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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Yrneh Yadamis Prado Palacios

A hanseniase é geralmente causada pelo Mycobacterium leprae e é um problema de satde publica no Brasil,
pais que relatou 20.684 novos pacientes entre 2010 e 2019. Recife, a regido metropolitana do Pernambuco,
é altamente endémica para esta doenca, sendo que 4,9% dos casos ocorrem em menores de 15 anos,
indicando um nivel consideravel de transmissdo. Os fatores de risco para transmissdo precisam ser melhor
investigados, assim métodos moleculares foram empregados para definicdo dos gendtipos do
microrganismo circulante em pacientes supostamente recém-diagnosticados de janeiro-2012 a janeiro-
2017. Esfregacos cutineos provenientes de laminas de 709 pacientes com diagndstico de hanseniase
confirmados foram submetidos a extragdo de DNA e avaliados por qPCR para a regido 16S e elementos
repetitivos-RLEP. A carga bacteriana negativa foi observada em 204 (8,7%) pacientes, sendo 105 (14,8%)
paucibacilares (IB<2) ¢ 399 (56,3%) multibacilares (IB>2). A reanalise dos dados dos pacientes mostrou
que 75 (10,6%) tinham diagnéstico prévio de hanseniase; destes, 31 (41,3%) apresentaram
recidiva/reinfeccdo, 40 (53,3%) tiveram falha terapéutica e quatro (5,3%) abandonaram o tratamento. A
maioria dos pacientes era do sexo masculino (73,3%), entre 15-59 anos (74,3%), pardos (59,8%), com
ensino fundamental Il incompleto (26,7%), apresentavam lesdes (99,4%) e 74,4% residiam no Recife. Das
709 amostras, 622 (87,7%) apresentaram resultado positivo para gPCR (para um ou dois dos alvos
avaliados), atendendo aos critérios estabelecidos para tipagem por MLV A, desta forma, propomos a qPCR
como ferramenta para selecionar amostras para genotipagem. Dos 17VNTRs analisados, quatro
apresentaram alto poder discriminatério (HGDI>0,8) e ndo foram empregados na definicdo de
agrupamentos de gendtipos. Os geno6tipos definidos por meio de 13VNTRs revelaram a existéncia de 31
clusters incluindo 179 (52,2%) amostras de um total de 343 isolados, sugerindo alto nivel de transmissdo
(recente) durante o periodo de estudo. Observamos dois grandes clusters, compostos por 36 (10,5%) e 39
(11,4%), todavia, a razdo disso é discutida. Ao associar os clusters com dados clinicos-demogréficos,
observamos que: idade, carga bacilar, ano de coleta e tempo de residéncia na regido, como possiveis fatores
de risco; ndo foi vista associagdo entre clusters e pacientes MB, raga, idade<15 anos e outros.
Diferentemente dos pacientes com recidiva/reinfeccéo, falha no tratamento ou abandono, ndo foi observada
concentragdo espacial na hanseniase infantil; os aglomerados espaciais ndo parecem estar espalhados
aleatoriamente, aparentemente pertencem a um dos maiores clusters. Nossos dados demonstraram
variabilidade de gendtipos de M. leprae com existéncia de dois grandes clusters compostos por 22% dos
isolados genotipados. E tentador concluir que pode ser pela existéncia de um ou mais fatores de risco para
transmissdo recente, mas uma maior viruléncia de cepas em cluster poderia ter papel importante nesse
cenario e precisa ser investigada. Como a hanseniase é uma doenga de desenvolvimento lento, a associa¢do
de clusters com determinados fatores ambientais ou humanos néo é fécil e genotipos especificos podem
estar presentes na populacdo ao longo de décadas. Um novo estudo incluindo contato domiciliar, analise de
redes sociais, técnicas de genotipagem mais sensivel e participacdo ndo humana na transmissdo pode
responder a algumas das muitas perguntas que permanecem apdés este estudo.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Yrneh Yadamis Prado Palacios

Leprosy is generally caused by Mycobacterium leprae and a public health problem in Brazil, reporting
20,684 new patients between 2010 and 2019. The metropolitan region of Recife in Pernambuco is highly
endemic for the disease and 4.9% are children under 15 years indicate considerable level of active
transmission. Risk factors for transmission needs to be better investigated so we characterize by molecular
methods the circulating genotypes in supposedly newly diagnosed patients from January 2012 to January
2017. Slit skin smears (SSS) from 709 confirmed leprosy patients DNA samples investigated for bacillary
load (BI) were submitted to DNA extraction submitted ton qPCR for 16S and repetitive element (RLEP).
A negative bacterial load was observed in 204 (8.7%) patients while 105 (14.8%) were paucibacillary
(1B<2) and 399 (56.3%) multibacillary (IB>2). Reanalysis of the patient data showed us that 75/ (10.6%)
had been previously diagnosed with leprosy; among the latter, 31 (41,3%) presented relapse/reinfection, 40
(53.3%) suffered from therapeutic failure and four (5.3%) had abandoned treatment. Most of the patients
were male (73.3%), between 15 and 59 years old (74.3%), colored (59.8%), incomplete elementary school-
11 (26.7%), presented lesions (99.4%) and, 74.4% resided in Recife.

Among the 709 samples, 622 (87.7%) presented a positive gPCR for one or two of the evaluated targets
and met our established criteria for MLV A typing so we propose that gPCR as a tool to select samples for
genotyping. Among the 17 VNTRs, four were highly discriminatory (HGDI>0.8) and excluded for
definition of genotype clusters. Based on genotypes including 13 VNTRs, 179 (52.2%) of 343 isolates
belonged to one of the 31 clusters, suggesting high level of (recent) transmission during the study period.
Two large clusters, including respectively 36 (10.5%) and 39 (11.4%) isolates were observed and the reason
for this is discussed. When associating clustering with clinical and demographic data, we observed age,
bacillary load, year of collection and length of residence in the region as possible risk factors; no association
was observed between clustering and being patients-MB, having less<15 years, race, level of schooling and
others. Unlike patients with disease recurrence/reinfection, treatment failure or abandonment, no spatial
concentration was observed in childhood leprosy; the spatial clusters do not appear to be scattered
randomly, they apparently belong to one of the larger clusters.

Our data demonstrated both considerable variability of M. leprae genotypes and the existence of two large
clusters that together include 22% of the genotyped isolates. It is tempting to conclude that these might be
due to existence of one or more risk factors for recent transmission but higher virulence of strains in cluster
could participate and needs better investigation. In addition, because leprosy is a slowly developing disease,
association of clusters with particular environmental or human factors is not easy and particular genotyped
might be present in the population over decades. A new study including household contact, social network
analysis, more sensitive genotyping techniques and non-human participation in transmission might respond
some of the many questions that remain after this study.
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CAPITULO I — INTRODUCAO

A hanseniase
1.1. Aspectos clinicos da doenca

A hanseniase € uma doenca infecciosa que aflige a humanidade ha milénios e tem
como agentes etiolégicos Mycobacterium leprae (M. leprae) e Mycobacterium
lepromatosis (M. lepromatosis) (Han e col., 2008 e 2010). As duas espécies apresentam
90,9% de similaridade gendmica (Sharma e col., 2020) e causam condig¢des patoldgicas
semelhantes (Deps e Collin, 2021). Sdo parasitas intracelulares de crescimento lento que
infectam principalmente macréfagos e as células de Schwann do sistema nervoso
periférico. No entanto, articulacdes, olhos, testiculos, ganglios e outros érgdos também
podem ser acometidos (BRASIL, 2008). A doenca é considerada umas das mais antigas
do mundo, com registros de casos na literatura hd mais de dois mil anos, em paises como
China, Egito e india (Sharma e col., 2020; Sociedade Brasileira de Dermatologia, 2017).

As manifestagdes clinicas estdo associadas a resposta imunolégica do paciente no
momento da infeccdo e sua consequente evolucdo influenciada por fatores genéticos e
ambientais, como o estado nutricional, vacinacdo com o Bacilo Calmette-Guérin
(Mycobacterium bovis por BCG) e tempo de exposicdo a M. leprae ou outras
micobactérias (Eichelmann e col., 2013). O individuo com hanseniase pode desenvolver
um quadro clinico de inflamacdo cronica, podendo apresentar evolucdo lenta e
progressiva e, quando ndo tratada, pode causar deformidades e incapacidades fisicas.
Essas sdo muitas vezes irreversiveis e mutilantes, consequéncia de acidentes pela
diminuigdo ou perda da sensibilidade protetora nos membros, comprometendo os
mecanismos de defesa, como a capacidade de sentir dor, a viséo e o tato, tornando-as mais
vulneraveis aos riscos de acidentes, queimaduras, feridas, infec¢bes, amputacgdes, entre
outros (BRASIL, 2008). Os primeiros sinais e sintomas da doenca sdo: o surgimento de
manchas de coloracdo esbranquicadas (hipocromicas), pardas ou eritematosas, pouco
visiveis e com contorno impreciso; papulas, infiltracbes, tubérculos e nodulos;
diminuicdo ou queda de pelos localizada ou difusa e auséncia de sudorese no local, além
de alteracBes na sensibilidade térmica e tatil. Também podem ser observados e/ou
relatados pelo paciente a presenca de dor e/ou espessamento de nervos periféricos, com

reducdo e/ou perda de forca nos muasculos por eles inervados; edema de méos e peés; febre,
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ressecamento dos olhos e nariz, artralgia, entre outros (BRASIL, 2008; Sociedade
Brasileira de Dermatologia, 2017). Além disso, quando o nervo de uma é&rea ¢ afetado,
surgem dorméncia, perda de tonus muscular e retrac6es dos dedos, com desenvolvimento
de incapacidades fisicas. Quando os pacientes ndo apresentam comprometimento neural
sdo classificados como grau O de incapacidade fisica, o grau 1 de incapacidade ocorre
quando ha& diminuicdo ou perda de sensibilidade nos olhos, méos e pés e grau 2 de
incapacidade fisica refere-se a presencia de lesGes mais graves nos olhos, maos e pés
(BRASIL, 2008). Nas fases agudas, podem aparecer carocos e/ou inchacos nas partes
mais frias do corpo, como orelhas, maos, cotovelos e pés (Sociedade Brasileira de
Dermatologia, 2017). Essas manifestacdes clinicas geralmente sdo precedidas por um
periodo de incubacdo longo, com uma média de dois a sete anos entre o tempo da infecgdo
pelo microrganismo e o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas. Todavia, M. leprae
tem como caracteristica uma alta infectividade combinada com baixa patogenicidade, o
que significa dizer que muitas pessoas sao infectadas, porém poucas adoecem (BRASIL,
2008).

Segundo a classificacdo de Madri (1953) adota-se critérios de polaridade,
baseados nas caracteristicas clinicas da doenca, que foram acrescidos pelos aspectos
bacterioldgicos, imunolégicos e histoldgicos da hanseniase, definindo os grupos polares,
tuberculdide (T) e virchoviano (V) ou lepromatoso (L); o grupo transitorio e inicial da
doenca, a forma indeterminada (I); e o instavel e intermediario, a forma borderline (B) ou
dimorfa (D) (Langillon e Carayon, 1986).

As formas clinicas da hanseniase, segundo a classificacdo de Ridley e Jopling
(1966), sdo definidas com base nos aspectos clinicos, imunolégicos, histopatoldgicos e
bacterioldgicos, agrupando-se em dois polos: hanseniase tuberculdide (HT) e hanseniase
lepromatosa (HL) e em trés subgrupos: borderline-tubercul6ide (BT), borderline-
borderline (BB) e borderline-lepromatoso (BL) (Souza, 1997 e Araujo, 2003; Redley &
Joplin, 1962). Outro sistema de classificagdo foi o proposto pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) em 1982, que classificou a hanseniase conforme o indice baciloscopico
(IB) em paucibacilar (PB; pacientes com IB <2) e em multibacilar (MB; pacientes com
IB >2). O IB ¢ uma escala logaritmica proposta por Ridley em 1962 (Quadro 1.1), que
classifica de 0 a 6 com base no niumero médio de bacilos observados nos esfregacgos de
linfa de l6bulos auriculares, cotovelos e lesdes do paciente (Lastoria e col., 20142 e
2014P). Posteriormente, com a intengdo de operacionalizar o diagndstico e controle da

doenca, especialmente em areas endémicas, foi adotada a classificagdo segundo o niumero
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de lesdes, sendo considerados PB os pacientes que apresentarem até cinco lesdes e um
tronco nervoso acometido, e multibacilares, aqueles com mais de cinco lesées (BRASIL,
1994).

Quadro 1.1. Indice Baciloscopico (IB) projetado para 100 campos microscopicos
(adaptado de Redley e Joplin, 1962).

1B Leitura

0 N&o foram observados bacilos em nenhum dos 100 campos examinados

1+ 1-10 bacilos, em 100 campos examinados

2+ 1-10 bacilos, em cada 10 campos examinados (11-99 bacilos em 100 campos)
3+ 10 bacilos, em média, em cada campo examinado

4+ 100 bacilos, em média, em cada campo examinado

5+ 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado

6+ Mais de 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado

A hanseniase, quando ndo tratada, pode acarretar graves sequelas para o individuo,
seja por meio do comprometimento do tato, olfato, visao e, até mesmo, da locomocao. A
incapacidade fisica ocasionada pela doenca pode apresentar-se em diferentes niveis e
evoluir para deformidades, as quais resultam em estigma e preconceito que envolve a
doenca (Lopes e Rangel, 2014). A neuropatia periférica € a principal causa de morbidade
na hanseniase, sendo responsavel pelas deformidades e deficiéncias apresentadas por
muitos portadores da doenca. O dano neural afeta as fibras do sistema nervoso periférico
sensitivo, motor e autdbnomo. Essas lesdes nervosas sdo caracterizadas por infiltrado
cronico ou subagudo, contendo células epitelidides ou macréfagos repletos de bacilos
(Chimelli e col., 1997). As lesbes nervosas estdo relacionadas com a resposta imune do
individuo, sendo que as limitadas evidéncias indicam que 0s mecanismos imunoldgicos
ocorridos nos nervos sdo similares aos ja descritos na pele (Scollard e col., 2006). As
células de Schwann, principais células de suporte do sistema nervoso periférico, parecem
ser 0s maiores alvos de M. leprae. Em pacientes com hanseniase avancada, as células de
Schwann mielinizadas e ndao mielinizadas sdo infectadas pelo bacilo, embora alguns
estudos sugiram maior preferéncia pelas ndo mielinizadas (Rambukkana e col., 2002). J&
foi observado, em culturas isoladas de células de Schwann humanas, que essas séo
capazes de processar e apresentar antigenos do bacilo para as células T CD4+
(Rambukkana e col., 2000). Por outro lado, as células de Schwann infectadas pelo bacilo
sdo altamente suscetiveis a morte por clones de células T CD4+ citotoxicas. Como
consequéncia, a longo prazo, as células de Schwann séo danificadas ou destruidas nos
nervos infectados, tendo como resultado final uma neuropatia desmielinizante (Jacobs
ecol., 1987).
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1.2. Estados reacionais na hanseniase

A evolucédo crénica e insidiosa da doenga pode ser sobreposta por fenémenos
inflamatdrios agudos, as reacfes hansénicas. Os episodios reacionais podem incidir em
qualquer uma das formas clinicas, sendo rara sua deteccdo na hanseniase indeterminada.
Esses episodios reacionais podem ocorrer antes, durante ou apds a instituicdo do
tratamento especifico (Pfaltzgraff e Ramu, 1994; Becx-Bleumink e Berhe, 1992) e séo
potencialmente responsaveis pela perda funcional de nervos periféricos, com
comprometimento neuroldgico, cutaneo e sistémico, que podem ocorrer de forma isolada
ou simultdneamente, e variam de acordo com cada caso e com o tipo de reacdo (Harboe,
1994; Modlin e Rea, 1994). Sdo classificados como: (i) reacéo tipo 1 ou reacgdo reversa
(RR), (ii) reacdo tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENL - ENH) e (iii) a neurite isolada.
Decorrem do processo inflamatério e resposta imunoldgica, medida por antigenos de M.
leprae, e estabelecem relagéo com a carga bacilar e a resposta imune do hospedeiro, com
fisiopatologias e fatores desencadeantes ainda ndo completamente elucidados (Harboe,
1994; Modlin e Rea, 1994).

1.3. A transmissao da hanseniase

Acredita-se que a transmissdo dos bacilos (M. leprae e M. lepromatosis) ocorra
principalmente de pessoa para pessoa, por meio das vias aéreas superiores, devido ao
contato direto e prolongado de individuos suscetiveis com pacientes multibacilares ndo
tratados (Schneider e Freitas, 2018). E sabido que o risco maior de contagio ocorre via
contatos domiciliares e pessoas proximas aos casos ativos. Além da transmissdo
antropondtica, a transmissdo zoonoética foi corroborada com base nos dados que
mostraram cepas idénticas de M. leprae compartilhadas entre humanos e tatus (Dasypus
novemcinctus), (Romero-Montoya e col., 2017; Kirchheimer e col., 1972; Ploemacher e
col., 2020) e esquilos-vermelhos (Sciurus vulgaris) das llhas Britanicas, nos quais foram
identificadas cepas de M. leprae pertencentes a mesma linhagem de M. leprae recuperada
de humanos europeus medievais (Avanzi e col, 2016b). Em 2018, Honap e colaboradores
mostraram a presenca de uma cepa de M. leprae em um macaco cynomolgus relacionada
auma cepa humana de M. leprae da Nova Caleddnia. Chimpanzé selvagens e de cativeiro
(Pan troglodytes verus), macaco-cinomolgo (Macaca fascicularis) e mangabé fuliginoso

(Cecocebus atys) sdo conhecidos por desenvolverem hanseniase sem qualquer fonte
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infecciosa Obvia (Hockings e col., 2021) e albergarem linhagem (ou linhagens) que (€)
ou sdo encontradas em humanos (Honap e col., 2018). Além disso a existéncia de
reservatorios animais (Oliveira e col., 2019), a presenca de M. leprae vidvel em amostras
ambientais (Chakrabarty e Dastidar, 2001) e pacientes recém-detectados sem fonte direta
tangivel de infeccdo (Cusini e col., 2017; Fern e col., 2019; Musso e col., 2019; Truman
e Fine, 2010) contribuem para a ideia de que podem existir reservatérios adicionais de M.
leprae ndo humanos. Com isso, varias hipdteses tém sido langadas na ultima década,
Hockings e cols (2021), por exemplo, sugeriram que M. leprae pode estar circulando em
outros animais selvagens, como decorréncia da exposi¢do a humanos ou outras fontes
ambientais desconhecidas.

Apesar de M. lepromatosis ter sido descrito em pacientes brasileiros, real
magnitude da infeccdo por M. lepromatosis e da coinfeccdo com M. lepromatosis e M.
leprae em nossa populacdo é desconhecida, ja que o diagnostico na maioria dos casos é
baseado na clinica do paciente e a diferenciagdo entre as duas espécies s6 é possivel
através de testes moleculares (Han e col., 2009).

1.4. O diagnostico da doenca

O diagndstico da hanseniase deve ser baseado no histdrico de evolugdo da les&o,
na epidemiologia, no exame fisico e, em algumas situaces, em exames como
baciloscopia, sorologia, analises histopatologicas e diagnostico molecular (Lastéria e col.,
2014; Benjak e col., 2018). No entanto, o diagnostico é laborioso, principalmente em
casos PB, por apresentarem baixa carga bacilar e auséncia de sinais clinicos claros
(Marques e col., 2018). A baciloscopia continua sendo considerada como “padrao-ouro”
(atual técnica de referéncia) para o auxilio no diagnostico e no acompanhamento do
tratamento por ser de baixo custo e menos invasivo em comparagdo com bidpsias de pele
(Marques e col., 2018). O resultado negativo, ndo exclui o diagnostico clinico da
hanseniase e nem classifica o doente obrigatoriamente como PB. O resultado positivo em
uma baciloscopia ndo descarta a possibilidade de tuberculose cutdnea ou outras
micobacterioses, principalmente em paises onde h4 alta incidéncia de infec¢do por HIV,
pelo que nestes casos seriam necessarios teste moleculares para a detec¢do adequada
(Silva e Jarbas, 2004).

Para o exame histopatoldgico, bidpsia cutanea ou do ramo sensitivo dos nervos

periféricos sdo utilizadas e a coloragdo feita é pela técnica de Wade, que detecta a
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presenca de Bacilos acido alcool resistentes (BAAR), tornando-se possivel a visualizacdo
do bacilo. O indice logaritmico da bidpsia (ILB) segue os mesmos critérios do indice
baciloscdpico (IB), exceto pelo fato de se levar em consideracdo o tamanho da area
ocupada pelos granulomas. O IB esta sujeito a numerosas variaveis, como: a profundidade
do corte, a quantidade de tecido removido, o tamanho e a espessura do esfregaco, entre
outros. Entretanto, se tais variaveis forem reduzidas, os resultados poderdo apresentar
grande similaridade quando diferentes individuos examinarem a mesma lamina (Souza,
1997 e Araujo, 2003; Barbieri e col., 2019).

O diagndstico molecular permite a rapida deteccéo e identificacdo da hanseniase,
visto que, as técnicas moleculares apresentam maior sensibilidade e especificidade em
comparagdo com os métodos classicos. A implementagdo da PCR em tempo real (QPCR)
melhorou as taxas de deteccdo e possibilitou a analise direta do DNA bacteriano em
amostras clinicas, o que aumentou a confiabilidade dos resultados (Barbieri e col., 2019
e Manta e col., 2019; Braet e col., 2021; Manta e col., 2022).

A principal base da gPCR € o uso de sondas fluorescentes que, quando expostas a
um feixe de luz, emitem um sinal para o equipamento tornando possivel acompanhar os
resultados em tempo real. Além disso, por meio do monitoramento da taxa de aumento
da fluorescéncia na reacdo de gPCR, ¢ possivel determinar com precisdo a quantidade de
DNA-alvo presente na amostra original (Barbieri e col., 2019 e Beissner e col., 2019).
Desde 2012, a gPCR vem sendo utilizada como suporte diagndstico nos casos em que 0s
resultados da baciloscopia e da histopatologia foram inconclusivos (Barbieri e col., 2019
e Beissner e col., 2019). Desde a descricdo do uso da técnica em bidpsias de pele de
pacientes com hanseniase por Kramme e col., em 2004, vérios grupos realizaram PCR
em tempo real para quantificacdo de bacilos, tendo como alvo RLEP ou usando uma
combinacéo de diferentes alvos como RLEP, Ag85B, 16S rRNA e sodA (Martinez e col.,
2011 e 2014; Mohanty e col., 2020). A abordagem mais sensivel para a deteccdo e
avaliacdo da viabilidade das amostras de M. leprae ¢ a gPCR tendo como alvo os
elementos RLEP e 16S (Braet e col., 2018 e Beissner e col., 2019).

1.5. Recidiva e reinfec¢édo na hanseniase

A recorréncia de uma doenca infecciosa pode ocorrer a partir da reinfeccdo com
uma cepa diferente do patégeno ou de uma reaparigdo da mesma cepa a partir do episodio

inicial apdés o tratamento, também conhecido como recidiva. A diferenciacdo entre
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recidiva e reinfeccdo & de particular importancia para areas endémicas onde casos
convalescentes podem continuar a ser expostos ao patégeno (Oskam e col., 2008). Além
disso, ambos séo eventos epidemioldgicos com significados diferentes e podem estar
relacionados a persisténcia ou resisténcia do bacilo, imunossupressao, gravidez, formas
multibacilares, endemicidade do meio (reinfeccdo), diagndstico tardio, terapéutica
inadequada ou irregular e erro de classificacdo (Oliveira, 1997; MS, 2000; Klioze e
Ramos-Caro, 2000).

De acordo com o Ministério de Saude (MS), é considerado um caso de hanseniase
recidiva o paciente que apds completar com éxito o tratamento, venha desenvolver novos
sinais e sintomas da doenca. Embora a taxa de recidiva seja um indicador da eficacia do
tratamento diretamente ligada & resisténcia aos medicamentos; a reinfeccdo é um
indicador de transmissédo ativa (da Silva Rocha e col., 2011). Independentemente disso,
qualquer caso recorrente é geralmente caracterizado por padrdo como recidiva, porgue 0s
métodos bacterioldgicos convencionais ndo podem diferenciar a recidiva de reinfeccao
(Regional Office for South-East Asia, 2017). A recidiva da hanseniase é observada em
muitas partes do mundo e com taxas variaveis, (Guerrero-Guerrero e col., 2012;
Maghanoy e col., 2011; Shen e col., 2015; WHO, 2019).

A reinfeccdo é dificil de ser estimada, embora seja provavel que desempenhe um
papel maior em areas altamente endémicas do que outras (da Silva Rocha e col., 2011).
Em 2018, foram registrados 1.840 casos de recidiva no Brasil, nimero que equivale a

5,1% do total de casos de hanseniase registrados no pais para esse ano.

1.6. Tratamento da hanseniase

O tratamento da hanseniase compreende uma quimioterapia especifica, supressdo
dos surtos reacionais, prevencdo de incapacidades fisicas e reabilitacdo fisica e
psicossocial. Esse conjunto de medidas é desenvolvido em servicos de saude da rede
publica ou particular, mediante notificacdo de casos a autoridade sanitaria competente
(Brasil, 2000). A indicacdo do esquema terapéutico deve-se levar em conta toda a histéria
clinica do paciente, com especial atencdo para alergias a medicamentos, interacdo de
drogas e doencas associadas; a definicdo do esquema depende da classificacdo final do
caso. No Brasil, adota-se a classificacdo de Madri e 0 MS sugere classificagdo operacional
da OMS com os seguintes critérios: PB - casos com até cinco lesdes de pele e ou apenas

um tronco nervoso comprometido e MB - casos com mais de cinco lesfes de pele e ou
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mais de um tronco nervoso acometido. Entretanto, como ja foi mencionado, a
baciloscopia positiva classifica 0 caso como MB, independentemente do numero de
lesGes (Brasil, 2000).

A hanseniase também afeta os individuos de acordo com sua resposta
imunolodgica. Assim, 0s pacientes com alto nivel de imunidade possuem um baixo nimero
de bacilos e se enquadram na classificacdo de pacientes com hanseniase PB. Além disso,
alguns pacientes podem desenvolver resisténcia aos medicamentos utilizados na
Poliguimioterapia (PTQ) (Quadro 1.2), especialmente a rifampicina e ofloxacina
(CONITEC, 2020).

Quadro 1.2. Poliquimioterapia preconizada pelo Ministério da Salude para o
tratamento da hanseniase (CONITEC, 2020).

Adulto Crianca
Hanseniase PB | Hanseniase MB — até | Hanseniase PB | Hanseniase MB - até
— até 9 meses 18 meses — até 9 meses 18 meses
. .. Dose mensal de 600 mg, com | Dose mensal de 450 mg, com
Rifampicina . x . . x .
administracdo supervisionada administracéo supervisionada
Dansona Dose mensal de 100 mg supervisionada e | Dose mensal de 50 mg supervisionada e
P dose diaria de 100 mg autoadministrada dose diaria de 50 mg autoadministrada
Dose mensal de 300 Dose mensal de 150 mg,
mg, com com administracéo
- administracéo supervisionada e uma
Clofazimina - . -
supervisionada e 1 dose de 50 mg
dose diaria de 50 mg autoadministrada  em
autoadministrada dias alternados

As drogas usadas nos esquemas poliquimioterapicos padronizados pela OMS e
MS sdo a rifampicina (Unica bactericida), dapsona e clofazimina. O fornecimento da
medicacdo é gratuito em todo o pais (Brasil, 2000 e 2018).

Os casos MB avancados, com infiltracdo exuberante da pele e que apresentem
pouca melhora com as 12 doses, deverdo receber 24 doses em até 36 meses. Existem
também tratamentos alternativos, disponiveis nos centros de referéncia, para pacientes
com impossibilidade de usar os esquemas padronizados, incluindo o esquema ROM
(rifampicina, ofloxacina e minociclina) para tratamento de lesdo Unica de pele em
pacientes PB (Brasil, 2000).

Na falta de evidéncias sobre a eficacia e seguranca de esquemas terapéuticos para
a hanseniase resistente a medicamentos, a OMS recomenda esquemas alternativos de

tratamento para as seguintes situacdes: (i) pacientes com hanseniase resistente a
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rifampicina: tratamento com pelo menos dois dos seguintes medicamentos de segunda
linha: claritromicina, minociclina ou uma quinolona (ofloxacina, levofloxacina ou
moxifloxacina), além da clofazimina diariamente por seis meses, seguidos por
clofazimina mais um dos medicamentos de segunda linha diariamente por mais 18 meses;
(ii) pacientes com hanseniase resistente a rifampicina e ofloxacina: esquema terapéutico
com claritromicina, minociclina e clofazimina por seis meses, seguido por claritromicina
ou minociclina mais clofazimina por mais 18 meses. Os possiveis esquemas terapéuticos
podem ser observados no Quadro 1.3 (CONITEC, 2020).

Recentemente a secretaria de Vigilancia em Saude, do MS (SVS/MS) demandou
a Secretaria-Executiva da Conitec a andlise da proposta de ampliacdo de uso da
claritromicina para o tratamento de pacientes com hanseniase resistente a rifampicina,
com ou sem resisténcia associada a ofloxacina, no Sistema Unico de Saude (SUS),
(CONITEC, 2020).

Quadro 1.3. Possiveis combinacfes de tratamentos para hanseniase resistente a
medicamentos (CONITEC, 2020).

Tratamento

Tipo de resisténcia . . Préximos 18 meses
Primeiros 6 meses (diariamente) .
(diariamente)

Ofloxacina 400 mg * + | Ofloxacina 400 mg * OU
minociclina 100 mg  + | minociclina 100 mg +
clofazimina 50 mg clofazimina 50 mg

Resisténcia a rifampicina

+

Ofloxacina 400 mg *
claritromicina 500 mg +
clofazimina 50 mg

Ofloxacina 400 mg * +
clofazimina 50 mg

+

Claritromicina 500 mg Claritromicina 500 mg OU
minociclina 100 mg  + | minociclina 100 mg +
clofazimina 50 mg clofazimina 50 mg

Resisténcia a rifampicina e
ofloxacina

* Ofloxacina 400 mg pode ser substituido por 500 mg de levofloxacina ou 400 mg de
moxifloxacina (OMS, 2019).

1.6.1 Profilaxia
A profilaxia da hanseniase consiste no diagndstico (exame dermato-neurolégico)
de casos novos entre os contatos intradomiciliares, no tratamento dos doentes e do

controle dos contatos ndo doentes, além de medidas de educacdo sanitaria. Nesse sentido,
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pacientes e 0s contatos devem ser orientados quanto ao periodo de incubacdo,
transmissdo, sinais e sintomas precoces da doenca. Considera-se contatos
intradomiciliares, individuos que convivem ou conviveram, residem ou residiram no
mesmo domicilio dos doentes nos ultimos cinco anos.

A vacina BCG (Bacille Calmette-Guérin) é composta por bactérias da estirpe
Mycobacterium bovis e € utilizada para a protecdo das formas mais graves da tuberculose,
tais como a meningite tuberculosa e tuberculose miliar. Estudos mostraram um efeito
protetor significativo contra a hanseniase (Barreto e col., 2006; Eisenhut e col., 2009,
Yamazaki-Nakashimada e col., 2020). O Protocolo atual para contatos intradomiciliares
de pacientes com hanseniase €, depois do exame clinico, 0 encaminhamento do mesmo
para aplicacdo da vacina por via intradérmica. Para os contatos sem cicatrizes prévias, o
indicado é que sejam administradas duas doses da BCG, com intervalo de seis meses entre
elas (Brasil, 2000).

Outra forma de protecdo proposta é a quimioprofilaxia, que pode ser usada como
uma intervengdo adicional para a redugdo da transmissdo da hanseniase. A evidéncia
cientifica mais robusta da eficacia da quimioprofilaxia com rifampicina veio de estudo
randomizado, controlado e duplo cego em éarea de alta endemicidade em Bangladesh. O
estudo foi denominado “Contact Leprosy Patient - COLEP” (Moet e col., 2008; Richardus
e Oskan, 2015). Este estudo mostrou que a dose Unica de rifampicina na quimioprofilaxia
reduz a incidéncia de hanseniase nos primeiros dois anos em 60%. Embora o beneficio
da profilaxia ndo tenha aumentado apds dois anos, o efeito foi mantido ap6s 4 e 6 anos.
Em metanalise também foi verificada que a quimioprofilaxia com dose Unica de
rifampicina reduz o risco de hanseniase em contatos de pacientes diagnosticados com a
doenca em 57% apos dois anos (Reveiz, e col., 2009), o efeito protetor foi de
aproximadamente 55%-60%, com maior eficacia quando combinada com a vacinagdo
BCG ao nascimento. Consequentemente, as diretrizes da OMS para o diagnoéstico, o
tratamento e a prevencdo da hanseniase recomendam como profilaxia pos-exposicédo, o

tratamento com rifampicina em dose Unica para todos os contatos (OMS, 2019).

1.6.2. Resisténcia medicamentosa

A evolucdo da resisténcia aos medicamentos é uma preocupacdo importante para
qualquer doenca infecciosa. Como os bacilos da hanseniase ndo podem ser cultivados em

meios artificiais em laboratorio, o perfil de suscetibilidade aos medicamentos de casos
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individuais (resisténcia antimicrobiana) exigia um ano ou mais para ser concluido,
envolvendo a inoculagio experimental de animais e 0 monitoramento do crescimento de
bacilos sob varios regimes de antibidticos.

Os primeiros casos de M. leprae com resisténcia primaria e secundaria a dapsona
foram relatados em 1964 e 1977, respectivamente; o primeiro caso de resisténcia a
rifampicina foi descrito em 1976, mas somente em 1981, a OMS recomendou a PQT
contra a hanseniase. Em 1996, o primeiro caso de resisténcia primaria a maltiplas drogas
(MDR; do inglés multidrug resistance) foi relatado (Matrat e col., 2008; Williams and
Gillis, 2012; Yokoyama e col., 20122 e 2012°). Na década de 90, o mecanismo de
resisténcia para essas drogas foi atribuido as mutac6es de sentido trocados nas regies
determinantes da resisténcia a drogas (DRDR; do inglés determining regions of drug
resistance) dos genes folP1 (codifica a enzima dihidropteroato sintase), rpoB (codifica a
subunidade B da RNA polimerase dependente de DNA ) e gyrA/gyrB (DNA girase), que
conferem resisténcia a dapsona, rifampicina e a ofloxacina, respectivamente (Matrat e
col., 2008; Williams and Gillis, 2012; Yokoyama e col., 20122 e 2012").

A resisténcia aos medicamentos de segunda linha, como a minociclina e
claritromicina, é raramente relatada. Para a clofazimina, polimorfismos genémicos
associados a resisténcia foram identificados em outras espécies de Micobactérias (Chen
e col., 2018; Williams e Gillis, 2012; Yew e col., 2017). Todavia, 0s mecanismos de
acdo e o alvo molecular para algumas dessas drogas precisam ser confirmados para 0s
bacilos da hanseniase.

A resisténcia as drogas (DR; do inglés drug resistance) e a MDR sédo cada vez
mais relatadas, entretanto, somente em 2018 foi publicado o primeiro estudo que reporta
dados globais sobre resisténcia antimicrobiana em hanseniase (Cambau e col., 2018).

De acordo com o OMS, a taxa global de resisténcia (n=1.932) é de 8% (2009-
2015). Recentemente foram relatadas mutagdes em pelo menos um dos genes comumente
associados a resisténcia medicamentosa (rpoB, folP1 e gyrA) tanto em casos novos quanto
emrecidivos de hanseniase MB (Benjak. E col., 2018). A taxa de resisténcia a rifampicina
no Brasil foi 9,1% maior do que a taxa global que foi de 3,8 %; quando estratificados de
entre casos novos e recidivos, uma maior taxa de resisténcia foi observada nos casos
novos (15,6% versus 8,4%), o que indica que a resisténcia primaria estd superando a
secundaria (Quadro 1.4, OMS, 2019). Todavia, esses dados podem estar relacionados,
parcialmente, com os resultados obtidos por meio da avaliacdo de individuos oriundos da

coldnia da Prata (Rosa e col., 2020). A circulacdo e transmissdo de cepas resistentes a
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rifampicina é preocupante e poderia dificultar ainda mais o tratamento e controle da
hanseniase no pais (Maltempe e col., 2017). N&o se pode descartar a possiblidade de que
0 uso prévio de rifampicina, utilizada também para o tratamento de TB, poderia favorecer
0 surgimento a resisténcia a primaria a essa droga em momento seguinte (Maltempe e
col., 2017; OMS, 2019).

A taxa de resisténcia a dapsona no Brasil também foi maior quando
comparadacom a taxa global (12,7% versus 5,3%); entretanto, a resisténcia foi maior nos
casos recidivos (13,4 % x 7,7%) (Quadro 1.4). Para a ofloxacina, as taxas de resisténcia
no Brasil foram préximas as taxas mundiais. Casos de resisténcia a mais de uma droga
(rifampicina + dapsona e dapsona + ofloxacina) foram identificados no Brasil (Cambau e
col., 2018; OMS, 2019).

Quadro 1.4. Casos brasileiros e casos globais de resisténcia a rifampicina, dapsona
e ofloxacina entre 2009-2015 (OMS, 2019).
Todos os casos Casos novos Casos recidivos

Rifampicina (rpoB)
Casos Globais (n=1.939) 74/1.939 (3,8%) | 16/789 (2,0 %) | 58/1.143 (5,1%)
Casos Brasileiros (n=353) | 32/353 (9,1 %) 5/35 (15,6%) 27/321 (8,4%)

Dapsona (folP)
Casos Globais (n=1.639) 87/1.639 (5,3%) 35/877 (4%) 52/726 (7,2%)
Casos Brasileiros (n=213) | 27/213 (12,7%) 2126 (7,7%) 25/187 (13,4%)
Ofloxacina (gryA)
Casos Globais (n=1.939) 21/1.581 (1,3%) 8/833 (1%) 13/748 (1,7%)
Casos Brasileiros (n=353) 31177 (1,7%) 0/23 (0%) 3/154 (1,9)

A investigagdo de novos mecanismos de resisténcia ou da influéncia da
diversidade genética na transmisséo e patogenicidade de doengas € geralmente conduzida
pela classificacdo clinica, caracteristicas fenotipicas e diferencas epidemiologicas.
Assim, a predominancia de uma determinada cepa ou linhagem do agente causador em
surtos inesperados sdo importantes componentes para estabelecer a rota de transmissédo
em uma localidade ou populacdo (Bryant e col., 2016; Folkvardsen e col., 2018). As
investigacGes genémicas de outras micobactérias patogénicas, como surtos de M.

tuberculosis ou M. abscessus, apontam para a existéncia de mutagdes relacionadas com
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os episodios (Bryant e col., 2016; Folkvardsen e col., 2018). Essas variagdes sdo validadas
mediante ensaios laboratoriais (Hicks e col., 2018).

Para a infeccdo por M. leprae, relacionar a doenca com o0 genoétipo do
microrganismo € algo ainda complexo, pois a enfermidade possui extenso periodo de
incubacdo, com amplo espectro clinico e a, com periodo extenso de incuba¢do da doenca
e impossibilidade de cultivo in vitroprejudica a obtencdo de DNA em concentragdes e
integridade satisfatdrias para abordagensmoleculares de alta resolucdo (Hicks e col.,
2018).

A partir do sequenciamento do genoma de M. leprae muitos loci foram
identificados com segmentos contendo repeticdes de 2 ou mais pares de bases (chamados
micro e minissatélites) (Jensen e col., 2011). Cepas clinicas de M. leprae podem variar
no namero de segmentos repetidos em tandem (STR do inglés short tandem repeats) em
muitos desses loci. A andlise de repeticdo em tandem de numero variavel (VNTR) tem
sido usada para distinguir diferentes cepas do bacilo da hanseniase. Alguns dos loci
parecem ser mais estaveis que outros, apresentando menor variacdo no numero de
repeticdes, enquanto outros parecem mudar mais rapidamente, as vezes no mesmo
paciente (REF). Embora a variabilidade de certos VNTRS tenha levantado questfes sobre
sua adequacdo para tipagem de cepas, os dados j& tém sugerido que essa abordagem
incluindo a analise de varios loci, pode ser usada como uma ferramenta epidemiolégica
valiosa. A analise de maultiplos locus VNTR (MLVA) tem sido usada para estudar a
evolucdo e transmissdo da hanseniase em varios paises, incluindo China, Malawi,

Filipinas e Brasil (Jensen e col., 2011).

Benjak e colaboradores (2018) realizaram uma anélise de genébmica comparativa
de 154 genomas de M. leprae de amostras de pacientes provenientes de diferentes areas
geogréficas, incluindo na sua maioria pacientes que apresentavam recidiva ou suspeita de
resisténcia para a doenca de hanseniase (Figura 1.1). Apesar de que os resultados dos
testes de sensibilidade aos medicamentos in vivo ndo estavam disponiveis para todas as
cepas investigadas, foi observado entre os genomas analisados que 20,8% possuiam ao
menos uma mutacdo associada a resisténcias a um dos farmacos usados no tratamento da
hanseniase. Mutacdes na DRDR de rpoB, folP1 e gyrA, sabidamente associadas a
resisténcia foram observadas, aléem de mutacdes ainda ndo descritas nestes ou outros

genes.
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Figura 1.1. Filogenia de M. leprae. Arvore de maxima parciménia de 154 genomas

de M. leprae (Benjak e col., 2018).
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2. Epidemiologia da hanseniase

2.1. Epidemiologia da hanseniase no mundo

Segundo dados daOMS, em 2019, a prevaléncia global da hanseniase foi de
202.189 novos casos em 133 paises. Ndo houve reducdo significativa da prevaléncia
desde 2014, conforme mostrado na Figura 1.2, o que indica um grau de transmisséo
continua, principalmente na india, no Brasil e na Indonésia, por concentrar 0s maiores
numeros de casos novos detectados (82,4%) (OMS, 2020).

O Brasil se enquadra nos paises com maior notificacdo de casos em 2019,
permanecendo dentro dos focos de alta endemicidade (OMS, 2017a; MS, 2017b; OMS,
2019).
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Figura 1.2. Prevaléncia global de hanseniase de 2014 a 2019 (dados OMS, 2019).

A distribuicdo geografica dos casos novos detectados em 2019 é mostrada na
Figura 1.3, com uma faixa de tons de azul, ressaltando o maior nimero de novos casos
para os anos 2013, 2014 e 2016, enquanto 13 outros paises (Bangladesh, Republica
Democratica do Congo, Etiopia, Madagascar, Mogcambique, Mianmar, Nepal, Nigéria,
Filipinas, Somalia, Suddo do Sul, Sri Lanka e Republica Unida do Tanzéania) relataram
de 1000 a 10.000 novos casos.
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Figura 1.3. Distribuigdo dos casos novos hanseniase em 2019. Destacados em azul
escuro 0s paises com maior registro de casos novos de hanseniase como Brasil, India e
paises de Asia e Oceania (OMS, 2019).

Nos Ultimos dez anos, as analises sobre a distribuicdo da hanseniase foram
conduzidas em nivel nacional, principalmente na india, Brasil e China. india e Brasil
relataram o maior nimero de novos casos de hanseniase em 2018. Embora a india tenha
alcancado a meta de eliminacdo da OMS em nivel nacional em 2005, focos de alta
endemicidade permanecem. Na dltima década na India foram detectados mais de 127.000
novos casos anuais, representando cerca de 60% do total de casos globais (Rao e
Suneetha, 2018). A China atingiu a meta de eliminacdo em nivel nacional na década de
1980, mas também continua a ter focos de alta endemicidade, especialmente no Sul,
aonde as incidéncias de hanseniase sdo maiores do que a média nacional (Sun e col., 2019;
OMS, 2019).

2.2. A hanseniase no Brasil

Da prevaléncia de hanseniase registrada mundialmente em 2019, 27.863 casos
novos pertenciam ao Brasil, o que representa 93% e 13,8% de todos 0s casos novos
detectados entre os paises endémicos na regido das Américas e no mundo,
respectivamente (WHO, 2020) Entre os anos de 2010 e 2019 foram diagnosticados
301.638 casos novos de hanseniase, sendo que a taxa de detecgdo geral de casos novos,

nesse periodo, apresentou uma reducdo de 37,7%, passando de 18,2 em 2010 para 13,2
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por 100.000 habitantes em 2019. O pais se manteve no parametro de alta endemicidade
entre os anos de 2010 e 2019, exceto nas regides Norte e Sudeste (Brasil, 2021), que
apresentaram maiores taxas de detec¢do geral de casos novos de hanseniase, seguidas da
regido Nordeste (Figura 1.4). Quanto a taxa de prevaléncia, o Brasil apresentou uma
pequena reducdo (4%), passando de 15,6 por 100.000 habitantes em 2009 para 15,0 por
100.000 habitantes em 2019, permanecendo na taxa de prevaléncia média no periodo
(Brasil, 2021).

