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RESUMO

Hanseniase ¢ uma das mais antigas e instigantes doencas que acometem o ser humano.
Ferramentas moleculares e imunolégicas sdo avaliadas em diversos estudos epidemiolégicos,
porém com resultados controversos devido a alta complexidade da doenga e metodologias
utilizadas. Este estudo descreve o uso da sorologia anti PGL-I e da detec¢do de DNA em swab
nasal para caracterizar a epidemiologia molecular do Mycobacterium leprae em pacientes e
contatos domiciliares de pacientes com hanseniase. Em pacientes com hanseniase a
positividade nos testes ELISA anti PGL-I e PCR para a detec¢do do DNA de M. leprae em
swab nasal sdo inversamente associadas ao teste de Mitsuda e sdo diretamente associadas com
o indice baciloscopico e as formas clinicas no espectro da doenga, aumentando em dire¢do as
formas baciliferas. As porcentagens gerais de positividade em pacientes foram 63,3% para o
ELISA anti PGL-I e 34,2% para a PCR para deteccdo do DNA de M. leprae em swab nasal.
Nos contatos domiciliares de pacientes com hanseniase as porcentagens gerais para o ELISA
anti PGL-I e para a PCR para detec¢do do DNA de M. leprae em swab nasal foram 13,3% e
4,7% respectivamente. Os contatos com resultados positivos nestas metodologias representam
portadores sadios ou com infec¢do subclinica e podem participar na transmissio e
manutencdo do M. leprae na comunidade, mesmo que os mesmos nio venham a adoecer. E
imperativo para o controle da hanseniase o monitoramento de contatos domiciliares em
regides endémicas para deteccdo precoce de novos casos e a quimioprofilaxia deve ser

utilizada como prevengdo para o desenvolvimento da doenga e interrup¢do da transmissao.

Palavras-chave: Hanseniase. Contatos domiciliares. PCR. ELISA.



ABSTRACT

Leprosy is one of the oldest and most instigating diseases to affect humans. Molecular and
immunological tools are evaluated in epidemiological studies; however, the results present
controversies mainly due to disease complexity and methodologies. This study describes the
application of anti PGL-I serology and nasal swab DNA detection to characterize
Mycobacterium leprae molecular epidemiology in patients and household contacts of leprosy
patients. Among leprosy patients the positivity to the anti PGL-I ELISA and the PCR for the
detection of M. leprae DNA in nasal swabs are inversely associated to the lepromin test and
arte directly associated to the bacillary index and the clinical forms in the disease spectrum,
increasing towards baciliferous forms. The overall positivity percentages were 63.3% for the
anti PGL-I ELISA and 34.2% for the PCR for the detection of M. /eprae DNA in nasal swabs.
Among household contacts of leprosy patients the overall percentages for the anti PGL-I
ELISA and for the PCR for the detection of M. leprae DNA in nasal swabs were 13.3% e
4.7% respectively. Among leprosy patients, assays positivity is associated with the clinical
presentation of the disease, increasing towards bacilliferous subtypes. Positive results in
contacts represent healthy carriers and subclinical infection and these individuals can
participate in transmission and spread of M. leprae in the community, even though they may
not develop the disease. In endemic regions, contact monitoring is imperative in leprosy
control for early case detection and chemoprophylaxis must be applied as prevention to

disease development and disruption of transmission.

Keywords: Leprosy. Household contacts. PCR. ELISA
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INTRODUCAO

Historia e etiologia

A hanseniase ¢ uma das mais antigas e instigantes doencas que acometem o ser
humano. Indicios da hanseniase afetando humanos estdo ligados aos primeiros registros de
populagdo humana moderna em escrituras biblicas e védicas. A mais antiga evidéncia relatada
em esqueletos humanos é datada de 2000 anos antes de Cristo na India (ROBBINS et al.,
2009) e evidéncias moleculares sugerem que devido a pouca variancia genética encontrada
entre cepas de diferentes lugares ao redor do mundo, a hanseniase no homem teria sido
originada a partir de um Unico clone, e que a associagdo geografica com as cepas identificadas
reflete os padrdes de migragdo do homem moderno a partir do nordeste da Africa (MONOT et
al., 2005, 2009).

