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RESUMO

SOUZA, NCUB. Estudo comparativo entre diferentes técnicas de colora¢do em baciloscopia e
teste rapido ML Flow para o diagndstico, classificagdo clinica e controle da hanseniase. 72 f.
Dissertagdo (Mestrado) — Po6s-Graduagdo Stricto Sensu em Enfermagem. Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, 2021.

OBJETIVO: Avaliar as técnicas de coloracdo para baciloscopia de raspado intradérmico por
Ziehl-Neelsen e Auramina O, associando com os resultados do teste ML Flow para verificar a
contribuicdo desses no diagnodstico e auxiliar na classificagdo clinica da hanseniase.
METODOS: Foi realizado um estudo prospectivo com 94 pacientes com suspeita da doenga,
atendidos por demanda espontanea, no periodo de 2020 a 2021 nas unidades de satide da regido
de Sdo José do Rio Preto-SP. Para a baciloscopia foram realizados os métodos de coleta e
coloragdo preconizada pelo Ministério da Saude. Os esfregacos foram corados primeiramente
por Auramina O, e ap0s a leitura por fluorescéncia, foram recorados por Ziehl-Neelsen. O teste
ML Flow foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Biihrer-Sékula. Para a analise
de concordancia, utilizou-se o Indice de Kappa e os valores significantes de p< 0,05 foram
considerados para verificar a associagdo entre as variaveis. RESULTADOS: Foram
diagnosticados com hanseniase 31 pacientes, sendo detectada maior positividade pelo Teste
ML Flow (28,7%), seguidos de baciloscopia positiva por Ziehl-Neelsen (22,4%) e Auramina O
(16,0%). Observou-se melhor concordancia entre os resultados dos testes ML Flow e
baciloscopia por Ziehl-Neelsen (Kappa= 0,72). Os resultados obtidos entre as técnicas de
baciloscopia por Ziehl-Neelsen e Auramina O tiveram concordancia substancial (Kappa=0,79),
de acordo com os critérios de Landis e Koch. Foram classificados 27 pacientes como
multibacilares, sendo que 85,2% dos casos foram associados aos resultados positivos pelo teste
ML Flow. CONCLUSAO: Entre as trés técnicas laboratoriais avaliadas, o teste ML Flow
apresentou maior desempenho e positividade. Por ser um teste rapido e de facil execugdo, pode
ser uma ferramenta til e eficaz no diagnostico precoce de casos de hanseniase

Descritores: Hanseniase; epidemiologia; imunocromatografia; corantes.
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ABSTRACT

SOUZA, NCUB. Comparative study between different staining techniques in bacilloscopy and
the rapid ML Flow test for the diagnosis, clinical classification and leprosy control. 72 f.
Dissertation (Masters) — Post-Graduation Stricto Sensu in Nursing. Faculty of Medicine of Sao
José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, 2021.

OBJECTIVE: To evaluate staining techniques for bacilloscopy of intradermal smears by
Ziehl-Neelsen and Auramine O, associating them with the results of the ML Flow test to verify
their contribution to the diagnosis and help in the clinical classification of leprosy. METHODS:
A prospective study was carried out with 94 patients suspected of having the disease, treated
by spontaneous demand, in the period from 2020 to 2021 in health units in the region of Sao
José do Rio Preto-SP. For bacilloscopy, the collection and staining methods recommended by
the Ministry of Health were performed. The smears were first stained with Auramine O, and
after reading by fluorescence, they were stained by Ziehl-Neelsen. The ML Flow test was
performed according to the protocol described by Biihrer-Sékula. For the agreement analysis,
the Kappa index was used and the significant values of p< 0.05 were considered to verify the
association between the variables. RESULTS: Thirty-one patients were diagnosed with
leprosy, with higher positivity detected by the ML Flow Test (28.7%), followed by positive
bacilloscopy by Ziehl-Neelsen (22.4%) and Auramine O (16.0%). A better agreement was
observed between the results of the ML Flow and Ziehl-Neelsen bacilloscopy tests (Kappa=
0.72). The results obtained between the smear microscopy techniques by Ziehl-Neelsen and
Auramine O had substantial agreement (Kappa = 0.79), according to the criteria of Landis and
Koch. Twenty-seven patients were classified as multibacillary, and 85.2% of cases were
associated with positive results by the ML Flow test. CONCLUSION: Among the three
laboratory techniques evaluated, the ML Flow test had the highest performance and positivity.
As it is a quick and easy-to-perform test, it can be a useful and effective tool in the early
diagnosis of leprosy cases.

Descriptors: Leprosy; epidemiology; immunochromatography; dyes.
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RESUMEN

SOUZA, NCUB. Estudio comparativo entre diferentes técnicas de tincidon en baciloscopia y la
prueba rapida ML Flow para el diagndstico, clasificacion clinica y control de la lepra. 62 f.
Disertacion (Maestria) - Postgrado Stricto Sensu en Enfermeria. Facultad de Medicina de Sao
José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto, 2021.

OBJETIVO: evaluar las técnicas de tincion para frotis de frotis intradérmicos de Ziehl-Neelsen
y Auramine O, asociandolas con los resultados de la prueba ML Flow para verificar su
contribucion al diagnostico y ayudar en la clasificacién clinica de la lepra. METODOS: Se
realiz6 un estudio prospectivo con 94 pacientes sospechosos de padecer la enfermedad,
atendidos por demanda esponténea, en el periodo de 2020 a 2021 en unidades de salud de la
region de Sao José do Rio Preto-SP. Para la microscopia de frotis de esputo se realizaron los
métodos de recoleccion y tincion recomendados por el Ministerio de Salud. Los frotis se tifieron
primero con Auramine O y, después de leerlos por fluorescencia, se tifieron con Ziehl-Neelsen.
La prueba ML Flow se realiz6 segun el protocolo descrito por Biithrer-Sékula. Para el analisis
de concordancia se utilizo el indice Kappa y se consideraron los valores significativos de p<
0.05 para verificar la asociacion entre las variables. Treinta y un pacientes fueron
diagnosticados de lepra, con mayor positividad detectada por el ML Flow Test (28,7%), seguido
de baciloscopia positiva por Ziehl-Neelsen (22,4%) y Auramina O (16,0%). Se observd una
mejor concordancia entre los resultados de las pruebas de baciloscopia ML Flow y Ziehl-
Neelsen (Kappa = 0,72). RESULTADOS: Los resultados obtenidos entre las técnicas de frotis
de Ziehl-Neelsen y Auramine O tuvieron concordancia sustancial (Kappa = 0,79), segun los
criterios de Landis y Koch. Veintisiete pacientes se clasificaron como multibacilar y el 85,2%
de los casos se asociaron con resultados positivos en la prueba ML Flow. CONCLUSION:
Entre las tres técnicas de laboratorio evaluadas, la prueba ML Flow mostré el mayor
rendimiento y positividad. Al ser una prueba rapida y facil de realizar, puede ser una
herramienta util y eficaz en el diagnostico precoz de los casos de lepra.

Descriptores: Lepra; epidemiologia; inmunocromatografia; tintes.



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais da Doenca

A Hanseniase ¢ doenga infectocontagiosa de evolucdo lenta, causada pelo
Mycobacterium leprae, parasita intracelular obrigatorio com predilecao por células da pele e
dos nervos periféricos. O comprometimento dos nervos periféricos € a caracteristica principal
da doenca, o que lhe confere grande potencial para provocar incapacidades e deficiéncias
fisicas.!

O Mycobacterium leprae foi descoberto, em 1873, pelo cientista noruegués Gerhard
Henryk Armauer Hansen, razao pela qual ¢ denominado de Bacilo de Hansen e é considerada
como a primeira bactéria patogena para o homem.? E um bacilo alcool-acido resistente, imével,
ndo formador de esporos, parasita intracelular obrigatorio, com predilecdo por células de
Schwann e macrofagos. O grande desafio para os microbiologistas ¢ o fato do M. leprae ainda
nao ter sido cultivado in vitro. No entanto, consegue sua multiplicacao pela inoculagao no
coxim plantar de camundongos imunocompetentes. Os bacilos também se reproduzem em tatus
e macacos.>

O Bacilo ¢ gram positivo, com parede celular de elevado teor de lipidios estruturais,
responsaveis por provocar grande hidrofobicidade dificultando a acdo dos diferenciadores de
corantes aquosos. Desta forma, cora-se pela fucsina e nao descora pelos acidos e alcoois quando
corado pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN), conferindo a caracteristica de bacilo alcool-acido
resistente (BAAR). Podem se apresentar isolados ou em globias nas laminas coradas.*>

A Hanseniase ¢ transmitida de pessoa para pessoa por meio de convivio intimo e
prolongado com doentes de formas infectantes sem tratamento.®” A principal porta de entrada
do bacilo sdo as vias aéreas superiores, também podem ocorrer transmissao através da pele ou
mucosa. No entanto, a transmissao depende do tempo de contato préximo e prolongado de uma
pessoa susceptivel com um doente bacilifero nio tratado.”®

A classificacdo da Hanseniase determina o tipo e a duragdo do tratamento a ser efetuado;
pode ser classificada de acordo com a classificacio de Madri e de Ridley e Jopling.”

Segundo a classificagdo de Madri, a partir do Congresso Internacional de Hanseniase,
na cidade de Madri, em 1953, as formas clinicas adotadas sdo divididas em Hanseniase
Indeterminada, Hanseniase Tuberculdide, Hanseniase Dimorfa e Hanseniase Virchowiana.
Nessa classificacao, consideram-se duas formas polares estaveis (tuberculdide e virchowiana)
e duas imunologicamente instaveis, denominadas dimorfa e indeterminada. A forma

indeterminada € a primeira manifestagao clinica, e pode evoluir para cura espontanea ou para



outra forma clinica em meses ou anos. Esta classificagdo ¢ a utilizada na ficha de notificagao
do Brasil. J4 a classificagdo proposta por Ridley e Jopling ¢ baseada em critérios
imunopatolégicos.®

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica o Grau de Incapacidades Fisicas
(GIF) na Hanseniase em 0 (zero), 1 (um) e 2 (dois). O GIF 0 significa nenhuma deficiéncia em
olhos, maos e pés. O GIF 1 significa diminuicdo ou perda da sensibilidade da cornea e
diminui¢do da forga muscular do orbicular dos olhos; para as maos e pés classifica-se como
GIF 1 quando ha diminui¢do da for¢a muscular e/ou alteracdo da sensibilidade na palma das
maos e na planta dos pés, sem deformidades visiveis. O GIF 2 significa que ha deformidades
visiveis nos olhos, mios e pés.® No Brasil, em 2019, foram identificados 2.351 casos novos de
Hanseniase com GIF 2 no diagnéstico, mantendo o pais em um parametro de endemicidade
para esse indicador. '

Além dos casos novos e pacientes em controle de tratamento, ha ainda definigdo de
casos de recidivas em Hanseniase. De acordo com a Nota Informativa n°® 51, de 2015
CGHDE/DEVIT/SVS/MS!, “é definido como RECIDIVA todos os casos de Hanseniase
tratados regularmente com esquemas oficiais padronizados e corretamente indicados, que
receberam alta por cura, isto é, sairam do registro ativo da doeng¢a no SINAN, e que voltam a
apresentar novos sinais e sintomas clinicos de doenca infecciosa ativa. Os casos de recidiva
em Hanseniase geralmente ocorrem em periodo superior a cinco anos, apos a cura. A partir
da confirmagdo da recidiva, estes casos devem ser notificados no modo de entrada recidiva’.
Em 2019, foram relatados por 54 paises 3897 novos casos de recidivas, sendo 44% deles
notificados somente no Brasil.!°

Para fins de tratamento poliquimioterapico (PQT), a classificagdo da doenga também
pode se basear no niimero de lesdes cutaneas de acordo com os critérios: paucibacilar (PB) —
casos com até cinco lesdes de pele e multibacilar (MB) — casos com mais de cinco lesdes de
pele ou comprometimento de nervos ou baciloscopia positiva, independentemente, do nimero
de lesdes cutaneas.’ A classificagdo operacional deve ser feita considerando a histéria clinica,
epidemioldgica e o exame dermatoneurologico. O resultado da baciloscopia positiva classifica
o caso como MB, porém, o resultado negativo ndo exclui o diagndstico clinico da Hanseniase
e também nio classifica obrigatoriamente o doente como PB.%!2

O regime de poliquimioterapia para pacientes adultos PB sdo de duas drogas —
rifampicina e dapsona — com seis doses durante o tratamento. O regime de tratamento padrao
para pacientes adultos MB sdo trés drogas — rifampicina, dapsona e clofazimina — com doze

doses para o tratamento da hanseniase MB. A PQT ¢ fornecida gratuitamente em nivel global



pela NOVARTIS®. A OMS administra a distribuicdo da PQT aos paises que coordenam
programas nacionais de Hanseniase.'?