O Brasil tambem apresenta diferentes taxas anuais de prevaléncias da deonca
variando de 1,4 a 15,52/100.000 habitantes, respectivamente nos estados do Rio Grande
do Sul (Sul) e Mato Grosso (na regido amazoénica) (Ministério da Saude, 2019). Portanto,
é importante entender a dindmica da transmissdo de M. leprae, identificando os locais
com maior endemicidade para distinguir focos de transmissao ativa para conseguir, por

meio de estratégias de controle eficazes, a reducdo da taxa de deteccdo de casos.
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Figura 1.4. Taxa de detec¢do geral de casos novos de hanseniase por 100.000
habitantes segundo regido de residéncia. Brasil, 2010 a 2019. (Boletim
Epidemioldgico, 2021).

Em 2019, o Mato Grosso foi a Unidade da Federacdo (UF), segundo classificacéo
do boletim epidemioldgico, que apresentou a maior taxa de deteccdo geral, 129,38 casos
novos por 100.000 habitantes; sua capital, Cuiaba, registrou a taxa de 50,45 casos por
100.000 habitantes. O Tocantins ocupou a segunda posic¢éo entre as UF, com 96,44 casos
novos por 100.000 habitantes, e sua capital, Palmas, registrou uma taxa de 226,99 casos
por 100.000 habitantes, a maior entre as capitais do pais. O Rio Grande do Sul e Santa

Catarina, assim como suas capitais, apresentam baixa endemicidade (Figura 1.5) (Brasil,
2021).
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Figura 1.5. Taxa de deteccdo geral de casos novos de hanseniase por 100.000
habitantes segundo Unidade da Federacdo e capital de residéncia. Brasil 2019.
(Boletim Epidemiologico, 2021).

Na Figura 1.6 observa-se um aumento na propor¢do de casos novos MB no pais e
regides durante o periodo analisado. No Brasil, a proporcao de casos novos MB foi de
59,1% em 2010 e de 78,4% em 2019, apresentando aumento de 32,6%. No periodo da
analise, foi evidenciado incremento em todas as regides, com maior proporcao nas regides

Norte e Centro-Oeste, com 37,3% e 35,2%, respectivamente (Figura 1.6) (Brasil, 2021).
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Figura 1.6. Proporcdo de casos novos multibacilares entre o total de casos novos
segundo regido de residéncia. Brasil, 2010 a 2019. (Boletim epidemioldgico, 2021).

Entre os anos de 2015 e 2019, foram diagnosticados no Brasil 137.385 casos
novos de hanseniase. Destes, 75.987 ocorreram no sexo masculino, o que corresponde a

55,3% do total. Essa predominancia foi observada na maioria das faixas etarias e anos da
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avaliacdo, com maior frequéncia nos individuos entre 50 e 59 anos, totalizando 26.156
casos Novos

A figura 1.7 apresenta a proporcao de casos novos de hanseniase diagnosticados
nos ultimos cinco anos (2015 a 2019), de acordo com os dados apresentados pelo boletim
epidemioldgico, segundo sexo e faixa etaria. No acumulado desse periodo, identificou-se
que em todas as faixas etarias 0 sexo masculino possui a maior propor¢do de casos. Vale
ressaltar uma varia¢do maior da proporgao entre os sexos, de aproximadamente 20% ap06s
60 anos (Figura 1.7) (Boletim Epidemiologico, 2021).
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Figura 1.7. Proporcdo de casos novos de hanseniase segundo sexo e faixa etaria.
Brasil, 2015 a 2019. (Boletim Epidemiolégico, 2021).

Com relacdo a incidéncia de hanseniases em menores de 15 anos, foram
notificados, no periodo entre 2010-2019 no Brasil, 20 684 casos novos. Em relacdo a taxa
de deteccao de casos novos em menores de 15 anos, 0 pais apresentou uma reducao de
55,2%, passando de 5,34 em 2010 para 3,44 em 2019, com mudanca dos parametros de
“muito alto” para “alto” (Brasil, 2021). Também se observa redugdo desse indicador em
todas as cinco regides do pais; entretanto, € notavel uma flutuacdo nas regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste (Figura 1.8). A ocorréncia de casos nessa faixa etaria indica
focos de transmissé@o ativa, importante sinalizador para 0 monitoramento da endemia
(Brasil, 2002).
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Figura 1.8. Taxa de deteccéo de casos novos de hanseniase em menores de 15 anos
por 100.000 habitantes segundo regido de residéncia. Brasil, 2010 a 2019. (Boletim
epidemioldgico, 2021).
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O cenério frente a emergéncia em salde publica ocasionada pela pandemia de
covid-19 exigiu estratégias voltadas para a reorganizacdo do processo de trabalho no
territorio brasileiro, visando principalmente a manutencéo do diagnostico e do tratamento
da hanseniase. A epidemia de Covid-19 influenciou o diagndstico e 0 acompanhamento
dos casos de hanseniase no Brasil (Cambau, Saunderson e Gillini, 2019). Dados
preliminares de 2020 mostram que o Brasil diagnosticou 13.807 casos novos de
hanseniase, sendo 672 (4,9%) em menores de 15 anos. O Mato Grosso € a UF que
apresenta 0 maior nimero de casos novos na populacdo geral, 1.853, seguido do
Maranhdo, Para e Pernambuco, com mais de mil casos cada um. O Rio Grande do Sul e
Roraima diagnosticaram menos de 50 casos novos da doenca. O Maranhdo ocupa a
primeira posicdo em nimero de casos novos em menores de 15 anos (142), seguido do
Para e Pernambuco (Figura 1.9). A existéncia de menores de 15 anos com a doenga indica
comumente a ocorréncia de transmissao de pacientes das formas multibacilares que néo

estdo sendo devidamente tratados (Cambau, Saunderson e Gillini, 2019).
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Figura 1.9. Namero total de casos novos de hanseniase e em menores de 15 anos
segundo Unidade de Federacéo de residéncia. Brasil, 2020. (Boletim epidemioldgico,
2021).

A deteccdo precoce de novos casos depende da apresentacdo espontanea dos pacientes
ao sistema de salde, busca ativa de casos e rastreamento de contatos (incluindo exame clinico
e vacinacao de contatos com BCG (Brasil 2016). Porém, devido as dificuldades operacionais
no SUS, ainda existem deficiéncias quanto a cobertura e a qualidade das medidas de controle e
prevencdo (Souza, e col., 2018; Romanholo, e col., 2018). Apesar do coeficiente de detec¢do
da hanseniase no Brasil ser de 12,23 por 100.000 habitantes em 2016, regides Norte, Nordeste
e Centro-Oeste apresentam altos indices de casos, 28,70; 19,30 e 30,02 respectivamente (Brasil,
2017a). Em 2016, no que diz respeito a taxa de deteccdo anual de casos novos de hanseniase
em menores de 15 anos, a realidade nacional foi de 3,63 por 100.000 habitantes, com
parametros de 8,92 na Regido Norte, 5,78 no Nordeste e 6,42 no Centro-Oeste do Brasil. Tal
resultado apresenta focos da doenca e seu acompanhamento epidemiolégico é relevante para o
controle da hanseniase (BRASIL, 2017b).

2.3 A hanseniase no estado de Pernambuco

A distribuicdo de casos de hanseniase ocorre de forma desigual no territorio brasileiro,
caracterizando-se por grande concentragdo urbana. Na por¢édo centro-leste da Regido Nordeste
do Brasil, localiza-se o estado de Pernambuco, sua extensdo territorial é de 98.067 km?, e
conforme contagem populacional realizada em 2020 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), totaliza 9.616.621 habitantes, correspondendo a aproximadamente 4,6% da
populagéo brasileira (IBGE, 2020).
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A populagdo pernambucana estd distribuida em 185 municipios. O crescimento
demografico é de 1,1% ao ano e a densidade demografica é de aproximadamente 89,6 hab/kmz2.
Cerca de 80% da populacao reside em areas urbanas e 20% em zonas rurais e com 0s centros
urbanos localizados proximos ao litoral que concentram um elevado percentual da populacao
pernambucana, enquanto o sertio é pouco povoado. O indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) do estado é 0,67, sendo 0 19° colocado no ranking nacional (IBGE, 2020).

A expectativa de vida é de aproximadamente 74,3 anos e a taxa de mortalidade infantil
é de 12,12 obitos a cada mil nascidos vivos; aproximadamente 11,9% dos habitantes sdo
analfabetos. A cidade de Recife é a capital de Pernambuco e abriga uma populacéo de 1.653.461
habitantes e uma extenséo territorial de 218,843 km?, como se mostra na Figura 1.10. Outras
cidades populosas do estado sdo: Jaboatdo dos Guararapes (706.867), Olinda (393.115),
Caruaru (365.278), Paulista (334.376), Petrolina (354.317) (IBGE, 2020).
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Figura 1.10. Distribuicéo territorial, indicando com cores as proporciones de populagdo
dos municipios do estado de Pernambuco (IBGE, 2020).

Em Pernambuco, a hanseniase assume propor¢des preocupantes. Desde a Gltima década,
vém sendo detectados mais de 2.000 casos novos da doenca a cada ano, 0 que caracteriza um
estado de alta endemicidade e de franca expanséo da doenca. Em 2018, foram registrados 2.263,
novos casos de hanseniase no Estado, e para 2019, foram mais de 2.300 novos casos da doenga,

posicionando-se como o terceiro da regido Nordeste (Brasil, 2020).

Para a cidade de Recife, capital de Pernambuco, o Boletim de epidemiologia registrou
em 2018, uma taxa de 29,3 de deteccdo geral de casos novos de hanseniase por 100.000
habitantes, posicionando-se como terceiro municipio com maior taxa de deteccdo da Regido

Nordeste, depois de S&o Luis com 43,1 e Teresina com 41,4 (Brasil, 2020).
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A distribuicdo da endemia no estado, a exemplo do que ocorre no pais, também nao se
apresenta de forma homogénea. A maior concentragdo ocorre nos grandes centros urbanos, mais
especificamente em suas periferias. Nas proximas figuras, pode-se observar os principais
indicadores epidemioldgicos referente ao estado de Pernambuco; na Figura 1.11 apresenta-se o
namero e proporgao de casos novos de hanseniase classificados por raga/cor, autodeclararam-
se pardos 58,2%, sendo este o maior valor registrado, como se mostra nos percentuais dos
rotulos de dados da figura (Brasil, 2013).
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Figura 1.11. NUmero e proporcdo de casos novos de hanseniase segundo raca/cor no
estado de Pernambuco (Brasil, 2013).

No indicador epidemioldgico de escolaridade no estado de Pernambuco, 35,4% dos
casos novos de hanseniase declararam ter ensino fundamental incompleto, 4,1% ensino
fundamental completo, 5,2% ensino médio incompleto, 11,2% ensino médio completo, 1,1%
educacéo superior incompleta, 3,2% educagéo superior completa, 7,7% séo analfabetos, para o
1,5% né&o se aplica este indicador (idade ndo escolar) e 30,5% correspondem aos pacientes que
ndo responderam estas perguntas no momento da entrevista (dados ignorados ou em branco),

como mostrado na Figura 1.12 (Brasil, 2013).
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Figura 1.12. Numero e proporc¢éo de casos novos de hanseniase segundo escolaridade no
estado de Pernambuco (Brasil, 2013).

A figura 1.13 mostra em verde o nimero e taxa de deteccdo geral de casos novos de
hanseniase por 100.000 habitantes para Pernambuco entre os anos 2012 - 2020 se apresenta
com a barras verdes na Figura 1.13; observando-se a maior taxa para o0 ano 2013, seguido do
ano 2014. Para 2020 s6 foi contabilizado 1.296 casos novos, mas a taxa de deteccdo geral ainda
ndo foi publicada. As barras azuis, também apresentam a taxa de detec¢do geral de casos novos
de hanseniase por 100.000 habitantes em Recife, capital de Pernambuco, mostrando-se um
descenso de 2012 até 2016 e um posterior aumento de 2017 até 2019, estando ainda ausentes
registros de taxa para o ano 2020, sendo que a maior taxa registrada de 40,9 foi no ano 2019
(Brasil, 2013).
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Figura 1.13. NUmero e taxa de deteccdo geral no estado de Pernambuco e taxa deteccéo
geral segundo capital Recife, de casos novos de hanseniase por 100.000 habitantes (Brasil,
2013).

J& o indicador epidemioldgico de casos novos de hanseniase em menores de 15 anos
para o estado de Pernambuco (Figura 1.14) mostra em 2012 249 casos novos registrados, 2013
teve o maior registro com 287 casos novos correspondentes a uma taxa de 12,14, nos anos
seguintes teve uma diminui¢do, mas no ano 2017 aumento para 196 casos e em 2018 uma nova
queda de 152 casos, sendo que para 2019 apresenta-se um pequeno aumento de casos (n=163)
e no ano de 2020 foram contabilizados apenas 66 , como mencionado anteriormente a
diminuicdo dos indicadores epidemioldgicos da Hanseniase sofreram impactos epidemia de
SARS-CoV-2, isto pode desencadear sérias repercussdes. A epidemia de SARS-CoV-2 se
sobrep6s a doencgas com quadro de persisténcia como a tuberculose, hanseniase e outras doengas
tropicais negligenciadas (Fronteira e col. 2021; Bispo Junior & dos Santos 2021 e (Plano de
Acdo, 2013; Brasil, 2020).
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Figura 1.14. Namero e taxa de deteccdo de casos novos de hanseniase em menores de 15
anos por 100.000 habitantes no estado de Pernambuco (Brasil, 2020).
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A Figura 1.15 apresenta 0 nimero e taxa de casos novos de hanseniase com grau 2 de
incapacidade fisica por 100.000 habitantes para o estado de Pernambuco, registrando-se a maior
taxa no ano 2019 de 1,782 correspondente a 171 casos novos de entre os nove anos avaliados,
para 0 ano 2020 foram registrados 79 casos novos, mas ainda ndo temos a taxa total de casos

novos com grau 2 de incapacidade fisica (Brasil, 2013).
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Figura 1.15. Numero e taxa de casos novos de hanseniase com grau 2 de incapacidade
fisica por 1 milhdo de habitantes no estado de Pernambuco (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

Com relacdo ao indicador epidemioldgico de grau 2 de incapacidade para o estado de

Pernambuco a Figura 1.16 mostra a propor¢cdo de casos novos de hanseniase com esta
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caracteristica de incapacidade fisica no momento do diagnoéstico. Estes dados podem indicar
diagnéstico tardio, mostrando uma tendéncia de diminuicdo da proporcao entre os anos 2012
até 2015, mas um aumento a partir do ano 2016 até o0 2019 apresenta-se aumentos da proporcao

de casos novos com grau 2 de incapacidade fisica para hanseniase (Brasil, 2013; Brasil, 2020).
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Figura 1.16. Proporcéao de casos novos de hanseniase com grau 2 de incapacidade fisica
no momento do diagndstico para o estado de Pernambuco (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

Na Figura 1.17 apresenta-se 0 numero e proporcao de casos novos de hanseniase MB
entre todos 0s casos novos registrados para Pernambuco entre os anos 2012 até 2020,
mostrando-se um aumento de casos entre 0s anos 2017 até 2020, dados importantes, pois 0s
pacientes multibacilares sdo responsaveis pela transmissibilidade da bactéria (Brasil, 2013;
Brasil, 2020).
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Figura 1.17. Numero e proporgao de casos novos de hanseniase multibacilares entre todos
0S casos novos no estado de Pernambuco (Brasil, 2013; Brasil, 2020).
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Na Figura 1.18 apresenta-se 0 numero e proporcéo de casos de hanseniase segundo o
modo de entrada para o estado de Pernambuco, sendo 11.441 casos novos (78,6%), 1.047 casos
de transferéncias (7,2%), 902 casos de recidivas (6,2%) e 1.127 casos de outros reingressos
(7,7), totalizando 14.553 casos de hanseniase para Pernambuco registrados pelo plano de acéo
integrado de acdes estratégicas de eliminagdo da hanseniase do MS, publicado em 2013 (Brasil,
2013; Brasil, 2020).
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Figura 1.18. NUmero e proporcédo de casos de hanseniase segundo modo de entrada no
estado de Pernambuco entre os anos 2012 até 2019 (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

Na Figura 1.19 apresenta-se o0 percentual de cura nas coortes de casos novos da doenca
para o estado de Pernambuco. Para 0 ano 2012 apresenta-se 0 maior percentual de cura 83%,
no ano 2013 diminuiu para 80,2%, sendo que para 2014 aumento novamente para 82,9%,
seguido de uma nova queda no ano 2015 com 80,4%, e a partir do ano 2016 os percentuais
diminuem em 78,6%, para 2017 em 79,8%, e em 2018 sé incrementa levemente com 80,5%
descendo uma ultima vez em 2019 com 78,7% (Brasil, 2013; Brasil, 2020).
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Figura 1.19. Percentual de cura nas coortes de casos novos de hanseniase no estado de
Pernambuco (Brasil, 2013; Brasil, 2020).

2.4 A hanseniase no Recife

Recife situa-se no litoral nordestino e ocupa uma posicdo central, a 800 km das outras
duas metropoles regionais, Salvador e Fortaleza. Apresenta uma superficie territorial de 218,4
km? e limita-se ao norte com as cidades de Olinda e Paulista, a0 sul com o municipio de
Jaboatdo dos Guararapes, a oeste com Sdo Lourenco da Mata e Camaragibe, e a Leste com o
Oceano Atlantico (Plano Municipal de Saude, 2018).

Recife ocupa lugar de destaque no desenho das redes regionais de satde de Pernambuco.
E sede da Macrorregional | do estado, arranjo territorial que agrega as Regides I, I1, 11l e XII
de Saude (Figura 1.20.), com o objetivo de organizar, entre si, acdes e servicos de média e alta
densidade tecnoldgica (procedimentos/acdes que requerem maior tecnologia e cuja demanda
requer agregacdo, ou seja, otimizacdo dos servicos, com economia de escala). Essa
concentragédo de servigos localizados no Recife, com fluxos assistenciais definidos para o seu
territorio, propicia uma constante pressdo pela utilizacdo dos estabelecimentos de saude
pertencentes a rede de atencdo sob gestdo do municipio. Nesse sentido, a participagéo efetiva
do Recife nos espacos de pactuagdo e deliberacdo formais do SUS é um desafio premente para
0 aprimoramento de pactos assistenciais e financeiros em &mbito regional (Plano Municipal de
Saude, 2018).
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Figura 1.20. Divisédo territorial de saude. Distritos Sanitarios, Recife, 2018. DS | (RPA 1 -
centro:11 bairros) - Recife, Cabanga, Soledade, Santo Amaro, Sdo José, Coelhos, Boa Vista, Paissandu, Ilha Joana
Bezerra, Santo Antbnio, llha do Leite. DS Il (RPA 2- norte: 18 bairros) - Torredo, Ponto de Parada, Rosarinho,
Porto da Madeira, Fund&o, Cajueiro, Encruzilhada, Beberibe, Hipddromo, Agua Fria, Peixinhos, Bomba do
Hemetério, Campina do Barreto, Arruda, Campo Grande, Alto Santa Terezinha, Linha do Tiro, Dois Unidos.DS
111 (RPA 3- noroeste: 16 bairros) — Aflitos, Alto do Mandu, Apipucos, Casa Amarela, Casa Forte, Derby, Dois
Irmdos, Espinheiro, Gragas, Jaqueira, Monteiro, Parnamirim, Poco, Santana, Sitio dos Pintos, Tamarineira. DS IV
(RPA 4 - oeste: 12 bairros) - Cidade Universitaria, Engenho do Meio, Madalena, VVarzea, Torrdes, Torre, Iputinga,
Prado, Zumbi, Cordeiro, Ilha do Retiro, Caxangd. DS V (RPA 5 - sudoeste: 16 bairros) - Cacote, Mangueira,
Bongi, Mustardinha, Curado, San Martin, Jardim S&o Paulo, Areias, Sancho, Barro, Estancia, Tejipio, Coqueiral,
Jiquia, Totd, Afogados. DS VI (RPA 6 - sul: 5 bairros) — Boa Viagem, Brasilia Teimosa, Imbiribeira, Ipsep e Pina.
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DS VII (RPA 3 - 13 bairros) — Alto José Bonifacio, Alto José do Pinho, Mangabeira, Morro da Conceigdo, Vasco
da Gama, Brejo da Guabiraba, Brejo de Beberibe, Corrego do Jenipapo, Guabiraba, Macaxeira, Nova Descoberta,
Passarinho, Pau Ferro. DS VIII (RPA 6- 3 bairros) — Ibura, Jordao e Cohab.

Historicamente, 0s municipios com maior nimero de casos encontram-se na Regido
Metropolitana do Recife, sobretudo Recife, Jaboatdo dos Guararapes e Olinda, provavelmente
devido a maior circulacdo de agente etioldgico e em funcdo da concentracdo das referéncias de
atencdo secundarias de saude situadas nessa regional de saude, tanto no ambito municipal,
quanto estadual, havendo assim uma maior intensidade de diagnodstico e maior busca ativa

concentrados nessa area (Boletim hanseniase, 2013 e 2020).

No periodo de 2007 a 2017, de acordo ao plano municipal de saude para o Recife, houve
uma reducao no total de casos novos de hanseniase notificados na populacdo em geral. Mas o
risco da doenca na cidade ainda é avaliado como alto e a subnotificagdo deve ser considerada.
A taxa de detecgéo foi de 58,7 casos por 100.000 habitantes em 2007 e passou para 29,2 em
2017 (Figura 1.21) e em menores de 15 anos, a taxa caiu de 34,8 casos por 100.000 habitantes,
para 9,3 em 2017 (Plano Municipal de Salde, 2018).
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Figura 1.21. Taxa de deteccdo na populacdo geral e em menores 15 anos, por 100.000
habitantes de casos de hanseniase. Recife 2007- 2017 (Plano Municipal de Saude, 2018).

No ano de 2018, houve no Recife uma reducdo de 2,9% (n=478/464) no numero de
casos novos detectados, quando comparado com o ano anterior. Para 0 ano de 2019, houve no
Recife um aumento de 32,4% no namero de casos novos detectados, quando comparado com o
ano anterior. O aumento do numero de casos novos notificados pode ser resultado de uma

melhor eficiéncia das a¢Oes de atencdo e vigilancia a saude, mediante projetos implantados no
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municipio, impactando diretamente na reducdo da subnotificacdo desta doenca (Figura 22)
(Boletim Epidemioldgico 2018; 2019).

No ano de 2020, houve no Recife uma reducdo de 51,3% no ndmero de casos novos
detectados, quando comparado ao ano de 2019. Essa diminui¢do dos casos novos notificados,
pode ser resultado da pandemia de Covid-19 que, dentre vérias consequéncias, pode ter
ocasionado limitagGes na atuacdo dos profissionais de saude, tanto para busca de sintomaticos,
como diminuicdo de atendimentos nas unidades de saude causado pela necessidade de
isolamento social, impactando diretamente no sub-diagnostico desta doenca (Figura 1.22)

(Boletim Epidemioldgico 2020).
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Figura 1.22. Numero total de casos novos de hanseniase por 100.000 habitantes,
reportados em Recife entre 2017 a 2020 (Dados compilados do Boletim Epidemioldgico
2018; 2019; 2020).

No Recife, em 2018, foram detectados na populacdo geral 573 casos de hanseniase: 464
casos novos, 32 recidivas e 77 por outros modos de entrada. A ocorréncia da hanseniase em
criancgas e adolescentes tem relagédo com doenca recente e focos de transmissao ativos, em 2018,
foram diagnosticados 37 casos, destes 33 foram casos novos, um caso de recidiva e 3 outros
modos de entrada. No ano de 2019, foram detectados na populagédo geral 464 casos novos de
hanseniase e foram diagnosticados um total de 36 casos novos em menores de 15 anos. Em
relacdo ao ano 2020 registraram-se 334 casos novos, 28 recidivas e 68 outros modos de entrada.
E do grupo de menores de 15 anos reportaram-se 23 casos novos, um paciente de recidivae 5
de outras formas de entrada (Figura 1.23) (Boletim Epidemiolégico 2018; 2019; 2020).
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Figura 1.23. Numero de casos de hanseniase segundo modo de entrada e faixa etaria.
Recife entre 2018 a 2020 (Dados compilados do Boletim Epidemioldgico 2018; 2019; 2020).

Segundo a classificacdo operacional, na populacdo geral, para 2018 a maioria dos casos
foram MB (n=319) e na populacdo de menores de 15 anos, a maioria dos casos foram PB
(n=20), enquanto os casos MB corresponderam a 13 casos. Para 2019, na populacgdo geral, em
Recife, a maioria dos casos foram MB (n=324) maior ao registrado no ano anterior, na
populacdo de menores de 15 anos, a maioria dos casos também foi MB (n=24). E para 2020, na
populacéo geral, a maioria dos casos foram MB com um total de 260 casos, em menores de 15
anos, de um total de 23 casos novos a maioria foram PB (n=15) (Figura 1.24.) (Boletim
Epidemioldgico 2018; 2019; 2020).
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Figura 1.24. Numero de casos novos de hanseniase segundo classificagcdo operacional e
faixa etaria em Recife, entre 2018 a 2020 (Dados compilados do Boletim Epidemiologico
2018; 2019; 2020).
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Em relacdo a proporgdo de casos novos de hanseniase avaliados quanto ao grau de
incapacidade no momento do diagnostico, no ano de 2018, Recife apresentou 309 casos
avaliados, a proporc¢éo de casos de hanseniase com grau Il de incapacidade fisica no momento
do diagnostico entre os casos novos detectados e avaliados no ano, reflete a efetividade das
atividades da deteccdo oportuna ou precoce de casos representado, registrando apenas 26 casos.
No ano de 2019, apresentaram-se 315 casos no momento de avaliacéo, e a proporcéo de casos
de hanseniase com grau Il de incapacidade fisica no momento do diagndstico entre 0s casos
novos foi de 32 pacientes da mesma forma corrobora a efetividade das atividades da detec¢édo
oportuna ou precoce de casos. Para 2020, o Recife apresentou 235 casos no momento da
avaliacdo, e a proporcao de casos de hanseniase com grau Il de incapacidade fisica no momento
do diagnostico foi de 21 casos novos detectados (Figura 1.25) (Boletim Epidemioldgico 2018;
2019; 2020).

Para 2018, foram avaliados o grau de incapacidade fisica em 161 casos de hanseniase
no momento da alta por tratamento, apenas 8 apresentaram grau 2 de incapacidade fisica no
momento da alta. Em 2019, 98 casos de hanseniase foram avaliados o grau de incapacidade
fisica no momento da alta, e 6 casos apresentaram grau 2 de incapacidade. Ja em 2020, 166
casos foram avaliados, e 15 casos apresentaram com grau de incapacidade fisica Il no momento
daalta. (Figura 1.25) (Boletim Epidemioldgico 2018; 2019; 2020).
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Figura 1.25. Casos novos de hanseniase avaliados quanto a incapacidade fisica no
diagnostico, na cura e com grau 2, em Recife, entre 2018 a 2020 (Dados compilados do
Boletim Epidemiologico 2018; 2019; 2020).

Na Figura 1.26 observa-se que Recife alcangcou uma grande quantidade de cura de casos

novos de hanseniase com 304 para 0 ano de 2018, e em rela¢do ao abandono, Recife apresentou
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39 casos, com 11 casos sem informacdo ou com dados em branco. Em 2019, apresentaram-se
254 casos de cura informados, e 33 casos de abandono. E para 2020 dentre 0s casos novos
informados como cura foram 328. Com relacdo ao abandono para este ultimo ano, Recife
apresentou 51 casos e 24 dos que se ignora o diagnostico o foram apresentados em branco
(Figura 1.26) (Boletim Epidemioldgico 2018; 2019; 2020).
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Figura 1.26. Numero de casos novos de hanseniase segundo encerramento em Recife, entre
2018 a 2020 (Dados compilados do Boletim Epidemiologico 2018; 2019; 2020).

3. Agentes etiol6gicos da hanseniase

M. leprae, que pertence a ordem Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae, de
caracteristica tintorial alcool-acido-resistente e Gram-positiva, apresenta morfologia de
bastonete, parasitismo intracelular obrigatério. Ainda ndo se dispfe de meios de cultura
artificiais para esta bactéria, o que tem impossibilitado sua reproducao in vitro (Scollard e col.,
2006). Este bacilo foi o primeiro patégeno humano reconhecido ao microscopio Otico e
descoberto pelo médico noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen (1841-1912), em 1873
(Rees, 1985), adquirindo o reconhecimento como “Bacilo de Hansen”. Esta micobactéria possui
alta infecciosidade e baixa patogenicidade, capaz de produzir alta proporc¢édo de infectados e
portadores sem manifestagdes clinicas (Lombardi e Ferreira, 1990), foi considerado o Unico
agente causador da hanseniase até 2008, quando uma nova espécie, Mycobacterium
lepromatosis, foi identificada pelo Han e cols em pacientes com hanseniase virchowiana difusa
(DLL). Também foi associada a hanseniase lepromatosa difusa (HLD), uma forma grave de

LL. Entretanto, trabalhos mais recentes demostraram que pacientes infectados com esta espécie
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podem desenvolver, tanto TT quanto LL (Han e col., 2014, Singh e col., 2015). Assim, M.
lepromatosis e M. leprae podem produzir todas as formas de hanseniase, mas a frequéncia de
ambos parece ser distinta em diferentes populacdes (Mark, 2017). Infeccdo por M. lepromatosis
foi relatado no Canadé, Singapura, Brasil, Iran, Malasia, Miramar e nos Estados unidos (Han e
col., 2014; Singh e col., 2015 e Virk e col., 2017).

O M. leprae e 0 M. lepromatosis ndo crescem in vitro, e em modelos animais o M. leprae
apresenta um tempo de duplicacdo de 14 dias (Shepard 2010a e 2010b). Por estes motivos as
pesquisas microbioldgicas e estudos de epidemiologia molecular, bem como de deteccdo de

resisténcia sdo desafiadoras.

3.1. Epidemiologia molecular, filogenia e genotipagem

Assim como M. tuberculosis, M. leprae é um organismo clonal que foi considerado ter
uma diversidade genética "desprezivel" entre as cepas, com relevancia fenotipica (Gagneux,
2017; Monot e col., 2005). No campo da TB, essa percepcdo mudou com o surgimento da
genémica, mostrando que a variacdo genética (da cepa) modula a viruléncia, o fendtipo
imunologico e desempenha um papel fundamental na suscetibilidade aos antibioticos, com taxa
diferencial de emergéncia de resisténcia e adaptagdo aos medicamentos (Gagneux, 2017). A
contribuicdo da diversidade genética bacteriana é agora totalmente considerada no estudo da
biologia e epidemiologia (Gagneux, 2017) e nas estratégias de intervencao (Drobniewski e col.,
2005) da tuberculose. Avancos recentes na analise molecular do M. leprae confirmaram a
existéncia de um padrdo semelhante para a hanseniase.

O M. leprae esta intimamente relacionado ao M. tuberculosis; no entanto, seu genoma
sofreu uma evolucgéo redutiva resultando em um genoma de apenas 3,27 Mb em comparacgéo
com 0s 4,41 Mb de M. tuberculosis (Cole e col., 2001). Parte dos genes perdidos no M. leprae
incluia atividade metabolica indispensavel, tornando-o um patdgeno intracelular obrigatorio,
que ndo pode ser cultivado em meios axénicos requerendo o suporte de um hospedeiro para
sobreviver. Isso apresenta grandes limitacdes para obter DNA bacteriano suficiente para fins
de pesquisa, incluindo sequenciamento do genoma completo (SGC) (referéncia).

Em 2001, foi divulgado o genoma de M. leprae (Cole e col., 2001) o que permitiu o
desenvolvimento de técnicas para deteccdo e diferenciagdo. Os marcadores para tipagem
molecular de M. leprae séo baseados até 0 momento em trés grupos de marcadores genéticos:

(i) sequéncias repetitivas curtas que variam em numero de cdpias entre diferentes cepas
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bacterianas, conhecidas como numero varidvel de repeticdes em tandem (VNTR; Variable
number of tandem repeats), (ii) polimorfismos de nucleotideo/base Unica (SNP; Single
nucleotide polymorphisms- typing) e (iii) insercdes e delecdes (InDels).

Na era pré-genémica, foram descritos dois loci VNTR que mostraram variabilidade
entre cepas de diferentes paises: (i) o rpoT hexamero, apresentando dois alelos diferentes
associados com a regido geogréfica do paciente e (ii) 0 (GAA)21, apresentando numero alto de
alelos (Matsuoka e col., 2000; Shin e col., 2000). Posteriormente, a disponibilidade do genoma
completo do M. leprae (Cole e col., 2001) permitiu a identificacdo de 33 microssatélites
adicionais (unidades de repeticdo de menos de 6 bp) e 11 minissatélites (unidades de repeticao
de 6 a 100 bp) (Groathouse e col., 2004). A partir disto, um painel de 16 loci foi caracterizado
e validado para discriminar isolados clinicos de pacientes com hanseniase (Cardona-Castro e
col., 2009; Fontes e col., 2009; Gillis e col., 2009; Kimura e col., 2009; Matsuoka e col., 2009;
Sakamuri e col., 200a, 2009b; Shinde e col., 2009; Srisungnam e col., 2009; Xing e col., 2009).
As combinacdes destes VNTRs séo utilizadas para verificar transmissao local (Rosa e col., 2019
e 2020).

Em 2005, a comparacdo de genomas de quatro isolados de M. leprae provenientes da
india, Brasil, Tailandia e Estados Unidos revelou a existéncia de 84 marcadores informativos
(Monot e col., 2005). A partir destes foi possivel discriminar M. leprae em quatro genotipos
principais (1-4) e em 16 subtipos (SNP-subtipos 1A-D, 2E-H, 31-M e 4N-P), através da
combinacdo de SNPs e InDels (Monot e col., 2009). Em 2009, apenas quatro sequéncias do
genoma completo de M. leprae estavam disponiveis, mas mesmo com essa quantidade limitada
de dados foi possivel o desenvolvimento de um sistema de tipagem robusto e rendeu
informacdes sem precedentes sobre a diversidade e evolucdo de cepas. Essa observagéo foi o
primeiro indicio de que uma abordagem do genoma completo poderia auxiliar no desafio dos
sistemas de tipagem padrdo para M. leprae (Avanzi e col., 2020).

Analisando espécimes clinicos provenientes de pacientes de diferentes paises, foi
possivel verificar que a distribuicdo dos tipos e subtipos estavam relacionados com a origem
geografica dos pacientes (Monot e col., 2009; Truman e col., 2011). Desde entdo estes
marcadores sdo utilizados em estudos filogeograficos e de carater evolutivo como o de Watson
e Lockwood, no que apresentam a tipificagdo mediante polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) de DNA do M. leprae proveniente de 0ssos medievais; os resultados destes trabalhos
forneceram uma visao sobre o padrdo de transmissdo da hanseniase na Europa e auxiliaram no

entendimento da evolucdo do M. leprae nessa regido (Watson e Lockwood, 2009). O
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mapeamento desses polimorfismos em mais de 400 cepas provenientes de 28 paises diferentes
mostrou que a distribui¢do dos subtipos SNP estava correlacionada com a origem geogréfica
dos pacientes e sugeriu que a tipagem SNP poderia ser uma ferramenta robusta para futuros
estudos filogeograficos e evolutivos (Monot e col., 2009).

A evidéncia molecular para a possibilidade de reinfecgao foi mostrada pela primeira vez
em um paciente da india (Lavania e col., 2011). Usando uma combinacio de 11 loci VNTR.
Lavania e cols investigaram a recorréncia da doenca em dois pacientes que tiveram alta por
poliquimioterapia, mas apos trés anos apresentaram novamente a doenca. Um deles mostrou
poucas diferengas em seus alelos VNTR, sugerindo recidiva (presenga da cepa original),
enquanto o outro paciente, mostrou uma grande diferenca nos alelos VNTR, sugerindo a
presenca de uma nova cepa, indicando reinfeccdo. Em 2011, da Silva Rocha e cols relataram
evidéncias moleculares sugestivas de reinfec¢do usando uma combinacdo de VNTRs e SNPs,
cinco dos sete casos considerados recidivos no Brasil, com intervalos de 9 e 13 anos apds
primeiro tratamento. Num estudo recente com pacientes na Vila do Prata (Para), uma ex-colonia
de hanseniase que é uma regido isolada e hiperendémica, localizada na Amazénia brasileira,
quatro pacientes apresentaram recidivas apos um intervalo de quatro anos, sendo comprovado
através da combinacdo dos VNTRs e SNPs (Rosa e col., 2019).

Em 2016, um estudo na Guiné Conakry mostrou que cepas de M. leprae de diferentes
pacientes originarios da mesma aldeia ou familia apresentaram apenas um SNP ndo informativo
no nivel do genoma (Avanzi e col., 2016a). A partir de um nivel tdo baixo de diversidade de
sequéncias os pesquisadores concluiram que os pacientes provavelmente foram infectados com
a mesma cepa. Portanto, métodos de alta resolucdo provavelmente sdo necessarios para
confirmar uma recidiva ou reinfeccdo com uma cepa semelhante.

O sequenciamento completo do genoma (WGS; do inglés whole genome sequencing)
também foi reconhecido como uma ferramenta poderosa para genotipagem, pois permite uma
resolucdo mais profunda da variabilidade genética geral de cada isolado e fornece dados
robustos para analises baseadas na populacdo (Salipante e Hall, 2011; Singh e Cole, 2011). No
entanto, enormes desafios técnicos, custos, intensidade de trabalho e anélises demoradas
limitam sua aplicacdo (Salipante e Hall, 2011; Singh e Cole, 2011). A investigacdo de trés
casos recorrentes no Brasil usando WGS mostrou que um paciente apresentou isolados de M.
leprae com genotipos diferentes nos diferentes episodios e identificando assim a reinfeccéo por
outra cepa, quatro anos apOs 0 sucesso do tratamento, assim adicionando uma maior

complexidade. A possibilidade de infecgéo policlonal ou mista com diferentes linhagens em
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um Unico episadio foi demonstrada na infecc¢do por M. tuberculosis e de outros patdgenos, mas
até agora nao foi observada ou cuidadosamente investigada para M. leprae (Cohen e col., 2012).

A variacdo limitada observada no genoma do M. leprae permite a reconstrucdo de
padrdes historicos de migracdo humana e a origem do M. leprae (Donoghue, 2019). Ao longo
dos anos, varios estudos contribuiram para a detec¢éo e caracterizacdo de genomas de M. leprae
originarios de pacientes em todo o mundo (Monot e col., 2005, 2009; Benjak e col., 2018), bem
como de esqueletos antigos (Suzuki e col., 2010; Schuenemann e col., 2013, 2018; Mendum e
col., 2014; Krause-Kyora e col., 2018), esquilos vermelhos (Avanzi e col., 2016; Schilling e
col., 2019; Tié -Coma e col., 2019), tatus (Truman e col., 2011; Sharma e col., 2015), primatas
ndo humanos (Honap e col., 2018) e solo (Lavania e col., 2006, 2008; Turankar e col., 2012,
2014, 2016, 2019; Ti6-Coma e col., 2019). Nos ultimos anos, novas ferramentas foram
desenvolvidas permitindo o sequenciamento direto de M. leprae de diferentes espécimes
clinicos (Avanzi e col., 2016; Benjak e col., 2018; Schuenemann e col., 2018).

No trabalho de Ti6-Coma e cols (2020), foi analisada a transmissdo de M. leprae, bem
como a infeccdo em pacientes com hanseniase (n= 60) e contatos domiciliares saudaveis
(healthy household contacts: HHC; n= 250) de Bangladesh usando a deteccdo de Rlep em
esfregacos nasais (EN) e esfregacos de pele em incisdo (EPI). Em paralelo, exploraram a
diversidade de cepas bacterianas por WGS e sequenciamento Sanger, detectando na coorte
estudada em Bangladesh, o DNA do M. leprae em 33,3% do EN e 22,2% do EPI dos pacientes
com indice bacilar 0, enquanto no HHC 18,0% do SN e 12,3% do SSS foram positivos. A
maioria das cepas de M. leprae detectadas nesse estudo pertencia ao gendtipo 1D (55%),
seguido por 1A (31%), ressaltando 0 WGS como uma excelente a ferramenta na identificagcéo
de novos genotipos de M. leprae, neste caso denominado 1B-Bangladesh (14%), que se agrupou
separadamente entre as cepas 1A e 1B. Além disso, 0s pesquisadores estabeleceram que o
gendtipo anteriormente designado 1C ndo é um subtipo independente, mas sim um clusters
dentro do gendtipo 1D (Ti6-Coma e col., 2020).

Em recente revisdo de Avanzi e col. (2021), os autores mencionam que 0s estudos de
genotipagem do M. leprae se expandiram rapidamente desde 2011 e a maioria destas
investigacOes tiveram origem na India, seguido de Brasil, China e Colémbia. Este trabalho foi
baseado na analise de 53 artigos de pesquisa, envolvendo uma variedade de métodos de
genotipagem incluindo sequenciamento de Gltima geragdo, PCR para anélises de mutagdes e
abordagens combinados de tipagem VNTR e SNP, sendo estas ultimas técnicas as mais

utilizadas de forma combinada nos estudos epidemioldgicos moleculares. Por falta de
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compreensdo dos genotipos circulantes para cada tipo de populagdo humana, as anélises
combinadas VNTR e SNP, podem apresentar falhas por ndo selecionarem os VNTR e SNP
correspondentes as linhagens circulantes no pais de estudo. Na Figura 1.27, apresentada pelos
autores, podemos verificar, a distribuico dos subtipos SNP do M. leprae na india (tipo 1 e 2),
no Brasil (1, 3 e 4) e na China (1 e 3). Na Figura 1.28, apresenta-se uma arvore filogenética
baseada em genomas de 263 isolados de M. leprae e de M. lepromatosis (grupo externo);
mostrando a diversidade de caracteristicas genémicas que podem fazer com que 0s estudos
epidemioldgicos para hanseniase apresentem falhas no momento da selecdo adequada de uma
metodologia para as analises da populacdo de trabalho, mostrando a necessidade de diretrizes
ou técnicas de consenso para combinar dados de VNTR e SNP (Avanzi e col., 2020).
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Figura 1.27. Distribuic&o dos subtipos SNP do M. leprae no Brasil, india e China (Avanzi

e col., 2020). Os mapas foram desenhados usando as informag6es do gendtipo de 1059 cepas

de M. leprae publicadas na Ultima década na india (n = 538) (Das e col., 2016; Kuruwa e col.,

2012; Lavania e col., 2013, 2015; Mohanty e col., 2019; Turankar e col., 2014), Brasil (n =

348) (Avanzi e col., 2020a; Benjak e col., 2018 ; Fontes e col., 2009, 2012, 2017; Holanda e

col., 2017; Lima e col., 2016; Stefani e col., 2017) e China (n = 173) (Weng e col., 2013; Yuan
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e col., 2015) - O asterisco (*) representa as provincias da China onde foram encontradas quatro
copias da repeticdo do hexamero no rpoT e é destacado em vermelho quando todas as cepas 3K
das provincias tém as 4 cdpias (Avanzi e col., 2020).
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Figura 1.28. Arvore filogenética baseada em genomas de 263 isolados de M. leprae (Avanzi
e col., 2020). A arvore foi construida usando a extensdo méaxima de 263 isolados derivados de
34 paises tendo como grupo externo o M. lepromatosis. Os isolados de animais (ndo humanos)
sdo mostrados com a imagem preta correspondente: tatu de nove bandas, primatas ndo humanos
e esquilos vermelhos. O circulo externo representa os diferentes genétipos baseados em SNP,
enquanto o circulo interno representa 0s cinco ramos principais. As cores representam 0s
diferentes continentes e subcontinentes, sendo estes indicados no final de cada linha. O * sdo
as cepas com o gendtipo hipermutado (Avanzi e col., 2020).

3.2.Variabilidade genética de M. leprae no Brasil

Em 2009, foi realizado o primeiro estudo da variabilidade genética de M. leprae no
Brasil, baseado na tipagem de VNTR e SNP de isolados de pacientes do Rio de Janeiro e S&o
Paulo. Os genotipos baseados em VNTR mostraram-se altamente variaveis entre cepas nao
relacionadas e uma predominancia de SNP tipo 3 em ambos os estados (Fontes e col., 2009).
Foi observada uma relagdo entre os nimeros de repeti¢cfes nos VNTR 27-5 e 12-5 e linhagens
definidas por SNP. Isolados classificados como tipo 4 apresentam respectivamente 4 e 5 cpias,
ja isolados classificados como tipo 3 apresentam 5 e 4 repeticdes (Fontes e col., 2009).
Posteriormente, a alta prevaléncia de SNP tipo 3 no Rio de Janeiro e a predominancia de SNP

tipo 4 nos estados do Nordeste do pais também foi confirmada, sugerindo uma introdugéo
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diferencial de cepas do tipo 4 no Nordeste do Brasil, provavelmente por meio do tréfico de
escravos de diferentes regiGes do continente Africano ou por trabalhadores estrangeiros. O
estudo também mostrou que gendtipos baseados em VNTR do M. leprae apresentam relacdes
geograficamente, mas sem dados de suporte para a transmisséo real entre pacientes (Fontes e
col., 2012).

