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RESUMO

A hanseniase persiste como problema de saude publica, particularmente no Brasil,
segundo pais mais endémico do mundo. Os mecanismos de infeccdo e a cadeia de
transmissao ndo estdo completamente elucidados. Neste estudo investigamos a rota
de infecgdo do Mycobacterium leprae, da exposi¢ao das vias aéreas, colonizagao e
disseminagao pela corrente sanguinea. Este é o primeiro estudo a avaliar no mesmo
individuo a detecgao de DNA de M. leprae pela reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (qQPCR) no vestibulo nasal, mucosa de conchas nasais, e
amostras de sangue periférico; além de sorologia anti-PGL-I por ensaio
imunoenzimatico de ligagao (ELISA), e da resposta de hipersensibilidade tardia pelo
teste de Mitsuda. Foram incluidos 113 pacientes com hanseniase e 104 contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase (HHCs). Resultados foram explorados por
estatisticas bivariadas e por analise de correspondéncia multipla. Positividade para
DNA entre os pacientes foi de: 66,4% (75/113) em swab nasal, 71,7% (81/113) em
bidpsia de concha nasal, 19,5% (22/113) em amostras de sangue, e soropositividade
de 62,8% (71/113); com o aumento de positividades em diregdo ao polo multibacilar
(MB) do espectro clinico. As quantidades meédias de M. leprae detectado nas
diferentes amostras de pacientes foram: 1.8E+07 bacilos/ml em swabs nasais,
4. 1E+07 bacilos/ml em biopsias nasais, e 9.3E+03 bacilos/ml em amostras de
sangue. Relacbes estatisticamente significantes foram observadas em todas as
comparacgdes pareadas entre os testes, com uma intrincada congruéncia entre todos
os resultados dos pacientes (P<0,05). A positividade entre HHCs foi de: 49%
(51/104) para swab nasal, 53,8% (56/104) para biépsias nasais, 6,7% (7/104) para
sangue, e 18,3% (19/104) para anti-PGL-l. As quantidades médias de M. leprae
entre as diferentes amostras foram: 1.8E+04 bacilos/ml em swab nasal, 1.3E+05
bacilos/ml em biépsia nasal, e 1,4E+04 bacilos/ml em sangue. As médias dos
indices ELISA dos HHCs de pacientes PB foram menores do que contatos de MB
(P=0,0037). A analise de correspondéncia multipla dos dados dos HHCs revelou
associacdes entre: os resultados positivos para gPCR no sangue e anti-PGL-I, e
resultados positivos para gPCR em swab e bidpsia de concha nasal. A comparagao
entre os valores médios obtidos para os pacientes em relagdo aos HHCs
demonstrou que para ambos locais no nariz (superficie e mucosa), e para sorologia
anti-PGL-I, as médias diferiram significativamente (P<0,0001). Durante o periodo
minimo de seguimento de 5 a 7 anos, de 104 HHCs, 7 desenvolveram hanseniase
(6,7%). O risco para o adoecimento foi estimado comparando os resultados de
HHCs que desenvolvem doenga com aqueles que nao foram afetados. Positividade
na passagem ou mucosa nasal n&do foi determinante para desenvolvimento da
doenca; no entanto, a presenga no sangue aumentou o risco [RR / LR + 5,54 (IC
95% 1,30-23,62)], assim como a soropositividade [LR + 3,69 (IC 95% 1,67-8,16); RR
5,97 (IC 95% 1,45-24,5)]. Nossos resultados enfatizam a rota aérea de infecgao
como predominante. As frequéncias de positividade entre HHCs revelou que: M.
leprae esta disseminado entre eles; HHCs estao expostos a um grande numero de
bacilos, independente da manifestacdo clinica do caso indice; e que, HHCs
abrangem um grupo identificavel de individuos que contribuem para o risco de
infeccdo para eles e, muito provavelmente, para os outros.

Palavras-chave: Hanseniase. Epidemiologia. Mycobacterium leprae. PCR em

Tempo Real Quantitativa (QPCR). Ensaio de Ligagdo Imuno-enzimatico (ELISA).
Glicolipideo fendlico |.



ABSTRACT

Leprosy persists as public health problem, particularly in Brazil, the second most
endemic country in the world. The chain of transmission and mechanisms of infection
are not completely understood. Here we investigated the route of infection and
disease onset, from airways exposure, colonization, and bloodstream dissemination.
This is the first study to evaluate in the same individual the detection of M. leprae
DNA through real-time quantitative polymerase chain reaction (QPCR) in nasal
vestibule, nasal turbinate mucosa, and peripheral blood samples; in addition to anti-
PGL-I serology by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the delayed
hypersensitive response through the Mitsuda test (intradermal reaction), of 113
leprosy patients and 104 household contacts of leprosy patients (HHCs). Data
exploratory bivariate statistics and multiple correspondence analysis were employed.
The DNA positivity among patients: 66.4% (75/113) in nasal swabs, 71.7% (81/113)
in nasal turbinate biopsies, 19.5% (22/113) in blood samples, and seropositivity of
62.8% (71/113); with increasing incidences towards the multibacillary (MB) pole of
the clinical spectrum. The mean quantities of M. leprae detected in the different
patient samples were: 1.8E+07 bacilli/reaction in nasal swabs, 4.1E+07
bacilli/reaction in nasal turbinate biopsies, and 9.3E+03 bacilli/reaction in peripheral
blood samples. Statistically significant relationships between every pairwise
comparison of data and an intricate multivariate congruence were observed for
patients’ data (P<0.05). The positivity among HHCs: 18.3% (19/104) for anti-PGL-l,
49% (51/104) for nasal swabs, 53.8% (56/104) for nasal biopsies, and 6.7% (7/104)
for blood samples. The mean quantities of M. leprae among the different samples
were: 1.8E+04 bacilli/reaction for nasal swabs, 1.3E+05 bacilli/reaction for nasal
turbinate biopsies, and 1.4E+04 bacilli/reaction for peripheral blood samples. The
comparison between the mean ELISA indexes obtained for the HHCs of PB patients
versus the results from contacts of MB patients were significantly different
(P=0.0037). The multiple correspondence analysis of HHCs’ data revealed
associations between: positive results to both gPCR in blood and anti-PGL-Il, and
positive results to both qPCR in nasal swab and nasal turbinate biopsies. The
comparison between the mean values obtained for patients vs. HHCs, shown that for
the both sites in the nose (surface and mucosa), and for the anti-PGL-I, the means
differed significantly (P<0.0001). During a minimum follow-up period from 5 to 7
years, out of 104 HHCs, 7 developed leprosy (6.7%). Risk for the disease outcome
was estimated comparing results of HHCs WHO develop leprosy with those not
affected. Neither nasal passage nor mucosa positivity was determinant of later
disease onset; howsoever, blood presence increased the risk for disease
development [RR/LR+ 5.54 (IC 95% 1.30 - 23.62)], as well did the seropositivity [LR+
3.69 (95%CIl 1.67 - 8.16); RR 5.97 (95%CIl 1.45 - 24.5)]. Our findings strongly
suggest that the aerial route of infection and transmission is predominant. The overall
frequency of positivity among HHCs revealed that: M. leprae is widespread among
them; HHCs experience high bacillary burden regardless of their index case disease
manifestation; and that, HHCs comprise a recognizable group of individuals that
contribute to the infection risk to themselves and most probably to others.

Key words: Leprosy. Epidemiology. Mycobacterium leprae. Quantitative Real-Time
PCR. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Phenolic glycolipid .
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CAPITULO | — REVISAO BIBLIOGRAFICA

CONSIDERACOES GERAIS

A hanseniase é uma doencga infecciosa crbnica que tem como agente
causador o Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) de
crescimento lento e um parasita intracelular obrigatério (GOULART et al., 2002). A
hanseniase afeta predominantemente a pele, nervos periféricos, e as mucosas
(HASTINGS et al., 1988), visto que os principais sitios afetados pela doenga séo as
regides mais frias do corpo como as extremidades dos membros e da face
(HASTINGS et al., 1968), decorréncia da temperatura preferencial de crescimento
do bacilo ser entre 27 e 30°C (SHEPARD, 1965; SHEPARD e MCRAE, 1965).

O M. leprae nao é cultivavel in vitro e os modelos experimentais in vivo
exigem grande adequacao técnica (MADEIRA e ROSA, 2000). No homem, o M.
leprae é capaz de infectar células do sistema mononuclear fagocitario e apresenta
um tropismo singular por células de Schwann produtoras de mielina nos nervos
periféricos. O M. leprae apresenta alta infectividade, pois € capaz de infectar um
grande numero de individuos (BARRETO et al.,, 2012), porém possui baixa
patogenicidade, uma vez que, apenas uma pequena parte dos individuos infectados
apresenta sinais clinicos da doenga (GOULART e GOULART, 2009). Os sintomas
normalmente aparecem apos um longo periodo de incubagdo que em média varia de
2 a 7 anos, porem este periodo pode se estender por décadas (LOCKWOOD e
REID, 2001).

O diagndstico da hanseniase é prioritariamente clinico. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS ou WHO, do inglés World Health Organization) delineia que
a hanseniase seja diagnosticada quando ocorre pelo menos um dos trés sinais
cardinais da doenga: manchas avermelhadas ou hipopigmentadas e/ou areas com
perda de sensibilidade; troncos nervosos espessados com perda de sensibilidade
e/ou fraqueza nos musculos enervados por estes; e presengca de BAAR em amostra
de esfregago intradérmico (WHO, 2012). Porém estes sinais nem sempre sao
aparentes e clinicamente a hanseniase se manifesta em um amplo espectro
influenciado pela relagdo individual entre o hospedeiro e o parasita (HASTINGS,
1994).
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CLASSIFICACAO DA DOENCA

A classificagado da doencga proposta pela OMS e atualmente aceita em todo o
mundo, utiliza-se de parametros essencialmente operacionais para determinar o
tratamento dos doentes. Esta classificacdo operacional divide os pacientes entre: um
grupo com resposta imune celular contra o M. leprae, capaz de conter a
disseminagdo da infecgao no organismo, apresentando poucos bacilos, portanto
denominado paucibacilar (PB); e outro grupo que nao possui resposta imune
adequada para reprimir a disseminacao de bacilos, possibilitando a multiplicagao do

bacilo pelo organismo, denominado multibacilar (MB).

Considerando esta classificagao dos casos de hanseniase, em 1981 a OMS
formou o primeiro Grupo de Estudos sobre Quimioterapia da Hanseniase que
recomendou os regimes de tratamento para hanseniase PB ou MB uma combinagao
especifica de quimioterapicos (rifampicina, clofazimina e dapsona), denominado
poliquimioterapia (PQT ou MDT, do inglés multi-drug therapy) (WHO, 1982). Em
1987, na sexta reuniao do Comité de Especialistas em Hanseniase constituido pela
OMS (WHO, 1988), foi endossado que todos os casos com identificagdo da
presenca de BAAR deveriam ser classificados como hanseniase MB. No ano de
1993, a OMS realizou o segundo Grupo de Estudos sobre Quimioterapia da
Hanseniase, qual indicou que onde o exame bacterioldgico ndo fosse disponivel, os
casos poderiam ser classificados com base no exame clinico, em hanseniase PB
(uma a cinco lesdes da pele) ou MB (seis ou mais lesdes de pele). Quando a forma
de classificagdo estiver duvidosa, recomenda-se que o paciente seja tratado como

hanseniase MB.

Atualmente a mais aceita classificacdo da hanseniase e predominante nas
pesquisas cientificas foi proposta por Ridley e Jopling em 1962 (RIDLEY e
JOPLING, 1962). Este sistema de classificacdo subdivide os pacientes de acordo
com fatores imunoldgicos, em cinco grupos distintos: tuberculdide (TT), boderline-
tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB), boderline-lepromatoso (BL), ou
lepromatoso (LL) (RIDLEY e JOPLING, 1966). A variedade das formas clinicas é
definida por uma vigorosa resposta imune celular no polo tuberculdide e uma

progressiva reducado na resposta imune celular em diregdo ao polo lepromatoso,
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associada com o aumento na carga bacilar, mais lesdes na pele e nos nervos. A
classificacdo da hanseniase borderline compreende as formas clinicas da doenca
que se manifestam em um espectro continuo entre os grupos polares TT e LL. Um
paciente com hanseniase BB pode desenvolver com o tempo caracteristicas
clinicas, bacteriologicas, e histopatolégicas mais semelhantes com a doencga
tuberculdide (BT), denominado “upgrading”, enquanto o desenvolvimento de
caracteristicas mais semelhantes com a doenga lepromatosa (BL) € chamado
“‘downgrading” (HASTINGS, 1994).

No Brasil, a hanseniase consta na lista nacional de doencas de notificagao
compulséria (SAUDE, 2011) e todos os casos diagnosticados devem ser
cadastrados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN). O
SINAN ¢é um instrumento de coleta e registro de dados da Secretaria de Vigilancia a
Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS), no qual séo cadastradas as informagdes
dos casos de hanseniase diagnosticados em todo o territério nacional, pelo
preenchimento de uma ficha individual de notificagdo e investigagdo para cada
paciente (Anexo A). De acordo com a ficha de notificacdo, o caso de hanseniase
deve ser classificado por sua forma clinica e esta considera a classificagdo de Madri,
baseada em uma proposta dos pesquisadores brasileiros Eduardo Rabello e
Francisco Acioli Eduardo Rabelo, que foi aceita oficialmente no VI Congresso
Internacional de Hanseniase realizado em 1953 na cidade de Madri, na Espanha
(ANONIMO, 1953). Esta classificacdo levou em conta dados clinicos e as
caracteristicas de lesdes cutdneas apresentadas pelos pacientes, dividindo-os entre
as formas: indeterminada (l), tuberculdide (T), dimorfa (D), e virchowiana (V).
Consideram-se dois polos estaveis e opostos (T e V), assim como na classificagao
de Ridley-Jopling (TT e LL), visto que entre estas formas polares sdo alocados os
pacientes instaveis (D), que englobaria os grupos BT, BB e BL da classificacdo de
Ridley-Jopling. Com a evolugdo natural da doenga, o grupo D tende a manifestar
caracteristicas que se assemelham a uma das formas polares definidas. A forma | €
considerada uma forma inicial da doencga, na qual ndo se manifestam muitos sinais e
sintomas, tdo pouco ha comprometimento neural grave, podendo esta progredir para
uma das formas clinicas no espectro da doenca, ou até evoluir para a cura
espontanea (OPROMOLLA e URA, 2002).
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PATOLOGIA DA HANSENIASE

A hanseniase indeterminada, considerada a primeira manifestacao clinica da
hanseniase, é caracterizada pelo aparecimento de manchas hipocrémicas de limites
imprecisos e com alteragao de sensibilidade, sendo comumente observada alteracéo
sensitiva térmica com preservagao tatil e dolorosa. Estas lesbes aparecem em
qualquer area da pele e podem ser ligeiramente mais secas que a pele normal ao
redor. Ainda ndo ha comprometimento de troncos neurais, apenas de ramusculos
nervosos cutaneos (OPROMOLLA e URA, 2002; ARAUJO, 2003). Apesar de n&o
serem observados bacilos, o exame histopatolégico pode revelar a presenca de
infiltrado inflamatério linfo-histiocitario focal, em torno de vasos, anexos, filetes

nervosos e apéndices cutaneos (FLEURY, 2000)

A forte resposta imune celular na hanseniase tuberculdide restringe a
localizagdo das lesdes, que sdo bem delimitadas e na maioria dos casos se
manifesta como lesdao unica. Observam-se lesbes em placas ou anulares, com
bordas papulosas e areas da pele eritematosas ou hipocrémicas. O desenvolvimento
centrifugo lento leva a atrofia no interior da lesdo, que pode assumir aspecto
tricofitoide com descamacéo das bordas. Ocorre alteragdo de sensibilidade tatil,
térmica e dolorosa, com queda de pelos (alopecia) e diminuigdo ou auséncia de
sudorese (anidrose). A forma neural pura também é observada, na qual ndo ha
lesdes cutaneas, sendo caracterizada pelo espessamento do tronco nervoso com
dano neural precoce e grave, principalmente quando atinge nervos sensitivo-
motores (OPROMOLLA e URA, 2002; ARAUJO, 2003). A histopatologia da
hanseniase T nao apresenta bacilos, sdo observados granulomas formados por
células epitelidides agrupadas compactamente, usualmente em torno de glandulas

sudoriparas, vasos e nervos (FLEURY, 2000).

Nas formas instaveis da hanseniase dimorfa sdo observadas as mais diversas
manifestagdes clinicas, com comprometimento cutaneo, neural e /ou sistémico. Sao
observadas placas eritematosas, manchas hipocrémicas com bordas ferruginosas,
manchas eritematosas ou acastanhadas, com limite interno nitido e limites externos
imprecisos, placas eritemato-ferruginosas ou violaceas, com bordas internas nitidas

e limites externos difusos (lesbes faveolares). A presenca de lesées no pescogo e
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nuca, infiltracdo assimétrica da face ou dos pavilhées auriculares sao caracteristicas
desta forma clinica (OPROMOLLA e URA, 2002; ARAUJO, 2003). Podem ser
detectados BAAR ou ndo, sendo que no exame histologico os granulomas de células
epitelidides sdo mais frouxos ou células se encontram espalhadas, linfécitos podem
ou nao estar presentes e macréfagos podem apresentar aspecto vacuolado. Quando
observados bacilos, estes se encontram preferencialmente nos nervos, que podem
perder sua estrutura normal (RIDLEY e JOPLING, 1966; FLEURY, 2000).

A manifestagdo da forma multibacilar polar da hanseniase ¢é identificada pela
pouca resisténcia a proliferacdo de M. leprae, com evolucido crénica caracterizada
por infiltragdo cutanea difusa e progressiva, sendo mais acentuada na face e nos
membros. Ha comprometimento das mucosas das vias aéreas superiores, olhos,
testiculos, nervos, linfonodos, figado e /ou bago. Observam-se papulas, nédulos e
maculas. A pele apresenta-se luzidia, xerética, com aspecto apergaminhado e
tonalidade acobreada. Ha rarefagdo de pelos, particularmente nos cilios e
supercilios, com ocorréncia de queda total de pelos, denominada madarose. Ocorre
comprometimento nervoso nos ramusculos da pele, na inervagao vascular e nos
troncos nervosos, com deficiéncias funcionais e sequelas tardias. A obstru¢do nasal,
rinorréia serossanguinolenta e edema de membros inferiores sdo sinais precoces da
hanseniase virchowiana (OPROMOLLA e URA, 2002; ARAUJO, 2003). Na
histopatologia, sdo observados multiplos bacilos integros, isolados ou em globias, no
interior de macréfagos, filetes nervosos e vasos sanguineos. Ocorrem agrupamentos
de macrofagos, sendo observados também macréfagos com aspecto espumoso, as
células de Virchow (RIDLEY e JOPLING, 1966; OPROMOLLA e URA, 2002).

REACOES HANSENICAS

Sobrepondo a classificacao clinica espectral da hanseniase, impdem-se ainda
os chamados "estados reacionais", que podem ocorrer durante o curso natural da
doenga, durante o tratamento e mesmo apds o tratamento, quando o paciente ja foi
considerado curado (NAAFS, 1994). As reagdes hansénicas podem ser definidas

como manifestagdes clinicas agudas resultantes de alteragdes no balanco
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imunoldgico entre o hospedeiro e o M. leprae (SAMPAIO e SARNO, 1998) e sao
classificadas em dois tipos: reagcdo Tipo 1 (reagdo reversa e reagao de
“‘downgrading”) e reacao Tipo 2 [reacdo de exacerbagdo ou eritema nodoso
hansénico (ENH)] (RIDLEY, 1969).

As reagdes do Tipo 1 ocorrem principalmente em pacientes instaveis (formas
BT e BB) com uma potencial defesa imune celular. Na reagdo reversa ha um
aumento na imunidade celular com redug¢ado no numero de bacilos, geralmente como
resultado do tratamento, enquanto que na reagdo de “downgrading” ha uma
diminuicdo da imunidade e um aumento correspondente do numero de bacilos,
ocorrendo geralmente em pacientes ainda ndo tratados. Clinicamente as duas
reacoes do Tipo 1 sao semelhantes, sendo possivel diferencia-las apenas
histologicamente, pela capacidade do paciente em produzir, ou ndo, uma imunidade
mediada por células (IMC) contra o M. leprae (RIDLEY, 1969).

As reacbes do Tipo 2 séo caracteristicas da hanseniase polar MB (BL e LL) e
podem ocorrer em pacientes tratados ou nao. Nestes tipos de reacdes, ocorre uma
exacerbacao inflamatéria subita e sistémica, em muitos casos durante uma recidiva
da doenca apds o tratamento. A manifestagdo mais frequente da reacao Tipo 2 € o
ENH, um aparecimento repentino de papulas, ndédulos e placas nodosas de
coloragao eritematosa, desencadeada pela deposi¢céo local de complexos imunes
que lesionam o tecido (WEMAMBU et al., 1969).

Associada as reacdes pode-se observar também a ocorréncia de neurite, que
também se manifesta de forma silenciosa, com perda sensorial e motora, isto é, o
dano funcional do nervo se instala sem quadro clinico de dor e espessamento do

nervo, antes, durante ou apos alta medicamentosa (LIENHARDT e FINE, 1994)

Os episodios reacionais sao considerados uma das principais causas de
morbidade e incapacidade na hanseniase, causando danos irreversiveis nos nervos
periféricos e resultando na perda da fungdo sensorial e motora, principalmente na
face e nos membros, que levam a severas deformidades e ao estigma da doenca
(LOCKWOOD e SAUNDERSON, 2012).
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CONTEXTUALIZACAO HISTORICA DA HANSENIASE

A hanseniase € uma das mais antigas moléstias que acometerem a
humanidade. Apesar de anedoticas, referéncias a uma doenga cutdnea e
incapacitante, posteriormente traduzida como lepra, estdo descritas nas escrituras

mais antigas registradas da humanidade, como na biblia e nos vedas.

Nao obstante, nos ultimos anos a ciéncia tem revelado uma relacdo milenar
entre o M. leprae e o Homo sapiens. O sequenciamento completo do genoma do M.
leprae reportado em 2001, com sua peculiar redugdo genémica evolutiva e pouca
variagéo clonal entre bacilos isolados em todo o mundo (COLE et al., 2001), permitiu
que um estudo pioneiro em 2005 demonstrasse associagdes entre a distribuigcao
geografica das cepas identificadas globalmente e a migracdo das primeiras
populagdes humanas infectadas, com provavel origem da infecgdo com M. leprae no
crescente fértil, presumido também como lugar de origem do homem moderno
(MONOT et al., 2005).

A mais antiga evidéncia patolégica da hanseniase em humanos foi relatada
em 2009 na revista Science, uma das mais prestigiadas no meio cientifico. Neste
estudo foram identificadas caracteristicas da hanseniase lepromatosa (LL) em um
esqueleto humano com sepultamento datado de aproximadamente entre 2500 a
2000 anos antes de Cristo (a.C.), encontrado em um sitio arqueoldgico na india
(ROBBINS et al., 2009).

A resistente parede celular do M. leprae formada por arranjos complexos de
moléculas de carboidratos, lipidios, peptideoglicanos e proteinas, caracteristica do
género Mycobacterium, permite a preservagdo do DNA destes microrganismos por
milénios (HERSHKOVITZ et al.,, 2008). O registro mais antigo com identificagdo
molecular do DNA de M. leprae em material extraido de esqueletos humanos foi
descrito em um trabalho publicado em 1994, no qual foram analisados esqueletos
com indicagbes patologicas sugestivas de hanseniase e com sepultamento
aproximadamente datado de 600 a.C. + 50 anos (RAFI et al., 1994).

A primeira descrigao do Mycobacterium leprae foi atribuida a Gerhard Hinrich
Armauer Hansen (1841-1912) (GHOSH e CHAUDHURI, 2015), sobrenome que
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posteriormente originaria a nova nomenclatura da doenga, deixando de ser chamada
lepra e passando a ser denominada hanseniase no Brasil, alteracdo motivada
principalmente pelo estigma historico ligado a doenga. No ano de 1871 durante suas
pesquisas no St. Jorgens Hospital em Bergen na Noruega, Hansen observou ao
microscopio no interior de células, corpos bacilares que se tingiam pelo acido 6smico
(ROBERTSON, 2003). Estas células haviam sido coletadas de nodulos
granulomatosos subcutaneos (hansenomas) de pacientes com hanseniase. Estes
tipos de células ja haviam sido estudados e descritos pelo mentor de Hansen, Daniel
Cornelius Danielssen (1815-1894) e por Wilhelm Boeck (1808-1875), no livro Traité
de la Spédalsked ou eléphantiasis de grecs, publicado em 1848. Um livro que a luz
da microscopia e com ilustragdes exemplares, € considerado como o primeiro
manuscrito médico “realmente” cientifico. No entanto, os elementos pardos que
Danielssen observara nestas células, foram por ele negligenciados, possivelmente
porque tinham sido considerados por Rudolf Ludwig Carl Virchow (1821-1902) como
meros artefatos formados por lipideos degenerados. Virchow foi um patologista com
grande prestigio internacional e que naquela época havia sido convidado para
colaborar com os estudos de Danielssen sobre hanseniase na Noruega (BECHLER,
2012). Contudo, é interessante constatar que em estudos posteriores, Virchow
alteraria sua visdo inicial classificando estas células como leprazellen (células da
lepra em alem&o). Estas células comumente observadas em lesbes de pacientes
MB, atualmente sdo denominadas células de Virchow e sdo macréfagos ricos em

bacilos e lipideos que as conferem um aspecto espumoso.

Ao contrario de Danielssen, que acreditava na hereditariedade da
hanseniase, Hansen também foi pioneiro ao creditar a etiologia da doenga a um
microrganismo (HANSEN, 1875), colocando a hanseniase no papel histérico de
primeira doencga infecciosa com micrébio causador identificado, apesar deste nao
satisfazer os postulados de Koch (GHOSH e CHAUDHURI, 2015).

No periodo pré-colonial das Américas, ndo ha evidéncias da ocorréncia de
hanseniase entre as tribos indigenas nativas. Devido a este fato, acredita-se que a
doenca tenha sido introduzida pelos colonizadores europeus e pelo trafico de
escravos africanos. Nos Estados Unidos acredita-se que a hanseniase tenha sido

disseminada pelos imigrantes franceses que fundaram a regido hoje conhecida
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como o estado da Louisiana. Na América latina, os colonizadores espanhodis teriam
transmitido a doenga aos habitantes nativos. No Brasil, os portugueses seriam os
principais carreadores da enfermidade. Independentemente da origem, as precarias
condicbes socioecondmicas daquele periodo, o completo desconhecimento e a
inexisténcia de terapéuticas eficazes, contribuiram para a propagacado da doenca
(OPROMOLLA e OPROMOLLA, 2000).

No inicio do século XX no Brasil, pesquisadores brasileiros influenciaram a
divulgacdo do conhecimento sobre a hanseniase e passaram a protagonizar
discussbes a respeito da doenga nas sociedades e jornais médicos internacionais.
Discussbes sobre a segregacao dos individuos afetados pela hanseniase estavam
em pauta desde 1897, ano da primeira Conferéncia Internacional sobre Hanseniase,
realizada em Berlim (PANDYA, 2004). Quando Oswaldo Cruz assumiu a direcao da
Diretoria Geral de Saude Publica do Brasil, estabelecendo uma reforma sanitaria
promovida pelo Estado, medidas mais rigorosas foram estabelecidas para o controle
da hanseniase. Devido as no¢cdes meédicas da época que consideravam o doente
como um risco para aqueles em seu convivio, Oswaldo Cruz propdés em 1913 a
construgao do primeiro grande leprosario federal na llha Grande, distante da costa o
suficiente para evitar a evasado dos doentes e o contagio da populagédo sadia
(SANTOS, 2007). Este foi o inicio de uma era marcada pelo preconceito e
isolamento daqueles afetados, aumentando e difundindo o medo a respeito da
hanseniase e o avassalador estigma psicossociocultural ainda presente na
sociedade atual (OLINTO, 2014). A internagcdo compulsoria dos pacientes de
hanseniase no Brasil foi legalmente abandonada em 1962, no entanto os muitos
pacientes que foram afastados de seus vinculos com o mundo exterior, optaram por
permanecer nas colénias (CASTRO e WATANABE, 2009).

Em tentativa de diminuir o estigma e preconceito ligado a denominagdo da
doenga como lepra, em 1968 o pesquisador brasileiro Abrado Rotberg propds a
mudang¢a da terminologia para hanseniase, mudanga que foi aceita no estado de
Sao Paulo em 1970 (ROTBERG, 1969). O Decreto Federal n® 76.078 de 04 de
agosto de 1975 alterou em territorio nacional a denominagéao oficial da doenga para
hanseniase (OPROMOLLA e MARTELLI, 2005).
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TRATAMENTO DA HANSENIASE

Antes do surgimento dos antibidticos modernos o éleo de chaulmoogra era
usualmente aplicado para o tratamento da hanseniase. O dleo faz parte dos
medicamentos utilizados na medicina ayurvédica para o tratamento de diversas
doencas da pele. O pesquisador britdnico Frederic John Mouat é considerado como
quem introduziu o uso do 6leo no ocidente, utilizando-o em 1854 como um agente
topico e oral no tratamento de casos de hanseniase (PARASCANDOLA, 2003). A
administragdo topica apresentava poucos efeitos e a ingestdo gerava nausea e
desconfortos intestinais. Apesar destas dificuldades, em 1916 no hospital-colénia
para pacientes de hanseniase na cidade de Carville, na Louisiana (EUA), o médico
Ralph Hopkins realizou um estudo com pacientes que ali residiam, porém os
resultados foram decepcionantes com menos de 30% de melhoras (8% pioraram e a
taxa de mortalidade foi de 4%) (PARASCANDOLA, 2003; SANTOS et al., 2008).