O diagnédstico precoce e o tratamento completo com poliquimioterapia, continuam
sendo uma das principais estratégias para a diminuicdo da doenca. Uma das formas utilizadas
para prevenc¢do da Hanseniase ¢ a vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin), uma das mais antigas
e foi usada a primeira vez em humanos, em 1921."5 E recomendada a vacinagio com BCG ao
nascimento como ferramenta para reduzir o risco de tuberculose e ativar o sistema imunologico.
Ela ¢é preparada com bacilos vivos, a partir de cepas do Mycobacterium bovis, atenuadas com
glutamato de sddio. A vacina ¢ administrada por via intradérmica na por¢ao inferior do musculo
deltoide, face superior do brago direito. Geralmente, a vacinagdo causa uma cicatriz superficial
no local devido os processos inflamatorios. A vacina BCG ¢ usada em contatos intra e
extradomiciliares de doentes de hanseniase, que conviveram com o portador. Cerca de 10% a
24% dos individuos receptores da vacina ndo desenvolvem a cicatriz, e essa auséncia nao
significa necessariamente falha de imunizag¢ao, porém, a vacina BCG nao ¢ especifica para
hanseniase.®!* H4 estudo de testes de outras vacinas existentes, como a LepVax (em fase de

testes), que podem resultar em novas ferramentas para prevencio da doenca.'¢

1.2 Epidemiologia da Hanseniase

A Hanseniase ainda ¢ considerada um problema de satide publica, principalmente, nos
paises cujas taxas de prevaléncia ultrapassam um caso por 10.000 habitantes.'®

Manifesta-se, principalmente, em populacdes aglomeradas com precarias condigdes
sanitarias e de acesso aos sistemas de satde, por isso, estd incluida dentro do grupo de doencas
negligenciadas.”!?

A detecgiio de casos novos tem apresentado uma diminuicio lenta e significativa'>, no
entanto, cinco regides da OMS relataram aumento no niimero de casos novos. Os trés paises
com maiores encargos de casos novos no ano de 2017, foram: India, Brasil e Indonésia. Embora
o numero total de casos venha diminuindo lentamente; o de casos novos nao se alinha com os
esforgos globais e recursos implantados para interromper a transmissdo da doenga. '

Uma andlise retrospectiva realizada no Brasil entre 2012 a 2016 de indicadores das
regides brasileiras, mostrou que a regido Centro Oeste € Norte possuem as maiores médias de
detecgdo geral e que a maioria dos casos no pais ocorreu no sexo masculino em todas as faixas

etdrias, principalmente, a partir dos 15 anos de idade.'>!”



O projeto Estratégia Global para Hanseniase 2016 — 2020, cuja a meta era “Aceleragdo
rumo a um mundo sem hanseniase’ e tinha como proposito a detec¢ao precoce de casos novos
e o tratamento imediato para reduzir a transmissao as populagdes vulneraveis, teve progresso
mas ndo atingiu todos seus objetivos.'® Atualmente, foi desenvolvida a nova Estratégia Global
para Hanseniase 2021 — 2030, com o objeto da interrup¢do da transmissdo da doenca, obtencao
de zero casos autdctones e da redugcdo de casos novos detectados com Grau 2 de

Incapacidades. '

1.3 Diagndstico Clinico e Laboratorial

O diagnostico baseia-se nos sinais e sintomas caracteristicos da doenga, subsidiados por
exames laboratoriais. Um caso de Hanseniase ¢ definido pela OMS pela presenca de um ou
mais dos seguintes critérios: lesao de pele com alteragao de sensibilidade térmica ou dolorosa;
acometimento de nervo periférico com espessamento neural e presenca de bacilos M. leprae
confirmada na baciloscopia de esfregago intradérmico ou na biopsia de pele.®

O exame clinico tem como proposito fazer a avaliagdo dermatoneurologica do paciente,
buscando identificar os sinais e sintomas da doenca. A avaliacdo dermatologica busca
identificar as lesdes de pele e pesquisar sua sensibilidade, ¢ a avaliacdo neuroldgica busca
identificar neurites, comprometimento de nervos periféricos e incapacidades fisicas e
deformidades, provocadas por essas lesdes. "’

O acometimento neural ¢ uma caracteristica importante da doenca, resultando em
alteragdes funcionais minimas até respostas intensas com infiltracdo granulomatosa de todo
parénquima neural. Os nervos mais acometidos sdo: o trigémeo e o facial na face; o ulnar,
mediano e radial nos membros superiores e o tibial posterior, fibular comum nos membros
inferiores.?

O processo inflamatorio dos nervos (neurite) na Hanseniase sem tratamento adequado
pode evoluir causando perdas sensitiva e motora. Por isso, a Avaliagdo Neuroldgica
Simplificada (ANS) deve ser realizada no diagnostico e durante todo o acompanhamento do
paciente ou sempre que houver queixas. Essa avaliacdo neural ¢ feita através de inspegdo dos
olhos, nariz, maos e pés, palpacao dos troncos nervosos periféricos, avaliacao da forca muscular

e sensibilidade nos olhos, membros inferiores e superiores® e é eficaz para determinar o grau de

incapacidade fisica do paciente. '



A baciloscopia ¢ um exame complementar, de facil execucdo e de baixo custo na
deteccdo de BAAR sugestivo de M. leprae diretamente de raspado intradérmico das lesdes ou
de outros locais de coleta selecionados, como lébulos auriculares, cotovelos e joelhos. !

O exame baciloscépico do raspado dérmico quando positivo, demonstra a presenca da
micobactéria e indica os pacientes mais infectantes.?! Sua especificidade é préxima a 100%,
entretanto, apresenta baixa sensibilidade.?!?>?* Um resultado negativo de baciloscopia ndo
descarta o diagnostico de Hanseniase; uma vez que nas formas paucibacilares os bacilos
dificilmente sdo detectados. Portanto, continua sendo um desafio o diagndstico e confirmagao
da doenga, especialmente, em casos paucibacilares.

Os testes soroldgicos para o diagndstico da Hanseniase possuem baixa sensibilidade
para pacientes paucibacilares, pois o nivel de anticorpos pode ser muito baixo ou indetectavel.
No entanto, a sensibilidade ¢ alta na maioria dos casos de pacientes multibacilares.?* O
glicolipideo fenoélico-I, ou PGL-I, ¢ a molécula da parede celular do bacilo que confere maior
resposta imunologica. Foi um dos primeiros antigenos especificos do Mycobacterium leprae a
ser isolado e caracterizado.? O LID-I (Leprosy IDRI diagnostic-I) ¢ uma proteina proveniente
da fusdo entre proteinas recombinantes ML0405 e ML2331, que sdo especificas do M. leprae.?*
Posteriormente, foi desenvolvido um novo antigeno a partir da conjugacao do dissacarideo
PGL-I com a proteina de fusdo LID-I, o chamado NDO-LID (Natural Disaccharideoctyl
Leprosy IDRI Diagnostic). Estudos recentes tém mostrado resultados discretamente superiores
com antigenos NDO-LID quando isolados em pacientes PB e MB.?

Os métodos utilizados para detectar anti-PGL-I incluem o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), teste de hemaglutinagdo passiva, teste de aglutinagdo com particula de
gelatina, dipstick e o teste de fluxo lateral (ML Flow e NDO-LID). Este tltimo possui
aproximadamente 95% de sensibilidade para formas multibacilares, mas ainda falha em detectar
individuos com Hanseniase indeterminada e tubercul6ide. >

Os antigenos PGL-I e LID-I representam importantes antigenos especificos para a
sorologia da Hanseniase e sugere-se que sua associagdao melhore a sensibilidade sorologica para
as formas paucibacilares e diagnostico precoce.?’ Testes como exame histopatologico da pele
lesada, inoculagao em coxim de camundongos, testes sorologicos e métodos moleculares, estao

limitados a servigos de referéncia e centros de pesquisa.>*



1.4 Relevancia e Justificativa

O Departamento Regional de Saude (DRS XV), constituido por 102 municipios, estd
localizado em Sdo José do Rio Preto, cidade de médio porte, sede da 8* regido administrativa
do Estado de Sao Paulo. O DRS XV esta dividido entre os Grupos de Vigilancia Epidemioldgica
(GVE) em nivel regional, sendo de sua abrangéncia o GVE-29 e GVE-30, que estdo vinculados
a estrutura do Centro de Vigilancia Epidemiologica “Prof Alexandre Vranjac” (CVE/SP) que
normatiza o Sistema de Vigilancia Epidemiologica no Estado de Sao Paulo.

Apesar de a Hanseniase estar em fase de eliminag@o na regido de Sdo José do Rio Preto
— GVE 29, a doenga ainda causa sérios problemas fisicos aos individuos acometidos. Porém, os
indicadores epidemiologicos da Hanseniase mostram que 70% dos casos sdo notificados
tardiamente, e as deficiéncias fisicas atingem 33,2% dos pacientes em tratamento?’ e 32% dos
pacientes apds a alta medicamentosa.*® Esse fato reflete no aumento da demanda em vérios
setores do servico publico em saude, dificuldade de investimento na area e na demora do
diagnostico.

Estudos sobre a transmissdo da Hanseniase demonstram que as pessoas que t€m
convivio e contato com os doentes estdo expostas a um risco 3,5 vezes maior de adoecer quando
comparadas com a populacdo geral e o diagnostico tardio continua sendo uma das grandes
preocupacdes para eliminagio da doenga.’!

No final do ano de 2018, foi registrada a diminuicdo mundialmente de 8501 casos de
hanseniase em relagdo ao final de 2017; esse fato deu-se ha varias campanhas ativas na detec¢ao
de novos casos e na triagem eficaz de contatos. Em 2018, a regido da Asia representou 71% dos
casos novos de Hanseniase, sendo os paises India e Indonésia os de maiores nimeros de
diagndsticos na regido. Ja o Brasil, contribuiu com 93% dos casos novos na Ameérica. Esses trés
paises juntos representam 79,6% dos novos casos de Hanseniase no mundo, em 2018."3

Em 2019, foram relatados 202.256 casos novos da doenca no mundo, desses 29.936
(93%) ocorreram nas Américas e 27.864 foram notificados no Brasil. Além disso, 3.897
recidivas foram relatadas por 54 paises —44% delas notificadas no Brasil. Com isso, o Brasil ¢
considerado um pais de alta carga para a doenga, de acordo com a OMS, em 2020.%

A pesquisa e identificagdo de BAAR dao-se através dos dois métodos de coloragdo
propostos nesse estudo: Ziehl-Neelsen e Auramina O; sendo o primeiro, adotado no Brasil para
deteccio de BAAR sugestivo de Mycobacterium leprae.>® Porém, alguns estudos mostram

resultados em que a microscopia de fluorescéncia por Auramina O foi considerada mais



sensivel em pacientes paucibacilares e menor tempo de leitura, considerando utilizagdo de
lentes de menor aumento e contraste fluorescente no campo microscopico.>*>>

Bathia** et al. ressaltaram a importancia da técnica de coloragdo por Auramina O quando
ha escassez de bacilos. Os casos paucibacilares em biopsias cutdneas negativas coradas pelo
método de Ziehl-Neelsen apresentaram positividade pelo método de Auramina O nesse estudo.
A confirmagdo diagnostica da Hanseniase continua sendo um grande desafio nos casos
paucibacilares.

A grande maioria dos trabalhos relacionados a colorac¢ao por fluorescéncia na pesquisa
de M. leprae foi realizada nas décadas de 80 e 90. Muito pouco se fala hoje sobre esse tipo de
coloragdo, talvez por um grande fator limitante: o custo e a disponibilidade do microscopio
fluorescente no atual cenario com poucos recursos financeiros para pesquisa. Porém, muitos
pesquisadores concluiram em seus trabalhos que regides com alta carga bacilar da doenga, esse
método de coloragdo ainda ¢ o mais rapido.

Ha poucos estudos comparando-se as técnicas de Ziehl-Neelsen e Auramina O a partir
de esfregacos de raspado dérmico. Prendes®® et al. sugeriram superioridade do método
fluorescente pela maior rapidez e facilidade da técnica e da leitura. Martins®’ et al. obtiveram
resultados de maior eficacia do método fluorescente na determinagio de Indice Baciloscopico
(IB) e clareza na visualizacdo dos bacilos integros. Em contrapartida, Hardas e Lele®®
observaram melhores resultados na técnica de Ziehl-Neelsen que detectou bacilos granulosos e
quebrados que ndo foram reconhecidos pela dificuldade na sua diferenciagdo com artefatos no
método por fluorescéncia e aumento da probabilidade de resultados falso-positivos.

Um estudo publicado sobre coloracdo no diagndstico da Hanseniase, do autor Deepa
Adiga®®, comparou a eficacia de trés métodos de coloragdo em bidpsias de tecidos, sendo: Ziehl-
Neelsen (ZN), Fite-Faraco (FF) e Auramina O. Dentre os resultados do estudo podemos
destacar que nos casos de Hanseniase indeterminada, a positividade pela coloracao fluorescente
foi significativamente mais positiva do que as coloragdes de ZN ou FF. O autor concluiu com
seu trabalho, que o método fluorescente em tecidos € mais sensivel na detec¢ao de bacilos de
Hansen nos casos com baixa carga bacilar. Essa coloracdo mostrou 100% de sensibilidade em
relagdo ao ZN, que mostrou apenas 75% de sensibilidade em comparagdo com o método FF.