Posteriormente, foi realizada investigagdo molecular na cidade de Fortaleza, no estado
do Ceara, regido endémica para hanseniase com um ndmero consideravel de municipios
altamente endémicos (Fontes e col. 2017). A tipagem VNTR foi realizada em 16% dos
pacientes diagnosticados durante o periodo do estudo, sendo (um pouco) baixo para um projeto
planejado prospectivamente, mas relativamente alto, considerando que os pacientes PB néo
foram incluidos. Trata-se de um dos poucos estudos de epidemiologia molecular sobre
hanseniase realizados no pais. O nivel de agrupamento ou calculo do HGDI (Hunter—Gaston
discriminatory index) (significando, neste caso, cepas com genotipos idénticos definidos por
alelos que apresentam um HGDI inferior a 80%) foi de 60%, sugerindo que a diversidade da
cepa era baixa e/ou indicando um alto nivel de transmissdo recente (Rosa e col., 2020). Ao
avaliar os dados clinicos e demogréaficos com pertencimento ou ndo a um clusters, transmissao
recente foi associado com a notificacdo tardia da doenca, com grau 2 de incapacidade e com
pacientes residentes de certos bairros da cidade. De qualquer forma, a possibilidade de excluir
VNTRs altamente discriminatorios para definicdo de clusters deve ser avaliada localmente
(Rosa e col., 2020).

Estudos de tipagem SNP mais recentes e detalhados relataram uma tendéncia
semelhante com o gendtipo 4 prevalente no Nordeste, enquanto o genétipo 3 parece mais
comum nos estados do sudeste do Brasil (Benjak e col., 2018). No Rio de Janeiro e em S&o
Paulo, M. leprae abrigou principalmente o genétipo 31-2 e apenas algumas cepas de Sao Paulo
apresentaram o genotipo 31-1, que € relativamente mais préximo das cepas europeias medievais.
Nos estados do Norte e Nordeste, 0 gendtipo 4N é relatado principalmente com algum genétipo
4P, enquanto o genotipo 1D é identificado esporadicamente nesses estados. (Benjak e col.,
2018). Por fim, um novo genétipo, denominado 4N/O, foi identificado em um caso de recidiva
no estado do Ceara (Stefani e col., 2017) e, até 0 momento, esse genotipo foi observado em
apenas um paciente da Nigéria e em primatas ndo humanos da Africa Ocidental (Benjak e col.,
2018; Honap e col., 2018).

O trabalho de Lima e cols (2018) analisou a diversidade genética por VNTR de isolados

de M. leprae de fossas nasais e relacionou com os dados epidemioldgicos e clinicos, de
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individuos residentes em Fortaleza, Brasil. Quatro clusters de M. leprae com genoétipos
idénticos foram encontrados, que podem representar 0os genétipos mais frequentemente nos
circulantes no Ceara.

4. Geoprocessamento e analise espacial

As analises espaciais com dados epidemioldgicos fazem parte de uma longa tradigéo de
analises geograficas, datando do século XVIII, quando os mapas das taxas de doencas em
diferentes paises comecaram a emergir para caracterizar a disseminacao e as possiveis causas
dos surtos das doengas infecciosas como a febre amarela e a colera. Durante as Ultimas décadas,
as analises espaciais tém se firmado cada vez mais como importante ferramenta epidemioldgica.
Estas compreendem a analise de dados georreferenciados, tais como ambientais,
comportamentais, socioeconémicos, genéticos e infecciosos (Elliott e Wartenberg, 2004). O
mapeamento geografico das doengas permite uma visualizacdo rapida de informacéo geografica
complexa e é capaz de identificar modelos sutis que sdo esquecidos nas apresentacdes de
gréficos e andlises estatisticas. Através de vigilancia, ele pode identificar conglomerados da
doenca e, assim, expor os resultados do estudo de pontos especificos em contexto apropriado
(Marshall, 1991).

Em sintese, além de analisar taxas de morbidade e mortalidade, demonstra visualmente
a variabilidade geogréfica da populacdo em estudo (Marshall, 1991). Assim, a analise espacial
tem como objetivo, por meio de técnicas apropriadas, determinar a existéncia de padrbes
espaciais nos valores observados, no que diz respeito a distribuicdo de eventos cuja localizacédo
esta associada a determinadas areas (Marshall, 1991), permite descrever a distribuicdo das
variaveis de estudo e identificar observacdes atipicas em relacdo ao tipo de distribuicdo e sua
vizinhanca (Carvalho e Souza-Santos, 2005). Isso ocorre com muita frequéncia quando lidamos
com fendmenos agregados por municipios, bairros ou setores censitarios, como populacéo,
mortalidade e renda. Os métodos de anélise espacial, ao ressaltar areas aparentemente de alto
risco, de aglomerados espaciais ou espaco temporais, aplicam-se ao planejamento e avaliacéo
de servigos de saude, auxiliam na criacdo de politicas publicas e, consequentemente, na melhor
alocacdo de recursos (Bailey, 2001; Elliott e Wartenberg, 2004, OPAS, 1996).

Na hanseniase, a analise da distribuicdo espacial permite identificar areas com maior
risco de adoecimento e pode auxiliar no planejamento, implementacdo, monitoramento e
avaliacdo de agdes voltadas para o seu controle (Opromolla e col., 2005, Imbiriba e col., 2009).

Pode ajudar na identificacdo de areas endémicas, no delineamento da distribuicdo espacial da
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doenca, indicando areas com necessidade de alocagdo de recursos extras, ou seja, ela fornece
uma andlise gréfica dos indicadores epidemiologicos (Mencaroni Pinto Neto e Villa, 2004).

A descentralizacdo e a ampliacdo da assisténcia médica para toda a rede de satde no
Brasil indicam uma maior exigéncia do conhecimento da distribuicdo espacial da doenca, e
outros fatores, para compreender possiveis variagdes na ocorréncia da hanseniase em diferentes
regides associadas ao aumento das taxas de urbanizacdo que apontam a necessidade de se prever
a incidéncia da doenca com base na area geografica ou nas caracteristicas da populacéo (Cury
e col.,, 2012). As Geréncias Regionais de Saude (GERES), distribuidas pelas unidades
administrativas da Secretaria Estadual de Salde, sdo responsaveis por uma parte das cidades,
atuando de forma mais localizada na atencao bésica, na reestruturacdo da rede hospitalar, nas
acGes municipais, no combate a mortalidade infantil e as diversas endemias. Estes modelos de
gestdo da salde permitem que as particularidades de cada regido recebam atencéo na hora de
decidir agdes e campanhas.

Em Pernambuco, para apoiar todos os 184 municipios que o compdem, mais a ilha de
Fernando de Noronha, foram criadas as 12 GERES, distribuidas como mostrado no Quadro 1.5,
e serdo utilizadas no estudo de localizacdo espacial de este estudo (BRASIL- Secretaria de
Saude do Estado de Pernambuco, 2016).
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Quadro 1.5. Distribuicdo de municipios que compdem cada uma das gerencias regionais de saude (BRASIL- Secretaria de Saude do
Estado de Pernambuco, 2016).

Municipios Geréncia Regional de Satide Pernambuco (GERES)

| 1] 1] v \" \| Vil Vil IX X X1 X
Abreu e Lima Bom Jardim Agua Preta Agrestina Aguas Belas Arcoverde Be;f::]g:ciﬁo Afranio Araripina A::i:g:;ada Betania Goiana
Aragoiaba Buenos Aires Amaraji Alagoinha Angelim Buique Cedro Cabrobd Bodoco Brejinho Calumbi Alianga
Cabo de Santo Agostinho Carpina Barreiros Altinho Co?\‘s):I‘ho Custédia Mirandiba Dormentes Exu Carnaiba Carn::::;ra da Camutanga
Camaragibe Casinhas Belém de Maria Barra de Guabiraba Brejdo Ibimirim Salgueiro Lagoa Grande Granito Iguaraci Flores Condado
Cha Grande Cumaru Catende Belo Jardim Caetés Inaja Serrita Orocé Ipubi Ingazeira Floresta Ferreiros
Cha de Alegria Feira Nova Cortés Bezerros Calgados Jatoba Terra Nova Petrolina Moreilandia Itapetim Itacuruba Itambé
Gléria de Goita Jodo Alfredo Escada Bonito Canhotinho Manari Verdejante Santa n(l/?sr:: da Boa Ouricuri Quixaba Santa C\;::ddea Baixa Itaquitinga
Fernando de Noronha Lagoa de Gameleira Brejo da Madre de Deus Capoeiras Pedra - - Parnamirim Santa Terezinha S&o José do Macaparana
Itaenga Belmonte
Igarassu Lagoa do Carro Jaqueira Cachoeirinha Correntes Petrolandia - - Santa Cruz Sdo José do Egito Serra Talhada Séz:::::‘te
Ipojuca Limoeiro Joaquim Nabuco Camocim de Sdo Felix Garanhus Sertania - - Santa Filomena Solidao Triunfo Timbauba
Itamaraca Machados Lagoa dos Gatos Caruaru lati Tacaratu - - Trindade Tabira - -
Itapissuma Nazaré da Mata Maraial Cupira Itaiba Tupanatinga - - - Tuparetama - -
Jaboatdo dos Guararapes Orobé Palmares Frei Miguelinho Jucati Venturosa - - - - - -
Moreno Passira Primavera Gravata Jupi - - - - - - -
. . . - Lagoa do
Olinda Paudalho Quipapa Ibirajuba guro - - - - - - -
Paulista Salgadinho Ribeirao Jatauba Lajedo - - - - - - -
Pombos Surubim Rio Formoso Jurema Palmerina - - - - - - -
Recife Tracunhaém Sdo Benedito do Sul Panelas Paranatama - - - - - - -
Sdo Lourengo da Mata Vert:r:it: do Sdo stli::eCoroa Pesqueira Salod - - - - - - -
Vitdria de Santo Antdo Vicéncia Sirinhaém Pogdo Sdo Jodo - - - - - - -
- - Tamandaré Riacho das Almas Terezinha - - - - - - -
- - Xexéu Sairé - - - - - - - -
- - - Sanharé - - - - - - - -

Santa Cruz do Capibaribe

Santa Maria do Cambuca

Sdo Bento do Uma

Sdo Caetano

Sdo Joaquim do Monte

Tacaimbé

Taquaritinga do Norte

Toritama

Vertentes
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Nos ultimos anos, tem havido um aumento no nimero de estudos que investiguem
questBes de satde utilizando sistemas de informac&o geogréfica (SIG) e anélise espacial,
reavivando a importancia do papel do meio sociocultural na determinacéo das doengas e
a importancia de uma analise critica do acesso aos recursos (Cury e col., 2012). O Brasil
esta em segundo lugar, ap6s a india, e apresentou entre os anos de 2014 e 2018 uma taxa
de incidéncia média de 13,6 casos novos/100.000 habitantes. A distribuicdo heterogénea
da doenca em territorio nacional, especialmente observada nas Regifes Norte, Nordeste
e Centro-Oeste (Ministério da Saude, Brasil, 2020), requer a utilizacdo de técnicas de
analise espacial e espago-temporal que, por meio do geoprocessamento de dados
georreferenciados, possibilitam identificar areas de acumulo e justaposicdo de casos
doentes (Ribeiro e col., 2014)

A estatistica de varredura espago-temporal corresponde a intera¢do do espago com
0 tempo. Essa técnica visa a deteccdo do provavel aglomerado ou cluster durante todo o
periodo estudado, também conhecida como estatistica “Scan” (do inglés statistic Space-
Temporal) (Kulldorff e Nagarwalla, 1995), e foi explorada mais recentemente em
territério brasileiro no contexto da andlise espacial da hanseniase, utilizando-se 0s
municipios das 27 Unidades Federativas como unidades ecoldgicas de anélise entre 0s
anos 2001 e 2015 (Rodrigues e col., 2020). Detectaram-se 26 clusters, cuja taxa de
deteccgéo foi de 59,19 por 100.000 habitantes, com maior propor¢do na Amazonia Legal
(descrita estar constituida por duas partes: a Amazonia Ocidental, composta pelos Estados
do Amazonas, Acre, Rondbnia e Roraima, e a Amazbnia Oriental, composta, por
exclusdo, pelos Estados do Pard, Maranhdo, Amapa, Tocantins e Mato Grosso).
Ressaltou-se a necessidade de intensificagéo de a¢Oes de controle e vigilancia da doenga
nessas localidades (Rodrigues e col., 2020).

E valido mencionar que, além de garantir a analise espacial, a estatistica de
varredura incorpora ainda o fator temporal, destacando a identificacdo de aglomerados de
eventos, simultaneamente no espaco e no tempo (Coulston e Ritters, 2003), e traz
notoriedade aos territorios atingidos e as popula¢es em risco eminente de adoecimento
em determinado periodo (Rodrigues e col., 2020).

Em Pernambuco, a distribuicdo da hanseniase ocorre em areas com condi¢oes
sanitarias precarias e facil propagacdo do agravo, além de ser um estado brasileiro

empobrecido que apresenta doenga hiperendémica (Khanna e col., 2021).
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CAPITULO Il - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. Justificativa do trabalho

A doenca infecto-contagiosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae, a
hanseniase, foi detectada no Brasil em 2019, para 27.863 novos casos (WHO, 2020). A
regido Nordeste apresentou uma taxa de 25,0 a 30,0 por 100.000 habitantes entre os anos
2010 até 2019, posicionando-se como terceiro depois das regides Norte e Centro-oeste,
sendo o estado de Pernambuco o quarto com a maior taxa no pais. Em Pernambuco, a
doenga assume proporgdes preocupantes. Em 2019, na cidade de Recife, foram
notificados mais de 680 casos novos por 100.000 habitantes, dos quais 36 foram
registrados em menores de 15 anos. Mas segundo os dados da Secretaria de Saude do
Recife, 0 nimero de pacientes portadores de hanseniase atendidos nas unidades de saude
do municipio é de aproximadamente 1000 por ano. Este dado revela que adultos que
convivem com menores de idade estdo transmitindo a doenca, ou criancas estdo
transmitindo entre elas, uma vez que ndo sdo diagnosticados e, portanto, nao tratados,
mantendo desta forma a cadeia de contaminagdo da doenga ativa.

Neste contexto, levando em consideracdo (i) a endemicidade da hanseniase no
estado de Pernambuco, (ii) o elevado numero de casos novos existentes no municipio de
Recife, (iii) as disparidades geograficas do territorio, e a (iv) escassez de estudos que
abordem analises, torna-se necessario a intensificacdo de estudos que possam contribuir
para o conhecimento da dindmica de transmissdo da hanseniase nesta regido, inclusive as
espaco-temporais. Uma maior compreensao acerca da disseminacdo da hanseniase nesta
populacdo especifica podera subsidiar a reformulacdo das atuais politicas de controle da
endemia ou estabelecer novos pardmetros tanto para a sua prevencdo, quanto para o

direcionamento de atencdo para a vigilancia da doenca na regido estudada.
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2.2. Objetivo geral

Analisar o perfil genético de isolados de M. leprae oriundos de espécimes clinicos
(esfregacos intradérmicos) proveniente de pacientes diagnosticados com hanseniase em
Recife, para compreender a relacdo entre a composicdo genética do bacilo com fatores

clinicos e epidemiolégicos.

2.3. Objetivos especificos

1) Caracterizar a populacédo de estudo quanto aos aspectos clinico-epidemiologicos;

2) Avaliar a aplicacdo de gPCR como ferramenta de triagem de amostras a serem

submetidas a genotipagem;

3) Investigar a variabilidade genética e estrutura populacional bacteriana por meio
da técnica de genotipagem MLVA (do inglés Multiple-locus Variable Number
Tandem Repeat Analysis), considerando estringéncias de definicdo de clusters
(agrupamentos) com 16/17 VNTRs e 13 VNTRS;

4) Verificar se ha relagdo entre o gen6tipo do patégeno com caracteristicas clinico-
epidemioldgicas dos pacientes analisados neste estudo;

5) Verificar se ha caracteristicas da populacdo hanseniana associada a cluster
6) Analisar a distribuicdo espacial, por meio do geoprocessamento, dos pacientes

hansenianos e dos genotipos de M. leprae mais frequentes para identificar areas e

fatores de risco associados a transmissdo da hanseniase em Recife.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento do estudo

Este projeto foi desenvolvido em colaboragdo com (i) Laboratorio de
Imunogenética do Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — Fiocruz/PE, (ii) Laboratério Municipal de Saude Publica de Recife
(LMSPR) e (iii) o Laboratério de Biologia Molecular Aplicado a Micobactérias
(LABMAM- FIOCRUZ/RJ), de acordo com os procedimentos demostrados na figura 3.1.
O LMSPR estd localizado na Regido Metropolitana do Recife e é referéncia no
atendimento de pacientes hansenianos no municipio do Recife e de outros municipios que
compdem a GERES I (formado pelos municipios identificados no quadro 1.5) do estado

de Pernambuco.
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Figura 3.1. Fluxograma de trabalho para as amostras avaliadas neste estudo. A area
em azul compreende a avaliacdo baciloscopica, e a area em amarelo a anlise de tipagem
molecular e geoprocessamento.

3.2. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal, retrospectivo e analitico de uma coorte de
pacientes portadores de hanseniase atendidos no Laboratorio Municipal de Saude Publica

do Recife, Pernambuco, no periodo de janeiro/2012 a janeiro/2017.

3.3. Consideracdes éticas

O projeto de pesquisa encontra-se de acordo com o Codigo de Etica que norteia

pesquisa envolvendo seres humanos, sendo aprovado em mar¢o de 2012 pelo Comité de
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Etica e pesquisa do Instituto Aggeu Magalhées (CEP/CPqAM/FIOCRUZ); parecer N°:
7/2012, com o titulo "Estudo da variabilidade genética de isolados de Mycobacterium
leprae e sua aplicacdo na epidemiologia molecular da hanseniase na cidade do

Recife/Pernambuco” (Anexo 5).

3.4. Amostragem

Foram utilizadas um total de 709 DNAs extraidos de esfregacos intradérmicos de
pacientes com diagnostico clinico de hanseniase, atendidos no LMSPR, entre de janeiro
de 2012 a janeiro de 2017. No momento da coleta, foram coletados dois esfregacos de
cada paciente confeccionadas por pessoal especializado pertencente a equipe do
Laboratorio Municipal de Saude Publica para o diagnostico da hanseniase. O primeiro
esfregaco foi coletado para confirmagdo diagndstica por baciloscopia e um segundo

esfregaco (dos dois I6bulos das orelhas, dos dois cotovelos e da lesdo, guando houvesse)

foi coletado e fixado com calor para posterior extracdo de DNA para o estudo.

Todos os pacientes atendidos no LMSPR foram convidados a participar
voluntariamente da pesquisa e esclarecidos gquanto aos seus objetivos. Aqueles que
aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo 7). No caso de menores de 18 anos, 0s pais ou responsaveis assinaram o TCLE
(Anexo 8). Foi respeitado o direito a recusa em participar, e 0s sujeitos da pesquisa nao
foram remunerados. ApGs consentimento do paciente e do pais/responsavel, foi aplicado
um questiondario especifico para o projeto, composto por questdes de identificacdo,
condicdes clinicas, epidemioldgicas e socioecondémicas (Anexo 6).

Os esfregacos intradérmicos dos individuos incorporados no estudo, com
diagnostico clinico de hanseniase, foram classificados como paucibacilares e
multibacilares de acordo com IB, o qual é a média dos indices da escala logaritmica de
cada esfregaco examinado, que pode variar de 0 a 6+. Trezentos e setenta e cinco

pacientes foram classificados como PB (IB < 2) e 327 como MB (1B > 2).

3.5. Extracdo de DNA

O DNA micobacteriano foi extraido a partir do segundo esfregaco intradérmico
do paciente. O procedimento consistiu na adi¢gdo de 150 pL de tampé&o de lise (1 mg/mL

proteinase K e Tween 20 a 0,05%) diretamente sobre a ldmina, seguido de raspagem (ou
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esfregaco da 1damina) e coleta em microtubos de 1,5 mL. Posteriormente, o raspado foi
submetido a incubacdo a 55 °C durante a noite, seguido da adicdo de 30 pl de
dodecilsulfato de s6dio (MERCK, Darmstadt, Germany) a 10%, e incubac6es a 60°C por
1 h e a 94°C por 15 min. Apos, o material foi centrifugado a 12.000g por 15 min, o
sobrenadante foi recolhido e a ele foi adicionado 1 ml de etanol a 70%, induzindo a
precipitacdo de &cidos nucléicos pela incubacdo posterior a -20°C por 1 h. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento foi lavado uma segunda vez com etanol 70%, e seco a
temperatura ambiente. Finalmente o precipitado foi ressuspenso em 30 pL de agua

ultrapura e armazenado a -20°C.

3.6. PCR quantitativo em Tempo Real (QPCR)

O DNA total extraido foi quantificado e avaliado, mediante o uso de PCR em
tempo real (QPCR) com dois alvos especificos para M. leprae: 16S rRNA (Martinez,
2009) e Rlep (Truman, 2008), utilizando o ensaio de amplificacdo TagMan, no sistema
de PCR em tempo real StepOne Plus®. As reacdes foram feitas em duplicatas e utilizamos
como controles positivos e negativos das reacdes, DNA de M. leprae (NHDP) e 4gua
ultrapura, respectivamente.

Para a confirmacdo do diagndstico clinico, as amostras foram consideradas
positivas, quando apresentaram Ct < 38,5 para 16S rRNA (valor Ct equivalente + 3) e Ct
< 35,5 para Rlep para pelo menos um dos dois alvos (Martinez e col.,2011, Barbieri e col.,
2019, Manta e col., 2018, Manta e col., 2022). Todas as amostras positivas, foram
submetidas a genotipagem por MLVA independentemente do valor de Ct observado.

3.7. MLVA (Multiple-locus Variable Number Tandem Repeat Analysis)

3.7.1. PCR multiplex

Para as analises do nimero de copias de cada um dos 17 VNTRSs ja descritos na
literatura e na introducdo deste trabalho como alvos prediletos para a genotipagem de
amostras de M. leprae, separamos em quatro grupos para as analises por PCR multiplex
utilizando iniciadores fluorescentes como mostrados no Quadro 3.1. Foram colocados de
2-5 pL do DNA extraido em uma mistura de PCR contendo 12,5 uL Qiagen Multiplex
PCR Kit (QUIAGEM, Hilden, Alemanha) e 0,2 uM de cada iniciador. O kit da
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QUIAGEM continha 2.5 U (unidades) de DNA polimerase HotStarTaq, 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo (ANTPs) e tampdo 10X. As amplificacGes foram realizadas em
um termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems). As condig¢oes
de amplificacdo foram adaptadas de acordo com o descrito por Kimura e cols (2009), com
um primeiro passo de ativacdo a 95°C por 15 min, depois desnaturacao a 94°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 90 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos e uma

extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Quadro 3.1. Iniciadores utilizados, cor dos fluoréforos e tamanho dos fragmentos
esperados apos amplificacdo da cepa referéncia NHDP de M. leprae.

C01 6-3%(rpoT)  VIC-atgccgaaccggacctcgacgttga tcgtcttcgaggtcgtcgaga 91
AC8b VIC-gcccacttacctcaaccaac cctataacggcactcagtcca 390
GTA9 NED-agccttagtcgcgcagatg tcegetgtecgtecgetga 307
GGT5 6FAM-gcagcggtgtaacagcatagc tgtctgccttgcgaaacggtce 242
AT17 PET -tctccaacatgctgcgaca gtacagcggcctgatcgaa 181
C02  21-3 6FAM-gaatctgacctttcggaaatg cgatgcagcttcctacgg 312
AC9 NED-agcgcccgttgtcgataga gactggatgtcggcacccc 236
AT15 PET -caatatgcgggttggcgcttctg ccgtctggetcgatggctggatte 168
AC8a VIC-gtgttacgcggaaccaggca ccatctgttggtactactga 124
C03 275 6FAM-attgagcagatggccggtc agcagtcggcacgccctt 327
6-7 VIC-gccatcgttgtcggttcatc cggaggaggtgggtacggt 268
TA18 NED-cgtgcgtcgtgtgtaggc gacgtggcaacatcgaagtt 230
GAA21 PET -ctacagggggcacttagctc ggacctaaaccatcccgtttt 201
C04 18-8 PET-gcccgtctatccgceatcaa gcaaagatcagcacgccaat 348
12-5 VIC-ctggtccacttgcggtacgac ggagaaggaggccgaataca 289
23-3 6FAM-ccgaagccctggacgaag gccgtaaatccgctccc 326
TA10 PET -tagattcaaacgaccatgca tgataatcacgtgtttccge 185

PCR: Amplificacdo por PCR multiplex; C01: combinagdo 01; C02: combinacdo 02; C03: combinacdo 03; CO4:
combinacdo 04; PB: pares de base (tamanho em pares de base do fragmento esperado para a cepa referencia NHDP de
M. leprae apds amplificacdo).
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3.7.2. Eletroforese em gel de agarose

Foram utilizados 10 pl do amplicon para realizacdo da eletroforese em gel de
agarose 2% (TAE 1X/ Tris-acetato 0,04 M, EDTA 1 mM, pH 8,0). Apds a corrida, o gel
foi submetido a imersdo em Brometo de Etideo (0,5 g/mL) e visualizado sob luz
ultravioleta em um transiluminador MiniBIS (DNR Bio Imaging Systems, Modi'in-

Maccabim-Re'ut, Israel) para verificar a amplificacéo.

3.7.3. Analise de fragmentos

Foi realizada a dilui¢do 1:60 em &gua ultrapura do amplicon e 1 pL desta dilui¢do
foi adicionado a uma mistura contendo 12 pL de formamida Hi-Di™ (Applied
Biosystems, Massachusetts, EUA) e 0,3 uL do padrdo de DNA GeneScan-LIZ-500
(Applied Biosystems). Posteriormente, o material foi desnaturado por 3 minutos a 94°C
e submetido a eletroforese capilar no sequenciador automatico 3500 XL (Plataforma
Tecnologica de Sequenciamento da Fiocruz - RJ). O nimero de cépias de cada um dos
minissatélites e microssatélites foi determinado através da analise do comprimento dos
fragmentos obtidos, com o auxilio do software gratuito Peak Scanner versao 1.0 (Applied

Biosystems) (Jensen e col., 2011).

3.7.4. Andlise dos resultados de MLVA

O numero de copias encontradas para cada locus foi introduzido em uma planilha
Microsoft Office 365 Excel versdo 2018 (Microsoft, Redmond, Estados Unidos) e
importado para o0 programa Bionumerics versdo 7.6 (Applied Maths, Latem, Bélgica), o
qual permitiu a construcdo de matrizes de similaridade, dendrogramas e arvores
filogenéticas utilizando o indice de similaridade calculado pelo coeficiente categdrico (h)
e os algoritmos Unweighted Pair group Arithmetic averages (UPGMA), Neighbor-
Joining (N-J) e Minimum Spanning Tree (MST). Este programa permite a criacdo de
associacfes ou Clusters (termo inglés que se refere a aglomeragdo) quando se
apresentaram similaridade completa o parcial entre os genotipos dos diversos isolados
analisados, propondo também, de acordo com os resultados do estimador do poder
discriminatorio — HGDI (Hunter Gaston Discriminatory Index), a eliminacdo dos VNTRS

mais variaveis para novas analises dentro da populacdo de estudo.
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3.8. Analises estatisticos

Para verificacdo da possivel associacdo de dados clinicos-epidemiolédgicos dos
pacientes com determinados gendtipos, algum cluster especifico ou algum cluster em
geral, foram realizados os testes do Qui-Quadrado de independéncia, Teste G de
independéncia ou Teste Exato de Fisher, conforme o caso.

Além desses, avaliou-se 0 nivel de concordancia entre os resultados da gPCR e da
baciloscopia por meio do teste Kappa de Fleiss, que indica o grau de concordancia entre
trés ou mais observadores/avaliadores ou técnicas empregadas (Rosner, 2006),
considerando-se entre 0-0,39 fraca concordancia, 0,40-0,74 uma boa concordancia e 0,75-

1,0 uma excelente concordancia (Rosner, 2006).

3.9. Georreferenciamento e analise espacial

O georreferenciamento foi realizado a partir das coordenadas geogréficas (latitude
e longitude) obtidas a partir do endereco de cada paciente, utilizando o Google Maps

(https://www.google.com.br/maps). Os limites das divisdes dos municipios e estados

foram obtidos no site do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
(https://www.ibge.gov.br/). Foram excluidos das analises, 0s pacientes que ndo

informaram o endereco ou que as informagdes estavam incompletas.

O processamento, a interpretacdo, a visualizacdo e a analise espacial dos dados
foram realizadas por meio do programa ArcGIS (https://www.arcgis.com/), onde foram
desenhados mapas de geolocalizacdo e mapas coropléticos, utilizando como base a
distribuicdo por Geréncias Regionais de Saude (GERES) e os distritos e bairros que
compdem o municipio de Recife; distribuindo-se em 12 para abarcar os 185 municipios
de Pernambuco.

Também foram realizados mapas com estimativas de densidade Kernel (KDE),
usando raio adaptativo, no programa TerraView

(http://www.dpi.inpe.br/terralib5/wiki/doku.php). Estes mapas sdo uma alternativa para

analises geograficas do comportamento de padrdes. No mapa é plotado, por meio de
métodos de interpolacdo, a intensidade pontual de determinado fendmeno (ou variavel
aleatdria) em toda a regido de estudo. Assim, tem-se uma visao geral da intensidade de
distribuicdo em todas as regides do mapa. Neste estudo a localizagéo de cada paciente foi

achada comumente em Recife, capital do estado de Pernambuco, com excecdo de 51
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pacientes que apresentaram localizagdes em outros municipios de Pernambuco.

Também foi utilizado o método de deteccdo de conglomerados Scan, que além de
delinear regides criticas por meio de algoritmos computacionais graficos, no qual é
atribuida significancia a estatistica associada via simulacdo de Monte Carlo (Costa e col.,
2006). Esta metodologia pode ser aplicada a dados espaciais, temporais ou espago-
temporais, para varios modelos de probabilidade (Kulldorff, 2009 e Kulldorff, 1997).
Dentre os modelos de probabilidade ganham destaque o Poisson e o Permutagdo Espaco-
Tempo quando se trata de dados de contagem. Este Gltimo foi aplicado nos dados de
pacientes avaliados mediante analise de 13 0 mais VNTRs deste estudo, como descrito

no capitulo I na sec¢édo 4 de geoprocesamento.
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CAPITULO IV — RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo clinico-epidemioldgico da populacédo de hansenianos do estudo

Este trabalho foi conduzido para compreender as caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas da hanseniase no estado de Pernambuco e em particular na cidade de
Recife. Foi desenvolvido um estudo retrospectivo de uma coorte de pacientes portadores
de hanseniase atendidos no LMSPR entre os anos de 2012 e 2017. Todos 0s pacientes
com diagnostico clinico de hanseniase foram convidados a participar do estudo e os que
aceitaram responderam ao questionario e assinaram o termo de consentimento,
totalizando 709 pacientes.

O LMSPR atende a Regido metropolitana de Recife (GERES 1) que compreende
0s municipios: Abreu e Lima, Aracoiaba, Cabo de Santo Agostinho, Camaragibe, Cha
Grande, Chad de Alegria, Gloria de Goita, Fernando de Noronha, lgarassu, Ipojuca,
Itamaracd, Itapissuma, Jaboatdo dos Guararapes, Moreno, Olinda, Paulista, Pombos,
Recife, Sdo Lourenco da Mata e Vitdria de Santo Antdo (como descrito no quadro 1.5).
Entretanto, o LMSPR também atende demandas de outros municipios quando pacientes
de outras unidades de salde apresentam-se na regido metropolitana. Nas Figuras 4.1 e 4.2
e na Tabela 4.1, podemos ver a distribuicdo de casos de hanseniase correspondente ao
local de residéncia e de acordo com GERES de Pernambuco. Para o georreferenciamento
dos casos, utilizamos informacGes de 658 pacientes (92,8% do total do estudo) que
informaram corretamente o endereco de residéncia. Observamos a maior concentragéo de
casos (90,3% n=594/658) na regido Metropolitana de Recife, sendo 74,22% dos casos na
cidade de Recife. Os outros foram distribuidos em outros 68 municipios, com uma
frequéncia inferior a 2% em cada um destes respectivamente (Figura 4.1.). Na figura 4.2
e na tabela 4.1, podemos observar a distribuicdo dos 658 pacientes pelos GERES,
apresentando-se a maior frequéncia de casos no GERES 1 (90,3% n=594), seguido do
GERES 111 (3,6% n=24), GERES XII (2,3% n=15), GERES Il (1,7% n=11), GERES IV
(0,8% n=5), GERES X (0,6% n=4/) e GERES V, VII, VIII, IX e X1 (0,2% n=1, para cada

caso) (ver quadro 1.5 para observar a composicdo de cada GERES em Pernambuco).
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Figura 4.1. Distribuicdo de casos de hanseniase no estado de Pernambuco. Em vermelho apresentam-se os 658 casos do estudo no estado de
Pernambuco, distribuidos de acordo com o endereco de moradia informado no momento da entrevista.
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Tabela 4.1. Distribuicéo dos pacientes de acordo com a Geréncia Regional de Saude
do Estado de Pernambuco.

N %
I 594 90,3

] 11 1,7

1 24 3,6

\Y 5 0,8

\% 1 0,2

GERES VI 0 0,0
VII 1 0,2

VIII 1 0,2

IX 1 0,2

X 4 0,6

Xl 1 0,2

X1l 15 2,3

Todas as GERES exceto o | 64 9,7

Apresenta-se 0s nimeros absolutos (N) e as frequéncias relativas (%) dos pacientes do estudo distribuidos
de acordo as Gerencias Regionais de Salde de Pernambuco.

As caracteristicas dos pacientes que participaram deste estudo foram resumidas
na Tabela 4.2. Observamos que a maioria dos casos sdo de moradores da cidade de Recife
(74,2% n=526/709), MB (56,4% n=399/708), do sexo masculino (73% n=516/705), com
faixa etéria de 15 a 59 anos (74,2% n=509/686), pardos (60,0% n=348/580), possuem 0
ensino fundamental 2 incompleto (26,7% n=185/692), presenca de lesdes de pele (99,4%
n=539/542) e diagnosticados no ano 2012 (23% n=163/709).
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Tabela 4.2. Perfil epidemioldgico dos 709 pacientes do estudo.

N %
Paucibacilares 105 14,8
e Multibacilares 399 56,4
Classificacao 1B Negativo 202 28.8
Paucibacilares+Negativos 309 43,6
Feminino 189 26,8
Sexo Masculino 516 73,2
TOTAL 705 100
ldade média 51,9 Anos

< 15 Anos 28 4,1
Classificacao etaria 15 - 59 Anos 509 74,2
> 60 Anos 149 21,7
Branca 206 35,5
Parda 348 60,0

Raga/Cor Preta 24 4.1
Amarela 2 0,3

Nao escolar 2 0,3
Analfabeto 97 14,0
EFI - Completo 97 14,0
EFI - Incompleto 101 14,6

. EFII - Completo 30 4,3
Escolaridade EFII - Incon?pleto 186 26,7
EM - Completo 149 21,5

EM - Incompleto 13 1,9

ES - Completo 6 0,9

ES - Incompleto 12 1,7
2012 163 23,0
2013 131 18,5
. 2014 155 21,9
Ano da coleta/entrevista 2015 137 193
2016 116 16,4

2017* 7 1,0
Presenca de lesdes S|~m 539 994
Nao 3 0,6

Pacientes com reagéo 9 100
Municipio de residéncia ReC|fe_ - 526 74,2
Qutros Municipios 183 25,8
0-10 anos 180 27,0
. 11-20 anos 173 25,9
Tempo residéncia 2130 anos 129 193
31 ou mais anos 185 21,7

Os percentuais foram calculados considerando os dados para os quais existia informagdo, excluindo os
pacientes que ndo informaram dados para: IB (n=1), Sexo (n=4), idade (n=23), raca/cor foram (n=129),
escolaridade (n=16), Presenca de lesdes (n=167) e tempo de residéncia no enderego informado na entrevista (nN=
42). *Dados ndo considerados para as analises estatisticos. Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental
2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.

Na tabela 4.3, apresenta-se uma descri¢do mais detalhada do perfil epidemiolégico
dos 709 pacientes segundo o indice Baciloscopico, propondo-se quatro categorias:
pacientes PB, MB, Negativos e a ultima categoria que agrupa os pacientes PB com 0s
negativos. Assim nesta tabela, quanto ao género, observou-se frequéncia

significativamente maior de pacientes do sexo feminino entre: os PB e de sexo masculino
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vs. 0s MB (p=0,0004 PB vs. MB vs. Negativos; p=0,0001 PB e negativos vs. MB). Na
caracteristica epidemiologica de tempo de residéncia no endere¢o informado na
entrevista, observou-se a maior frequéncia em pacientes multibacilares que relataram
viver a menos de um ano até dez anos no endereco informado no momento da entrevista
(p=0,0307 na anélise estatistica para a categoria que compara pacientes PB vs. MB vs.
negativos e p=0,0119 na analise estatistica para a categoria que compara pacientes PB
agrupados com negativos vs. MB). Em cada caso na tabela observa-se em vermelho as
associacOes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada ao acaso) e em amarelo
as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Nao foram encontradas
outras associacdes estatisticamente significativas entre a classificacdo de acordo com IB

e as variaveis epidemioldgicas.
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Tabela 4.3. Perfil epidemiol6gico dos 709 pacientes segundo o Indice Baciloscopico.

Pacientes Pacientes Pacientes Paglent_es Pacientes Pauc! VS. PauC|_+
S L . paucibacilare ; Multi vs. Negativo
paucibacilares multibacilares negativos s + negativos totais Negativo vs. Multi
N % N % N % N % N % P-valor
Feminino 33 314 83 210 72 355 105 341 183 26,7
Sexo Masculino 72 686 313 790 131 645 203 659 516 733 0004 00001
Idade média 42,7 anos 42,0 anos 47,6 anos 45,2 anos 43,7 anos - -
Classificacs <15 anos 6 5.9 16 41 5 25 11 37 |27 39
azstg'r‘i:;“?ao 15-59 Anos 74 725 294 762 141 716 215 719 509 743 03166  0,3273
> 60 anos 22 216 76 197 51 259 73 244 149 218
Branca 32 368 109 330 66 407 98 394 | 207 358
Parda 53 60,9 201 609 92 568 145 53,2 | 346 598
Raga/Cor Preta 2 23 18 55 4 25 6 24 |24 a1 03843 00%
Amarela 0 0,0 2 06 0 00 0 00 2 03
N&o escolar 1 1,0 1 0,3 0 0,0 1 0,3 2 0,3
Analfabeto 12 115 52 133 33 167 45 149 97 140
EFl-completo 11 106 52 133 34 172 45 149 | 97 140
EFI - incompleto 17 16,3 58 14,9 26 131 43 142 101 14,6
. EFII - completo 5 4,8 13 3,3 12 61 17 5,6 30 43
Escolaridade —g ey Completo 25 240 110 282 50 253 75 248 185 267 o168 0168
EM-completo 28 269 87 223 34 172 62 205 1149 215
EM - incompleto 0 0,0 11 2,8 2 1,0 2 0,7 13 19
ES - completo 1 1,0 1 03 4 20 5 17 | 6 09
ES - incompleto 4 3,8 5 1,3 3 15 7 2,3 12 1,7
2012 25 238 99 248 39 191 64 207 163 230
2013 21 200 75 188 35 17,2 56 181 131 185
Ano do 2014 23 219 94 236 37 181 60 194 | 154 218
diagnéstico 2015 20 190 70 175 48 235 68 220 138 195 1414 00969
2016 15 143 56 140 45 221 60 194 116 164
2017 1 1,0 5 13 0 00 1 03 6 08
Presenca de Sim 82 100 302 993 154 994 236 996 538 994
Iesc”)(és N&o 0 0 2 0,7 1 06 1 04 |3 o0p 267 >0999
Pacientes com reagdo 3 33,3 5 55,5 1 111 4 44,4 9 100 - -
. Recife 83 790 288 722 156 765 239 77,3 521 744
Moradia  —5iiros Municipios 22 21,0 111 278 48 235 70 22,7 181 256 2013 01397
Tempo de 0-10 anos 15 155 118 316 46 236 61 209 179 269
residéncia no 11-20 anos 29 29,9 97 25,9 47 241 76 26,0 173 26,0
endereco 21-30 anos 23 237 67 179 39 200 62 21,2 1129 194 00307  0,0119
'”Zﬁ:ﬂ;ﬁ?&;a 3loumaisanos 30 309 92 246 63 323 93 318 185 27.8
I 92 939 328 875 173 940 265 9397 1593 903
I 1 1,0 7 19 3 16 4 142 11 L7
i 3 3.1 17 45 4 22 7 248 | 24 371
v 1 1,0 3 038 1 05 2 071 5 08
v 0 0,0 1 03 0 00 0 000 1 02
GERES VI 0 0,0 1 03 0 00 0 000 _ 1 02 07709 02031
VI 0 0,0 0 0,0 1 05 1 035 |1 02
X 0 0,0 1 03 0 00 0 000 _ 12 02
X 0 0,0 2 11 0 00 0 000 4 06
XI 0 0,0 1 03 0 00 0 000 1 02
XI1 1 10 12 32 2 11 3 106 15 23

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemiologica, para realizar as analises estatisticas da
mesma forma. P-valor: Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagc@es negativas/inversas
(frequéncia menor que a esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a
esperada ao acaso). Os percentuais foram calculados considerando os dados para os quais existia
informacdo, excluindo os pacientes que ndo informaram dados para sexo (n= 4), Idade (h= 21), raga/cor
(n=129), escolaridade (n=17), ano do diagndstico (n= 61), presenca de lesdes (n= 167), local de residéncia
(n=51), tempo de residéncia no endereco informado na entrevista foram (n=42) e 0 GERES | (n=1). Ensino

fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Na Figura 4.3, podemos ver a distribuicao dos 658 casos MB e PB de acordo com
a GERES. E possivel notar a diferenca entre os casos PB (sendo que dentro de este grupo
encontram-se os pacientes com IB negativo) e MB na GERES I; para os pacientes PB
14,0% (n=92) e os MB 49,9% (n=328), seguido do observado nas GERES Il PB 0,5%
(n=3) e MB 2,6% (n=17), GERES Il PB 0,2% (n=1) e MB 1,1% (n=7), GERES IV PB
0,2% (n=1) e MB 0,5% (n=3), GERES XII PB 10,2% (n=1) e MB 1,8% (n=12) e por
ultimo GERES X PB 0% e MB 0,6% (n=4), obtendo que para cada caso a frequéncia de

casos MB é superior aos casos PB.
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Figura 4.3. Distribuicéo de casos de hanseniase Paucibacilar e Multibacilar (de acordo com IB) de acordo com Geréncia Regional de Saude
(GERES) de Pernambuco. Pacientes MB, pontos vermelhos; PB, pontos verdes; e NI (pacientes sem informacao baciloscdpica), pontos brancos.
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Os 709 pacientes arrolados no estudo também foram divididos em quatro grupos
distintos de acordo com a classificacdo terapéutica (Tabela 4.4). Foram considerados
casos novos (CN) individuos que foram diagnosticados e iniciaram o tratamento no ano
da coleta e da entrevista, o que representou 89,4% (n= 633) dos 709 casos. Falha
terapéutica (FT), os individuos que relataram diagnostico e inicio do tratamento anterior
em um intervalo superior a 12 meses e inferior a 24 meses da data da coleta e da entrevista,
representando 5,6% dos casos (n=40). Recidiva/reinfeccdo (R/R), os individuos que
relataram diagnostico e tratamento anterior completo em um intervalo superior a 24 meses
da data de coleta e da entrevista (variando de 2 anos e 1 més ha 34 anos), representando
4,4% (n=31). Finalmente, abandono terapéutico (AB) pacientes que relataram
diagnostico e tratamento anterior incompleto na data da coleta 0,6% (n=4). Observamos
uma fraca associacdo estatisticamente significativa, entre a classificacdo terapéutica e o
IB (p=0,0494). Na tabela 4.4 apresenta-se em amarelo as associacfes positivas/diretas
(frequéncia maior que a esperada ao acaso) e vermelho as negativas/inversas (frequéncia

menor que a esperada em acaso).

Tabela 4.4. Estratificacdo dos pacientes de acordo a classificacdo terapéutica.

