti-PGL-1 e negativos para o teste intradérmico de Mitsuda, que ja
apresentam infeccao subclinica e auséncia de imunidade celular especifica ao
M. leprae, conferindo uma chance maior de desenvolver a doenca (GOULART

E GOULART, 2008).
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6. CONCLUSAO

Este estudo sobre a deteccdo do DNA do M. leprae em swabs bucais
demonstrou que a boca pode ser uma via de infeccdo e transmissdo da
hanseniase e que os contatos podem estar envolvidos na transmissao ativa do
M. leprae em éareas endémicas, apresentando grande relevancia
epidemiologica para a area médica e odontolégica e possibilitando, assim,

novas estratégias de prevencao e controle da doenca.
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PARECER DO COMITE DE 099/03
Uberldndia, 07 de julho de 2003.

llmoda) Sr.(a) 5
Prof {(a).Dr.(a). Isabela Maria Bermmardes Goulart .

Prezado(a). Professor(a),

Informamos-lhe que o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Uberlandia examinou e APROVOU o projeto de pesquisa “Caracterizacio Imunoligica e
Muolecular dos Pacientes com Hanseniase ¢ seus Comunicantes para ldentificaciio de
Grupos de Risco™, protocolado sob o nimero 048/2003, do qual V Sa. figura como
pesguisador responsavel, para ser desenvolvido a partir de 04/07/2003,

Em adendo, informamos que o prazo para entrega de relatorio é de 120 dias apos o
término da execugdio prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96
CMNS
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Prof. Dﬂ' Alcino EdHa.rdo Bonella
Coordenador do CEP/UFU
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Uj Universidade Federal de Uberlandia
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ANALISE FINAL Ne. 499/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU 138/08

Projeto Pesquisa: “Caracterizacdo imunolégica e molecular de pacientes com
hanseniase e seus comunicantes para identificagdo do grupo de risco”.

Pesquisador Responsavel: Isabela Maria Bernardes Goulart

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS 196/96, o CEP manifesta-
se pela aprovacgao do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentacao pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega dos relatérios parciais: Dezembro de 2008.

Dezembro de 2009.

Dezembro de 2010.

Dezembro de 2011.

Data para entrega do relatério final: margo de 2012.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGCAO DA
MESMA.

Uberlandia, 10 de outubro de 2008.

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientacdes ao pesquisador
» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
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pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando
perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram agio imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item
V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de Pesquisa: Caracterizacao Imunolégica e Molecular dos Pacientes com
Hanseniase e seus Comunicantes para Identificacao de Grupos de Risco.

A hanseniase é uma doenca que afeta a pele e os nervos. No inicio os sintomas sao
dificilmente notados e por ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser
precocemente afetado. Durante o desenvolvimento da doenca as lesGes de pele sdo mais
aparentes e os nervos podem ser irreversivelmente danificados resultando em graves sequelas.
Quanto mais demora para que a doencga seja diagnosticada e o tratamento iniciado, maior sera o
dano. O diagnéstico pode ser dificultado porque os exames atuais ndo conseguem detectar o
bacilo quando eles estdo em pequena quantidade no organismo.

Atualmente a hanseniase tem cura e muitos sdo os esforgos para que ela deixe de
ser um problema de saude publica no Brasil. Mas, como ndo ha uma vacina especifica contra a
hanseniase, é muito importante que se possa identificar os portadores sadios do bacilo que causa
a doenga, bem como os contatos de pacientes que estejam no estagio inicial da infeccao, ainda
subclinico, para que se possa definir os grupos que tenham maior risco de desenvolver a
hanseniase.

Para isso, a equipe de saude do Centro de Referencia Nacional
Hanseniase/Dermatologia Sanitaria (CREDESH/UFU) esta propondo uma pesquisa onde deverao
ser realizados os exames de rotina para o diagnéstico da doenga nos pacientes, tais como
baciloscopia, teste de Mitsuda e biépsia de lesdo de pele e, nos contatos domiciliares, serdo
realizados exames dermato-neuroldgico, teste de Mitsuda (uma inje¢cao de 0,1 ml intradérmica no
antebraco para avaliar a imunidade celular/resisténcia) e teste sorolégico ELISA (para detectar
anticorpos contra a bactéria que causa a hanseniase no sangue da pessoa testada, coletando
uma gota de sangue com uma picada na ponta do dedo e 1 tubo de 8 ml, respectivamente, para
avaliar se ela esta ou foi infectada indicando que a pessoa corre um risco maior de desenvolver a
hanseniase). Nos pacientes e seus contatos serdo realizados ainda coleta de swabs das
cavidades nasal/ bucal com escovinha prépria e biépsia de pequeno fragmento de corneto nasal
com pinga de nariz, ambos procedimentos para identificar DNA do bacilo de Hansen. Cabe
ressaltar que todo material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das bidpsias, seréo
realizadas com anestésico local. O material coletado serd enviado ao laboratério do
CREDESH/UFU, onde serao realizados os exames pela técnica de DNA e os resultados serdo
mantidos em sigilo.

Espera-se que com este estudo seja possivel detectar em que estagio de
desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os possiveis portadores
sadios e aqueles que ja estejam infectados com o bacilo entre os comunicantes, para seguimento
periddico pela equipe do CREDESH/UFU, subsidiando uma proposta de tratamento precoce
deste grupo de risco, a fim de prevenir o aparecimento da doenga nos familiares, diminuir o risco
de contagio da populagéo e dessa forma, interromper a cadeia de transmissao da hanseniase.

E direito do paciente e seus contatos pedirem esclarecimentos a respeito da
finalidade da pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se
concordarem em participar da pesquisa, poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem
que haja nenhum prejuizo proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, eu,

concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.
Assinatura

Uberlandia, de de 20
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