O agente etioldgico da hanseniase, o Mycobacterium leprae, foi identificado em 1873,
em Bergen na Noruega, pelo pesquisador Gerhard Henrik Armauer Hansen (1841-1912) e foi
considerado o primeiro microorganismo patogeno a ser associado com uma doenca em
humanos. Para provar com sua descoberta a origem infecciosa da hanseniase, Hansen utilizou
como base os trabalhos de Daniel Danielsen Cornélio (1815-1894), que fez uma extensa
descri¢do da hanseniase, mas que acreditava na origem hereditaria da doenca (VOGELSANG,
1978).

Mycobacterium leprae ¢ um microorganismo do Reino Monera, Filo e Classe
Actinobacteria, Ordem Actinomicetales, Familia Mycobacteriaceae composta pelo Unico
género Mycobacterium. O M. leprae € visualizado em microscopia como um bacilo em forma
de bastonete, reto ou levemente encurvado com extremidades arredondadas, apresentando
aproximadamente 1 a 8 um de comprimento e 0,3 um de didmetro. Possui divisdo binaria
lenta, ¢ Gram-positivo e um bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Na técnica de coloragdo
para microscopia de Ziehl-Neelsen, desenvolvida em 1882 por Franz Ziehl (1857-1926) e
Friedrich Neelsen (1854-1894), a fucsina confere ao bacilo uma coloragio avermelhada. Esta
caracteristica ¢ devido ao elevado teor de lipidos estruturais na parede celular, que provoca
uma grande hidrofobicidade, dificultando a a¢do dos mordentes e diferenciadores de corantes
aquosos (SHEPARD; MCRAE, 1968).

M. leprae parece ter eliminado genes normalmente necessarios para a replicagdo ex
vivo e assumido um nicho unico com variedade limitada de hospedeiros e necessidade de

crescimento dentro de células. Portanto o bacilo depende de produtos metabdlicos do
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hospedeiro, o que poderia explicar o longo periodo de crescimento, incubacdo e a
incapacidade de crescer em cultura (COLE ez al., 2001). O genoma do M. leprae inclui 1605
genes codificando proteinas e 50 genes para moléculas estaveis de RNA (COLE ez al., 2001).
Mpycobacterium leprae € um parasita intracelular obrigatério com tropismo por
macrofagos e células de Schwann de nervos periféricos, onde normalmente sdo observados
em aglomerados ou globias. A temperatura 6tima de crescimento do bacilo € de 27 a 30°C,
caracteristica refletida clinicamente pelos principais sitios afetados pela doenga serem regides

mais frias do corpo como extremidades dos membros e da face (HASTINGS ef al., 1988).

Classificacio clinica da Hanseniase

A hanseniase apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas. Varias
classificagdes j4 foram propostas que, em comum, caracterizam a doenca em dois polos
opostos estaveis dependentes da resposta imune do hospedeiro. O conceito de polaridade da
hanseniase nas formas tuberculoide (TT) ou lepromatosa (LL), foi primeiramente estabelecido
pelo dermatologista brasileiro Francisco Eduardo Rabello (1905-1989) (RABELLO,
RABELLO JR, 1938). Em 1953, no Congresso de Leprologia de Madrid, foi mantido o
conceito de polaridade e acrescido um novo grupo (borderline), definido como formas
interpolares clinicamente instaveis e que evoluiam para o polo lepromatoso se ndo fossem
tratadas (BASOMBRIO et al., 1953). A atual classificag@o clinica da hanseniase foi descrita
por Ridley e Jopling (1966), na qual propuseram uma modificagdo na classificagdo de Madri,
subdividindo o grupo borderline em borderline-tuberculoide (BT), borderline-borderline (BB)
e borderline-lepromatosa (BL). Em todas as classificacdes € citada uma hanseniase
indeterminada (I) que ¢ considerada um estagio inicial da doenga e possui um
desenvolvimento variado. Em aproximadamente trés quartos dos pacientes classificados como
forma indeterminada, a doenca ¢ curada espontaneamente; alguns casos se mantém
indeterminados por um grande periodo, e alguns progridem para uma das formas
estabelecidas da doenga (HASTINGS ef al., 1988).