Em 1908 os pesquisadores alemaes Emil Fromm e Jakob Wittmann foram os
primeiros a sintetizar o composto 4-[(4-aminobenzeno)sulfonillanilina, também
conhecido como dapsona, porém estavam em busca de um corante azoico e suas
pesquisas nao exploraram o efeito antibidtico. Foi apenas trés décadas depois, em
1937, que Buttle na Inglaterra e Fourneau na Francga, reportaram simultaneamente a
potencialidade do uso da dapsona como um efetivo antibiético (WOZEL, 1989).
Investigagcdes posteriores propiciaram sintetizar os compostos do grupo das sulfas,

utilizados para o controle de diversas infecgoes.

Na hanseniase, as sulfonas foram pioneiramente testadas no hospital-colénia
de Carville a partir de 1941, pelo médico norte americano Guy Henry Faget (1891-
1947) e sua equipe (FAGET et al., 1943). Na forma do cloridrato “Promin” o
medicamento apresentou um efeito terapéutico inigualavel no tratamento da
hanseniase e esse sucesso passou a ser conhecido mundialmente como “o milagre
de Carville” (PARASCANDOLA, 1998).

No Brasil a sulfona foi utilizada pela primeira vez em 1944, no asilo-col6nia
Padre Bento em Guarulhos, SP (OPROMOLLA, 1997). A dapsona ainda € utilizada

até hoje no tratamento PQT da hanseniase.
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A partir da década de 60, relatos sobre resisténcia medicamentosa a sulfonas
na hanseniase passaram a surgir e a gradativamente por em perigo o milagroso
tratamento da doenca (FLOCH, 1957; REES, 1964; ADAMS e WATERS, 1966;
REES, 1967; BROWNE, 1969). Enquanto os casos de resisténcia a monoterapia
aumentavam na década seguinte, diversas novas drogas eram testadas (ANONIMO,
1971; SHEPARD et al.,, 1971). A falta de critérios cientificos e de técnicas
experimentais dificultava este processo, porém entre os novos compostos dois
quimioterapicos se destacaram: a clofazimina (LEVY et al., 1972; AZULAY et al.,
1974; RODRIGUEZ et al., 1974; TOLENTINO et al., 1974; TAYLOR e ALEXANDER,
1976) e a rifampicina (REES et al., 1970; HOLMES e HILSON, 1972; LANGUILLON,
1975; REES et al., 1976). O aumento exponencial de casos resistentes ao redor do
mundo com relatos de casos com resisténcia primaria a dapsona (PEARSON et al.,
1977; GIRDHAR et al., 1978; GUINTO et al., 1981), juntamente com indicios da
existéncia de M. leprae resistente a rifampicina (JACOBSON e HASTINGS, 1976;
PATTYN et al., 1976), exigiam uma medida de contengao rapida e eficaz para esta
endemia que afetava dezenas de milhares de pessoas no inicio da década de 80.
Em 1982 a OMS instituiu o tratamento da hanseniase pela PQT (WHO, 1982).

Durante décadas seguintes, novas drogas pertencentes as familias das
fluoroquinolonas, ciclinas e macrolideos foram identificadas como eficazes contra o
M. leprae (GROSSET, 2001). Em modelos animais ou em humanos, a minociclina, a
ofloxacina e a claritromicina, demonstraram individualmente ou em combinagao,
atividade contra o M. leprae superior ao das drogas dapsona e clofazimina (JI et al.,
1991; Jl et al., 1993; GELBER et al., 1995; JI et al., 1996). Nos seres humanos, uma
dose unica da combinagéo ofloxacina (400mg) mais minociclina (100mg) foi capaz
de matar 68% a 98% de M. leprae viaveis. Além disso, uma unica dose de ROM,
uma combinagdo de trés drogas [rifampicina (600mg), ofloxacina (400mg) e
minociclina (100mg)], foi capaz de matar 99% dos bacilos viaveis (JI et al., 1998).
Como resultado de ensaio clinico randomizado (MANE et al., 1997), o sétimo
relatério do Comité de Especialistas em Hanseniase da OMS em 1997, recomendou
0 uso de uma dose uUnica de ROM para o tratamento de pacientes PB com lesao
unica (WHO, 1998). Em 2011 uma revisdo sistematica concluiu que uma unica dose

ROM ¢ inferior a PQT no tratamento de pacientes PB, porém nao existem evidéncias
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sobre multiplas doses ROM e este regime deveria ser comparado a PQT em ensaios
randomizados (SETIA et al., 2011).

O Ministério da Saude brasileiro em comprimento as recomendagdes da OMS
regulamenta o tratamento ambulatorial da hanseniase por meio de esquemas
terapéuticos padronizados de acordo com a classificagdo operacional do paciente.
Os casos PB devem ser tratados com regime de 6 doses: rifampicina (600mg) com
administragdo supervisionada mensal e dapsona (100mg mensal e dose diaria
autoadministrada de 100mg). Na sexta dose, os pacientes PB devem ser
submetidos ao exame dermatolégico, avaliagdo neurolégica, do grau de
incapacidade fisica e receber alta por cura. Os casos MB devem ser tratados com
regime de 12 doses: rifampicina (600mg), dapsona (100mg) e clofazimina (300mg)
com administragado supervisionada mensal, e dose diaria com dapsona (100mg) e
clofazimina (50mg) autoadministrada. Na décima segunda dose, os pacientes MB
devem ser submetidos ao exame dermatologico, avaliagdo neuroldgica, do grau de
incapacidade fisica e receber alta por cura. Pacientes MB que ndo apresentarem
melhora clinica ao final do tratamento devem ser encaminhados para avaliacdo nas
unidades de maior complexidade para verificar a necessidade de um segundo ciclo
de tratamento com 12 doses. Em criangcas ou adultos com peso inferior a 30 kg
deve-se ajustar a dose de acordo com o peso. Em casos de intolerédncia ou
contraindicagdo esquemas terapéuticos substitutivos com a combinagdo de

ofloxacina e/ou minociclina sao recomendados (BRASIL, 2010).

Na ultima década, duas novas drogas promissoras para o tratamento da
hanseniase possibilitam pela primeira vez a combinagcdo de farmacos
verdadeiramente bactericidas na PQT, uma vez que, dapsona e clofazimina s&o
considerados apenas bacteriostaticos para o M. leprae. Ambos compostos, a
moxifloxacina (uma fluoroquinolona) (PARDILLO et al., 2008; PARDILLO et al.,
2009) e a bedaquilina (diarilquinolina R207910 ou TCM207) (FRANZBLAU, 2005; JI
et al., 2006; GELBER et al., 2009), tém demonstrado atividade similar a rifampicina,
eliminando mais de 90% dos bacilos com apenas uma dose. Estudos clinicos
randomizados deveriam ser realizados para comprovar a eficacia superior de novos

regimes comparados ao tratamento atual.
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IMUNIDADE CELULAR NA HANSENIASE

Embora a hanseniase seja uma doenca infecciosa crénica ela também pode
ser considerada uma doenga imunoldgica. A resposta imune individual frente ao M.
leprae ird determinar a supressado ou o estabelecimento da doenga, e quando esta

ocorrer, qual manifestacao clinica o individuo ira apresentar.

O processo imunoldgico a nivel celular esta intimamente relacionado aos
padrdes de citocinas produzidas pelas primeiras células de defesa, a quantidade
produzida, ao periodo de producdo e a disponibilidade destas citocinas no sitio da
infeccdo (YAMAMURA, 1992; GOULART et al., 2002; KABELITZ e MEDZHITOV,
2007). Quando a micobactéria entra em contato com os macréfagos do hospedeiro,
ele é fagocitado e o macrofago passa a produzir citocinas IL-1, TNF-a e IL-12 que
atuam sobre linfocitos T, principalmente CD4+ tornando-os ativados e capazes de
produzir suas proprias citocinas. Os linfocitos CD4+ sao subdivididos em Th1, que
produzem as citocinas IL-2, IFN-y e TNF, e em Th2 que produzem as citocinas IL-
4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10 (SAMPAIO e SARNO, 1998; GOULART et al., 2002;
MONTOYA et al., 2009; MODLIN, 2010).

Na hanseniase, a ativagao dos linfécitos T-auxiliares 1 (Th1) produz IL-2 e
leva a proliferacao de elementos da IMC e da hipersensibilidade tardia. Por meio de
fatores como o IFN-y, os linfécitos Th1 ativam os macréfagos aumentando suas
capacidades microbicidas. Além disso, um excesso de IFN-y pode suprimir a fungao
dos linfocitos Th2 (OTTENHOFF et al., 2005). No entanto, a citocina IL-4, produzida
por linfécitos Th2, suprime a ativagdo das células Th1 ao mesmo tempo em que
promove diferenciagdo e ativagdo de células B (GOULART et al., 2000; GOULART
et al., 2002; MODLIN, 2010).

Pacientes com hanseniase TT tém uma forte imunidade celular, mas
apresentam baixa producao de anticorpos. Esse modelo de imunidade é refletido em
granulomas que se formam em torno dos nervos e produzem dano neural sensorial
periférico e lesdes de pele secundarias (DE FREITAS e SAID, 2013). Nesses
pacientes, observa-se uma resposta imune celular especifica com participagdo de

linfocitos, principalmente do tipo TCD4+, tipico do padrdo Th1. Desse modo, M.
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leprae é raramente visto e a resisténcia ao patdgeno é forte, a julgar pela ativagao in
vitro de linfocitos de pacientes em respostas aos antigenos de M. leprae (MODLIN e
REA, 1988). As citocinas que predominam nas lesdes da forma clinica TT sao tipicas
do padréo Th1 (IL-2 e IFN-y) e atuam no sentido de aumentar a IMC (MODLIN,
2010).

Pacientes com hanseniase LL n&o apresentam significativa resposta celular
ao M. leprae e nas lesdes de pele encontram-se macrofagos jovens pouco
diferenciados e um pequeno numero de células T, predominantemente do tipo CD8+
(GOULART et al., 1996). Nesse polo, predomina a imunidade humoral tipo Th2, a
qual exibe altos titulos de anticorpos especificos contra o glicolipideo fendlico |
(PGL-I), antigeno especifico de M. leprae, presente nos tecidos e soro de pacientes
BL e LL, sem, no entanto, conferir protecdo efetiva contra o bacilo (SPENCER e
BRENNAN, 2011). A elevada titulagdo da citocina TGF[ associada a presenga do
PGL-I desempenha uma acido supressora da imunidade celular em lesbes
hansénicas na derme e secretada sistemicamente induz efeitos proé-inflamatdrios,
atuando como moduladora nas reacgbes inflamatérias agudas de ENH, sendo
também associada a resposta imune Th2 em formas MB de hanseniase (GOULART
et al., 2000).

Até pouco tempo, as células T CD4+ eram caracterizadas em um modelo
bifasico de diferenciagao nos subtipos Th1 ou Th2, dependendo das citocinas que
produziam. Porem recentemente diversas subpopulacdes de células T também
envolvidas com a resposta imune foram descritas e caracterizadas, e atualmente os
subtipos de células T sao distinguidos ndo s pelas citocinas, mas também pela
expressao de fatores de transcricdo, incluindo os subtipos Th17, Th9, T-auxiliar
folicular (Tfh) e as células T-reguladoras (Treg) (HIRAHARA e NAKAYAMA, 2016).

Células TCD4+CD25+Foxp3+ com antigenos e funcdes caracteristicas sao
descritas como células Treg, pois suprimem ativamente a resposta imune a
antigenos préprios e antigenos tumorais e inibem o desenvolvimento de doencas
autoimunes, assim como controlam a resposta inflamatéria a bactérias, virus,
parasitas e fungos, contribuindo para a persisténcia do agente infeccioso
(KAUFMANN e KABELITZ, 2010). Pesquisas tém demonstrado um predominio de
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células Treg, especialmente produtoras de IL-10 (Th3), nas formas do polo
lepromatoso da doencga, indicando um papel supressor da resposta imune
(PALERMO et al., 2012; FERNANDES et al.,, 2013) e eventual persisténcia da
infecgao pelo M. leprae (KUMAR et al., 2013; BOBOSHA et al., 2014).

Os Linfocitos Th17, secretores da citocina IL-17 que tém acdo pro-
inflamatédria, estdo envolvidos na defesa contra microrganismos e na mediacdo de
inflamacao (KAUFMANN e KABELITZ, 2010). Na hanseniase, a resposta Th17 foi
descrita como relacionada a imunopatogenia da reacao Tipo 2 (MARTINIUK et al.,
2012) e relacionada a forma LL (SAINI et al., 2013).

Diante da complexidade dos mecanismos da resposta imune, torna-se dificil
determinar as causas da anergia celular em pacientes LL, a qual pode ser resultante
de defeitos no processamento e apresentagdo do antigeno aos linfocitos T, ou entéo
devido a auséncia de linfocitos reativos ao M. leprae. Nas lesdes de pacientes LL ha
predominio de linfécitos T supressores ao contrario do que ocorre na forma TT, na
qual predomina os linfécitos T auxiliares. Além disso, pode haver deficiéncia na
produgdo de citocinas estimuladoras e reguladoras (GORODEZKY et al.,, 2004;
SADHU et al., 2016).

A capacidade individual de gerar uma resposta imune celular especifica
contra o M. leprae pode ser mensurada pelo teste de Mitsuda, uma ferramenta
importante no progndstico dos casos de hanseniase que foi introduzida oficialmente
no VI Congresso Internacional de Hanseniase de 1953 em Madri (ANONIMO, 1953).
Este € um teste intradérmico, no qual é injetada uma suspensao de bacilos mortos
que desencadeia no local uma reagao de hipersensibilidade tardia do tipo
granulomatosa. O resultado é obtido apds 21 a 28 dias e é graduado de acordo com
a medida em milimetros (mm) do didmetro da enduragéo (ndo do eritema) no local
da injegdo. Em geral sdo considerados positivos resultados maiores ou iguais (=) a 5
mm. Pacientes MB, especialmente aqueles com formas clinicas BL e LL,
apresentam deficiéncia no combate ao M. leprae e consequentemente seus
resultados sao negativos no teste de Mitsuda. Do outro lado, pacientes PB,
particularmente TT, s&o reativos ao teste e apresentam resultados positivos. Em

pacientes borderline, verifica-se que a positividade da reagado diminui gradualmente
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a partir do polo TT, a medida que a resposta imune celular diminui em dire¢cao ao
polo LL (DHARMENDRA e LOEW, 2012). Em individuos sadios a positividade ao
teste de Mitsuda € associada a uma menor probabilidade de este desenvolver a
doenca posteriormente (GOULART et al., 2008).

SOROLOGIA NA HANSENIASE

No inicio dos anos 80, o grupo do pesquisador Patrick Brennan, da
Universidade Estadual do Colorado (EUA), descreveu o PGL-I, uma molécula
predominante na parede celular do M. leprae e altamente antigénica, principalmente
na estimulagdo da produgdo de imunoglobulina do tipo M (IgM) (HUNTER e
BRENNAN, 1981; HUNTER et al., 1982; CHO et al., 1983). Esta molécula da parede
celular ndo € apenas antigénica, mas também estd envolvida no processo
patogénico da invasdo de células de Schwann (NG et al., 2000) e na regulagéo
negativa da resposta imune inflamatéria, o que permite a persisténcia de M. leprae
no organismo (SPENCER e BRENNAN, 2011).

O potencial do PGL-I ser utilizado na sorologia da hanseniase tem sido
testado e comprovado até os dias atuais. A soropositividade anti-PGL-I em
individuos com hanseniase MB é alta, visto que a titulacdo dos anticorpos €
diretamente proporcional a carga bacilar (CHO et al., 2001). Contudo, em pacientes
PB, com raros bacilos, a sorologia anti-PGL-I tem utilidade limitada (LOBATO et al.,
2011a; SPENCER e BRENNAN, 2011). O mesmo grupo que descreveu o PGL-
nativo, apresentou posteriormente a sintese da porg¢ao antigénica sacaridea do PGL-
I, os compostos: dissacarideo natural-octil (ND-O) e trissacarideo natural-fenol (NT-

P), com potencial utilizagdo na sorologia (FUJIWARA et al., 1984).

Os testes soroldgicos anti-PGL-l sdo capazes de detectar anticorpos nédo so6
entre os pacientes de hanseniase e muitos estudos relatam a deteccdo de
anticorpos especificos contra o M. leprae em populagdo sadia e em contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase (MENZEL et al., 1987; DESFORGES et
al., 1989; ILANGUMARAN et al., 1996). Esta positividade indica que estas pessoas

foram expostas ao bacilo, e que este conseguiu infectar uma célula fagocitica e
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posteriormente elicitar uma resposta imune humoral com producdo de anticorpos
pelos linfocitos B, caracterizando assim, em um individuo assintomatico, uma
infecgao subclinica (LOBATO et al., 2011a).

Varios grupos utilizaram procedimentos pds-gendmicos para descobrir novos
antigenos com potencial para utilizacdo no diagndstico sorologico da hanseniase
(SPENCER et al., 2005; ARAOZ et al., 2006; REECE et al., 2006; DUTHIE et al.,
2007; GELUK et al., 2011). Estes estudos tém explorado sequéncias especificas do
DNA de M. leprae para a identificagdo de proteinas ou peptideos que possam ser
adequados ao sorodiagndstico dos diferentes estagios e formas clinicas da
hanseniase. No entanto, a identificagdo de antigenos especificos do M. leprae é
uma tarefa complexa, devido a poucas informagdes sobre a fungdo de proteinas
expressas ou sobre o estagio metabdlico do microrganismo durante a infecgao e
progressao da doenga (AKAMA et al., 2009; WILLIAMS et al., 2009).

Recentemente, um teste soroldgico quantitativo rapido para a deteccédo de
infeccdo por M. leprae foi desenvolvido com base na detecgdo de anticorpos IgM
contra o ND-O (PGL-I sintético) e anticorpos IgG contra a proteina LID-1 (proteina
quimérica formada pela fusdo de duas proteinas identificadas pelo grupo do
Infectious Diseases Research Institute) (DUTHIE et al., 2014a). A combinagao
destes dois antigenos (NDO-LID) em um unico teste foi reportada como uma
potencial ferramenta para ser utilizada como um alerta para o exame fisico ou para o
acompanhamento dos individuos positivos a fim de permitir o diagndstico precoce
(QIONG-HUA et al.,, 2013), também como um teste de diagnostico para a
hanseniase MB (DUTHIE et al.,, 2014b). No entanto, ndo se sabe ao certo as
vantagens destes antigenos em relagdo ao PGL-l e estudos prospectivos de longa

duracao devem ser realizados para esclarecer estas preposicoes.

Testes sorologicos utilizados em pesquisas de investigagcao populacional, os
chamados screenings, podem ser importantes ferramentas para auxiliar no
diagnéstico precoce de novos casos, principalmente dos pacientes com hanseniase
MB (GOULART e GOULART, 2009). A detecgao de anticorpos especificos contra o
PGL-I apresenta positividade de 13% a 25% no grupo dos contatos de pacientes

com hanseniase, além de estudos ja terem demonstrado uma associagao entre a
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soropositividade anti-PGL-lI em contatos e um risco maior de adoecer (GOULART et
al., 2008; MOURA et al., 2008).

Ainda hoje, o maior desafio no desenvolvimento de um teste sorolégico para o
diagnéstico especifico da hanseniase € a identificagdo de antigenos que diferenciem
entre a exposicao e a doencga; e naqueles individuos soropositivos, diferencie com

alta sensibilidade e especificidade o estagio e a forma clinica da doenga.

DETECGCAO DE MYCOBACTERIUM LEPRAE

O M.leprae € um microrganismo do reino Monera, filo e classe Actinobacteria,
ordem Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae composta pelo unico género
Mycobacterium. Observado em microscopia, o M. leprae é um bacilo em forma de
bastonete, reto ou levemente encurvado com extremidades arredondadas,
apresentando aproximadamente 1 a 8 ym de comprimento e 0,2 a 0,5 ym de
didametro. Possui divisdo binaria muito lenta, € Gram-positivo e um bacilo alcool-
acido resistente (BAAR).

Na técnica de coloracido de Ziehl-Neelsen para microscopia, desenvolvida em
1882 por Franz Ziehl (1857-1926) e Friedrich Neelsen (1854-1894), a fucsina
confere ao bacilo uma coloracdo avermelhada. Esta caracteristica é devido ao
elevado teor de lipideos estruturais na parede celular, que provoca uma grande
hidrofobicidade, dificultando a agdo dos mordentes e diferenciadores de corantes
aquosos (SHEPARD e MCRAE, 1968). Algumas modificagbes na técnica de Ziehl-
Neelsen, como realizacdo do procedimento a frio e o0 método Fite-Faraco, podem

auxiliar na obtencao de um melhor resultado.

O exame de baciloscopia ainda é considerado o padrao ouro de diagndstico
laboratorial em hanseniase e o resultado € importante para identificar os pacientes
com maior carga bacilar e com maior risco de recidivas. O exame de baciloscopia e
a obtencdo do indice baciloscépico (IB) procedem da coleta de esfregaco
intradérmico dos dois |6bulos auriculares, dos dois cotovelos, dos dois joelhos e de

areas infiltradas ou lesodes.
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Apods a realizacdo de procedimentos laboratoriais de coloracdo da lamina e
observacdo em microscopia otica com imersao a oOleo, o resultado é negativo
quando nenhum bacilo é encontrado em cem campos e é positivo quando se
encontra pelo menos um bacilo em cem campos examinados. Como na coloragéo
de BAAR sao necessarios no minimo 10.000 bacilos por grama de tecido para
deteccédo confiavel (SHEPARD e MCRAE, 1968), a sensibilidade €& baixa,
principalmente em pacientes com hanseniase PB, na qual os bacilos sdo raros ou

indetectaveis.

Uma das grandes limitagbes no estudo da hanseniase sempre foi a
incapacidade do cultivo de M. leprae em meio de cultura artificial. Em 1960, Charles
Shepard (1914-1985) obteve éxito ao demonstrar que era possivel sustentar uma
infeccao localizada com multiplicagao limitada de M. leprae em coxim plantar de
camundongos (Swiss Webster CFW) infectados com bacilos obtidos de biépsias de
pacientes com hanseniase. Dependendo da quantidade inoculada, em geral era
possivel obter multiplicagdo em periodos de 9 a 12 meses, também era possivel

realizar a passagem das cepas para novos camundongos (SHEPARD, 1960b).

Em busca de modelos animais para pesquisa na hanseniase, na década de
1970, o grupo norte americano do laboratério do NHDP (do inglés National Hansen’s
Disease Programs), localizado dentro da area do hospital-col6nia de Carville na
Louisiana, realizou experimentacdes com o tatu-galinha (Dasypus novemcinctus) e
observaram que este animal ndo apresentava defesa contra o M. leprae,
possibilitando uma infeccdo disseminada com comprometimento dos nervos
periféricos, linfonodos, baco e figado. A susceptibilidade natural do tatu permitiu a
obtencado de grandes quantidades de, M. leprae, visto que, de um grama de tecido
do bago ou figado de um animal infectado era possivel obter 10" bacilos
(KIRCHHEIMER e STORRS, 1971; KIRCHHEIMER et al., 1972; STORRS et al.,
1974; BINFORD et al., 1976).Este mesmo grupo de pesquisa foi o primeiro a
reportar em 1977 a ocorréncia da infecgdo natural em tatus (MEYERS et al., 1977).
Os tatus sao atualmente considerados como um importante modelo animal para a
hanseniase, porem ndo sdo adequados para a manutengéo e propagag¢ao de cepas

isoladas de M. leprae, usualmente mantidas em camundongos.
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A obtencédo de M. leprae em grande quantidade e de fontes ndo humanas
abriu novas perspectivas para o estudo deste microrganismo tdo incompreendido.
Durante os anos 80, a descrigao e os estudos de moléculas especificas, assim como
o surgimento de novas tecnologias, impulsionou as pesquisas sobre o agente
causador da hanseniase. No final da década de 80, trés trabalhos demonstraram a
possibilidade do uso da reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
polymerase chain reaction) para detecgdo especifica do DNA de M. leprae
(HARTSKEERL et al., 1989; WOODS e COLE, 1989; WILLIAMS et al., 1990).

A PCR é uma técnica relativamente rapida, especifica e sensivel, que permite
a amplificacdo e identificagdo do DNA de M. leprae em amostras contendo
pequenas quantidades de bacilos, potencializando a uso de ferramentas
moleculares laboratoriais ndo s6 na pesquisa, mas também para auxiliar no
diagnéstico de hanseniase, na classificagcdo dos pacientes e no monitoramento do
tratamento com a PQT (GOULART et al., 2007). A PCR tornou-se uma técnica com
multiplas aplicagbes e passivel de utilizagdo em amostras coletadas das mais
diversas fontes, abrindo assim uma gama imensa de novas possibilidades para
investigar sobre os diversos aspectos da hanseniase. A partir da PCR foi possivel o
sequenciamento do genoma completo do M. leprae (COLE et al., 2001), a
identificacao dos poucos gendtipos do bacilo (TRUMAN et al., 2004) e da provavel
origem da infecgdo em humanos (MONOT et al., 2005), assim como diversas outras
descobertas de ndo seriam possiveis sem uma técnica mais precisa e menos

trabalhosa do que a baciloscopia.

O desenvolvimento da técnica de PCR em tempo-real quantitativa (QPCR)
melhorou a sensibilidade e a especificidade na deteccdo do DNA de M. leprae. Um
estudo particular que descreveu um técnica de gPCR para deteccdo do gene
repetitivo RLEP do genoma de M. leprae, por meio da amplificagdo e hibridizagcéo de
sonda especifica, indicou a potencial detec¢gao de aproximadamente 10 bacilos em
uma amostra, com quantificagdo da carga bacteriana pela interpolagcdo com o
numero de moléculas de DNA de um controle padrdo conhecido (TRUMAN et al.,
2008).
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RESISTENCIA MEDICAMENTOSA NA HANSENIASE

Desde sua introdugao, qualquer quimioterapia com antibiéticos esta sujeita ao
desenvolvimento de resisténcia medicamentosa, que pode ser devido a uma ampla
variedade de mecanismos bioquimicos e fisioldgicos. E crucial para a prevencéo e
controle efetivo das doencas infecciosas que a resisténcia aos antibidticos seja
monitorada para compreender este mecanismo molecular. As mutagdes genéticas
em determinadas regides gendmicas necessarias para a atividade antimicrobiana de
farmacos em patdgenos bacterianos, as chamadas regides determinantes de
resisténcia as drogas (RDRDs), sdo um dos principais elementos funcionais na
reducao da atividade antibiética (DAVIES e DAVIES, 2010).

A determinagcédo do genoma (COLE et al,, 2001) e a pouca variabilidade
genética (MONOT et al., 2009) proporcionaram possibilidades de explorar o
mecanismo molecular da resisténcia aos medicamentos neste bacilo clinicamente e
socialmente importante. Mutagdes em RDRDs tém sido identificadas dentro dos
genes rpoB, folP1 e gyrA, associadas com a resisténcia a rifampicina, dapsona e
ofloxacina, respectivamente. Casos de resisténcia a outras drogas alternativas
utilizadas no tratamento da hanseniase, tais como, a minociclina e clofazimina, ainda
n&o foram relatados (MATSUOKA, 2010).

A rifampicina € um dos unicos medicamentos a ser consistentemente
bactericida contra o M. leprae. Ela tem como alvo a subunidade beta (B) da
polimerase de RNA codificada pelo gene rpoB, e quando se liga a esta molécula
inibe a transcricdo do RNA mensageiro dependente de DNA. Mutagées em RDRDs
nos cédons 407, 410, 420, 425 ou 427 do gene rpoB foram identificadas em cepas
resistentes a rifampicina (MATSUOKA, 2010; WILLIAMS e GILLIS, 2012).

O atual tratamento PQT da hanseniase foi parcialmente definido para
minimizar o desenvolvimento de cepas resistentes a dapsona, inicialmente
recomendada como monoterapia. Ela tem como a alvo a diidropteroato sintetase
(DHPS), codificada pelo gene folP1, e inibe a sintese do acido folico por competi¢ao

com o acido para-aminobenzoico (PABA). Isolados resistentes a dapsona tém
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demonstrado mutagcées missense em RDRDs nos cédons 53 e 55 do gene folP1
(MATSUOKA, 2010; WILLIAMS et al., 2014).

A ofloxacina é uma droga substitutiva no tratamento da hanseniase. Ela se
liga as subunidades da DNA girase e inibe a replicagdo do DNA. Mutagées RDRDs
dentro desta regido altamente conservada (codificada pelos genes gyrA e
possivelmente gyrB), tém sido associadas com resisténcia a ofloxacina em M. leprae
(CAMBAU et al., 2002; YOKOYAMA et al., 2012; VEZIRIS et al., 2013).