Alguns autores recomendam a técnica de microscopia de fluorescéncia como método de
Screening (triagem), selecionando os esfregacos positivos e confirmando através da técnica de
Ziehl-Neelsen.?

No Brasil, Lyon®® et al. pesquisaram a associagiio entre a baciloscopia de raspado

dérmico e o Teste ML Flow, resultando esse em 70% de positividade contra apenas 40% de



positividade pela baciloscopia nos pacientes avaliados. Evidenciou-se que o Teste ML Flow foi
100% positivo nos casos com baciloscopia positiva, concluindo o estudo que os dois testes
juntos podem auxiliar na classificagdo da doenga para fins de tratamento.

Contin e colaboradores*® também relacionaram o ML Flow a baciloscopia em um estudo
retrospectivo avaliando pacientes virgens de tratamento, classificados em PB ou MB e
submetidos a baciloscopia e o teste de ML Flow. Nos MB, a baciloscopia foi positiva em 80%
dos casos, 0 ML Flow foi positivo em 82,5%. Entre os PB, o ML Flow foi positivo em 37,5%
e a baciloscopia do esfregaco foi negativa em 100% dos casos. A concordancia entre os
resultados da baciloscopia do esfregaco e ML Flow foi de 87,5%. Concluiram que o ML Flow
¢ um teste rapido, de facil manuseio em campo, menos invasivo que a baciloscopia, podendo
ser util para auxiliar na decisdo terapéutica em locais de dificil acesso a servigos de referéncia.

Segundo Biihrer-Sékula*!, a presenca de anti-PGL-1, do tipo IgM, apresenta maior
positividade nos pacientes com carga bacilar elevada. Os niveis de anticorpos diminuem na
maioria dos pacientes em tratamento, podendo assim o teste permanecer positivo por anos apds
a cura, essa diminuigdo ocorre paralelamente a diminui¢io do Indice Baciloscopico, porém, os
niveis de anticorpos podem aumentar significativamente nos casos de recidiva da doenga.
Portanto, a sorologia ndo pode ser usada como Unica ferramenta para distinguir uma infec¢ao
passada de uma atual, sera necessaria avaliagdo clinica com associag¢do de outros exames para
definir um caso de Hanseniase.

Diante desse quadro epidemiologico da doencga no pais, acreditamos que o diagnostico
clinico associado ao diagnostico laboratorial ¢ a grande aposta para a eliminagao da doenga. A
introducdo de pesquisas e novas técnicas laboratoriais, como teste sorologico ML Flow de facil
execucao e resultado rapido, devem ser avaliadas e estudadas para a aplicagdo na rotina em
determinadas regides, em especial, onde o percentual de casos multibacilares ainda ¢ relevante

para diminuir a cadeia de transmissao.



2. OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Avaliar as técnicas de coloragdo para baciloscopia de raspado intradérmico por Ziehl-
Neelsen e Auramina O, associando-se com os resultados do teste de fluxo lateral ML Flow para

verificar a contribui¢do destes no diagndstico e classificacdo clinica da Hanseniase.

2.2 Objetivos Especificos

e Tragar o perfil epidemiologico e clinico dos pacientes diagnosticados.

e Comparar os resultados da leitura baciloscopica entre as técnicas de coloragdo por
Auramina O e Ziehl-Neelsen.

e Associar os resultados das duas técnicas de coloragdo com o resultado do teste ML
Flow.

e Verificar a soropositividade do teste ML Flow, avaliando sua relevancia no controle
epidemioldgico.

e Avaliar o acréscimo da positividade do teste ML Flow em relagdo a baciloscopia.

e Verificar a presenca da cicatriz da vacina BCG, niimero de lesdes e nervos

acometidos nos casos positivos pela baciloscopia e ML Flow.
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3. METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
conforme CAAE n°33756720.2.0000.0059 e Parecer n® 4.245.079 (Anexo A). Foram utilizadas
as normas de pesquisas envolvendo seres humanos contidas na Resolucio 466/12 “Diretrizes e

Normas Regulamentadoras de Pesquisas envolvendo seres humanos”.

3.2 Delineamentos do Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo e exploratorio, com coleta de dados e materiais
biologicos realizado em pacientes com suspeita de Hanseniase antes de iniciar o tratamento
medicamentoso e em pacientes suspeitos de recidiva da doenga com cura por alta hd mais de
cinco anos, visando analisar a concordancia entre os resultados dos testes ML Flow e da
baciloscopia por duas técnicas diferentes de coloragao.

O estudo foi divulgado e oferecido aos municipios em que o Instituto Adolfo Lutz — CLR
de Sao Jos¢ do Rio Preto (IAL-SJRP) ¢ referéncia para baciloscopia de Hanseniase,
pertencentes ao Grupo de Vigilancia Epidemiologica 29 (GVE-29). No ambito regional dos 48
municipios para os quais o IAL-SJRP ¢ referéncia para baciloscopia de Hanseniase, inclusive
Sao José do Rio Preto; 20 municipios ainda apresentam coeficiente de deteccdo e prevaléncia
acima do recomendado, com detec¢do de 14,61/100.000 habitantes e a prevaléncia de
1,59/10.000 habitantes*?, sendo que a prevaléncia recomendada pela Organiza¢io Mundial da
Saude ¢ <1 /10.000 habitantes.'® O maior municipio da regidio selecionada (Sdo José do Rio
Preto - SP) apresenta detecgdo de 5,77/100.000 habitantes considerada média pelo Ministério
da Saude (MS) e prevaléncia de 0,80/10.000.%?

3.3 Populacio e periodo de estudo

O estudo foi realizado no periodo entre agosto de 2020 a maio de 2021 com os pacientes
suspeitos de casos novos de Hanseniase e casos suspeitos de recidivas que estavam em alta por
cura ha mais de cinco anos, encaminhados pelos municipios da regido selecionada ao Setor de
Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz — CLR de Sao José do Rio Preto.

Participaram da pesquisa 10 municipios da regido selecionada de forma voluntaria e
enviaram os materiais exigidos para o estudo, com os seguintes nimeros de pacientes: Sao José
do Rio Preto (42), Ubarana (18), Mirassol (13), Adolfo (6), Parisi (6), Nova Granada (3), Paulo
de Faria (2), Potirendaba (2), Poloni (1) e Ibira (1), totalizando 94 pacientes.
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As variaveis analisadas nesse estudo dos casos diagnosticados como hanseniase foram:
género, idade, grau de escolaridade, renda familiar, presenca de comorbidades, contato direto
com portador de hanseniase, numero de lesdes de pele, nimero de nervos acometidos, grau de
incapacidade fisica, presen¢a e nimero de cicatrizes da vacina BCG, teste sorolégico ML Flow,

baciloscopia por Ziehl-Neelsen e Auramina O.

3.4 Procedimentos para coleta de dados e amostras biologicas

Participaram da pesquisa os pacientes de demanda espontanea atendidos nas unidades de
saude com suspeita de Hanseniase, apos avaliacdo clinica e exames dermatologicos e os
pacientes suspeitos de casos de recidiva, onde foi solicitado pelo médico o exame de
baciloscopia. Apo6s a leitura da Carta de Esclarecimento sobre a pesquisa, 0os que consentiram
em participar do estudo de forma voluntaria, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE (Apéndice A). Foi preservado o sigilo de identidade de todos os
participantes da pesquisa.

No momento do atendimento, foi coletada uma lamina de raspado intradérmico contendo
quatro esfregacos para o exame de baciloscopia, além de uma amostra de sangue do paciente
para o teste sorolégico ML Flow. A coleta dos materiais bioldgicos, raspado intradérmico e
sangue, foram realizados pelos profissionais capacitados no local de servigo de cada municipio
e foi de responsabilidade da unidade de saude.

Para a baciloscopia foram realizados os métodos de coleta preconizada pelo Guia de
Procedimentos Técnicos — Baciloscopia em Hanseniase.>* A coleta do raspado intradérmico de
cada paciente foi realizada em ldminas para microscopia com extremidade fosca, contendo as
iniciais do nome do paciente. Foram coletados quatro locais na lamina na seguinte ordem:
l6bulo auricular direito (LD), l6bulo auricular esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e cotovelo

esquerdo (CE), em pacientes que ndo apresentavam lesdes ativas visiveis, conforme figura:

LD LE cD CE
Identificacao
do paciente Ponta fosca O O O O
—
1 a 2a 3 a 4a

Figura 1. Local de coleta em pacientes com auséncia de lesdes. Ministério da Saude, 2010.
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Em pacientes com lesdes cutineas visiveis ou areas com alteragdo de sensibilidade, a
coleta foi realizada na seguinte ordem: 16bulo auricular direito (LD), 16bulo auricular esquerdo

(LE), cotovelo direito (CD) e lesdo (L), conforme figura:

LD LE cD L
Identificacdo
do paciente Ponta fosca O Q O Q
—
‘I a 2.! 3 a 4.!

Figura 2. Local de coleta em pacientes com presenga de lesoes. Ministério da Saude, 2010.

Ap0s a coleta dos raspados intradérmicos, os esfregagos foram fixados rapidamente de
duas a trés vezes em chama de Bico de Bunsen. A lamina fixada e identificada foi encaminhada
juntamente com a Guia de Solicita¢dao de Baciloscopia de Raspado Intradérmico (Apéndice B)
e transportadas em porta laminas de plastico rigido identificados com nome do paciente.

Para o teste sorologico ML Flow, foi coletado no momento do atendimento uma amostra
de 5 mL de sangue do paciente por meio de pun¢do venosa para obtencdo do soro em tubo a
vacuo com gel separador (Vacutainer®) sem anticoagulante. Apos a coleta, o tubo foi mantido
em posicao vertical por 30 minutos em temperatura ambiente para evitar hemolise e formagao
de fibrina. As amostras de sangue que ndo puderam ser enviadas ao laboratorio no mesmo dia
da coleta foram mantidas refrigeradas até o envio no maximo por 24 horas. Os tubos de sangue
foram transportados em posicao vertical em caixa térmica rigida com gelo reciclavel.

As amostras de sangue para o Teste ML FLow foram enviadas juntamente com as laminas
de raspado intradérmico para baciloscopia que a unidade de satide ja envia para o laboratorio
rotineiramente, de acordo com protocolo ja estabelecido e com o TCLE assinado pelo paciente,
ao Instituto Adolfo Lutz — CLR de Sao José do Rio Preto.

Apos a realizacao dos testes no laboratorio de Micobactérias do IAL-SJRP, as unidades
de saude foram informadas pela pesquisadora responsavel sobre os resultados dos exames em
até 72 horas do recebimento do material, por meio de contato telefonico ou correio eletronico
(e-mail). Os resultados positivos de um ou ambos os exames laboratoriais (baciloscopias e ML
Flow) e os casos confirmados clinicamente pela equipe médica, foram convocados para o
retorno nas unidades de saude para aplicacao dos formuldrios de entrevista (Apéndices C e D)
e a realizacdo da Avaliagcdo Neuroldgica Simplificada (Apéndice E), realizada por profissional

capacitado no atendimento, conforme fluxograma abaixo:
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Suspeitos
Caso Novo ou
Recidiva

v

| Baciloscopia |< Auramina O
Ziehl-Neelsen

| ™ML Flow |

v

Entrevista
+
Avaliacdao
Neural

Casos confirmados

Clinica e/ou laboratorial

Figura 3. Fluxograma para coleta de dados e amostras biologicas.

*Nota: Entrevista e Avaliacdo Neural Simplificada foram realizadas somente para os casos
confirmados de Hanseniase.

Os dados epidemiologicos e clinicos ndo contemplados nos Apéndices C e D foram
pesquisados no prontuario do paciente e no sistema GAL (Gerenciador de Ambiente
Laboratorial).

Os formulérios da entrevista e ficha da Avaliagao Neural Simplificada foram enviados
para a pesquisadora pelas unidades de satide dos municipios, por correio eletronico (e-mail) ou

copia impressa.

3.5 Métodos Laboratoriais

3.5.1 Teste ML Flow

O ML Flow, desenvolvido, em 2003, por Biihrer-Sékula*' na Holanda, é um teste
imunocromatografico, simples, de baixo custo e facil execucdo. Atualmente, o teste ndo ¢
comercializado para o uso em rotina dos servigos de satde por nao possuir registro na ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), mas ¢ liberado para utilizacdo em pesquisas
cientificas.

E um teste capaz de detectar anticorpos IgM no soro ou sangue humano, contra o
glicolipideo fenodlico-1 do Mycobacterium leprae, e auxiliar também na classificacao das formas
clinicas de Hanseniase em pacientes paucibacilares e multibacilares para fins de tratamento.*”*!

A presenca de anticorpos IgM contra PGL-I do Mycobacterium leprae sugere a presenga de

uma infec¢do bacilar, sendo que 15 a 40% de casos paucibacilares sdo positivos para o IgM



14

anti-PGL-1, contra 80 a 100% dos casos multibacilares.* O teste possui uma plataforma
contendo duas fitas: uma com anticorpo e outra com o antigeno semissintético (linha teste) e
outra com IgM humana. De acordo com Biihrer-Sékula*! ef al, deve-se adicionar amostra de
sangue total ou soro no receptaculo do dispositivo e uma solugdo de liquido de tamponamento.
Apos dez minutos, obtém-se o resultado através da leitura. O resultado ¢ considerado vélido se
a linha controle estiver claramente visivel. Uma linha vermelha se cora na zona de teste caso a
amostra seja positiva para anticorpos IgM anti-PGL-I e o resultado ¢ negativo considerando a

auséncia de coloracao desta linha.