PB +

CIassifAica_(;éo PB MB Negativo negativos Total 5 valor
terapéutica % N % N % N % N %
CN 84 13,3 361 57,0 188 29,7 272 429 633 100,0
R/R* 9 290 16 516 6 194 15 48,4 31 100,0
FT** 12 300 20 50,0 8 20,0 20 50,0 40 100,0  0,0494
AB 0 0,0 2 500 2 50,0 2 50,0 4 100,0
Total 105 148 399 564 204 28,8 309 436 708 100,0

Os percentuais foram calculados de acordo aos dados apresentados por cada linha da tabela, sendo
o total o 100% como valor de referéncia (calculos na horizontal para cada tipo de classificagao
terapéutica). P-valor analises estatistica de independéncia (pds-teste analise de residuos). Em vermelho as
associacbes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada em acaso) e em amarelo as
positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso).

CN: casos novos; R/R: recidiva/reinfec¢do; FT: falha terapéutica; AB: abandono terapéutico.

* tempo de diagndstico e tratamento superior a 24 meses no momento da entrevista.

** tempo de diagndstico e tratamento igual o inferior 24 meses da data da entrevista.
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Na figura 4.4 apresenta-se a distribuicdo de todos os casos de acordo com
classificacéo terapéutica no estado de Pernambuco, observando que a maior concentragéo
de casos ocorre nos municipios de Recife, Olinda, Jaboatdo dos Guararapes, Paulista,
Abreu e Lima e Sdo Lourengo da Mata, localizados principalmente na GERES 1.

Na tabela 4.5 (Casos Novos [CN] x Falha terapéutica [FT]) foram comparadas as
caracteristicas epidemioldgicas dos casos novos e os casos de falha terapéutica.
Observou-se (em laranja) que para este ultimo grupo a populacdo era majoritariamente
masculina (75%), com idades entre 15 até 59 anos (79,5%), autodeclararam-se pardos
83,3%, com escolaridade de ensino fundamental 1l incompleto (35%) e analfabetos
(22,5%), tempo de residéncia no endereco informado na entrevista de 11-20 anos e 31 ou
mais anos (30,3% em cada caso) e localizados principalmente no GERES | (71,4%).

Na tabela 4.6 (Casos Novos [CN] x Recidiva/Reinfeccdo [R/R]) foram
comparadas as caracteristicas epidemiologicas dos casos novos e reinfeccdo/recidiva,
observando-se (em laranja) que para este Gltimo grupo a populacdo era majoritariamente
masculina (64,5%), com idades entre 15 até 59 anos (90,3%), autodeclaram-se pardos
58,3%, com escolaridade de ensino fundamental | completo e ensino fundamental II
incompleto (25,8% em cada caso), tempo de residéncia no endereco informado na
entrevista de 21-30 anos (37,9%) e localizados principalmente no GERES-1 (87,1%). Para
esta Gltima tabela também apresentam-se em amarelo as associa¢fes positivas/diretas
(frequéncia maior que a esperada ao acaso) SO nas caracteristicas epidemiolégicas de
idade para pacientes entre 15 e 59 anos e para a caracteristica de tempo de residéncia no
endereco informado na entrevista para 21 a 30 anos nos casos de R/R e em vermelho as
associacOes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada em acaso) para o0 grupo
em comparacao de casos Novos nas mesmas caracteristicas de idade e tempo de residéncia

no endereco informado na entrevista.
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Figura 4.4. Distribuicdo dos casos de hanseniase de acordo com a classificacdo terapéutica em Pernambuco com a delimitacdo pelas
Geréncias Regionais de Saude (GERES). Classificacdes terapéuticas: AB; abandono terapéutico, CN; casos novos, FT; falha terapéutia, R/R;

recidiva/reinfeccao.
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Tabela 4.5. Fatores epidemiologicos dos 709 pacientes de acordo com a classificacao terapéutica para os casos de falha terapéutica.

Falha Terapéutica (n=40) Casos Novos (n=630) p-valor
N % N %
Feminino 10 25 166 26,3
Sexo Masculino 30 75 464 73,7 >0.9999
< 15 anos 1 2,6 26 4,3
Idade 15 - 59 Anos 31 79,5 446 73,0 0,6573
> 60 anos 7 17,9 139 22,7
Branco 3 10,0 195 374
Pardo 25 83,3 305 58,5
Raca Preto 2 6,7 19 36 0.0601
Amarelo 0 0,0 2 0,4
N&o escolar 1 2,5 1 0,2
Analfabeto 9 22,5 85 13,7
EFI - Completo 4 10 85 13,7
EFI - Incompleto 4 10 94 15,2
Escolaridade EFI11 - Completo 0 0 28 45
EFI1I - Incompleto 14 35 163 26,3 0,1267
EM - Completo 5 12,5 137 22,1
EM - Incompleto 0 0 11 18
ES - Completo 2 5 4 0,6
ES - Incompleto 1 2,5 11 18
~ Sim 34 100 475 99,4
Presenca de lesbes No ) 0 3 0.6 >0,9999
0-10 anos 6 15 165 26,2
Tempo de residéncia no e_nderego informado na 11-20 anos 10 25 159 25,2 0.7071
entrevista 21-30 anos 7 17,5 110 17,5 !
31 ou mais anos 10 25 166 26,3
| 30 71,4 533 82,9
1 2 4,8 8 1,2
11 2 4,8 22 3,4
I\ 1 2,4 3 0,5
VIl 0 0,0 1 0,2 0,7223
GERES I1X 0 0,0 1 0,2
X 0 0,0 4 0,6
XI 0 0,0 1 0,2
X1 0 0,0 15 2,3
Todas as GERES excito o | 7 16,7 B8 8,6 0,0812

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemiolégica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de
independéncia (po6s-teste analise de residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Os percentuais foram calculados considerando os dados para os quais existia informacao.
Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.6. Fatores epidemiologicos dos 709 pacientes de acordo com a classificacdo terapéutica para os casos de recidiva/reinfecgao.

Recidiva/Reinfec¢do (n=31) Casos Novos (n=630) pvalor
N % N %
Feminino 11 35,5 166 26,3
Sexo Masculino 20 645 464 73,7 02985
< 15 anos 0 0,0 26 43
Idade 15 - 59 Anos 28 90,3 446 73,0 0,0479
> 60 anos 3 9,7 139 22,7
Branco 8 33,3 195 37,4
Pardo 14 58,3 305 58,5
Raga Preto 2 8,3 19 36 0.8606
Amarelo 0 0,0 2 0,4
N&o escolar 0 0,0 1 0,2
Analfabeto 3 9,7 85 13,7
EFI - Completo 8 25,8 85 13,7
EFI - Incompleto 3 9,7 94 15,2
. EFI1 - Completo 1 3,2 28 45
Escolaridade EFII - Incompleto g 258 163 26,3 0861
EM - Completo 6 19,4 137 22,1
EM - Incompleto 2 6,5 11 18
ES - Completo 0 0,0 4 0,6
ES - Incompleto 0 0,0 11 18
~ Sim 26 100 475 99,4
Presenca de lesdes N&o ) ) 3 0.6 >0,9999
0-10 anos 7 24,1 165 27,5
Tempo de residéncia no e_nderego informado 11-20 anos 3 10,3 159 26,5 0.0377
na entrevista 21-30 anos 11 37,9 110 18,3 !
31 ou mais anos 8 27,6 166 21,7
| 27 87,1 533 82,9
11 1 3,2 8 1,2
11 0 0,0 22 3,4
1V 1 32 3 05
VIII 0 0,0 1 0,2 1,0000
GERES X 0 0,0 1 0,2
X 0 0,0 4 0,6
Xl 0 0,0 1 0,2
X1l 0 0,0 15 23
Todos os GERES excitoo | 2 6,5 55 8,6 >0.9999

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemiologica, para realizar as andlises estatisticas da mesma forma. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de
independéncia (pos-teste analise de residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada em
acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Os percentuais foram calculados considerando os dados para os quais existia informag&o.
Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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4.2 gPCR

4.2.1. Deteccgéo e confirmacgéo do diagnostico

Foi realizado o qPCR em 655 amostras de DNA (92,38 %) extraido dos 709
pacientes. Cinquenta e quatro (7,6%) amostras foram excluidas por ndo apresentarem o
volume necessario (Tabela 4.7). Das 655 amostras, 174 eram de pacientes com
baciloscopia negativa, o que representa 85,2% do total de casos negativos (n=204)
arrolados no estudo, 99 amostras de pacientes PB [94,3% de todos os casos PB (n=105),
e 382 MB, 95,7% de todos os casos MB (n=399). Foram considerados como gPCR
positivas amostras que apresentaram valores de Ct < 38,5 para 16S e Ct < 35,5 Rlep para
um ou os dois alvos, correspondente a aproximadamente trés genomas referente ao alvo
16S.

Na tabela 4.7 podemos verificar a positividade da gPCR em esfregacos
intradérmicos, estratificados de acordo com a classificacéo bacteriol6gica. A positividade
geral foi de 95% (n=622), nos PB a positividade foi de 94% (n=93), em MB a positividade
foi de 99,5 % (n=380), e nos esfregacos de pacientes com baciloscopia negativa foi de
85,6% (n=149). Quando agrupamos os negativos com o PB (IB < 2), a positividade foi
de 88,6% como apresentado na tabela 4.8. J& na tabela 4.9, estratificamos os resultados
em seis intervalos e observamos que a positividade da gPCR é de 100% para as amostras

de pacientes com IB > 3.

Tabela 4.7. Positividade da gPCR em esfregacos intradérmicos, estratificados de
acordo com a classificacéo bacterioldgica.

gPCR
Classifica¢do de acordo com o 1B 1B N POSITIVO (%) NEGATIVO (%)
Negativo 0 174 149 85,6 25 14,4
PB 0,25-1,75 99 93 94 6 6
MB 2-5,25 382 380 99,5 2 0,5
Todos 0-5,25 655 622 95 33 5

N; corresponde ao nimero total de amostras.
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Tabela 4.8. Positividade da gPCR em esfregacos intradérmicos, estratificados em
pacientes com IB < 2 e pacientes com IB > 2.

gPCR
Classificacdo de acordo com o IB IB N POSITIVO (%) NEGATIVO (%)
Negativo + PB 0-1,75 273 242 88,6 31 11,4
MB 2-5,25 382 380 99,5 2 0,5
Todos 0-5,25 655 622 95 33 5

N; corresponde ao nimero total de amostras.

Tabela 4.9. Positividade da gPCR em esfregacos intradérmicos, estratificados de
acordo com intervalos dos valores IB.

qPCR
Classifica¢do de acordo com o IB IB N POSITIVO (%) NEGATIVO (%)
Negativo 0 174 149 85,6 25 14,4
PB 0,25-1,75 99 93 94 6 6
2-2,75 117 115 98,3 2 1,7
3-3,75 144 144 100 0 0
MB
4-4,75 114 114 100 0 0
5-5,25 7 7 100 0 0

N; corresponde ao nimero total de amostras.

Na analise estatistica kappa apresentado na Tabela 4.10 apresenta-se uma maior
associacdo positiva/direta (frequéncia maior que a esperada ao acaso) considerando-se
apenas os pacientes realmente negativos na baciloscopia e todos os pacientes com IB
positivo (pacientes PB e MB), registrando um valor de concordéncia (Kappa) de
0,760305, corroborando o observado na qPCR que mostrou que mais de 80% das

amostras consideradas negativas pela baciloscopia foram realmente positivas.

Tabela 4.10. Analises de Kappa para os resultados de IB vs. gPCR.

BACILOSCOPIA

Considerando NEG na baciloscopia apenas os

POS NEG ) . .
Kappa casos realmente Negativos, e POS na baciloscopia
gPCR POS e 149 os casos Paucibacilares e Multibacilares;
NEG 8 25
0,760305
BACILOSCOPIA _ _ ,
POS NEG Cor.15|derando.NEG. na baciloscopia os.casos ,
K Negativos e Paucibacilares, e POS na baciloscopia
qPCR POS il 242 appd todos os casos Multibacilares.
NEG 2 31
0,627481

Para o valor de kappa <0.0001 considera-se como uma relacdo de concordéncia fraca.
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4.3. M LVA
4.3.1. Amplificacéo e diversidade alélica

Para o estudo de diversidade alélica, seiscentos e setenta e dois amostras (94,8%
do total da amostragem, n=672) foram submetidas a PCR (com o esquema de primers
apresentados no quadro 3.1) para amplificacdo dos 17 loci MLVA* (Tabela 4.11). Entres
estas amostras, 42,6 % eram provenientes de pacientes classificados bacteriologicamente
como negativos e PB (n=286). Duzentos e trinta e oito amostras (35,4%) amplificaram
para 0s 17 loci e 22 (9,2%) amostras ndo amplificaram nenhum dos 17 loci. Na Tabela
4.12 podemos verificar o numero de loci amplificados (0-17 loci) de acordo com o IB (0-
5,25). Notamos que quanto maior o IB maior o nimero de amostras que amplificaram
para os 17 loci. Entre os MB a amplificacdo dos 17 loci correu em 51% (n= 196) dos
casos, ja nos PB e com IB=0, a amplificacdo ocorreu em 14,7% (n=42) dos casos. Quando
olhamos apenas para o0s casos com IB=0, a amplificacdo de todos os loci ocorreu em 7%
dos casos avaliados (n=13). O locus mais amplificado foi o TA10 68,3% (n=459) e os
que menos amplificaram foram os loci AT15 45,8% (n=308) e AT18 49,5% (n=333)
(tabela 4.12).

Os menores e maiores Ct observados para as amostras que amplificaram para 0s
16/17 loci foram respectivamente; para MB 16S: 18,9 e 37,53; Rlep: 11,43 e 34,47, para
os PB foram 16S: 23,01 e 33,44; Rlep: 18,18 e 34,1, e para 0s pacientes negativos (com
IB=0) foram 16S: 23,41 e 35,93; Rlep: 17,54 e 34,32.

O poder discriminatorio e a distribuicdo alélica foram calculados e apresentados
na Tabela 4.11. O poder discriminatério dos loci variou entre 0,007 e 0,938 e a
distribuicdo alélica foi de uma a 36 cdpias. Quatro loci [GGT5, 23-3, 21-3 e 6-3]
mostraram baixo poder discriminatério, nove loci [GTA9, TA10, AC8a, AC9, AC8b, 18-
8, 27-5, 6-7 e 12-5] apresentaram moderado poder discriminatorio (com uma distribuicdo
atipica ao esperado) e quatro loci [TA18, AT15, AT17 e TTC/ GAA21] foram altamente
discriminatorios, com um HGDI superior a 0,8 Tabela 4.11

*Todos os isolados que apresentaram quantidade suficiente de DNA foram submetidos a analise pela técnica de MLVA
independete do IB e do resultado de qPCR, ja que ndo existem trabalhos que associem a eficiéncia da técnica em
amostras PB.
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Tabela 4.11. Diversidade alélica dos 16/17 VNTRs empregados no MLVA.

Numero do Alelo

Ml_l\z:AL-S/Clil—TR h Interpretacio do valor h A_rp&ztir?s
123|456 |7 |8|9|10]11]12)13|14|15|16]17|18[19|20|21|22|23|24|25|26]|27|28|29|30|31]|32|33|34[35]|36

TA18 -l -l -l -lalals|1]2]-|6|6|13|18|28]41]25]|29]|22|21]20]16]|12|12]15]|6|5]|5|7]2]2]|5]|-]1]1]|09380483| Altamente discriminador 333
AT1S -l -l -l el el a1 1 e3]e9|a]s]22]17|17|19]|14|22] 221117 |13]13]5 6|5 1| -|-]|-]-]1]|-]|09370109| Altamente discriminador 308
ATLT Lo -l - -] -] -114648|32|56|55|54|32]18l2n| 7|5 a2 -] -Ja|-|-]-]-1-1-1-1-1-]-1-]|08884356| Altamente discriminador 384

Trereant 1 o oo o a3 |15 |osleslreler]etlsalo2| 7 o1l a - ol - - -]l - -] -1-]- |08659023| Altamente discriminador 385
GTA9 -l - -l - - a2 o9fror|se|s7|23] 81| -al-f-L-L-]-1-1-1-1-01-1-1-"1-"01-1-1-1-1-1-]07841729 | Moderadamente discriminante | 358
TA10 la | - | - |m2| 2 (a7 212|209 |44 245 6|42l - - -] -] - |07087983 | Moderadamente discriminante | 459
AC8a -l s - s daaelee 72 - e e e e L= - [ 0,5624345 | Moderadamente discriminante | 396
AC9 -l -l -l -z daofasras e e e e e e e - -] - ] - | 05442143 | Moderadamente discriminante | 373
AC8b Lol -l -2 farofaee] e | a |- - - e e e e e e - - - -] -] - | - | 05282505 | Moderadamente discriminante | 374
18-8 - - qerefa3 | v | - x| ar | - |- - - - e - e e - - - - - - - -] -] - | - | 04180034 | Moderadamente discriminante 370
215 -1 3 5 |8 [277]| 3 - 1 - - Sl -l - - - e et - - - 10,4073946 | Moderadamente discriminante 377
67 -l - 12 qssfeselso o | -l e e e e e e e e -] - | 0,3878947 | Moderadamente discriminante | 369
12-5 - | - 2 |286[ 90 | 4 - - - - Sl e e e et - - 10,3821990 | Moderadamente discriminante 382
GGT> -2 sl | - - -l e e e e - - 00949613 Baixo discriminador 394
23-3 s - | - - - e e e e e e e e e L L - [ o0668249 Baixo discriminador 390
213 1]383| 1 - - - - - - - -l - -l - - - -l -1 -1 -1 -1 - 10,0077719 Baixo discriminador 385
63 - Jaos| - - la -] - -] - - -] - - | - | - | 00073349 Baixo discriminador 408
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Tabela 4.12. Relagéo entre o numero de loci amplificados e o IB.

NUmero de Loci amplificados

B | N 17 (%) 16 (%) 15 (%) 14 (%) 13 (%) 12 (%) 11(%) 10 (%) 9 (%) 8 (%) 7 (%) 6 (%) 5 (%) 4 (%) 3 (%) 2 (%) 1(%) 0 (%)
o |l 13 10 5 5 6 9 2 10 7 15 11 10 11 18 11 17 1 15
@0 54) @1 @1 32) @8) ) 5.4) 38) @) 5.9 54) 5.9 ©7) 5.9 ©.0) 59 ®1)
Neg+PB |05 | . | 3 42 2 17 5 16 6 8 1| 1w 3 15 0 | 2| 20 | ¢ | 18| 1] 12 |1]| u 4 2 3 18 s | 1| 12 15
(n=286/42,6%) | 0,75 @25) | aa7%) | ©3) | 59%) | @08) | Gow | | @i | T | @sw | @2 | G | T | @ | T [ G2 | T | e5% | 63) | 7.0%) | 42) | @5%) | @2) | 42%) | @2 | @ew) | @e7) | ©0%) | 125 | 63%) | T | @7%) | 42 | @2w) | T | G2w)
|| 2 5 6 1 2 7 1 5 3 3 1 1 2 1 4 8
175 (34.2) ©6) @9 @3 @6) ©92) @3) ©6) 39) 39 @3 3 @6) @3 ) (105)
2 || 83 1 6 4 5 8 4 1 8 4 2 1 3 3 ) 1 1 2
275 @5.3) 9.4) G.1) 34) @3) ©8) 34) ©9) ©8) @4) @ ©9) @6) @6) ©9) ©09) @)
s | 6| 72 17 11 2 12 6 1 ) 2 3 5 2 5 5 3
e 375 @ | o (@O o | @] . e | , |6 , 6| , |01] | L e oo len|  Jea] , |es| , |ea| , 6o » L L |lev|
(n=385/57.4%) | - o | 600 [T [T esw [, | @ [ |62 [, | 6w @) [ ] amw @ew [, | @1 [, | @ (0,8%) @19 [, | @6%) : (0,3%) 030 [ | @
475 | 14| 579 (158) ©6.1) 35) ©6.1) (2.6) . (2.6) . ©.9) @) - - @) - - - ©9)
5|4 5 ) 1 1 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 1
525 (62,0) (125) (125) 125
1
NI 1] o 100y | 1000
Totais 672 | 238 | 34 | 64 | 95 | 41 | 61 | 17 | 25 | 32 | 48 | 34 | 51 | 8 | 12 | 19 | 28 | 20 | 30 | 28 | 42 | 22| 33 | 15| 22 | 22| 33 | 33 | 49 | 18 | 27 | 26 | 39 | 13| 19 | 22 | 33
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4.3.2. Analise de grupos (clusters) genéticos relacionados

A definicdo de agrupamento foi baseada na comparagdo do nimero de copias dos
VNTRs usando duas estringéncias diferentes: considerando aqueles que apresentaram
numero de copias idéntico para 17 ou 16 loci, ou considerando aqueles que tinham
namero de copias idéntico em 13 loci, excluindo os quatro loci mais variaveis (GGT5,
23-3, 21-3 e 6-3, estes com 0 HGDI > 0.8).

4.3.2.1. Caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos pacientes considerando 16/17
loci.

As caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes considerando os 17/16
loci pode ser vista na tabela 4.13. Para essa analise consideramos as informagdes clinicas
e epidemioldgicas de 295, destes 238 com perfis completos e 57 perfis parciais com 16
VNTR. O setenta e cinco virgula dois por cento (75,2%, n=221/294) sdo do sexo
masculino, 73,4% (n=210/286) apresentam idades de 15 até 59 anos, 61,5% (n=147/239)
autodeclaram-se pardos, 28,3% (n=80/283) possuem ensino fundamental 2 incompleto,
92,5% (n=272/294) foram classificados como CN e 4,1% (n=12/294) como possiveis
casos de R/R, 100% (n=231); para essa caracteristica apresentaram lesfes e 28,9%
(n=80/277) relataram residir entre 11 e 20 anos no mesmo endereco fornecido no
momento da entrevista/diagnostico, como mostrado na tabela 4.13. De acordo as analises
estatisticas apresentadas na tabela 4.13; com excecao das caracteristicas: sexo e tempo de
residéncia no endereco informado na entrevista, ndo foram encontradas outras
associacg0es estatisticamente significativas entre a classificacdo operacional da hanseniase
e as outras variaveis epidemiolégicas apresentadas. Observamos uma maior frequéncia
de casos MB em pacientes do sexo masculinos (78,4% n=185/236) e uma maior
frequéncia de casos em pacientes com baciloscopia negativas do sexo feminino
(p=0,0032). Os pacientes MB relataram residir no mesmo endereco do momento da
entrevista/diagnostico em um intervalo de 0-10 anos, mais do que o observado para o total
dos casos (p=0,0242).
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Tabela 4.13. Distribuicio dos pacientes com 16/17 VNTRS segundo a classifica¢éo
pelo IB da hanseniase e as variaveis epidemiologicas.

Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes p-
paucibacilares multibacilares negativos totais valor*
N % N % N % N %
Sexo Feminino 9 25,7 51 21,6 13 56,5 73 24,8 0,0032
Masculino 26 74,3 185 78,4 10 435 221 75,2
Idade média 45,7 anos 41,6 anos 52,0 anos 42,8 anos -
lassificaca < 15 anos 1 2,9 13 5,7 1 4,5 15 5,2
c e 15 - 59 Anos 25 714 173 755 12 545 210 734 02311
> 60 anos 9 25,7 43 18,8 9 409 61 213
Branca 10 37,0 58 30,1 9 47,4 77 32,2
Parda 16 59,3 121 62,7 10 526 147 615
Raga/Cor Preta 1 37 12 62 0 00 13 54 0692
Amarela 0 0,0 2 1,0 0 0,0 2 0,8
Nao escolar 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,4
Analfabeto 2 57 32 14,0 4 20,0 38 13,4
EFI - Completo 3 8,6 28 12,3 3 150 34 120
EFI - Incompleto 4 11,4 33 145 4 20,0 41 14,5
. EFII - Completo 1 2,9 9 3,9 0 0,0 10 3,5
Escolaridade EF11 - Incompleto 11 314 64 281 5 250 80 283 18
EM - Completo 12 34,3 50 21,9 4 200 66 233
EM - Incompleto 0 0,0 7 3,1 0 0,0 7 2,5
ES - Completo 1 2,9 0 0,0 0 0,0 1 0,4
ES - Incompleto 1 2,9 4 1,8 0 0,0 5 1,8
CN 31 88,6 218 92,4 23 100,0 272 925
Classificacao R/R 2 57 10 4,2 0 0,0 12 4,1 0.834
terapéutica FT 2 5,7 7 3,0 0 0,0 9 3,1 '
AB 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
2012 6 17,1 65 27,5 3 13,0 74 25,2
2013 6 17,1 56 23,7 5 21,7 67 22,8
Ano do 2014 13 37,1 78 33,1 5 21,7 96 32,7 0.2611
diagnéstico 2015 6 17,1 25 10,6 6 26,1 37 12,6 '
2016 3 8,6 11 4,7 4 17,4 18 6,1
2017 1 29 1 0,4 0 0,0 2 0,7
Presenca de lesfes de lesbes 28 12,1 187 80,9 16 6,9 231 100 -
Pacientes com reacéo 1 25,0 3 75,0 0 0,0 4 100 -
. Recife 26 74,3 171 72,5 19 826 216 735
Moradia Outros Municipios 9 257 65 215 4 174 78 265 /%
Tempo de 0-10 anos 3 9,1 72 32,6 3 130 78 282
residéncia no 11-20 anos 11 33,3 61 27,6 8 34,8 80 28,9
endereco 21-30 anos 8 24,2 31 14,0 2 8,7 41 14,8 0,0242
'”Z?]:E?,?S(;a”a 31 ou mais anos 11 333 57 258 10 435 78 282
[ 31 93,9 194 86,2 19 95,0 244 87,8
1] 0 0,0 6 2,7 0 0,0 6 2,2
11 1 3,0 12 53 0 0,0 13 4,7
1\ 1 3,0 3 1,3 0 0,0 4 1,4
GERES VIl 0 0,0 0 0,0 1 5,0 1 0,4 0,9511
1X 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,4
X 0 0,0 2 0,9 0 0,0 2 0,7
Xl 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,4
X1l 0 0,0 6 2,7 0 0,0 6 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da
mesma forma. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de residuos) ou teste
exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada
em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Os percentuais foram
calculados baseados em cada caracteristica epidemioldgica e aos dados para os quais existia informacéo, excluindo os
pacientes que ndo informaram dados para: o seu Sexo foi 1, sua raga/cor foram 54, sua escolaridade (entrando os grupos
nos que nao se aplica e surdo e mudo) foram 11, na classificagdo terapéutica um paciente dos casos novos nao
apresentou classificagdo por IB, na presenca de lesdes 65 e tempo de residéncia no endereco informado na entrevista
foram 17. Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFIl; Ensino Médio=EM; Ensino
Superior=ES.
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4.3.2.2. Definicéo dos clusters para as analises com 16/17 VNTRs

Na analise com 17 VNTRs, na arvore baseada no UPGMA (Anexo 1), foi
observado 294 genotipos diferentes formados por 293 singletons (ou gendtipos Gnicos) e
um agrupamento de dois pacientes, resultando em uma taxa de agrupamento de 0,003%.
O genotipo pode ser visto no quadro 4.1. Os dois pacientes que apresentaram 0 mesmo
genotipo bacteriano foram diagnosticados em 2014, sdo do sexo masculino, sem relato de
tratamento anterior, classificados pelo indice baciloscépico como paucibacilares, ndo
apresentam relacdo familiar e a distancia entre os municipios (Recife e Paulista) de
residéncia dos dois pacientes é de aproximadamente 18,9 Km (Figura 4.5), baseado na
andlise de Kernel (KDE do inglés kernel density estimation), que estima em uma escala
de alta ou baixa densidade, a proximidade entre coordenadas geolocalizadas. N&o
possuimos informacbes sobre estes pacientes que possam mostrar alguma relacdo

epidemioldgica.

[ ]States
0 [CJPernambuco State
& 71 Recife

CL
g © CL-17

KDE

High

o b
o “* Low

8°10'0"S

35‘1(!'0’W 35'5!0‘W 35'0!0"W 34°55'0"W 34°50'0"W 34°45'0"W
Figura 4.5. Pacientes em cluster com 16/17 VNTRs localizados espacialmente nos
municipios com maior proporg¢do de casos no estado de Pernambuco aplicando a
estimacao de densidade de Kernel (KDE: kernel density estimation). Pontos amarelos
correspondentes aos individuos em cluster na analise com 17 VNTRs, dentro de uma
escala de alta densidade de proximidade segundo o KDE (demarcacdo laranja).
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Devido a particularidade de achar agrupamentos perfeitos a base de 16/17 VNTRs,
avaliamos isolados com uma pequena variacdo em relagdo a este Unico agrupamento. Para
este fim, consideramos 0s casos em que 0s pacientes albergavam bactérias com genotipos
com até 3 loci de diferenca (GTA9, AC8b, AT15 e AT18). Nesta abordagem, o cluster
aumentou de dois para nove pacientes e todos estes MB. O ramo classificado como C01.1
comporta um genotipo que apresentou variagdo apenas no VNTR TA18, do genétipo do
cluster original C01, a bactéria que apresentou este genétipo é oriunda de uma paciente
de 45 anos com fundamental 1 completo, moradora de Recife, classificada como possivel
caso de R/R (o primeiro diagndstico/tratamento ocorreu 26 anos anterior a data desta
coleta). O ramo CO01.2 compreende gendtipos com variacdes nos VNTRs AT15 e AT18
de bactérias provenientes de dois pacientes, um paciente branco, do sexo masculino
classificado como caso novo, com 45 anos de idade, com ensino médio completo e o outro
paciente do sexo feminino de 18 anos de idade, com ensino fundamental 2 incompleto,
os dois casos classificados CN e moradores de Recife. O ramo C01.3 compreende um
genétipo com variagbes no GTA9 e AT18, proveniente de um paciente do sexo
masculinos, pardo, com 22 anos de idade e com ensino fundamental 2 incompleto,
morador de Recife, classificado como CN. O ramo C01.4 compreende um genotipo com
variagdes nos VNTRs AC8b, AT15 e AT18, derivado de um paciente do sexo masculino,
pardo, 66 anos, com ensino fundamental 2 incompleto, morador de Recife classificado
CN. O ultimo ramo C01.5 compreende genotipo orindo de dois pacientes com variacoes
nos VNTRs GTA9, AT15 e AT18, ambos masculinos, casos novos de 41 e 24 anos de
idade, preto e pardo, ambos com ensino fundamental 2 incompleto um morador de Recife
e 0 outro morador de Sirinhaém, como apresentado no Quadro 4.1 e figura 4.6. A distancia

entre Recife e Sirinhaém é de 64,82 Km.
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Quadro 4.1. Caracteristicas e gendtipos dos isolados em cluster e isolados com variagdes de um, dois ou trés loci em analises com 16/17

VNTR.
Cluster ~ Amostra 1B PEsEiE teCrI:SSéiIli'g?gé;o e Sexo Raca/cor Escolaridade WLITIATI® 2 Genotipo*
lesbes na pele PeL (anos) G residéncia P
paciente
353 1,75 SIM CN 55 Masculino PT EF1I Paulista-PE
Cco1 . . 3154108822271424658243
417 1,25 NI CN 60 Masculino BR ESC Recife-PE
Co01.1 296 4,25 SIM R/R 45 Feminino NI EF1C Recife- PE 3154108822271431658243
C01.2.1 22 4 NI CN 45 Masculino BR EMC Recife-PE 315410881827 1422658243
C01.2.2 357 3,75 SIM CN 18 Feminino NI EF2I Recife- PE 315410882927 1417658243
Co1.3 368 2,5 SIM CN 22 Masculino PD EF2I Recife- PE 3154118822271433658243
C01.4 45 4 SIM CN 66 Masculino PD EF2I Recife- PE 315410982927 1417658243
C01.5.1 284 2,5 NI CN 41 Masculino PT EF2I Recife- PE 3154128823271420658243
C01.5.2 320 45 SIM CN 24 Masculino PD EF2I Sirinhaém- PE 3154118829271420658243
*QOrdem dos loci que comp8em o gendtipo: 6-3; AT17; GGT5; GTA9; AC8b; AC8a; AT15; 21-3; AC9; TTC; TALS; 6-7; 27-5; TA10; 23-3; 12-5 e 18-8.
= R
w = E 2 8 &8 2 & o2 o T 9 2 8 9w =
55 a0 85 T0 5 B0 85 S0 85 100 @ E ® ® % % ':t & % :: f_t © & .‘E & s E
2 15 4 10 g g 2 2 7 14 24 [ : g 2 4 2 o
{ 3 15 PR 8 8 = 2 7 14 24 6 5 8 2 4 3 /
3 15 4 10 8 g 22 2 7 14 3 5 5 8 2 4 3 o
S 2 15 4 10 g g 12 2 7 14 [ 5 g 2 4 2 w
3 15 4 11 8 g 22 2 7 14 33 5 5 8 2 4 3 o
3 15 4 10 :] 8 29 2 7 14 17 5 5 8 2 4 3 o
3 15 4 10 g g 29 2 7 14 17 6 5 g p 4 3 v
\—: 5 15 4 12 ] ] 23 2 i 14 20 (] & ] 2 4 5 v
3 15 4 11 8 g8 29 2 7 14 20 5 5 8 2 4 3 o

Figura 4.6. Imagem a partir do dendograma com 16/17 VNTRSs, isolados com variages em um, dois ou trés VNTR para o cluster anico.
Fragmento da &rvore UPGMA gerada no programa Bionumerics, mostrando apenas o ramo com 0s possiveis clusters com variagGes em até 3 loci.
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Na figura 4.7 apresenta-se uma arvore de abrangéncia minima (MST do inglés
Minimum Spanning Tree), frequentemente usada em pesquisas de epidemiologia
molecular para estimar as relacGes entre cepas ou isolados individuais, com dois ramos
principais sinalizados em roxo (I) e amarelo (I1) e no extremo esquerdo apresentam-se 10
pacientes com genotipos variados, divergentes dos genétipos dos pacientes que compdem
0S ramos.

O ramo | (roxo) apresenta a seguinte caracteristica nos VNTRs: 4 cOpias para 12-
5, para 5 copias para [27-5], principalmente 3 cdpias do 18-8 e < 10 cdpias no TA1O0, ja
no ramo Il (amarelo) concentram-se uma quantidade menor de pacientes do que no ramo
I, este ramo apresenta a seguinte caracteristica nos VNTRS: > 5 para 12-55, < 4 copias
para 0 27-5, 3, 8 ou 9 cépias do 18-8 e > 10 copias no TA10, 10 copias 0 mais (Quadro
4.2). No ramo | encontra-se o cluster composto com dois isolados sem variacdes em seus
gendtipos e no circulo vermelho indicam-se os outros isolados em cluster com variagdes

de um até trés loci (Figura 4.7 A e B).
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Figura 4.7. Clusters obtidos pela MLVA com 16/17 VNTRs. (A) Arvore de abrangéncia minima (MST). Um cluster verdadeiro composto por
duas amostras e cinco clusters (compostos por um total de sete amostras) com diferencas em um ou dois loci todos marcados na figura com o
circulo vermelho; (B) Zoom para mostrar os isolados com varia¢fes de um, dois ou trés loci em anélises com 17 VNTR.
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Quadro 4.2. Numero de copias observado nos quatro loci principais que separam
0s dois ramos.

VNTR
12-5 27-7 18-8 TA10
Ramo | 4 5 3* <10
Ramo Il =5 <4 3-8-9 > 10

*principalmente 3 copias, eventualmente apresentam-se 4 copias.

Na Figura 4.8 apresenta-se a MST de localizag&o dos pacientes considerando os
GERES do Estado de Pernambuco apresentados no quadro 4.3. Como mencionado, a
GERES I, que abriga a Regido Metropolitana de Recife, apresenta a maior quantidade de
casos. Pode-se observar na figura 4.8 dois ramos principais, entretanto, ndo foi observada

nenhuma associacao de ramos ou linhagens especificas com as diferentes GERES.

GERES IV
GERES |
GERES Xl
GERES Il
GERES Il

°
L]

GERES X
GERES VIll
GERES IX
GERES X

EEEEOCOEEE

Figura 4.8. Arvore MST da localizacio pelos GERES dos pacientes com 16/17
VNTRs. Cada um dos GERES sdo apresentados com cores diferentes nesta arvore.

96



As Figura 4.9 A e B, apresentam MST com a classificacdo terapéutica e o 1B
respectivamente. Para a figura (A), no ramo | observa-se a concentracao dos casos de FT
e AB (100% dos casos) e os casos de R/R distribuiram-se equitativamente entre os ramos
I ell (figura 4.9 A). Na figura (B), ndo foi observado diferencas entre ramos com respeito

a classificacdo pelo 1B (figura 4.9 B).
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Figura 4.9. Arvores MST da classificacio terapéutica e IB dos pacientes com 16/17 VNTRs. (A) Classificacio terapéutica dos pacientes com
17 VNTRs, CN: casos novos, FT: falha terapéutica, R/R: recidiva/reinfeccdo, AB: abandono terapéutico; (B) Classificacdo pelo IB dos pacientes
com 16/17 VNTRs, PB: paucibacilares, MB: multibacilares, NI: 1B ndo informado, NEG: negativos.
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Na Figura 4.10 apresenta-se o MST respeito a idade, observando-se a maior concentragdo de menores de 15 anos (86,6% n=13/15) e de 60

onos ou mais (65,6% n=40/61) no ramo I. Para os pacientes com idade entre 15 & 59 anos nao se observam diferencas de distribuicdo entre os

ramos.

<15 anos
15-59 anos
= 60 anos
NI

<

EmE0

Q
I o]

Figura 4.10. Arvore MST da Classificagio pela idade dos pacientes com 16/17 VNTRs. Faixa de idades em cores diferentes; menores de 15
anos em amarelo, de 15 a 59 anos em verde e 60 ou mais anos em vermelho, NI: pacientes que ndo informaram idade em roxo.
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As MST apresentadas na figura 4.11 mostram respetivamente; (A) o ano do diagndstico do estudo e (B) o relato de tratamento anterior;

como pode ser observado, nenhuma diferenca de distribuicdo entre os ramos foi detectada para cada caso, mesmo visualizando a maior ocorréncia

de casos correspondentes ao ano 2014.
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Figura 4.11. Arvore MST da Classificacao pelo ano do diagndstico no estudo e com relato de tratamento anterior dos pacientes com16/17
VNTRs. (A) MST por ano do diagnéstico do estudo, (B) MST por relato de tratamento anterior para hanseniase. Anos em diferentes cores para

cada caso.
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4.3.3. Analise considerando 13 VNTRs

4.3.3.1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas considerando 13 VNTRs

Para esta anélise foram incluidas 343 amostras compostas pelos 295 pacientes ja
avaliados no estudo com 16/17 VNTRs, complementadas por 48 amostras de pacientes
que apresentaram perfis com os 13 VNTRs. Destes, 258 (76,1%) eram pacientes do sexo
masculino, 244 (73,5%) com idades entre 15 até 59 anos, 169 (60,8%) autodeclararam-se
pardos, 89 (27,0%) possuiam ensino fundamental 2 incompleto, 316 (92,7%) foram
classificados como casos novos e 12 (3,5%) como possiveis casos de R/R e FT
respectivamente, 263 (100% para essa caracteristica) apresentaram lesdes, 92 (28,7%)
informaram ter um tempo de residéncia de 31 ou mais anos ao momento da entrevista,
como mostrado na tabela 4.14. As Unicas associages estatisticamente significativas
encontradas foram para as caracteristicas de sexo e IB com p=0,001, sendo que 0s casos
MB de sexo masculino mostraram uma frequéncia de 79,3% (n=211/266) e no caso dos
pacientes negativos e femininos apresentaram uma frequéncia de 51,9% (n=14/27).

Na andlise com 13 VNTRs, na arvore baseada no UPGMA (Anexo 2) foram
observados 195 gen6tipos diferentes formados por 164 singletons e 31 agrupamentos que
variaram de dois a 39 isolados (N=179), com uma taxa de agrupamento de 43%. Os
gendtipos observados em cada agrupamento (grupos C01 a C31) estdo descritos na Tabela
4.14; nesta tabela também podemos verificar o total de isolados que compdem cada
cluster, sendo o cluster C11 o maior com 39 isolados; representando 21,8% dos isolados
em cluster e 0 11,4% (n=39/343) do total de isolados. Em seguida temos C10 com 36
isolados, representando 20,1% dos isolados em cluster e o 10,5% do total de isolados.
Ainda observamos os clusters CO1 com 12; representando 6,7% dos isolados em cluster
e 3,5% do total de isolados avaliados, C09 com nove representando 5,0% dos isolados
em cluster e 2,6% do total de isolados avaliados, C02 com sete; representando 3,9% dos
isolados em cluster e 2,0% do total de isolados avaliados, C30 com seis isolados;
representando 3,4% dos isolados em cluster e 1,7% do total de isolados avaliados e C06,
C21 e C29 com cinco isolados cada um; representando 2,8% dos isolados em cluster e
1,5% do total de isolados avaliados

A descricdo das caracteristicas clinico-epidemioldgicas para cada um destes

isolados em cluster esta apresentada nas Tabelas 4.17 até 4.24, com o objetivo de verificar
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se existia associacdo de algum destes clusters com alguma das caracteristicas clinico-
epidemioldgicas definidas para a populacdo em estudo.

Os genotipos mais frequentes sdo os observados nos grupos C11 e C10 e vale a
pena ressaltar que estes dois gendétipos apresentam diferenca apenas no locus GTAS,
apresentando respectivamente nove e 10 copias. Estes dois clusters juntos totalizam 75
isolados, o que representa 41,9% dos isolados em cluster e 21,9% dos isolados analisados.
Este dois clusters concentraram amostras coletadas no ano de 2013 e 2014 (Figura 4.12,
tabela 4.14 e 4.15), verificando-se como mostrado na Figura 4.12, a maior concentracédo
destes no Recife, com presenca de algumas isolados nos outros municipios de
Pernambuco.

Foram comparados 0s gendtipos observados neste estudo com o banco de dados
do LABMAM que contém mais de 900 gendtipos de seis estados brasileiros (Ceara, Mato
Grosso, Para, Rio de Janeiro, Rondonia e Sdo Paulo) compilados de trabalhos anteriores.
Nesta biblioteca foi possivel verificar que 21 dos 31 dos gen6tipos em clusters ndo foram
observados em estudos anteriores e que 10 gendtipos (C01, C02, C03, C04, C05, C09,
C10, C11, C13 e C27) foram observados em 5 dos 6 estados (exceto Sdo Paulo). Estes
dez genotipos ja foram descritos no Ceard, sendo que o gendtipo do C2 também foi
observado em Ronddnia, 0 gendtipo do C3 no Mato Grosso, 0 C5 no Parae o C11 no Rio
de Janeiro (tabela 4.15).
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Figura 4.12. Pacientes com 13 VNTR localizados espacialmente no estado de Pernambuco pelas gerencias regionais de saide (GERES).
Os pontos de cor vermelho mostram a localizacdo dos pacientes da analise com 13 VNTRs.
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Tabela 4.14. Distribuicdo dos pacientes com resultados para 13 VNTR segundo a
classificacdo operacional da hanseniase e as variaveis epidemioldgicas.