Ao longo dos ultimos anos, cepas de M. leprae resistentes a um ou mais
antibidticos na PQT, tém sido crescentemente relatadas em todo o mundo. Do
mesmo modo, tem sido observado um aumento do numero de casos de recidiva de
hanseniase, atingindo no Brasil 4% dos casos novos registrados em 2014 (SINAN),
que, juntamente com os casos de faléncia terapéutica poderiam agir na selegao de
cepas com mutagdes associadas a resisténcia medicamentosa (SINGH e COLE,
2011). Em combinagdo com o surgimento da hanseniase multidroga resistente
primaria (WILLIAMS et al., 2013), este conjunto de circunstancias podem

comprometer as medidas de controle existentes.

A inoculacdo em pata de camundongo e o teste de suscetibilidade neste
modelo ainda sao definitivos para determinar a resisténcia do M. leprae, no entanto,
o fato de alguns isolados de M. leprae nao se multiplicarem e de muitos meses
serem necessarios para atingir o crescimento satisfatorio das cepas que sobrevivem;
dificultam a aplicagéo pratica desta metodologia. Desta forma, o sequenciamento do
DNA (produto da PCR com alvo as RDRDs) foi a metodologia proposta pela OMS
para a vigilancia global da resisténcia medicamentosa em hanseniase a ser
desenvolvida em laboratérios de referéncia (WHO, 2009). Embora concebivel, o
sequenciamento de DNA ndo esta disponivel para a vigilancia da resisténcia
medicamentosa como rotina nas comunidades mais endémicas, ou ndo é eficiente
em termos de custo para ser aplicavel para pesquisas de grande porte com muitas
amostras. A técnica emergente da analise da dissociagdo em alta resolugdo (HRM,
do inglés: High Resolution Melting) evita os procedimentos de sequenciamento do
DNA subsequente a PCR em tempo real com resultados promissores para as

aplicagdes clinicas e em campo (LI et al., 2011).
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TRANSMISSAO DA HANSENIASE

Os mecanismos de infeccdo e da transmissdao da hanseniase nao estao
completamente elucidados. A transmissao da hanseniase ainda é ativa e ocorre
apesar do acesso global ao tratamento eficaz com a PQT; o fator primario associado

a cura e a principal estratégia no controle da doencga.

Os individuos portadores de hanseniase sem tratamento, especialmente
aqueles com manifestacdo MB, sao geralmente considerados como a principal fonte
de transmissdo. No entanto, apds trinta anos de uma campanha global para
eliminagdo da doenga, novos casos sao detectados em grandes proporgcdes nas
regides endémicas (BARRETO et al., 2012) e em lugares nao tao endémicos, casos
sao diagnosticados entre pessoas que relatam ndo terem contato anterior com
pacientes (ABIDE et al., 2008; MARCOS et al., 2015). Estas observagdes indicam
que deve haver outras fontes de infeccdo nao reveladas (MATSUOKA et al., 1999;
LAVANIA et al.,, 2006; LAHIRI e KRAHENBUHL, 2008; TRUMAN et al., 2011;
SHARMA et al., 2015; MOHANTY et al., 2016)

O modo de transmissdo da hanseniase é ainda um assunto amplamente
discutido na comunidade cientifica atual. O trato respiratério superior tem sido
considerado por muito tempo como um importante portal de entrada e saida de
bacilos de M. leprae (SHEPARD, 1960a; 1962; DAVEY e REES, 1974; REES e
MCDOUGALL, 1977; GREEN et al., 1983), principalmente depois de estudos em
meados dos anos 70 terem demonstrado as similaridades com o modo de
transmissao da tuberculose (REES e MEADE, 1974) e a infeccdo aérea
experimental em camundongos (REES e MCDOUGALL, 1977). Entretanto, diversas
teorias ainda refutam esta proposta (BRANDSMA et al., 2008). A pele também é
considerada entre uma das principais portas de entrada e saida de M. leprae
(PEDLEY, 1977; KOTTEESWARAN et al., 1980; GIRDHAR, 2005; JOB et al., 2008;
GHORPADE, 2011). As evidencias da derme como porta de entrada em grande
maioria sdo relatos de casos de lesées hansénicas em lugares onde ocorreu um
trauma ou inoculacdo acidental (GHORPADE, 2002; ACHILLES et al.,, 2004
BRANDSMA et al.,, 2005; GHORPADE, 2009a; b) e também de estudos

epidemioldgicos que demonstram que na maioria dos casos com apenas uma lesao,
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estas se localizam em areas expostas do corpo (HORTON e POVEY, 1966;
ABRAHAM et al., 1998). Como local de saida, a pele de pacientes LL apresenta um
grande numero de bacilos em todas suas camadas, inclusive na camada
queratinosa (SATAPATHY et al., 2005; JOB et al.,, 2008), porém esta é uma
caracteristica de pacientes LL, que ndo é uma forma clinica prevalente, e a

emergéncia de bacilos da epiderme intacta é improvavel (PEDLEY, 1970).

Muitas hipoteses foram propostas sobre as possiveis fontes de infecgado nao
identificadas a partir das quais o M. leprae, e consequentemente a hanseniase,
poderia ser transmitido. Entre estas potenciais fontes de transmissao incluem: o
ambiente (solo e agua) (DESIKAN, 1977; BLAKE et al., 1987; DESIKAN e
SREEVATSA, 1995; MATSUOKA et al., 1999; VAEREWIJCK et al., 2005; LAVANIA
et al., 2006; TURANKAR et al., 2012; MOHANTY et al., 2015; 2016), insetos vetores
(incluindo o Aedes aegypti) (GEATER, 1975; KIRCHHEIMER, 1976; NARAYANAN et
al., 1977; NARAYANAN et al., 1978; BANERJEE et al., 1991; SREEVATSA et al.,
1992; SREEVATSA, 1993), amebas de vida livre (LAHIRI e KRAHENBUHL, 2008;
DRANCOURT, 2014; WHEAT et al., 2014), primatas (HAGSTAD, 1983; GORMUS et
al., 1988; HAMILTON et al., 2008; ISHII et al., 2011), o tatu (JOB et al., 1986;
WALSH et al, 1988; TRUMAN, 2005; 2008; TRUMAN et al, 2011,
BALAMAYOORAN et al., 2015; SHARMA et al., 2015); e até mesmo que os bacilos
poderiam ser transmitidos, por transmissao vertical ou amamentacao(GIRDHAR et
al.,, 1981; MELSOM et al., 1982; DUNCAN et al., 1983; BRUBAKER et al., 1985), e
por transplante de érgédos (MODI et al., 2003; LAUNIUS et al., 2004; SHIH et al.,
2005; GASINK et al., 2006; GUDITI et al., 2009; ARDALAN et al., 2011; TRINDADE
et al., 2011). Cada uma dessas preposi¢des traz uma contribuicdo importante para a

nossa compreensao atual da cadeia de transmissao da hanseniase.

Considerando as vias aéreas, o nariz demonstra uma importancia irrefutavel
na etiopatogenia da hanseniase. O papel central do nariz na patologia foi
demonstrado e ilustrado por fotomicrografias em uma publicagdo do médico
brasileiro Humberto Cerrutti na Revista Brasileira de Leprologia em 1944. Neste
estudo, em apenas 14 das 116 bidpsias da mucosa nasal avaliadas foram
observadas caracteristicas normais deste tecido celular (CERRUTI, 1944). Um

estudo da década de 90 demonstrou também que mesmo na hanseniase neural
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pura, metade dos pacientes apresentaram alteragdes inflamatorias na mucosa nasal
(SUNEETHA et al., 1998).

Uma grande questdo na transmissao da hanseniase continua sendo porque
apenas alguns individuos desenvolvem a hanseniase e outros nédo. A descoberta do
bacilo ndo foi suficiente para derrubar a ideia da hereditariedade. Ainda em 1937
Rotberg defendeu a existéncia de um componente genético na susceptibilidade
natural a doenca denominado fator-N. Apdés o advento da PCR muitos estudos
descreveram ligagdes entre genes especificos, como NRAMP1, PARK2 e HLA-DR
(RANI et al., 1993; BLACKWELL et al., 1997; SOEBONO et al., 1997; ROY et al.,
1999; MEISNER et al.,, 2001; FERREIRA et al., 2004; MIRA et al., 2004;
SHANKARKUMAR, 2004; MALHOTRA et al.,, 2006), e mesmo com pesquisas
recentes utilizando modernas tecnologias como o0 sequenciamento gendmico
completo das amostras (genome-wide association studies) (ZHANG et al., 2009;
NETEA et al.,, 2010; WONG et al., 2010), a principal evidéncia generalizada que
ainda prevalece na pesquisa sobre hanseniase € que esta € uma doenga

multigénica e multifatorial.

Varios estudos demonstram uma ampla disseminagdo de M. leprae em
regides endémicas e que o contato com um paciente de hanseniase esta associado
com o aumento do risco para desenvolver a doenca (GANAPATI et al.,, 1986;
PONNIGHAUS e FINE, 1988; NAIK et al.,, 1989; RAJAGOPALAN et al., 1989;
ULRICH et al., 1991; FINE et al., 1997; BAKKER et al., 2004; DOUGLAS et al.,
2004; MOET et al., 2004; BAKKER et al., 2006; MOET et al., 2006; GOULART et al.,
2008; SALES et al., 2011), o que é coerente, uma vez que este individuo recebeu
uma exposi¢cao continua, seja proveniente do caso indice antes do inicio do
tratamento ou da mesma fonte de infeccdo do paciente. Por outro lado, a maioria
dos individuos expostos ao bacilo ndo manifestam doenca, o que indica que o
contato com um caso de hanseniase nao € necessario para transmissao
(RICHARDUS et al., 2005) e que provavelmente existe um estagio de infecgao
subclinica e/ou assintomatica pelo M. leprae (GODAL e NEGASSI, 1973; IZUMI,
1999). Entre os principais marcadores utilizados para indicar uma infeccéo
subclinica pelo M. leprae estéo os testes sorologicos (ABE et al., 1980; ABE et al.,
1981; STONER et al., 1981; JI et al., 1984; BHARADWAJ e KATOCH, 1989; ABE et
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al., 1990; KAMPIRAPAP, 2008; LOBATO et al., 2011b; BARRETO et al., 2012). O
principal antigeno com resultados consistentes em diversos estudos ainda é o PGL-I
nativo e a mais bem definida metodologia para a sorologia € o ensaio imuno-

enzimatico de ligagao (ELISA, do inglés enzime-linked immmunosorbent assay).

E possivel que a defesa contra o M. leprae seja dependente da resposta
imune gerada na porta de entrada do bacilo no organismo (SHEPARD et al., 1982).
Considerando a inoculagao intradérmica como imunogénica (exemplo a reagao ao
teste de Mitsuda), a entrada do bacilo por um ferimento na pele iria ativar uma
resposta linfocitaria celular e predisporia a uma manifestacdo da hanseniase PB. Em
contraposigao, o contato prolongado via inalagdo, poderia favorecer uma resposta
humoral e levar a uma tolerancia ao M. leprae (RIDLEY, 1988). A imunidade nas
mucosas também pode ser um fator diferencial na prote¢gao ou colonizagao do tecido
nasal, uma vez que ja foi demonstrado que trabalhadores de um hospital que
lidavam com pacientes de hanseniase apresentavam IgA secretora anti-M. leprae,
enquanto que pacientes LL nao as produziam em quantidades detectaveis (CREE et
al., 1988). E interessante ressaltar que diversos estudos em diferentes regides
demonstraram a presenga de DNA de M. leprae na passagem nasal de contatos de
pacientes e em populagdes saudaveis de areas endémicas, independente do
desenvolvimento de doencga posteriormente (PATTYN et al., 1993; VAN BEERS et
al.,, 1994; HATTA et al.,, 1995; RAMAPRASAD et al., 1997; 1IZUMI et al., 1999;
BEYENE et al., 2003; ALMEIDA et al., 2004; PATROCINIO et al., 2005; JOB et al.,
2008).
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SITUACAO ATUAL

Eventos marcantes no controle da hanseniase como a introdugédo da PQT na
década de 80 (WHO, 1982) e a resolugao da 44? Assembleia Mundial da Saude de
1991 para a eliminagdo da hanseniase (reduzir a prevaléncia abaixo de 1 caso por
10.000) como um problema de saude publica (WHO, 1991), contribuiram para
promover o acesso global ao tratamento e notavel redugcdo da prevaléncia nas

ultimas décadas.

O ultimo relatdrio publicado pela WHO reportou que a prevaléncia mundial de
hanseniase registrada no primeiro trimestre de 2015 foi de 175.554 casos (WHO,
2015). No entanto, a deteccado de 213.899 casos novos de hanseniase durante o
ano de 2014, indica que a infecgdo esta ativa, principalmente nas regides do
Sudeste-asiatico, Africa e América Latina. O segundo pais mais afetado pela
hanseniase no mundo continua sendo o Brasil, com 31.064 casos novos reportados
em 2014, o que representa 92% dos casos novos relatados em toda a regiao das

Américas durante o mesmo ano (WHO, 2015).

As atuais estratégias para conter a transmissdo estao direcionadas para a
busca ativa de casos e vigilancia epidemiolégica de contatos. E provavel que uma
acao que abordasse novas metodologias e intervengbes baseadas em recentes
evidéncias cientificas, possa resultar em uma melhor eficiéncia no controle da
hanseniase e propiciar a definicdo de novas politicas publicas para eliminagdo da

hanseniase.

O uso da epidemiologia molecular para compreender melhor a interagao
hospedeiro-parasita em nivel individual e populacional € promissor. A viabilidade e
aplicabilidade de estudos epidemiologicos incorporando dados de biologia molecular
dependem de técnicas que muitas vezes n&o permitem a inclusdo de um numero
grande de individuos e para dar consisténcia as resultados é fundamental que as
pesquisas sejam conduzidas em diferentes condigcdes e em grupos diferentes de

populacao.
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JUSTIFICATIVA

Os programas de controle de doencas infecciosas devem se basear em
quatro principais estratégias: prevencao, diagnostico, tratamento e interrupcéo da

cadeia de transmissao.

Apesar da preconizagao da imunizagao com a BCG e de esforgos conjuntos
de diversos grupos de pesquisa para o desenvolvimento de uma nova vacina
comprovadamente eficaz contra a hanseniase, ainda nao existe uma prevengao
primaria a hanseniase. Em um trabalho recente nosso grupo de pesquisa
demonstrou que ndo s6é a BCG tem efeito protetor para a hanseniase, mas seu
reforco aumenta exponencialmente essa protegcéo. Este mesmo estudo demonstrou
que o teste de Mitsuda positivo também indica protecédo, e também demonstrou que
uma combinagao destes testes com a sorologia anti-PGL-I pode auxiliar na definigao
do risco em adoecer (ARAUJO et al., 2015) (Anexo B).

Novas metodologias moleculares mais especificas, sensiveis e reprodutiveis
do que a microscopia 6tica para BAAR podem auxiliar no diagndéstico precoce e
correto da hanseniase. Em pesquisas anteriores o nosso grupo de pesquisa
demonstrou que pessoas saudaveis (Anexo C) (GOULART et al., 2015) e os
contatos domiciliares (Anexo D) (REIS et al., 2014) de pacientes de hanseniase que
apresentaram resultados positivos para a sorologia anti-PGL-l e para a PCR para
deteccdo do DNA de M. leprae tiveram um risco muito maior para desenvolver a
hanseniase posteriormente, quando comparados com os individuos com resultados

negativos.

Devido a emergéncia de resisténcia medicamentosa as drogas da PQT, é
essencial a vigilancia da resisténcia medicamentosa. Além de aderir aos protocolos
propostos pela OMS, nosso grupo de pesquisa em parceria com o NHDP (EUA)
proposeram avaliar a aplicabilidade de novas metodologias que possibilitam a
identificacdo das cepas resisténtes de uma forma mais rapida, pratica e com menor

custo para que possa ser aplicada em areas endémicas (Anexo E).
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OBJETIVO

A fim de obter evidéncias da via aérea de infeccao e transmissdao do M.
leprae, foi proposto utilizar testes moleculares com marcadores especificos para o
M. leprae para investigar a rota de infeccao de M. leprae, partindo da superficie do
epitélio nasal, colonizacédo do tecido da mucosa e disseminagao pela corrente
sanguinea, em amostras de pacientes com hanseniase e contatos domiciliares
atendidos no Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria/Hanseniase
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(CREDESH/HCU/UFU).

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1- Utilizar a qPCR para detecgdo do DNA de M. leprae em amostras de swab
nasal, bidpsia de concha nasal e de sangue periférico coletadas do mesmo
individuo, sendo estes, pacientes com hanseniase virgens de tratamento e

contatos domiciliares de pacientes de hanseniase.

2- Associar a qPCR em amostras de esfregaco intradérmico e bidpsia de pele do
diagnéstico dos pacientes com os testes propostos para investigar a via de

infecgao.

3- Aplicar ensaios soroldgicos especificos para o M. leprae em amostras de soro
coletadas de pacientes com hanseniase e contatos domiciliares de pacientes

de hanseniase.

4- Avaliar associagdes entre os resultados obtidos nos grupos e entre os grupos

avaliados.

5- Avaliar associagdes entre os resultados obtidos nos grupos e entre 0os grupos

avaliados.
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Aspectos Eticos

Projeto submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos na UFU (Anexo F). Participantes foram orientados sobre a pesquisa e

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo G).
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RESUMO

Fundamentagédo: A hanseniase persiste como problema de saude publica. A cadeia de transmissao e
0 mecanismo de infeccdo ndo sdo completamente compreendidos. Neste estudo investigamos a via
de infeccdo e de inicio da doenca, desde a exposicdo das vias aéreas, colonizacao e disseminagao
pela corrente sanguinea. Métodos: DNA de M. /eprae foi detectado por gPCR no vestibulo nasal,
mucosa de conchas nasais, e amostras de sangue periférico, além de sorologia anti-PGL-| e testes
intradérmicos, do mesmo individuo, de 113 pacientes com hanseniase e 104 contatos domiciliares de
pacientes (HHCs). Foram empregadas estatisticas bivariadas e analise de correspondéncia multipla.
Resultados: Positividade de DNA entre os pacientes: 66,4% (75/113) no swab nasal, 71,7% (81/113)
em biopsias de conchas nasais, 19,5% (22/113) em amostras de sangue; e soropositividade de
62,8% (71/113 ); com o aumento da incidéncia para o polo multibacilar (MB) do espectro clinico.
Positividade entre HHCs: 18,3% (19/104) para o anti-PGL-I, 49% (51/104) para o swab nasal, 53,8%
(56/104) para bidpsias nasais, e 6,7% (7/104) para o sangue. Durante o acompanhamento de 5-7
anos, de 104 HHCs, sete desenvolveram hanseniase (6,7%). Risco para o desfecho da doencga foi
estimado comparando os resultados de HHCs que desenvolvem a hanseniase com aqueles que nao
foram afetados. Positividade na passagem nasal nem na mucosa foi determinante do inicio da
doenca posteriormente; De qualquer forma, a presenga no sangue aumentou o risco de
desenvolvimento da doenga [RR /LR + 5,54 (IC 95% 1,30-23,62)], assim como a soropositividade [LR
+ 3,69 (IC 95% 1,67-8,16); RR 5,97 (IC 95% 1,45-24,5)]. ConclusGes: Nossos resultados sugerem
seguramente que a rota aérea de infeccdo e transmisséo é predominante, e que HHCs contribuem

para o risco de infeccdo em si proprio e provavelmente para outros.

Palavras-chave: Hanseniase, epidemiologia, Mycobacterium Jleprac, PCR em Tempo Real

Quantitativa, Ensaio de Ligagado Imuno-Enzimatico, Glicolipideo fendlico I.
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INTRODUCAO

A hanseniase é uma das mais antigas doengas infecciosas que assolam a humanidade e
ainda hoje continua a ser um problema de saude publica, particularmente no Brasil, responsavel por

92% dos casos novos registrados durante 2014 na regido das Américas [1].

Pacientes portadores de hanseniase nao tratados sdo geralmente considerados a principal
fonte de transmissdo. No entanto, isto contraria mais de trinta anos de um tratamento eficaz e
globalmente disponivel e a ocorréncia de novos casos entre pessoas com nenhum contato anterior

com pacientes, indicando que deve haver outras fontes de infeccdo nao reveladas [2-6].

Varios estudos tém demonstrado ampla disseminagéo de bacilos em regides endémicas e
que o contato com um paciente de hanseniase foi associado com o aumento do risco de
aparecimento da doenga [2, 5-7]. Por outro lado, a maioria dos individuos expostos ndo manifesta a
doenga, 0 que apoia a hipétese de infec¢ao assintomatica e da sua ligagao potencial com a cadeia de

transmissao do Mycobacterium leprae [2, 3, 5, 7].

Bacilos da hanseniase ndao podem ser cultivados /in vifro e possuem um tempo de geragao
extremamente longo (aproximadamente de 15 dias). Além disso, ha casos em que os bacilos n&o sao
detectados pelos testes disponiveis [8], e o tatu como o Unico hospedeiro natural e o melhor modelo

animal [9], impdem restricdes as investigacdes experimentais.

Assim, os avangos de técnicas moleculares, particularmente envolvendo metodologias
baseadas no DNA, mais sensivel e especifica do que a coloragdo de bacilos [10, 11], aplicados a
estudos epidemioldgicos sado cruciais para elucidar hipéteses sobre vias de infecgao, transmissao e

progresséo da doenga [12, 13].

A fim de investigar a via aérea de infecgdo e transmissdo da hanseniase, este estudo se
propds a detectar a presengca do DNA de M. /eprae em amostras de swab nasal de vestibulos nasais,
biopsias das conchas nasais e sangue periférico, do mesmo individuo, coletados de pacientes com
hanseniase e contatos domiciliares de pacientes com hanseniase (HHCs). Respostas imunes

humorais e mediadas por células dos participantes contra o M. /eprae, também foram investigadas.
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MATERIAL E METODOS

Participantes

Os ensaios foram realizados em amostras coletadas de 113 pacientes portadores de
hanseniase virgens de tratamento e 104 HHCs que foram atendidos no Centro de Referéncia
Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Minas Gerais, Brasil, durante o periodo de 2003 a 2015. Foram incluidos no
estudo apenas individuos com conjunto completo de parametros clinicos e laboratoriais, e que foram
acompanhados por um periodo minimo de 5 a 7 anos. O CREDESH ¢é uma unidade de saude publica
que trabalha rotineiramente na prevencao da hanseniase, deteccao, busca ativa, e provisdo de

tratamento e cuidados de saude para as pessoas afetadas pela doenga.

Todos o0s pacientes com hanseniase foram diagnosticados por uma comissdo de
especialistas da hanseniase, com base em exames clinicos e laboratoriais. Eles foram classificados
de acordo com a sua manifestacdo clinica dentro do sistema de cinco grupos de Ridley-Jopling [TT
(tuberculdide), BT (borderline-tuberculdide), BB (borderline-borderline), BL (borderline-lepromatoso), e
LL (lepromatoso)]. Para fins de tratamento, os pacientes também foram categorizados pela

classificagéo operacional em paucibacilar (PB) ou multibacilar (MB).

Contato domiciliar foi definido como uma pessoa que vive ou viveu na mesma habitacao
como um paciente de hanseniase nos ultimos 5 anos antes do diagnostico do paciente. Todos os
HHCs foram inicialmente examinados por médicos especialistas em hanseniase em um exame clinico
dermato-neurolégico para identificar sinais ou sintomas da doenga. Resultados dos HHCs

correspondem ao instante do diagndstico de seus casos indices.

Com a finalidade de andlise de dados, os HHCs foram estratificados de acordo com a clinica
(TT, BT, BB, BL, LL) e operacional (PB, MB) de seus casos indices. Para a analise do
acompanhamento, contatos foram estratificados em dois grupos: afetados (aqueles que
desenvolveram da hanseniase) e saudaveis (aqueles sem qualquer sinal ou sintoma de doenca).
Entre os contatos afetados pela hanseniase, foram excluidos aqueles que apresentavam sinais ou

sintomas da hanseniase no momento do seu primeiro exame (coprevaléncia).

Dados incompletos, resultados inconclusivos em qualquer um dos testes, individuos com
comorbidades ou tratamentos que poderiam interferir com os resultados, e aqueles que decidiram

nao participar, foram excluidos deste estudo.
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O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos
na Universidade Federal de Uberlandia (# 099/2003) e foi conduzido de acordo com as diretrizes da
Declaragdo de Helsinki. Todos os participantes concordaram em participar neste estudo por
consentimento livre e esclarecido. Pacientes e HHCs que desenvolveram a doenga receberam

cuidados de saude gratuitos e tratamento adequado para suas doencas.
Meétodos

Este estudo avaliou a presenca do DNA de M. /eprae em amostras coletadas a partir de:
vestibulo do nariz por raspagem de ambas as narinas com escovas flexiveis e esterilizadas (swab
nasal); mucosa do nariz por bidpsia da concha inferior nasal, e sangue periférico por pungao venosa.
Os participantes também foram avaliados quanto a presenga de anticorpos no soro contra o
glicolipideo fendlico | (PGL-I) nativo de M. /eprae, por um ensaio imunoenzimatico de ligagdo (ELISA).
A resposta de hipersensibilidade tardia especifica para antigenos do M. /leprae também foi avaliada

pelo teste intradérmico de Mitsuda, também conhecido como teste cutaneo de lepromina.

Para detectar DNA de M. /eprae, uma PCR em tempo real quantitativa (QPCR) anteriormente
descrita [10] com iniciadores e sonda com alvo um elemento de sequencias repetitivas dispersas
(RLEP) espécie-especifico de M. /eprae foi realizado em um sistema de PCR em tempo-real ABI7300
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras de biépsia da pele e esfregago intradérmico
dos pacientes com hanseniase também foram avaliadas pelo mesmo teste de qPCR. A sensibilidade
e o menor limite de detecgdo foram determinados por meio da analise de diluicbes em série de 2
vezes de M. leprae derivado da inoculagao em pata de camundongo, com quantidade de inicio de 1.0
x 107 (1.0E+7) bacilos por reagdo de qPCR (bacilos/ml), a partir das quais o DNA foi extraido e
amplificado seguindo o mesmo protocolo de gPCR. Uma diluicdo seriada padronizada do DNA de M.
leprae foi utilizada em cada ensaio para estabelecer a curva padrdo. A quantificagdo das amostras
automatizada pelo software do instrumento de qPCR foi calculada por interpolacédo da curva padrao

para se obter o numero de bacilos/ml.

Para avaliar o estado imunoldgico dos participantes, um ELISA indireto para detecgdo de
anticorpos IgM circulantes contra o antigeno PGL-I derivado de M. /eprae, foi realizado em amostras
de soro como descrito previamente [14]. Para moderar as variagdes nos ensaios e entre eles, os
resultados de absorbéancia medidos a 492 nm foram convertidos em um indice ELISA (IE), no qual a
densidade ética (OD) da amostra foi dividida pela OD do ponto de corte (IE=ODamostra/ODponto de corte). O

limiar de positividade foi 1,1.
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Para avaliar a resposta de hipersensibilidade mediada por células, uma injecao intradérmica
com uma suspensado de M. /leprae mortos pelo calor, ou seja, o teste de Mitsuda, também foi
conduzido. Depois de 21 a 28 dias, mediu-se o didmetro transversal em milimetros (mm) da
enduracao (e nao do eritema) no local da injegado, e considerado positivo resultado igual ou maior do

que 7 mm (= 7mm).

Andlises estatisticas

A descricdo dos dados e sumarizagado foram cuidadosamente conduzidos. O conjunto de
dados nao apresentou distribuigdo gaussiana; por esta razao foram aplicados métodos estatisticos
nao paramétricos. Para comparar dois conjuntos independentes de observagdes (por exemplo, PB vs.
MB), foram realizados o teste de Mann-Whitney e o teste-Z de proporcoes. Para as comparagdes
multiplas de grupos independentes, foi aplicado o teste de Monte Carlo para proporg¢des e o teste

Kruskal-Wallis com analise posthoc de Dunn foi utilizado para comparagdes entre as médias.

Foi utilizado o teste exato de Fisher (bilateral) para investigar associagdo bivariada por
comparacoes entre pares de dados dicotdmicos. Para determinar uma dependéncia linear estatistica
entre pares de observacgdes continuas, foi calculado o coeficiente de correlagdo de Spearman (7). O
coeficiente do teste Kappa (k) avaliou a concordancia entre os testes. Para medir a probabilidade de
congruéncia entre os testes em pares, 0 odds ratio (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) foi

estimado por meio da analise de regressao logistica.

Para entender melhor a complexa relagdo entre todos os resultados ao mesmo tempo, a
técnica exploratéria multivariada da analise de correspondéncia mdltipla (MCA) foi executada. A
matriz dos dados foi representada em uma representacdo grafica, onde associagoes foram
abordadas pela distancia entre os pontos (variaveis, individuos e resultados) num espago geométrico

euclideano (que considera as relagdes entre angulos e distancias no espaco).