Teste Cantrole

Aplicagdo da Tira de i Tirade
amostra Reaponie nitrocelulose absorgao

Figura 4. Plataforma do Teste ML Flow. Adaptado de Biihrer-Sékula et al*’

O teste ML FLow utilizado nesta pesquisa foi produzido pelo Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goiés, sob coordenacdo da Profa. Dra.
Samira Biihrer Sékula.

Para obten¢do do soro foi realizada a coleta de 5 mL de sangue venoso periférico por
pungdo venosa com tubo em vacuo com gel separador (Vacutainer®) sem anticoagulante. As
amostras foram centrifugadas no laboratorio do IAL-SJRP por 15 minutos a 3000 RPM
(rotagdes por minuto). Durante a centrifugacdo, a barreira de gel move-se para cima
posicionando-se entre o soro e o coagulo, formando uma barreira estavel, separando o soro de
outros componentes celulares. As amostras de soro foram separadas utilizando pipeta de
transferéncia para os tubos de polipropileno 14x55 mm do tipo KMA e realizado o teste
imediatamente. As amostras finalizadas foram estocadas em freezer -20°C no Setor de
Micobactérias do IAL-SJRP.

O procedimento do teste foi realizado de acordo com o método descrito pelo fabricante,
a seguir:

1. Remova o dispositivo ML Flow do pacote e o coloque na mesa com a janela virada para
cima.
2. Pingue 5 pl de soro ou sangue total heparinizado no suporte de papel do receptaculo

redondo de amostras.
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3. Adicione trés gotas ou 125 pl de liquido de tamponamento ao receptaculo redondo de
amostras.

4. Sera possivel visualizar um fluido de cor de rubi movendo-se através das zonas de teste
e controle.

5. Leia os resultados apods cinco minutos quando usar sangue total ou ap6s 10 minutos
quando usar soro.

6. Os resultados mantém-se estaveis por mais 15 minutos. Nao execute leitura do teste

apods 20 minutos.

Interpretagao dos resultados dos testes:
v Um resultado negativo ¢ indicado pela auséncia de uma linha na zona de teste e pela
presenca de uma linha na zona de controle.
v Um resultado positivo ¢ indicado pela presenga de duas linhas: uma linha definida

na zona de teste e outra linha na zona de controle.

3.5.2 Coloracio por Auramina O

As micobactérias sdo evidencidveis com seguranca por métodos especiais, tais como, o
de Ziehl-Neelsen e a coloragdo pela Auramina O. Este corante € classificado como fluorocromo,
substancia organica que ao ser excitado por luz de comprimento de onda determinado, emite
luz de comprimento maior. As micobactérias, uma vez coradas pelos fluorocromos, nao se
deixam descorar pela a¢do do dlcool-acido. De acordo com Ministério da Saude?, os esfregacos
devem ser corados primeiramente por Auramina O, e apds a leitura por fluorescéncia, deverdo
ser recorados por Ziehl-Neelsen. Os insumos necessarios para essa coloragao foram preparados
no setor de Meios de Culturas localizado no IAL-SJRP. Técnica para a preparacao dos insumos
e coloracdo foi realizado de acordo com o Guia de Procedimentos Técnicos — Baciloscopia em

Hanseniase*:

Solugdo de Auramina fenicada (solugdo A)
Auramina O lg

Alcool etilico a 95% PA 100ml

v Dissolver 1g de Auramina O em 100 ml de alcool. Juntar 900 ml de fenol aquoso
(solucao B). Agitar. Guardar em frasco escuro na geladeira, pois a Auramina € inativada

pelo calor. Evitar o contato com a pele, pois tem poder cancerigeno.
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Solucdo de fenol aquoso (solugcdo B)

Fenol cristalizado 30g

Agua destilada 870 ml

v Aquecer em banho-maria até a completa dissolu¢do do fenol. Deixar esfriar a

temperatura ambiente.

Solucdo de permanganato de potdssio a 0,5%

Permanganato de potéssio 5g

Agua destilada 1000 ml

v Dissolver o permanganato de potassio na agua destilada. Estocar em frasco dmbar € a

temperatura ambiente.

Solucdo descorante

Acido cloridrico PA Sml
Alcool etilico a 70% 1000 ml

v Com uma pipeta, deixar escorrer o acido cloridrico pelas paredes do frasco contendo o

alcool e agitar suavemente. Armazenar a temperatura ambiente.

Para a técnica de Coloragao por Auramina O, foram seguidos os seguintes passos:

1.

e

Colocar a lamina ja fixada sobre o suporte para coloracdo com o lado dos esfregagos
voltado para cima.

Cobrir os esfregagos com a solugdo de Auramina O fenicada.

Deixar a temperatura ambiente por 15 minutos.

Lavar o esfregaco com agua destilada. Ndo usar 4gua corrente, pois o cloro pode
interferir na fluorescéncia.

Descorar com alcool-acido por dois minutos.

Lavar o esfregaco novamente com dgua destilada.

Cobrir o esfregaco com solucdo de permanganato de potassio por dois minutos.

Deixar secar a temperatura ambiente em local escuro.

Todas as laminas nessa etapa foram examinadas no microscopio por fluorescéncia

dentro de 24 horas, apds a coloragao.
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3.5.3 Coloracgao por Ziehl-Neelsen

As micobactérias ndo se coram pelo método do Gram, mas sdo evidenciaveis com
seguranga por métodos especiais, como o de Ziehl-Neelsen, que induz a penetragdo da
carbolfucsina na parede celular. Os bacilos tornam-se avermelhados e retém a cor mesmo apds
descoloracao com mistura de alcool ¢ acido, bactérias essas denominadas de bacilos alcool-
acidos-resistentes. A contra coloragao, usualmente com azul de metileno, faz com que o restante
do esfregaco fique azul. Os corantes usados para essa técnica foram de kits comerciais
disponiveis para coloracao de Ziehl-Neelsen em laboratorios.

Para este estudo, foi escolhida a técnica para a coloragdo a frio, de acordo com o Guia
de Procedimentos Técnicos — Baciloscopia em Hanseniase™:

1. Colocar a lamina ja fixada sobre o suporte para coloracdo com o lado dos esfregagos

voltados para cima.

Cobrir os esfregagos com a solugdo de fucsina filtrada.

Deixar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Lavar a lamina com agua corrente inclinando-a para remover o excesso.

Gotejar a solugdo alcool-acida 1% sobre a lamina, até que esta fique limpa.

2
3
4
5
6. Lavar com agua corrente e inclinar a lamina para remover o excesso.
7. Cobrir com a solugdo de azul de metileno durante um minuto.

8. Lavar em agua corrente de baixa pressao.

9. Deixar secar a temperatura ambiente.

1

0. Examinar ao microscopio com objetiva de imersao.

3.5.4 Leitura Microscépica

Para a microscopia, as duas técnicas necessitam de equipamentos distintos.

Na coloracdo por Ziehl-Neelsen foi utilizado microscopico Optico comum, marca
Olympus, modelo CX31, binocular, na objetiva de imersdo 100x para o calculo de Indice
Baciloscopico. Para coloragdo por Auramina O, foi utilizado microscdpio proprio para leitura
fluorescente, marca Nikon, modelo Labophot-2, binocular, utilizando-se a objetiva de 10x, em
seguida de 40x, e quando detectou presenga de bacilos fluorescentes selecionou-se a objetiva
de 100x. A leitura deve ser feita no minimo em 100 campos nas duas técnicas propostas.

Pela técnica de microscopia fluorescente, a leitura ¢ qualitativa, sendo resultado positivo
quando ha presenga de um ou mais bacilos fluorescentes ou negativo quando hé auséncia de

bacilos fluorescentes na lamina analisada.
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Na leitura pela técnica de Ziehl-Neelsen sdo contados todos os bacilos encontrados
isolados, agrupados ou em globias, observados em cada campo microscopico. O niimero de
bacilos contados em cada campo foi anotado em folha de contagem e, apds o término da leitura,
foi realizada a soma de todos os bacilos encontrados, dividindo-se pelo nimero de campos
microscopicos analisados. Essa média de bacilos sera o Indice Baciloscopico do esfregago. O
resultado ¢ expresso conforme a escala logaritmica de Ridley, variando de 0 a 6+. Todos os

resultados foram registrados em planilha Excel.

3.6 Avaliacio Neurolégica Simplificada (ANS)

O Ministério da Satide adota nacionalmente um protocolo para a Avaliagdo Neurologica
Simplificada (Apéndice E). E fundamental realizar essa avaliagio da integridade da funcdo
neural e do grau de incapacidade fisica de todos os pacientes no momento do diagndstico,
sempre que houver queixas de sinais e sintomas e no término da poliquimioterapia.®** Neste
estudo, a ANS foi realizada por profissional capacitado presente na unidade de saude, sendo
fisioterapeuta ou terapeuta ocupacional.

Para o teste de sensibilidade foi utilizado o conjunto de monofilamentos de Semmes-
Weinstein (6 monofilamentos), nos pontos de avaliacdo de sensibilidade em maos e pés e do
fio dental (sem sabor) nos olhos. Para avalia¢do de for¢a motora foi utilizado o teste manual de
exploragdo da forca muscular, capacidades de oposicdo a forca da gravidade e resisténcia
manual referente a um nervo especifico, conforme preconizado. Os critérios de graduacao da
forga muscular podem ser expressos com graduacao de zero a cinco ou como: forte, diminuida

ou paralisada, segundo o Ministério da Saude.®

3.7 Critérios Inclusao

a) Casos suspeitos de Hanseniase atendidos por demanda espontanea e pacientes suspeitos de
recidiva da doenga em alta do tratamento ha mais de cinco anos, atendidos nas unidades
basicas de satide dos municipios da regido selecionada, no periodo compreendido entre
agosto de 2020 a maio de 2021;

b) Todos os casos que consentiram em participar do estudo; assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.8 Critérios de Exclusio

a) Lamina de baciloscopia recebida quebrada;
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b) Coleta de sangue em tubo inadequado para a obtencao de soro;
c) Pacientes que ndo retornaram na consulta para realizagdo da ANS e aplicagdo dos

questionarios.

3.9 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram organizados em planilhas pelo programa Excel 2013 da
Microsoft, para agrupamento das variaveis de estudo. Para a andlise dos dados foi utilizado o
programa estatistico EPI INFO 7.1.2.0 Software (Atlanta, Georgia, EUA) para obtencdo da
distribuicdo da frequéncia, média e desvio padrdo das varidveis de interesse. Para verificar
associacao entre as variaveis, foram considerados significantes os valores de p < 0,05. Para
avaliacio da concordancia entre os métodos foi estimado o Indice de Kappa, e para a

interpretacdo deste indice, foram utilizados os critérios de Landis & Koch.
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4. RESULTADOS

Participaram do estudo o total de 94 pacientes com suspeita de Hanseniase, atendidos
por demanda espontanea nas unidades de saide dos municipios da regido selecionada. Todos
participantes foram avaliados clinicamente pela equipe médica da unidade e realizaram os

exames de baciloscopia e ML Flow.

Tabela 1. Perfil dos 94 participantes do estudo e resultados dos exames laboratoriais no
periodo de agosto de 2020 a maio de 2021.

Variaveis n %
Género Masculino 50 53,2
Feminino 44 46,8

< 18 anos - -

18 — 30 anos 6 6.4
Idade 31 —45 anos 24 25,8
46 — 60 anos 25 26,8
> 60 anos 39 41,0
Branco 52 55,3
Pardo 19 20,2

Cor Negro 4 42
Amarelo 1 1,0
Nao informado 18 19,3
. Caso Novo 83 88,3
Caso Suspeito Recidiva 11 11,7
Auramina O Positivo 15 16,0
Negativo 79 84,0
Ziehl-Neelsen Positivo 21 22,4
Negativo 73 77,6
ML Flow Positivo 27 28,7
Negativo 67 71,3

Dentre a analise do perfil de todos os 94 participantes do estudo, a média de idade foi
de 53,6 anos (DP= 16,08) com variacdo entre 18 a 85 anos e com predominio do género
masculino (53,2%). A positividade do teste ML Flow foi maior observada em 28,7% dos
pacientes, seguidos de baciloscopia positiva por Ziehl-Neelsen e Auramina O no total dos

pacientes avaliados.
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Desses participantes, 31 (32,9%) receberam o diagnostico de Hanseniase (sendo 22
casos novos € nove casos suspeitos de recidiva), realizaram ANS, entrevistas dos questionarios
e entraram para as analises propostas neste estudo.

No estudo, entre os 31 pacientes diagnosticados com hanseniase, houve predominancia
do género masculino (58,0%), maiores de 60 anos (45,2%) de idade e ensino fundamental
incompleto (45,1%). Em 51,6% (n=16) dos casos entrevistados, a renda familiar era de até dois
salarios minimos.