Pacientes Pacientes Pacientes Pacientes
paucibacilares multibacilares negativos totais P- .
N % N % N % N o Valor
Sexo Femini_no 12 26,1 55 20,7 14 51,9 81 239 0.001
Masculino 34 73,9 211 79,3 13 48,1 258 76,1 '
ldade média 45,3 anos 42 anos 50,9 anos 46,1 anos -
Classificagio < 15 anos 1 2,2 13 5,0 2 7,4 16 4,8
etaria 15 - 59 Anos 35 76,1 194 74,9 15 556 244 735 0,287
> 60 anos 10 21,7 52 20,1 10 37,0 72 21,7
Branca 13 37,1 69 314 9 39,1 91 32,7
Parda 21 60,0 134 60,9 14 60,9 169 60,8
SR Preta 1 20 15 68 0 00 16 58 68
Amarela 0 0,0 2 0,9 0 0,0 2 0,7
Nao escolar 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
Analfabeto 3 6,5 35 135 5 20,0 43 13,0
EFI - Completo 5 10,9 33 12,7 4 16,0 42 12,7
EFI - Incompleto 8 17,4 39 15,1 6 24,0 53 16,1
. EFII - Completo 1 2,2 9 3,5 0 0,0 10 3,0
Escolaridade EF11 - Incompleto 11 239 72 218 6 240 89 210 8%
EM - Completo 15 32,6 59 22,8 4 160 78 236
EM - Incompleto 0 0,0 7 2,7 0 0,0 7 2,1
ES - Completo 1 2,2 0 0,0 0 0,0 1 0,3
ES - Incompleto 2 43 4 15 0 0,0 6 1,8
CN 42 91,3 247 925 27 96,4 316 92,7
Classificagdo R/R 2 43 10 3,7 0 0,0 12 3,5 0.948
terapéutica FT 2 4,3 9 3,4 1 3,6 12 3,5 ’
AB 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
2012 7 15,2 70 26,2 5 17,9 82 24,0
2013 8 17,4 59 22,1 6 21,4 73 21,4
Ano do 2014 17 37,0 82 30,7 5 179 104 305 0.346
diagnostico 2015 9 19,6 32 12,0 7 25,0 48 14,1 ’
2016 4 8,7 21 79 5 17,9 30 8,8
2017 1 2,2 3 1,1 0 0,0 4 1,2
Presenca de lesdes de lesdes 39 14,8 203 772 21 79 263 100 -
Pacientes com reacéo 1 25 3 75 0 0 4 100 -
Moradia Recife_ _ 36 78,3 196 73,4 22 78,6 254 745 0.686
Outros Municipios 10 21,7 71 26,6 6 21,4 87 25,5 ’
Tempo de 0-10 anos 5 11,6 82 32,8 3 10,7 90 28,0
residéncia no 11-20 anos 15 34,9 66 26,4 10 35,7 91 28,3
endereco 21-30 anos 9 20,9 36 14,4 3 10,7 48 15,0 0,014
'”ﬂgﬁ;a 31 ou mais anos 14 326 66 264 12 429 92 287
| 41 95,3 221 87,0 22 91,7 284 88,5
11 0 0,0 6 2,4 1 42 7 2,2
11 1 2,3 13 51 0 0,0 14 4.4
v 1 2,3 3 1,2 0 0,0 4 1,2
GERES VIII 0 0,0 0 0,0 1 4,2 1 0,3 0,922
IX 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
X 0 0,0 2 0,8 0 0,0 2 0,6
Xl 0 0,0 1 0,4 0 0,0 1 0,3
Xl 0 0,0 7 2,8 0 0,0 7 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma
forma. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (p6s-teste analise de residuos) ou teste exato de Fisher,
conforme o caso. Em vermelho as associa¢fes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada em acaso) e em amarelo
as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Os percentuais foram calculados baseados em cada
caracteristica epidemioldgica e aos dados para os quais existia informagéo, excluindo os pacientes que ndo informaram dados
para: o seu Sexo foram 2, sua idade foram 7, sua raca/cor foram 63, sua escolaridade (entrando os grupos nos que ndo se aplica
e surdo e mudo) foram 11, a presenca de lesdes 78 e tempo de residéncia no endereco informado na entrevista foram 20. Ensino

fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.15. Frequéncias de algumas caracteristicas dos Genotipos para os Cluster obtidos com 13 VNTR.

NUmero de isolados e

5 _ Total de FR de clusters  FR de clusters i -

E [ e 2 ) S @ 8 ~ L S @ L © isolados em sobre o total ~ sobre o total de c::u}?téjre qpua: :;r;tre:nimno Genotipos achaéjos

a ° 3 o < < N < © & S & S = cluster dos 709 343 isolados Recife em ouitros estacos

a N % genotipados  com 13 VNTRs N %
Co1 3 7 9 7 9 2 8 5 5 8 2 7 3 12 67 17 35 3 23 CE
C02 3 7 9 7 9 2 8 6 5 8 2 7 3 7 3,9 10 2 5 38 CEeRO
C03 3 4 9 7 9 2 7 6 5 8 2 4 3 3 17 04 0,9 1 08 CEeMT
C04 3 4 8 7 9 2 8 6 5 8 2 4 3 2 11 0,3 06 1 08 CE
C05 3 4 f) 7 10 2 7 6 5 8 2 4 3 3 17 0,4 09 2 15 CEePA
C06 3 7 10 9 3 2 7 6 5 8 2 7 3 5 28 0,7 15 5 38 -
co7 3 4 10 8 8 2 7 6 4 8 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
Co8 3 4 8 8 8 2 7 6 5 8 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C09 3 4 11 8 8 2 7 6 5 8 2 4 3 9 5 13 26 6 46 CE
C10 3 7 10 8 3 2 7 6 5 8 2 7 3 36 201 51 105 25 19,2 CE
C11 3 7 9 8 3 2 7 6 5 8 2 7 3 39 218 55 114 31 238 RJe CE
C12 3 7 10 8 3 2 7 6 5 5 2 7 3 3 17 0,4 09 2 15 -
C13 3 4 10 8 8 2 7 6 5 10 2 4 3 4 2.2 0,6 12 2 15 CE
Cl4 3 4 10 8 8 2 7 6 5 7 2 4 3 3 17 0,4 09 1 08 -
C15 3 7 9 8 8 2 7 6 5 5 2 7 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C16 3 5 10 8 3 2 7 6 5 8 2 7 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C17 3 4 9 8 9 2 7 6 5 8 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C18 3 4 10 8 3 2 7 6 5 8 2 4 4 2 11 0,3 06 2 15 -
C19 3 4 13 8 8 2 7 7 5 8 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C20 3 4 12 8 3 2 7 7 5 8 2 4 3 3 17 0,4 09 2 15 -
c21 3 4 11 8 3 2 7 7 5 9 2 4 3 5 28 0,7 15 4 3.1 -
C22 3 4 11 8 3 2 7 7 5 5 2 7 3 3 17 0,4 09 2 15 -
c23 3 4 11 8 8 2 7 7 5 8 2 4 3 4 22 0,6 1,2 3 23 -
C24 3 4 11 8 8 2 8 7 5 8 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
c25 3 4 10 8 8 2 8 7 5 9 2 4 3 2 11 0,3 06 2 15 -
C26 3 4 11 7 8 2 8 6 5 8 2 4 B 2 11 0,3 06 2 15 -
C27 3 4 11 7 9 2 8 6 7 10 2 5 B 3 17 0,4 09 2 15 CE
c28 3 4 12 7 10 2 8 6 4 10 2 5 8 2 11 03 06 2 15 -
c29 3 N 10 2 8 6 4 10 2 5 ) 5 2,8 07 15 4 3.1 -
C30 3 4 13 7 10 2 8 6 4 10 2 5 3 6 34 038 17 5 38 -
c3l 3 4 12 7 10 2 9 6 4 D 2 5 8 2 11 03 06 2 15 -

Total 179 100% 25.2% 52,7% 130 100% 2

As diferengas de coloracdo e intensidade resaltam a diversidade de nimeros de copias para cada um dos perfies genéticos achados para os 31 clusters obtidos com a analise de 13 VNTRs.
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Tabela 4.16. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram em cluster e néo
cluster a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster Nao Cluster Total
N=178 % N=163 % N T e
Paucibacilares 22 12,4 24 14,7 46 13,5
Multibacilares 146 82,0 121 74,2 267 78,3 0,1312
Classificacao 1B Negativos 10 5,6 18 11,0 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 32 18,0 42 25,8 74 21,7 0.0884
Multibacilares 146 82,0 121 74,2 267 78,3 '
Feminino 38 21,2 45 27,6 83 24,3 0.2056
Sexo Masculino 141 78,8 118 72,4 259 75,7 '
TOTAL 179 100,0 163 100,0 342 100,0 -
Idade média 44 anos 43 anos 43,5 anos -
lassificacs < 15 anos 10 57 7 4.4 17 51
Classificacao 15 - 59 Anos 129 733 116 734 245 734 0,8583
> 60 anos 37 21,0 35 22,2 72 21,6
Branca 46 31,7 45 33,3 91 32,5
Parda 89 61,4 82 60,7 171 61,1
R Preta 9 62 7 52 16 57 09816
Amarela 1 0,7 1 0,7 2 0,7
N&o escolar 1 0,6 0 0,0 1 0,3
Analfabeto 23 13,3 20 12,7 43 13,0
EFI - Completo 22 12,7 20 12,7 42 12,7
EFI - Incompleto 31 17,9 22 13,9 53 16,0
. EFII - Completo 2 1,2 8 51 10 3,0
Escolaridade EFI1 - Incompleto 46 266 44 218 90 272 04689
EM - Completo 38 22,0 40 25,3 78 23,6
EM - Incompleto 5 2,9 2 1,3 7 2,1
ES - Completo 1 0,6 0 0,0 1 0,3
ES - Incompleto 4 2,3 2 1,3 6 1,8
CN 162 91,0 155 94,5 317 92,7
Classificacéo R/R 7 3,9 5) 3,0 12 3,5 0.2936
terapéutica FT 9 5,1 3 1,8 12 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,6 1 0,3
2012 44 24,6 38 23,2 82 23,9
2013 47 26,3 26 15,9 73 21,3
Ano da 2014 61 34,1 44 26,8 105 30,6 0.0011
coleta/entrevista 2015 18 10,1 30 18,3 48 14,0 '
2016 7 3,9 23 14,0 30 8,7
2017 2 1,1 3 1,8 5 1,5
Presenca de Sim 137 76,1 127 77,9 264 77,0 0.7023
lesdes Nao 43 23,9 36 22,1 79 23,0 '
Pacientes com racgéo 3 75 1 25 4 100 -
Municipio de Recife 136 76,4 118 71,5 254 74,1 0.3255
residéncia Qutros Municipios 42 23,6 47 28,5 89 25,9 '
Tempo 0-10 anos 53 31,7 39 25,0 92 28,5
residéncia no 11-20 anos 44 26,3 47 30,1 91 28,2 0578
momento da 21-30 anos 23 138 25 16,0 48 14,9 '
entrevista. 31 ou mais anos 47 28,1 45 28,8 92 28,5
| 156 91,2 130 86,7 286 89,1
11 5 2,9 2 1,3 7 2,2
111 6 35 8 5,3 14 4.4
v 1 0,6 3 2,0 4 1,2
GRS VIl 0 0,0 1 0,7 1 0,3 0,5031
IX 0 0,0 1 0,7 1 0,3
XI 0 0,0 1 0,7 1 0,3
XI1 3 1,8 4 2,7 7 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma
forma. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pos-teste analise de residuos) ou teste exato
de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associa¢fes negativas/inversas (frequéncia menor que a esperada em
acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental 1= EFI;
Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Na Tabela 4.16 foram calculadas as porcentagems das caracteristicas epidemioldgicas
dos isolados em cluster e ndo cluster obtidos mediante analises com 13 VNTRs. Os maiores
valores obtidos corresponderam, em cada caso; pacientes em cluster e ndo clusters,
respectivamente: a 146 isolados em cluster e 121 isolados que ndo encontraram-se em cluster
(82,0% e 74,2%) foram pacientes MB, 141 e 118 (78,8% e 72,4%) do sexo masculino, 129 e
116 (73,3% e 73,4%) apresentaram idades de 15 até 59 anos, 89 e 82 (61,4% e 60,7%)
autodeclararam-se pardos, 46 e 44 (26,6% e 27,8%) possuiam ensino fundamental 2
incompleto, 162 e 155 (91,0% e 94,5%) foram classificados como CN e 9 (5,1%) como
possiveis casos de FT em os isolados em cluster e 5 (3,0%) como possiveis casos de
recidiva/reinfeccdo nos isolados que ndo encontraram-se em cluster, 61 e 44 (34,1% e 26,8%)
amostras foram coletadas dos pacientes no ano 2014, 137 e 127 (76,1% e 77,9%) apresentaram
lesbes, 3 e 1 (75% e 25%) foram pacientes com reacéo, 136 e 118 (76,4% e 71,5%) foram
pacientes com residéncia no municipio de Recife, 53 e 39 (31,7% e 25,0%) tinham um tempo
de zero a 10 anos de residéncia no enderego informado na entrevista, e 156 e 130 (91,2% e
86,7%) localizavam-se no GERES 1. S6 se observou significancia estatistica para os anos 2013
nos pacientes em cluster e nos anos 2015 e 2016 para os pacientes nao clusters, mostrados na
tabela 4.16 em amarelo, registrando-se um p=0,0011 para esta Unica categoria de caracteristica

epidemioldgica.

As tabelas abaixo apresentam as comparac@es entre cada um dos quatros maiores cluster
(C01, C09, C10 e C11) confrontados com os isolados que ndo estdo em cluster e com

isolados restantes que estejam ou ndo em cluster:

Cluster C01

Dos calculos apresentados na Tabela 4.17 entre os 12 isolados do cluster CO1 e os
isolados que n&o estdo em cluster, a maior quantidade de isolados obtidos corresponderam em
cada caso, respectivamente: a 9 isolados do cluster C01 e 121 isolados que ndo estdo em cluster
(75,0% e 74,2%) de pacientes MB, 10 e 118 (83,3% e 72,4%) do sexo masculino, 9 e 116
(75,0% e 73,4%) com idades de 15 ate 59 anos, 6 e 82 (66,7% e 60,7%) que autodeclararam-
se pardos, 2 e 44 (16,7% e 27,8%) com ensino fundamental 2 incompleto e 4 e 40 (33,3% e
25,3%) com ensino médio completo, 11 e 286 (91,7% e 93,5%) classificados como CN, 3 e
44 (25,0% e 26,8%) amostras coletadas dos pacientes no ano 2014 e 4 e 26 (33,3% e 15,9%)
amostras do ano 2013, 7 e 128 (58,3% e 78,0%) que apresentaram les6es, 0 e 1 (0% e 100%)

pacientes com reacdo, 9 e 118 (75,0% e 72,0%) pacientes com residéncia no municipio de
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Recife, 4 e 45 (36,4% e 28,8%) que tinham um tempo de 31 ou mais anos de residéncia no
endereco informado na entrevista, e 10 e 130 (90,9% e 86,7%) que localizavam-se no GERES
I. N&o se registrou significancia estatistica em nenhuma das caracteristicas epidemiolégicas

comparadas para 0s pacientes que compdem o cluster C01 vs. os pacientes ndo cluster.

Na Tabela 4.18 comparou-se o0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos isolados que compdem o cluster CO1 com os isolados restantes que estao
em outros clusters ou ndo em cluster. A maior quantidade de isolados obtidos corresponderam
em cada caso; cluster CO1 e outros isolados em clusters ou nédo, respectivamente: a 9 isolados
do cluster CO1 e 258 dos isolados restantes (75,0% e 78,4%) pertencentes a pacientes MB, 10
e 248 (83,3% e 75,6%) do sexo masculino, 9 e 235 (75,0% e 73,2%) com idades de 15 até 59
anos, 6 e 164 (66,7% e 60,7%) que autodeclararam-se pardos, 4 e 74 (33,3% e 23,2%) com
ensino médio completo, 11 e 306 (91,7% e 92,7%) foram classificados como CN e 1 (8,3%)
como possiveis casos de falha terapéutica para os isolados que compdem o cluster 01 e 12
(3,6%) como possiveis casos de R/R para os restantes isolados em cluster ou ndo, 3 e 101
(25,0% e 30,6%) amostras foram coletadas dos pacientes no ano 2014, 7 e 256 (58,3% e 77,6%)
apresentaram lesdes, 0 e 4 (0,0% e 100%) foram pacientes com reacdo, 9 e 245 (75,0% e 74,2%)
foram pacientes com residéncia no municipio de Recife, 3 (27,3%) tinham um tempo de zero a
10 anos de residéncia no endereco informado na entrevista para os isolados do cluster 01 e 89
(28,6%) tinham um tempo de 11 a 20 anos de residéncia no endere¢o informado na entrevista
para o restante dos isolados que estdo ou ndo em cluster, e 10 e 275 (90,9% e 88,4%)
localizavam-se no GERES |. Ndo se registrou significancia estatistica em nenhuma das
caracteristicas epidemiol6gicas comparadas para os pacientes que compdem o cluster C01 vs.

0s pacientes restantes cluster e ndo cluster.

108



Tabela 4.17. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 01 e 0s
pacientes que ndo estdo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 01 Nao Cluster Total
p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 1 8,3 24 14,7 25 14,3
Multibacilares 9 75,0 121 74,2 130 74,3 0,7478
Classificacdo 1B Negativos 2 16,7 18 11,0 20 11,4
Paucibacilares+Negativos 3 25,0 42 25,8 45 25,7 09999
Multibacilares 9 75,0 121 74,2 130 74,3 '
Feminino 2 16,7 45 27,6 47 26,9 05183
Sexo Masculino 10 83,3 118 72,4 128 73,1 '
TOTAL 12 100,0 163 100,0 175 100,0 -
Idade média 32,1 anos 43 anos 37,6 anos -
Classificacs < 15 anos 2 22,2 45 33,3 47 32,6
aﬁgﬁ:‘?a" 15— 59 Anos 6 66,7 82 60,7 88 61,1  0,8202
> 60 anos 1 11,1 7 5,2 8 5,6
Branca 2 22,2 45 33,3 47 32,6
Parda 6 66,7 82 60,7 88 61,1
RepRicr Preta 1 11,1 7 52 8 5o 9253
Amarela 0 0,0 1 0,7 1 0,7
Analfabeto 2 16,7 20 12,7 22 12,9
EFI - Completo 1 8,3 20 12,7 21 12,4
EFI - Incompleto 2 16,7 22 13,9 24 14,1
. EFII - Completo 0 0,0 8 51 8 47
Escolaridade EFII - Incompleto 2 16,7 44 278 46 o271 088
EM - Completo 4 33,3 40 25,3 44 25,9
EM - Incompleto 0 0,0 2 1,3 2 1,2
ES - Incompleto 1 8,3 2 1,3 3 1,8
CN 11 91,7 286 93,5 297 93,4
Classificacao R/R 0 0,0 11 3,6 11 35 0.8836
terapéutica FT 1 8,3 8 2,6 9 2,8 ’
AB 0 0,0 1 0,3 1 0,3
2012 3 25,0 38 23,2 41 23,3
2013 4 33,3 26 15,9 30 17,0
Ano da 2014 3 25,0 44 26,8 47 26,7 0.3526
coleta/entrevista 2015 1 8,3 30 18,3 31 17,6 '
2016 0 0,0 23 14,0 23 13,1
2017 1 8,3 3 1,8 4 2,3
Presenca de Sim 7 58,3 128 78,0 135 76,7 0.1535
lesGes Nao 5 41,7 36 22,0 41 23,3 '
Pacientes com racgéo 0 0,0 1 100,0 1 100,0 -
Municipio de Recife 9 75,0 118 72,0 127 72,2 >0 9999
residéncia Outros Municipios 3 25,0 46 28,0 49 27,8 '
Tempo de 0-10 anos 3 27,3 39 25,0 42 25,1
residéncia no 11-20 anos 2 18,2 47 30,1 49 29,3
_ endereco 21-30 anos 2 18,2 25 160 27 162 08622
anch]:l[r;?/?SctJana 31 ou mais anos 4 36,4 45 28,8 49 29,3
| 10 90,9 130 86,7 140 87,0
I 0 0,0 2 1,3 2 1,2
11 1 9,1 8 53 9 5,6
1\ 0 0,0 3 2,0 3 1,9
SIS Vil 0 0,0 1 07 1 o6 0%
IX 0 0,0 1 0,7 1 0,6
XI 0 0,0 1 0,7 1 0,6
XI1 0 0,0 4 2,7 4 2,5

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma
forma, sendo o total o 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de
independéncia (pos-teste analise de residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Ensino fundamental 1=
EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.18. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 01 e 0s
pacientes restantes que estdo ou ndo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 01 Clusters e Néo Total

Clusters p-va|0r
N % N % N %
Paucibacilares 1 8,3 45 13,7 46 13,5
Multibacilares 9 75,0 258 78,4 267 78,3 0,6057
Classificacdo 1B Negativos 2 16,7 26 7,9 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 3 25,0 71 21,6 74 21,7 0.7277
Multibacilares 9 75,0 258 78,4 267 78,3 !
Feminino 2 16,7 80 24,4 82 24,1 0.7378
Sexo Masculino 10 83,3 248 75,6 258 75,9 ’
TOTAL 12 100,0 328 100,0 340 100,0 -
Idade média 32,1 anos 43,5 anos 37,8 anos -
Classificagéo <15 anos 1 8,3 16 5,0 17 51
etaria 15— 59 Anos 9 75,0 235 73,2 244 73,3 0,8529
> 60 anos 2 16,7 70 21,8 72 21,6
Branca 2 22,2 89 33,0 91 32,6
Parda 6 66,7 164 60,7 170 60,9
REENEs Preta 1 11 15 56 16 Gy
Amarela 0 0,0 2 0,7 2 0,7
Nao escolar 0 0,0 1 0,3 1 0,3
Analfabeto 2 16,7 41 12,9 43 13,0
EFI - Completo 1 8,3 41 12,9 42 12,7
EFI - Incompleto 2 16,7 51 16,0 53 16,0
. EFII - Completo 0 0,0 10 3,1 10 3,0
Escolaridade EFI1 - Incompleto 2 167 88 276 90 272 099
EM - Completo 4 33,3 74 23,2 78 23,6
EM - Incompleto 0 0,0 7 2,2 7 2,1
ES - Completo 0 0,0 1 0,3 1 0,3
ES - Incompleto 1 8,3 5 1,6 6 1,8
CN 11 91,7 306 92,7 317 92,7
C|ass|t|ca-gao R/R 0 0,0 12 3,6 12 3,5 0,9106
terapéutica FT 1 8,3 11 3.3 12 &5
AB 0 0,0 1 0,3 1 0,3
2012 3 25,0 79 23,9 82 24,0
2013 4 33,3 69 20,9 73 21,3
Ano da 2014 3 25,0 101 30,6 104 30,4
. 0,5248
coleta/entrevista 2015 1 8,3 47 14,2 48 14,0
2016 0 0,0 30 91 30 8,8
2017 1 8,3 4 1,2 5 1,5
Presenca de lesdes S|~m ! 58,3 256 76 2 Ja 0,1573
N&o 5 41,7 74 22,4 79 23,1
Pacientes com racao 0 0,0 4 100,0 4 100,0 -
Municipio de Recife 9 75 245 74,2 254 74,3 509999
residéncia Outros Municipios 3] 25 85 25,8 88 25,7 !
Tempo de 0-10 anos 3 27,3 88 28,3 91 28,3
residéncia no 11-20 anos 2 18,2 89 28,6 91 28,3
endereco 21-30 anos 2 18,2 46 14,8 48 14,9 0,8703
'”:ﬂ:f;%?s‘i;a 31 ou mais anos 4 364 88 283 92 28,6
| 10 90,9 275 88,4 285 88,5
1 0 0,0 7 2,3 7 2,2
11 1 9,1 13 4,2 14 4,3
[\ 0 0,0 4 1,3 4 1,2
GERES VIII 0 0,0 1 0,3 1 0,3 0,9998
IX 0 0,0 1 0,3 1 0,3
X 0 0,0 2 0,6 2 0,6
Xl 0 0,0 1 0,3 1 0,3
Xl 0 0,0 7 2,3 7 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma
forma, sendo o total o 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia
(pos-teste analise de residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental
2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Cluster 9

Na Tabela 4.19 comparou-se os valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos nove isolados que compdem o cluster CO9 com os isolados que nédo se
encontram em cluster. Desta comparacdo a maior quantidade de isolados obtidos
corresponderam em cada caso; cluster C09 e ndo clusters, respectivamente: a 8 isolados do
cluster C09 e 121 isolados que nao se encontram em cluster (88,9% e 74,2%) de pacientes MB,
8 e 118 (88,9% e 72,4%) do sexo masculino, 6 e 116 (66,7% e 73,4%) apresentaram idades de
15 até 59 anos, 6 e 82 (75,0% e 60,7%) autodeclararamm-se pardos, 4 e 44 (44,4% e 27,8%)
possuiam ensino fundamental 2 incompleto, 8 e 155 (88,9% e 94,5%) foram classificados como
CN e 1 (11,1%) como possiveis casos de FT em os isolados do cluster C09 e 5 (3,0%) como
possiveis casos de R/R nos isolados que ndo encontram-se em cluster, 3 e 44 (33,3% e 26,8%)
amostras foram coletadas dos pacientes no ano 2014, 7 e 128 (77,8% e 78,0%) apresentaram
lesbes, 0 e 1 (0% e 100%) foram pacientes com reacdo, 6 e 118 (66,7% e 72,0%) foram
pacientes com residéncia no municipio de Recife, 5 e 39 (62,5% e 25,0%) tinham tempo de
zero a 10 anos de residéncia no endereco informado na entrevista e 8 e 130 (88,9% e 86,7%)
localizavam-se no GERES I. Ndo se registrou significancia estatistica em nenhuma das
caracteristicas epidemiol6gicas comparadas para os pacientes que compdem o cluster C09 vs.

0s pacientes restantes cluster e ndo cluster.

Na Tabela 4.20 comparou-se os valores das porcentagems das caracteristicas
epidemiolégicas dos isolados que compdem o cluster C09 com os isolados restantes que estao
em outros clusters ou ndo estdo em cluster. Desta comparagdo a maior quantidade de isolados
obtidos corresponderam em cada caso; cluster C09 e outros isolados em clusters ou néo,
respectivamente: 8 isolados do cluster C09 e 259 isolados restantes (88,9% e 78,0%) de
pacientes MB, 8 e 250 (88,9% e 75,5%) do sexo masculino, 6 e 238 (66,7% e 73,5%)
apresentram idades de 15 até 59 anos, 6 e 164 (75,0% e 60,5%) autodeclararam-se pardos, 4 e
86 (44,4% e 26,7%) possuiam ensino fundamental 2 incompleto, 8 e 309 (88,9% e 92,8%)
classificados como CN e 1 (11,1%) classificado como possiveis casos de FT para os isolados
que compdem o cluster C09, 12 (3,6%) identificado como possivel caso de R/R para os
restantes isolados em cluster ou ndo, 3 e 101 (33,3% e 30,3%) amostras foram coletadas dos
pacientes no ano 2014, 7 e 256 (77,8% e 76,9%) apresentaram lesdes, 0 e 4 (0% e 100%) foram
pacientes com reacdo, 6 e 248 (66,7% e 74,5%) pacientes com residéncia no municipio de
Recife, 5 (62,5%) tinham cerca de 10 anos de residéncia no enderego informado na entrevista

para os isolados do cluster C09 e 91 (29,0%) tinham um tempo de 31 ou mais anos de residéncia
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no endereco informado na entrevista para o restante dos isolados que estdo ou ndo em cluster,
e 8 e 277 (88,9% e 88,5%) localizavam-se no GERES I. N&o se registrou significancia
estatistica em nenhuma das caracteristicas epidemioldgicas comparadas para 0s pacientes que

compdem o cluster C09 vs. 0s pacientes restantes.
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Tabela 4.19. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 09 e os
pacientes que ndo estdo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster C09 Nao Clusters Total p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 0 0,0 24 14,7 24 14,0
Multibacilares 8 88,9 121 74,2 129 75,0 0,2958
Classificagéo 1B Negativos 1 11,1 18 11,0 19 11,0
Paucibacilares+Negativos 1 11,1 42 25,8 43 25,0 0.4533
Multibacilares 8 88,9 121 74,2 129 75,0 '
Feminino 1 111 45 27,6 46 26,7 0.4475
Sexo Masculino 8 88,9 118 72,4 126 73,3 '
TOTAL 9 100,0 163 100,0 172 100,0 -
Idade média 48,8 anos 43 anos 45,9 anos -
e < 15 anos 0 0,0 7 4,4 7 4,2
C'aig'r‘fggao 15 - 59 Anos 6 66,7 116 734 122 731 0,6122
> 60 anos 3 333 35 22,2 38 22,8
Branca 1 12,5 45 33,3 46 32,2
Parda 6 75,0 82 60,7 88 61,5
Raga/Cor Preta 1 12,5 7 5,2 8 5,6 0.7945
Amarela 0 0,0 1 0,7 1 0,7
Analfabeto 1 11,1 20 12,7 21 12,6
EFI - Completo 2 22,2 20 12,7 22 13,2
EFI - Incompleto 1 111 22 13,9 23 13,8
. EFII - Completo 1 11,1 8 51 9 5,4
Escolaridade EF11 - Incompleto 4 444 44 218 48 287 0,76
EM - Completo 0 0,0 40 25,3 40 24,0
EM - Incompleto 0 0,0 2 1,3 2 1,2
ES - Incompleto 0 0,0 2 1,3 2 1,2
CN 8 88,9 155 94,5 163 94,2
Classificagéo R/R 0 0,0 5 3,0 5 2,9 0.8154
terapéutica FT 1 11,1 3 1,8 4 2,3 '
AB 0 0,0 1 0,6 1 0,6
2012 2 22,2 38 23,2 40 23,1
2013 3 33,3 26 15,9 29 16,8
Ano da 2014 3 33,3 44 26,8 47 27,2 05838
coleta/entrevista 2015 0 0,0 30 18,3 30 17,3 ’
2016 1 11,1 23 14,0 24 13,9
2017 0 0,0 3 1,8 3 1,7
~ Sim 7 77,8 128 78,0 135 78,0
Presenca de lesdes N30 > 22 36 22.0 38 220 >0,9999
Pacientes com racdo 0 0,0 1 100,0 1 100,0 -
Municipio de Recife 6 66,7 118 72,0 124 71,7 0714
residéncia Outros Municipios 3 33,3 46 28,0 49 28,3 '
Tempo de 0-10 anos 5 62,5 39 25,0 44 26,8
residéncia no 11-20 anos 2 25 47 30,1 49 299
__enderego 21-30 anos 0 0 25 160 25 152 01231
informado na
entrevista 31 ou mais anos 1 12,5 45 28,8 46 28,0
| 8 88,9 130 86,7 138 86,8
1l 0 0,0 2 1,3 2 1,3
11 1 11,1 8 53 9 5,7
v 0 0,0 3 2,0 3 1,9
GRS VI 0 0,0 1 0,7 1 0,6 U
IX 0 0,0 1 0,7 1 0,6
XI 0 0,0 1 0,7 1 0,6
X1 0 0,0 4 2,7 4 2,5

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Ensino fundamental 1= EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino
Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.20. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 09 e os
pacientes restantes que estdo ou ndo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster C09  Cluster e Néo Clusters Total p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 0 0,0 46 13,9 46 13,5
Multibacilares 8 88,9 259 78,0 267 78,3 0,4785
Classificacao 1B Negativos 1 11,1 27 8,1 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 1 11,1 73 22,0 74 21,7 0.69
Multibacilares 8 88,9 259 78,0 267 78,3 '
Feminino 1 11,1 81 245 82 24,1 0.6928
Sexo Masculino 8 88,9 250 75,5 258 75,9 !
TOTAL 9 100 331 100,0 340  100,0 -
Idade média 48,8 anos 42,9 anos 45,9 anos -
I < 15 anos 0 0,0 17 5,2 17 51
C'azstg'r‘i::‘?ao 15 - 59 Anos 6 667 238 735 244 733 05729
> 60 anos 3 33,3 69 21,3 72 21,6
Branca 1 12,5 90 33,2 91 32,6
Parda 6 75,0 164 60,5 170 60,9
Reac Preta 1 125 15 55 16 57 07928
Amarela 0 0,0 2 0,7 2 0,7
Na&o escolar 0 0,0 1 0,3 1 0,3
Analfabeto 1 11,1 42 13,0 43 13,0
EFI - Completo 2 22,2 40 12,4 42 12,7
EFI - Incompleto 1 11,1 52 16,1 53 16,0
. EFI11 - Completo 1 11,1 9 2,8 10 3,0
Escolaridade EFI - Incorr?pleto 4 444 86 26,7 0 212 ¥
EM - Completo 0 0,0 78 24,2 78 23,6
EM - Incompleto 0 0,0 7 2,2 7 2,1
ES - Completo 0 0,0 1 0,3 1 0,3
ES - Incompleto 0 0,0 6 1,9 6 1,8
CN 8 88,9 309 92,8 317 92,7
Classificacao R/R 0 0,0 12 3,6 12 3,5 0.9218
terapéutica FT 1 11,1 11 3,3 12 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,3 1 0,3
2012 2 22,2 80 24,0 82 24,0
2013 3 33,3 70 21,0 73 21,3
Ano da_ 2014 3 33,3 101 30,3 104 30,4 0.7719
coleta/entrevista 2015 0 0,0 48 14,4 48 14,0 '
2016 1 11,1 29 8,7 30 8,8
2017 0 0,0 5 15 5 1,5
Presenca de Sim 7 77,8 256 76,9 263 769 09999
lesdes Né&o 2 22,2 77 23,1 79 23,1 '
Pacientes com ragdo 0 0,0 4 100,0 4 100,0 -
Municipio de Recife 6 66,7 248 74,5 254 74,3 0.6995
residéncia Outros Municipios 3 33,3 85 25,5 88 25,7 '
Tempo de 0-10 anos 5 62,5 86 27,4 91 28,3
residéncia no 11-20 anos 2 25 89 28,3 91 28,3
_ endereco 21-30 anos 0 0 48 153 48 149 0,149
informado na -
entrevista 31 ou mais anos 1 12,5 91 29,0 92 28,6
| 8 88,9 277 88,5 285 88,5
I 0 0,0 7 2,2 7 2,2
11 1 11,1 13 4,2 14 4,3
v 0 0,0 4 1,3 4 1,2
GERES VI 0 0,0 1 0,3 1 0,3 0,9999
IX 0 0,0 1 0,3 1 0,3
X 0 0,0 2 0,6 2 0,6
Xl 0 0,0 1 0,3 1 0,3
Xl 0 0,0 7 2,2 7 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pés-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Ensino fundamental 1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino
Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Cluster 10

Na Tabela 4.21 comparou-se 0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos 36 isolados que compdem o cluster C10 com os isolados que ndo estdo em
cluster. Desta comparacdo a maior quantidade de isolados obtidos corresponderam em cada
caso; cluster C10 e néo clusters, respectivamente: 27 isolados do cluster C10 e 121 isolados
que ndo estdo em cluster (75,0% e 74,2%) de pacientes MB, 25 e 118 (69,4% e 72,4%)
provenientes de pacientes do sexo masculino, 24 e 116 (68,6% e 73,4%) apresentam idades de
15 até 59 anos, 17 e 82 (60,7% e 60,7%) autodeclaram-se pardos, 11 e 44 (31,4% e 27,8%)
possuem ensino fundamental 2 incompleto, 31 e 155 (86,1% e 94,5%) foram classificados como
CN e 4 (11,1%) como possiveis casos de FT em os isolados do cluster C10, e 5 (3,0%) como
possiveis casos de R/R nos isolados que ndo encontram-se em cluster, 14 e 44 (38,9% e 26,8%)
amostras foram coletadas dos pacientes no ano 2014, 30 e 128 (83,3% e 78,0%) apresentaram
leses, 0 e 1 (0% e 100%) foram pacientes com reacdo, 25 e 118 (69,4% e 72,0%) foram
pacientes com residéncia no municipio de Recife, 15 e 39 (45,5% e 25,0%) tinham um tempo
de cerca a 10 anos de residéncia no endereco informado na entrevista, e 30 e 130 (83,3% e
86,7%) localizavam-se no GERES I. Se observaram significancias estatisticas na caracteristica
epidemiolégica de ano da coleta/entrevista registrando um valor de p=0,0041; para 0 ano 2013
(36,1% n=13/36) nos pacientes que compdem o cluster C10 e para o0 ano 2015 (18,3%
n=30/164) nos pacientes ndo cluster, também para a caracteristica epidemiolédgica de tempo de
residéncia no endereco informado na entrevista se registro um valor de p=0,048, observando
uma associagéo positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso) para a categoria
de zero a dez anos para os pacientes que compdem o cluster C10 (45,5% n=15/33), mostrado

em amarelo na tabela 4.21.

Na Tabela 4.22 comparam-se o0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos isolados que compdem o cluster C10 com os isolados restantes que estao
em outros clusters ou ndo estdo em cluster. Desta comparagéo a maior quantidade de isolados
obtidos corresponderam em cada caso; cluster C10 e outros isolados em clusters ou ndo,
respectivamente: a 27 isolados do cluster C10 e 240 isolados restantes (75,0% e 78,7%) de
pacientes MB, 25 e 233 (69,4% e 76,6%) do sexo masculino, 2 e 15 (5,7% e 5,0%) apresentaram
idades menores a 15 anos e 24 e 220 (68,6% e 73,8%) apresentam idades de 15 até 59 anos, 17
e 153 (60,7% e 61,0%) autodeclararam-se pardos, 11 e 79 (31,4% e 26,7%) possuem ensino
fundamental 2 incompleto, 31 e 286 (86,1% e 93,5%) foram classificados como CN e 4 (11,1%)

como possiveis casos de FT para os isolados que compdem o cluster C10, e 11 (3,6%) como
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possiveis casos de R/R para os isolados restantes, 14 e 90 (38,9% e 29,4%) amostras foram
coletadas dos pacientes no ano 2014, 30 e 233 (83,3% e 76,1%) apresentaram lesdes, 0 e 4 (0%
e 100%) foram pacientes com reacao, 25 e 229 (69,4% e 74,8%) foram pacientes com residéncia
no municipio de Recife, 15 (45,5%) tinham um tempo de cero a 10 anos de residéncia no
endereco informado na entrevista para os isolados do cluster C10, e 87 (30,1%) tinham tempo
de 31 o mais anos de residéncia no enderecgo informado na entrevista para os isolados restantes,
e 30 e 268 (83,3% e 87,6%) localizavam-se no GERES I. Foram observaram significancias
estatisticas na caracteristica epidemioldgica de ano da coleta/entrevista registrando um valor de
p=0,0328; para 0 ano 2013 (36,1% n=13/36) nos pacientes que compdem o cluster C10 e para
0 ano 2015 (15,4% n=47/306) nos pacientes restantes, também para a caracteristica
epidemioldgica de tempo de residéncia no endereco informado na entrevista se registrou um
valor de p=0,0355 foi observada uma associacdo positiva/direta (frequéncia maior que a
esperada ao acaso) para o tempo de residéncia no endereco informado na entrevista de zero a
dez anos para os pacientes que compdem o cluster C10 (45,5% n=15/33), mostrado em amarelo
na tabela 4.22.
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Tabela 4.21. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 10 e 0s
pacientes que ndo estdo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 10 Nao Clusters Total
p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 8 22,2 24 14,7 32 16,1
Multibacilares 27 75,0 121 74,2 148 74,4 0,2077
Classificacéo 1B Negativos 1 2,8 18 11,0 19 9,5
Paucibacilares+Negativos 9 25,0 42 25,8 51 25,6 >0.9999
Multibacilares 27 75,0 121 74,2 148 74,4 '
Feminino 11 30,6 45 27,6 56 28,1 06885
Sexo Masculino 25 69,4 118 72,4 143 71,9 '
TOTAL 36 100,0 163 100,0 199 100,0 -
Idade média 44 anos 43 anos 43,5 anos -
Classificacs < 15 anos 2 57 7 4.4 9 4,7
aﬁg'ﬁ:@a" 15 - 59 Anos 24 686 116 734 140 72,5 0,838
> 60 anos 9 25,7 35 22,2 44 22,8
Branca 9 32,1 45 33,3 54 33,1
Parda 17 60,7 82 60,7 99 60,7
REERICTT Preta 2 71 7 52 9 5,5 0.9424
Amarela 0 0,0 1 0,7 1 0,6
Analfabeto 5 14,3 20 12,7 25 13,0
EFI - Completo 5 14,3 20 12,7 25 13,0
EFI - Incompleto 8 22,9 22 13,9 30 15,5
EFII - Completo 1 29 8 51 9 47
Escolaridade EFII - Incompleto 11 314 44 27,8 55 28,5 0,359
EM - Completo 3 8,6 40 25,3 43 22,3
EM - Incompleto 0 0,0 2 1,3 2 1,0
ES - Completo 1 29 0 0,0 1 0,5
ES - Incompleto 1 2,9 2 1,3 3 1,6
CN 31 86,1 155 94,5 186 93
Classificacao R/R 1 2,8 5 3,0 6 3 02395
terapéutica FT 4 11,1 3 1,8 7 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,6 1 0,5
2012 7 19,4 38 23,2 45 22,5
d 2013 13 36,1 26 15,9 39 19,5
colet?/Zﬁtrzvista 2014 14 38,9 a4 268 58 29,0 0,0041
2015 1 2,8 30 18,3 31 15,5 '
2016 1 2,8 23 14,0 24 12,0
2017 0 0,0 3 1,8 3 15
Presenca de Sim 30 833 128 78,0 158 79 06517
lesbes Nao 6 16,7 36 22,0 42 21 '
Pacientes com racéo 0 0,0 1 100,0 1 100,0 -
Municipio de Recife 25 69,4 118 72,0 143 71,5 08388
residéncia Outros Municipios 11 306 46 28,0 57 28,5 '
Tempo de 0-10 anos 15 455 39 25,0 54 28,6
residéncia no 11-20 anos 11 33,3 47 30,1 58 30,7
endereco 21-30 anos 2 6,1 25 16,0 27 14,3 0,048
|n(1;(r)]:rr1;\a/(iis(;ana 31 ou mais anos 5 15,2 45 28,8 50 26,5
| 30 83,3 130 86,7 160 86,0
I 3 8,3 2 1,3 5 2,7
11 2 5,6 8 53 10 5,4
\Y/ 1 2,8 3 2,0 4 2,2
CEES Vil 0 00 1 0.7 1 T
IX 0 0,0 1 0,7 1 0,5
XI 0 0,0 1 0,7 1 0,5
Xl 0 0,0 4 2,7 4 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a
esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental

1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.22. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 10 e 0s
pacientes restantes que estdo ou ndo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 10 Clusters e Néo Total

Clusters p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 8 22,2 38 12,5 46 13,5
Multibacilares 27 75,0 240 78,7 267 78,3 0,1512
Classificacéo 1B Negativos 1 2,8 27 8,9 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 9 25 65 21,3 74 217 0.6689
Multibacilares 27 75 240 78,7 267 78,3 '
Feminino 11 30,6 71 23,4 82 24,1 0.4091
Sexo Masculino 25 69,4 233 76,6 258 75,9 ’
TOTAL 36 100,0 304 100,0 340 100,0 -
Idade média 44 anos 44 anos 44 anos -
lassificaca < 15 anos 2 57 15 5,0 17 51
Classificagao 15- 59 Anos 24 686 220 738 244 733 0,7987
> 60 anos 9 25,7 63 21,1 72 21,6
Branca 9 32,1 82 32,7 91 32,6
Parda 17 60,7 153 61,0 170 60,9
A Preta 2 71 14 56 16 57 0%
Amarela 0 0,0 2 0,8 2 0,7
Nd&o escolar 0 0,0 1 0,3 1 0,3
Analfabeto 5 14,3 38 12,8 43 13,0
EFI - Completo 5 14,3 37 12,5 42 12,7
EFI - Incompleto 8 22,9 45 15,2 53 16,0
. EFII - Completo 1 2,9 9 3,0 10 3,0
Escolaridade EFI1 - Incompleto 11 314 79 267 90 272 O
EM - Completo 3 8,6 75 25,3 78 23,6
EM - Incompleto 0 0,0 7 2,4 7 2,1
ES - Completo 1 29 0 0,0 1 0,3
ES - Incompleto 1 2,9 5 1,7 6 1,8
CN 31 86,1 286 93,5 317 92,7
Classificacéo R/R 1 2,8 11 3,6 12 3,5 0.3801
terapéutica FT 4 11,1 8 2,6 12 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,3 1 0,3
2012 7 194 75 245 82 24,0
2013 13 36,1 60 19,6 73 213
Ano da 2014 14 38,9 90 29,4 104 304 0.0328
coleta/entrevista 2015 1 2,8 a7 15,4 48 14,0 '
2016 1 2,8 29 9,5 30 8,8
2017 0 0,0 5 1,6 5 1,5
" Sim 30 83,3 233 76,1 263 76,9
Presenca de lesoes N0 6 167 73 239 79 231 0,4071
Pacientes com ragdo 0 0,0 4 100,0 4  100,0 -
Municipio de Recife 25 69,4 229 74,8 254 743 0.5455
residéncia Qutros Municipios 11 30,6 7 25,2 88 25,7 '
Tempo de 0-10 anos 15 455 76 26,3 91 28,3
residéncia no 11-20 anos 11 33,3 80 27,7 91 283
endereco 21-30 anos 2 6,1 46 159 48 149 0,0355
informado na .
entrevista 31 ou mais anos 5 15,2 87 30,1 92 28,6
| 30 83,3 268 87,6 298 87,1
11 3 8,3 7 2,3 10 2,9
11 2 5,6 13 4.2 15 4,4
v 1 2,8 4 1,3 5 15
GERES VIl 0 0,0 1 0,3 1 0,3 0,8884
IX 0 0,0 1 0,3 1 0,3
X 0 0,0 2 0,7 2 0,6
Xl 0 0,0 1 0,3 1 0,3
XI1 0 0,0 9 29 9 2,6

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pés-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a
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esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental
1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.