Para a analise dos dados de acompanhamento, foi avaliado o desempenho dos testes,
sensibilidade e especificidade foram calculadas, e as probabilidades de aparecimento da hanseniase
posteriormente foram estimadas pelas razbes de verossimilhangas positivas (positive likelihood rafio -
LR+) e negativas (LR-), Risco Relativo (RR) e IC 95% associados. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando software: GraphPad Prism versao 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA),
XLStat versdao 2015.6.01.24996 (Addinsoft, Paris, Frangca) e BioEstat versdo 5.3 (Instituto de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud, Belém, PA, Brasil). O limite de significAncia estatistica foi

fixado no nivel alfa de 5%.
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RESULTADOS

A positividade na qPCR para a detecgdo do DNA de M. /eprae entre os pacientes foi: 66,4%
(75/113) em swabs nasais, 71,7% (81/113) em biopsias das conchas nasais, e 19,5% (22/113) em
amostras de sangue periférico . As quantidades médias de M. /eprae detectados nas diferentes
amostras de pacientes foram as seguintes: 1,8E+07 bacilos/ml em swab nasal, 4,1E+07 bacilos/ml
em bidpsia de concha nasal, e 9,3E+03 bacilos/ml em amostras de sangue periférico (teste de

Kruskal-Wallis, A< 0,0001).

A avaliacdo da resposta humoral medida pelo ELISA anti-PGL-I demonstraram
soropositividade total de 62,8% (71/113), com 3,3 como média do valor de IE. As frequéncias
observadas em todos os resultados nos testes aumentaram em direcdo ao polo MB do espectro
clinico (Tabela 1), excluindo os resultados no teste de Mitsuda; no qual os pacientes PB
apresentaram 97% de reagdes positivas = 7 mm, e apenas 11% dos pacientes MB tinham reacdes
positivas (teste-Z e teste de Mann-Whitney, P < 0,0001). As comparagdes entre os resultados de
pacientes PB versus (vs.) MB foram estatisticamente significantes para todos os parametros
avaliados (teste-Z e teste de Mann-Whitney, P < 0,05). De forma correspondente, as diferencas entre
os resultados para as manifestagdes clinicas foram também significativas (teste de Monte Carlo e

teste de Kruskal-Wallis, Z< 0.0001) (Tabela 1).

A exploragéo bivariada dos dados dos pacientes revelou uma relagdo de contingéncia
intrincada entre todos os pares de variaveis. O teste exato de Fisher (bilateral) demonstrou que para
cada comparagao par a par dos dados dicotdmicos (positivos ou negativos), houve associagcdes
significativas entre cada duas variaveis examinadas [todos os valores de P < 0,003 (resultado para a
comparacao da gPCR em sangue vs. ELISA anti-PGL-I)]. A dependéncia linear estatistica entre pares
de observagdes, expressa pelo coeficiente r de Spearman (Tabela 2), também mostrou correlagdes
significativas entre cada par de dados continuos (quantidades médias de bacilos na qPCR, e os
indices ELISA anti-PGL-I), exceto para o comparagao da qPCR no sangue vs. gPCR em swab nasal
[todos os valores de P < 0,02 (resultado para comparagdo da qPCR em swab nasal vs. ELISA anti-
PGL-1)]. No que diz respeito a concordancia entre os testes, os coeficientes 4 do teste kappa foram
obtidos (Tabela 2). O OR resultante das regressdes logisticas também indicou alta probabilidade de

congruéncia entre os testes pareados (Tabela 2).
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Tabela 1. Resultados dos testes laboratoriais de acordo com as classificagdes operacionais e clinicas

dos pacientes com hanseniase.

Pacientes (n=113)

L. Classificagao operacional e clinica
Testes laboratoriais

PB (n=32) MB (n=81)
P-valor
N % N %
Positividade ELISA anti-PGL-I" 3 9,4 < 0,0001 68 83,9
Média indice ELISA + DP 0,7 + 0,6 < 0,0001 4,4 + 39
Positividade teste de Mitsuda* 31 96,9 < 0,0001 9 11,1
Média da enduragédo (mm) + DP 7,6 + 2,7 < 0,0001 1,2 + 23
Positividade qPCR swab nasal 14 43,8 0,0007 61 75,3
Média quantidade (bacilos/ml)
gPCR swab nasal + DP 2,3E+04 £ 2,9E+04 <0,0001 2,2E+07 +  8,2E+7
Positividade qPCR bidpsia nasal 15 46,9 0,0001 66 81,5
Média quantidade (bacilos/ml)
GPCR bidpsia nasal + DP 4,6E+04 + 7,5E+04 < 0,0001 5,0E+07 + 9,8E+07
Positividade gPCR em sangue 1 3,1 0,0029 21 25,9
média quantidade (bacilos/ml) )
qPCR em sangue + DP 2,8E+03 % 0 1,6E+04 +  2,1E+04
Positividade gPCR biépsia de pele 3 9,4 < 0,0001 60 74,1
média quantidade (bacilos/ml)
gPCR bidpsia de pele + DP 3,6E+03 + 1,1E+03 0,0260 7,3E+07 + 1,5E+08
Positividade gPCR esfregaco 2 6.2 <0.0001 63 778
média quantidade (bacilos/ml)
qPCR esfregaco dérmico + DP 2,0E+03 + 2,4E+02 0,0504 1,3E+08 + 2,4E+08
TT (n=15) BT"® (n=17) BT"® (n=28) BB (n=16) BL (n=19) LL (n=18)
P-valor
N % N % N % N % N % N %
Positividade ELISA anti-PGL-I" 1 6,7 2 11,8 14 50 16 100 19 100 18 100
<0,0001
Média indice ELISA + DP 0,6 +£0,5 0,8+0,6 1,97 £2,3 4,2+29 4,4 +3,2 8,2+4,5
Positividade teste de Mitsuda* 15 100 16 94,1 9 47,4 0 0 0 0 0 0
< 0,0001
Média da enduragdo (mm) + DP 8,5+25 6,6 +28 3,1+3,2 0,5+1,4 00 00
Positividade gPCR swab nasal 6 40 8 47,1 11 39,3 13 81,3 19 100 18 100
- ) ) < 0,0001
Média quantidade (bacilos/ml) 1,8E+4 3,3E+4 2,4E+4 1,2E+5 2,6E+7 4,9E+7
gPCR swab nasal
Positividade gPCR bidpsia nasal 8 53,3 7 41,2 16 57,1 13 81,3 19 100 18 100
. . . <0,0001
Média quantidade (bacilos/mi) 8,0E+3 9,0E+4 2,5E+5 1,1E+7 8,0E+07 9,2E+7
gPCR biépsia nasal
Positividade gqPCR em sangue 1 6.7 0 0 2 71 0 0 8 421 1 61.1
. . . <0.0001
Média quantidade (bacilos/ml) 2 8E+3 0 2 7E+3 0 0.5E+3 2 3E+4
gPCR em sangue
Positividade qPCR bidpsia de pele 2 13.3 1 5.9 11 39.3 14 87.5 17 89.5 18 100
Média quantidade (bacilos/ml) <0.0001
qPCR bidpsia de pele  DP 3.8E+3 3.3E+3 1.7E+4 1.7E+7 4.1E+7 1.9E+8
FESIERE glPEIR e 1 6.7 1 5.9 10 37 16 100 19 100 18 100
intradérmico
- ) ) < 0.0001
Média quantidade (bacilos/ml) 1.9E+3 2.0E+3 8.3E+3 1.1E+7 1.5E+8 2.9E+8

gPCR esfregago dérmico + DP

Notas: PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar; TT: tuberculéide; BT: borderline- tuberculéide; BB: borderline-borderline; BL: borderline-lepromatoso; LL:
lepromatoso; DP = Desvio padréo. T Para anti-PGL-I, considerado positivo resultado: indice ELISA = 1,1. * Para teste de Mitsuda, considerado positivos
resultados: nédulo = 7 mm. Pacientes sob corticoides ou outro tratamento que poderia interferir foram excluidos do célculo de positividade.

P-valor para comparagdo estatistica entre duas proporgdes (teste-Z), duas médias (teste de Mann-Whitney), seis propor¢cdes (Monte Carlo), e seis
médias (teste de Kruskal-Wallis).
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Tabela 2. Coeficientes estatisticos obtidos a partir da analise pareada dos resultados dos testes em

amostras de pacientes com hanseniase.

Variaveis Coeficientes ELISA qPCR qPCR qPCR qPCR
continuas estatisticos anti-PGL-I swab nasal biopsia nasal em sangue biopsia de pele
Spearman r 0,23
qPCR
swab nasal Kappa k 0,42
OR (IC 95%) 6,6 (2,8 — 15,5)
Spearman r 0,64 0,32
qPCR
biopsia nasal Kappa k 0,40 063
OR (IC 95%) 6,7 (2,8 —16,3) 24,9 (8,5-73,3)
Spearman r 0,37 0,10 0,45
qPCR
em sangue Kappa k 0,19 0,19 0,17
OR (IC 95%) 7,8(2,0-31,1) 14,4 (2,6 — 79,3) +00
Spearman r 0,69 0,27 0,67 0,45
qPCR
biépsia de pele Kappa k 0,60 0,30 0,33 0,29
OR (IC 95%) 18,7 (7,1 - 49,1) 3,8(1,7-87) 51(2,1-12,3) 24,5 (4,5 - 135)
Spearman r 0,76 0,26 0,74 0,46 0,85
qPCR
esfregaco dérmico Kappa k 0,63 0,48 0,38 0,24 0,75
OR (IC 95%) 22,3 (8,3 -59,7) 9,5(3,9-23,2) 7,1(2,9-16,3) 10,2 (2,6 - 40,4) 49,9 (16,7 - 141)

A fim de explorar ainda mais a interagdo complexa entre os resultados dos testes e a
classificagdo dos pacientes, o método estatistico multivariado da MCA foi realizado e os resultados
apresentados em uma representacao grafica (Figura 1). A aplicagdo da MCA foi util para uma
interpretacdo visual intuitiva das associagdes entre os parametros, onde a distancia e angulo entre os
pontos plotados no espago denotam o perfil do paciente para todos os testes ao mesmo tempo. Os
principais agrupamentos observados foram: pontos representando resultados negativos para a gPCR
em biopsia de pele, qPCR em esfregago intradérmico e ELISA anti-PGL-I, préximos de classificagdes
dos pacientes PB e TT; pontos que representam resultados positivos para a gPCR em biépsia de
pele, gPCR em esfregaco intradérmico, qPCR em sangue, e ELISA anti-PGL-I, préximos do polo MB
e manifestagdes clinicas BB, BL e LL; e também o agrupamento da positividade ou negatividade para

os resultados de gPCR para ambas as amostras de swab nasal e de concha nasal (Figura 1).

Entre os HHCs a positividade geral na qPCR para as diferentes amostras foram: 49%
(51/104) para o swab nasal, 53,8% (56/104) para bidpsias de conchas nasais, e 6,7% (7/104) para
amostras de sangue. As quantidades médias de M. /eprae entre as diferentes amostras analisadas
foram: 1,8E+04 bacilos/ml em swab nasal, 1,3E+05 bacilos/ml em biépsia de concha nasal, e

1,4E+04 para sangue periférico (teste de Kruskal-Wallis, 2= 0,0015).
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Figura 1. Representacao grafica da exploragdo multivariada dos dados dos pacientes de hanseniase

por meio da analise de correspondéncia multipla (MCA).
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Notas: PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar; TT: tuberculdide; BT: borderline- tuberculdide; BB: borderline-borderline; BL:

borderline-lepromatoso; LL: lepromatoso.

Com relagao a sorologia anti-PGL-I, a positividade geral entre HHCs foi de 18,3% (19/104),
com 0,7 como |IE médio. Anticorpos séricos contra o PGL-I foram positivos para 21% (17/81) dos
HHCs com casos indices MB (Tabela 3). Por outro lado, apenas dois (4,5%; 2/23) dos HHCs com
caso indice PB apresentaram positividade para anti-PGL-I, mas sem significAncia estatistica (teste-Z,
P=0,2001). A comparagao entre os indices ELISA médios obtidos para os HHCs de pacientes PB vs.
os resultados de contatos de pacientes MB foram significativamente diferentes (teste de Mann-

Whitney, P= 0,0037) (Tabela 3).

Interessantemente, a andlise de regressao logistica dos dados dos HHCs, demonstrou uma
congruéncia significativa de resultados quando comparados a qPCR em swab nasal vs. gPCR em
biopsia de concha [OR = 2,3 (IC 95% 1,0 — 5,1)]. Outro resultado notavel a partir da analise estatistica
dos resultados dos HHCs, foi para a comparagédo da gPCR em concha nasal vs. sorologia ELISA anti-

PGL-I [teste exato de Fisher, P=0,046; OR =4,2 (IC 95% 1,2 — 14,8)].
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Tabela 3. Resultados dos testes laboratoriais para contatos de pacientes com hanseniase de acordo

com as classificagoes operacionais e clinicas dos casos indices.

Contatos domiciliares de pacientes (n=104)

L. Classificagao operacional e clinica dos casos indice
Testes laboratoriais

PB (n=23) MB (n=81)
P-valor
N % N %
Positividade ELISA anti-PGL-I" 2 8,7 0,2001 17 21
Média indice ELISA + DP 0,5 + 05 0,0037 0,8 + 07
Positividade teste de Mitsuda* 18 78,3 0,1760 50 61,7
Média da enduracdo (mm) + DP 7,7 + 31 0,8348 8,2 + 4,0
Positividade qPCR swab nasal 9 39,1 0,3916 42 51,8
Média quantidade (bacilos/ml)
QPCR swab nasal + DP 9,3E+03 + 1,3E+04 0,1862 2,0E+04 + 3,0E+04
Positividade gPCR bidpsia nasal 13 56,5 0,9562 43 53,0
Média quantidade (bacilos/ml)
GPCR bidpsia nasal + DP 6,4E+04 + 1,4E+05 0,421 1,5E+05 + 4,6E+05
Positividade gPCR em sangue 2 8,7 1 5 6,2
Média quantidade (bacilos/mi) 1,2B+404 + 1,3E+04 0,4562 1,4E+04 +  1,7E+04

qPCR em sangue + DP

TT (n=3) BT™®(n=20) BT"®(n=20) BB (n=16) BL (n=19) LL (n=26)

P-valor
N % N % N % N % N % N %
Positividade ELISA anti-PGL-I! 0 0 2 10 3 15 3 187 2 105 9 346 02168
Média indice ELISA + DP 04102 0,506 07:05 0,75+0,8 0,6 0,4 1,0£0,8  0,0455
Positividade teste de Mitsuda* 3 100 15 75 10 50 12 75 14 737 14 538  0,2021
Média da enduragdo (mm) + DP 11£3,6 7328 75%35 79+32 9,6+5,0 7.9+4,0 0,3078
Positividade gPCR swab nasal 1 333 8 40 8 40 7 437 9 474 18 692  0,3020
Média quantidade (bacilos/ml)
4PCR swab nsal 1,5E+04 2,0E+03 3,1E+03 1,5E+03 5,8E+03 2,5E+04 0,0200
Positividade qPCR bidpsia nasal 2 667 11 55 11 55 6 375 12 632 14 538 07740
Média quantidade (bacilos/mi) 1,8E+05 1,5E+04 1,2E+04 1,8E+05 8,26+04 6.1E+04 05037
gPCR biépsia nasal
Positividade gPCR em sangue 0 0 2 10 2 10 2 12.5 0 0 1 3.8 0,6362
Média quantidade (bacilos/ml) 0 1,2E+03 3,8E+02 3,9E+03 0 2,5E+03 0,6104

gPCR em sangue

Notas: PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar; TT: tuberculdide; BT: borderline- tuberculéide; BB: borderline-borderline; BL: borderline-lepromatoso; LL:
lepromatoso; DP = Desvio padréo. ' Para anti-PGL-I, considerado positivo resultados: indice ELISA 2 1,1. * Para teste de Mitsuda, considerado positivos
resultados: nédulo = 7 mm.

P-valor para comparacao estatistica entre duas proporgdes (teste-Z), duas médias (teste de Mann-Whitney), seis propor¢cdes (Monte Carlo), e seis
médias (teste de Kruskal-Wallis).

Na exploragdo multivariada dos dados dos HHCs pela MCA, foram observadas associagdes
de agrupamento entre: resultados positivos tanto para gqPCR no sangue e para ELISA anti-PGL-I;
resultados positivos para ambas gPCR em swab e em biopsia de concha nasal; resultados negativos
tanto para qPCR no sangue e anti-PGL-l; e os resultados negativos para ambas qPCR em swab e em

biopsia nasal (Figura 2).
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Figura 2. Representacao grafica da exploracdo multivariada de dados dos contatos domiciliares de
pacientes de hanseniase por meio da analise de correspondéncia multipla (MCA). Classificagtes

operacionais e clinicas referentes ao caso indice do contato.
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Notas: PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar; TT: tuberculdide; BT: borderline- tuberculdide; BB: borderline-borderline; BL:

borderline-lepromatoso; LL: lepromatoso.

Uma comparacgao entre os valores médios obtidos para qPCR em pacientes em relagdo aos
valores obtidos para HHCs revelou que, para ambos os locais no nariz (superficie e mucosa) as
médias diferiram em grau estatisticamente significativo entre si (teste de Mann-Whitney, P < 0,0001 ).
Os valores médios do IE anti-PGL-I em pacientes € em contatos também diferiram com significancia
estatistica (teste de Mann-Whitney, P < 0,0001). A comparagdo entre as médias de bacilos em

sangue ndo apresentou diferencga estatistica (P = 0,8186).

ApOs a avaliagao inicial, o grupo de HHCs foi monitorado por um periodo de 5 a 7 anos e

entre 104 contatos, sete (6,7%) desenvolveram hanseniase. A probabilidade de evolugado para a
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doenga foi estimada comparando os resultados dos que foram afetados pela doenga, com os

resultados daqueles que nao apresentam manifestagdes clinicas durante o seguimento (Tabela 4).

Tendo considerado na avaliagao de risco tanto a razdo de verossimilhanga e o risco relativo,

ficou clara a elevada probabilidade para o aparecimento da doenga posteriormente quando

observados resultados positivos para a gPCR em amostras de sangue [LR+ e RR 5.54 (1.30 - 23.62)],

assim como para a soropositividade anti-PGL-I [LR+ 3.69 (1.67 - 8.16); RR 5.97 (1.45 - 24.5)] (Tabela

4). Uma tabela com os resultados combinados para as qPCRs e ELISA foi adicionada como dados

suplementares (Tabela 5).

Tabela 4. Avaliagao dos resultados para gqPCR, ELISA anti-PGL-I e teste de Mitsuda com base na

positividade no momento do diagndstico do caso indice, observados em contatos domiciliares

saudaveis (n=97) em comparagao com os contatos que foram afetados pela hanseniase (n=7).

Testes e resultado N°. de N°. de Parametros
ap6s acompanhamento positivos negativos diagndsticos

LR+ (|Cgs%)

RR (ICg5%)

qPCR swab nasal
Afetados 6 1 Sensibilidade 85,7%
Saudaveis 45 52 Especificidade 53,6%

gPCR biopsia nasal
Afetados 4 3 Sensibilidade 57,1%
Saudaveis 52 45 Especificidade 46,4%

gPCR em sangue
Afetados 2 5 Sensibilidade 28,6%
Saudaveis 5 92 Especificidade 94,9%

ELISA anti-PGL-I
Afetados 4 3 Sensibilidade 57,1%
Saudaveis 15 82 Especificidade 84,5%

Teste de Mitsuda®
Afetados 2 5 Sensibilidade 28,6%

Saudaveis 66 31 Especificidade 32%

1,85 (1,28 — 2,68)

1,07 (0,55 — 2,08)

5,54 (1,3 — 23,62)

3,69 (1,67 — 8,16)

2,24° (1,3 - 3,88)

6,24 (0,78 — 50,03)

1,14 (0,27 — 4,86)

5,54 (1,30 — 23,62)

5,97 (1,45 —-24.,5)

0,21 (0,04 — 1,04)

NOTAS: LR+: Razao de verossimilhancga (Likelihood Ratio) Positiva.
RR: Risco Relativo.
" Para anti-PGL-I, considerado positivo resultado: indice ELISA = 1,1

*Para teste de Mitsuda, considerado positivo resultado: nédulo = 7 mm.

@Razéo de verossimilhanga (Likelihood Ratio) Negativa.
ICgs9%: Intervalo de Confianga de 95%.
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Dados Suplementares

Tabela 5. Relacgao entre os resultados qualitativos observados entre os pacientes com hanseniase, os
contatos domiciliares de pacientes com hanseniase que continuaram saudaveis, e os contatos que

foram afetados pela hanseniase durante 0 acompanhamento.

Pacientes com hanseniase Contatos domiciliares
2:,25 b?gp?sl?a ql;?‘R EaL':z:Q Total MB PB Saudaveis Afetados
nasal nasal sangue PGL-I (n=113) (n=81) (n=32) (n=97) (n=7)

N % N % N % N % N %

- - - - 18 15,9 6 7,4 12 37,5 26 26,8 0 -
+ - - - 4 3,5 1 1,2 3 9,4 14 14,4 1 14,3
+ + - - 12 10,6 2 2,5 10 31,3 20 20,6 1 14,3
- + - - 6 53 3 3,7 3 9,4 18 18,6 1 14,3

+ + + - 1 0,9 1 1,2 0 - 2 2,1 0 -

- + + - 1 0,9 0 - 1 3,1 0 - 0 -

+ - + - 0 0 0 - 0 - 1 1 0 -

- - + - 0 0 0 - 0 - 1 1 0 -
+ - - + 2 1,8 2 2,5 0 - 1 1 2 28,5

+ + - + 36 31,9 35 43,2 1 3,1 6 6,2 0 -

- + - + 5 4.4 5 6,2 0 - 5 5,2 0 -
+ + + + 20 17,7 20 24,7 0 - 1 1 2 28,5

- + + + 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -

+ - + + 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -

- - + + 0 0 0 - 0 - 0 - 0 -

- - - + 8 7,1 6 7,4 2 6,2 2 2,1 0 -

Notas: + = resultado positivo;
- = resultado negativo.
PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar.
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DiscussAo

Nosso grupo ja publicou trabalhos sobre PCR para deteccdo de M. /eprae [15], presenca de
DNA de M. /eprae em vias aéreas superiores [2, 12, 16, 17], e DNA de M. /eprae em sangue de
contatos [3] e doadores de sangue [5]. No presente estudo, avaliamos todos estes locais em um

mesmo individuo, com uma técnica muito mais sensivel de PCR quantitativa em tempo real.

Mesmo que ndo haja nenhuma razéo para descartar rotas oportunistas pelas quais bacilos de
M. leprae poderiam infectar o hospedeiro, € coerente que o sucesso evolutivo por milénios deste
patégeno nao foi ocasional, e deve haver uma via de infecgdo preferencial que conferiu a aptidao

necessaria para este éxito como um patdgeno intracelular obrigatério exclusivamente humano.

O M. leprae nao apresenta motilidade e depende do hospedeiro para a dispersdo. Sabe-se
que os pacientes nao tratados secretam uma quantidade enorme bacilos em aerossol, e suspenso no
ar o M. /eprae poderia alcangar qualquer lugar no ambiente circundante. A deteccao de M. /eprae no
solo, na agua, ou em outras superficies em ambientes endémicos é uma indicagcado clara deste
fundamento légico. Em contrapartida, o modo pelo qual este entra em um novo hospedeiro ndo é

claro.

A nossa inédita e extensa analise de dados e a caracterizagao minuciosa dos participantes do
estudo, gerou resultados robustos e forneceu evidéncias moleculares em apoio a nossa teoria de
que: o trato respiratério superior, em particular o nariz, € o principal portal para a entrada e saida de
M. leprae;, exposi¢do leva a infecgdo da mucosa nasal, que desencadeiam respostas imunes
(humoral e mediada por células); e se a colonizagao for bem sucedida, M. /eprae sao transportados
pela corrente sanguinea e disseminados aos locais favoraveis de crescimento (isto €, células de
Schwann produtoras de mielina). Além disso, os bacilos sdo difundidos nas populagbes endémicas e

individuos assintomaticos sdo de suma importancia para a persisténcia insidiosa da transmissao.

Com base nesta hipdtese, a exposicao a aerossois contendo M. /eprae e a sua retencao na
cavidade nasal é o primeiro estagio na via de infecgéo, o que foi confirmado por meio da detecg¢ao do
DNA de M. /leprae em amostras de esfregacos nasais de seis dos sete HHCs que foram afetados pela

hanseniase durante o acompanhamento.

A respiragao captura quaisquer particulas em suspensao no ar para dentro da passagem do

nariz, e o organismo possui varios mecanismos de defesa contra a invasdo microbiana. O mecanismo
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de transmissao de M. /eprae mais plausivel € que este evade a depuragado (clerance) epitelial das
vias aéreas [18], o que permite a colonizagdo da mucosa, e subsequentemente, goticulas
respiratérias que carregam M. leprae sédo exaladas e inaladas, transportadas pelo ar e transmitidas de

pessoa para pessoa.

A presenca do DNA de M. /eprae em metade das amostras de swab nasal de HHCs refletiu a
alta prevaléncia de bacilos no nariz de pessoas saudaveis. Embora nao acentuadamente associado
com a previsdo ou o inicio da infecgdo, foi uma evidéncia indireta do papel dos portadores

assintomaticos como um modo negligenciado de dispersao para o M. /eprae.

O segundo estagio na via de infeccao foi caracterizado da mesma maneira, pela elevada
prevaléncia de M. /eprae em amostras de bidpsias de conchas nasais de individuos assintomaticos
observados neste estudo. Uma vez que bacilos infectam com sucesso a mucosa, a resposta
imunolégica inata ira desempenhar um papel importante contra a proliferagdo bacilar e sua
disseminacgao [19]. As associagoes observadas e o aumento nas chances dos resultados positivos
para ambas as amostras de swab nasal e biépsia nasal, em pacientes e em HHCs, indicaram que a
infec¢ao subclinica parece ser um resultado muito mais comum na interagdo patégeno-hospedeiro do

que geralmente é aceito.

Apés a infeccao inicial, a heterogeneidade das respostas individuais ira determinar se
ocorrera cura espontanea ou apresentagao de uma das manifestagcdes dentro do amplo espectro
clinico da doenga hanseniase [20]. Ndo obstante, n6s mais uma vez demonstramos a irrefutavel

existéncia de portadores sadios de M. /eprae e de infecgao subclinica [2, 18, 19].

Pelo mesmo raciocinio, na sequéncia da invasdao da mucosa pelo M. /leprae, este é
provavelmente drenado pela vasta rede capilar linfatica que se origina a partir das conchas nasais. A
drenagem para os ganglios linfaticos podera assim induzir a produgcdo de anticorpos contra o M.
leprae. Portanto, é provavel que a produgao de anti-PGL-| esteja presente durante as fases iniciais da
interagdo entre o organismo humano e o M. /eprae. O presente estudo corrobora com os nossos
trabalhos anteriores que demonstraram que a sorologia anti-PGL-l pode auxiliar na determinagao
daqueles com infecgao subclinica e aqueles que estdo em maior risco de desenvolver a doenga [2, 3,

7, 21].

O nariz humano é plenamente vascularizado com artérias e veias, e nés supomos que apos a
infeccdo e colonizagdo, as células infectadas com M. /eprae sao transportadas pela corrente

sanguinea, levando até tecidos de colonizagao secundaria e mais favoraveis para o estabelecimento
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de M. /eprae. Quando M. /leprae foi detectado em amostras de sangue, foi confirmado que este pode
entrar com sucesso no sistema circulatério, substanciando uma infeccao sistémica. No entanto, a
baixa prevaléncia observada indicou que este € um evento efémero, em sua maioria associado aos
pacientes BL e LL, consideradas manifestagdes clinicas sistémicas. Contudo, foi observado que entre
os pacientes e os HHCs que desenvolveram a doencga, cuja gqPCR no sangue foi positiva, todos eles
também foram positivos para as amostras de bidpsia nasal, fortalecendo nossa proposta da via de
infeccdo. Por conseguinte, os nossos resultados demonstraram que a presenca de M. /eprae no
sangue periférico determinou um elevado risco para o desenvolvimento da hanseniase; como ja
relatado anteriormente por nosso grupo, mas com outro fragmento especifico do genoma de M.
leprae [3]. Além disso, o unico acesso ao compartimento endoneural de um nervo normal e sem
traumas seria hematogénico, uma vez que, a barreira de prote¢do do perineuro isola as células de

Schwann.

A frequéncia geral dos resultados positivos entre HHCs revelou que: M. /eprae esta
disseminado entre eles; HHCs estdo expostos a elevada carga bacilar, independentemente da
manifestagdo da doencga no caso indice; e que, HHCs representam um grupo definido de individuos

que contribuem para o risco de infecgdo em si mesmos e muito provavelmente para outros.

Com base nestas evidéncias, a adogdo de quimioprofilaxia para HHCs como uma estratégia de
prevengao poderia adicionalmente reduzir a carga de bacilos em comunidades endémicas, e também

auxiliar a interromper a cadeia de transmisséo da doenca.
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CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que a via aérea é a rota preferencial de infeccao de M.

leprae (entrada e saida).

= A gPCR para deteccao do DNA de M. leprae em amostras de swab nasal,
passando pela concha nasal, até o sangue periférico demonstrou esta via,

haja vista que foram avaliadas no mesmo individuo.

= A associacgao significante entre todos os testes em pacientes, validou a

utilizagdo da gPCR e sorologia em contatos.

= Em contatos houve associagao entre gPCR de swab e concha nasal e entre
sorologia e qPCR em sangue, sendo estes dois ultimos indicadores de maior

risco de adoecimento.