Em relagdo ao histérico de comorbidades, foi proporcionalmente maior o numero de
hipertensos (42,0%) em relacdo aos diabéticos (25,8%). Foram relatadas nos questiondrios
outras comorbidades como depressao, arritmia cardiaca e hipotireoidismo. Nenhum paciente
estava fazendo uso de medicacdo para hanseniase, porém, 11 (35,4%) ja haviam realizado
tratamento ha mais de cinco anos e foram considerados casos suspeitos de recidivas. Desses,
nove (81,8%) receberam o diagndstico e foram considerados caso suspeito de recidiva.

Foi relatado o inicio do quadro clinico em 77,4% (n=24) como manchas anestésicas,
61,2% (n=19) dorméncia e 22,5% (n=7) perda de forca. Contato direto com algum familiar
diagnosticado com Hanseniase foi relatado na maioria dos pacientes, sendo conjuge (n=5),
filhos (n=4) e irmaos (n=4) os contatos mais citados respectivamente.

Foram diagnosticados quatro (12,9%) casos paucibacilares e 27 (87,0%) casos
multibacilares. Nos 22 casos novos de hanseniase diagnosticados, a forma clinica que mais
prevaleceu foi dimorfa em 10 (45,4%) pacientes e dos nove casos suspeitos de recidiva, a forma
clinica mais presente foi virchowiana em sete (77,7%) pacientes. Nao houve diagnostico da
forma indeterminada nos pacientes avaliados. Foram identificados 74,2% (n=23) de pacientes

com grau de incapacidade fisica, sendo o grau 1 o mais presente.

Tabela 2 - Concordancia entre as baciloscopias e o teste sorologico ML Flow dos 94 pacientes
avaliados.

Ziehl-Neelsen Auramina O
Positivo  Negativo  Positivo = Negativo Total *Valor -p
n n n n n
(%) (%) (%) (%) (%)
Positivo 19 08 14 13 27
(90,5) (11,0) (93,3) (16,5) (28,7)
ML FLOW Negativo 02 65 01 66 67
(9,5 (89,0) (6,7 (83,5) (71,3) <0,05
TOTAL 21 73 15 79 94
(100,0) (100,0) (100,0) (100,0) (100,0)
Indice Kappa 0,72 0,58

1ICa95%=0,56-088 ICa95%=039-0,76
*Valor -p=<0,05 (Fisher’s test); IC= intervalo de confianga.
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Observou-se concordancia moderada entre os resultados dos testes ML Flow e
baciloscopia por Auramina O (Kappa= 0,58), e substancial entre o ML Flow e a baciloscopia
por Ziehl-Neelsen (Kappa= 0,72), de acordo com os critérios de Landis & Koch. Foi observado
que 27 pacientes apresentaram sorologia positiva, enquanto 21 e 15 apresentaram resultados
positivos de baciloscopia ZN e Auramina O, respectivamente. Foi observado que oito (11,0%)
pacientes com baciloscopia ZN negativa apresentaram sorologia positiva, enquanto dois (9,5%)
pacientes apresentaram baciloscopia ZN positiva (IB abaixo de 1,0) com sorologia negativa,
sendo esses dois pacientes casos suspeitos de recidivas e que ja trataram a doenca hd mais de

cinco anos.

Tabela 3. Distribuico dos resultados do teste ML FLow, segundo o Indice Baciloscopico (ZN)
dos pacientes avaliados no estudo.

Indice ML Flow ML Flow
Baciloscopico (ZN) ) -)

n % n %

0,0 8 29,6 65 97,0
0,1-09 8 29,6 2 3,0
1,0-1,9 8 29,6 0 0,0
2,0-29 3 11,2 0 0,0
3,0-39 0 0,0 0 0,0
4,0-4,9 0 0,0 0 0,0
5,0-6,0 0 0,0 0 0,0

Total 27 100,0 67 100,0

ML Flow (+): IB médio 0,77 (DP 0,81)
ML Flow (-): IB médio 0,01 (DP 0,10)

Foram associados os resultados do teste ML Flow ao Indice Baciloscopico de Ziehl-
Neelsen, conforme apresentado na Tabela 3. Dos 94 pacientes avaliados, 73 (77,6%)
apresentaram IB negativo. Houve predominio do IB entre 0,0 a 1,9 sendo que trés (11,2%)
pacientes apresentaram IB acima de 2,0. Dois pacientes tiveram teste sorologico negativo com
IB entre 0,1 a 0,9. Nao houve IB maior ou igual a 3,0. O estudo apontou que o resultado do
teste ML Flow esta associado a baciloscopia e que mesmo os pacientes que tiveram IB baixo
apresentaram resultados positivos para o teste sorologico. O teste ML FLow teve maior
positividade tendo em vista haver seis casos a mais quando comparados ao resultado da

baciloscopia.
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Tabela 4. Concordancia dos resultados entre as técnicas de baciloscopia de Ziehl-Neelsen e
Auramina O dos 94 participantes

ZIEHL-NEELSEN

Positivo Negativo Total

n % n % n %

Positivo 15 715 0 0,0 15 160
AURAMINA O eoativo 6 285 73100 79 84,0
Total 21 100 73100 94 100

indice de Kappa= 0,79 / Valor -p=<0,05 (Fisher’s test)

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos entre as técnicas de Ziehl-Neelsen e Auramina
avaliadas. A concordancia observada entre as duas técnicas de coloracdo foi substancial

(kappa= 0,79), segundo o Indice de Kappa.

Tabela 5. Distribui¢do da frequéncia dos dados clinicos quando relacionados aos resultados
positivos dos trés testes laboratoriais avaliados.

ML Flow Ziehl-Neelsen Auramina O ‘ Valor —p
(@) (G (@)
n° % n° % ‘ n° % ‘
N° lesdes <5 lesoes (n=14) 14 100 9 64,2 7 50,0 - 0.05
cutianeas > 5 lesdes (n=15) 13 86,6 12 80,0 8 53,3 ’
N° nervos <1 nervo (n=10) 10 100 6 60,0 5 50,0 > 0.05
acometidos > 1 nervo (n=19) 17 89,4 15 78,9 10 52,6 ’
Nenhuma (n=10) 10 100 4 40,0 2 20,0
Cicatriz BCG Uma (n=19) 17 89,4 17 89,4 13 68,4 > 0,05
Duas (n=0) 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Classificacio PB (n=4) 4 100 0 0,0 0 0,0
Operacional MB (n=25) 23 92,0 21 84,0 15 60,0 )
Grau de 0 (n=8) 7 87,5 5 62,5 4 50,0
Incapacidades 1 (n=19) 18 94,7 15 78,9 10 52,6 > 0,05
Fisicas 2 (n=2) 2 100 1 50,0 1 50,0

Nota: foram avaliadas somente as variaveis clinicas dos pacientes que tiveram resultado positivo em um
ou todos os testes laboratoriais (n=29).

Dos 31 pacientes diagnosticados com Hanseniase, dois casos novos foram confirmados
somente pela avaliagdo clinica, sendo negativos nos trés testes laboratoriais testados nesse
estudo, conforme dados apresentados na Tabela 5. Pacientes diagnosticados como PB,
apresentaram 100% de positividade para o teste ML Flow. Nao houve informag¢des nos
formulérios de pacientes com duas cicatrizes da vacina BCG, porém, os dez pacientes que
relataram auséncia da cicatriz vacinal apresentaram resultado positivo no teste sorologico. Foi

notada a presenga do Grau de Incapacidades Fisicas 1 na maioria dos casos, sendo relacionada,
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principalmente, aos resultados positivos do teste ML Flow. Grau de Incapacidades Fisicas 2 foi
observado em dois casos com resultado de sorologia positiva € um caso para as duas
baciloscopias. Seis pacientes relataram deformidades fisicas nos questionarios, sendo trés
relatos em pés e trés nas maos.

De todos os pacientes avaliados nesse estudo, somente trés realizaram exame de biopsia
no periodo e tiveram resultado sugestivo de hanseniase. Dentre os pacientes que participaram
como suspeitos de recidiva e que ja trataram a doenca ha mais de cinco anos, foram relatados
no questionario, efeitos adversos ao tratamento anterior, como: toxicidade hepatica, fraqueza e
boca amarga. Os sintomas atuais mais citados nos questiondrios aplicados foram
respectivamente: parestesia, areas ressecadas, dores generalizadas, madarose e entupimento do

nariz.
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5. DISCUSSAO

32 a introducdo de novas

Uma vez que o Brasil apresenta alta carga para Hanseniase
técnicas laboratoriais que colaborem para o diagnostico da doenga, como o teste sorologico ML
Flow, devem ser avaliadas e comparadas as técnicas existentes para sua aplicacdo na rotina, em
especial, onde o percentual de casos MB ainda ¢ relevante.

Os dados epidemioldgicos encontrados em nosso estudo estio em consonancia com a

39,45

literatura no que se refere ao género masculino™*°, mas diferem em relacao a média de idade

que foi acima dos dados relatados por outros autores que encontraram acometimento pela

Hanseniase na fase adulta mais economicamente ativa*>4°

, sugerindo a hipdtese de provavel
diagnostico tardio.
A baixa escolaridade e renda familiar abaixo de dois salarios minimos sdao achados

47-48

similares com dados encontrados em outros estudos e refletem a precariedade

socioecondmica que favorece a disseminagao da doenga, sugerindo a Hanseniase ser um agravo

associado a fatores socioculturais**->°

, 0 que pode resultar na falta de compreensdo da doenca e
na alta taxa de casos de abandono da poliquimioterapia.>!

A cadeia de transmissao da doenca pela suscetibilidade genética considera que contatos
domiciliares consanguineos tém maior risco de adoecer’'?, fato que corrobora com nosso
estudo em que uma parte dos participantes declara contato direto com algum familiar ja
diagnosticado com Hanseniase, sendo conjuge e filhos os mais citados, respectivamente.

As formas clinicas que mais prevaleceram foram dimorfa e virchowiana
(multibacilares), dados ja confirmados em pesquisas anteriormente publicadas, que atestam a
Hanseniase de formas MB com mais facilidade no diagnostico clinico e laboratorial com

maiores niumeros de casos relatados®?>!~3->4

, sugerindo que a infec¢do da doenga ocorra mais
facilmente em individuos com baixa imunidade ou a hipotese da falha no diagndstico inicial
pelos servigos de satde.

A despeito dos avancgos laboratoriais, mesmo sem existir um exame considerado padrao-
ouro no diagndstico da Hanseniase, os testes laboratoriais t€ém sido de grande utilidade no
auxilio para a classificacdo dos pacientes, todavia, muitos exames nao estdo disponiveis na
maior parte dos servicos de satide. De acordo com o Ministério da Satde!, o exame
dermatoneurologico e a baciloscopia positiva ainda sao considerados soberanos para a defini¢ao
do diagndstico da Hanseniase, porém, nenhum teste laboratorial isoladamente ¢ considerado

100% sensivel e especifico para a correta classificacdo clinica da doenga. '*-*2
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O ML Flow ¢ um teste sorologico, simples e rapido, que detecta carga bacilar e pode
auxiliar na classificacao das formas clinicas de Hanseniase em pacientes PB e MB para fins de
tratamento.*! Neste estudo, a positividade do teste ML Flow ocorreu em 85,2% dos pacientes
classificados como MB, achado condizente com trabalhos realizados no Brasil que descreveram
a soropositividade entre 50,8% a 94,2%%*%% nas formas multibacilares. Pesquisas
descreveram que a maioria dos pacientes classificados como MB possui altos niveis de
anticorpo IgM anti-PGL-I e sorologia fortemente positiva, diferente dos pacientes classificados
como PB que geralmente apresentam sorologia negativa.*! Embora estudos citem sensibilidade

de 40% do teste nos casos PB*%#

, nossos resultados detectaram sorologia positiva em 100%
dos pacientes classificados como PB. Porém, vale ressaltar que o teste ML Flow nao ¢
recomendado como Unico teste no diagnostico, pois a maioria dos casos PB podem nao
desenvolver os anticorpos detectiveis na sorologia.?®***! Os quatro (4) pacientes PB foram
classificados por apresentarem até cinco lesdes de pele com areas anestésicas, além de relatarem
nos questiondrios ter contato direto com portadores da doenga.

Dos pacientes suspeitos de recidivas avaliados nessa pesquisa, 77,7% tiveram resultados
positivos para sorologia. Foi descrito por outros autores que os niveis de anticorpos IgM contra

o PGL-I, tendem a decrescer em pacientes durante o tratamento medicamentoso™>

, porém,
tém sido feitas associagdes com o aumento significativo de anti-PGL-I em casos de reagdes pos
alta ou em riscos de recidivas. De acordo com a pesquisa realizada por Brito e colaboradores’®,
existem fatores de riscos em comum entre a reagdo poéds alta e a recidiva que podem ser
confundidos e, portanto, sdo necessarios mais estudos para determinar marcadores clinicos e
testes laboratoriais mais precisos para diferenciar o diagnostico entre as duas situagoes.