Cluster 11

Na Tabela 4.23 comparou-se 0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos 38 isolados que compdem o cluster C11 com os isolados que ndo estdo em
cluster, obtidos mediante analises com 13 VNTR. Desta compara¢do a maior quantidade de
isolados corresponderam em cada caso; cluster C11 e ndo clusters, respectivamente: a 32
isolados do cluster C11 e 121 isolados que nédo estdo em cluster (84,2% e 74,2%) de pacientes
MB, 32 e 118 (86,5% e 72,4%) do sexo masculino, 5 e 7 (13,5% e 4,4%) apresentaram idades
menores a 15 anos, e 29 e 116 (78,4% e 73,4%) apresentam idades de 15 até 59 anos, 18 e 82
(62,1% e 60,7%) autodeclararam-se pardos, 13 e 44 (35,1% e 27,8%) possuem ensino
fundamental 2 incompleto, 37 e 155 (97,4% e 94,5%) foram classificados como CN, 1 e 5
(2,6% e 3,0%) como possiveis casos de R/R, 12 (31,6%) amostras foram coletadas dos pacientes
no ano 2013 para os isolados que compdem o cluster C11, e 44 (26,8%) em no 2014 para 0s
isolados que ndo encontram-se em cluster, 25 e 128 (65,8% e 78,0%) apresentaram lesGes, 1 e
1 (50,0% e 50,0%) foram pacientes com reacdo, 31 e 118 (81,6% e 72,0%) foram pacientes
com residéncia no municipio de Recife, 14 (41,2%) tinham um tempo de 31 o mais anos de
tempo de residéncia no endereco informado na entrevista para os isolados do cluster C11, e 47
(30,1%) tinham um tempo de 11 a 20 anos de residéncia no endereco informado na entrevista
para os isolados que ndo estdo em cluster, e 35 e 130 (92,1% e 86,7%) localizavam-se no
GERES I. Foram observadas significancias estatisticas na caracteristica epidemioldgica de
idade apresentando um valor de p=0,0346, foi observada uma associacdo positiva/direta
(frequéncia maior que a esperada ao acaso) para menores de 15 anos (13,5% n=5/37), foi
também registrado para a caracteristica de ano da coleta/entrevista um valor de p=0,0457; para
0 ano 2013 (31,6% n=12/38) entre os pacientes que compdem o cluster C11 e para o ano 2016
(14,0% n=23/164) entre os pacientes que nao estdo em cluster, como mostrado em amarelo na
Tabela 4.23.

Na Tabela 4.24 comparam-se o0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos isolados que compdem o cluster C11 com os isolados restantes que estdo
ou ndo em cluster, obtidos mediante analises com 13 VNTR. Desta compara¢do a maior
quantidade de isolados obtidos correspondeu em cada caso; cluster C11 e os isolados restantes,
respectivamente: a 32 isolados do cluster C11 e 235 isolados restantes (84,2% e 77,6%) de
pacientes MB, 32 e 226 (86,5% e 74,6%) do sexo masculino, 5 e 12 (13,5% e 4,05%)

apresentaram idades menores a 15 anos, e 29 e 215 (78,4% e 72,64%) apresentam idades de 15
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até 59 anos, 18 e 152 (62,1% e 60,8%) autodeclararam-se pardos, 13 e 77 (35,1% e 26,2%)
possuem ensino fundamental 2 incompleto, 37 e 280 (97,4% e 92,1%) foram classificados
como CN e 1 (2,6%) como possiveis casos de R/R para os isolados que compdem o cluster
C11, e 12 (3,9%) como possiveis casos de FT para os isolados restantes, 12 (31,6%) amostras
foram coletadas em no ano 2013 para os isolados do cluster C11, e 93 (30,6%) amostras foram
coletadas em no ano 2014 para os isolados restantes, 25 e 238 (65,8% e 78,3%) apresentaram
lesOes, 1 e 3 (25% e 75%) foram pacientes com reacdo, 31 e 223 (81,6% e 73,4%) foram
pacientes com residéncia no municipio de Recife, 14 (41,2%) tinham um tempo de 31 ou mais
anos de residéncia no endereco informado na entrevista para os isolados do cluster C11, e 84
(29,2%) tinham um tempo de 11 a 20 anos de residéncia no endereco informado na entrevista
para os isolados restantes, e 35 e 263 (92,1% e 86,5%) localizavam-se no GERES I. Foi
observada significancia estatistica na caracteristica epidemiolédgica de classificacdo etaria
registrando um valor de p=0,0152; para 0os menores de 15 anos (13,5% n=5/37) nos pacientes
que compdem o cluster C11 e para os idosos de 60 anos o mais (23,31% n=69/296) nos
pacientes restantes, observando uma associagdo positivas/diretas (frequéncia maior que a

esperada ao acaso) mostrado em amarelo na Tabela 4.24.
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Tabela 4.23. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 11 e 0s
pacientes que ndo estdo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 11 Na&o Clusters Total p-
N % N % N % valor
Paucibacilares 5 13,2 24 14,7 29 14,4
Multibacilares 32 84,2 121 74,2 153 76,1 0,2513
Classificacgéo 1B Negativos 1 2,6 18 11,0 19 9,5
Paucibacilares+Negativos 6 15,8 42 25,8 48 23,9 0.0926
Multibacilares 32 84,2 121 74,2 153 76,1 '
Feminino 5 13,5 45 27,6 50 25
Sexo Masculino 32 86,5 118 72,4 150 75
TOTAL 37 100,0 163 100,0 200 100 -
Idade média 39 anos 43 anos 41 anos -
. <15 anos 5 13,5 7 4.4 12 6,2
C"”‘Zig'r‘i::‘?ao 15- 59 Anos 29 784 116 734 145 744  0,0346
> 60 anos 3 8,1 35 22,2 38 19,5
Branca 8 27,6 45 33,3 53 32,3
Parda 18 62,1 82 60,7 100 61,0
REgMEDT Preta 2 6.9 7 52 9 55 07501
Amarela 1 3,4 1 0,7 2 1,2
Ndo escolar 1 2,7 0 0,0 1 0,5
Analfabeto 4 10,8 20 12,7 24 12,3
EFI - Completo 5 13,5 20 12,7 25 12,8
EFI - Incompleto 6 16,2 22 13,9 28 14,4
Escolaridade EFII - Completo 0 0,0 8 51 8 41 0,2868
EFII - Incompleto 13 35,1 44 27,8 57 29,2
EM - Completo 5 13,5 40 25,3 45 23,1
EM - Incompleto 2 54 2 1,3 4 2,1
ES - Incompleto 1 2,7 2 1,3 3 15
CN 37 97,4 155 94,5 192 95,0
Classificacdo R/R 1 2,6 5 3,0 6 3,0 0.76
terapéutica FT 0 0,0 3 1,8 3 15 !
AB 0 0,0 1 0,6 1 0,5
2012 11 28,9 38 23,2 49 24,3
2013 12 31,6 26 15,9 38 18,8
Ano da 2014 11 28,9 44 26,8 55 27,2 0.0457
coleta/entrevista 2015 3 7,9 30 18,3 33 16,3 '
2016 1 2,6 23 14,0 24 11,9
2017 0 0,0 3 1,8 3 15
Presenca de Sim 25 65,8 128 78,0 153 75,7 01408
lesdes Nao 13 34,2 36 22,0 49 24,3 '
Pacientes com racgéo 1 50,0 1 50,0 2 100,0 -
Municipio de Recife 31 81,6 118 72,0 149 73,8 0.3062
residéncia Outros Municipios 7 18,4 46 28,0 53 26,2 '
Tempo de 0-10 anos 8 23,5 39 25,0 47 24,7
residéncia no 11-20 anos 7 20,6 47 30,1 54 28,4
~ endereco 21-30 anos 5 14,7 25 16,0 30 158  0,5257
|n(1;?]:2\al(ijs(;ana 31 ou mais anos 14 41,2 45 28,8 59 311
| 35 92,1 130 86,7 165 87,8
I 1 2,6 2 1,3 3 1,6
11 1 2,6 8 53 9 4,8
v 0 0,0 3 2,0 3 1,6
GlERES VI 0 0,0 1 0,7 1 0,5 O
1X 0 0,0 1 0,7 1 0,5
Xl 0 0,0 1 0,7 1 0,5
XI1 1 2,6 4 2,7 5 2,7

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a
esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental

1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.24. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram no cluster 11 e 0s
pacientes restantes que estdo ou ndo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 11 Clusters e Nao Clusters Total
N % N % N op  prvalor
Paucibacilares 5 13,2 41 13,5 46 13,5
Multibacilares 32 84,2 235 77,6 267 78,3 0,4034
Classificacdo 1B Negativos 1 2,6 27 8,9 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 6 15,8 68 22,4 74 21,7 041
Multibacilares 32 84,2 235 77,6 267 78,3 '
Feminino 5 13,5 77 25,4 82 24,1 0.1528
Sexo Masculino 32 86,5 226 74,6 258 75,9 '
TOTAL 37 100,0 303 100,0 340 100,0 -
Idade média 39 anos 45 anos 42 anos -
o <15 anos 5 13,5 12 4,05 17 51
C'aZig'r‘i:Z‘?aO 15 - 59 Anos 29 78,4 215 72,64 244 733 00152
> 60 anos 3 8,1 69 23,31 72 21,6
Branca 8 27,6 83 33,2 91 32,6
Raca/cor Parda 18 62,1 152 60,8 170 60,9 0,6222
Preta 2 6,9 14 5,6 16 5,7
Amarela 1 3,4 1 0,4 2 0,7
N&o escolar 1 2,7 0 0,0 1 0,3
Analfabeto 4 10,8 39 13,3 43 13,0
EFI - Completo 5 13,5 37 12,6 42 12,7
EFI - Incompleto 6 16,2 47 16,0 53 16,0
. EFII - Completo 0 0,0 10 34 10 3,0
Escolaridade EFI1 - Incompleto 13 35,1 77 262 90 272 0498
EM - Completo 5 13,5 73 24,8 78 23,6
EM - Incompleto 2 54 5 1,7 7 2,1
ES - Completo 0 0,0 1 0,3 1 0,3
ES - Incompleto 1 2,7 5 1,7 6 1,8
CN 37 97,4 280 92,1 317 92,7
Classitica_(;éo R/R 1 2,6 11 3,6 12 3,5 0.562
terapéutica FT 0 0,0 12 3,9 12 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,3 1 0,3
2012 11 28,9 71 23,4 82 24,0
2013 12 31,6 61 20,1 73 21,3
Ano da 2014 11 28,9 93 30,6 104 30,4
. 0,2411
coleta/entrevista 2015 3 7.9 45 14,8 48 14,0
2016 1 2,6 29 9,5 30 8,8
2017 0 0,0 5 1,6 5 1,5
Presenca de Sim 25 65,8 238 78,3 263 76,9 01018
lestes N&o 13 34,2 66 21,7 79 23,1 '
Pacientes com ragéo 1 25,0 3 75,0 4 100,0 -
Municipio de Recife 31 81,6 223 73,4 254 74,3 0.3288
residéncia Outros Municipios 7 18,4 81 26,6 88 25,7 ‘
Tempo de 0-10 anos 8 23,5 83 28,8 91 28,3
residéncia no 11-20 anos 7 20,6 84 29,2 91 28,3
_ enderego 21-30 anos 5 14,7 43 14,9 48 149 03929
informado na -
entrevista. 31 ou mais anos 14 41,2 78 27,1 92 28,6
| 35 92,1 263 86,5 298 87,1
1 1 2,6 9 3,0 10 2,9
11 1 2,6 14 4,6 15 4,4
v 0 0,0 5 1,6 5 1,5
GERES VIII 0 0,0 1 0,3 1 0,3 0,9907
IX 0 0,0 1 0,3 1 0,3
X 0 0,0 2 0,7 2 0,6
XI 0 0,0 1 0,3 1 0,3
XI1 1 2,6 8 2,6 9 2,6

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associacdes negativas/inversas (frequéncia menor que a
esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental
1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Clusters 10 e 11

Na Tabela 4.25 comparam-se os valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos 74 isolados que compdem os clusters C10 e C11 com os isolados que nédo
estdo em cluster, obtidos mediante analises com 13 VNTR. Desta comparacdo a maior
quantidade de isolados obtidos corresponderam em cada caso; clusters C10 e C11 e néo
clusters, respectivamente: a 59 isolados dos clusters C10 e C11 e 121 isolados que ndo estéo
em cluster (79,7% e 74,2%) de pacientes MB, 57 e 118 (78,1% e 72,4%) do sexo masculino, 7
em ambos casos (9,7% e 4,4%) apresentaram idades menores a 15 anos, e 53 e 116 (73,6% e
73,4%) apresentam idades de 15 até 59 anos, 35 e 82 (61,4% e 60,7%) autodeclararam-se
pardos, 24 e 44 (33,3% e 27,8%) possuem ensino fundamental 2 incompleto, 68 e 155 (91,9%
e 94,5%) foram classificados como CN, 2 e 5 (2,7% e 3,0%) como possiveis casos de R/R, 25
e 44 (33,8% e 26,8%) amostras foram coletadas dos pacientes no ano 2014, 55 e 128 (74,3% e
78,0%) apresentaram lesdes, 1 e 1 (50,0% e 50,0%) foram pacientes com reagéo, 56 e 118
(75,7% e 72,0%) foram pacientes com residéncia no municipio de Recife, 19 (28,4%) tinham
um tempo de 31 o mais anos de residéncia no endereco informado na entrevista para os isolados
dos clusters 10 e 11, e 47 (30,1%) tinham um tempo de 11 a 20 anos de residéncia no endereco
informado na entrevista para os isolados que néo estdo em cluster, e 65 e 130 (87,8% e 86,7%)
localizavam-se no GERES |. Foram observadas significancias estatisticas na caracteristica
epidemioldgica de classificacdo pelo IB apresentando-se uma associacdo positivas/diretas
(frequéncia maior que a esperada ao acaso) para pacientes PB e negativos (cluster 10 e 11 =
20,3% n=15/74; ndo cluster = 25,8% n=42/163), também para a caracteristica de ano da
coleta/entrevista registrando um valor de p=0,0002; para o0 ano 2013 (33,8% n=25/74) nos
pacientes que compdem o cluster C10 e C11 e para 0 ano 2015 e 2016 (18,3% n=30/164 e
14,0% n=23/164; respectivamente) nos pacientes que ndo estdo em cluster, mostrado em

amarelo na tabela 4.25.

Na tabela 4.26 comparam-se 0s valores das porcentagems das caracteristicas
epidemioldgicas dos isolados que compdem os clusters C10 e C11 com os isolados restantes
que estdo ou ndo em cluster, obtidos mediante analises com 13 VNTR. Desta comparagédo a
maior quantidade de isolados obtidos corresponderam em cada caso; clusters C10 e C11 e os
isolados restantes em clusters ou ndo, respectivamente: a 59 isolados dos clusters C10 e C11l e
208 isolados restantes (79,7% e 77,9%) de pacientes MB, 57 e 201 (78,1% e 75,3%) do sexo
masculino, 7 e 10 (9,7% e 3,8%) apresentaram idades menores a 15 anos, e 53 e 191 (73,6% e
73,2%) apresentam idades de 15 até 59 anos, 35 e 135 (61,4% e 60,8%) autodeclaram-se pardos,
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24 e 66 (33,3% e 25,5%) possuem ensino fundamental 2 incompleto, 68 e 249 (91,9% e 92,9%)
foram classificados como CN e 2 e 10 (2,7% e 3,7%) como possiveis casos de R/R, e 4 e 8
(5,4% e 3,0%) como possiveis casos de FT, 25 e 79 (33,8% e 29,5%) amostras foram coletadas
em no ano 2014, 55 e 208 (74,3% e 77,6%) apresentaram lesbes, 1 e 3 (25% e 75%) foram
pacientes com reacéo, 56 e 198 (75,7% e 73,9%) foram pacientes com residéncia no municipio
de Recife, 19 e 73 (28,4% e 28,6%) tinham um tempo de 31 ou mais anos de residéncia no
endereco informado na entrevista, e 73 (28,6%) tinham um tempo de 11 a 20 anos de residéncia
no endereco informado na entrevista para os isolados restantes, e 65 e 233 (87,8% e 86,9%)
localizavam-se no GERES |. Foram observadas significancias estatisticas na caracteristica
epidemiolégica de classificagdo pelo IB apresentando-se uma associacdo positivas/diretas
(frequéncia maior que a esperada ao acaso) para pacientes PB e negativos (cluster 10 e 11 =
20,3% n=15/74; pacientes restantes 22,1% (n=59/267), também para a caracteristica de ano da
coleta/entrevista registrando um valor de p=0,0017; para 0 ano 2013 (33,8% n=25/74) nos
pacientes que compdem o cluster C10 e C11 e para 0 ano 2015 e 2016 (16,4% n=44/268 e
10,4% n=28/268; respectivamente) nos pacientes restantes cluster e ndo cluster, mostrado em

amarelo na tabela 4.26.
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Tabela 4.25. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram nos clusters 10 e 11
e 0s pacientes que ndo estdo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 10 e 11 Nao Clusters Total
N % N % N o Pvalor
Paucibacilares 13 17,6 24 14,7 37 15,6
Classificacéo Multiba(_:ilares 59 79,7 121 74,2 180 75,9 0,0972
IB Negativos 2 2,7 18 11,0 20 8,4
Paucibacilares+Negativos 15 20,3 42 25,8 57 24,1 0.414
Multibacilares 59 79,7 121 74,2 180 75,9 '
Feminino 16 21,9 45 27,6 61 25,8 0.4223
Sexo Masculino 57 78,1 118 72,4 175 74,2 '
TOTAL 73 100,0 163 100,0 236 100,0 -
Idade média 41,5 anos 43 anos 42,3 anos -
e < 15 anos 7 9,7 7 4.4 14 6,1
C'azstgl'r‘i::‘?ao 15 - 59 Anos 53 736 116 734 169 735 0,2227
> 60 anos 12 16,7 35 22,2 47 20,4
Branca 17 29,8 45 33,3 62 32,3
Parda 35 61,4 82 60,7 117 60,9
Raga/Cor Preta 4 7.0 7 52 11 57 08826
Amarela 1 1,8 1 0,7 2 1,0
Nao escolar 1 14 0 0,0 1 0,4
Analfabeto 9 12,5 20 12,7 29 12,6
EFI - Completo 10 13,9 20 12,7 30 13,0
EFI - Incompleto 14 19,4 22 13,9 36 15,7
. EFII - Completo 1 14 8 51 9 3,9
Escolaridade EFII - Incompleto 24 333 44 27,8 68 206 01894
EM - Completo 8 11,1 40 25,3 48 20,9
EM - Incompleto 2 2,8 2 1,3 4 1,7
ES - Completo 1 1,4 0,0 1 0,4
ES - Incompleto 2 2,8 2 1,3 4 1,7
CN 68 91,9 155) 94,5 223 93,7
Classificacao R/R 2 2,7 5 3,0 7 2,9 05248
terapéutica FT 4 5,4 3 1,8 7 2,9 '
AB 0 0,0 1 0,6 1 0,4
2012 18 24,3 38 23,2 56 23,5
Ano da 2013 25 33,8 26 15,9 51 21,4
. 2014 25 33,8 44 26,8 69 29,0
co'etggmre‘” 2015 4 54 30 18,3 34 143 00002
2016 2 2,7 23 14,0 25 10,5
2017 0 0,0 3 1,8 3 1,3
Presenca de Sim 55 74,3 128 78,0 183 76,9 0.6184
lesbes Nao 19 25,7 36 22,0 55 23,1 '
Pacientes com racdo 1 50,0 1 50,0 2 100 -
Municipio de Recife 56 75,7 118 72,0 174 73,1 0.6364
residéncia Outros Municipios 18 24,3 46 28,0 64 26,9 '
Tempo de 0-10 anos 23 34,3 39 25,0 62 278
residéncia no 11-20 anos 18 26,9 47 30,1 65 29,1
__enderego 21-30 anos 7 10,4 25 16,0 32 143 04474
informado na ’ ’ ’
entrevista 31 ou mais anos 19 28,4 45 28,8 64 28,7
| 65 87,8 130 86,7 195 87,1
1] 4 54 2 1,3 6 2,7
11 3 4,1 8 53 11 4,9
\ 1 14 3 2,0 4 1,8
CERE VIII 0 0,0 1 0,7 1 0,4 A
IX 0 0,0 1 0,7 1 0,4
XI 0 0,0 1 0,7 1 0,4
X1 1 14 4 2,7 5 2,2

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pds-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associagdes negativas/inversas (frequéncia menor que a
esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental
1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Tabela 4.26. Fatores epidemioldgicos dos pacientes que se encontram nos clusters 10 e 11
e 0s pacientes restantes que estdo ou ndo em cluster, a partir das analises com 13 VNTR.

Cluster 10e 11 Clusters e Nao Clusters Total

p-valor
N % N % N %
Paucibacilares 13 17,6 33 12,4 46 13,5
Multibacilares 59 79,7 208 77,9 267 78,3 0,0962
Classificacdo 1B Negativos 2 2,7 26 9,7 28 8,2
Paucibacilares+Negativos 15 20,3 59 22,1 74 21,7 0.874
Multibacilares 59 79,7 208 779 267 78,3 '
Feminino 16 21,9 66 24,7 82 24,1 0.7576
Sexo Masculino 57 78,1 201 75,3 258 75,9 '
TOTAL 73 100,0 267 100,0 340 100,0 -
Idade média 41,5 anos 43,8 anos 42 anos -
|assificaca < 15 anos 7 9,7 10 3,8 17 51
¢ aﬁgﬁ:@ao 15 - 59 Anos 53 73,6 101 732 244 733 0,0871
> 60 anos 12 16,7 60 23,0 72 21,6
Branca 17 29,8 74 33,3 91 32,6
Parda 35 61,4 135 60,8 170 60,9
Raca/Cor Preta 4 7.0 12 5.4 16 57 07869
Amarela 1 1,8 1 0,5 2 0,7
Nao escolar 1 1,4 0 0,0 1 0,3
Analfabeto 9 12,5 34 13,1 43 13,0
EFI - Completo 10 13,9 32 12,4 42 12,7
EFI - Incompleto 14 19,4 39 151 53 16,0
Escolaridade EFII - Completo 1 14 9 3,5 10 3,0 0,1326
EFII - Incompleto 24 33,3 66 25,5 90 27,2
EM - Completo 8 11,1 70 27,0 78 23,6
EM - Incompleto 2 2,8 5 1,9 7 2,1
ES - Completo 1 1,4 0 0,0 1 0,3
ES - Incompleto 2 2,8 4 1,5 6 1,8
CN 68 91,9 249 92,9 317 92,7
Classificacdo R/R 2 2,7 10 3,7 12 3,5 0.7585
terapéutica FT 4 5,4 8 3,0 12 3,5 '
AB 0 0,0 1 0,4 1 0,3
2012 18 24,3 64 23,9 82 24,0
2013 25 33,8 48 17,9 73 21,3
Ano da 2014 25 33,8 79 29,5 104 304 0.0017
coleta/entrevista 2015 4 5,4 44 16,4 48 14,0 '
2016 2 2,7 28 10,4 30 8,8
2017 0 0,0 5 1,9 5 1,5
~ Sim 55 74,3 208 77,6 263 76,9
Presenca de lesGes N0 19 257 &0 224 79 231 0,5373
Pacientes com racdo 1 25,0 3 75,0 4 100 -
Municipio de Recife 56 75,7 198 73,9 254 743 0.8807
residéncia Outros Municipios 18 24,3 70 26,1 88 25,7 '
Tempo de 0-10 anos 23 34,3 68 26,7 91 28,3
residéncia no 11-20 anos 18 26,9 73 28,6 91 283
_ enderego 21-30 anos 7 10,4 41 16,1 48 14,9 05144
informado na -
entrevista 31 ou mais anos 19 28,4 73 28,6 92 28,6
| 65 87,8 233 86,9 298 87,1
11 4 5,4 6 2,2 10 2,9
111 3 4,1 12 45 15 4.4
1V 1 1,4 4 1,5 5 15
GERES Vil 0 0,0 1 0,4 1 o3 09019
IX 0 0,0 1 0,4 1 0,3
X 0 0,0 2 0,7 2 0,6
Xl 0 0,0 1 0,4 1 0,3
X1 1 1,4 8 3,0 9 2,6

Os percentuais foram calculados por caracteristica epidemioldgica, para realizar as analises estatisticas da mesma forma, sendo
o total 0 100% como valor de referéncia. Foram aplicados o teste G ou Qui-Quadrado de independéncia (pés-teste analise de
residuos) ou teste exato de Fisher, conforme o caso. Em vermelho as associa¢des negativas/inversas (frequéncia menor que a
esperada em acaso) e em amarelo as positivas/diretas (frequéncia maior que a esperada ao acaso). Ensino fundamental
1=EFI; Ensino fundamental 2=EFII; Ensino Médio=EM; Ensino Superior=ES.
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Na Figura 4.13, apresentam-se os isolados que formam os cluster obtidos com 13
VNTR, localizados na &rvore MST para 17 VNTR, observa-se, que os clusters C11 (n=39),
C10 (n=36), C01 (n=12) e C09 (n=9) encontram-se localizados no ramo superior (roxo), e no
ramo inferior (amarelo) apresentam-se uma menor quantidade de isolados em cluster obtidos
com a andlise com 13 VNTR; com esta figura podemos visualizar a distribuicdo dos
agrupamentos obtidos com a analises com 13 VNTR na arvore MST das andlises obtidas com
17 VNTR e corroboramos que a estrutura de agrupamento dos clusters com 13 VNTR se

mantém quando utilizada a estrutura de 17 VNTR.
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Figura 4.13. Arvore MST utilizando 16/17 VNTRs com base em os clusters formados com
13 VNTRs. Séo identificados com diferentes cores os isolados que conformam os cluster
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obtidos com 13 VNTR, localizados baixo o padrdo de distribuicdo da &rvore MST para 17
VNTR, observando-se, que os clusters C11 (o maior com 39 isolados), C10 (composto com 36
isolados), CO1 (com 12 isolados) e C09 (com 9 isolados) encontram-se localizados no ramo
roxo. Esta figura foi realizada para observar a distribuicdo dos agrupamentos obtidos com a
analises com 13 VNTR na Arvore MST das analises obtidas com 17 VNTR.

Na arvore MST com 13 loci, observamos que 0 ramo superior comcentra a maior
quantidade de isolados em cluster e os maiores clusters, esses podem ser visualizados nas cores
verde escuro (C10) e roxo (C11), (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Arvore MST utilizando 13 VNTRs apresentando os clusters formados. Cores
diferentes para cada cluster obtido na analise com 13 VNTRs.
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Podemos observar na Figura 4.15, a distribuicdo dos isolados de acordo com a
classificacdo por indice baciloscdpico, notamos que os clusters sdo compostos por pacientes
multibacilares em sua maioria, entretanto, sete dos trinta e dois clusters (22,6%) abrigam
pacientes com 1B=0 e dez clusters com pacientes paucibacilar (32,2%). Observamos também
dois casos de pacientes negativos, cada um localizado nos maiores clusters, C10 e C11. No
ramo inferior a maior quantidade dos pacientes sdo multibacilares, entretanto, um paciente ndo

foi classificado por 1B apresentado em cor amarela.
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Figura 4.15. Arvore MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs
correlacionado com a classificacdo de IB para pacientes paucibacilares (PB),
multibacilares (MB) e negativos (NEG). Distribuicao dos clusters gerados pela anélise com
13 VNTR. Foram identificados pacientes PB em cor azul, MB em vermelho, negativos em
verde e 0s que nédo apresentaram dados de IB em amarelo,

Na figura 4.15 ndo foi possivel observar cluster com genotipos especificos para as
classificacdes de PB ou MB.
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Na Figura 4.16, apresenta-se a classificacdo por idade, observamos que os pacientes

menores de 15 anos (41,2%; n=7/17) e o e maiores de 60 (16,7% n=12/72) concentram-se nos

dois clusters maiores.
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Figura 4.16. Arvore MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs
correlacionado com o intervalo de idade. Em cor roxa pacientes com idade menor a 15 anos,
em verde com idade entre 15 até 59 anos e pacientes com idade maior ou igual a 60 anos em

vermelho.
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Observou-se na figura 4.16 maioritariamente pacientes com idade entre 15 até 59 anos
entre os grandes clusters, mas nao foi possivel visualizar um cluster com genoétipo especifico
para esta classificacéo.

A Figura 4.17, mostra a arvore MST para 13 VNTR com a distribuicdo das diferentes
classificacdes terapéuticas. Foi evidenciado que 33,3% (n=4/12) dos casos de FT
apresentavam-se no cluster C10, e 16,7% dos casos de R/R (n=2/12) apresentavam-se
distribuidos entre os dois maiores clusters C10 e C11. O caso de AB localiza-se também no

ramo superior, mas nao se encontra em nenhum cluster.
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Figura 4.17. Arvore MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs
correlacionado com sua classificacdo terapéutica (FT: falha terapéutica; R/R: recidiva ou
reinfeccdo; AB: abandono; CN: casos novos). Pacientes descritos como CN apresentam-se
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em verde, pacientes classificados com FT sdo apresentados em vermelho, os possiveis pacientes
com R/R sdo apresentados em roxo e o paciente classificado com AB é apresentado em cor
amarelo.

Na figura 4.18 observa-se a MST gerada com base nos pacientes que relataram ou néo
presenca de lesbes, sendo que 0 20,9% (n=55/263) dos casos com lesGes concentram-se nos
cluster 10 e 11.

H wngo
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Figura 4.18. Arvore MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs
correlacionado com os pacientes que relataram ou ndo presenca de lesdes. Pacientes que
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relataram presenca de lesfes apresentam-se em cor vermelho e os que ndo apresentaram lesGes
em verde.

Na Figura 4.19 apresenta-se a MST com base ao tempo de residéncia no enderego
informado na entrevista dos pacientes avaliados, sendo que 0 25,3% (n=23/91) dos casos que
rezidem entre zero a 10 anos no mesmo endere¢o concentram-se nos cluster C10 e C11, seguido
dos casos com 31 o mais anos o 20,7% (n=19/92) e dos casos com 11 a 20 anos de residéncia

no endereco informado na entrevista com o 19,8% (n=18/91).
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Figura 4.19. Arvore MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs
mostrando o tempo de residéncia no endereco informado na entrevista dos pacientes do
estudo. O tempo de residéncia de zero a dez anos mostrasse em cor amarelo, de 11 até 20 anos
em cor roxo, de 21 até 30 anos em cor verde, de 31 ou mais anos em cor vermelho, os casos
que ndo informaram dados para esta caracteristica em cor azul.
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A Figura 4.20 mostra a MST com base no municipio de residéncia dos pacientes (A) e
pelas Gerencias Regionais de Salide — GERES (B), podemos observar que nos dois maiores
cluters (C10 e C11) a participacédo de pacientes que residem em outros municipios (C10: 30,5%;
n=11/36 e C11: 20,5%; n= 8/39) e GERES (C10: 16,6%; n=6/36 e C11: 10,3%; n=4/39).
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Figura 4.20. Arvores MST com base nos clusters formados utilizando 13 VNTRs mostrando: (A) pacientes com relato de residéncia no
Recife e outros estados do Pernambuco, (B) localizacédo pelas gerencias regionais de satde - GERES. Na figura (A) apresentam-se todos 0s
municipios de onde provineram os pacientes do estudo, na figura (B) apresentam-se as GERES para Pernambuco de onde localizam-se 0s pacientes.
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4.3.3.2. Anélises de geolocalizagédo considerando o estudo de 13 VNTRs

A Figura 4.21 mostra os 31 clusters obtidos mediante analises com 13 VNTRs (em escala de cor de verde até laranja) organizados de

acordo com as GERES no estado de Pernambuco, pode-se visualizar a maior concentracao destes clusters nos municipios de Recife, Olinda,
Jaboatdo dos Guararapes, Sdo Lourenco da mata, Abreu e Lima e Paulista.
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Figura 4.21. Pacientes em cluster e ndo cluster com 13 VNTR localizados espacialmente no estado de Pernambuco pelas GERES.
Apresentam-se diferentes cores e intensidades para os diversos clusters obtidos com a analise com 13 VNTRs, NI corresponde a pacientes sem
informagcdo para esta classificacdo. Também se apresentam com diferentes cores as delimitacfes no mapa referentes aos GERES para Pernambuco.
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As proximas imagenes sdo referentes apenas aos pacientes que moram em Recife

(n=254/343) para a analise com 13 VNTRs, o municipio de Recife possui 94 Bairros que estao

distribuidos em 8 Distritos Sanitarios (DS) como apresentados na figura 4.22, a partir deste

ponto as analises serdo baseadas nesta distribuicdo apresentando a delimitacdo dos distritos

sanitarios.

D Neghborhood
District

[ ]wu

Geographic / WG S84
Source: IBGE.

I
35°0'0"W

1 1 | 1
34°58'0"W 34°56'0"W 34°54'0"W 34°52'0"W

8°4'0"S 8°2'0"s 8°0'0"S 7°58'0"S 7°56'0"S

8°6'0"S

8°8'0"S

ID Neghborhood ID Neghborhood
1 |Boa Vista 48 |Cordeiro

2 |Cabanga 49|Engenho do Meio
3 |Coelhos 50|llha do Retiro

4 |lha do Leite 51|Iputinga

5 |lha Joana Bezerra 52 |Madalena

6 |Paissandu 53|Prado

7 |Recife 54 |Torre

8 |Santo Amaro 55|Torrdes

9 |Santo Anténio 56 |Varzea

10|Sao José 57 [Zumbi
11|Soledade 58 |Afogados
12|Agua Fria 59|Areias

13|Alto Santa Terezinha |60(Barro

14|Arruda 61|Bongi
15|Beberibe 62|Cacote

16 |Bomba do Hemetério |63 |Coqueiral
17|Cajueiro 64|Curado
18|Campina do Barreto |65|Estancia
19|Campo Grande 66|Jardim S&o Paulo
20|Dois Unidos 67|Jiquia
21|Encruzilhada 68|Mangueira
22|Fundéo 69|Mustardinha
23|Hipédromo 70|San Martin
24|Linho do Tiro 71|Sancho
25|Peixinhos 72 |Tejipio

26|Ponto de Parada 73|Toto

27 |Porto da Madeira 74|Boa Viagem
28|Rosarinho 75|Brasilia Teimosa
29|Torredo 76|Imbiribeira

30 |Aflitos 77 |lpsep

31|Alto do Mandu 78|Pina

32 |Apipucos 79 |Alto José Bonifacio
33|Casa Amarela 80|Alto José do Pinho
34|Casa Forte 81|Brejo da Guahiraba
35|Derby 82 |Brejo do Beberibe
36|Dois Irmé&os 83|Cdrrego do Jenipapo
37|Espinheiro 84|Guabiraba
38|Gracas 85|Macaxeira
39|Jaqueira 86|Mangabeira

40| Monteiro 87 |Morro da Conceigéo
41|Parnamirim 88|Nova Descoberta
42|Pogo 89|Passarinho
43|Santana 90|Pau-Ferro
44|Sitio dos Pintos 91|Vasco da Gama
45| Tamarineira 92|Cohab
46|Caxanga 93|lbura

47|Cidade Universitaria |94|Jorddo

Figura 4.22. Mapa de area de estudo por Distrito e bairros do Recife. Apresentam-se em
diferentes cores os distritos de Recife e os numeros mostram a localizagéo dos bairros de Recife

no mapa.
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Na figura 4.23-A se mostra um aglomerado de alta densidade (em cor vermelho)
mediante a ferramenta de anélise de densidade de aglomerados de Kernel, no bairro Agua Fria
localizado no DS Il do Recife; referente a totalidade de pacientes que relataram residir em
Recife. Na figura 4.23-B apresenta-se um estudo de varredura espacial mediante ao uso da
ferramenta de geolocalizacdo espacial Scan, mostrando a presenca de dois aglomerados
(circulos vermelhos); sendo o primeiro localizado nos distritos 1V, V, VI e VIII - no periodo
de 2012-2014 e o segundo entre os distritos Il e VII - no periodo de 2013-2015 dos anos do

estudo.
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Figura 4.23. Andlises dos pacientes avaliados neste estudo concentrados no Recife; A:
aplicacdo da andlise do Kernel apresentando aglomerados de alta densidade, B: aplicagdo da

analise de varredura espacial — Scan, apresentando aglomerados nos periodos de 2012-2014 e
de 2013-2015 dos anos do estudo, no Recife com a delimitado pelos DS.
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Na figura 4.24-A foi observado um aglomerado de alta densidade (vermelho) no bairro da Agua Fria/Distrito Il para os casos MB; outros
aglomerados de média densidade (amarelo/laranja) nos distritos 1V, V e VIII. Na figura 4.24-B pode-se observar um aglomerado de alta densidade
dos casos PB nos bairros Brejo de Beberibe e Nova Descoberta/Distrito V1I; outros aglomerados de média densidade (amarelo/laranja) nos distritos
I, IV e V. Na figura 53-C apresentasse um aglomerado de alta densidade dos casos com presenca de lesbes no bairro da Agua Fria/Distrito II;

outros aglomerados de média densidade (amarelo/laranja) nos distritos V e VIII.
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Figura 4.24. Analises de Kernel para os pacientes deste estudo localizados no Recife segundo classificacdo pelo IB e presenca de lesdes; A:

pacientes MB, B: pacientes PB e C: pacientes com presenca de lesfes. Mostra-se em cada caso a densidade de aglomerados de pacientes da
analise com 13 VNTRs respeito as caracteristicas antes descritas, localizados no Recife com a delimitado pelos DS.
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Na figura 4.25-A se observa um mapa de distancia com imagem de satélite que varia entre 1 caso de os pacientes em cluster com analise
de 13 VNTRs, até o seguinte cluster mais proximo, com distancia minima observada de: 4.8 m, media: 470.6 m e maxima: 2.986,5 m, considerando
uma distancia de desviagéo estandar de 493.5 m. O padréo de distancia de 100m apresentada na figura, foi proposta devido a que seria a medida
de um "quarteirdo/quadra/ou bloco residencial” no Brasil. Na figura 4.25-B se mostra um mapa com analise de Kernel para os clusters obtidos
com a anélise de 13 o mais VNTRs identificando-se aglomerado de alta densidade no bairro Agua Fria/Distrito II; Prado/Distrito IV; Bongi, San
Martin, Mustardinha e Jardim S&o Paulo/Distrito V. Na figura 4.25-C se observa o0 mesmo mapa da figura 54-A sem imagem de satélite para

visualizar claramente os distritos e bairros onde localizam-se os pacientes em cluster para a analise com 13 o mais VNTRs.
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Figura 4.25. Analise espacial dos isolados em cluster mediante avaliagdo de 13 o mais VNTRs, A; mapa de distancia com imagem de
satélite, B; analises de Kernel apresentando aglomerados de alta densidade, C; mapa de distancia com delimitacéo de distritos do Recife.
Nas imagenes A e C foi calculada e apresentada as diferentes distancias entre os isolados em cluster para a analise com 13 VNTRs, localizados no
Recife. Na imagem B sé se apresenta a analise de densidade de Kernel para os isolados em cluster com a analise de 13 VNTRs, localizados no
Recife.
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Na figura 4.26 pode-se observar os mapas de localizacdo espacial para os cinco maiores
clusters e para os pacientes que ndo estdo em clusters; obtidos a partir da analise com 13
VNTRs. Pode se verificar da esquerda para a direita e de cima para baixo, nos circulos
vermelhos as areas de concentracao e localizagdo mais comuns para os isolados que compdem
cada um dos quatro maiores clusters, como 0 mencionado na figura 4.25 os bairros com maior

densidade de glomerac&o sdo; Agua Fria, Prado, San Martin Bongi e Mustardinha.
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Figura 4.26. Distribuicao espacial dos clusters obtidos mediante analise com 13 o mais
VNTRs: todos os clusters e 0s quatro maiores clusters; C01, C09, C10 e C11. Com 0s
circulos vermelhos destacasse as regides nas que apresentam comunmente aglomerados de
todos os pacientes em cluster e os pacientes que compdem cada um destes quatro maiores
clusters, localizados no Recife.
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Na figura 4.27 se observam os mapas de formacéo de aglomerados mediante analise de
Kernel para todos os clusters e os quatro maiores clusters obtidos na anélise com 13 VNTRs,
da esquerda para a direita e de cima para baixo, apresentando-se as areas de maior localizagéo
de aglomerados em vermelho correspondente com o sinalizado na figura 4.26, sendo
comumente os bairros de Agua Fria, Prado, San Martin Bongi e Mustardinha os que apresentam
maior densidade populacional de doentes. No caso do cluster CO1 os aglomerados de alta
densidade parecen estar restritos apenas ao bairro de Agua Fria, localizado no distrito sanitario
I1, segundo a figura 4. 22, ja para o cluster cluster C09 os aglomerados de alta densidade se
apresentam nos bairros Cordeiro, Torrdes, Afogados e Alto José do Pinho, pertencentes aos
distritos sanitarios 1V, V e VII. No caso do cluster C10 os aglomerados de alta densidade se
apresentam nos bairros Prado, Torrdes, San Martin e Alto José do Pinho, pertencentes aos
distritos sanitarios IV, V e VII, e para o ultimo cluster C11 os aglomerados de alta densidade
se distribuem entre os bairros Prado e Zumbi, Imbiribeira e Ipsep, Cdrrego do Jenipapo e Nova
descoberta, Morro da Conceicdo e Vasco da Gama, localizados nos distritos sanitarios IV, VI e
VII.
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Figura 4.27. Anélise de Kernel de formacao de aglomerados dos clusters obtidos mediante
analise com 13 o0 mais VNTRs: todos os clusters e os quatro maiores clusters; C01, CQ9,
C10 e C11. A cor vermelha na analise de Kernel indica a maior densidade de aglomerados no
local, assim para cada caso avaliado; todos os pacientes em cluster e cada um dos quatro
maiores cluster, se corrobora mediante esta ferramente de georreferenciamento os focos de
concentracdo de pacientes em clusters para a analise com 13 VNTRs.
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CAPITULO V - DISCUSSAO

O desenvolvimento deste trabalho teve como foco compreender as caracteristicas
clinicas e epidemiologicas da hanseniase no estado de Pernambuco, especialmente na Cidade
de Recife capital do estado. O conjunto de pacientes com diagnostico de hanseniase que foram
convidados e aceitaram participar deste estudo, apresentaram caracteristicas clinico
epidemioldgicas semelhantes tanto para o estado de Pernambuco como um todo quanto para a
cidade de Recife segundo Boletim Epidemioldgico de Saude (Boletim Epidemioldgico de
Saude, 2020). Os resultados mostraram que em alguns casos os dados foram comparaveis ou
semelhantes com dados globais como por exemplo, em relacdo a prevaléncia mundial de
hanseniase (Figura 1.2), que teve nos anos de 2013 e 2014 o maior nimero de casos notificados,
similar resultado foi apresentado em nossa populacédo de estudo (Tabela 4.2).0s anos da
coleta/entrevista com a maior frequéncia de casos registrados foram de 2012 até 2015 (23,0%;
18,5%; 21,8%; 19,5%; porcentagem de pacientes incluidos no estudo, respectivamente para
cada ano). O Boletim Epidemioldgico de 2021 do Ministério da Salde, apresenta maior
semelhanga com nossos dados (Figura 1.4), mostrando uma taxa de detecgédo geral de casos
novos de hanseniase por 100.000 habitantes para a regido nordeste maior entre os anos 2010
até 2015, nosso estudo teve inicio no ano 2012, e observamos 0s maiores registros de casos até
2015 (Tabela 4.2).

Em nosso estudo a maior frequéncia de casos de acordo com o indice baciloscopico
(Tabela 4.2) foi de multibacilares (56,4%), compativeis com a propor¢do de casos novos
multibacilares para a regido nordeste do Brasil, entre os anos 2010 até 2019 (Figura 1.6), e a
guantidade de nimero de casos novos de hanseniase segundo classificacdo operacional em
Recife entre 2018 a 2020, foi similar ao observado na regido nordeste de acordo com dados do
Boletim epidemioldgico (Figura 1.4).

Para este estudo, as maiores frequéncias dos casos sdo de homens (73,3%) pardos
(59,8%) com uma faixa etaria de 15 a 59 anos (74,3%), sendo estes dados compativel aos
apresentados no Brasil entre 2015 e 2019, como apresentado no Boletim Epidemioldgico
(Figura 1.7).

Para o indicador epidemiolégico de escolaridade, as maiores frequéncias de casos
declararam ter ensino fundamental 2 incompleto (26,7%), com uma alta frequéncia de
analfabetos (14%), similar ao registrado no Guia para o Controle da Hanseniase do Ministério
de Saude do Brasil de 2013 e 2020, com a maior propor¢do de casos novos de hanseniase com
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ensino fundamental incompleto (35,4%) seguido de casos com ensino médio completo (11,2%)
e analfabetos (7,7%).