A reagdo do sistema imunologico do hospedeiro ¢ de grande importdncia na defesa
contra a infec¢@o e na progressdo clinica da hanseniase. A maioria dos individuos expostos a
infec¢@o sdo naturalmente protegidos e capazes de demonstrar uma resposta imune eficiente,
ndo adoecendo. Entre os individuos que sdo acometidos pela doenca a apresentacdo no
espectro clinico ¢ subdividida de seguinte maneira: Na extremidade tuberculoide observa-se

uma forte resposta imune celular especifica ao M. leprae, com participagdo de linfocitos
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principalmente do tipo Thl, lesdes caracterizadas por granulomas epitelioides, contengdo e
destruig¢@o de células infectadas e poucos bacilos BAAR. Nestes pacientes o nimero de lesdes
¢ escasso e sdo determinadas por bordas bem definidas, porém o dano a tecidos e nervos sao
comuns, a morte das células infectadas, principalmente células de Schwann responsaveis pela
producdo de mielina em nervos periféricos, leva a perda da sensibilidade, caracteristica
marcante da doenca. Na outra extremidade lepromatosa, a resposta especifica ¢ ausente, com
lesdes difusas caracterizadas por macréfagos ndo diferenciados, poucas células T
predominantemente do tipo Th2 com produgdo de anticorpos e grande numero de bacilos
BAAR (YAMAMURA et al.,1991). A ampla distribuigdo de lesdes difusas infiltradas com
grande numero de bacilos nestes individuos determina a este grupo a maior capacidade de
transmissdo da doenga. No espectro borderline intermediario entre as formas polares, observa-
se diferentes graus de resposta imune mediada por células. A hanseniase borderline pode
desenvolver com o tempo caracteristicas clinicas, bacteriologicas, e histopatologicas mais
semelhantes com a doenga tuberculdide, denominado “upgrading”, enquanto o
desenvolvimento de caracteristicas mais semelhantes com a doenga lepromatosa ¢ chamado
“downgrading” (RIDLEY; JOB, 1985).

Sobrepondo a classificagdo clinica espectral da hanseniase impde-se ainda, os
chamados "estados reacionais" que podem ocorrer durante o curso natural da doencga, durante
o tratamento e mesmo apos o tratamento, quando o paciente € considerado curado (NAAFS,
1994),

As reagOes hansénicas podem ser definidas como manifestagdes clinicas agudas
resultantes de alteracdes no balangco imunoldgico entre o hospedeiro e o M. leprae
(SAMPAIO; SARNO, 1998). Estes episodios agudos, que afetam principalmente pele e
nervos, sdo a principal causa de morbidade e incapacidade da fun¢do do nervo periférico, e
sdo classificados em dois tipos: reagdo Tipo 1 e reag@o Tipo 2 (RIDLEY, 1969)

Reacdo Tipo 1 ou reagdo reversa ocorre frequentemente em paucibacilares, e parece
estar associada com um aumento abrupto da resposta imune mediada por célula contra
antigenos do M. leprae. E uma reacio de hipersensibilidade tardia associada ao "clearance"
bacilar das lesdes e ascensdo no espectro em dire¢do ao polo tuberculdide (FLEURY, 1989). A
reacdo Tipo 2 ou reagdo tipo eritema nodoso hansénico (ENH) ¢ caracterizada por uma reac¢ao
inflamatoria sistémica, apresentando imunologia mais complexa. Normalmente ocorre em
pacientes multibacilares, LL e BL, tratados ou ndo. Em alguns pacientes, pode ocorrer um ou
mais episodios, ou entdo se tornar cronica e aparecer mesmo apds o término do tratamento.

Ainda ¢ possivel a ocorréncia de reagdes mistas, principalmente nos pacientes borderline-
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lepromatosos (NAAFS, 1994).

A intensidade da resposta imune celular especifica ao Mycobacterium leprae pode ser
estimada por meio do teste de Mitsuda originando uma rea¢do de hipersensibilidade tardia,
tipo granulomatosa, associando a hiperreatividade imunolodgica (Mitsuda positivo) com o polo
tuberculodide e a auséncia de reatividade (Mitsuda negativo) com o polo lepromatoso. O teste
de Mitsuda baseia-se principalmente na reatividade do paciente a injecdo intradérmica com
lepromina, uma suspensdo de bacilos M. leprae mortos pelo calor. A reagdo tardia a lepromina
¢ medida em aproximadamente 4 semanas e reflete a indugdo da resposta imune celular frente
ao M. leprae, manifestada pela formacdo de um granuloma celular epitelial organizado
(HARBOE, 1985). A reatividade a lepromina possui quase nenhum valor de diagnostico, mas
estabelece o perfil imunoldgico do individuo frente ao M. leprae e, portanto possui valor
prognodstico (HASTINGS er al., 1988).