A técnica de coloragdo por Ziehl-Neelsen ¢ considerada método de referéncia na
detec¢do de BAAR'", contudo, a técnica apresenta baixa sensibilidade e exige tempo para o
preparo dos esfregagos e leitura, o que dificulta a andlise de grande nimero de amostras. Nesse
ponto, a técnica de microscopia de fluorescéncia como a Auramina O, utilizada neste estudo,
apresenta algumas vantagens como em relacdo ao menor tempo de leitura e a facilidade na
deteccio de bacilos pelo contraste dos mesmos fluorescentes contra o fundo escuro.>*3%+

Ao contrario da coloracdo de Ziehl-Neelsen recomendada pelo MS, a leitura por
fluorescéncia pela técnica de Auramina O exige microscopio especifico. Uma das limita¢des
da disponibilidade dessa técnica nos servigos laboratoriais ¢ o custo elevado do equipamento e
a falta de profissionais capacitados para a leitura, sendo assim, essa técnica tem sido

abandonada e muito pouco tem se falado desse tipo de coloragdo nos dias de hoje. Foram

realizados muitos trabalhos na década de 90 sobre a leitura por fluorescéncia e ainda ha
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controvérsias quanto a sua sensibilidade e melhor aplicabilidade. Porém, o que tem sido levado
em questao nos dias atuais ¢ que em ambas técnicas para baciloscopia, o fator importante e de
maior destaque € a realizacdo de uma boa coleta do material bioldgico e a capacitagdo frequente
de técnicos para a leitura baciloscopica.’®

Do ponto de vista clinico, considerando o resultando positivo ou negativo da
baciloscopia para o diagnostico e definicdo de esquema terapéutico, a analise realizada através
do Coeficiente Kappa observou concordancia substancial entre as duas técnicas de coloracao
no presente trabalho. Achado inferior do encontrado por Sarubi*’ que detectou entre as duas
técnicas de coloragdo, indice de concordancia excelente com Kappa, segundo os critérios de
Landis & Koch.

Neste estudo, a positividade pela técnica de ZN foi superior a técnica de fluorescéncia
com percentual de positividade ZN semelhante a outros autores, que observaram percentuais
para baciloscopia de 25% a 35,9% 3>°° e até inferior como pesquisa realizada na India com
apenas 8,8% de positividade da baciloscopia ZN de casos novos registrado’, constatando a
baixa sensibilidade do exame ou problemas na coleta adequada do material. A literatura ainda
apresenta dados variaveis em comparagdo aos dois métodos analisados. Foi evidenciada
anteriormente a superioridade pela microscopia de fluorescéncia em relagdo ao método ZN, em

3435 ou em raspado intradérmico.’¢3” Deve ser

cortes histologicos de fragmentos de pele
considerada a importancia de técnicos experientes na realizacao da leitura microscépica por
fluorescéncia, uma vez que existe a possibilidade de artefatos no esfregaco ocasionarem
resultados falso-positivos.”® De acordo com pesquisas anteriores, a introdugdo do método
fluorescente na rotina laboratorial deve ocorrer inicialmente como uma triagem de esfregagos
positivos ou negativos, e posteriormente, depois de familiarizado com a técnica podera ser feito
a execugdo do Indice Baciloscopico.?’

Os pacientes classificados como PB apresentaram resultados negativos para as duas
técnicas de baciloscopias avaliadas. E reconhecido que nas formas PB (indeterminada ou
tuberculoide), os bacilos da hanseniase dificilmente sdo detectados na coloragdo e que algumas
formas clinicas apresentam baciloscopia negativa, nio descartando a doenga.'®** A distribuigdo
irregular dos bacilos nas laminas de esfregagos pode ser uma das causas de variagdo dos
resultados na contagem de bacilos quando liberado em cruzes. Foi demonstrado por Bathia3*
que mesmo o esfregago apresentando Indice Baciloscopico elevado, os bacilos nio sio
distribuidos de maneira homogénea na lamina, podendo haver campos de leitura isentos de

bacilos, sendo assim, pode haver diferentes resultados em cruzes quando realizada a leitura do

esfregago por diferentes profissionais, fator de limitagao da técnica.
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O teste ML Flow mostrou forte concordancia com as duas técnicas de baciloscopias
avaliadas, sendo maior a associacao com ZN (Kappa= 0,72), resultado superior aos encontrados
por Grossi®® (Kappa= 0,48) e Lyon* (Kappa= 0,49). Esse achado evidencia que o teste
sorologico pode ser um grande aliado para auxiliar na classificagdo clinica de pacientes PB e
MB e para a definicdo do tratamento. Considerando que nosso trabalho detectou seis (6)
pacientes soropositivos com baciloscopia negativa, que seriam classificados como PB, ou nao
diagnosticados se a clinica ndo fosse evidente, caso fosse usado somente o resultado da
baciloscopia como critério. Portanto, o uso do teste ML Flow pode colaborar ndo so para a
classificagdo clinica (ou operacional) e confirmar casos que poderiam ser descartados por
talvez, ndo apresentarem uma clinica robusta. Lyon e colaboradores® sugerem em sua pesquisa
que o teste soroldgico por ser mais sensivel que a baciloscopia, poderia detectar os verdadeiros
casos MB.

Dessa forma, como ndo existe um teste padrao-ouro para a doenga, nossos resultados
apontam quao importante ¢ a complementagao do diagndstico padrdo com a sorologia para
somar ou direcionar para um resultado laboratorial mais fidedigno na classificacao dos casos e
na escolha adequada do tratamento para o paciente.

E considerado um importante marcador de deficiéncias fisicas o acometimento de
nervos periféricos pela hanseniase.!** Neste estudo, a maioria dos pacientes diagnosticados
com hanseniase apresentou um ou mais nervos comprometidos (67,7%), sendo esse achado
fortemente relacionado aos resultados positivos do teste ML Flow (80,9%) e da baciloscopia
pela técnica de Ziehl-Neelsen (71,4%). Apesar de a regido estudada ser uma regido de pods-
eliminag¢do da doenga, nossos achados apontam alto Grau de Incapacidades Fisicas nos casos
novos, o que sugere um diagndstico tardio da doenca.

Quanto ao nimero de lesdes cutaneas, metade (54,8%) dos pacientes apresentou cinco
ou mais lesdes, associando principalmente ao resultado positivo do teste ML Flow (76,4%)
seguido pela positividade da baciloscopia ZN (70,5%).

Dos 11 pacientes que relataram auséncia de cicatriz vacinal do Bacillus Calmette-Guérin
(BCQG), 81,8% tiveram sorologia positiva. Ha relatos que em individuos ndo vacinados ha uma
tendéncia na elevagdo dos titulos de anticorpos ao PGL-I, reafirmando a vacina¢do como
importante medida de controle da doenga.’®>” O Brasil adota a medida de uma dose de reforco
da vacina BCG em contatos domiciliares de pacientes portadores da doenga. Pesquisas apontam
que o refor¢o da imunizacdo pode reduzir em cerca de 50% o risco de adoecimento pela

hanseniase.’’
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Entre os fatores limitantes do estudo, a auséncia de um método laboratorial padrao-ouro
para a confirmagdo do Mycobacterium leprae impossibilitou a realizacao de testes estatisticos

para avaliacao da sensibilidade e especificidade das técnicas propostas.
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6. CONCLUSOES

Diante do exposto nesse estudo, observaram-se os seguintes resultados dos testes
avaliados para a sua contribuicdo desses no diagndstico e classificagdo clinica da

Hanseniase:

Dentre os pacientes diagnosticados, houve predominio do sexo masculino, maiores de 60
anos com ensino fundamental incompleto e baixa renda familiar. Doengas como hipertensdao

e diabetes foram prevalentes.

Os achados clinicos: presenga de uma cicatriz da vacina BCG, nimero de lesdes de pele e
nervos acometidos estdo relacionados fortemente com os resultados positivos dos testes ML

Flow e baciloscopia por Ziehl-Neelsen.

Conclui-se que a técnica de Ziehl-Neelsen permanece como melhor opgao para coloracao

padrao da Hanseniase quando comparado a Auramina O.

Houve maior concordancia entre o teste imunocromatografico ML Flow com a baciloscopia

por Ziehl-Neelsen quando comparados os resultados com a baciloscopia por Auramina O.

Entre as trés técnicas laboratoriais avaliadas, o teste ML Flow apresentou maior
positividade e maior impacto nos resultados finais. Por ser um teste rapido e de facil
execucdo, pode ser uma ferramenta util e eficaz no diagnostico precoce de casos de
Hanseniase, para ser utilizado na rotina de qualquer nivel do servigo de satde, haja vista

nao existir exame laboratorial padrao-ouro para Hanseniase.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Estudo comparativo entre diferentes técnicas de coloracio em baciloscopia e teste rapido
ML Flow para o diagnéstico, classificacio clinica e controle da Hanseniase

A equipe de profissionais e pesquisadores coordenada por Naiara Cristina Ule Belotti
de Souza esté realizando a pesquisa acima citada. Gostariamos de lhe convidar a participar desta
pesquisa e para isso precisamos de sua autorizacgao.

Este estudo tem o objetivo de comparar dois exames para contribuir na classificacao
clinica da hanseniase em pessoas que comparecem para consulta em cada uma das unidades de
satde dos 48 municipios os quais o IAL ¢ referéncia laboratorial para hanseniase. As pessoas
submetidas a consulta médica (historia clinica e exame da pele e nervos, aproximadamente 10
minutos) que tiverem o exame baciloscopia solicitado pelo médico (raspado intradérmico do
l6bulo de orelha, cotovelo ou lesdo) e que aceitarem participar deste estudo responderdo a um
questionario para dados de identificagdao e endereco (5 minutos), além de serem, submetidas a
coleta de 2 mL de sangue para dosagem de anticorpos (anti-PGL1), que serdo realizadas por
médicos e profissionais de saude experientes, sempre com a finalidade de identifica¢do da
presenga da bactéria (M. leprae) causadora da hanseniase. Todo o material biologico coletado
serd armazenado em Biorrepositério, seguindo as diretrizes Nacionais para Biorrepositorios e
Biobancos de Material Bioldgico Humano, publicadas em Portaria N° 2.201, de 14 de setembro
de 2011. Todo material biologico ficard armazenado no Nucleo de Ciéncias Biomédicas do
Centro de Laboratérios Regionais de Sao José do Rio Preto, SP.

A coleta de sangue ocorrera apds o consentimento do Sr(a), na unidade de saude a qual
o Sr (a) frequenta juntamente com a primeira consulta e apds a coleta do raspado intradérmico
pedido pelo médico. As coletas serdo realizadas por profissionais treinados, com material limpo
e descartavel. A coleta de sangue pode provocar pequeno desconforto no momento da picada
da agulha, e eventualmente hematoma no local apds a coleta, ndo havendo nenhum outro risco
envolvido. Os beneficios da pesquisa sugerida pela técnica proposta de microscopia de
fluorescéncia por Auramina O ¢ considerada mais sensivel para o diagndstico em pacientes com
poucos bacilos e o teste ML Flow, por ser um teste rapido, podera adiantar o diagnostico e
diminuir a cadeia de transmissdo da hanseniase. Os profissionais responsaveis pela pesquisa
disponibilizardo relatorios com os resultados dos exames para conhecimento da equipe médica
e dos pacientes envolvidos na pesquisa. Conduta, atendimento médico e acompanhamento apos
os exames serdo realizados de acordo com a necessidade do paciente e decisao da equipe médica
da unidade.
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A participacdo nesta pesquisa € voluntaria, todos os procedimentos realizados ndo terdo
nenhum custo para o participante, e vocé€ participa somente se quiser. Caso haja uma nova
pesquisa futura, sera solicitado um novo termo de consentimento para o uso do material
bioldgico.

Sempre que desejar serdo fornecidos esclarecimentos sobre cada uma das etapas do
estudo pelos contatos abaixo. A qualquer momento, vocé podera recusar-se a continuar
participando do estudo e, também, poderd retirar seu consentimento, sem que isso traga
qualquer penalidade ou prejuizo a voc€. Além disso, caso se sinta vitimado por algum dano
decorrente dessa pesquisa, podera buscar ressarcimento de acordo com as leis vigentes no pais.
Apb6s a assinatura da DECLARACAO abaixo em duas vias de igual teor, ficando uma em sua
posse, fica garantido o cumprimento do que foi informado acima, a gratuidade de todos os
procedimentos e o sigilo de sua identidade e das demais informagdes.