A alta prevaléncia de resultados positivos entre os contatos domiciliares de

pacientes com hanseniase revelou que:

= M. leprae esta disseminado entre eles, independentemente da classificagcédo

do caso indice;

= Contatos de pacientes constituem um grupo delimitado que tem maior risco
de desenvolver doenca e podem facilitar a transmissao para individuos

suscetiveis;

= Sorologia IgM anti-PGL-l e gPCR em sangue determinaram risco, sendo
criticos para detectar infecgédo subclinica; e devem ser utilizados no
monitoramento de contatos e sua positividade serve para desencadear

exames minuciosos para diagnostico precoce.

Com base nestas evidéncias, sugere-se a adogao da quimioprofilaxia diferenciada

em contatos visando prevenir a doencga e interromper a cadeia de transmissao.
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APENDICE - Protocolos

COLETA DE AMOSTRAS

Swab nasal

A coleta do swab nasal foi realizada com a introducdo de pequenas escovas
flexiveis estéreis e esfregando a passagem nasal via ambas as fossas nasais. As
hastes com o material foram depositadas em tubos estéreis contendo 500 uL de
tampéo de lise (NaCl 400 mM, EDTA 50 mM e Tris-HCI 25 mM, pH 8.0). A amostra

foi armazenada a temperatura de 4°C e encaminhada para realizagdo dos exames.

Bidpsia de concha nasal

A biépsia da mucosa nasal foi realizada utilizando espéculo nasal numero 3,
espelho frontal e lanterna de cabega. Um pequeno chumago de algoddao embebido
com 0,5 ml de solugdo de tetracaina a 2% e 0,5 ml de 1: 1.000 epinefrina foi
colocado ao longo da concha nasal inferior por 10 min. Logo depois, 0,5 ml de
lidocaina a 2% com adrenalina 1: 200.000 foi infiltrado 1-2 cm anterior a borda curva
da concha inferior. Bidpsia desta area foi realizada com uma pequena pinga
especifica para biopsia deste tecido, obtendo-se uma amostra da mucosa nasal de
aproximadamente 2,0x1,5x0,5 mm. Para evitar o sangramento apos a bidpsia, gaze

com neomicina foi colocada sobre a area da bidpsia.

Sangue Periférico

Foi feita assepsia do local com algodao embebido em alcool 70%, seguida por
puncao da veia braquial com sistema de coleta a vacuo do sangue venoso periférico.
Para a realizagcdo do exame de qPCR foi coletado um tubo de 4 ml com EDTA e
para a o teste ELISA anti-PGL-1 foi coletado um tubo de 8 ml com gel separador. A
amostra foi armazenada a temperatura de 4°C e encaminhada para realizacdo dos

exames.
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Esfregaco dérmico

Uma aliquota de cada raspado dérmico de no minimo cinco locais € maximo
de 7 locais ( I6bulos das orelhas, cotovelos, joelhos e 1 lesdo ativa), foram coletadas
e depositadas em um unico microtubo estéril tipo eppendorff contendo 500 uL de
tampéao de lise nuclear (TLN — NaCl 400 mM, EDTA, pH 8,0 50 mM e Tris-Cl pH 8,0
25 mM). A amostra foi armazenada a temperatura de 4°C e encaminhada para

realizacdo dos exames de baciloscopia e qPCR.

Bidpsia de lesdo de pele

Inicia-se com antissepsia da regido com alcool iodado, seguida de anestesia
local subcutanea de lidocaina a 2%. Foi utilizado punch de 4 mm, obedecendo as
linhas de tensdao da pele, retirando-se um fragmento com o mesmo diametro,
atingindo a hipoderme. A sutura foi feita com mononylon 2-0, pontos separados e
curativo. A amostra foi armazenada em nitrogénio liquido e encaminhada para

realizacdo do exame de qPCR.

EXAMES LABORATORIAIS

Protocolo para a extragdo de DNA de amostras de swab nasal e esfregago dérmico

Ao Tampao de Lise Nuclear (TLN) (NaCl 400 mM, EDTA pH 8,0 50 mM, Tris-
HCI pH 8,0 25 mM), contendo as amostras de swab nasal ou esfregago dérmico
foram acrescentados 40 ul de dodecil-dissulfato de sdédio (SDS) 10%, 25 pl de
proteinase K a 10 pg/ml encubando-se a 65°C. Apos 18h, os tubos foram retirados
do banho-maria e foram adicionados 250 pl de Tris-HCI (1M pH 8,0), 250 ul
cloroférmio PA e 500 ul de fenol (pH 8,0). Os tubos foram homogeneizados e
deixados em repouso por 5 minutos. Centrifugaram-se os tubos a 10.000 rpm por 10
minutos. A seguir, 700 pl do sobrenadante foram transferidos para tubos estéreis

onde foram adicionados 700 ul de etanol absoluto com posterior incubacao a -20°C
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por 24h. Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos e
0 sobrenadante descartado. Adicionou-se 1.000 ul de etanol 75%, centrifugando os
tubos por mais 10 minutos a velocidade de 14.000 rpm. Enfim, o sobrenadante foi
descartado deixando o precipitado secar. Apds a secagem, os precipitados foram

diluidos em 30 pl de agua ultra pura e armazenados a -20°C.

Extracdo de DNA de amostras de bidpsia de concha nasal e bidpisia de pele

As biopsias de lesdo de pele foram acondicionadas a -20° C a fim de garantir
a conservacado do DNA. No momento da extracao, as bidpsias foram picotadas com
um bisturi, pesadas em balanca de precisao e transferidas para tubos de 2 mL, onde
foram adicionados 500 pl de TLN (NaCl 400mM; EDTA 50mM pH 8,0; Tris-HCI 25
mM pH 8,0), 30 ul de proteinase K (10mg/mL) e 40 mL de SDS (10%). Em seguida,
os tubos foram incubados a 65°C. Apds 18h, foram retirados do banho-maria e
adicionados 250 ul de Tris-HCI (1M pH 8,0), 250 ul cloroférmio PA e 500 ul de fenol
(pH 8,0). Os tubos foram homogeneizados e deixados em repouso por 5 minutos.
Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm por 10 minutos. A seguir, 700 pl do
sobrenadante foram transferidos para tubos estéreis onde se colocou 700 pl de
etanol absoluto, com posterior incubagao a -20°C por 24h. Na sequéncia, os tubos
foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 1000 ul de etanol 75%, centrifugando os tubos por mais 10 minutos a
velocidade de 14.000 rpm. Enfim, o sobrenadante foi descartado deixando o
precipitado secar. Apds a secagem, os precipitados foram diluidos em 50ul de agua

ultra pura e armazenados a -20°C.

Extracdo de DNA de sangue periférico

Para a extracdo do DNA do M. leprae foi pipetado 500 pyl de sangue total,
adicionado 250 pyl de Tris-HCI 1M (pH 8,0) e 500 pl de fenol (pH 8,0),
homogeneizado e deixado em repouso por 5 minutos. Em seguida os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por dez minutos. Foi retirado entdo o sobrenadante e

depositado em um tubo limpo, completado com etanol absoluto e deixado de um dia
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para o outro a —20°C. Posteriormente o material foi centrifugado a 15.000 rpm por 15
minutos a 4°C, descartado o sobrenadante, o precipitado lavado com etanol 75% e
novamente centrifugado a 15.000 rpm, dessa vez por 10 minutos. O sobrenadante
foi novamente descartado e o precipitado deixado para secar. O precipitado foi entédo

diluido em 50 pl de agua ultra pura e adicionado aos reagentes da PCR.

Deteccgdo do DNA de M. leprae por gPCR

Com excecado das amostras de sangue, foi realizada a digestdo enzimatica
das células homogeneizadas em solugéao com Proteinase K. Foi realizada a extragao
do DNA das amostras por técnica de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico e suspencéo
do precipitado em etanol. O DNA resultante foi suspendido em agua ultrapura. O
controle interno da reacédo de qPCR foi realizado pela amplificagcdo de um fragmento
do gene humano NRAMP-1 (Proteina 1 associada a resisténcia natural em
macrofago, do inglés Natural Resistance Associated Macrophage Protein 1)
utilizando o} sistema SYBR Green (iniciadores 5'-
GACCTGACTCTGTGTGTGTGTACG-3' e 5-TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC-3").
Para a deteccdo do DNA de M. leprae foram utilizados iniciadores e sonda descritos
e validados em um estudo anterior (TRUMAN et al., 2008), que amplificam um
fragmento especifico da regido de elementos repetitivos RLEP, com sequencia
presente nas quatro familias de repeticdes dispersas no genoma de M. leprae
(RLEP 1, 2, 3 e 4). A sequéncia selecionada @ foi: 5'-
GCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCAfcgatgatccggeegtcggcgGCACATACGGCAA
CCTTCTAGCG-3', sendo que as letras maiusculas representam as sequéncias em
que os iniciadores foram construidos e a sequéncia interna em italico foi selecionada
para a construgdo da sonda TagMan. Esta sonda € um fragmento de DNA marcado
com fluoréforos usado para hibridizar com as sequéncias de nucleotideos internas
do fragmento de DNA amplificado na gPCR. No processo da amplificagdo, quando
ocorre a sintese de um novo fragmento de DNA alvo a sonda TagMan é degradada
devido a atividade exonuclease da polimerase de DNA, resultando em um sinal
fluorescente que é captado pelo instrumento de gPCR a cada ciclo de amplificagao.

Quando as sequéncias dos iniciadores foram analisadas em um programa de
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analise de sequéncias de nucleotideos (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) procurando
similaridades com o genoma completo de M. leprae, 19 regides foram identificados
com sequéncias idénticas. Por conseguinte, a amplificacdo de um Unico
cromossoma de M. leprae com estes iniciadores deve resultar em 19 cépias de
RLEP. As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas conforme instrugdes do
fabricante do reagente TagMan Universal PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Aproximadamente 200 ng de DNA (2 ul) extraido das
amostras clinicas foram utilizados em uma reacao de 25 pl, consistindo no reagente
Tagman Universal PCR Master Mix, 200 nM de cada iniciador e 100 nM de sonda.
As condicdes dos ciclos de PCR foram 40 ciclos com a temperatura de 60°C para
anelamento e extensdo durante 60 segundos, e temperatura de 95°C para
desnaturagdo durante 15 segundos. Todas as reagbes foram processadas e
resultados analisados no equipamento 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os resultados foram obtidos de acordo com o
primeiro ciclo de amplificacdo a produzir um sinal de fluorescéncia detectavel (cycle
threshold — Ct). Os valores desconhecidos foram interpolados automaticamente pelo
software do sistema com uma curva padrao formada a partir da diluicdo seriada de
amostras com concentragdes previamente conhecidas, obtidas por meio de
amostras com quantificagdo de bacilos por contagem direta, diluidas em série, com
posterior extracdo e purificacdo do DNA. A curva padrao foi avaliada e o valor da
inclinagdo da reta (do inglés slope), que indica a sensibilidade do teste, permitiu o
calculo da eficiéncia da reagao (Figura 1). A medida da eficiéncia da qPCR é dada
pela equacdo: E = 100" na qual “X” representa a inclinagéo da curva padrdo. Um
fator de inclinacédo da curva entre -3,1 e -3,6 equivale a eficiéncia da reacido entre 90
e 110%, que sao valores aceitaveis para a maioria das aplicagdes de quantificagao
de nucleotideos por qPCR. Os fatores da curva padrao deste estudo foram:
inclinacdo da reta -3,42; coeficiente de determinagdo de correlagdo R? 0,9996; e

eficiéncia da reacéo de 96%.
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Figura 1. Gréficos do resultado da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (QPCR) para a diluigdo seriada de amostras com concentragdes de
bacilos de M. leprae previamente conhecidas, utilizadas para obtencdo da curva
padrao.

Curva padrao para gPCR

U —
37.0 o
B
320 g -
3] i
o]
. T
nimero de 5 270
bacilos § ﬁ
7
10
- 20 8
limiar de
detecgéo |
170
St ——
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 1 2 3 4 5 6 7
Numero do ciclo na gPCR Quantidade de M. leprae (log,,)

ELISA anti-PGL-1

Para detectar os anticorpos IgM no soro, um ELISA contra o antigeno PGL-I
nativo de M. leprae foi realizado de acordo com metodologia previamente descrita
(LOBATO et al., 2011a). Resumidamente, 50 yl do antigeno diluido a 10 pg/ml foi
adicionado a cada pogo de uma placa de 96-pogos (Maxisorp®, Nunc). Apos
incubagéo em temperatura ambiente, 300 ul de BSA-PBS 1% foi adicionado a cada
poco e a placa incubada a 37°C por 1h. Os poc¢os foram lavados duas vezes com
PBS e 50 ul de amostras de soro diluidas 1:100 em 1% BSA-PBS foram
adicionados, e a placa incubada a 37°C/1h. Entdo os pogos foram lavados seis
vezes com PBS, incubados com 50 ul do conjugado de anti-lgM humana e
peroxidase (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) diluido 1:10.000 em 1% BSA-PBS a
37°C/1h, e lavados seis vezes com PBS. Apds, 50 pl do substrato enzimatico

dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) foi adicionado e a placa incubada no
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escuro em temperatura ambiente por 15 min. A reacao foi interrompida com 25 ul de
acido sulfurico e a densidade ¢6tica (DO) mensurada com um espectrofotémetro a
492nm. Os resultados do ELISA foram analisados com base no valor do ponto de
corte adicionando trés desvios padroes na média da DO de trés amostras em branco
(sem amostra), mais trés amostras de controles negativos por placa. As amostras
controle negativas foram estabelecidas previamente com individuos sem histéria de

hanseniase e com soro negativo para anticorpos anti PGL-I.

Teste de Mitsuda

O teste de Mitsuda foi utilizado para avaliar a imunidade celular especifica ao
M. leprae. Neste procedimento uma suspensao com 0,1 ml de Mitsudina, uma
suspensado de 6 x 107 bacilos/ml mortos pelo calor produzida pelo Instituto Lauro de
Souza Lima (ILSL-Bauru, SP), foi injetada intradermicamente na face anterior do
antebraco direito, 2 a 4 cm abaixo da dobra antecubital. As leituras foram feitas apds
21 a 28 dias, observando a presenca de papula, nédulo ou ulceragdo no ponto de
inoculagdo. Com uma régua milimetrada foi mensurado o didametro transversal em
milimetros (mm) da enduragdo (ndo do eritema) no local da injegao. Para fins de
analise, foram considerados como resultados positivos neste estudo medidas

superiores ou iguais a 7 mm.
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ANEXO A — FicHA DE NOTIFICACAO E INVESTIGACAO DE CASOS DE HANSENIASE

Repiiblica Federativa do Brasil _ SINAN }
Ministério da Saide SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO N°

FICHA DE NOTIFICAGAQ/ INVESTIGAGAO HANSENIASE
[ Caso confirmado de Hanseniase: pessoa que apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas e que requer poliquimioterapia:

- lesao (Ges) de pele com alteracéo de sensibilidade; acometimento de nervo (s) com espessamento neural; baciloscopia positiva.

—/

1| Tipo de Notificagdo
p P i 2 - Individual J
2 EI Agravo/doenga Cédigo (Clmojﬂ Data da Notificacdo
5 HANSENIASE \ A30.9 ﬁ | 11 J
8 ||4]uF J F} Municipio de Notificagio ‘ Cédigo (IBGE) J
-
= | I I I
E Unidade de Saude (ou outra fonte notificadora) ‘ Codigo J‘ 7 |Data d° D'aQ"OSt'CD J
| L1 1 |10
l& | Nome do Paciente 9 Data de Nascimento
C JL - J
= 1=Hom - i estante 13
;5 1°| (phy 1eade 2 oia ||11] Sexo W -Nescing [12 1-1°Trimestre  2-2°Tnimestre _3-3°Trimestre [] RagalCur [l
3 Més i lemarids 4- Idade gestacional Ignorada S e o se aplica 1-Branca 2-Prela  3-Amarela
= 4- Ano 9-lanorado 4-Parda 5indigena - lgnorado
2 14| Escolaridade Il
] C-Analfabeto  1-12 2 4% série incompleta do EF (antigo primério ou 1° grau)  2-4° série completa do EF (antigo primério ou 1° grau) L.
= 3-5% & B série Incompleta do EF (antigo gindsio ou 1° grau) 4-Ensino fundamental completo (antigo gindsio ou 1° grau)  5-Ensina médio incompleto (antigo colegial ou 2° grau )
'g 8-Ensino médio leto (antigo colegial ou 2° grau ) 7-Educagdo superior 8-Educagio superior compl 9-lg 10- Nio se aplica
& @ Numero do Cartdo SUS Nome da mée ’
L | A Y A Y I IJ
17|UF 1_8‘ Municipio de Residéncia Caodigo (IBGE) fig Distrito J
J I N |
-§ @ Baimo J21|Logradouro (rua, avenida,...) Codigo
= ‘ I I I |
E LZ‘ NGmero ﬁCumpIemento (apto., casa, ...) J 24 Geo campo 1
: C J
?8; fs‘ Geo campo 2 ?| Panto de Referéncia JE CEP
a L 111 -11 J
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Risk-benefit assessment of Bacillus Calmette-Guérin
vaccination, anti-phenolic glycolipid | serology,
and Mitsuda test response: 10-year follow-up
of household contacts of leprosy patients

Sergio Araujo'?, Marina Monteiro Figueiredo Rezende!,
Diogo Carrijo Rodrigues de Sousa', Maraisa Resende Rosa'",
Danielle Cristina dos Santos', Luiz Ricardo Goulart!21131
and Isabela Maria Bernardes Goulart''.?
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ABSTRACT
Introduction: Despite multidrug therapy, leprosy remains a public health issue. The intradermal Bacillus Calmetie-Gudrin
(BCG) vaceine, Mitsuda test (lepromin skin test), and anti-phenolic glycolipid | (PGL-T) serology are widely used in leprosy
studies and have shown great epidemiological value. Methads: This longitudinal study evaluated the relative risks and benefits
ol these three wols by comparing results observed in household contacts (HHCs) of leprosy patients who developed leprosy with
these of HHCs whe did not in & population of 2,992 individuals monitored during a 10-vear period, Results: Seventy-five (2.5%)
new leprosy cases were diagnosed, including 28 (0.9%) co-prevalent cases. Therefore, for the nisk-benefit assessment, 47 (1.6%)
HHCs were considered as truly diagnosed during follow-up, The comparison between healthy and affected contacts demonstrated
that not only did BCG vaceination increase protection, but boosters also increased to 93% relative risk (RR) reduction when results
for having two or more scars were compared with having no scars [RR, 0.0459; 95% confidence imterval (CI}, 0.006-0.338].
Similarly, Mitsuda reactions =7mm in induration presented 7-fold greater protection against disease development compared to
reactions of {-3mm (RR, 0.1446; 95% CI, 0.0566-0.3696). In contrast, anti-PGL-1 ELISA seropositivity indicated a 5:fold RR
increase for disease outcome (RR, 5.688; 95% CI, 3.2412-9.9824). The combined effect of no BCG scars, Mitsuda reaction
of <7mm, and seropositivity to anti-PGL-1 increased the risk for leprosy onset 8-fold (RR. 8.109; 95% CI, 3.1167-12.8511).
Conclusions: The adoption of these combined assays may impose measures for leprosy control strategies.
Keywords: Epidemiology. Leprosy. Immunclogy.

Currently, there is no specific vaccine for leprosy. which
would be the primary méthod of prevention. Hence, the
chemoprophylaxis of contacts is considered to be additional
support reguired to interrupt the chain of transmission,
especiallv in endemic countries where leprosy continues to be
a public health concern®™*,

INTRODUCTION

Early diagnosis of and chemotherapy for symptomatic
patients are the mainstays of the global control measures to
contain leprosy, also known as Hansen's Disease. Despite three
decades of multidrug therapy (MDT) weatment and more than
20 years of the World Health Organization (WHO)'s elimination
campaign'", Brazil remains the second most affected country in
the world, with 31 064 new cases reported in 20144,

Leprosy is a chronic infectious disease that presents a broad
immunological spectram in which the clinical manifestations
correlatg with the individual type of immune response against
the pathogen®™.

There is a balance among genetic and environmental
factors and innate and acquired immune responses, by
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which the resolution of an infection may oceur as follows: in
susceptible mndividuals, from a highly bacilliferous disease to
the granulomatous containment of infection; or, as expected n
individuals not susceptible, spontaneous cure™,

Intradermic vaccination with Baciffus Calmette-Guérin
(BCG), an attenuated strain of Mycobacteritm bovis, has been
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widely used across the globe as a preventive strategy against
tubgreulosis (TB)™. The Mycobacterinm fuberculosis and
Mycobacterium leprae bacilll are considered the only human
exclusive pathogenic mycobacteria and they share host immune
evasion similarities®. BCG vaccination has been associated
with leprosy protection since the 1960s™, and due 1o commen
immunopathogenic characteristics between leprosy and TB.
the cross-protection against bath discases with modified BCG
vaceines continies to be evaluated™,

Universal BUG immunization 1s corrently applied to-all
children in Brazil, with boosters piven to immediate contacts
of new cases of leprosy™"", The cell-mediated immumity (CMI)
elicited at the site of inoculation after BCG vaceination is
evidenced by a definite scar formation''*",

Houschold contacts (HHCs) of leprosy patients comprise a
recognizable group of individuals who lived in close proximity
to a leprosy patient before the patient was diagnosed, There are
indications that healthy carriers and individuals with subelinical
infection may participate m the dissemination of M. feprae to
susceptible persons in endemic communities, and HHCs may
be among such carriers, The monitoring of HHCs of leprosy
patients also promotes early diagnosis of the disease™.

The Mitsuda test, or lepromin skin test, is an iniradermal
injection with a bacilli suspension of heat-Killed M. leprae,
usually performed during the clinical examination of suspected
cases of leprosy. After 21 days, the CMI response elicited against
M. leprae antigens can be visually observed by the induration
at the site of injection. Multibacillary (MB) baljcms most often
do not show any reaction. Paucibacillary (PB) patients usually
display positive reactions!', For the HHCs of leprosy patients,
a strong positive response to the Mitsuda test is associated with
increased prolection against the disease!!"'"'L

In contrast. the humoral response with the production of
antigen-stimulated antibody against M. feprae does not confer
resistance to infection. The titration of immunoglobulin M
{TgM) antibodies in serum against phenolic glyeolipad | (PGL-1;
a species-specific cell wall interface of M. feprae) in patients is
directly proportional to the bacillary load, with increased levels
associated with more severe forms of the disease™ and therefore
detected primarily in MB patients.

The serology for antibodies against PGL-[ (anti-PGL-1) has
also been used to measure the effectiveness of treatment!™,
Among HHCs, anti-PGL-I seropositive results indicate a greater
risk for disease onset, particularly for the development of MB
|epmSj" 141 ISI_

The BCG vaccination. anti-PGL-1 serology, and Mitsuda
test response have been demonstrated to be excellemt
eptdemiological tools and important assets for monitoring
leprosy contacts at higher risk for disease development and
post-exposure prophylaxis: This investigation is an extensive
comparative analysis of the risk to the relative benefit of these
tools in a 10-year follow-up survey with a very large population
of HHCs of leprosy patients in an endemic setting.

This study was a longitudinal survey of 2,992 HHCs of
leprosy patients who attended the National Reference Center for
Sanitary Dermatelogy and Leprosy (CREDESH) at the Hospital
day Clinicags (HC) of the Federal University of Uberlandia
(UFU). Minas Gerais, Brazil. during the 10-vear period from
2002 102013,

A houschold contact was defined as a person who lives or
has lived in the same dwelling as a leprosy patient in the last 5
years prior to the patient’s diagnosis.

The CREDESH/HC/UFU is a public health unit with a
multi-professional staff that includes physicians, nurses, a
physiotherapist, a prosthetist, a pharmacist. a psychologist,
social care, a clinical analysis laboratory. and others. The
CREDESH/HC/UFU routinely works on leprosy prevention,
particularly by monitoring HHCs, actively searching for early
cases, and -administering treatment to those affected by the
disease.

For the purpese of data analysis, the HHCs were stratified
according to the clinical classifications of their index
cases, as per the Ridley-Jopling classification: TT {tuberculoid).
BT (borderline-tuberculoid), BB (mid-borderline), BL
(borderline-lepromatous), and LL {lepromatous), and alse per
operational classifications for PB or MB.

All HHCs were examined for signs or symptoms of the
disease by specialized physicians experienced in leprosy
dizgnosis and treatment during annual dermato-neurological
clinical examinations:

At their first examination, HHCSs' vaccination data were
assessed according to the presence and number of BCG scars
(0, 1. or 2 scars). HHCs underwent the Mitsuda test (lepromin
skin test), with results observed 21-28 days later, Results were
stratified according the transverse diameter in millimeters (mm)
of the induration (not erythema) at the site of the injection. At
the time of the Mitsuda result observation, those individuals
without BCG scars or with only one scar received a booster of
the BCG vaccine.

The anti-PGL-1 enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) was used to-detect circulating IgM antibodies in the
serum against the M, feprae-native PGL-1 molecule and was
performed as previously described®. Results for the antibody
titers measured by optical density (OD) at 492 nm were
converted into an ELISA index (ED (E1=0D_ _ /OD_ ). as
described previously™. EI values =1.1 were considered positive:

Incomplete data, inconclusive results in-any of the tests, and
individuals with comarbidities or treatments that could interfere
with the results were excluded from the analysis.

Additional inclusion criteria were; a minimum period of
7 years of follow-up, the availability of results for all tests, and
medical records with information about the clinical form and
operational classification of the index case, Contacts without
complete information and those who decided not to participate
were excluded from this study.
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Results corresponded to the time point at diagnosis of
their index case. For follow-up analysis, contacts were further
stratified into two classes: affected (those whe developed
leprosy) and healthy (those without any sign or symptom of
disease).

Among the contacts affected by leprosy, we excluded
from the risk-benefit assessment those who presented signs
or symptoms al the time of their first examination. That is, the
disease was present at the same time point of the diagnosis of
the index cases (co-prevalence).

Those who did not present any sign or symptom of the
disease at their first examination and developed the disease
during follow-up were considered to be truly affected: therefore,
their data were apphied for the assessment of the association of
results with disease outcome.

The research protocol was approved by the mstitutional
review board at the Federal University of Uberlandia (#099/2003)
and was conducted in accordance with the guidelines of the
Declaration of Helsinki of 1964 and its later revisions. All
participants agreed to take part in this study with written
informed consent. Patients and their HHCs that developed the
disease received free health care, were examined and classified
according to their clinical and operational classifications, and
received adequate treatment for their illnesses.

Statistical analyses were performed with BioEstat 5.0
software (Open license). The probability of a disease outcome
during the follow-up given the presence of a specific factor
was measured by calculating the relative risk (RR) along with
the associated 95% confidence interval (95% CI). Significance
was setat p = 0.05,

Among the 2,992 HHCs of leprosy patients monitored
during the study’s 10-year period, 75 (2.5%) new cases were
diagnosed. Of these, 57.3% (43/75) were classified at diagnosis
as PB cases, and most (73.3%; 55/75) presented borderline
manifestations. Table 1 shows that forty-seven ( 1.6%, 47/2902)
contacts were diagnosed after their second examination
during the follow-up and were therefore not considered co-
prevalent cases. Most HHCs were contacts of MB index cases
{84%: 63/75), particularly contacts of LL cases (57.3%;43/73).

The majority of new cases diagnosed among the HHCs (80%;
00/75) ocewted during the first year of follow-up, including
28 co-prevalent cases diagnosed at their first examination. Among
the 47 contacts that truly developed leprosy during follow-up,
68%6{32/47) presented signs or symptoms during the first vear of
follow-up and 15% (9/47) in the second and third years.

Among the new cases diagnosed during follow-up, 76.6%
{36/47) had only one BCG vaccination scar af their first
examination, These contacts received an exira dose of the BCG
vacting; B0.6% (29/36) presented signs or symptoms during the
first year of follow-up, none in the second year, and, for the next
7 years, one contact was diagnosed per year.

www.rsbmt.org.br — www.scielo.br/rsbmt

A comparison of the number of BCG scars observed in healthy
versus alfected contacts demonstrated that the BCG vaccination
not only increased protection but also that boosters exporentially
mereased the protective effeet. A stepwise analysis of the RR was
performed for the presence of 0, I, or 2 scars, and the linear regression
curve showed a strong correlation (r = 0.9889), The lowest RR
{0.0459; 95% CIL, 0.0062-0.3376) was observed for comparison
of the results of ndividuals with 2 or more scars versus those with
none, representing a 95% RR reduction for the development of
disease in individuals vaceinated twice with BCG (Figure 1A).

Regarding the specific CMI response elicited against heat-
killed M. leprae observed through the late-hypersensitive
response of the Mitsuda test, contacts with induration =7mm
had 7-fold greater protection against disease onset than
did contacts with indarations of 0-3mm (RR, 0.1446; 95%
CL 0:0566-0.36948) (Figure 1B).