O diagndstico da hanseniase € clinico e ¢ baseado na apresentacdo de um dos trés
principais sinais que sdo: manchas avermelhadas ou hipopigmentadas com perda de
sensibilidade, troncos nervosos espessados e presenga de BAAR em esfregago dérmico ou em
amostra de biopsia (WHO, 2000). O exame clinico dermato-neurologico e a baciloscopia
ainda s3o considerados o padrdo ouro de diagnéstico em hanseniase, e seu resultado ¢
importante para identificar os pacientes de maior carga bacilar e com maior risco de recidivas.
O exame de baciloscopia ou indice baciloscopico (IB) procede da coleta de esfregago dérmico
dos l6bulos auriculares, cotovelos e de areas infiltradas, e apds a realizagdo de procedimentos
laboratoriais, o resultado € negativo quando nenhum bacilo € encontrado em cem campos e €
positivo quando se encontra pelo menos um bacilo em cem campos examinados. Como na
coloracdo de BAAR sdo necessarios no minimo 100.000 bacilos por grama de tecido para
detecg¢do confiavel (SHEPARD; McRAE, 1968), a sensibilidade € baixa, principalmente em
pacientes com caracteristicas tuberculdides da doenga, onde os bacilos sdo raros ou ausentes.

Para fins de tratamento foi adotada a classificagdo operacional da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) que divide os pacientes em Paucibacilares (PB), quando apresentam
cinco ou menos lesdes e/ou apenas um tronco nervoso acometido, ou Multibacilares (MB)
quando tém mais de cinco lesdes e/ou mais de um tronco nervoso acometido. Em locais onde
a baciloscopia em esfregaco dérmico pela coloragdo de Ziehl-Neelsen ¢ disponivel, os
pacientes positivos para bacilos BAAR sdo classificados como MB, independente do nimero
de lesdes (WHO, 1982).

A hanseniase ¢ uma doenga curdvel e € tratada com uma combinagdo de drogas

denominada poliquimioterapia (PQT). De acordo com as diretrizes da OMS, o tratamento de
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pacientes MB consiste em: rifampicina (600 mg uma vez ao més), clofazimina (300 mg uma
vez ao més e 50 mg diariamente) e dapsona (100 mg diariamente) por um periodo de 12
meses. Para pacientes PB o tratamento consiste em: rifampicina (600 mg uma vez ao més) e

dapsona (100 mg diariamente) por um periodo de 6 meses (WHO, 2000).

Situacio atual da hanseniase

Eventos marcantes no controle da hanseniase como a introdugdo da poliquimioterapia
(PQT) na década de 80 (WHO, 1982) e a resolugdo de 1991 da OMS para a eliminagido da
hanseniase como um problema de saude publica (WHO, 1991), contribuiram para promover o
acesso global ao tratamento e notavel reducdo da prevaléncia nas trés ultimas décadas.

No comego de 2011 a prevaléncia mundial era de 192.246 casos, no entanto 228.474
casos novos foram detectados durante 2010 (WHO, 2011), indicando que a infec¢do esta ativa
em regides endémicas apesar da eficiéncia do tratamento.

O Brasil continua como o segundo pais mais afetado no mundo, com 34.894 casos
novos, representado por 92% dos 37.740 casos novos detectados nas Américas durante 2010
(WHO, 2011).

Minas Gerais, no sudeste do Brasil, apresentou em 2010 um coeficiente de deteccdo de
casos novos de 8/100.000 habitantes, abaixo do coeficiente geral brasileiro de 18,2/100.000
habitantes (BRASIL, 2010). Uberlandia ¢ uma cidade com 604.013 habitantes (IBGE, 2011)
localizada no oeste do estado de Minas Gerais. E uma regifo de alta endemia em hanseniase,
com coeficiente de detec¢do de casos novos em 2010 de 10/100.000 habitantes e coeficiente

de prevaléncia em 2010 de 0,55/10.000 habitantes (BRASIL, 2010).