Em nosso estudo, 3,9% (n=27/685) dos pacientes que informaram sua idade tinham
menos de 15 anos; semelhante aos dados de menores de 15 anos (Figura 1.24) obtidos de
registros do Boletim Epidemiologico, para 2018 até 2021 (Figura 1.8). Pernambuco é o quarto
estado com o0 maior nimero de casos totais de menores de 15 anos com hanseniase no Brasil
(Figura 1.9), segundo Boletim Epidemioldgico, 2021. A existéncia de menores de 15 anos com
a doenca indica comumente a ocorréncia de transmissao recente da infec¢do, em alguns casos
devido ao contato domiciliar com pacientes com as formas multibacilares da hanseniase que
ndo estdo sendo devidamente tratados (Cambau, Saunderson e Gillini, 2019).

O indicador de frequéncia de casos em municipio de residéncia, mostra um maior
nmero de casos registrados no Recife (74,4%) isto deve-se ao fato da coleta das amostras ter
sido realizadas exclusivamente no Laboratério Municipal de Saude Publica do Recife, que
atende toda a regido metropolitana de Recife. Os outros casos (25,6%) apresentados na figura
4.20-A mostram 67 outros municipios o que representa 36,2 % dos municipios de Pernambuco.
No periodo do estudo os anos com 0s maiores numeros de casos foram 2012 e 2014, similar ao
observado nos dados mostrados nos Boletim Epidemioldgicos de 2018, 2019 e 2020.

Antes de iniciarmos as andlises dos dados dos pacientes do presente estudo,
acreditdvamos que a coleta do material biolégico fosse exclusivamente de pacientes com
primeiro diagndstico, entretanto, cerca de 10% dos pacientes relataram tratamento(s)
anterior(es) para hanseniase, para estes casos consideramos falha terapéutica, aqueles pacientes
que declararam ter tratado a doenca em um intervalo superior ha 12 meses e inferior a 24 meses
antes da data de coleta/entrevista (5,6% n=40/708) e, como recidiva/reinfec¢cdo pacientes que
relataram tratamento anterior superior ha 24 meses antes da coleta/entrevista (4,3% n=31/708).
Outra ressalva importante foi o achado de quatro casos classificados como abandono
terapéutico (0,6% n=4/708). Importante ressaltar casos como 0s dos pacientes que compde a
classificacdo do cluster C0.1.1 na analise de 16/17 VNTRs que relataram primeiro tratamento
aos 19 anos de idade (26 anos entre os dois diagndsticos). Estes valores sdo compativeis ao
registrado na Guia para o controle da hanseniase do ministério de satde do brasil de 2013 e
2020, que relatou uma maior quantidade e proporcédo de casos de hanseniase para Pernambuco
segundo modo de entrada: casos novos (78,6%; n=11.441), seguido de outros ingressos 7,7%
(n=1.127) e de casos de recidivas 6,2% (n=902), similar ao apresentado no Boletim
Epidemioldgico para os anos 2018, 2019 e 2020, tanto na populacdo geral como nos menores

de 15 anos (Figura 1.23), em que a maior propor¢do Sao casos novos seguido de casos de
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recidiva e outros ingressos o que sugere que estas classificacbes de pacientes podem ser

resultado de falha terapéutica e/ou abandono terapéutico.

Devido ao fato de M. leprae ndo poder ser cultivado in vitro, a doenca ndo pode ser
diagnosticada por técnicas baseadas no crescimento do microrganismo, e o diagndstico da
hanseniase depende dos achados clinicos e histopatoldgicos e da observagdo microscopica apos
coloracdo de BAAR. Na hanseniase da forma paucibacilar ou em estagio inicial o diagnostico
torna-se dificil devido ao baixo numero de bacilos ou até auséncia deles. Em geral, o limite de
deteccdo para contagem microscopica direta é ~1x10* bacilos; no entanto, mesmo quando
diagnosticada, a deteccdo da bactéria é dificil e os achados histopatolégicos podem ser
inespecificos (Yan, e col., 2014). Para pacientes com BAAR negativo, a sensibilidade e a
especificidade do diagndstico podem ser melhoradas significativamente por meio de testes
moleculares, um deles 0 PCR em tempo real (qQPCR) (Martinez e col., 2006).

Quando comparamos neste estudo os resultados da quantificacdo do DNA bacteriano
por gPCR e a BAAR dos esfregacos intradérmicos, obtivemos uma alta propor¢cdo de casos
positivos para gPCR para isolados com IB=0 (85,6%; n=149), confirmando o potencial de
gPCR para ajudar no diagnostico (Manta e col., 2022 e 2019). Entretanto, observamos que ao
agruparmos 0s pacientes descritos na baciloscopia como IB negativos e PB (IB< 2) a
positividade diminui ficando em 88,6% (Tabela 4.8), quando comparado com a média calculada
(89,8%) entre 0s pacientes negativos (85,6%) e 0s PB (94%) que seria de 89,8% (dado calculado
a partir da tabela 4,7), concordando dessa maneira com o dado apresentado na tabela 4.10, onde
o coeficiente Kappa foi de 0,627481 quando consideramos N0 mesmo grupo 0S pacientes
negativos e PB vs. MB. Desta maneira podemos concluir que o diagnéstico em pacientes com
IB=0 é muito mais dificil para confirmar, entretanto, a separacdo entre este grupo e os PB
apresenta maior evidéncia de confiabilidade significante para o estudo. Estes dados sdo inéditos
considerando o tipo de amostra clinica utilizada, pois, a maioria dos trabalhos achados na
literatura utilizam biopsias de pacientes multibacilares com hanseniase (Martinez e col., 2006;
Yan e col., 2014). Por exemplo, Martinez e colaboradores (2006), identificaram mediante gPCR
DNA de M. leprae nas bidpsias de pacientes com hanseniase PB, com uma taxa de deteccdo de
79,2%. Outro trabalho de Yan e colaboradores (2014), que obteve resultado semelhante
mostrou uma taxa de 70,8% com o teste de PCR em tempo real em bidpsia de pele de pacientes
PB incluidas em parafina. Barbieri e colaboradores (2019), mostra que no 58% dos casos
analisados nesse estudo, ndo foi possivel um diagnéstico conclusivo por meio de analise

histopatolégica; no entanto, 30% desses casos tiveram (PCR positivo (DNA-based
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Mycobacterium leprae qPCR-targeting 16S gene) e a analise mostrou que a sensibilidade do
teste histopatologico foi muito baixa (35%), comparada com uma anélise de gPCR Unico, que
foi mais eficaz para identificar presenca de DNA de M. leprae, com sensibilidade de 57%.

E importante mencionar que no caso de menores de 15 anos de acordo com a
recomendacdo da OMS, ndo pode ser empregada a coleta de amostra mediante biopsias (OMS,
2020). Portanto, mediante aos dados obtidos neste estudo, a possiblidade de utilizar esfregacos
intradérmicos para a coleta de amostra, tanto em menores de idade como em adultos, seria
extremamente interessante por ser muito menos invasivo. Importante ressaltar que ao utilizar
esfregacos intradérmicos fixados em lamina de microscopio, pode-se destacar: menor
manutencdo e transporte mais simples e eficiente das amostras coletadas dos pacientes, alem
disso, 0 processo de extracdo seria de baixo custo quando comparado aos kits empregados para
a extracdo de DNA bacteriano a partir de biopsias ou de linfa coletada em etanol. Além disto,
supomos (e inferimos a partir dos dados apresentados no trabalho de Fontes e colaboradores de
2012) que este tipo de coleta e extracdo do DNA pode evitar as dificuldades inerentes a presenca
de quantidade consideravel de DNA humano que interfere na pureza da amostra que seré
avaliada nos testes moleculares para a deteccdo e genotipagem da micobactéria causadora da
enfermidade (Fontes e col., 2012). Utilizacdo deste tipo de amostra também facilitaria o
monitoramento da transmissdo da infeccdo em locais com alta endemicidade e possivel
transmissdo intradomicilar da hanseniase.

Os resultados atuais apontam que o gPCR permite avaliar a quantidade de DNA,
estimando nimero de bacilos na amostra (genomas), o que o torna uma ferramenta de triagem
ndo somente para 0 MLVA, que foi o objetivo inicial da utilizacdo desta técnica no presente
estudo, mas também para selecdo de amostras a serem submetidas a técnicas moleculares em
geral, inclusive para deteccdo de resisténcia drogas por sequenciamento convencional ou até
para métodos desenvolvidos baseados em sequenciamento de nova geracdo. Tal fato torna esta
tecnologia eficiente para o estudo de uma populagdo com frequéncia alta de amostras
paucibacilares (incluindo ou ndo os BAAR negativos).

Da mesma forma a avaliagdo massiva em um grupo téo grande de pacientes (n=709),
permitiu inferir valores que contribuiram para a confirmacdo do diagnostico clinico;
considerados como amostras positivas as que apresentaram para um ou os dois alvos (16S e
Rlep), Ct < 38,5 para 16S ¢ Ct < 35,5 para Rlep (correspondente a aproximadamente (~3) trés
genomas segundo ao alvo 16S), tornando-as validas para proximos estudos moleculares (Manta
e col., 2022; Martinez e col., 2006).

Testes moleculares para deteccdo de resisténcia seguindo recomendacdes do OMS

inicialmente descartavam a inclusdo de amostras com IB < 2 (Tabela 4.7), considerado
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desnecessarios por incrementar o custo do inquérito, ja que importancia da resisténcia neste
grupo ndo era clara (OMS, 2020). Entretanto, reunides e publicagdes mais recentes j& sugeriram
a incluséo de amostras com IB <2 (Li e col., 2021). Portanto, destaca-se a importancia da qPCR,
uma vez que pode ser uma ferramenta auxiliar para definir elegibilidade de amostras para
continuidade das andlises epidemioldgicas, evitando o desperdicio de amostras e insumos

utilizados em técnicas moleculares de tipagem como o0 MLVA.

A sabida existéncia da baixa variabilidade genética para o genoma de M. leprae como
inicialmente relatado nos trabalhos de Matsuoka e colaboradores (2000) e de Shin e
colaboradores (2000), com o recente refinamento feito pelo trabalho de Benjak e colaboradores,
que revelou nove linhagens distintas ou ramos de M. leprae, e subdivisdo de alguns dos 16
subtipos SNP anteriormente descritos (Benjak e col., 2018; Avanzi e col., 2020) deu inicio a
estudos de genoma que levaram ao reconhecimento da complexa estrutura filogenética desta
espécie. Em vez de realizar sequenciamento de genomas completos, a analise combinada de
alguns tipos de marcadores (basicamente SNPs, InDels e micro e minissatélites), se mostrou
valido como base metodoldgica para o estudo tanto da genética quanto da biologia de M. leprae,
possibilitando a descricdo da existéncia de gendtipos geogréaficos especificos e estudos de
transmissao, tanto entre familiares (Xing e col., 2009) quanto na sociedade ou comunidades (de
Fontes e colaboradores (2017). Além de comprovar transmissao recente através da deteccéao de
pacientes infectados por bacilos com mesmo gendtipo, busca-se nas divergéncias genéticas
entre populacBes de bacilos que infectam diversos pacientes estabelecer grupos associaveis a
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas ou geograficas de individuos possivelmente
relacionados.

Fontes e colaboradores (2017) relataram que, embora estudos sobre a variabilidade
genética do M. leprae tenham sido conduzidos em varias regides endémicas para hanseniase,
na maioria dos casos as informacOes epidemioldgicas detalhadas encontravam falhas, com
algumas excec6es, como o trabalho de Xing e colaboradores (2009), em Qiubei - China, que
demostraram a presenca de tipos de cepas intrafamiliares, o trabalho de Weng e colaboradores
(2011), também apresentou diferencas regionais no agrupamento. O trabalho de Fontes e
colaboradores foi uma tentativa pioneira para a compreensdo dos fatores de risco para
transmissdo da hanseniase, utilizando a analise combinada de 17 VNTR e 4 SNP para a tipagem

de M. leprae em amostras de biopsia de pele de casos novos de hanseniase multibacilar, estes
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diagnosticados em um Centro de Referéncia em uma das cidades da regido nordeste do Brasil
(Fortaleza-Cearad).

No presente estudo a diferenga no nivel de agrupamento usando os 17 VNTRS vs. uma
restricdo com 13 VNTRs é notavel (0,2% vs. 25,2% respectivamente) dessa maneira pode-se
sugerir que o alto nivel de agrupamento pode representar transmisséo recente e, sendo, portanto,
o principal fator para o desenvolvimento da hanseniase entre os pacientes avaliados entre 0s
anos 2012 até 2017 em Recife-Pernambuco. A restricdo proposta para este estudo corresponde
aos quatro loci [(TA)18, (AT)15, (AT)17 e (TTC/ GAA)21] que apresentaram um alto poder
discriminatorio, com um HGDI superior a 0,8.

O ndmero de bacilos de M. leprae no corpo humano pode chegar a 102, portanto,
diferencas no nimero de copias devido ao maior nimero de ciclos de replicagdo durante o
desenvolvimento da hanseniase é uma realidade. Assim, o rigor na defini¢do da estringéncias
da analise para definicdo de gendtipos idénticos depende de alguns fatores e merece uma analise
regido-endémica- especifica. Nossos dados atingiram uma estringéncias parecida a de Fontes e
colaboradores (2017), possivelmente por se tratar de estudos parecidos em regides préximas do
Brasil, mas diferente daqueles usados por Sharma e colaboradores (2015) e Lavania e
colaboradores (2015), que consideraram para cluster um nimero de VNTR menores. Por outro
lado, Lavania e colaboradores, ao usarem uma abordagem de tipagem idéntica, observaram 66
perfis ou gendtipos diferentes entre 70 pacientes com hanseniase. Conforme sugerido antes,
embora a representatividade da amostra e outras variaveis possam influenciar fortemente os
niveis de agrupamento, a diferenca entre os dois estudos é notavel e pode ser devido a diferencas
na dindmica de transmisséo.

No trabalho de Fontes e colaboradores, 0 87% dos 157 pacientes eram do SNP tipo 4, e
dos 17VNTR, se apresentaram 156 genoOtipos diferentes e somente trés pares com gendtipos
idénticos foram observados; nenhuma relacéo epidemioldgica foi observada entre os individuos
desses pares. Os marcadores com maior h >0.8 foram os mesmos do presente estudo [(AT)15,
(TA)18, (AT)17 e (GAA)21]. Ja foi demostrado ao comparar gendtipos de isolados presentes
em muco nasal e bidpsia de pele de um mesmo paciente, que estes loci apresentam diferengas
no nimero de copias (Fontes e col., 2017), o que sugere que estes marcadores podem atrapalhar,
quando utilizados para verificar transmissao recente. A exclusdo desses marcadores da analise,
no trabalho de Fontes e colaboradores, resultou em 83 genotipos, 20 dos quais incluiram 96 dos
pacientes (60,3%). Esses clusters eram compostos por dois (n=8), trés (n=6), quatro (n=1),
cinco (n=2), seis (n=1), 19 (n=1) e 23 (n=1) individuos, fazendo com que os investigadores
sugerissem que essa transmissao recente estaria contribuindo para a manutencdo da hanseniase

em Fortaleza. Apesar da taxa de grupamento alto, Fontes e colaboradores relataram dificuldade
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para estabelecer associacOes especificas entre as caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos
pacientes e dos gendtipos em cluster, devido a algumas limitagGes do estudo, como a auséncia
de pacientes PB na amostragem, falhas na coleta da informagdo dos pacientes, cobertura
relativamente baixa da coleta. Dos 998 pacientes diagnosticados como multibacilares entre
2009 e 2010, apenas 160 foram genotipados no estudo de Fontes e col., sendo que 16,8% e 15%
dos pacientes MB recém-diagnosticados para 2009 e 2010, respectivamente.

Devido a maior cobertura da presente amostragem, que abrange 709 pacientes dos quais
672 foram submetidas a PCR para amplificacdo dos 17 loci MLVA, correspondente ao 94,6%
de todos os casos, (destes 48,4%; n=343/709, apresentaram genoétipos com 13 0 mais VNTRS)
e por termos incluido pacientes com baciloscopia negativas e PB (totalizando quase o 50% da
amostragem) e termos coletado material de pacientes de uma mesma regido durante quatro anos,
acreditamos que o presente estudo em conjunto com a abordagem utilizada, poderemos definir
fatores de risco para agrupamentos.

No presente estudo, em primeira instancia, verificamos os isolados com genétipos
completos para 17 VNTRs (n=294) e verificamos a formagao de 293 singletons e de um Unico
cluster composto por dois isolados. Os pacientes analisados possuem moradia em Recife e
Paulista, municipios com uma distancia de aproximadamente 18,9 km, conforme apresentado
na Figura 4.5, mediante analise de estimacdo de densidade de Kernel, e ndo apresentam relacdo
familiar. Quando baixamos um pouco a estringéncias para definicdo de cluster em relacdo a
este Unico genotipo compartilhado, observamos mais sete isolados com sete genétipos com
pequenas variacdes, sendo um (n=1), dois (n=3) ou trés (n=3) loci que apresentaram diferenca
na relacdo genética. A maioria destes residiam no momento da entrevista no Recife (um deste
sendo o paciente que compde o cluster C01.1, classificado como possivel caso de
recidiva/reinfeccdo, que pode se possivel precursor de outros gendtipos com excecdo de um
paciente que morava em Sirinhaém (Quadro 4.1 e figura 4.6).

As caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos 294 isolados avaliados pela analise com
17 VNTR apresentaram 0s mesmos comportamentos em comparagdo aos 709 pacientes de
nosso estudo, observamos também uma compatibilidade com os dados apresentados no
Boletim Epidemioldgico (2018 até 2020) e a Guia para o Controle da Hanseniase do Ministério
de Saude do Brasil (2013 e 2020), para Brasil, Pernambuco e Recife; pacientes hansenianos
masculinos (75,2%; n=221; p=0,0032), com predominancia de idades de 15 até 59 anos (73,4%;
n=210), de raca parda (61,5%; n=147), com ensino fundamental 2 incompleto (28,3% n=80),
relatando o primeiro diagnostico (92,5%; n=272), mas com presenca de casos
recidiva/reinfeccdo (4,1%; n=12) e de falha terapéutica (3,1% n=9), majoritariamente

diagnosticados no ano 2014 (32,7%; n=96), com presenca de lesdes (100% para esta categoria;
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n=231), moradores de Recife (73,5%; n=216), com e com tempo de tempo de residéncia no
endereco informado na entrevista de 11 a 20 anos (28,9%; n=80). Entre os pacientes MB
também foi observada uma associacdo positiva/direta (frequéncia maior que a esperada ao
acaso) para o tempo de moradia de 0-10 anos no momento do diagndstico/entrevista (32,6%;
n=72/221), com uma significancia estatistica para esta caracteristica epidemiolégica, com um
valor de p=0,0242. O que reforga a ideia de transmissao recente no local, especificamente para
casos MB, jé& que a progressdo da doenca € lenta e em média um paciente pode levar 7 anos
para apresentar sintomatologia apos a infecgéo.

As arvores de abrangéncia minima para as analises com 17 VNTR mostraram a
formagéo de trés ramos com a localizagdo do cluster no ramo superior (Figura 4.7). O que
parece ser interessante, € que neste ramo também se concentram os pacientes com falha
terapéutica (Figura 4.9), além dos menores de 15 anos e maiores de 60 anos (Figura 4.10). Isto
sugere que a falha terapéutica e transmissao recente colaboram para a formacéo de agrupamento
de certos gendtipos e para manutencdo da hanseniase nessa localidade.

Em segunda instancia, estudamos as caracteristicas clinico-epidemioldgicas,
composicdo genética, formacdo de cluster e os possiveis fatores associados a populacédo
bacteriana. Observamos gendtipos formados por 13 VNTRs (exclusdo dos quatro marcadores
com ID > 0.8 (Tabela 4.11), além de164 singletons e a formacdo 31 clusters. Os isolados em
clusters representam 25,2% dos isolados dos totais avaliados (n=179/709) e 52,2% (n=179/343)
dos genotipados com 13 0 mais VNTRs. Os 31 clusters foram compostos por 2 até 39, 39 (n=1),
36 (n=1), 12 (n=1), nove (n=1), sete (n=1), seis (n=1), cinco (n=3), quatro (n=2), trés (n=7) e
dois (n=13), individuos.

Destacamos que alguns dos genotipos também foram reportados em outros estudos de
genotipagem de M. leprae no Brasil, comparamos o0s genotipos observados e achamos
correspondéncia com gendtipos de isolados de Ceara, Para, Rondbnia e Matogrosso (banco de
dados do LABMAM). Um exemplo foi 0 maior cluster composto por 39 isolados com genotipo
compartilhado com isolados de pacientes do Rio de Janeiro e de Ceara. Os segundo, terceiro e
quarto maiores clusters com 36, 12 e 9 isolados, respectivamente, compartilham o mesmo
gendtipo com isolados de Ceara (Tabela 4.14), sugerindo a ocorréncia de transmissao (recente)
da hanseniase entre a populagdo de Pernambuco e Ceard, estados que compartilham uma
fronteira.

As caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos 343 pacientes com 13 VNTRs analisadas
estdo localizados espacialmente na Figura 4.12 e apresentaram 0S mesmos comportamentos
guando avaliados os 709 pacientes de nosso estudo, assim como com os dados apresentados no

Boletim Epidemioldgico (2018 até 2020) e a Guia para o Controle da Hanseniase do Ministério

155



de Saude do Brasil (2013 e 2020), para Brasil, Pernambuco e o Recife, sendo em sua maioria
pacientes: masculinos (76,1%; n=258), corroborando uma significancia estatistica com um
valor de p=0,001, com idades dentre 15 até 59 anos (73,5%; n=244), de raga parda (60,8%;
n=169), com ensino fundamental 2 incompleto (27,0%; n=89), em sua maioria casos novos
(92,7%; n=316), com presenca de casos de recidiva/reinfeccao e falha terapéutica (3,5%; n=12
em ambos casos), diagnosticados principalmente no ano 2014 (30,5%; n=104), com presenca
de lesdes (100% para esta categoria; n=263), moradores de Recife (74,5%; n=254), com um
maior tempo de residéncia no endereco informado na entrevista de 31 ou mais anos (28,7%;
n=92), mas apresentou também uma associacdo positiva/direta (frequéncia maior que a
esperada ao acaso) para o inicio provavel da doenca de 0-10 anos em pacientes multibacilares
(32,8%; n=82/250), apresentando uma significAncia estatistica para esta caracteristica
epidemioldgica, com um valor de p=0,014, reforcando novamente a ideia de transmissdo
recentes no local, e finalmente foram localizados maioritariamente pacientes no GERES |
(88,5%; n=284) (Tabela 4.13).

Além da analise das caracteristicas clinicas-epidemioldgicas dos pacientes incluidos no
grupo de “13 VNTRs”, verificamos possiveis diferencas das mesmas entre (i) pacientes
pertencentes a qualquer cluster versus pacientes que ndo pertencem a cluster e (ii) 0s grupos
pertencentes a sele¢do de cada um dos maiores cluster versus (iia) grupos de isolados que nao
estdo nestes clusters em particular (iib) pacientes que ndo pertencem a nenhum cluster. Com
esta abordagem, acreditamos que esgotamos todos os tipos de analises possiveis para achar
fatores de risco para (i) transmissao recente em geral e (ii) visualizar possiveis razfes por
pertencer a determinados cluster. Acreditamos que esta primeira abordagem (i) poderia revelar
qualquer fator de risco, apesar de correr o risco de que os dados (a través destas comparagoes),
gue indicassem que uma das caracteristicas avaliadas poderia ser um fator de risco, poderiam
ter sido “diluidos” devido a fatores de risco proprios dos clusters individuais, acreditamos que
todas estas comparacdes (ii) permitiriam detectar razdes especificas para pertencer a um surto
mais especifico, os chamados “outbreaks” observados em outras doencas micobacterianas.

Incialmente a abordagem do estudo estava focada em achar a possivel formagao de um
cluster que estivesse associado a uma ou varias das caracteristicas clinico-epidemioldgicas
desta populacdo de pacientes, mas mediante do desenvolvimento do trabalho foram
visualizados diversos clusters e por isso (i), foi proposta a comparagdo de cada um dos maiores
clusters com as diversas variaveis populacionais acima mencionadas, a fim de tentar identificar
alguma diferenca estatisticamente significativa que nos permitisse justificar a presenca,

formacéo e transmissao deste grupo de gendtipos entre esses pacientes. Durante a abordagem
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quando realizamos a comparacdo de cada um dos grupos de maiores cluster vs. grupos de
isolados em cluster e ndo cluster restantes, todos apresentaram em cada uma de suas
caracteristicas as mesmas distribui¢cfes antes mencionadas para o total de isolados com 13
VNTRs, com significancia estatisticas para as caracteristicas epidemioldgicas de ano da
coleta/entrevista (quando comparados todos os pacientes em cluster vs. ndo cluster), o que pode
indicar que nesses anos foi feita uma notificacdo adequada da doencga, diferente dos outros anos
em que poderia haver baixa notificacdo. Quando comparamos os pacientes em cluster C10 vs.
ndo cluster, se registrou significancia estatistica para a caracteristica de tempo de tempo de
residéncia no endereco informado na entrevista, resultado similar ao observado quando
comparado os pacientes que compdem o cluster C10 vs. 0s pacientes restantes do cluster e néo
cluster. No caso do cluster C11 observou-se significancia estatistica para a caracteristica
epidemioldgica de idade e ano da coleta/entrevista, quando comparados 0s pacientes que
compdem o cluster C11 vs. pacientes em cluster e ndo cluster restantes, observa-se significancia
estatistica s6 na caracteristica epidemioldgica de idade, o que pode indicar que transmissao
ativa o recente da enfermidade entre os pacientes que compdem o cluster.

Finalmente ao comparar os pacientes que compdem os cluster C10 e C11 vs. pacientes
ndo clusters e vs. pacientes em cluster e ndo cluster restantes, observou-se significancia
estatistica ao agrupar os pacientes PB com os negativos comparados com os MB, também na
classificacdo terapéutica de ano da coleta/entrevista, o que corrobora o fato de correlacdo entre
estes dois grandes clusters, permitindo-nos pensar que possivelmente um desses clusters seja o
grupo ancestral do outro, devido a sua alta semelhanca e relacdo estatistica entre as
caracteristicas dos pacientes que os compdem (como apresentado nas tabelas 4.15 até 4.26)
mantendo sua semelhanca com os dados do Boletim Epidemioldgico (2018 até 2020) e a Guia
para 0 Controle da Hanseniase do Ministério de Saude do Brasil (2013 e 2020), para Brasil,

Pernambuco e o Recife.

Com as analises realizadas utilizando as arvores de abrangéncia minima apresentou-se
na Figura 4.13, a localizacdo dos clusters obtidos com a analises com 13 VNTRs na distribuicéo
da arvore de abrangéncia minima para a analises com 17 VNTRs, mostrando-se a concentragdo
da maioria destes clusters no ramo superior onde apresentou-se o cluster da analise com 17
VNTR, corroborando com a estrutura de agrupamentos dos clusters com 13 VNTR que se
mantem quando utilizada a estrutura de 17 VNTR, permitindo garantir que a selecdo proposta
de (13 VNTR) ndo modifique o comportamento da populacdo com a anélise original de 17
VNTRs. Além disto, na MST para 13 VNTRs apresenta-se um ramo superior (Ramo ) que

apresenta similaridade com os genotipos de isolados classificados como SNP tipo 4 (SNP-4) o
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ramo inferior (Ramo IlI) com amostras classificadas de SNP tipo 3 (SNP-3), quando
comparamos os perfis do banco nacional e mundial de gendtipos construido no LABMAM
(dados nédo publicados), o que sugere maior transmissibilidade no Ramo | (SNP-4) quando
comparado com o Ramo Il (SNP-3) nesta populacdo de estudo. Os VNTRs que definem e
separam estes dois grupos sdo 12-5, 18-8, 27-5 e TA10, o que sugere relacdo destes VNTRS
com linhagens especificas determinadas por SNPs.

Observamos também neste trabalho as arvores de abrangéncia minima utilizando 13
VNTRs mostrando os diferentes clusters (Figura 4.14), com o objetivo de verificar como a
estrutura das duas arvores se relacionavam. Para isto foi construida a MST utilizando 17
VNTRs com base nos clusters formados com 13 VNTRs (figura 4.13), os dados mostraram a
que maioria e 0s maiores clusters concentra-se no Ramo |, onde também se concentravam 0s
pacientes MB (Figura 4.15), e o0s pacientes menores de 15 anos, concentraram-se
especificamente nos maiores cluster (C10 e C11; figura 4.16). Em relacdo aos casos de FT a
maioria dos casos concentraram-se C10 (sem relacdo aparente com os casos MB, ja que no C10
concentram-se 0 75% dos casos; n=27/36 e no C11 concentram-se 0 82,1% dos casos; n=32/39),
com a presenca de um paciente com R/R. No cluster C11 observou-se também um caso de R/R
(Figura 4.17). Estes dados em conjunto sugerem fortemente possiveis caracteristicas dos
pacientes associadas a maior transmissao, indicando a recente transmissibilidade de hanseniase,
possivelmente devido a estes dois Ultimos individuos (cada um dos pacientes com R/R presentes
em cada cluster), nos quais foram detectado M. leprae pelos genétipos (com divergéncia apenas
do locus GTA9, entre um e outro). No entanto, para corroborar esta hipotese seriam necessarios
estudos do real adoecimento destas pacientes neste cluster em funcdo do tempo, assim como a
analise de rede social dos mesmos, todavia, estes dados sugerem a existéncia de um fator
importante para continuar a transmissao nesta populacéo.

A caracteristica clinica de presenca de lesdes nos pacientes da analise com 13 VNTRs
foi apresentada na arvore MST da figura 4.18 mostrando que 20,9% (n=55/263) dos casos com
lesGes concentravam-se nos maiores clusters (C10 e C11) e s6 quatros clusters compostos por
4,5, 6 e 7 isolados eram de pacientes que ndo relataram lesdes, mesmo sendo a maioria destes
pacientes classificados com MB. Estes dados abrem novas questdes e estimulam uma
investigacdo mais aprofundada sobre as caracteristicas clinicas dos pacientes hansenianos deste
estudo.

A maioria dos clusters com 13 VNTRs, especificamente os maiores clusters séo
moradores de Recife e localizam-se no GERES | (Figura 4.20). Isto corrobora com o dado
apresentado na Figura 4.21, embora os clusters com 13 VNTRs estivessem espalhados pela

cidade de Recife e cidades vizinhas (Olinda, Paulista, Abreu e Lima, Sdo Lourengo da Mata e
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Jaboatdo dos Guararapes), a analise de Kernel revelou que alguns dos pacientes pertencentes
aos dois grandes clusters estavam espacialmente relacionados a alguns bairros que relatavam
pobreza e alta incidéncia de doencas em criangas (Figura 4.22), como o descrito no trabalho de
Fontes e colaboradores (2017), para seu estudo em Fortaleza.

A partir desta analise com 13 VNTRSs, pode-se sugerir (i) a necessidade de avaliacao
regional de VNTRs para genotipagem das diferentes localidades de pacientes infectados por M.
leprae, com o objetivo de desenvolvimento de tipagem especializado e de "custo mais baixo"
especifico para as regides endémicas com maior nimero de casos que geralmente sdo as mais
pobres, como o sugerido no trabalho de Fontes e colaboradores (2017), no entanto, mantendo
sempre em vista 0 estudo com o uso de 17 VNTRs para agucar o entendimento e/ou
compreenséo da transmisséo e filogenia do M. leprae.

Mediante as analises de georreferenciamento também constatamos a presenca de
aglomerados de alta densidade como o visualizado na figura 4.23-A na andlise de Kernel para
a populacdo total do estudo se concentrou no bairro Agua Fria localizado no Distrito 1l do
Recife, e indicou uma possivel transmissibilidade nesta localidade, porém na figura 4.23-B de
varredura espacial - Scan observamos também dois aglomerados; sendo o primeiro localizado
nos distritos IV, V, VI e VIII - no periodo de coleta de 2012-2014 e o segundo entre os distritos
I1 e VII - no periodo de 2013-2015 dos anos do estudo, sendo este Ultimo correspondente com
a analise de Kernel da figura anterior, o qual coincide com o 0s anos que registraram maior
nameros de casos de hanseniase respeito ao Boletim Epidemiolégico (2018 até 2020) e a Guia

para o Controle da Hanseniase do Ministério de Saude do Brasil (2013 e 2020).

Com relacdo a classificacdo mediante IB apresentada na figura 4.24 mediante analise de
Kernel, foi observado a maior concentracéo de pacientes MB no bairro da Agua Fria/Distrito 11
e outros aglomerados de média densidade (amarelo/laranja) em particular nos distritos IV, V e
VI (Figura 4.24-A). No caso dos pacientes PB os aglomerados de alta densidade foram nos
bairros Brejo de Beberibe e Nova Descoberta/Distrito VII e outros aglomerados de média
densidade (amarelo/laranja) e nos distritos I, IV e V (Figura 4.24-B). Ao avaliarmos a
caracteristica clinica de presenca de lesdes observou-se um aglomerado de alta densidade no
bairro da Agua Fria/Distrito 11 e os outros aglomerados de média densidade (amarelo/laranja)
nos distritos V e VIII (Figura 4.24-C), ressaltando uma transmissdo ativa da doenga nestas
localidades, principalmente no bairro Agua Fria, o que mostra importancia e necessidade de

estudos epidemiologicos e de transmissibilidade de hanseniase nesta regiéo.
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Especificamente para a analise com 13 VNTRs foram construidos mapas com avaliacao
de distancia, como o apresentado na figura 4.25-A e C com imagem satélite e que permitiram
a visualizacéo dos distritos do Recife. O dado mostrou maior proximidade entre pacientes (4 —
100 m) desta analise nos bairros Prado, San Martin e Jardim S&o Paulo principalmente,
corroborando o dado visualizado na figura 4.25-B feita via analise de Kernel que apresentou
aglomerados de alta densidade no bairro Agua Fria/Distrito I1; Prado/Distrito IV; Bongi, San
Martin, Mustardinha e Jardim S&o Paulo/Distrito V, possibilitando uma transmissibilidade
nestas areas.

Pontualmente para os isolados que compdem os cinco maiores clusters da analise com
13 VNTRs foram criados os mapas apresentados nas figuras 4.26 e 4.27, com as areas de
localizacéo e as areas de maior densidade mediante anélise de Kernel, mais comum para 0s
isolados que comp&em cada um desses clusters foram os bairros Agua Fria, Prado, San Martin
Bongi e Mustardinha, sendo os clusters C01, C10 e C11 os que apresentaram isolados com
maior proximidade, como indicado com os circulos vermelhos inseridos na figura 4.26. A cor
vermelha sugere maior densidade de aglomerados (figura 4.27). Em ambos 0s casos estas
figuras advertem sobre a transmissibilidade de cada um destes genétipos nas areas antes
mencionadas. Estes resultados sdo descobertos importantes para o controle da propagacéo da

doenga no municipio de Recife.
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CAPITULO VI — CONCLUSOES

Os resultados de caracteristicas clinico-epidemioldgicas observados entre as amostras
analisadas, reflete semelhancas ao observado no estado de Pernambuco e em linhas gerais aos
obtidos no Brasil durante os anos 2012 até 2018 com relacdo ao comportamento da hanseniase,
corroborando assim com o fato de que a sele¢do dos pacientes e redu¢do do nimero de casos
devido ao sucesso parcial de genotipagem, aparentemente ndo criou uma amostragem viciada

no estudo;

As andlises realizadas em esfregacos intradérmicos de linfa de pacientes hansenianos
através dos dados de qPCR apresentou uma relacdo entre valor de Ct e sucesso do MLVA.
Logo, consideramos esta técnica uma ferramenta de triagem Util, principalmente em um estudo
desta magnitude. Um resultado promissor foi a alta positividade obtida em amostras de
pacientes PB e pacientes com IB =0, refletido pela obtencdo de genotipos de MLVA de alta
qualidade deste tipo de pacientes, permitindo um estudo comparativo com pacientes MB.

Surpreendentemente, 0 sucesso de genotipagem de M. leprae a partir de esfregacos
intradérmicos de linfa, tanto em pacientes MB quanto PB, sugere fortemente que este tipo de
amostra obtida por técnica pouca invasiva pode tornar a obrigatoriedade da coleta por uma
biopsia de pele para realizar estudos de genotipagem menor, mais ainda devido a corroboracao

da alta sensibilidade da técnica empregado para genotipagem neste estudo (MLVA).

A grande diversidade genética observada entre as amostras dos pacientes que
compuseram este estudo, junto a observacao de um numero consideravel de agrupamentos, sdo
as duas caracteristicas mais importantes para aplicar este tipo de tecnologia em uma
comunidade como por exemplo na cidade de Recife. Tal fato se deve a (i) alta cobertura dos
pacientes (dados coletados), (ii) ao longo periodo da coleta das amostras, e (iii) a inclusdo de
pacientes PB no estudo, que como apresentado na discussdo permite definir uma alta
representatividade genotipica para este estudo. Dos 709 pacientes do estudo 671 foram
submetidas a analise por MLVA, correspondente ao 94,6%, e destes 48,4% (n=343/709) e
apresentaram geno6tipos com 13 o mais VNTRS, que comparados com estudos como o de Fontes
e colaboradores a qual sé obtiveram um 16,8% e 15% para cada um dos dois anos em que 0
estudo foi realizado (2009 e 2010), do total de 998 pacientes diagnosticados para esse trabalho,
destaca-se a alta cobertura das nossas anéalises. Ressaltamos a existéncia de dois agrupamentos

grandes de isolados geneticamente relacionados indicando uma transmissao continua e elevada
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na cidade e/ou a circulacdo dominante de alguns isolados na regido durante decadas;

Apesar de que grande parte dos pacientes que compdem este estudo ndo apresentarem
relacBes clinico-epidemioldgicas (estatisticamente significativas), a presenca de genoétipos
idénticos e/ou muito similares entre pacientes de uma mesma regido geografica ou municipio
sugere uma associacdo entre estes individuos, possivelmente devido a transmissao recente,
fortemente sugerida também, devido a presenca os clusters de menores de 15 anos. Entretanto,
devido a hanseniase ser uma doenca lenta, a possibilidade de pacientes serem infectados por
bacilos com gendtipos (quase) idénticos, apesar de serem infectados em anos ou até décadas

bem diferentes, nos parece uma hipotese a ser cada vez mais considerada

Quando associados fatores clinico-epidemiologicos convencionais dos pacientes a
gendtipos dos bacilos, observamos algumas caracteristicas associadas a maior formacdo de
agrupamentos e a transmissdo (mais recente) da hanseniase nesta populacao. Alguns exemplos
sdo: carga bacilar, presenca de lesdes, faixa etéria, ano da coleta (associado a subnotificacGes

em alguns anos) e tempo de residéncia na regido;

No tocante, aos casos de recidiva/reinfeccdo, falha e abandono terapéutico em
hanseniase, estes ndo se encontram espalhados randomicamente entre 0s pacientes
considerando a distribuicdo nas arvores de genotipos, similaridade genética populacdo, no
entanto, a tendéncia destes é de se agruparem e pertencerem a um cluster, (localizando se
principalmente nos GERES I, Il e Ill de Pernambuco, maioritariamente no Recife -
especificamente nos bairros de Agua Fria/Distrito 11, Prado/Distrito 1V; Bongi, San Martin,
Mustardinha e Jardim S&o Paulo/Distrito V- e pertencentes a um dos grandes clusters
posicionando-se em um braco da arvore, aparentemente pertencendo a um mesmo tipo de
bacilo). O fato destes individuos mostrarem que cerca de 10% do total de supostos casos novos,
ja foram previamente tratados para hanseniase, junto a nossa observacao a nivel de gendtipo,
nos induz a deixarmos em aberta a possibilidade de que este tipo de doente possa ter uma
participacdo maior na transmissao da hanseniase. A contribuicdo de resisténcia a drogas se torna

uma prioridade nestes casos;

Observamos um comportamento estrutural diferente dos genétipos neste Estado quando
comparado a segundo maior estudo, 0 que merece uma investigacdo maior; acreditamos que o
presente estudo é um dos maiores investimentos na area de epidemiologia molecular no (ou

fora do) pais, considerando o alto nimero de pacientes incluidos, inclusive os PBs, tempo de
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coleta longa e utilizacdo de questionario clinico-epidemiologico desenvolvido para o estudo.
Este projeto contou com importante investimento em recursos humanos, focou na otimizagéo
da tecnologia de genotipagem, aplicou uma gama de andlise epidemioldgicas, se debrugou na
recuperacdo de DNA e de gendtipos, na obtencdo de termos com informaces bastante completa
dos pacientes genotipados, entretanto, temos 0 sentimento que mesmo assim, a utilizacdo da
epidemiologia molecular continua sendo uma abordagem complicada para se descobrir mais
caracteristicas solidas da transmissdo da hanseniase. Esperamos que a interpretacdo destes
dados possa ser melhorada através de estudos com maior delineamento, insercdo de
questionarios mais direcionados para rede social, diagnostico e possivel genotipagem de
contatos domiciliares, incluindo a deteccdo de resisténcia aos medicamentos nos pacientes,
ainda com um tempo de coleta maior e utilizagdo de uma metodologia de genotipagem mais

sensivel.
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Anexo 1. UPGMA gerado usando os 16/17 VNTRS.
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Anexo 2. UPGMA gerado usando os 13 VNTRS.
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500 PB
567 MB
605 PB
397 MB
396 MB
484 MB
543 PB
545 PB
686 MB
65 MB
113 MB
53 MB
T09 PB
a5 MB
19 PB
204 PB
209 MB
266 MB
271 MB
304 MB
309 MB
310PB
462 MB
44 MB
225 MB
544 MB
149 MB
146 MB
216 PB
274 MB
319PB
342 MB
370 MB
390 MB

SiMm
NI
NI
SiM
NI
SiMm
SiM
SiMm
SiMm
SiMm
SiMm
SiM
SiM
SiM
SIM
NI
NI
SiMm
NI
SiMm
SIM
SIM
SiM
SiM
NI
SiMm
NI
SiMm
NI
SiMm
SiMm
NI
SiM
SIM
SiM
SIM
SiMm
SiMm
NI
NI
SiM
SiM
SiM
NI
NI
NI
SiMm
SiMm
SIM
NI
SiM
NI
NI
SIM
SiMm
SIM
NI
SiM
NI
NI
SiM
SIM
SiMm
NI
SIM
SiM
NI
SiM
SIM
SIM
SiMm
SIM
SiM
SiM
SiM
SiM
SIM
SIM

SAD LOURENCO DA
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
AMARAGI-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
OLINDA-PE
RECIFE-PE
JABOATAQ DOS GU.
ALEGRIA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
FPRAZERES-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
TIMBAUBA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
VITORIA DE SANTO .
RECIFE-PE
RIBEIRAO-PE
RECIFE-PE
SAO LOURENCO DA.
RECIFE-PE
OLINDA-PE
ESCADA-PE
RECIFE-PE
KEUIFE-FE
SANTA MARIA DA BO
RECIFE-PE
BARRA DO GUABIR.
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
JABOATAD DOS GU.
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
BAIRRO DO PINA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
ITAMARACA-PE
RECIFE-PE
SIRINHAEM-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
SIRINHAEM-PE
OLINDA-PE
OLINDA-PE
RECIFE-PE
OLINDA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
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463 MB
23 PB
446 MB
487 MB
665 MB
408 MB
205 MB
262 MB
435 PB
687 MB
582 PB
102 PB
173 MB
218 MB
263 MB
481 MB
150 MB
20 MB
507 PB
3 PB
286 PB
297 MB
436 MB
112 MB
698 MB
83 PB
472 PB
518 PB
493 MB
220 MB
606 PB
610 MB
607 PB
631 MB

SIM
NI
SiM
NI
SiM
SiM
SIM
SIM
SIM
NI
SiM
NI
SiM
SiM
NI
SiM
SIM
NI
SiM
SiM
SiM
SiM
SiM
NI
NI
SIM
NI
NI
SiM
SiM
NI
SiM
SIM
NI

RECIFE-PE
RECIFE-PE
AFOGADOS DA ING.
AFOGADOS DA ING.
MACAPARANA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
CAMARAGIBE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
VICENCIA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
ITAQUITINGA-PE
TIMBAUBA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
FLORESTA-PE
UPATININGA-PE
JABOATAD DOS GU.
ITAMARACA-PE
RECIFE-PE
ESCADA-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE
RECIFE-PE



Anexo 3. Tabela com informaces dos pacientes incluidos nas anélises de 16/17 VNTRs.