The evaluation of the humoral response (Th2) measured by
the anti-PGL-I ELISA demonstrated seropositivity of 44.7%
{21/47) among contacts that developed the disease versus
11.8% (285/2414) among those who remained healthy during
follow-up, indicating a 5-fold RR increase for disease outcome
(RR, 5.688: 5% CI, 3.2412-9,9824),

Comparing the data obtained from healthy contacts with the
data of affected contacts allowed the analysis of the combined
association effects of BCG immunization, anti-PGL-1 serology,
and cell-mediated hypersensitive responses to heat-killed
M. leprae with the disease outcorne. The risk ratios demonstrated
anincreased effect towards the onset of disease when a combination
of the three assays (BCG scarMitsuda test'ant-PGL-I ELIS A ) was
established (Figure 1C). Positive results for both BCG and the
Mitsuda test conferred 50% relative risk teduction (RR, 0.4709;
95% CI, 0.2500-0.8872), while the combination of the unfaverable:
resulis for the three assays (no BCG scar, Mitsuda reaetion <7mim,
and seropositivity to anti-PGL-I) conferred an 8-fold greater risk
for the disease onset (RR, 8.1090; 95% CL. 5.1167-12.8511}.

Epidemiological studies in endemic settings are important
for assessing the long-term nisk and protective factors that
may help to prevent the development of a disease. This study
reinforces that anti-PGL-1 serology, the Mitsuda test, and the
BCG vaccination are tools of paramount value in the long-term
strategy for further reducing the disease burden due to leprosy.

This study adds evidence and data to observations reported
previously by our research group after monitoring the HHCs for
five years''*. The maintenance of the new case detection rate at
around 2% amorng the HHCs indicates the low pathogenicity of
A leprae. Despite exposure, 98% of HHCs are not affected by
the disease, particularly in this endemic region,

The majority of new cases among HHCs occurred during
the first year of follow-up: including 28 co-prevalent cases that
were diagnosed along with their index cases. This indicates not
only that the first examination is important but also that there
should be close monitoring during the first vear.
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TABLE 1 - Household contacts profile.

Vasiable Viiables Co-prevalent Diagnosed contacts Healthy contacts
n Yo n Y n Y
Sex e B 286 23 43.9 1.262 43.3
fermale 20 714 24 51.1 1,655 56.7
Age group 0-14 6 Zl4 4 83 B89 305
15-30 5 178 12 253 BOG 27.6
3045 8 8.6 I3 27.6 607 208
46-60 f 14 10 2.3 389 3.3
=60 3 10.7 8 L7.0 226 1.7
Total 28 0.8 47 1.6 2917 97.5
Clinical/operational classification of the index case | 0 0 a [0} 24 0.8
TT/PB 2 i 2 42 212 75
BT/PB (i 214 2 4.2 432 15.3
BT/MB 1 36 5 10.6 464 16.4
BE/ME 4 14.3 ! 83 468 le.5
BL/MB 2 7.1 4 83 ilo 18.3
LL/MB 13 46.4 30 63.8 Til 251
Tatal 28 1.0 47 1.6 2.830* 974
Mitsuda tese® negative I8 66.7 38 Bo.4 1.561 62.7
positive 9: 354 6 13.6 929 37.3
Total 2T 1.1 e 1.7 2490 97.2
negative 10 357 21 44.7 2,129 B8.2
anti-PGL-1 ELISAP )
positive I8 643 26 553 285 118
Total 23 1.1 47 1.9 24145 97.0
BCG scars® negative I4 50.0 25 53:2 708 24.5
positive 14 500 22 46.8 2,180 75.5
Total 18 0.9 47 1.6 b 97.5

I: Indéterminate leprosy; TT: tuberculoid; PB: paucibaciliary; BT: borderline-tubérculoid: MB: multibacillary; BB: mid-borderline; BL:
borderling-lepromatous; LL: Jepromatous; PGL-T: phenolic giyeolipid I ELISA: cnzyme-linked immunosorbent assay: BCG: Bacillus
Calmette-Guérin vaccine. CREDESH/UFU: National Reference Center for Sanitary Dermatology.and Leprosy/Universidade Federal de
Uberlindia. *excluded 87 due to incomplete data; **excluded 431 due to comorbidities or treatments that interfered with results: ***excluded
503 due to incomplete data or inconclusive results; ****excluded 238 due to incomplete data. *Mitsuda test: considered positive when induration
was =T mm; Dunti-PGL-T ELISA; considered positive when the ELISA index was =115 *BCG scars: considered positive when there was a1
least one scar from the BCG vaccine, Note: Household contacis by sex, age (N = 2,992), clinical and operational classification of the index case
(N=2,905), Mitsuda test (N = 2,561 ). anti-PGL-1 ELISA (N = 2,4891,'3:1& presence of BCG scars (N = 2.964). CREDESH/UF U, Brazil, 2013,

On the other hand, we also observed that individuals
developed the disease during every year of follow-up, up to
the séventh vear, Predominantly, the age of affected confacts
was between 31 and 45 vears. As a chronic disease with a long
period of incubation and a common delay reported by new cases
between the first svmptoms and the diagnosis, the age-specific
risk is difficult to assess, especially if occurrence is associated
with age at detection rather than with the age at disease onset!™.

As expeeted, most HHCs that were affected by the discase
were contacts of MB index cases. This finding increases the
evidence 1o support closer monitoring of HHCs of MEB index
cases by the control programs in endemic regions. However,
it is noteworthy that the predominant form of illness observed
among the HHCs was the PB type of leprosy. with BT clinical
manifestations, which are immunologically unstable!'™.

742 www.rsbmt.org.br — www.scielo.br/rsbmt

92



93

Rewv Soc Bras Med Trop 48(6):739-745, Nov-Dec, 2015

4 ™

@ 0.9
0.8 |
0.7
06 |
0.5
0d |
0.3 |
02 |

o . y=0:1216x% -0:0834
X 1 R =0.878

a b ¢ d

Relative Risk

Number of BCG scars

0.9

0.8
07 |
0.8
0.5
0.4
0.3 ) =
02 o
0.1

Relative Risk

y = 0.0853% -0.0879
R?=0.8301

a b ¢ d

Mitsuda test response

Relative Risk

) y=1.5198x -0.6301
RE=05193

3 b [ d
Combination of tests results

| A

FIGURE 1 - Analysis of the relative risk with 95% confidence intervals for BCG vaccination, Mitsuda test, and anti-PGL-1 serology
results observed in healthy household contacts of leprosy patients and in those who developed the disease during follow-up:

A. Number of BCG scarsy a. two or more scars versus (vs) no scar (RR, (L0459; 95%CT, 0.006-0.338); b. two or more scars vs | scar
(RR, 0.1162; 95% CI, 00N 57-0.8622; ¢, one or inore scar vs no scar (RR, 0.2862; 93%C1, 0.1664-0L51700; d, one scar vs no scar (RR, 0.3947,;
5% C1, 0.2224-0.T004).

B. Mitsuda late-hypersensitivity test: a, induration greater than (=) Tmm vs less than (<) dmm (RR, 0.1446; 95% CL 0.0566-0.3696);

b, 2dmm vs.<dmm (RR,0.2976: 95% CL 0.1612-0.5492); . =Tmm vs 4-7mm (RR, 0.3518; 95%, C1, 0. 1438-0.8606); d. 4-Tmm vs <dmm
(RR, 04110; 95% C1.0.2169-0.7789).

C. Combined results for BCG vaccination, Mitsuda test, and anti-PGL-I serology: a, no BCG scar and Mitsuda <Tmm vs all other
combination of results (RE, 3.5369; 95% C1, 1.9946-6.25400; b, Mitsuda <7Tmm and seropositiviry (+) to anfi-PGL-T vs all other combinations
(RR. 6.0895; 9520 CI, 3.35844-10.9567): ¢ no BOG sear and + 1o anti-PGL-1 vs all other combinations (RR, 7.5684: 953% C1, 4.7892-11.9603);
d. no BCG scar, Mitsuda =7mm, and + to anti-PGL-1 vs all other combimations (RR, 8.109: 95% CI, 5.1167-12.8511).

BCG: Bacillus Calmette-Guéring anti-PGL-I: anti-phenolic glycoliped I RR: relative nisk: 95% CE: 95%: confidence mtervals,
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The control strategy during the 10 years of this study
comprised tramed health personnel capable of carly leprosy
diagnosis and HHC monitoring along with routine BCG
immunization and Mitsuda testing: Notwithstanding, those truly
susceptible became affected, and regardless of the presumed
widespread and continuous exposure of the HHC group. 98%
of them did not develop discase.

The BCG vaceination has been thought to be a prevention
strategy against leprosy since the 1960s™. and its great importance
as an epidemiological and clinical tool is undeniable. Hence. it
is clear that an additional immunization with BCG for HHCs of
leprosy patients should be recommended 1o boost their protection,

That the majority of the new cases were detected among
individuals without BCG scars and that they were diagnosed
during the first year of follow-up (both of which occurred after
inoculation with live BCG and heat-killed M. leprae) raised
the hypothesis that the signs and symptoms of the disease were
exacerbated after the immune defénses were boosted, either by
BCG or the Mitsuda test, reducing the time for diagnosis and
initiation of treatment, and thus the severity of disease.

This survey corroborates with others, indicating that elevated
titers of circulating IgM anti-PGL-1 are associated with the
increased risk for disease onset and that there 1S a susceptibility
linked to immediate contact with MB patients' "' Although
they were susceptible, most HHCs that were diagnosed presented
less severe clinical manifestations and reduced bacillary burden,
suggesting that monitoring contacts effectively improved
diagnosis, and also that early cases, even the MB types, exhibit
initially subtle signs and symptoms. The initiation of treatment
at early stages of the disease prevents nerve damage and
incapacifating consequences.

In this extensive analysis over a longer period of time, we
reinforced our previous results, which demonstrated that the
combination of BCG immunization, the Mitsuda test, and anti-
PGL-I detection is eritical for an active control program and can
reduce the severity of the disease. especially regarding HHCs
of leprosy patients.

The adoption of these combined assays may impose measures
for post-exposure prophylaxis of those at higher risk, i.e., close
contacts of newly diagnosed cases. Atfirst. the rmmediate contacts
of every new case should receive immunoprophylaxis, or in
some cases, an additional booster of intradermal BCG. Also,
serological screening should identify anti-PGL-I seropositive
individuals with sub-chinical or asymptomatic leprosy. These
individuals should be examined by physicians and followed
confirm if they will or will not develop the disease. To enhance the
effectiveness of leprosy control strategies, we suggest that along
with these actions, chemoprophylaxis should be administered to
all healthy contacts.
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ANEXO C— ARTIGO: GOULART ET AL 2015.

Asymptomatic Leprosy Infection among Blood Donors May Predict
Disease Development and Suggests a Potential Mode of Transmission
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Blood donor samples (1,007) were assessed for anti-phenolic glycolipid 1 {PGL-1) IgM antibodies and Mycobacterium leprae
DNA presence, which had 3.8% and 0.3% positivity, respectively. After a 5-year follow-up period, six individuals with positive
markers developed leprosy, raising the hypothesis that asymptomatic infection among blood donors may be an undisclosed

mode of leprosy transmission via transfusion.

eprosy is one of the oldest infectious diseases known to affect

humans-and remains a public health issue; particularly in Bra-
zil, which accounts for almost all new cases detected in the Amer-
icas (1)

Untreated leprosy patients are considered the main source of
transmission. However, the dichotomy between the highly effec-
tive treatment and the occurrence of new cases among people
without previous contact-with patients indicates that other infec-
tious sources must be investigated (2).

The majority of exposed individuals will not develop the dis-
ease, although cumulative evidence demonstrates widespread dis-
semination of bacilli in regions where leprosy is endemic,
strengthening the hypothesis that asymptomatic individuals are
involved in the Mycobacterium leprae chain of transmiission (3).

Serological reactivity ta M. leprae antigens has been used as an
immunological marker for exposure and infection (4). Seraposi-
tivity for antibodies against phenolic giycolipid 1 (PGL-1), M.
leprae-specific cell surface antigenic molecule has been carrelated
to & greater chance for later onset of leprosy among houschold
contacts of leprosy patients (5],

Studies regarding the detection of M. leprae DNA in peripheral
blood samples are scarce. It has recently been suggested that
whole-blood nested-PCR amplification could be used for early
diagnosis of leprosy {6).and that the presence of M. leprae DNA in
peripheral Blood may be associated with bacillary migration and a
high risk for disease onset (7).

There are no published data on the assessment of randomly
selected healthy blood donors for any kind of M. leprae marker.
Therefore, this is the first epidemiological study to assess donor
blood samples for the presence of antibodies against M, lepraeand
bacillary DNA through enzyme-linked immunosorbent assay
[ELISA) and real-time PCR, respectively,

subjects were screened from a population of 1,035 blood do-
nors at the regional blood bank of Uberlandia, Minas Gerais, Bra-
zik. All subjects had normal dermatoneurological clinical exami-
nations, and 28 people who reported prior contact with leprosy
patients' were excluded from the study, The reported new-case
detection rate in the Uberlandia region was 11 per 100,000 popu-
lation,

A total of 1,007 peripheral blood samples were assessed for the
presence of anti-PGL-1 antibodies and M. leprae DNA. Indirect
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ELISA against M. leprae native PGL-1 molecule was applied to
detect specific IgM antibodies in serum samples, according to pre-
viously described methodology (4}, Detection of DNA was per-
formed with aspecies-specific TagMan primer/probe assay target-
ing the repetitive region RLEP element of dispersed repeats in the
M. leprae genome; as previously described (8).

For specificity analysis, DNA templates from microbial cul-
tures and clinical samples (Mycobacterium tuberculosis, M. gor-
donae, M. fortuitiem, M. avium, Plasmodium falciparum; P, vivax,
Leishmania braziliensis, L. amazonensis, Trypanosomn cruzi, Para-
cotcidicides brazifiensis, and newborn human blood) were evalu-
ated for PCR cross-reactions. Basic Local Alignment Search Tool
twwwenchbinlmnih.gov/BLAST/) was eniployed to confirm that
primers were M. leprae specitic. A sample with a known concen-
tration of M. leprae DNA and amplification of human NRAMP1
{Home sipiens solute carrier family 11 member 1, SLC11A1
[MG_012128.1]) gene was used as the PCR positive conirol, In
order to avoid false-positive results, positive samples from healthy
donors were confirmed using a second primer set targeting an-
other M. leprag- specific fragment of 130 bp in the repetitive re-
gion RLEP3, as previously described (9), No cross-reactivity was
observed with any other organism assessed, and BLAST results for
the PCR primers confirmed species-specific alignment to only the
M. leprae genome.

Thirty-eight individuals (3.8%) presented positive results for
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TABLE 1 Anti-PGL-1 serology {ELISA) and Mycobacrerium leprae DNA detection (PCR) in 41 blood donors who presented positive markers in

2009 and were followed up for at least Syears (2009 to 2014)

ELISA follow-up {yearly) PCR (bload) PCR ditcskin o s

Donor no. 2009 2010 2011 22 3 el soear” (mm) (ehinical manifestation”)
01 + . f - = - - - # N
0z + - - - NI - NI ] Mo
4] + b E ' $ b 7 Yes i)
0 I + + + i == 10 Yes i)
(5" + N NI ND NI - N ND No
133 + W NE ND + = = 14 N
07 + e - - - - — 1 No
(i + I - : - WL & No
i + o ND MD ND = = 3 Nao
1 + + + + + - - 5 N
0 K KD D ND ND - NI 4 N
1 o+ Hy + zit = == = 5 Ny
13 | I + o | = N
14 + N1y NE» NIy = == 1 12 N
15 + NI NE ND - -~ NIy (t] Ner
I + g = = = = = 7 Ner
17 + - - ND ND - N 8 Nov
15 + WIx ND ND NIk - INT» ND N
14 + NI ND ND + — = 7 N
20 4 b i 4 i I- 11 Yes (BT)
21 + + + + + - - 9 b
X2 + + - + + - - g Ny
23 + - + - + - = 7 No
24 s M M ND NI = Iy NB Mo:
a5 4 i . + + - Ll Nar
26 . N NB . - - - 10 Ny

7 + o ) ND = = = M 9 Nov
% + + + + i = = 10 N
e + MLy N MWD MLy = MLy N No
1] i r A - + - 4 N
31 -+ NI N WD MLy = = i No
32 -+ = + - - - = S No
33 + WL ND ND WIx = hie 13 N
34 + + + + +r - + b Yes (BT}
35 t 4 + t 1 - + 0 Yes (BT)
36" + KL} NI NI NI - NI} ND No

7 + o= = = - - 3516 10 No
38 s NI ND ND NIy = MLy 10 Ne
34 — - = - b 2 + 13 Yes (1)
i = - o - — + WL il N
41° - M2 ND. ND N2 - NI NI No

! Criteria for T instit-skin smears: POR wag pecformed in indwiduals positive for botl ELISA and PCR o with two positive ELISA resulis.
" Chimeal manifestation: T, tuberculond leprosy; BT, borderlne-tuberculoid Teprosy: 1, indeterminate beprasy,

¥ Blood donors who did niot return for anatysis
NI, fest not dong due to participant’s decision,
“Bliscase onact

The Mitsuda test involves an intradermral infection of @ hear-Eilled M. leprae suspension. As the cell-mediated immunity i clasely related to the clinical manifestation of keprosy,
the response ¢licited against AL leprae antigens can be viswally observed 28 days lates by the formation of a nodular epitheliold granuloma at the site of injection. Multibacillary
{MEB} patients often do ot shaw any reaction, and at the opposite end of the specirum, paucibacilary | PEBI patients usnally display sirong positive reaction, Por healthy individuals,:
a positive response 1o the Mitzuda test i associated with greater chance of profection apainst disease,

anti-PGL-1 ELISA, and PCR positivity among blood donors was
0.3% {3/1,007}, Individuals with positive results were informed
that they did not have the disease, but they were invited to partic-
ipate in a S-year follow-up, with collection of new samples and 4
clinical dermatoneurological examination at léast oncea year. The
confirmed positive blood units were not used for transfusions and
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were discarded. When participants presented more than one pos-
itive result during follow-ug, they underwent slit-skin smear sam-
pling for M. leprae detection.

Five out of nine donors that were continuously seropositive for
anti-PGL-1 and one with a positive PCK that became seropositive
developed leprosy during follow-up (6/41 [14.6%]), but only one
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4.5
| PGL positive donors that developed leprosy:
& | +3 B4 420 934 035 'y
35 |
g 4
o |
2.5 4
= A ’_/_f_,_——’—"_
g 2 | f—’.”::-’”"”ﬂ_ﬂ_: e
EE . = = =
Lot 1 —— o [ =
1 @ * [ —
0.5 !
a + i
2009 2010 2011 2012 2013
Monitoring Period (Years)

FIGT Anti-PGL-1 serology (ELISA index [EL]} behavior during fellow-up of
5 blood donors whe developed leprosy and presented seropositivity in 2009,
The antihody titers were expressed as the Bl aceording to the following for-
mula: El = OB, o 00, g where OO is optical density, as described pre-
viongshy (4. Bl values of =1, 1 werc-considered positive,

was positive for both tests during follow-up (Table 1), Out of the
five individuals who initially presented positivity to anti-PGL-1
and later became ill, two showed little variation in the anti-PGL-1
titers throughout the follow-up, while three tended o increase the
ELISA titration (Fig. 11.These six new cases were subjected 1o
other confirmatory fests and presented positivity for M. leprae
DNA in slit-skin smears and skin biopsy specimens, providing
strong evidenice that subclinical infection progressed to disease.
Four out of the six new cases presented abnormalities in electro-
neuromyography that indicated sensory nerve damage, leading 1o
the clinical classification tuberculoid leprosy (1) (1) or border-
line-tuberculoid leprosy {BT) (3} and two did not present. any
abnormalities and were dlassified indeterminate (T),

During the 5-year follow-up period, we performed an exten-
sive search in the database of the notified cases of leprosy in Brazil
{National System of Diseases Notifications, Ministry of Health)
for donors who presented negative results in the initial evaluation.
We identified only one donor who was diagnosed with leprosy
among those with negative results {1/966 70.1%]).

The test performance results for the ELISA anti-PGL-1 were
sensitivity of 0.83 (9546 confidence interval [CI], 0.36 to 0. 97,
specificity of 0.97 {95% CI, 0.95 to (1.98), positive likelihood ratio
of 25.20 (95%0 C1, 15.43 to 41.16), and odds ratio of 146.21 (95%
Cl 16,61 to 1,286.9; P =2 0.0001). The test performance results for
PCR in blood samples were sensitivity of 0.5 (95% CI, 0.08 to
0.91), specificity of 0.998 (95%CI, 0.993 1o 0.999), positive likeli-
hood ratio of 2420 (95% CI_34.12 to 1,716.3), and odds ratio of
482.5 (959 CI 21.74 to 10,707.02; P=X 0.0001).

Theé seropositivity observed in our study was slightly higher
than that observed in a recent study sampling healthy conteols
[1/35), which assessed serum simples for antibodies against a
PGL-1 synthetic antigen (ND-0-BSA) (6). It is impottant to'em-
phasize that the case defection rate in the Uberlandia region was
10-fold higher than that in Yunnan province, and the absolute
number of néw leprosy cases detected in Brazil was 30-fold higher
than the number detected in China (1), Additionally, our blood
donor population was more representative and does not presént
any specific subgroups, such as health care professionals or food
handlers (6). Discrépancies may also be the result of our larger

Qctober 3015 Volumie 53 Number 19

Journal ef Clinscal Micrakialogy

Leprosy Asymptomatic Infection among Blocd Donors

sampling. The same study did not report PCR positive results
among the healthy controls, although household contacts pre-
sented & PCR positivity of 6.25% (6/90) (6). Not surprising, in
addition to Living in the same dwelling, houschold contacts often
share similar conditions of nutrition, soctal status, hygicne, and,
if SOME Cases, consanguinity. '

Compared with the prevalence of other diseases with manda-
tory notification at blood centers, our findings presented rates
similar 1o those observed for hepatitis C virus (HCV) and hepatitis
B virus (HBV) and higher than the rates observed for huntan
immunodeficiency virus (HIV) and Chagas disease ( 10).

Blood donors are ususlly individuals with above-average
health, and, as expected, most of those exposed to M, leprae do not
develop disease. Once M. leprae has successfully entered the
bloadstream and before the appearance of leprosy signs or symp-
toms, it remains a subclinical infection, which can spontaneously
heal or progress to disease. In this period, it is plausible that these
healthy carriers play a role in the chain of transmission and con-
tribute to the maintenance of bacillary burden in regions where
Ieprosy is endemic (3}.

Potentially inféctive viahle bacilli have been isolated from pe-
ripheral blood samples of untreated leprosy patients (11), and our
findings draw attention to the potential transmission of bacilli via
transfusions, Although probably uncommon, blood transmissien
should be considered, particularly when considering that transfu-
ston recipients are almost always hospitalized individuals whorre-
quire grest care and are vulnerable to infections.

There are no reports of M. leprae blood transmission, but there
are several reparts of leprosy manifestation in individuals after
they have undergone organ transplantation (12-18), However,
these studies did not mvestigate the origin and quality of the blood
received by these patients during the surgical procedure nor the
origin of the transplanted organs, i.e., whether the donors were
from regions where leprosy is endemic.

Our findings emphasize the importance of serological and
DNA-based techniques for the assessment and confirmation of
diagnosis in suspected and early cases of leprosy. The anti-PGL-1
detection was the trigger for the investigation of skin smear sam-
ples for the presence of M. leprae DNA by PCR. This has led to
early diagnosis and treatment, thus preventing nerve damage and
interrupting the transmission. Diagnosis was determined by a
committee of medical specialists for leprosy based on dlinical and
taboratory evaluations,

We advise that in countries where leprosy remains a public
health problem, these tests be performed in the screening of all
samples collected at blood banks, particularly in regions where the
disease is highly endemic. The success of a leprosy control pro-
gram must be supported by prevention, early diagnosis, treat-
ment, and interruption of transmission. Hence, we underscore
our previous recommendation for the adoption of chemoprophy-
Taxis as a disease prevention strategy and fo promote clearance of
bacilli in close contacts of leprosy patients and in those with
asymptomatic infection, consequently disrupting transmission of
the disease (3, 5, 7).
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Mycobacterium leprae DNA in peripheral blood may indicate a bacilli
migration route and high-risk for leprosy onset
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Abstract

Leprosy epidemiological studies have been restricted to Mycobacterium feprae DINA detection in nasal and oral mucosa samples with scarce
literature on peripheral blood. YWe present the kargest study applying quantitative real-time PCR {gPCR) for the detection of M, leprae DNA
i peripheral blood samples of 200 untreated leprosy patients and 826 household contacrs, with results associated with clinical and
laboratory parameters. To detect M. leprae DNA a TagMan qPCR assay targeting the M. leprae MLOOZ4 genomic region was performed.
The MLO0OZ4 qPCR in blood samples detected the presence of bacillus DINA in 22.0% (44/200) of the leprosy patients: 23.2% (16/69} in
paucibacillary (PB), and 21.4% (28/131) in multibacillary (MB) patients, Overall positivity among contacts was |.2% (10/826), with similar
percentages regardless of whether the index case was PB or MB. After a follow-up period of 7 years, 26 contacts have developed leprosy.
Comparing the results of healthy contacts with those that become ill, MLOO24 qPCR positivity at the time of diagnosis of their index case
representad an impressive 14.78-fold greater risk for leprosy onset (95% C| 3.6-60.8; p <0.0001). In brigf, contacts with positive PCR in
bloed at diagnosis of index cases are at higher risk of later leprosy enset and this marker might be cembined with ather prognostic markers
for management of contaces, which requires further studies.
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{TT) and lepramacous (LL) leprosy, and three unstable
borderline  groups: borderline-tuberculold (BT), border-
line-borderline (BB} and borderline-lepromatous (BL) [1].
The tuberculoid side of the spectrum (TT and BT leprosy) is
characterized by vigorous cell-mediated immune response,
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Pathology and Bistechnology of CREDESH, Campus Umuarama -
UFU, Bl T, Reom 08, Av. Amazenas, s/n, UberlandialMG Brazil
E-mail: sergiooxwide@hotmail.com

well-defined skin and nerve lesions, and few bacilli {pauciba-
cillary leprosy, PB). Across the five-group system, the host
presents gradual reduction of cell-mediated immune
responses towards the lepromatous side of the spectrum
{BL and LL}), associated with increased bacillary load, several

Introduction

Leprosy is a complex disease caused by Mycobacterium leproe,
an obligate intracellular pathogen with tropism fér Schwann
cells and cells of the mononuclear phagocyte system. The
disease has a wide variety of clinical presentations which are
classified into a spectrum of clinical forms according to the
patient’s immunological status; two polar forms, tuberculoid

skin and nerve lesions, and high antibody titres (multibacillary
leprosy, MB) [2].

Untreated MB patients are considered the main source of
M. leprae transmission [3,4]. However, the number of MB
patients is small and cannot represent the sole source of
infection, Currently, the pessibility of bacilli spread is net
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restricted to leprosy patients, healthy carriers and individuals
with subclinical infections, i.e. household contacts who carry
M. leprae in their nasal [4-7] and or oral mucosa [8], may play
an important rele in the disease chain of transmission,

Detect'ign of M. leprae DNA by conventional PCR has
achieved significant sensitivity and specificity when compared
with canventional bacilli staining techniques [9-11]. Hawever,
quantitative real-time PCR (qPCR) has displayed even higher
sensitivity and specificity in diagnosis of several parasites, and
has been successfully applied to detect M. leprae DNA, mainly
in-skin smears and biopsy samples [8,12,13].

Clinical signs of leprosy are most commonly observed in
the skin and peripheral nerves, but it is suggested that
bacteraemia may occur at some point during disease progres-
sion [14]. The presence of M, leprae in peripheral blood has
not been thoroughly investigated, although some reports have
shown an infrequent presence of M leprae in the blood of
leprosy patients using borh staining techniques [14] and
conventional PCR [3]. At this dme there are no publications
on the gPCR detection of M. leproe DNA in peripheral blood
samples,

It is necessary to define if besides indicating subelinical
infection, M, leprae DNA in blood may represent a risk factor
for leprosy develapment in these individuals, This study aims
to-evaluate the presence of M. leprae DNA in peripheral
blood samples of leprosy patients and their household

Coniacrs.

Materials and Methods

Assays were performed in peripheral bloed samples of 200
untreated leprosy patients and 826 household contacts
attending the National Reference Centre for Sanitary Derrma-
tology and Leprosy (CREDESH), MG, Brazil. Research prato-
col was approved by an ‘independent research ethics

committee and participants signed an informed consent form.

Study subjects
All leprosy patients were diagnosed by a committee of leprosy

experts based on clinical and laboratory tests and were

classified according to the Ridley—jopling clinical forms
five-group system (TT, BT, BB, BL, LL). For treatment
purposes; all patients also received an operational classification
into PB or MB [2].

Blood samples were collected from all patients at diagnosis
and all underwent: Mitsuda test, an intradermal injection of
0.| mL ‘of 2 heat-killed M, Jeprae suspension of & = 107
bacillimL produced by the Laurc de Souza Lima Institute
(ILSL-5P), with results observed 28 days later and stratified

2013 The Auithors

according to the measurement in millimetres of the nodular
epithelicid granuloma diameter: negative: (0—3 mm}, weakly
positive (4-7 mm), positive (8-10 mm), strongly positive
(=10 mm or of any size with ulceration}; batillary index in
skin smears and bacillary index in skin lesion biopsies, with
positive results when any bacilll were observed and negative
when none were found: and anti-phenclic glycolipid-1
(PGL-1) ELISA, an indirect ELISA to detect antibodies against
the M. leproe native PGL-1 molecule (donated by Dr John
Spencer, Colorado State University, CO, USA), performed
with a protocol standardized and previously described by our
research group [15].