Epidemiologia molecular da Hanseniase

As doengas infecciosas tém uma grande interface com a genética e biologia molecular
de hospedeiros, parasitos e seus vetores, suas muta¢des, cepas e clones parasitarios,
imunogenética, patdgenos e variagdes regionais de doengas e seu diagnostico e tratamento, a
ponto de ter sido criado uma nova disciplina: Epidemiologia Molecular. O desenvolvimento
da epidemiologia molecular do M. /eprae tem aberto novas perspectivas para o estudo,
diagnostico e terapéutica da hanseniase. As aplicagdes do estudo da epidemiologia molecular
do M. leprae para compreender melhor a interagdo hospedeiro/parasita em nivel individual e

populacional com implicagdes na prevencdo, diagnostico e tratamento sdo promissoras. A
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viabilidade e aplicabilidade de estudos epidemiologicos incorporando dados de biologia
molecular, ainda sdo questionaveis porque dependem de técnicas que muitas vezes nao
permitem a inclusdo de um numero grande de individuos, o que torna complicado inferir
resultados a partir de dados observados (HULKA ef al, 1990). No entanto, para dar
consisténcia ao estudo da epidemiologia molecular de doengas infecciosas, € fundamental que
os achados sejam repetidos em outros estudos e conduzidos em grupos diferentes de
populag@o.

A infecgdo e disseminagdo da doenga ndo estdo completamente elucidadas. Pesquisas
anteriores demonstraram que o trato respiratdrio superior, seja mucosa bucal (MARTINEZ et
al., 2011) ou mucosa nasal (PATROCfNIO et al., 2005, NAVES et al., 2009), tem um
importante papel na fisiopatologia da hanseniase, participando diretamente como uma porta
de entrada e saida do bacilo (BEYENE ef al., 2003; DAVEY, REES, 1974; JOB, 1990,
MCDOUGALL, 1975; REES; MCDOUGALL, 1977, PATTYN ef al., 1993). Além disso, a
doenca nasal pode preceder lesdes na pele em meses ou anos, dependendo da resposta
imunolégica celular ¢ humoral do hospedeiro (GOULART et al., 2002; PATROCINIO et al.,
2005; SILVA ef al., 2008).

O contato com pacientes ¢ considerado um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento da hanseniase (BAKKER et al., 2006, FINE ef al., 1997, GOULART et al.,
2008; VAN BEERS et al., 1999; WALLACE et al., 2003); portanto, a triagem deste grupo ¢
importante para a detec¢do de casos novos e interrupg¢io da transmissdo da doenga.

Em virtude da dificuldade de encontrar bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)
através de métodos histopatologicos nas fases iniciais da doenga, o principal avango no
diagnostico laboratorial da hanseniase nos ultimos 20 anos tem sido o desenvolvimento de
métodos de extragdo, amplificacdo e identificagdo do DNA do M. leprae em amostras
clinicas, utilizando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (SCOLLARD et al.,

2006).

A PCR tem sido usada com sucesso na deteccdo de pequenas quantidades de bacilos
presentes nos tecidos (DONOGHUE er al, 2001), sua réapida, especifica e sensivel
identificagdo do microorganismo, que pode ser feita analisando amostras bioldgicas brutas,
sem a necessidade de cultura do mesmo, é muito importante quando tratamos de

microrganismos como o M. leprae, cuja cultura ¢ dificil (KANG et al., 2003).

Estudos relatam o uso da PCR para determinar a presenca do DNA de Mycobacterium

leprae em swabs nasais de pacientes, contatos e populacdo endémica (PATTYN ef al., 1993,
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PATROCINIO et al., 2005, DE WIT ef al., 1993), que pode estar relacionada com a dispersio
do bacilo em regides endémicas. Outros estudos inferem a existéncia de portadores sadios ou
infecc¢do subclinica com presencga transitoria de bacilos na secre¢do nasal (BEYENE et al.,
2003, HATTA ef al., 1995, RAMAPRASAD ef al., 1997, JOB et al., 2008, KLATSER et al.,
1993), indicando que o M. leprae € altamente infeccioso e que esses individuos podem

exercer um papel ativo na transmissao para pessoas ndo protegidas.

Os estudos imunolégicos também sdo de grande importancia na epidemiologia da
hanseniase. A reatividade sorologica a antigenos do M. leprae foi demonstrada como uma
ferramenta efetiva para avaliar a exposi¢do e infec¢do (CHO ef al., 2001; DUTHIE et al.,
2011; MARTINS et al., 2010; OSKAM et al., 2003; LOBATO e al., 2011).