Amostra | 1B 165 (34) Rlep (29) 63 | AT17 | GGT5 | GTA9 | AC8b | AC8a | AT15 | 213 | AC9 | TTC | TA18 | 6-7 | 27-5 | TA10 | 23-3 | 12-5 | 18-8 '\é‘;’?&"o Se“g;‘:odnig:
1 1 30,55 29,01 3 11 4 12 7 10 14 | 2 8 13 18 6 | 4 12 2 | 5 | 8 17 622
5 4 27,83 27,48 3 13 4 10 8 8 24 | 2 8 13 20 7] 5 9 2 | 4| 3 17 3841
6 3 Undetermined Undetermined 3 12 4 10 7 9 17 2 8 12 17 6 4 10 2 5 3 17
8 3 | Undetermined 28,77 3 15 4 9 8 9 19 2 7 19 18 6 | 5 8 2 | 4| 3 17
10 3 26,31 21,55 3 10 4 14 7 10 20 2 9 13 14 | 6 | 4 11 2 | 5 |9 17 10624
12 3 26,04 27,54 3 15 4 11 8 8 16 2 7 15 20 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 12728
13 4 26,06 25,21 3 17 4 9 8 8 22 2 7 15 26 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 12559
15 3 25,98 21,81 3 18 4 10 8 8 21 2 7 14 19 6 | 5 10 2 | 4| 3 17 13250
16 3 29,4 23,58 3 16 4 10 8 8 25 2 7 15 18 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 1343
17 2 27,22 26,47 3 14 4 8 8 8 18 2 7 17 20 7] 5 8 2 | 4| 3 17 5778
19 0 Undetermined Undetermined 3 13 4 9 7 9 15 2 8 13 23 5 5 8 2 4 3 17
20 3 31,72 27,67 3 15 4 11 7 9 15 2 8 10 16 7] a 5 2 | 4| 3 17 284
21 3 27,28 233 3 16 4 9 8 8 17 2 7 16 31 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 5550
22 4 27,13 22,87 3 15 4 10 8 8 18 2 7 14 22 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 6137
23 2 30,63 26,06 3 14 4 9 7 9 15 2 7 12 21 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 590
24 4 24,27 25,97 3 15 4 9 8 8 17 2 7 15 26 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 41616
30 4 26,77 28,67 3 10 4 12 7 10 12 2 8 12 18 6 | 2 10 2 | 5 | 8 17 7809
33 3 26,86 22,34 3 15 4 10 8 8 20 2 7 19 33 6 | 5 7 2 | 4| 3 17 7352
34 4 24,61 19,97 3 11 4 11 7 8 17 2 8 16 14 | 6 | 5 8 2 | 4| 8 17 33146
35 4 24,54 20,2 3 16 4 9 8 8 22 2 7 13 26 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 34736
36 2 29,61 29,9 3 15 4 9 8 8 28 2 7 14 | 36 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 1167
43 2 30,32 24,59 3 16 4 9 8 8 24 | 2 7 13 18 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 796
44 4 294 24,43 3 13 4 9 7 9 16 2 8 14 21 5 | 5 8 2 | 4| 3 17 1343
45 4 34,95 30,81 3 15 4 10 9 8 29 2 7 14 17 6 | 5 8 2 | 4| 3 17 33
46 2 30,77 24,76 3 15 4 11 8 8 20 2 7 16 24 | 7 | a 8 2 | 4| 3 17 537

209




49 28,4 24,74 10 14 10 12 2 12 18 10 17 2623
51 30,15 24,89 11 10 8 18 2 15 21 14 17 813
61 29,3 24,37 11 10 10 13 2 12 16 11 17 1436
65 27,27 24,68 11 10 9 13 2 16 23 8 17 5588
66 26,34 22,14 10 17 10 18 2 13 16 11 17 10413
71 30,12 27,91 16 10 8 19 2 17 27 8 17 829
75 35,72 34,47 16 10 8 29 2 14 19 8 17 20
76 217,65 24,62 22 9 8 28 2 13 14 8 17 4333
78 30,34 27,27 13 11 8 25 2 15 32 8 17 716
83 33,44 34,1 15 10 9 21 2 13 18 9 17 90
87 26,97 21,81 18 10 8 21 2 14 22 8 17 6830
89 28,97 30,73 20 10 8 24 2 26 14 8 17 1701
91 26,98 20,77 14 9 8 27 2 15 22 8 17 6785
92 22,79 17,07 13 9 8 15 2 13 16 9 17 112064
95 Undetermined Undetermined 13 9 9 15 2 13 24 8 17

96 Undetermined Undetermined 18 9 8 28 2 17 25 8 17

98 25,72 21,78 18 9 10 18 2 13 16 9 17 15768
101 31,75 25,83 13 13 8 21 2 17 17 8 17 279
104 27,55 22,5 16 10 8 26 2 14 25 8 17 4633
105 28,07 24,03 14 12 7 26 2 15 19 8 17 3271
106 25,72 19,78 15 11 8 21 2 15 19 8 17 15768
108 25,45 20,6 21 10 8 24 2 17 25 8 17 18891
110 22,97 18,34 16 9 8 21 2 15 21 8 17 09345
111 23,37 18,14 11 12 10 13 2 11 16 10 17 76010
112 27,56 22,66 16 7 10 14 2 14 16 8 17 4602
113 29,83 24,18 12 10 9 15 2 13 16 8 17 1007
116 27,83 22,81 15 9 8 26 2 16 21 8 17 3841
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119 4 27,57 22,22 13 11 8 21 2 7 13 19 8 17 4571
121 35 26,18 21,39 11 12 10 14 2 8 12 20 11 17 11590
123 25 26,89 21,92 15 10 8 26 2 7 18 22 8 17 7206
124 1 26,66 20,79 13 11 8 19 2 7 13 19 6 17 8405
126 0 27,52 22,5 13 11 8 24 2 7 13 22 5 17 4727
128 45 27,01 22,37 16 10 8 12 2 7 14 19 5 17 6650
129 3,75 25,38 22,02 17 10 8 21 2 7 15 21 5 17 19798
132 3,5 25,73 20,82 13 8 8 13 2 8 14 16 6 17 15663
133 35 26,79 22,62 10 12 10 12 2 8 13 17 8 17 7705
141 0 31,95 27,36 14 11 8 26 2 7 16 27 5 17 244

145 4 24,41 20,55 11 12 10 13 2 8 11 15 7 17 37894
146 4,25 23,38 19,88 13 10 9 15 2 8 13 21 5 17 75503
149 2,25 29,5 24,14 13 9 9 16 2 8 13 23 5 17 1256
150 4 30,08 25,68 11 8 11 16 2 7 13 8 5 17 852

154 3,75 28,53 22,49 13 9 8 17 2 7 15 20 5 17 2404
158 3,25 2511 19,94 10 11 10 9 2 8 11 17 9 17 23719
170 4,75 23,81 19,31 15 10 8 17 2 7 13 14 8 17 56621
171 1,75 30,46 24,7 10 15 10 12 2 8 12 19 10 17 661

173 4,25 26,91 21,34 11 8 10 17 2 7 12 8 8 17 7110
174 2,75 26,52 20,99 17 10 8 25 2 7 19 20 8 17 9231
179 2,75 26,39 21,37 14 11 7 21 2 7 13 17 8 17 10070
181 25 29,82 24,53 14 10 8 26 1 10 13 14 9 17 1014
182 3 25,78 20,63 17 10 8 20 2 7 14 28 8 17 15147
183 4 27,08 21,52 14 11 8 20 2 7 15 26 8 17 6345
184 2 26,19 21,07 13 11 8 28 2 8 15 30 8 17 11512
192 45 24,03 18,62 14 13 8 19 2 7 16 12 10 17 48868
194 3,25 24,46 19,34 14 8 8 21 2 7 17 10 8 17 36647

211




199 3,25 29,96 23,77 10 13 10 13 2 12 18 10 17 923
201 2,25 29,19 24,93 18 9 8 19 2 16 19 8 17 1546
204 2 27,75 24,02 13 9 9 15 2 13 19 8 17 4052
205 35 28,5 24,2 12 9 10 16 2 12 18 9 17 2453
206 2,75 26,88 22,39 10 11 10 12 2 13 17 11 17

208 1,75 28,7 24,63 18 10 8 16 2 15 13 8 17 2146
214 45 25,02 20,28 11 10 8 18 2 12 23 15 17 25192
216 1 29,2 24,8 11 9 9 15 2 15 17 8 17 1535
218 2,25 29,82 24,02 12 8 10 18 2 12 7 8 17 1014
220 2,75 32,05 26,31 13 13 8 14 2 17 23 11 17 228
222 4,25 27,16 20,25 15 11 8 21 2 14 30 8 17 6015
223 2,75 30,28 24,36 15 9 8 26 2 16 19 8 17 745
224 5 24,85 18,66 10 9 10 21 2 12 17 13 17 28207
225 4 29,64 24,14 13 10 9 15 2 13 22 8 17 1144
226 4,75 25,64 21,16 16 9 8 28 2 13 19 8 17 16635
228 1,75 27,9 23,6 13 10 8 30 2 14 16 8 17 3665
233 3 29,4 24,9 11 11 8 16 2 17 15 8 17 1343
235 4 33 28,6 16 10 8 22 2 15 22 8 17 121
236 35 31,03 28,06 21 11 8 16 2 13 12 9 17 451
238 35 26,29 22,98 11 12 10 13 2 11 16 10 17 10767
249 35 23,8 18,92 14 8 10 20 2 13 17 10 17 57001
250 2 26,67 22,64 18 9 8 22 2 16 27 8 17 8349
251 2,75 239 19,7 12 13 8 15 2 10 15 11 17

253 2,75 25,92 21,72 13 8 8 16 2 15 26 8 17 13793
254 4 23,37 18,93 20 10 8 17 2 16 23 8 17 76010
256 0 27,6 22,9 18 10 8 24 2 13 25 8 17 4480
260 0 35,93 30,54 10 13 8 16 2 15 14 13 17 17
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262 3,75 24,33 19,62 16 9 9 17 2 12 25 9 17 39978
263 3 24,57 19,11 14 8 11 19 2 16 14 8 17 34046
264 4,75 24,57 19,11 12 13 8 14 2 10 16 11 17 34046
266 4,25 24,76 21,15 13 9 9 15 2 11 21 8 17 29980
267 2,25 29,64 26,01 18 10 8 19 2 16 25 8 17 1144
270 4 24,69 20,11 14 11 8 18 2 14 23 9 17 31418
271 2,25 26,83 23,07 13 9 9 15 2 14 17 8 17 7501
273 15 27,21 23,8 16 10 8 27 2 15 20 8 17 5817
274 5 31,93 27,9 13 9 9 13 2 12 25 8 17 247
275 25 25,7 22,47 18 11 8 20 2 14 16 8 17 15981
277 1,25 23,01 18,18 14 8 9 14 2 11 16 9 17 96720
278 2,75 33,26 29,68 14 11 8 25 2 13 25 8 17 101
279 4 25,45 20,5 19 9 8 18 2 17 18 8 17 18891
284 25 26,29 22,72 15 12 8 23 2 14 20 8 17 10767
285 3,75 20 15,4 16 9 8 22 2 13 22 8 17

286 0 35,16 31,59 11 9 10 19 2 12 17 10 17 28
287 25 24,87 21,52 15 9 8 22 2 14 18 8 17 27852
289 35 21 16,3 14 12 8 22 2 15 35 8 17

290 35 19 14,6 13 9 8 23 2 16 30 8 17

291 4,75 21 16,3 18 10 8 24 2 23 27 8 17

293 0 25,16 22,76 10 11 9 12 2 12 19 10 17 22938
294 3,75 22,41 19,53 14 9 8 23 2 16 20 8 17

296 4,25 18,9 14,7 15 10 8 22 2 14 31 8 17

297 4,25 235 19,18 15 11 9 17 2 11 21 9 17 69676
298 4,25 24,61 19,97 11 13 10 13 2 12 17 11 17 33146
299 5 23,73 19,61 19 9 8 22 2 16 20 8 17 59735
300 4,25 25,55 20,8 13 11 8 23 2 12 29 9 17 17668

213




301 35 24,95 20,68 16 9 8 17 2 13 30 8 17 26400
302 2 24,03 19,47 22 10 8 19 2 26 15 8 17 48868
303 5 23,34 19,24 15 10 8 24 2 15 17 8 17 77552
304 4 24,78 20,79 13 9 9 18 2 13 23 8 17 29581
307 4 24,41 20,7 17 9 8 23 2 16 21 8 17 37894
309 3,75 22,72 18,33 13 9 9 15 2 13 26 8 17 117439
311 2,75 27,48 22,81 11 9 10 13 2 13 18 10 17 4855
312 3,75 23,97 19,66 16 10 8 23 2 15 24 8 17 50871
313 0,75 30,19 26,59 10 12 11 12 2 13 18 10 17 791
315 0 30,07 25,68 12 11 10 12 2 12 22 10 17 858
318 4 21,85 17,39 15 11 9 23 2 9 24 10 17 210234
319 2 26,38 22,19 12 9 9 15 2 14 23 8 17 10138
320 45 21,64 17,22 15 11 8 29 2 14 20 8 17 241961
323 3,75 26,44 22,37 20 13 8 16 2 14 15 9 17 9739
325 4,25 22,9 18,34 11 12 10 13 2 12 18 11 17 104110
326 2 26,67 22,22 19 10 8 26 2 19 29 8 17 8349
327 25 22,49 18 11 12 10 13 2 12 16 11 17 136984
328 3,25 21,15 16,73 17 10 8 22 2 25 14 8 17 335876
329 1,75 25,07 20,72 25 10 8 21 2 14 28 8 17 24362
330 0 30,29 28,06 11 10 8 21 2 10 14 8 17 740
331 35 22,01 17,55 10 13 10 12 2 12 23 10 17 188884
333 2,25 26,03 24,49 16 11 8 18 2 14 27 9 17

334 4,25 21,84 19,01 14 10 8 14 2 14 16 9 17

338 35 21,59 Undetermined 14 10 8 16 2 16 17 8 17

339 25 25,09 20,72 10 14 10 13 2 12 19 11 17 24039
342 2,75 26,18 24,05 14 9 9 15 2 12 24 8 17

344 15 29,3 24,8 13 9 8 21 2 14 26 8 17 1436
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345 3,25 23,85 21,26 14 9 8 21 2 17 23 8 17
347 3,25 25,58 23,72 11 9 10 18 2 12 12 11 17
348 2 24,82 22,89 15 10 8 20 2 15 32 8 17
349 4 21,23 19,97 17 9 8 19 2 13 33 8 17
350 3 25,67 22,99 10 14 10 13 2 12 21 10 17
353 1,75 24,89 22,92 15 10 8 22 2 14 24 8 17
355 3,75 24,1 20,1 10 11 10 12 2 12 18 9 17 46631
357 3,75 21,38 18,52 15 10 8 29 2 14 17 8 17
359 15 30,34 28,51 14 8 8 13 2 12 15 9 17
361 35 22,34 19,86 14 10 8 16 2 16 28 7 17
362 4 22,97 20,11 14 10 8 15 2 15 25 8 17
364 45 19,43 16,93 13 11 8 25 2 12 24 9 17
366 0,5 30,7 26,5 18 9 8 22 2 14 30 8 17 563
368 25 21,32 18,96 15 11 8 22 2 14 33 8 17
369 3,25 25,58 23,74 14 13 8 16 2 16 18 8 17
370 3 25,88 23,84 15 9 9 15 2 11 17 8 17
371 1,75 26,43 23,80 18 10 8 23 2 14 15 8 17
372 35 23,38 20,52 15 9 8 28 2 17 30 8 17
373 1,75 27,70 25,14 11 13 10 12 2 12 16 10 17
374 3,75 25,22 22,68 19 9 8 22 2 16 24 8 17
375 3,75 28,73 27,82 12 11 8 19 2 10 12 7 17
385 1,75 27,47 25,89 17 10 8 24 2 15 33 8 17
387 35 25,85 20,30 11 12 10 14 2 12 18 11 17
389 4 22,53 19,38 16 10 8 21 2 17 17 8 17
391 35 23,83 19,84 15 9 8 25 2 16 19 8 17
393 3,25 25,52 22,19 13 11 8 13 2 15 17 7 17
397 25 25,57 20,26 14 8 8 22 2 16 15 8 17
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406 3,75 24,89 21,72 11 12 10 13 2 12 17 11 17

408 4 22,71 19,79 12 8 9 25 2 11 24 8 17

412 2,75 23,42 20,59 17 10 8 17 2 17 29 8 17

414 2,75 24,65 21,35 11 11 8 17 2 15 22 13 17

415 35 22,92 19,35 10 13 10 12 2 12 21 10 17

416 25 21,15 17,12 10 11 11 13 2 11 18 10 17

417 1,25 25,50 21,92 15 10 8 22 2 14 24 8 17

419 2,25 24,42 11,43 10 13 10 12 2 12 16 10 17

425 4 21,4 17,1 11 9 10 13 2 13 17 11 17 284125
426 4 22,1 17,7 11 13 10 12 2 12 20 10 17 177842
427 0,5 30,2 25,39 11 13 10 12 2 12 19 10 17 786
428 3,5 28,58 22,6 10 12 10 12 2 13 17 10 17 2325
429 4 23,74 18,91 13 10 8 20 2 19 25 7 17 59337
430 1,25 30,41 25,84 11 10 8 19 2 16 15 8 17 683
431 3 23,93 19,45 15 9 8 20 2 17 26 8 17 52051
433 2 25,46 20,75 14 10 8 20 2 15 19 9 17 18765
435 1,25 32,52 27,09 10 9 9 15 2 13 15 8 17 166
436 3,75 22,31 17,73 13 10 9 15 2 11 20 9 17 154523
446 4 22,84 18,18 12 9 9 25 2 12 23 8 17 108376
452 4,25 24,61 20,59 15 10 8 25 2 13 19 8 17 33146
454 2 21,99 17,79 12 9 9 25 2 12 12 8 17 191430
455 3,25 24,21 20,14 13 9 8 17 2 16 26 8 17 43322
457 3 32,75 24,08 15 9 8 21 2 13 19 8 17 143
462 3,75 24,51 20,4 13 9 9 14 2 13 8 8 17 35441
463 4,25 20,31 16,18 15 9 9 16 2 12 18 8 17 589316
465 35 28,33 24,37 11 10 10 13 2 12 18 10 17 2749
472 1,75 24,19 19,53 21 10 9 25 2 15 21 10 17 43905
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475 0 25,95 24,29 10 14 10 13 2 12 16 10 17 13518
485 3,75 20,69 17,66 19 10 8 24 2 14 23 8 17 456973
486 2,75 21,87 18,98 16 10 8 7 2 14 21 8 17 207439
487 2,75 23,82 21,08 12 9 9 26 2 12 22 8 17 56243
493 3,25 23,94 20,87 15 11 9 13 2 14 15 8 17 51902
494 25 28,03 24,77 16 9 8 20 2 17 21 8 17 3360
495 0 24,37 21,44 18 10 8 24 2 20 21 8 17 38922
500 1,25 25,38 22,45 15 9 8 15 2 13 19 14 17 19798
504 4 21,66 18,73 11 8 8 16 2 16 16 8 17 238744
515 3 22,99 19,92 14 11 8 22 2 15 29 9 17 08024
516 25 23,92 20,91 13 11 8 25 2 12 27 10 17 52602
537 4,25 22 18,45 18 10 8 25 2 18 17 8 17 190153
538 4 22,64 19,13 17 9 9 22 2 14 17 8 17 123899
544 2,25 29,44 25,34 12 9 9 16 2 13 16 8 17 1308
546 3,5 22,67 18,6 14 11 8 27 2 15 12 7 17 121436
567 4 23,35 19,11 17 10 8 21 2 14 21 8 17 77035
569 0 23,41 17,54 13 10 8 24 2 16 17 7 17 74002
584 1,75 31,63 28,85 13 9 8 20 2 16 8 8 17 302
597 1,75 26,92 23,77 16 10 8 16 2 17 18 8 17 7063
604 0 32,86 29,35 10 13 10 13 2 13 23 10 17 133
605 15 26,48 23,31 18 10 8 24 2 17 21 8 17 9481
618 3,25 22,70 18,16 13 10 8 23 2 14 17 7 17

678 4,25 24,92 12 13 8 15 2 10 17 12 17

682 4 24,47 11 12 9 13 2 11 16 11 17

705 25 28,859 14 10 8 26 2 14 20 7 17

18 3 30,08 31,4 14 9 9 19 2 10 11 16 852
57 3 Undetermined 31,71 11 12 12 13 2 12 19 11 16
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100 3 29,3 24,01 14 8 29 2 13 25 5 8 16 1436
127 4 25,22 20,4 16 10 8 21 2 15 5 5 16 22035
147 1,25 31,36 26,22 16 9 8 24 2 17 5 5 16 362
153 35 24,86 20,56 14 11 8 21 2 15 5 5 16 28039
188 4,5 27,58 22,18 11 13 10 14 2 11 15 4 10 16 4541
189 3,25 27,31 21,6 11 8 18 2 15 17 5 8 16 5440
202 4 29,38 23,79 17 10 8 21 2 19 3 8 16 1361
221 3,75 24,81 20,25 13 10 8 18 2 15 5 8 16 28993
240 0 25,28 21,86 15 9 8 2 15 21 5 8 16 21168
242 2 28,62 25,64 14 9 8 2 14 20 5 8 16 2064
272 2 33,04 29,4 18 8 19 2 15 21 3 8 16 117
305 3,25 25,64 21,37 15 11 8 2 15 21 5 8 16 16635
306 3 26,65 22,24 12 8 14 2 10 15 4 12 16 8462
310 0 30,85 26,66 13 9 15 2 13 30 5 8 16 509
317 3,5 24,51 20,06 10 10 12 2 12 20 4 10 16 35441
346 35 24,08 21,40 14 11 8 17 2 12 5 9 16

358 4,25 22,44 19,66 14 9 8 2 16 19 5 8 16

365 0 33,01 31,07 15 11 8 19 15 28 5 8 16

390 4 23,75 20,15 13 9 9 2 11 29 5 8 16

396 45 30,19 26,35 14 11 8 25 2 16 5 8 16

399 35 27,69 21,23 18 10 8 2 15 23 5 8 16

407 4,25 19,23 15,39 13 12 8 24 2 18 24 5 16

411 2,25 22,65 18,98 12 13 8 15 2 10 17 4 16

418 0 28,84 22,93 10 11 11 2 11 18 4 10 16

421 4,5 24,4 17,5 14 11 8 20 2 15 22 15 16 38148
424 4 24,4 19,8 15 10 8 20 2 15 28 5 16 38148
440 3 27,88 23,65 17 10 8 22 12 17 5 8 16
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444 4 37,53 32,59 9 8 x5 | 2 12 | 17 9 16 6
449 4 22,22 17,89 11 8 19 | 2 14 | 14 13 16 164117
451 | 25 26,23 21,92 14 9 9 2 2 | 17 8 16 11208
a1 | 25 24,62 21,42 15 12 7 2 13| 17 8 16 22025
490 3 25,39 22,35 15 10 9 24 | 2 13 7 16 19665
503 0 29,74 26,91 1 9 9 15 | 2 1| o9 12 16 1070
514 | 25 21,71 18,49 21 9 8 17 | 2 14 8 16 »30887
518 0 31,47 28,66 12 9 13 | 2 13 ] 19 10 16 236
539 4 23,27 19,34 14 9 8 2 “ | 2 11 16 6127
541 0 31,21 27,41 1 12 10 | 13| 2 12 | 18 11 16 400
543 | 05 30,65 26,77 18 9 9 23 | 2 14 | 17 16 562
545 | 125 23,2 19,28 14 9 8 13 | 2 16 | 22 7 16 85170
582 1 29,65 22,44 12 8 9 2 2| 1 8 16

606 0 35,24 31,50 2 13 8 13 | 2 13| 7 10 16 .
607 0 334 30,37 16 13 9 5 | 2 13 8 16 o
614 | 15 24,50 20,38 13 9 8 2 19 | 17 7 16

629 | 425 21,65 16,46 14 1 8 2 4 | 18 7 16

655 | 45 24 10 12 8 16 | 2 16 | 15 16

661 | 425 27,61 5 u 0 | 2 o | » 16

665 | 45 %8 12 8 9 20 | 2 12 | 18 16

668 0 34,32 16 12 2 13 | 14 14 16

671 | 25 29,06 10 12 10 2 12 | 13 8 16

672 2 33,03 10 12 10 2 12 | 17 9 16

673 | 375 32,05 0/ 20,71 16 12 8 2 | 2 13| 13 16 228
00| 45 22,858 14 12 8 2 15 | 10 8 16

09| g 32,22 28,002 / 30,33 13 9 9 15 | 2 14 | 2 16 203
70 | NI 28,293 10 13 1 2 12 | 15 2 16
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Anexo 4. Gendtipos apresentados pelos isolados com 1B=0 na analise por MLVA.

Amostra 1B 16S (34) Quantidade | ¢ 3 | AT17 | GGT5 | GTA9 | AC8b | ACBa | ATI5 | 213 | ACo TTC | TA18 | 67 | 275 | TA10 | 23-3 | 125 | 188 | NUmero
de genomas de loci

19 0 Undetermined 3 13 4 9 7 9 15 2 8 13 23 5 5 8 2 4 3 17
126 0 27,52 4726 3 13 4 11 8 8 24 2 7 13 22 7 5 5 2 7 3 17
141 0 31,95 243 3 14 4 11 3 8 26 2 7 16 27 7 5 5 2 4 3 17
256 0 27,6 4480 3 18 4 10 8 8 24 2 7 13 25 6 5 8 2 4 3 17
260 0 35,93 16 3 10 5 13 7 8 16 2 8 15 14 7 5 13 2 5 3 17
286 0 35,16 28 3 11 4 9 7 10 19 2 7 12 7 6 5 10 2 4 3 17
293 0 25,16 22938 3 10 4 11 7 9 12 2 8 12 19 6 4 10 2 5 8 17
315 0 30,07 857 3 12 4 11 7 10 12 2 8 12 22 6 4 10 2 5 8 17
330 0 30,29 740 3 11 4 10 7 3 21 2 7 10 14 6 5 8 2 5 3 17
475 0 25,95 13518 3 10 4 14 7 10 13 2 3 12 16 6 4 10 2 5 8 17
495 0 24,37 38922 3 18 4 10 9 8 24 2 7 20 21 6 5 8 2 4 3 17
569 0 23,41 74002 3 13 5 10 8 8 24 2 7 16 N 6 5 7 2 4 4 17
604 0 32,86 133 3 10 5 13 7 10 13 2 8 13 23 6 5 10 2 5 8 17
240 0 25,28 21167 3 15 4 9 8 8 2 7 15 21 6 5 8 2 4 3 16
310 0 30,85 508 3 13 4 7 9 15 2 8 13 30 5 5 8 2 4 3 16
365 0 33,01 3 15 4 11 8 8 19 7 15 28 7 5 8 2 5 3 16
418 0 28,84 3 10 4 11 7 11 2 3 11 18 6 4 10 2 5 8 16
503 0 29,74 1070 3 11 9 7 9 15 2 8 11 9 6 5 12 2 5 9 16
518 0 31,47 336 3 12 5 7 9 13 2 7 13 19 7 5 10 2 5 8 16
541 0 31,21 400 3 11 5 12 7 10 13 2 3 12 18 6 4 11 2 5 16
606 0 35,24 27 3 2 5 13 8 13 2 7 13 7 7 5 10 2 6 8 16
607 0 334 92 3 16 5 13 8 9 25 2 8 13 7 4 8 2 6 4 16
668 0 3 16 4 12 7 3 2 3 13 14 6 5 14 2 4 9 16

3 0 Undetermined 3 13 4 9 10 18 2 9 10 14 6 11 2 4 3 15
79 0 Undetermined 3 12 4 11 10 2 9 21 15 6 5 10 2 5 3 15
210 0 31,75 278 3 12 4 7 8 17 2 8 16 16 6 4 14 2 5 15
532 0 31,05 445 3 12 5 10 7 9 26 2 3 16 6 5 8 2 4 15
703 0 3 18 4 8 8 2 7 17 20 6 5 8 2 4 3 15
137 0 34,01 3 10 5 7 10 2 8 11 N 7 4 10 2 5 14
321 0 3351 85 3 16 4 11 7 8 2 8 14 6 8 2 4 3 14
337 0 33,75 3 14 4 10 8 8 27 2 7 16 8 2 4 3 14
587 0 34,39 48 3 5 8 19 2 8 17 18 6 5 8 2 4 9 14
595 0 37,11 8 3 12 5 10 8 23 2 7 14 14 8 2 4 1 14
360 0 34,14 3 13 8 19 2 8 18 6 2 8 2 4 3 13
380 0 38,06 3 10 5 14 2 8 16 6 5 8 2 4 11 13
388 0 35,05 3 22 5 8 9 2 8 18 N 4 9 2 4 13
551 0 35,76 19 3 16 6 9 8 16 2 6 14 7 1 2 4 13
594 0 36,69 10 3 17 5 10 8 8 2 7 14 19 1 13 3 13
596 0 36,75 10 3 12 5 15 8 16 2 9 13 6 8 4 3 13
247 0 32,48 170 9 16 2 9 11 24 6 5 9 2 4 3 12
265 0 317 288 9 24 2 7 13 20 6 5 8 2 4 3 12
409 0 37,09 3 12 5 9 11 18 6 7 8 1 4 3 12
563 0 35,21 27 3 15 8 8 15 7 14 22 6 4 8 4 12
580 0 33,23 103 8 25 2 7 12 18 6 5 8 2 4 8 12
599 0 33,09 114 8 25 2 7 12 23 6 5 8 2 4 3 12
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623 0 34,04 60 3 2 7 12 21 6 4 11 2 5 3 12
628 0 31,38 357 8 26 2 7 16 23 6 5 8 2 4 3 12
660 0 3 15 11 7 2 8 12 22 6 4 5 12
528 0 Undetermined 3 12 9 25 14 5 6 3 11 3 11
592 0 32,78 140 8 25 2 7 13 16 5 8 2 4 4 11
52 0 Undetermined 3 13 9 15 26 10 2 5 3 10
316 0 Undetermined 3 15 12 15 8 16 7 6 4 2 10
445 0 37,07 7,0 3 8 2 12 7 8 2 4 3 10
512 0 35,59 21 3 2 9 9 25 8 7 8 2 1 10
527 0 33,56 8 15 8 14 22 8 8 2 4 3 10
542 0 34,89 34 8 2 8 17 7 4 8 2 5 3 10
553 0 34,22 53 9 20 8 21 7 4 8 2 4 4 10
565 0 36,69 10 3 2 8 25 2 9 22 4 2 10
602 0 33,76 73 8 20 2 7 13 4 8 2 5 7 10
693 0 3 2 8 25 2 7 22 8 3 10
217 0 36,95 3 3 9 8 8 2 9 2 9
255 0 34,3 3 12 7 12 2 10 26 4 2 9
383 0 37,07 3 3 14 10 2 8 11 8 9
400 0 37,48 8 15 2 6 18 18 4 5 8 9
443 0 32,22 203,0 3 4 9 13 7 11 18 4 7 9
501 0 21,81 215939 3 10 10 7 10 23 7 4 9
568 0 35,93 17 8 25 2 7 13 6 5 2 4 9
283 0 34,1 4 4 10 12 17 12 7 7 8
386 0 Undetermined 3 2 12 8 20 8 18 6 8
461 0 26,36 10274 10 18 2 7 16 11 2 8
468 0 32,97 123 3 9 9 2 8 2 8
511 0 35,55 22 3 3 9 7 16 7 3 2 8
535 0 36,47 12 3 12 10 8 9 15 6 8 8
558 0 34,47 45 3 8 15 7 4 7 4 3 8
564 0 37,11 8 3 2 9 2 7 14 4 8
573 0 Undetermined 9 25 2 8 12 16 5 3 8
590 0 33,33 97 14 20 6 5 8 2 4 3 8
627 0 33,33 97 16 22 7 5 8 2 4 3 8
635 0 Undetermined 8 25 2 7 13 7 4 3 8
640 0 Undetermined 8 2 7 22 7 2 4 3 8
654 0 3 11 13 13 6 4 2 3 8
696 0 Undetermined 3 2 15 2 8 13 11 3 8
122 0 Undetermined 6 8 8 6 2 4 7
161 0 36,63 11 16 11 18 4 6 2 7
166 0 Undetermined 3 3 10 26 13 9 3 7
336 0 34,75 3 12 10 2 5 8 7
403 0 38,34 3 2 9 8 8 25 7
422 0 38,5 3 3 11 25 8 2 4 4 7
A77 0 37,08 8 3 12 8 25 2 7 12 7
517 0 31,8 269 3 16 10 20 5 2 7
550 0 37,42 6 3 5 18 8 13 9 7
566 0 35,88 18 8 25 2 6 16 5 2 7
601 0 34,87 35 10 15 2 7 13 5 10 7
177 0 Undetermined 6 19 18 4 3 2 6
190 0 39,04 10 26 17 4 3 3 6

221




195 0 34,51 12 6 26 15 11 2 6
207 0 Undetermined 3 3 10 21 6
341 0 35,04 13 5 8 3 6
453 0 Undetermined 12 17 5 6 2 6
488 0 34,26 52 3 13 9 16 6 6
621 0 31,73 282 8 15 19 5 6
646 0 3 16 16 5 6
677 0 3 8 5 6
134 0 37,96 3 16 12 26 20 5
138 0 Undetermined 3 3 8 23 5 5
143 0 Undetermined 3 3 11 22 7 5
252 0 36,6 8 4 3 4 3 5
276 0 39 2 6 25 9 5
322 0 33,86 67 3 10 10 5
332 0 35,79 18 3 15 10 5
356 0 33,23 3 12 5 5
392 0 Undetermined 3 12 9 5
413 0 37,53 3 2 10 10 5
688 0 7 13 10 5 5
117 0 Undetermined 8 12 2 5 4
142 0 Undetermined 3 3 8 2 4
155 0 36,16 9 6 2 4
237 0 36,35 3 10 3 4
257 0 35,73 8 10 9 4
258 0 37,5 5 3 13 2 4
335 0 34,52 3 13 4
384 0 37,60 3 25 19 2 4
456 0 37,51 6 3 9 14 4
473 0 Undetermined 27 4 2 4
479 0 38,07 4 3 3 8 9 4
497 0 Undetermined 25 22 4 2 4
498 0 17,73 3313576 12 3 9 4
572 0 37,02 8 8 25 8 4
593 0 26,44 9739 14 14 2 4
639 0 14 5 9 4
648 0 3 4 8 4
683 0 3 10 4 9 4
196 0 Undetermined 9 17 2 3
227 0 37,13 9 8 4 3
243 0 34,7 3 8 4 3
268 0 34,1 57 10 7 3
288 0 36,36 12 8 3
351 0 35,61 26 5 3
489 0 35,55 22 3 2 3
557 0 37,76 5 8 3 3
636 0 Undetermined 3 25 14 3
690 0 3 14 3
694 0 8 4 3
125 0 25,21 3 11 2
140 0 36,77 3 2
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144 0 Undetermined 8 2
148 0 Undetermined 3 6 2
176 0 30,30 9 22 2
211 0 Undetermined 3 2
212 0 Undetermined 25 2
215 0 34,74 37 2
241 0 25,68 16195 26 2
259 0 38 4 3 9 2
281 0 37 14 2
343 0 35,23 2
492 0 37,22 7 2
536 0 30,72 555 3 2
637 0 3 2
650 0 7 2
658 0 3 2
244 0 35,81 18 1
324 0 36,04 15 1
352 0 36,95 12 1
363 0 36,31 1
432 0 37,25 7 1
496 0 36,05 16 1
509 0 33,58 82 1
531 0 32,63 155 12 1
554 0 Undetermined 11 1
632 0 Undetermined 3 1
634 0 Undetermined 1

4 0 Sem DNA 0

9 0 Sem DNA 0
14 0 Sem DNA 0
40 0 Sem DNA 0
41 0 Sem DNA 0
59 0 Sem DNA 0
60 0 Sem DNA 0
64 0 Sem DNA 0
67 0 Sem DNA 0
68 0 Sem DNA 0
69 0 Sem DNA 0
70 0 Sem DNA 0
74 0 Sem DNA 0
81 0 Sem DNA 0
84 0 Sem DNA 0
85 0 Sem DNA 0
90 0 Sem DNA 0
93 0 Sem DNA 0
115 0 Undetermined 0
120 0 Undetermined 0
232 0 Undetermined 0
314 0 36,64 0
438 0 35,9 17,0 0
441 0 37,56 5,0 0
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506 0 Undetermined 0
562 0 22,27 158715 0
617 0 27,86 3765 0
652 0 Undetermined 0
664 0 0
667 0 Undetermined 0
669 0 0
681 0 0
699 0 Undetermined 0
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Anexo 5. Parecer 07/2012 Comité de Etica em Pesquisa.

CEP

Com:té -de' Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Estudo da variabilidade genética de isolados de
Mycobacterium leprae e sua aplicagdo na epidemiologia molecular da
Hanseniase na cidade do Recife/Pernambuco”.

Pesquisador responsavel: Amanda Nogueira Brum Fontes.

Instituig@o onde sera realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 01/01/2012

Registro no CEP/ICPgAM/FIOCRUZ: 02/12

Registro no CAAE: s/n

PARECER N° 07/2012

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que 0s
procedimentos metodolégicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolucdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Gltima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 30 de margo de 2015. Em
caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatorio e

atualizacéo do projeto.

Recife, 30 de margo de 2012.

Observagao:
Anexos:
* Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;

... m?&!Losc’lheiodetelalabrioanudeom1'ptazodeentregapam30/03/2013.

CEP 50.670-420 Fone: (B1) 2101 2639 <>

Fac (81) 3453.1911 | 2101 2639 armvoimtee '
Recifo - PE - Brasi |
comitadestica@cpgam. fiocrz.be AWGGMEU Do
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Anexo 6. Questionario aplicado no momento da entrevista aos pacientes.

IDENTIFICACAO

Data da entrevista: ! Municipio:

Unidade de sadde/PSF:

Nome completo: Apelido:

Endereco atual (rua, mimero e bairro):

CEP: Fone:{ ) Celular:{ )

Data de nascimento: i ! Idade: Sexp: OM OCOF

) Osolteiro O casade O separade O divorciade O wviive
Estado civil: , .
O amaziado O Cutroz. Especificar:

Racafcor  Olranca Opreta ODamarela Cparda O imdigena O ignorado

O analfabetoe O 1% a 4" séne meompleta do EF (antizo priméno ou 1% grau)
0 4% série completa do EF (antigo primario ou 17 grau)

0 5" a & sénie mcompleta do EF (antigo primano ou 1% grau)

0 Ensmo fimdamental completo (antigo gindsio ou 17 graw)

0 Ensmo médio meompleto (anfigo colegial ou 2° grau)

0 Ensmo médio completo (antigo colegial ou 2° grau)

0 Educagdo supenor mcompleta O Educacdo supenor completa

O Iznorado O Nao se aplica

Ezcolaridade

Data do Data inicio
L Esquema terapentico: 0 FB/6 0O MB/12 OMB24 O
diagndstico: tratamento: _
: g [y ROM O Outros esquemas alternatives O NA
Local de residéncia no inicio provavel da doenca
NMumicipio: Estado: Tempo de residéncia: | 0 A-ano O M-meses
Local de residéncia de 3 a 5 anos antes do inicio provavel da doenca
hhumicipio: Estado: Tempo deresidéncia: | 0O A-ano O M-meses
INFORMACOES CLINICAS

Presenca de lesoes na pele: O INEo O Sim. Quantas?

Classificacdo operacional: O Paucibacilar  Ohultibacilar

Forma clinica (Madri): OI OT OD OV OlIgnorada

Forma clinica (Ridley-Jopling): OI OTI OBT CBE OBL OLL OCIgnorada

O Naorealizada OClgnorada

Baciloscopia: _
O Realizada. Resultado: IB: 00 01+ 02+ O3+ 04+ 05+ 06+

0 Nao O Iznorada

Historia de reacio: ) ) ) . )
0 5m Qual? OTipel-FR O Tipe 2-ENH 0O Nao especificada
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Anexo 7. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Adulto

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE (ADULTO)

O (a) Senhor (3) estd zendo comvidado & participar de forma veluntira do projeto de
pesquiza “Estudo da vanabilidade genética de 1solados de Afcodacterium leprae & sua aplicacio na
epidemiologia molecular da Hanzenfzse na cidade do REecifePemambuco™ O objetivo principal
deste projeto & compresnder a transmizsdo da hanzeniaze na cidade do Fecife e azsim controlar sua
dizzeminacio.

Caso voceé concorde em participar do estudo, serd realizada uma entrevista através da
gplicacdo de um questionario. Essa entrevista sera feita por um pesquisador envolvido no projeto
ghordara questdes de identificacdo pessoal e sobre a sua doenga.  Além dizso. zolicito sua
antonizaciio para a whlizacio de =zua limina de baciloscopia nesze estudo. O preenc]:umentn dov
questionario poderd reprezentar rizco de constransimento perante almuma permunta. Mo entanto,
garantimos que as informacdes fomecidas serfo confidenciaiz & de conhecimento apenas dos
pesqusadores responzaveis. Wocd nio serd identificado em nenhim momento, mesmo quando oz
resultados dessa pesquiza forem divulgados de qualquer fc:-rma.

Esta pesquiza nfo beneficiard diretamente vocd. Mo entanto, oz resultados deste sstudo
poderdo evitar que o mimero de casos de hanseniase sumentes na cidade do Becife.

A =ua participacio & voluntaria e a qualouer momento vocdé poderd desistir de participar e
Tetirar seu consemtimento. A recusa ndo trard prejuizo em sua relacio com o pesqusador ou com a
Instituicio.

Este estudo nfo terd custo para vocé e todoz os procedimentos sero realizados
_EIahJitamente_ WNio havera rermmeracio por sua participacdo nesta pesquisa

Wocé receberd uma copia deste Termo onde conzta o telefone e o endereco do pesquizador
principal, podendo tirar suas dirvidas sobre o projeto e zua participacio a qualguer momento.

Concordo em participar da pesquida como volhmtario.

HNeme do Parbicipante:

Mome do pezqusador responzaval pela apheagdo do TCLE:

Aesinatura:

ERECIFE, DE DE 201

COORDENADORA DD FROJETO

Dra. Amanda Noguaeira Brom Fontes

Centro de Pasquizaz Agren MMagalhe: — Fundagdo Oswaldo Cruz - Av. Doraes Bego, sn — Campus da
UFFE - Facife — Parnambues Tel: (1) 2101-2618

B
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Anexo 8. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO —Menor de idade

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE (MENOR)

O menor de 18 anos, pelo qual o (3) Senhor (a) & responzével. estd zendo comndado a
participar de forma voluntinia do projeto de pesquisa “Estudo da variabilidade sengtica de 1zolados
de Mycobacteriim leprae e sua aplicagdo na epidfminlnsia molecular da Hanzeniaze na cidade do
Recife Pemambuco’ i[o] Gh]etw principal deste projeto & compreender a transmiszdo da hanseniazs
na cidade do Becife e aszim controlar zua disseminagio.

Caso vocé autorize o menor de 18 anos a participar desse estudo, vocé serd submetido & uma
entravista através da aplicacdo de um questionario. Esza enfrevizta zera feita por um pesquzador
envolvido no projeto e abordara questdes referemtes ao menor zobre dentificacio pessoal & a
doenca. Além dizso, solicito sua sutorizacdo para a uhilizacEo da ldming de baciloscopia do menor
nesze estudo. O premch:mentﬂ do questionario poderd representar risco de EDHSD'EDEJmEﬂtD
perante alsums permumta.  No entanto, garantimos que as informagde: fomecidas serdo
confidencials e de conhecimento apenas dcus pesquzadores responsdvels. O menor ndo =erd
1dentificado em nenhum momento, mesmo quando os resultados dessa pesquiza forem divulgados
de qualguer forma.

Esta pesquisa ndo heneficiard o menor de 18 anos pelo qual vocé € responsavel. Mo entanto,
os resultados deste estudo poderdo evitar que o nimero de casos de hanseniase aumente na cidade
do Recife.

A participagdo do menor de 18 anos nessa pesquiza & voluntana e a qualouer momento vocé,
como responsdvel, podera dezistir de participar € retirer o consenfimento. A recusa nfo trard
prejuizo na relacio do menor com o pesquizador ou com & mstihncio.

Este estudo nio tera custo para o menor & todos os procedimentos serdo realizados
gratuitamente. Nao havera renmmeracEo pela participacio do menor no estudo.

Voo, como responsdvel pelo menor, recebera uma copia deste Termo onde comsta o
telefone & o endereco do pesquisador principal, pedendo trar suas dividaz sobre o projeto e a
participacao do menor a qualoquer momento.

Concordo que o menor de 18 anos pelo qual zou responsdvel participe da pesqusa

Mome do meanor:

Mome do responzaval:

Aszinatura do respomsavel:

Mome do pesqusador responzaval pela apheagio do TCLE:

Aezinatura:

FECIFE, DE DE 201

COOEDENADORA DO PROJETO
Dira. Amanda WNoguaira Brniom Fontes

Centro de Pasquizas Agsen Magalhles — Fundagdo Oswaldo Cruz - Av. Moraes Bego, s — Campue da
UFFE - Fecife — Pemambueo Tel: (81) 2101-2618

228