The CREDESH database holds records of 3113 contacts
enralled in the period from 2002 to 2012, A follow-up period
of 7 years was established ag sampling criterion and oniy
contacts with a complete set of clinical and laboratory
parameters were included, totalling 826 contacts:

These 826 household contacts were stratified accon:ling o

clinical forms and operational classification of their index case.
All the contacts were examined by specialist leprosy physi-

‘cians: for signs or symptoms that were suggestive of leprosy

and all displayed normal dermato-neurological clinical exam-
inations. Blood samples were collected from all contacts at
diagnasis of their index case and they also underwent Mitsuda
test and ant-PGL-| ELISA. Contacts were further: stratified
into two classes: affected (those who develop leprosy) and

‘healthy (those withour any sign or symptom). Table |

summarizes these assessments of leprosy patients and house-
hold contacts.

DNA extraction and gPCR

DMA from 500 ul peripheral bload was extracted with
phenal and precipitated with ethanol. At the end, the DMNA
pellet was dried at room temperature and suspended in 50 pL
ultrapure water.

A region of 6% bp from a unique M, leprae genomic region
(Gene: MLOO24—GenBank Accession no. AL583917) was
amplified, detecred and quantified using a TagMan primer/
probe assay as previously described [8].

Statistical analysis
Differences between the groups were assessed by chissquared

of Student’s t-test, when appropriate. The kappa test was

applied to evaluate the agreement between the MLOO24 qPCR

arid other tests. Pearson's linear correlation test was

employed to assess the correlation between MLO0Z24 qPCR
and other tests. The OR and positive likelihood ratio were
calculated to evaluate the performance of tests and estimate
the probabilities for later leprosy onset. Statistical significance
was set 3t p =0.05,
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TARBLE |. Laboratory tests results according to clinical forms and operational classification of leprosy patients and index cases of

household contacts

Patients {n = 200)

Dperational classification and clinical form

PB (n = %) MB {n = 131}

TT {n =25} BT (n=44) BT (n=34) BE (n = 34) BL (n = 30} LL {n =233)
Laboratory tests n % n % n * n % n % n =
B in siin biopsies positty I 4 & 182 1% 559 i} &7.7 28 933 ) 57
BE inskin smnars posioivicy 0. o 1] 0 2 59 3 7.1 k1) oo 33 oo
Mitsuids test positivity FE] a2 A0 09 15 FHi I 9" (il o 0 o
Average Mitsuda {mm) + 8D 88425 b6+ 28 30+ 32 05+ 14 0 00
Ant-PGL-| ELISA positivity L1} i} L} 7 21 818 30 g8z 29 287 33 100
Average ELISA index + 50 [ 0 & 08 25+ 34 49 4 39 721451 TAEST
MLODZ4 qFPCR, positivicy 4 16 12 173 178 5 147 & n 1 333
Laboratory tests Household contacts {n = 818)

Operational classification and clinical form of Index case

PB {n = 182} HEB (n = 644)

TT (0 = 60) BT (n = 122) BT (0 = 160) BB (n = 144) BL (n = 130) LL {n = 210)

n & n = " = n * n % n ®
Mivsuda test positivity 54 90! i L 141 a1 135 937 115 BAS 184 B7 S
Average Micsuda {mm) - 50 Bl + 44 704+ 30 i e T+ 36 R S 59 + 34
Antl-PGL-1 ELISA positivity -3 13.3 15 123 25 15:4 4 a7 19 (£ 13 47 24
Average ELISA indak = 50 08 04 06 & 0.4 07 £ 05 [ S 07 & 06 12+ 55
MLOGTS qPCR pasitivies i 1Ly 1 o o i o7 2 I5 5

PB. paucibacillary: M8, mul'ubaclllsm' TT. tubercubsid; BT, borderiine whberculoid; BB, borderfing; BL, borderline lepromatous: LL, lepromansis leprosy; Bl bacrerial index: 30,

standard deviation; PGL-1, phenalic ghyealipid |

For ai-PGL. |, considered positive result: ELISA. indee = 1.1,

Results

The M. leprae qPCR in blood samples detected the presence of
bacillary DINA in 22.0% (44/200) of leprosy patients: 23.2% {16/
69) in PE patients, and 21.4% {28/131) in MB patients.

The MLOOZ4 qPCR positivity assessed according to the
patient’s clinical form ranged from 6% (4/25) for TT 1o 33.3%
{11/33) for LL patients (Table 1}

Among the 44 patients with positive MLOOZ4 gPCR, 5%%
(26/44) were positive for anti-PGL-| ELISA, and 72% (32/44)
had negative or weakly positive Mitsuda response.

The Kappa values obtained between the MLOO24 qPCR and
the tests mentioned were lower than 0.04, revealing lack of
agreement.

The qPCR quantification of bacillary load in blood samples
revealed values ranging from 870 up to 594 x 10° MLOG24
DMA copies per mL of bloed, which corresponds to TT and
LL values, respectively, The average number of DNA copies
did not show a direct relaticnship with the spectrum of clinical
forms, nor with the operational classification (PB or MB),

Among household contacts, 1.2% (10/826) were positive for
ML0O024 qPCR in peripheral blood. DNA was detected in |.1%

{2/182) of contacts of PB patients and in 1.2% (8/644) of
contacts of MB patients (Table 1),

A high statistical significance was observed beoween the
MLOOZ4 qPCR positivity in blood of leprosy patients and
household contacts (p <0.0001).

All hausehold contacts (10/10) with pesitive MLO0O24 gPCR
also presented negative Mitsuda tests or weakly positive (0
7 mm) (p 0.0131} and 40% (4/10) were pasitive for ant-PGL- |
ELISA {p 0.1283).

The contacts were followed up for a period of 7 years. In
this period, 3.1% (26/826} developed leprosy, all of them were
contacts of MB patients.and 61.5% (16/26) were contacts.of LL
patients, Amorg these 26 contacts, MLOOZ4 gPCR detected
DNA from M. leprae in |1.5% (3/26), the ELISA test was
positive in 57.7% (15/26), and Mitsuda test was negative or
weakly positive in 84.6% (22/26).

The sensitivity and specificity parameters obtained for
MLO0Z4 qPCR in the blood of household contaces were | 1.5%
(3F26) and 99.1% (793/800). respectively. The MLOOZ4 qPCR
positivity among contacts presented an impressive OR of
14.78-fold towards leprosy development (95% Cl 3.6-60.8;
p <0.0001), and positive likelihood ratic of 13.19 (95% CI: 3.6-
48.1; p <0.0001). The ant-PGL-l ELISA positivity presented

H20I3 The Aushors

Clinlca! Microbiology and infecton 23 Ewopean Sociery of Chnical Microbiology and infections Disesses. O

102



4 Clinical Micrebiotogy and Infection

CMI

TABLE 2. Assessment of results for

Testand type of Mo of No, of Diagnostic -
conbict positives.  negatives parameters OR (95% CI) LR+ (95% CI) MLO024 gPCR, anti-PGL-1 ELISA,
and Mitsuda tests based on the pos-
MLOG24 qPCR
Affected i 23 Sensitivity | |.5% 14.78 (36608 1319 {3.648.1) itivity at diagnosis of the index case
Haalthy 7 753 Specficiny 7915
Anc-PGL-| ELISA" observed in healthy household con-
Affected 15 Il Sensi ST.T% T51 (F4-da F 752654
He,r,h, 123 &7 m%“ ¢ T} ¢ ) tacts (n = B800) in comparison with
Mitsuida tese® -
el A 1 Sonsiviviy 154% 022 (008-048) 034 (014 085 those contacts that were affected by
Haalthy 357 443 Specdiciny 55.4%

leprosy {n = 16)

LRk, positive Belihood ratio: PGL- |, phenclic glycolipid 1,
*For ang-PGL- |, consdared positve resitc BLISA index = |11
For Mtsuda test, consklonad positve resle nieda = 7 mm.

7.51-fold higher risk of becoming ill (95% CI 34-16.7;
p<0.0001); whereas the positive Mitsuda test (=7 mm)
showed a 435-fold greater chance of protection (OR 0.23;
95% CI 0.08-0.66; p 0.0058) (Table 2),

Discussion

The present study is the largest study to evaluate the presence
of M. leprse DNA in peripheral blood samples of leprosy
patients and household contacts, VWe have shown that the
presence of M. leprae DNA in blood indicates a higher risk for
leprosy development in eontacts, which suggests a likely path of
the infection process, after its passage through the mucosa of
the upper respiratory tract and before the impairment of the
peripheral nervous system. This infection process implicates a
transient passage of bacilli through the bloodstreany; almaost
one-quarter of patients presented positive PCR. However, the
limitations of this study are the lack of multiple samples from
the same individual collected at the same time and at different
time-points, to demonstrate whether variability of bacterial
DMNA detection Is due to sampling or to its microenvironmen-
tal requirements, which must be further investigated,

PCR positivizy presenmd na correlation with clinical forms,
anti-PGL-1 ELISA, bacillary index; and Mitsuda test, Neverthe-
less, LL patients presented twice the frequency and higher
bacterial load than observed in TT patients. |t is debatable
whether bacilli should not be expected in tuberculoid forms of

the disease, as macrophages would kil and degrade the

bacillus, including DNAL but M. leprae is an obligate intracel-
lular pathogen that invades and multiplies within host mono-
nuclear phagocytes, and immatire monocytes cah be
reservoirs of fully viable DNA during M. leprae blood migra-
tion, a cellular event that seems to be required before the
infection of Schwann cells and tissue macrophages:

The complete mechanism of infection 'of M. leprae is still
unknown, but evidence of nasal and oral mucosa as entry sites
have been provided [6-8,16]. Authors of the first seminal
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publication that found M. leprae in the peripheral blood of LL
patients have suggested that bacilli may be continuously
present, but it may decrease during treatment [F4], Similarly,
the detection of M, leprae DNA in nasal swabs of household
contacts [4] reduced from 4% to 0% when the index case in
each household was treated for 2 months, “showing that
effective MDT decreases repeat infection within the house-
held.

Although the specificity of the PCR test in the blood was
very high (99.1%), the sensitivity was low ([ 1.5%), and no test
alone would be worthwhile with such a low sensitivity, unless
coimbined with other tests to bolster the leprosy diagnosis. It
is relevant to emphasize that blood is not the best sample for
the diagnostic detection of M. leprae, its regular temperature
around 37°C does not constitute a suitable environment for
the development and survival of M. leproe. The bacillus is
presumably detected in the blood during the short period in
which the infected cells migrate to the extremities of the body,
where temperature ranges from 30 to 35°C, which favours
M. leproe reproduction [17].

The presence of up to 10° viable leprosy bacilliimL of blood
both reflects and helps to explain the extreme widespread
nature of M, leprae infection in patients: with lepromatous
leprosy [Iﬂ]_ The high titres of M. iep.rae—speciﬁc antibodies,
although prevalent in LL leprosy patients, do not provide
protection [19]. and these factors may favour bloed dissem-
ination of the bacillus and its detection.

On the other hand, the specific immure cellular response
abserved among TT leprosy patients plays an impartant role
against bacillary proliferation and dissemination, confining the
bacillus to a few areas af the skin andfor nerves [17]. At the
same time, PCR positivity observed i TT and BT patients
might also imply ‘an ongoing attack to the reticuloendothelial
system and the recirculation of infected phagocytes into the
bloodstream, which may account in part for the intermittent
nature of [eprosy bacteraemia [14].

Two studies have addressed the detection of M, leproe
DMA in blood through conventional PCR. One of these
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evaluated leprosy patients 8 years after MDT and obseryed
70.6% (12/17) positivity [20]. Having been conducted in an
endemic area, the hypothesis of re-infection or relapse cannot
be excluded, and a selection bias, due to the small number of
patients evaluated, could not be ruled out. The second study
evaluated |19 household contacts and observed 1.7% (2/119)
positivity [#], which corrobarates with |.2% positivity observed
in the present study, suggesting a similar PCR. efficiency,
especially considéring that our sampling was eight times larger.
The percentage of M. leprae DNA in peripheral blood samples of
household contacts was 18 tmes loewer than that ameng
patients, similar to other studies that applied conventional PCR
followed by a *P-labelled probe hybridization [9].

Recently, the M. leproe-specific repetitive sequence marker
which targets an invariant region of the RLEP noncading
chromosomal element of dispersed repeats, has been shown
to be more sensitive than other primer sets of unique
alignment [11], most likely because its repetitive sequence is
presented several times ‘in the genome. Perhaps, a qPCR
targeting RLEP sequence, which detects very low levels of
DMA, would provide higher positivity rates in peripheral
blood.

All PCR-positive contacts also presented negative or weakly
positive Mitsuda test results, suggesting that besides the
prognostic value, the immune cellular response cooperates in
the early resistance against bacillary invasion of the mucosa.

The comparison of the preserice of M. leprae DNA in the
bloed of contacts and the development of leprosy in this group
showed an impressive 14.78-fold association between positive
PCR and later disease onset, Besides that. the fact that all
those who became ill were contacts of MB patients supports
the theory that contacts of MB patients are at greater risk for
the development of leprosy [21-23].

The small percentage of PCR positivity amahg contacts ¢an
disclose an important public health issue. Considering the
lacest official data of 219 075 new cases detecred in the waorld
[24] and an average of four household contacts per patient,
this leads to an estimate of 876 300 household contacts of
leprosy patients, and assuming the 1.2% PCR positivity in this
group of individuals, it could be considered that 10 515
household contacts worldwide have M. leproe DNA In their
bloadseream and are at greater risk of becoming ill.

Two publications [3,18] have shown that viable bacilli,
potentially infective, were isolated from the peripheral blood
of untreated leprosy patients, as judged by their capacity to
multiply in the mouse footpad. However, because of the
long-term test in mouse footpad with a restricted sensitivity,
the detection of M. leprae mRINA through reverse transcrip-
tion PCR may be a good option to evaluate the viability of
blood-borne bacilli,

The carriage of bacilli in the blood of contacts ‘in conjunc-
tion with greater chances for leprosy development in
PCR-positive contacts are additional evidence of subclinical
infection and those individuals without symptoms may behave
as healthy carriers with a potential role in the chain of
transmission of leprosy in endemic regions.

These findings have impertant implications for disease
management and clinical practice. The concomitant use of
tools' to detece M. leproe. DNA in the blood, ant-PGL-1
circulating antibodies and the Mitsuda test. will allow us to
identify high-risk individuals, justifying the chemoprophylaxis
of close contacts of leprosy patients who fit the highest-risk
categories in this study, as has been suggested elsewhere
[25]).
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DETECCAO RAPIDA DE RESISTENCIA
MEDICAMENTOSA EM MYCOBACTERIUM LEPRAE
POR PCR EM TEMPO REAL E ANALISE DE
DISSOCIAGAO EM ALTA RESOLUCAO (PCR-HRM)

Sergio ARAUIO ¥ Luiz Ricardo GOULART ™2
Richard TRUMAN " Isabela Maria Bernardes
GOULART 7, Diana WILLIAMS @

" Centro de Referéncia Macianal em Dermatologia Sanitaria
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Federal de Uberlandia (UFU), MG, Brasil.

® programa de Pés-Graduacio em Ciéncias da Savde,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de
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& Department of Health and Human Services (DHHS),
Health and Resource Services Administration (HRSA),
Healthcare Systems Bureau (HSB), Mational Hansen's
Disease Programs (NHDP), Laboratory Research Branch,
Baton Rouge, LA, USA.

Introdugdo: Apesar de trés décadas de tratamento
eficaz com poliguimioterapia (PQT), a hanseniase
persiste, Um aumento nos ndmeros de casos de
recidivas e faléncia terapéutica devido a resisténcia
aos medicamentos na PQT tem sido observado em
todo o mundo, o que juntamente com o surgimento
de casos de resisténcia primdria pode minar as
estratégias de controle existentes. Objetivo: Avaliar a
PCR em tempo real e analise de dissociaco em alta
resoluciio (PCR-HRM) comeo uma ferramenta de
triagem para a identificagdo rapida de
susceptibilidade a dapsona (DDS), rifampicina (RMP) e
ofloxacina (OFX) em Mycobacterium leprae, como
uma técnica eficaz e de baixo custo, Materiais e
Métodos: Cepas de referéncia (19), incluindo tipo
selvagem susceptivel e mutagBes mais comuns nos
genes folP1, rpoB, e gyrA, respectivamente associadas
a resisténcia a DDS, RMP e OFX, foram utilizadas para
caracterizacdo da PCR-HRM. Especificidade foi
determinada com DNA de outras infeccles
microbianas. Sensibilidade foi avaliada com DNA
purificado da cepa Thai-53. Foram incluidas 211
amostras clinicas de pacientes com hanseniase,
positivas para DNA de M. leproe em PCR espécie-
especifica (RLEP). Resultados: O limite de deteccdo foi
10" bacilos/ml, ou seja, dez bacilos M. feprae(1ul)
iniciais em reacdo de 20ul. Com excecdo do M.
lepromatosis, classificado em um grupo diferente de
ambos os mutantes de referéncia e do tipo selvagem,
nenhum outro microrganismo apresentou resultados.

Todas as cepas resistentes foram identificadas como
distintas do  perfil suscetivel. O
sequenciamento de DNA confirmou os gendtipos de
resisténcia. O numero de amostras que amplificaram
na PCR-HRM para os genes folP1, rpoB e gyrA foram:
201 (95,3%), 197 (93,4%) e 193 (91,5%),
respectivamente. Comparativamente, amplificaram
nas condicbes de PCR para o método de
sequenciamento: 194 (91,9%) para folP1, 188 (89,1%)
para rpoB, e 176 (83,4%) para gyrA. Quatro amostras
{1,9%) apresentaram perfis variantes na PCR-HRM
para folP1 (alelos mutantes T53A, T531, PS5L & PS5R),
8 uma dessas amostras (0,5%) apresentou perfil
variante na PCR-HRM para rpoB (5456L). Todos os
perfis na PCR-HRM para gyrA foram susceptiveis.
Houve 100% de concordancia entre os perfis da PCR-
HRM e resultados do sequenciamento de DNA. A PCR-
HRM foi mais sensivel do que o sequenciamento na
deteccdo de infecgbes mistas com cepas suscetiveis e
resistentes, detectando tdo pouco quanto 10% do
alelo mutante em uma amostra com 90% do alelo
selvagem. O sequenciamento de DNA direto da PCR
apenas detectou o alelo mutante quando este era
40% em 60% de alelo selvagem. Conclusdo:
Demonstramos a utilidade da PCR- HRM como
ferramenta confidvel para o teste de suscetibilidade
diretamente em amostras clinicas. Este é um método
gue evita manipulagbes p6s-PCR e pode analisar 42
amostras em uma Unica placa com 96 pogos num
periodo inferior a 4 horas. lIsso melhora a
aplicabilidade em regiGes endémicas e reduz o custo e
© tempo para triagem de suscetibilidade, fornecendo
assim informagdes valiosas ndo s6 para o tratamento
do paciente, mas para o contexto global de vigildncia
a resisténcia medicamentosa na hanseniase.
Recomendamos que todas as amostras com perfis
variantes na PCR-HRM sejam avaliadas por
sequenciamento de DNA,

variantes

Palavras-chave: Hanseniase; Mycobacterium leprae;
Biologia Molecular;
Medicamentos; Técnicas Genéticas.
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Prof (a).Dr.(a). Isabela Maria Bemardes Goulart .

Prezado(a). Professor(a),

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

Em adendo, informamos que o prazo para entrega de relatorio é de 120 dias ap6s o
término da execugdio prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96
CNS

,.’ —— - /
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Prof. DA, Alcino Edyardo Bonella
/ Coordenador do CEP/UFU
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ANEXO G - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: Caracterizagdo Imunolégica e Molecular dos Pacientes com Hanseniase e seus

Comunicantes para Identificagdo de Grupos de Risco.

A hanseniase é uma doenga que afeta a pele e os nervos. No inicio os sintomas sao dificiimente notados e por
ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser precocemente afetado. Durante o desenvolvimento
da doenga as lesbes de pele sdo mais aparentes e os nervos podem ser irreversivelmente danificados resultando
em graves sequelas. Quanto mais demora para que a doencga seja diagnosticada e o tratamento iniciado, maior
sera o dano. O diagnostico pode ser dificultado porque os exames atuais ndo conseguem detectar o bacilo
quando eles estdo em pequena quantidade no organismo. Atualmente a hanseniase tem cura e muitos sao os
esforgcos para que ela deixe de ser um problema de saude publica no Brasil. Mas, como ndo ha uma vacina
especifica contra a hanseniase, € muito importante que se possa identificar os portadores sadios do bacilo que
causa a doenga, bem como os contatos de pacientes que estejam no estagio inicial da infecgdo, ainda
subclinico, para que se possa definir os grupos que tenham maior risco de desenvolver a hanseniase. Para isso,
a equipe de saude do Centro de Referencia Nacional Hanseniase/Dermatologia Sanitaria (CREDESH/UFU) esta
propondo uma pesquisa onde deverao ser realizados os exames de rotina para o diagndstico da doenga nos
pacientes, tais como baciloscopia, teste de Mitsuda e bidpsia de leséo de pele e, nos contatos domiciliares, serdo
realizados exames dermato-neurolégico, teste de Mitsuda (uma injegéo de 0,1 ml intradérmica no antebrago para
avaliar a imunidade celular/resisténcia) e teste sorolégico ELISA (para detectar anticorpos contra a bactéria que
causa a hanseniase no sangue da pessoa testada, coletando uma gota de sangue com uma picada na ponta do
dedo e 1 tubo de 8 ml, respectivamente, para avaliar se ela esta ou foi infectada indicando que a pessoa corre
um risco maior de desenvolver a hanseniase). Nos pacientes e seus contatos serdo realizados ainda coleta de
swabs das cavidades nasal/ bucal com escovinha prépria e bidpsia de pequeno fragmento de corneto nasal com
pinga de nariz, ambos os procedimentos para identificar DNA do bacilo de Hansen. Cabe ressaltar que todo
material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das bidpsias, serdo realizadas com anestésico local. O
material coletado sera enviado ao laboratério do CREDESH/UFU, onde serdo realizados os exames pela técnica
de DNA e os resultados serdo mantidos em sigilo. Espera-se que com este estudo seja possivel detectar em que
estagio de desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os possiveis portadores sadios
e aqueles que ja estejam infectados com o bacilo entre os comunicantes, para seguimento periodico pela equipe
do CREDESH/UFU, subsidiando uma proposta de tratamento precoce deste grupo de risco, a fim de prevenir o
aparecimento da doencga nos familiares, diminuir o risco de contagio da populagao e dessa forma, interromper a
cadeia de transmissdo da hanseniase. E direito do paciente e seus contatos pedirem esclarecimentos a respeito
da finalidade da pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se concordarem
em participar da pesquisa, poderdo desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo

préprio. Pelos presentes termos apresentados por este documento, eu,

, concordo em colaborar com a

pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos. Assinatura:
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ABSTRACT

Background: Leprosy persists as public health problem. The chain of transmission and mechanism of
infection are not completely understood. Here we investigated the route of infection and of disease
onset, from airways exposure, colonization, and bloodstream dissemination. Methods: M. lepraec DNA
was detected through gPCR in nasal vestibule, nasal turbinate mucosa, and peripheral blood samples,
plus anti-PGL-l serology and skin tests, from the same individual, of 113 leprosy patients and 104
household contacts of patients (HHCs). Bivariate statistics and multiple correspondence analysis were
employed. Results: DNA positivity among patients: 66.4% (75/113) in nasal swabs, 71.7% (81/113) in
nasal turbinate biopsies, 19.5% (22/113) in blood samples, and seropositivity of 62.8% (71/113); with
increasing incidences towards the multibacillary (MB) pole of the clinical spectrum. Positivity among
HHCs: 18.3% (19/104) for anti-PGL-I, 49% (51/104) for nasal swabs, 53.8% (56/104) for nasal
biopsies, and 6.7% (7/104) for blood. During the follow-up of 5-7 years, out of 104 HHCs, 7 developed
leprosy (6.7%). Risk for the disease outcome was estimated comparing results of HHCs who develop
leprosy with those not affected. Neither nasal passage nor mucosa positivity was determinant of later
disease onset; howsoever, blood presence increased the risk for disease development [RR/LR+ 5.54
(95% CI 1.30 - 23.62)], as well did the seropositivity [LR+ 3.69 (95%CI 1.67 - 8.16); RR 5.97 (95%Cl
1.45 - 24.5)]. Conclusions: Our findings strongly suggest that the aerial route of infection and
transmission is predominant, and HHCs contribute to the infection risk to themselves and most

probably to others.

Key words: Leprosy, Epidemiology, Mycobacterium leprae, Quantitative Real-Time PCR, Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay, phenolic glycolipid I.
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Introduction

Leprosy is one of the oldest infectious diseases to affect mankind and nowadays continues to be a
public health problem, particularly in Brazil, accounted for 92% of the new cases reported during 2014

in the region of the Americas[1].

Untreated leprosy patients are generally considered the main source of transmission. However, this
contrast with more than thirty years of an effective and globally available treatment and the occurrence
of new cases among people with no previous contact with patients, indicating that there must be other

undisclosed sources of infection[2-6].

Several studies have demonstrated widespread dissemination of bacilli in endemic regions and that
contact with a leprosy patient was associated with increased risk for disease onset[2, 5-7]. On the
other hand, most of the exposed individuals do not manifest the disease, which supports the
hypothesis of asymptomatic infection and its potential link to the chain of transmission of

Mycobacterium leprae[2, 3, 5, 7].

Leprosy bacilli cannot be cultivated in vitro and has an extremely long generation time (about 15
days). In addition, there are leprosy cases in which bacilli are not detected by the available tests|[8],
and the armadillo as the only natural host and the best animal model[9], impose restraints to

experimental investigations.

Thus, the advances of molecular techniques, particularly involving DNA based methodologies more
sensitive and specific than bacilli staining[10, 11], applied to epidemiological studies are crucial to

elucidate hypotheses about pathways of infection, transmission and disease progression[12, 13].

In order to investigate leprosy aerial route of infection and transmission, this study proposed to detect
the presence of M. leprae DNA in nasal swab samples from nasal vestibules, nasal turbinate biopsies,
and peripheral blood, from the same individual, collected of leprosy patients and household contacts
of leprosy patients (HHCs). The participants’ humoral and cell-mediated immune responses to M.

leprae were also investigated.
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Material and Methods

Subjects

Assays were performed in samples collected from 113 untreated leprosy patients and 104 HHCs who
attended the National Reference Center for Sanitary Dermatology and Leprosy (CREDESH) at the
Federal University of Uberlandia (UFU), Minas Gerais, Brazil, during the period from 2003 to 2015.
Were included in the study only individuals with complete set of clinical and laboratory parameters,
and that were followed-up for a minimum period from 5 to 7 years. The CREDESH is a public health
unit that routinely works on leprosy prevention, detection, active search, and provision of treatment

and healthcare to those affected by the disease.

All leprosy patients were diagnosed by a committee of leprosy experts, based on clinical and
laboratory examinations. They were categorized according their clinical manifestation into the Ridley-
Jopling five-group system [TT (tuberculoid), BT (borderline-tuberculoid), BB (mid-borderline), BL
(borderline-lepromatous), and LL (lepromatous)]. For treatment purposes, patients were also

categorized into paucibacillary (PB) or multibacillary (MB) operational classifications.

Household contact was defined as a person who lives or has lived in the same dwelling as a leprosy
patient in the last 5 years prior to the patient’s diagnosis. All HHCs were initially examined for signs or
symptoms of the disease by specialized physicians experienced in leprosy, in a dermato-neurological

clinical examination. HHCs’ results corresponded to the time point of diagnosis of their index cases.

For the purpose of data analysis, the HHCs were stratified according to the clinical (TT, BT, BB, BL,
LL) and operational (PB, MB) classifications of their index cases. For follow-up analysis, contacts were
further stratified into two classes: affected (those who developed leprosy) and healthy (those without
any sign or symptom of disease). Among the contacts affected by leprosy, were excluded those who

presented signs or symptoms of leprosy at the time of their first examination (co-prevalence).

Incomplete data, inconclusive results in any of the tests, individuals with comorbidities or treatments
that could interfere with results, and those who decided not to participate, were excluded from this

study.

The research protocol was approved by the institutional review board at the Federal University of

Uberlandia (#099/2003) and was conducted in accordance with the guidelines of the Declaration of
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Helsinki. All participants agreed to take part in this study with written informed consent. Patients and

HHCs that developed the disease received free healthcare and adequate treatment for their ilinesses.
Methods

This study evaluated the presence of M. leprae DNA in samples collected from: the nose vestibule by
swabbing sterile flexible brushes into both nostrils; the nose mucosa by biopsy of nasal inferior
turbinate, and the peripheral blood through venipuncture. The participants had also evaluated the
presence of antibodies in sera against M. leprae-native phenolic glycolipid | (PGL-I), through an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The specific delayed hypersensitive response to M.
leprae antigens was also evaluated through the intradermal Mitsuda test, also known as lepromin skin

test.