DECLARACAO
Tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado AUTORIZO A MINHA
PARTICIPACAO NESTA PESQUISA, assim como A GUARDA DO MATERIAL BIOLOGICO
COLETADO em biorrepositério, de forma VOLUNTARIA, SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO
FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura ou impressao dactiloscopica do participante

Nome legivel do participante Maior de idade

LOCAL: DATA:

Pesquisador responsavel:

Contatos dos Pesquisadores Responsaveis:

Naiara Cristina Ule Belotti de Souza (17) 3224-2602 ramal 717 - e-mail: naiara.souza@ial.sp.gov.br
Heloisa da Silveira Paro Pedro — (17) 3224-2602 ramal 717 - e-mail: heloisa.pedro@jial.sp.gov.br

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - para davidas éticas:
Telefone (11) 3068-2859 / e-mail: cepial@ial.sp.gov.br


mailto:heloisa.pedro@ial.sp.gov.br
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APENDICE B

it

SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DE SAO PAULO
INSTITUTO ADOLFO LUTZ - SAO JOSE DO RIO PRETO i

UNIDADE REQUISITANTE:

MUNICIPIO REQUISITANTE:

SOLICITACAO DE BACILOSCOPIA DE RASPADO INTRADERMICO

NOME COMPLETO:

DATA DE NASCIMENTO: / / SEXO: __ PRONTUARIO:
ENDERECO: Ne
BAIRRO: CIDADE: UF:

DATA DA COLETA: / /

I:IDIAGNOSTICO |:| CONTROLE DE TRATAMENTO

LOCALIZACAO DA COLETA: ASSINALE A LOCALIZACAO DAS LESOES:

LOD

LOE

CDh

CE

LESAO

OBS.:
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APENDICE C

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE -
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS H [
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FORMULARIO DO PACIENTE

Estudo comparativo entre diferentes técnicas de coloracao em baciloscopia e teste rapido
ML-Flow para o diagnéstico, classificacdo clinica e controle da Hanseniase

Responsavel pelo preenchimento:

Nome da unidade e municipio:

1. Nome do paciente:

Endereco: Bairro:

Municipio:

Telefone:

E-mail:

. Idade:

2

3

4

5

6. Data de nascimento: / /
7

8. Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino

9. Cor: ( ) Branco ( ) Pardo ( )Negro ( ) Amarelo

10. Quanto tempo estudou?

( )0O—4anos ( )5—8anos ( )9—11anos ( )maisde 11 anos

11. Qual ¢ sua ocupagao?

12. Atualmente esta:

( ) empregado ( )desempregado ( )aposentado

13. Qual sua renda pessoal?

() Até 1 salario minimo ( )2 a4 salarios ( )5a10salarios ( ) mais de 10 salarios.
14. Qual sua renda familiar?

() Até 1 salario minimo ( )2 a4 saldrios ( )5 al10salarios ( ) maisde 10 salarios
15. Possui alguma comorbidade:

() diabetes ( ) hipertensao ( )outra Quais?

16. Faz uso de medicamentos?

( )Nao ( )Sim Quais?
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17. Tem ou teve contato direto com pessoas portadoras da hanseniase?
( )nafamilia ( )notrabalho ( )naescola ( )naigreja, clube ou outros locais
() ndo tive contato

18. Em caso familiar, qual o grau de parentesco:

() esposa/esposo ( )irmdos ( )filhos ( )pais ( )tios,avés ( ) outros

19. Na sua familia teve mais de um caso de hanseniase?

( )Nao ( ) Sim. Se sim, quem?

20. Sua doenca comegou de que forma?
( )manchas ( )dorméncia ( )perdade forca ( ) feridasnas maos e pés

() dores nos nervos () outros. Especificar:

21. Est4d em tratamento para hanseniase?
( )Nao ( )Sim
22. . Esta de alta?

( )Nao ( ) Sim. Se sim, ha quanto tempo?

23. Tem deficiéncias nas maos, pés e olhos?

( )Nao ( )Sim Especifique:

26. Tem marcas de vacina BCG (brago direito no deltoide)?
( )Nao ( )Sim

Se sim, quantas marcas? ( ) Uma ( ) Duas ( ) mais que duas
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APENDICE D

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE -
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS H [

CLR - IAL SAO JOSE DO RIO PRETO — X
Rua Alberto Sufredine, 2325 — Maceno — Sdo José do Rio Preto
Fone Fax: (17)3224-2602 INSTTTL TG ADCHFO LATE

FORMULARIO UNIDADE DE SAUDE

Nome da Unidade:

Municipio:

Nome do paciente:

Data de nascimento: / / N° Prontuario:

Responsavel pelo preenchimento:

E-mail do responsavel pelo preenchimento:

1.Situacdo do caso:
() Caso novo ( ) Transferéncia outro municipio ( ) Transferéncia de outro estado
() Transferéncia outro pais () Controle de tratamento ( ) Recidiva

. Numero de lesoes cutaneas:

. Nimero de nervos acometidos:

. Qual sintoma clinico atual do paciente?
) areas ou manchas anestésicas ( ) lesdo neural ( ) noddulos/hansenoma
) estado reacional

. Grau de Incapacidade: ( ) O ()1 ()

. Forma Clinica: ( )1 ()T ( )D ( HV

. Classificacao Operacional (OMS)
)PB ( )MB

. Esquema terapéutico inicial:

) PQT/PB/6 doses ( ) PQT/MB/12 doses

O ™ 0 O~ 9 O N AN DN W

. Efeitos adversos:

10. Mudanga de esquema terapéutico:

( )Ndo ( )Sim Qual?

11. Realizou exame histopatoldgico: () Nao () Sim
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(PREENCHIMENTO PELO LABORATORIO)

12. Exames Laboratoriais:

Baciloscopia - BAAR (IB)

Auramina O= () negativa () positiva

Ziehl-Neelsen = () negativa () positiva
Numero de sitiosde coleta: ( )1 ( )2 ()3 ( )4 ( )5 ()6
13. Resultado do IB por sitio:

Lobulo Direito: (H)I+ (H)2+ ()3+ ()4t ()5t ()6t
Lobulo Esquerdo: ( )1+ ( )2+ ( )3+ ( )4+ ( )5+ ()6t
Cotovelo Direito:  ( )1+ ( )2+ ( )3+ ( )4+ ( )5+ ( )6+
Cotovelo Esquerdo: ( )1+ ( )2+ ( )3+ ( )4+ ( )5+ ( )6+
Lesdo l:( )1+ ( )2+ ( )3+ ( )4+ ( )5+ ()6t

Lesao2:( )1+ ( )2+ ( )3+ ( )4+ ( )5+ ()6+

Outros: ( )1+ ( )2+ ( )3+ ()4t ()5+ ()o6+

Especificar:

14. Resultado do teste ML Flow:

( ) negativo () positivo



APENICE E

AVALIACAO SIMPLIFICADA DAS FUNCOES NEURAIS E COMPLICACOES

Unidade Municipio UF Prontuario
Nome Datanasc. /[
Classificagdo Operacional Ocupagao Datadiag:  / / Dataalta: / /
FACE 1* / / 2° / / 3 / /
Nariz D | E D [ E D [ E
Queixa principal

Ressecamento (s/N)

Ferida (siN)

Perfuracdo de septo (s/N)

Olhos D E D E D E

Queixa principal

Fecha olhos s/ forga (mm)

Fecha olhos ¢/ for¢a (mm)

Triquiase(s/N) / Ectropio(s/Ny

Dimin. sensib. cornea (s/N)

Opacidade cornea (s/N)

Catarata (s/N)

Acuidade Visual

MEMBROS SUPERIORES | 1* / / 2* / / 3" / /

Queixa principal

Palpacio de nervos D E D E D E

Ulnar

Mediano

Radial

Legenda: N =normal E = espessado D = dor

Avalia¢io da For¢a 1? / / 27 / / 3? / /

D E D E D E

Abrir dedo minimo
Abdugdo do 5° dedo
(nervo ulnar)

Elevar o polegar

Abdugio do polegar 7 "é

(nervo mediano)

Elevar o punho ¥
Extensdo de punho ﬁ
(nervo radial)

Legenda: F=Forte D=Diminuida P=Paralisado ou5=Forte, 4=Resisténcia Parcial, 3=Movimento completo, 2=Movimento Parcial, 1=Contragao, 0=Paralisado

Inspecio e Avaliacio Sensitiva

1* / / 2° / / 3 / /

D E D E D E

are o AL Ve o AL Ao 0 AL

O O O 0 O

Legenda: Caneta/filamento lilas(2g): Sente ¥* Nao sente X ou Monofilamentos: seguir cores

Garra movel: M Garra rigida: R Reabsorgao: # Ferida: O
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MEMBROS INFERIORES

2 /

Queixa principal

Palpaciio de nervos

Fibular

Tibial posterior

Legenda: N = normal

E = espessado

Avaliacido da Forca

13

/

D

Elevar o halux
Extensdo de halux
(nervo fibular)

N

Elevar o pé
Dorsiflexao de pé
(nervo fibular)

=0

Legenda: F=Forte D=Diminuida P=Paralisado ou5=Forte, 4=Resisténcia Parcial, 3=Movimento completo, 2=Movimento Parcial, 1=Contragao, 0=Paralisado

Inspecdo e Avaliagio Sensitiva

1" / 2 / ¥ /
D E D E D E
O (@) G ) (o,
o} O G O 0
o © C o O o o © 07 o
0 0 0 C 0
Legenda: Caneta/filamento lilas(2g): Sente ¥ Niosente X~ ou  Monofilamentos: seguir cores
Garramovel: M~ Garrarigida: R~ Reabsorgdo: Fii:
CLASSIFICACAO DO GRAU DE INCAPACIDADE (OMS)
DATA DA AVALIACAO | OLHOS | MAOS PES [ MAIOR | EHF | ASSINATURA
GRAU
D|E|D[E|D]|E

Aval. diagnostico / /

Aval.dealta / /

LEGENDA PARA PREENCHIMENTO DO GRAU DE INCAPACIDADES

GRAU

CARACTERISTICAS

ou 6:60.

Olhos:For¢a muscular das palpebras e sensibilidade da cornea preservadas e conta dedos a 6 metros ou acuidade visual >0,1

0 Mios:Forga muscular das maos preservada e sensibilidade palmar: sente o monofilamento 2 g (lilas) ou o toque da ponta de

caneta esferografica.

caneta esferogrfica.

Pés: Forga muscular dos pés preservada e sensibilidade plantar: sente o monofilamento 2 g (lilds) ou o toque da ponta de

Olhos: Diminuigao da forga muscular das palpebras sem deficiéncias visiveis e/ou diminuigdo ou perda da sensibilidade da
cornea: resposta demorada ou ausente ao toque do fio dental ou diminuigao/auséncia do piscar.
Maos: Diminuigdo da forga muscular das maos sem deficiéncias visiveis e/ou alteragdo da sensibilidade palmar: ndo sente o
monofilamento 2 g (lilds) ou o toque da ponta de caneta esferografica.
Pés: Diminuigdo da forga muscular dos pés sem deficiéncias visiveis e/ou alteragéo da sensibilidade plantar: ndo sente o
monofilamento 2 g (lilas) ou o toque da ponta de caneta esferografica.

Olhos: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, como: lagoftalmo; ectrdpio; entropio; triquiase; opacidade
corneana central; iridociclite e/ou ndo conta dedos a 6 metros ou acuidade visual <0,1 ou 6:60, excluidas outras causas.

2 |Maos: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, como: garras, reabsor¢ao ossea, atrofia muscular, mao caida,

contratura, feridas.

contratura, feridas.

Pés: Deficiéncia(s) visivel(eis) causadas pela hanseniase, como: garras, reabsor¢ao ossea, atrofia muscular, pé caido,
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MANUSCRITO

Laboratory diagnosis of Leprosy: two staining methods from bacilloscopy and rapid ML

Flow test

ABSTRACT

Introduction: The diagnosis of leprosy is based on the characteristic signs and symptoms of
the disease, subsidized by laboratory tests. When positive, the bacilloscopy closes the diagnosis
for leprosy. Phenolic glycolipid-I, or PGL-I, is a molecule in the bacillus cell wall that confers
a greater immune response. The ML Flow test is an immunochromatographic test for the
detection of anti-PGL-I IgM in human blood or serum. Methods: Prospective study with data
collection and biological materials in patients with suspected leprosy from August 2020 to May
2021. For microscopy, intradermal smears were stained with Auramine O, and after reading
under a fluorescence microscope, reviewed by Ziehl-Neelsen. The ML Flow test was performed
according to the Biihrer-Sékula protocol. To assess the agreement between the methods, the
Kappa index was estimated. Results: Of the 94 suspected leprosy patients, 31 (32,9%) were
diagnosed with leprosy. There was moderate agreement between the results of the ML Flow
and Auramine O tests (Kappa= 0,58), and substantial agreement between the ML Flow and
Ziehl-Neelsen microscopy (Kappa= 0,72). In paucibacillary cases, serology was positive in
100% of patients. Conclusions: This study concluded that the Ziehl-Neelsen technique remains
the best option for standard leprosy staining and the ML Flow test is more positive among the
three techniques evaluated and can be an effective tool in the early diagnosis of Leprosy cases.

Keywords: Leprosy; epidemiology; immunochromatography.

INTRODUCTION

Leprosy is still considered a public health problem, especially in countries whose
prevalence rates exceed 1 case per 10.000 inhabitants.!!! It manifests itself mainly in
agglomerated populations with precarious sanitary conditions and access to health systems,
therefore, it is included within the group of Neglected Tropical Diseases. °!

Diagnosis is based on the characteristic signs and symptoms of the disease, supported
by laboratory tests. A case of leprosy is defined by the World Health Organization (WHO) by

the presence of one or more of the following criteria: skin lesion with change in thermal or
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painful sensitivity; peripheral nerve involvement with neural thickening and the presence of
Mycobacterium leprae bacilli confirmed by smear microscopy or skin biopsy."!