To detect M. leprae DNA, a previously described quantitative real-time PCR (qPCR) primer/probe
assay[10] targeting the M. leprae species-specific genomic element of dispersed repeats (RLEP) was
performed in the ABI 7300 real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Samples of skin biopsy and slit-skin smears from the leprosy patients were also evaluated through the
same gPCR assay. The sensitivity and lower limit of detection was determined by analyzing 2-fold
serial dilutions of mouse footpad-derived M. leprae with starting quantity of 1.0 x 107 (1.0E+7) bacilli
per gPCR reaction (bacilli/reaction), from which DNA was extracted and amplified following the same
gPCR protocol. A 10-fold standardized dilution of M. leprae DNA was used in each assay to establish
the standard curve. Quantification of the samples by the gPCR instrument software was calculated by

interpolation from the standard curve to yield the bacilli/reaction number.

To assess the immunological status of the participants, an indirect ELISA to detect circulating IgM
antibodies against the M. leprae derived PGL-l antigen, was performed in serum samples as
previously described[14]. To moderate inter and intra variations between assays, absorbance results
measured at 492 nm were converted into an ELISA index (EI), in which the optical density (OD) of the

sample was divided by the OD of the cut-off (EI=ODsample/ODcut-off). Positivity threshold was 1.1.

To evaluate the cell-mediated hypersensitive response, an intradermal injection with heat-killed M.

leprae suspension, namely the Mitsuda test, was also conducted. After 21 to 28 days, was measured
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the transverse diameter in millimeters (mm) of the induration (not erythema) at the site of the injection,

and considered positive results equal or above 7 mm (= 7mm).
Statistical analysis

Data examination and summarization was carefully conducted. Data set did not present Gaussian
distribution; for this reason non-parametric statistical methods were applied. For comparing two
independent sets of observations (e.g. PB vs. MB), the Mann-Whitney test and the Z-test of
proportions were conducted. For the multiple comparisons of independent groups, the Monte Carlo
test was applied for proportions and the Kruskal-Wallis test with a posthoc Dunn's pairwise analysis

was used for comparisons among means.

The Fisher's exact test (two-tailed) was used to investigate bivariate association through pairwise
comparisons of dichotomous data. To determine the statistical linear dependence between pairs of
continuous observations, the Spearman correlation coefficient (r) was calculated. The Kappa test
coefficient (k) assessed the agreement between tests. To measure the probability of congruence
between paired tests the odds ratio (OR) and 95% confidence interval (95% CI) was estimated

through logistic regression analysis.

To better understand the complex relationship between all results at the same time, the exploratory
multivariate technique of multiple correspondence analysis (MCA) was executed. The data matrix was
represented in a graphical display where associations were uncovered by the distance between the

points (variables, individuals and results) in a Euclidean geometric space.

For the follow-up data analysis, the performance of the tests were evaluated, sensitivity and specificity
were calculated, and the probabilities for later leprosy onset were estimated through the Positive and

Negative Likelihood Ratios (LR+ and LR-), Relative Risk (RR), and associated 95% CI.

Statistical analyses were performed using software: GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA), XLStat version 2015.6.01.24996 (Addinsoft, Paris, France) and BioEstat
version 5.3 (Mamiraua Institute for Sustainable Development, Belem, PA, Brazil). The threshold for

statistical significance was set at the alpha level of 5%.
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Results

The gPCR positivity for the detection of M. leprae DNA among patients was: 66.4% (75/113) in nasal
swabs, 71.7% (81/113) in nasal turbinate biopsies, and 19.5% (22/113) in peripheral blood samples.
The mean quantities of M. leprae detected in the different patient samples were: 1.8E+07
bacilli/reaction in nasal swabs, 4.1E+07 bacilli/reaction in nasal turbinate biopsies, and 9.3E+03
bacilli/reaction in peripheral blood samples (Kruskal-Wallis, P < 0.0001). The evaluation of the humoral
response measured by the anti-PGL-I ELISA demonstrated total seropositivity of 62.8% (71/113), with
3.3 as mean El value. The observed frequencies for all tests results increased towards the MB side of
the clinical spectrum (Table 1), excluding the Mitsuda test results; in which PB patients presented 97%
of positive reactions = 7 mm, and only 11% of the MB patients had positive reactions (Z-test and
Mann-Whitney, P < 0.0001). . The comparisons between the PB versus (vs.) MB patients’ results were
statistically significant for all the parameters evaluated (Z-test and Mann-Whitney, P < 0.05).
Correspondingly, the differences between results for the clinical manifestations were as well significant

(Monte Carlo and Kruskal-Wallis, P < 0.0001) (Table 1).

The bivariate exploration of patients’ data revealed an intricate contingency relationship between all
pairs of variables. The Fisher’'s exact test (two-tailed) demonstrated that for each pairwise comparison
of dichotomous data (positive or negative), there were substantial associations between every two
variables examined [all P values < 0.003 (comparison of gPCR in blood vs. anti-PGL-I ELISA results)].
The linear statistical dependence between pairs of observations, expressed by the Spearman r
coefficient (Table 2), also showed significant correlations between every pair of continuous data
(9QPCR mean quantities of bacilli, and anti-PGL-I ELISA indexes), except for the comparison of gqPCR
in blood vs. gPCR in nasal swabs [all P values < 0.02 (comparison of gPCR in nasal swab vs. anti-
PGL-I ELISA results)]. With regard to the agreement between tests, the kappa test k coefficients were
obtained (Table 2). The OR output from logistic regressions also indicated high probability of

congruence between paired tests (Table 2).

In order to further explore the complex interaction among the tests results and the classification of the
patients, the multivariate statistical method of MCA was conducted and results presented in a

graphical display (Figure 1). The application of MCA was useful for an intuitive visual interpretation of
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associations between parameters, where the distance between points plotted in the Euclidian space
denoted the patient profile for all tests at the same time. The main clusters observed were: points
representing negative results to the gPCR in skin biopsy, gPCR in skin smears, and anti-PGL-| ELISA,
close to the PB and TT patients’ classifications; points representing positive results to the gPCR in
skin biopsy, qPCR in skin smears, gPCR in blood, and anti-PGL-I ELISA, close to the MB pole and its
clinical manifestations BB, BL and LL; and also grouping of the positivity or negativity to gPCR results

for both nasal swab and nasal turbinate biopsy samples (Figure 1).

Among the HHCs the overall qPCR positivity for the different samples were: 49% (51/104) for nasal
swabs, 53.8% (56/104) for nasal turbinate biopsies, and 6.7% (7/104) for blood samples. The mean
quantities of M. leprae among the different samples analyzed were: 1.8E+04 bacilli/reaction for nasal
swabs, 1.3E+05 bacilli/reaction for nasal turbinate biopsies, and 1.4E+04 for peripheral blood samples

(Kruskal-Wallis, P = 0.0015).

Regarding the anti-PGL-I serology, the overall positivity among HHCs was 18.3% (19/104), with 0.7 as
mean El. Serum antibodies against PGL-I were positive for 21% (17/81) of the HHCs with MB index
cases (Table 2). Conversely, only two (4.5%; 2/23) of the HHCs with a PB index case presented
positivity for anti-PGL-I, but not statistically significant (Z-test, P = 0.2001). The comparison between
the mean ELISA indexes obtained for the HHCs of PB patients versus the results from contacts of MB

patients were significantly different (Mann-Whitney, P = 0.0037) (Table 3).

Interestingly, the logistic regression analysis of the HHCs’ data, yielded significant congruency of
results when compared the gPCR in nasal swabs vs. qPCR in turbinate biopsies [OR = 2.3 (95% CI
1.0 - 5.1)]. The other noteworthy output from the statistical analysis of HHCs results, was for the
comparison of the qPCR in nasal turbinate vs. anti-PGL-I ELISA serology [Fisher’'s exact test, P =

0.046; OR =4.2 (95% Cl 1.2 - 14.8)].

In the multivariate MCA exploration of the HHCs’ data, was observed cluster associations between:
positive results to both gPCR in blood and anti-PGL-I; positive results to both gqPCR in nasal swab and
nasal turbinate biopsies; negative results to both gPCR in blood and anti-PGL-I; and negative results

to both gPCR in nasal swabs and nasal turbinate biopsies (Figure 2).
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A comparison between the gPCR mean values obtained for patients vs. the values obtained for HHCs
revealed that for the both sites in the nose (surface and mucosa) the means differed in a statistically
significant degree from each other (Mann-Whitney, P < 0.0001). The anti-PGL-I mean EI values
observed for patients and contacts also presented a statistically significant difference (Mann-Whitney,

P < 0.0001). The comparisons for blood mean quantities were not statistically significant (P = 0.8186).

After the initial evaluation, the group of HHCs was monitored and out of the 104 contacts, 7 (6.7%)
developed leprosy during a follow-up of 5 to 7 years. The probability of disease outcome was
estimated comparing the results of those who were affected by disease, with the results of those who
did not presented clinical manifestations during follow-up (Table 3). Having considered in the risk
assessment both the likelihood and the relative risk ratios, it was clear the elevated probability for later
disease onset when observed positive results for the gPCR in blood samples [LR+ and RR 5.54 (1.30
- 23.62)], as well for the seropositivity to anti-PGL-I [LR+ 3.69 (1.67 - 8.16); RR 5.97 (1.45 - 24.5)]
(Table 4). A table with the combined results to the gPCRs and ELISA was added as supplementary

data (Table 5).

Discussion

We previously have published reports on M. leprae PCR[15], M. leprae DNA in upper airways [2, 12,
16, 17], and M. leprae DNA in blood of contacts[3] and blood donors[5]. In the current study, we
evaluated all these sites in the same individual, with a much more sensitive technique of quantitative

real-time PCR.

Even though there is no reason to discard opportunistic routes by which M. leprae could infect the
host, it is coherent that the millennia lasting evolutionary success of this pathogen was not fortuitous,
and there must be a preferred via of infection which conferred the necessary fitness to strive as an

exclusively human obligate intracellular pathogen.

The M. leprae is non-motile and rely on the host for dispersal. It's known that untreated patients shed
an enormous amount aerosolized bacilli, and suspended M. leprae could land anywhere in the

surrounding environment. The detection of M. leprae in soil, water, or other surfaces in endemic
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settings is a clear indication of this rationale. However, the counterpart mode by which it enters into a

new host is not clear.

Our unprecedented extensive data set analysis and assiduous characterization of the study
participants, generated robust findings and provided molecular evidences in support of our theory that:
the upper respiratory tract, particularly the nose, is the main portal for the entry and exit of M. leprae;
exposure leads to infection of nasal mucosa, which elicit immune responses (cell-mediated and
humoral); and if colonization is successful, M. leprae is transported through bloodstream and
disseminated to favorable sites of growth (i.e. myelin-producing Schwann cells). Moreover, bacilli are
widespread in endemic populations and asymptomatic individuals are of paramount importance in the

insidious persistence of transmission.

Based on this hypothesis, the exposure to aerosolized M. leprae and its retention in the nasal passage
is the first step in the route of infection, which was confirmed by the detection of M. leprae DNA in

nasal swab samples of 6 out of 7 HHCs who were affected by leprosy during follow-up.

The respiration captures any particulate matter suspended in the air into the nose passage, and the
organism has several mechanisms of defense against microbial invasion. The most plausible
transmission mechanism of M. leprae is that, it evades airways epithelial clearance[18], which allows
mucosal colonization, and subsequently, exhaled and inhaled respiratory droplets bearing M. leprae

are airborne transmitted from person to person.

The presence of M. leprae DNA in half of the nasal swab samples from HHCs reflected the high
prevalence of bacilli in the nose of healthy persons. Although not markedly associated to the
prediction or the onset of infection, it was an indirect evidence of the role of asymptomatic carriers as

a neglected mode of dispersal for M. leprae.

The second step in the route of infection was characterized by the likewise high prevalence of M.
leprae detected in nasal biopsies samples of the asymptomatic individuals observed in this study.
Once the bacillus has successfully infected the mucosa, innate immune responses will play an
important role against bacillary proliferation and dissemination[19]. The observed associations and

increased chances for positive results in both nasal swab and turbinate biopsy samples from patients
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and HHCs, indicated that the subclinical infection seems to be a far more common outcome in the

host-pathogen interaction than generally accepted.

After initial infection, the heterogeneity of individual responses will determine whether it spontaneously
heals or presents one of the manifestations within the broad clinical spectrum of leprosy disease[20].
Nevertheless, we once more demonstrated the irrefutable existence of M. leprae asymptomatic

carriage and subclinical infection[2, 18, 19].

By the same token, subsequent to M. leprae invasion of the mucosa, it is likely drained into the vast
lymph capillary network which originates from the nasal turbinate. The drainage to lymph nodes may
well induce the production of antibodies against M. leprae. Therefore, it seems that anti-PGL-I
production is present during the early stages of M. leprae-human host interaction. The present study
corroborate with our previous reports which demonstrated that anti-PGL-I serology can help determine

those with subclinical infection and those who are at greater risk for developing disease[2, 3, 7, 21].

The human nose is well vascularized with arteries and veins, and we hypothesize that after infection
and colonization, M. leprae infected cells are transported through bloodstream circulation, leading to
secondary and more favorable sites for M. leprae establishment. When M. leprae was detected in
blood samples, we confirmed it can successfully enter the circulatory system, substantiating the
systemic infection. However, the low prevalence observed indicated it is a transitory event, mostly
linked to BL and LL in patients, regarded as systemic manifestations. Nonetheless, was observed that
among the patients and HHCs that developed the disease, whose gqPCR in blood were positive, all of
them were also positive for nasal biopsy samples, strengthening our proposed route of infection.
Accordingly, our results verified that presence of M. leprae in the peripheral blood determined high risk
for the development of leprosy; as we have previously reported, but with a different M.leprae-specific
gene fragment detected[3]. In addition, the only access to a normal not traumatized nerve endoneurial
compartment would be hematogenous, given that, the highly protective barrier of the perineurium

isolates the Schwann cells.

The overall frequency of positive results among HHCs revealed that: M. leprae is widespread among

them; HHCs experience high bacillary burden regardless of their index case disease manifestation;
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and that, HHCs comprise a recognizable group of individuals that contribute to the infection risk to

themselves and most probably to others.

Based on this evidences, the adoption of chemoprophylaxis for HHCs as a prevention strategy could
additionally reduce bacilli burden in endemic communities, and assist to interrupt the transmission of

leprosy.
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Table 1. Laboratory tests frequency according to the operational and clinical classifications

of leprosy patients.

Laboratory tests

Patients (n=113)

Operational and Clinical Classification

PB (n=32) Pvalue MB (n=81)
N % N %
anti-PGL-I ELISA positivity" 3 9.4 < 0.0001 68 83.9
mean ELISA index + SD 0.7 + 0.6 < 0.0001 4.4 + 3.9
Mitsuda test positivityi 31 96.9 < 0.0001 9 111
mean induration (mm) £ SD 7.6 + 2.7 < 0.0001 1.2 + 23
Nasal swab gPCR positivity 14 43.8 0.0007 61 75.3
mean quantity (bacilli/reaction)
nasal swab qPCR + SD 2.3E+04 + 2.9E+04 < 0.0001 2.2E+07 t 8.2E+7
Nasal biopsy gPCR positivity 15 46.9 0.0001 66 81.5
mean quantity (bacilli/reaction)
nasal biopsy gPCR # SD 46E+04 * 7.5E+04 < 0.0001 5.0E+07 + 9.8E+07
Blood gPCR positivity 1 3.1 0.0029 21 25.9
mean quantity (bacilli/reaction) )
blood qPCR + SD 2.8E+03 + 0 1.6E+04 + 21E+04
Skin biopsy gPCR positivity 3 9.4 < 0.0001 60 741
mean quantity (bacilli/reaction)
skin biopsy gPCR + SD 3.6E+03 + 1.1E+03 0.0260 7.3E+07 + 1.5E+08
Skin smears gPCR positivity 2 6.2 < 0.0001 63 77.8
mean quantity (bacilli/reaction) 2 0E+03 + 24E+02 0.0504 1 .3E+08 +  24E+08
skin smears gPCR + SD ) - ) ) - )
TT (n=15) BT™(n=17) BT"®(n=28) BB (n=16) BL (n=19) LL (n=18) Pval
=Vi
N % N % N % N % N % N % e
anti-PGL-l ELISA positivity" 1 6.7 2 11.8 14 50 16 100 19 100 18 100 < 0.0001
mean ELISA index + SD 0.6+0.5 0.8+0.6 1.97+23 42+29 44+32 8.2+45 '
Mitsuda test positivityi 15 100 16 94.1 9 47.4 0 0 0 0 0 0 < 0.0001
mean Mitsuda (mm) + SD 85+25 6.6 +2.8 3.1+£3.2 05+1.4 00 00 ’
Nasal swab gPCR positivity 6 40 8 47.1 11 393 13 813 19 100 18 100
mean quantity (bacilli/reaction) < 0.0001
nasal swab qPCR + SD 1.8E+4 3.3E+4 2.4E+4 1.2E+5 2.6E+7 4 9E+7
Nasal biopsy gPCR positivity 8 53.3 7 412 16 571 13 813 19 100 18 100
mean quantity (bacilli/reaction) < 0.0001
nasal biopsy gPCR # SD 8.0E+3 9.0E+4 2.5E+5 1.1E+7 8.0E+07 9.2E+7
Blood gPCR positivity 1 6.7 0 0 2 71 0 0 8 42.1 11 61.1
mean quantity (bacilli/reaction) < 0.0001
blood qPCR # SD 2.8E+3 0 2.7E+3 0 9.5E+3 2.3E+4
Skin biopsy qPCR positivity 2 13.3 1 5.9 11 393 14 875 17 895 18 100
mean quantity (bacilli/reaction) < 0.0001
skin biopsy gPCR # SD 3.8E+3 3.3E+3 1.7E+4 1.7E+7 4 1E+7 1.9E+8
Skin smears gPCR positivity 1 6.7 1 5.9 10 357 16 100 19 100 18 100
i illi i < 0.0001
mean quantity (bacilli/reaction) 4 g¢, 3 2.2E+3 8.3E+3 11E+7 1.5E+8 2.9E+8

skin smears gPCR + SD

Note: PB: Paucibacillary; MB: Multibacillary; TT: tuberculoid; BT: borderline-tuberculoid; BB: mid-borderline; BL: borderline-lepromatous; LL:
lepromatous leprosy; SD = Standard deviation. T For anti-PGL-I, considered positive result: ELISA index = 1.1. * For Mitsuda test, considered
positive result: node = 7 mm. Patients under corticoid or other interfering treatment were excluded from positivity calculations.

P-value for the statistical comparison of two proportions (Z-test), two means (Mann-Whitney), six proportions (Monte Carlo), and six means
(Kruskal-Wallis).
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Table 2. Statistical coefficients’ obtained from pairwise analysis of leprosy patients tests results.

Continuous Statistical anti-PGL-I qPCR qPCR gPCR qPCR
variables coefficients ELISA nasal swab  nasal biopsy blood skin biopsy
Spearman r 0.23
qPCR Kappa k 0.42
nasal swab
OR (95% Cl) 6.6 (2.8-15.5)
Spearman r 0.64 0.32
qPCR Kappa k 0.40 0.63
nasal biopsy
OR (95% CI) 6.7 (2.8-16.3) 24.9 8.5-73.3)
Spearman r 0.37 0.10 0.45
gPCR blood Kappa k 0.19 0.19 0.17
OR (95% CI) 7.8 (2.0-31.1) 14.4 26-79.3) positive infinity
Spearman r 0.69 0.27 0.67 0.45
qPCR Kappa k 0.60 0.30 0.33 0.29
skin biopsy
OR (95% CI) 18.7 (7.1-49.1) 3.8(1.7-87) 5.1 21-123) 24.5 (4.5-135)
Spearman r 0.76 0.26 0.74 0.46 0.85
qPCR Kappa k 0.63 0.48 0.38 0.24 0.75
skin smears
OR (95% CI) 22.3 (8.3-59.7) 9.5 (39-232) 7.1(29-16.3) 10.2 (2.6 - 40.4) 49.9 (16.7 - 141)




123

Figure 1. Graphical display of the multivariate exploration of leprosy patients’ data through multiple

correspondence analysis (MCA).
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Note: PB: Paucibacillary; MB: Multibacillary; TT: tuberculoid; BT: borderline-tuberculoid; BB:

mid-borderline; BL: borderline-lepromatous; LL: lepromatous leprosy.
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Table 3. Laboratory tests frequency according to the operational and clinical classifications of the

index cases of the household contacts.

Household Contacts (n=104)

Operational and Clinical Classification of Index Case
Laboratory tests

PB (n=23) MB (n=81)
P-value
N % N %
anti-PGL-l ELISA positivity" 2 8.7 0.2001 17 21
mean ELISA index + SD 0.5 + 05 0.0037 0.8 + 07
Mitsuda test positivity* 18 78.3 0.1760 50 61.7
mean induration (mm) £ SD 7.7 + 3.1 0.8348 8.2 + 40
Nasal swab qPCR positivity 9 39.1 0.3916 42 51.8
mean quantity (bacilli/reaction)
nasal swab qPCR + SD 9.3E+03 + 1.3E+04 0.1862 2.0E+04 + 3.0E+04
Nasal biopsy gPCR positivity 13 56.5 0.9562 43 53.0
mean quantity (bacilli/reaction)
nasal biopsy GPCR + SD 6.4E+04 + 1.4E+05 0.421 1.5E+05 + 4.6E+05
Blood gPCR positivity 2 8.7 1 5 6.2
mean quantity (bacilli/reaction) 12E+04 + 1.3E+04 0.4562 1.4E+04 £ 1.7E+04

blood gPCR + SD

TT(n=3) BT™®(n=20) BT"®(n=20) BB (n=16) BL (n=19) LL (n=26) P-value

N % N % N % N % N % N %
anti-PGL-I ELISA positivity' 0 0 2 10 3 15 3 18.7 2 10.5 9 346 0.2168
mean ELISA index + SD 04+0.2 05+0.6 0.7+£0.5 0.75+0.8 06+0.4 1.0+£0.8 0.0455
Mitsuda test positivity* 3 100 15 75 10 50 12 75 14 737 14 53.8 0.2021
mean Mitsuda (mm) + SD 11+3.6 73+28 75+3.5 79+3.2 9.6 +5.0 79+4.0 0.3078
Nasal swab gPCR positivity 1 33.3 8 40 8 40 7 437 9 474 18 69.2 0.3020

mean quantity (bacilli/reaction)

1.5E+04 2.0E+03 3.1E+03 1.5E+03 5.8E+03 2.5E+04 0.0200
nasal swab qPCR

Nasal biopsy qPCR positivity 2 66.7 11 55 11 55 6 375 12 632 14 53.8 0.7740

mean quantity (bacilli/reaction)

) 1.8E+05 1.5E+04 1.2E+04 1.8E+05 8.2E+04 6.1E+04 0.5037
nasal biopsy gPCR

Blood qPCR positivity o o0 2 10 2 10 2 125 0 0 1 38 06362
mean quantity (bacillifreaction) 0 12E+03  3.8E+02  3.9E+03 0 256403 0.6104
blood gPCR

Note: Operational and clinical classifications of the index case of the household contact. PB: Paucibacillary; MB: Multibacillary; TT: tuberculoid;
BT: borderline-tuberculoid; BB: mid-borderline; BL: borderline-lepromatous; LL: lepromatous leprosy; SD = Standard deviation. T For anti-PGL-|,
considered positive result: ELISA index = 1.1. * For Mitsuda test, considered positive result: node = 7 mm. Patients under corticoid or other
interfering treatment were excluded from positivity calculations.

P-value for statistical comparison of two proportions (Z-test), two means (Mann-Whitney), six proportions (Monte Carlo), and six means (Kruskal-
Wallis).
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Figure 2. Graphical display of the multivariate exploration of data of household contacts of leprosy
patients through multiple correspondence analysis (MCA). Clinical and operational classifications are

related to the index case of the contact.
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Note: Operational and clinical classifications of the index case of the household contact. PB:
Paucibacillary; MB: Multibacillary; TT: tuberculoid; BT: borderline-tuberculoid; BB: mid-borderline; BL:

borderline-lepromatous; LL: lepromatous leprosy.
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Table 4. Assessment of results for gPCR, anti-PGL-l ELISA, and Mitsuda tests based on the positivity

at the time of diagnosis of the index case, observed in healthy household contacts (n=97) in

comparison to those contacts that were affected by leprosy (n=7).

Tests and No. of

No. of
follow-up outcome positives negatives

Diagnostic
parameters

LR+ (Clgsy)

RR (Clos)

Nasal swab qPCR
Affected 6
Healthy 45

Nasal biopsy qPCR

Affected 4

Healthy 52
Blood gPCR

Affected 2

Healthy 5

Anti-PGL-l ELISA'
Affected 4
Healthy 15

Mitsuda test *
Affected 2
Healthy 66

52

45

92

82

31

Sensitivity 85.7%
Specificity 53.6%

Sensitivity 57.1%
Specificity 46.4%

Sensitivity 28.6%
Specificity 94.9%

Sensitivity 57.1%
Specificity 84.5%

Sensitivity 28.6%
Specificity 31.96%

1.85 (1.28 - 2.68)

1.07 (0.55 - 2.08)

5.54 (1.30 - 23.62)

3.69 (1.67 - 8.16)

2.24%(1.29 - 3.88)

6.24 (0.78 - 50.03)

1.14 (0.27 - 4.86)

5.54 (1.30 - 23.62)

5.97 (1.45 - 24.5)

0.21 (0.04 - 1.04)

NOTE: LR+: Positive Likelihood Ratio.
RR: Relative Risk.

T For anti-PGL-I, considered positive result: ELISA index = 1.1
*For Mitsuda test, considered positive result: node =7 mm.

#Negative Likelihood Ratio
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Table 5. Relationship between qualitative results observed among leprosy patients, healthy household

contacts of leprosy patients, and those affected by disease during follow-up.

Leprosy patients

Household contacts

aPeR  aPCR gpcr 2O Total MB PB Healthy — Affected
sosal _Nasal - oglood O (n=113) (n=81) (n=32) (n=97) (n=7)
N % N % N % N % N %
i ; - - 18 159 6 74 12 375 26 268 0 -
+ - - - 4 35 1 12 3 94 14 144 1 143
+ + - - 12 106 2 25 10 313 20 206 1 143
- + - - 6 53 3 37 3 94 18 186 1 143
+ + + - 1 09 1 12 o - 2 21 0 -
i + + - 1 09 0 - 1 31 0 - 0 -
+ - + - o o o - 0o - 1 1 o -
i ; + - o o o - 0o - 1 1 o -
+ - - + 2 18 2 25 0 - 1 1 2 285
+ + - + 3 319 3 432 1 31 6 62 0 -
; + - + 5 44 5 62 0 - 5 52 0 -
+ + + + 20 177 20 247 0 - 1 1 2 285
) + + + o o o - 0O - 0o - 0o -
+ - + + o o o - 0O - 0o - 0o -
i - + + o o o - 0o - 0o - 0o -
i ; - + g8 71 6 74 2 62 2 21 0 -

Note: + = Positive result; - = Negative result. PB: Paucibacillary; MB: Multibacillary leprosy.
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ANEXO | — ATA DA DEFESA DE TESE

SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA ':%
FACULDADE DE MEDICINA _
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CENCIAS DA SAUDE

Ata da defesa de TESE DE DOUTORADD junte ao Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias da Satde
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia.

Defesa de Tese de Doutorado N© D02 /PPCSA

Area de concentragio: Ciéncias da Saide

Linha de Pesquisa 1: Epidemiclogia da ocorréncia de doencas e agravos 3 satde.

Praojeto de Pesquisa de vinculagio: Apoio as agies de eliminacio da hanseniase,

Discente: SERGIO ARAUJO - Matricula n? 11213CSD011

Titulo do Trabalha: "Evidéncias moleculares da via aérea de infecciio de Micobacterium leprae
e implicacdes na cadeia de transmissio da hansenfase.” As 14:00 horas do dia 29 de fevereiro
do ano de 2016, no anfiteatro do Bloco BB - Campus Umuarama da Universidade Federal de
Uberiindia reuniu-se a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Satide, assim composta; Professores Doutores: Patricia Sammarco Rosa
(ILSL-5P), Marco Andrey Cipriani Frade (FMRP-USP), Denise Von Dolinger de Brito Rader (UFU],
David Nascimento Silva Teixeira (UFTM] e Isabela Maria Bernardes Goulart (UFU) - orientadora do
discente, Iniciando os trabalhos, a presidente da mesa o Profa. Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart
apresentou a Comissdo Examinadora e ao discente, agradeceu a presenca do piablico e concedeu ao
discente a palavra para a exposicdo do seu trabalho. A seguir a senhora presidente concedeu a
palavra aos examinadores gue passaram a argiir o candidato. Ultimada a argilicio, que se
desenvolveu dentro dos termos regimentais, em sessio secreta, em face do resultado obtido, a
Banca Examinadora considerou o candidato aprovado. Esta defesa de Tese de Doutorado & parte
dos requisitos necessarios a obtengio do titulo de Doutor{a). O competente diploma serd expedida
apds cumprimento dos demais reguisitos, conforme as normas do Programa, legislagio e
regulamentaciio internas da UFL, em especial do artigo 55 da resolucdo 12/2008 do Conselho de
Pés-Graduacio e Pesquisa da Universidade Federal de Uberldndia. Nada mais havendo a tratar
foram encerrados os trabalhos s 18:00 horas. Foi lavrada a presente ata que apds lida e achada
conforme foi assinada pela Banca Examinadora,
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FProfa. Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart
Profa. Dra. Parricia Sammarco Rosa - __.:—-j—:: é%’%‘\ s
Prof. Dr. Marce Andrey Cipriani Frade {144 \\ \'\.
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