Bacillus is gram positive, with a cell wall with a high content of structural lipids,
responsible for causing great hydrophobicity, hindering the action of aqueous dyes
differentiators. Thus, it stains with fuchsin and does not bleach with acids and alcohols when
stained by the Ziehl-Neelsen method, giving it the characteristic of an acid-fast bacillus
resistant (AFB).B4

Bacilloscopy is an easy-to-perform and low-cost complementary test for detecting AFB
directly from intradermal smears of lesions or from other selected collection sites, such as ear
lobes, elbows and knees in suspected leprosy.[*! The bacilloscopic exam, when positive,
demonstrates the presence of the mycobacterium and indicates the most infective patients.*!Its
specificity is high, however, it has low sensitivity.[>”] A negative bacilloscopy result does not
rule out the diagnosis of leprosy, since bacilli are rarely detected in paucibacillary forms."!

Phenolic glycolipid-I, or PGL-I, is the bacillus cell wall molecule that confers the
greatest immune response. It was one of the first Mycobacterium leprae specific antigens to be
isolated and characterized.!®! The ML Flow serological test, developed in 2003 by Biihrer-
Sékula, is a simple, low cost and easy to perform lateral flow immunochromatographic test for
the detection of IgM anti-PGL-I antibodies in human blood or sérum.*-*!

The aim of this study was to assess the agreement between the results of the ML Flow
test and bacilloscopy performed by two staining techniques: Ziehl-Neelsen and Auramine O,
observing the epidemiological and clinical profile of patients, the positivity and contribution of

the tests in the diagnosis of leprosy.

METHODS

This is a prospective and exploratory study, with data collection and biological materials
carried out in patients with suspected leprosy. The study included 94 patients suspected of
having the disease, treated on a spontaneous demand in health units in ten cities in the region
of Sdo Jos¢ do Rio Preto, Sdo Paulo, Brazil, belonging to the Epidemiological Surveillance
Group (GVE-29), from August 2020 to May 2021.

After agreeing and signing the Informed Consent Form (FICF), all participants
underwent clinical evaluation and collection of biological materials to undergo bacilloscopy
and the ML Flow test. The exams were sent to be processed at the regional reference laboratory

for leprosy bacilloscopy.
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For bacilloscopy, an intradermal scraping slide containing four smears from each patient
was collected. The smears were first stained with Auramine O, and after reading under a
fluorescence microscope, the smears were stained by Ziehl-Neelsen. The reading was
performed qualitatively (positive or negative) for the fluorescence microscopy technique. For
the Ziehl-Neelsen technique, the Bacilloscopic Index counting was used in a common optical
microscope.

The ML Flow test was performed according to the protocol described by Biihrer-
Sékula.®! To obtain the serum, a whole blood sample was collected to perform the serological
test to verify the detection of anti-PGL-I IgM antibodies. The test is considered positive when
the test area presents a red colored line and negative due to the absence of this line. The results
were registered in a qualitative way.

After the exams were performed, the cases confirmed by the laboratory or by the clinic
were submitted to an interview with a questionnaire and Simplified Neurological Assessment.

The collected data were organized in spreadsheets and for analysis the statistical
program EPI INFO 7.1.2.0 Software (Atlanta, Georgia, USA) was used to obtain the
distribution of frequency, mean and standard deviation of the variables of interest. For the
association of two variables, a p-value <0,05 was considered and Fisher's or Chi-square tests
were used as appropriate. To assess the agreement between the methods, the Kappa index was
estimated, and for the interpretation of this index, the Landis & Koch criteria were used.

This study was approved in August 2020 by the Research Ethics Committee according
to CAAE n° 33756720.2.0000.0059 and Opinion n°® 4.245.079.

RESULTS

Of the 94 suspected leprosy patients treated by spontaneous demand, 31 (32.9%) were
diagnosed with leprosy (22 new cases and 9 cases that had already undergone treatment for
more than five years and were considered suspected of relapse). Among the diagnosed patients,
there was a predominance of males (58.0%), older than 60 years (45.2%) of age and incomplete
elementary education (45.1%). Regarding the history of comorbidities, hypertension and
diabetes were prevalent. No participant was taking medication for leprosy.

Participants reported the onset of the clinical picture in 77.4% (n=24) as anesthetic spots,
61.2% (n=19) numbness and 22.5% (n=7) loss of strength. Direct contact with the most
mentioned patients with the disease were, respectively: spouse (16.0%), children (13.0%) and

siblings (13.0%). Four (12.9%) paucibacillary (PB) cases and 27 (87.0%) multibacillary (MB)
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cases were diagnosed. Of the 22 newly diagnosed cases of leprosy, the most prevalent clinical
form was borderline in 10 (45.4%) patients and of the 9 suspected cases of recurrence, the most
present clinical form was lepromatous in 7 (77.7%) patients. There was no diagnosis of the

indeterminate form in the patients evaluated.

Table 1 - Agreement between bacilloscopy and the ML Flow serological test of the 94 patients
evaluated

Ziehl-Neelsen Auramine O

Positive  Negative  Positive Negative Total *Value -p

n n n n n
(%) (%) (%) (%) (%)
Positive 19 08 14 13 27
(90.5) (11.0) (93.3) (16.5) (28.7)
ML FLOW Negative 02 65 01 66 67
9.5) (89.0) (6.7 (83.5) (71.3) <0,05
TOTAL 21 73 15 79 94
(100) (100) (100) (100) (100)
Kappa Index 0.72 0.58

1Ca95%=0.56-0.88 ICa95%=0.39-0.76
*Value -p= <0.05 (Fisher’s test); IC= confidence interval

There was moderate agreement between the results of the ML Flow and Auramine O
tests (Kappa= 0.58), and substantial agreement between the ML Flow and Ziehl-Neelsen
(Kappa= 0.72), according to the Landis & Koch criteria. It was observed that 27 patients had
positive serology, while 21 and 15 had positive Ziehl-Neelsen and Auramine O results,
respectively. It was observed that 8 (11.0%) patients with negative Ziehl-Neelsen bacilloscopy
had positive serology, while 2 (9.5%) patients had positive Ziehl-Neelsen bacilloscopy (Smear
Index below 1.0) with negative serology. These two patients suspected cases of relapsed and
who had already treated the disease for more than five years. The ML Flow test was more

positive, considering that there were six more cases when compared to the bacilloscopy result.

Table 2 - Agreement of results between Ziehl-Neelsen and Auramine O bacilloscopy
techniques of the 94 participants

ZIEHL-NEELSEN

Positive Negative Total
n % n % n %
Positive 15 715 0 0 15 16.0
AURAMINE O ooative 6 285 73 100 79 84.0
Total 21 100 73 100 94 100

*Kappa Index = 0.79; Valor -p=<0.05 (Fisher’s test)
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Table 2 presents the results obtained between the Ziehl-Neelsen and Auramine O
techniques evaluated. The agreement observed between the two staining techniques was

substantial (Kappa= 0.79), considered good according to the Kappa Index.

Table 3 - Frequency distribution of clinical data when related to positive results of the three
laboratory tests evaluated.

ML Flow Ziehl-Neelsen Auramine O Value -p
(G (G Q)
n° % n° % n° %
N° skin Iesions <51es.ions (n=14) 14 100 9 64.2 7 50.0 - 0.05
>5lesions (n=15) 13 86.6 12 80.0 8 53.3
N° damaged <1 nerve (n=10) 10 100 6 60.0 5 50.0 > 0.05
nerves > 1 nerve (n=19) 17 89.4 15 78.9 10 52.6 '
. None (n=10) 10 100 4 40.0 2 20.0
BCG vaccine One (n=19) 17 89.4 17 89.4 13 68.4 >0.05
sear Two (n=0) 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Classification PB (n=4) 4 100 0 0.0 0 0.0
Operational MB (n=25) 23 92.0 21 84.0 15 60.0 )
Degree of 0 (n=8) 7 87.5 5 62.5 4 50.0
physical 1 (n=19) 18 94.7 15 78.9 10 52.6 >0.05
disability 2 (n=2) 2 100 1 50.0 1 50.0

*Note: only the clinical variables of patients who tested positive in one or all laboratory tests were evaluated
(n=29).

Of the 31 patients diagnosed with leprosy, two new cases were confirmed only by
clinical evaluation, being negative in the three laboratory tests tested in this study, as shown in

table 3.

DISCUSSION

Despite laboratory advances, even without an exam considered the gold standard in the
diagnosis of leprosy, laboratory tests have been very useful in helping to classify patients,
however, some exams are not available in most basic healthcare services. According to the
Ministry of Health of Brazil,"¥! dermatological and neurological examination and positive
bacilloscopy are still considered sovereign in defining the diagnosis of leprosy.

The epidemiological data found in our study are in line with the literature regarding the
male gender,!'!!! but differ in relation to the mean age, which was above the data reported by
other authors who found involvement by leprosy in the more economically active adult stage.!'!-
121 Low education and family income below two minimum wages are similar findings with data
found in other studies!™! and reflect the socioeconomic precariousness that favors the spread

of the disease.
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The contacts that were most cited are considered consanguineous households, who
present a higher risk of illness due to leprosy.!'! The clinical forms that most prevailed in the
study were borderline and lepromatous, which attest to multibacillary forms of leprosy with
greater ease in clinical and laboratory diagnosis, with higher numbers of reported cases,!'*
1815y ggesting the hypothesis of failure in the initial diagnosis by the health services.

Since Brazil has a high burden of leprosy, the introduction of new laboratory techniques
that contribute to the diagnosis of the disease, such as the ML Flow serological test, should be
evaluated and compared to existing techniques for its routine application. !

In this study, ML Flow test positivity occurred in 87.0% (n=27) of patients diagnosed
with the disease, a finding consistent with studies carried out in Brazil that described
seropositivity between 50.8% and 94.2%.1% The test showed strong agreement with the two
bacilloscopies techniques evaluated, with a greater association with Ziehl-Neelsen, a result
superior to those described in the literature."®!S! This finding shows that serological testing can
be a great ally to help in the clinical classification of patients and to define the treatment.!

Previously, the superiority of fluorescence microscopy over the Ziehl-Neelsen method
was shown in histological sections of skin fragments!™®**! or in intradermal scraping.?"! In this
study, positivity by the Ziehl-Neelsen technique was superior to the fluorescence technique,
with results of 22.3% and 15.9%, respectively. According to previous researches, the
introduction of the fluorescent method in the laboratory routine should initially occur as a
screening of positive or negative smears, and later, after familiarization with the technique, the
Bacilloscopic Index can be performed.?”! There were no reports in the literature comparing
staining using the Auramine O technique with serological tests, perhaps because serological
tests such as ML Flow were developed at the research level and are not yet established as a
routine laboratory.

Unlike other studies citing sensitivity of only 40% of the ML Flow test in paucibacillary
cases,’®? our results detected positive serology in 100% of patients classified as PB. Despite
the limited n that may have been an obstacle to this research, it is noteworthy that the ML Flow
test is not recommended as the only diagnostic test, as most PB cases may not develop detecable
antibodies in serology.®*!l These four (4) PB patients also had up to five skin lesions with
anesthetic areas and reported having direct contact with patients with the disease in the
questionnaires.

Most patients diagnosed with leprosy had one or more compromised nerves, and this
finding is strongly related to the positive results of the ML Flow test (89.4%) and of
bacilloscopy using the Ziehl-Neelsen technique (78.9%). Although the region studied is
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considered a non-endemic region, our findings showed that the diagnosed cases present some
physical disability already installed (Degree of Physical Disability 1 and 2), which suggests a
late diagnosis of the disease.

As for the number of skin lesions, half (51.7%) of the patients had five or more lesions,
mainly associated with the positive result of the ML Flow test (86.6%) followed by the positive
result of the Ziehl-Neelsen bacilloscopy (80.0%). Of the 11 patients who reported absence of a
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine scar, 100% had positive serology. There are reports
that in unvaccinated individuals there is a tendency towards an increase in antibody titers to
PGL-I, reaffirming vaccination as an important measure of disease control.[?>?!

The multivariate analysis of the variables of interest in Table 3 did not show statistical
significance, however, as this was a small number of patients diagnosed in a region considered
non-endemic, this was a limiting factor for this research.

Thus, as there is no gold standard test for the disease, our results show how important it
is to complement the standard diagnosis with serology to add or direct to a more reliable

laboratory result in the classification of cases and in the appropriate choice of treatment for the

patient.

CONCLUSION

There was greater agreement between the results of the ML Flow serological test and
the bacilloscopy by Ziehl-Neelsen, when compared to the results of the bacilloscopy by
Auramine O. Among the proposed microscopy techniques, it is concluded that the Ziehl-
Neelsen technique remains the best option for standard leprosy staining. Related to the positive
results of the ML Flow test and bacilloscopy using the Ziehl-Neelsen technique, most patients
diagnosed with leprosy in our study had one or more compromised nerves, Degree of Physical
Disability 1, five or more skin lesions and no scar BCG vaccine.

The ML Flow test showed the highest positivity among the three techniques evaluated.
As it is a quick and easy-to-perform test, it can be a useful and effective auxiliary tool in the
early diagnosis of leprosy cases, to be used routinely at any level of the health service, as there

1s no gold standard laboratory test for leprosy.
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