O principal antigeno do M. leprae até hoje relatado € o glicolipideo fenolico I (PGL-I),
um antigeno imunogénico e especifico de superficie celular, pertencente ao grupo dos
antigenos frouxamente ligados. Sua extragdo € possivel com solventes do tipo cloroférmio e
metanol. Trata-se de um micosidio especifico da parede celular do M. leprae, cuja molécula ¢
composta de um esqueleto de fitiocerol, com duas cadeias laterais de acidos micocerosidicos,
ligado a uma estrutura trissacaridea, por um radical fenolico. Outras espécies micobacterianas
possuem antigenos glicolipideos, mas eles diferem entre si por sua por¢do carboidrato, que € o
determinante antigénico da molécula (HUNTER; BRENNAN, 1981; FUJIWARA ef al.,
1984). O determinante antigénico do PGL-1 € representado pelo residuo terminal trissacarideo

(BRENNAN; BARROW, 1980).

A técnica imunoldgica ELISA (enzime-linked immunosorbent assay) ja demonstrou
que a produgdo de anticorpos anti PGL-I tem relagdo com o espectro clinico da hanseniase, ¢
um marcador imunoldgico para a carga bacilar e também uma ferramenta auxiliar na
classificagdo de pacientes (YAMASHITA ef al, 1996). A presenca de anticorpos contra o
PGL-I em contatos e em populacdo sadia indica dissemina¢do do bacilo em comunidades
endémicas (BUHRER-SEKULA et al, 2003; DOUGLAS er al, 2004; GOULART;
GOULART, 2009; MOURA ef al., 2008). Por se tratar de uma doenga crdnica, o principal
anticorpo na deteccdo da hanseniase ¢ o I[gM anti PGL-I, no sangue periférico a concentragdo
de destes anticorpos ¢ grande devida a ativacdo da resposta humoral que aumenta com o
decorrer do tempo devido a multiplicagdo do bacilo e a dificuldade dos macréfagos na
eliminagdo do antigeno PGL-I do organismo devido a sua hidrofobicidade (MILER et al.,
1987).
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JUSTIFICATIVA

Varios indicadores e estratégias para a epidemiologia e controle da hanseniase tém
sido avaliados em diversos estudos, incluindo métodos moleculares e imunologicos para a
detecg¢do do M. leprae, definicdo de portadores sadios e de infecgdo subclinica, porém com
resultados controversos devido a alta complexidade da doenga e metodologias utilizadas
(GOULART; GOULART, 2008).

A insuficiéncia do atual esquema terapéutico como ac¢do na reducgdo da incidéncia da
hanseniase demonstra que a eliminac¢do da doenga como problema de saude publica, proposta
pela OMS, depende de uma interversdo incisiva sobre a interrupg¢do da cadeia de transmissao,
uma vez que nio ha prevengdo primaria para a hanseniase.

A cadeia de transmissdo ¢ pouco entendida. Possivelmente, existe um nimero ndo
definido de pessoas que poderiam ser portadores sadios ou mesmo estarem infectadas,
assintomaticas e que poderiam exercer papel ativo na transmissao da doenga.

Do ponto de vista do paciente, o longo periodo de incubagdo da doenga, seus sintomas
e sinais insidiosos, podem levar a dificuldades no diagnostico dos casos iniciais
paucibacilares. Essa situagdo refor¢a a idéia que existe uma prevaléncia oculta, o que além de
ocasionar incapacidades ao doente, vai influir na manuteng¢@o da cadeia de transmissao.

A aplicago de testes genéticos como a PCR para deteccdo do DNA de M. leprae e
imunologicos como o ELISA anti PGL-I tornaria possivel identificar comunicantes
suscetiveis entre os contatos domiciliares, definindo portadores sadios e infec¢do subclinica,
delimitando grupos-alvo com maior risco de desenvolver a doenga, para novas estratégias de
preven¢ao (GOULART; GOULART, 2008).

A combinac¢do de métodos que possam medir a imunidade humoral, diretamente
proporcional a carga bacilar, por meio do teste ELISA anti PGL-I; a imunidade celular, pelo
teste de Mitsuda, inversamente proporcional a carga bacilar; bem como avaliar diretamente a
carga bacilar em swabs nasais, o principal sitio de entrada e saida do bacilo, por meio da PCR
especifica para DNA do M. leprae, podera contribuir para o entendimento da epidemiologia
molecular do M. leprae (GOULART et al., 2008).

Mais estudos sdo necessarios particularmente sobre a transmissdo do M. leprae, o
papel da infeccdo subclinica e a progressdo da infeccdo a doenca, o que possibilitaria

subsidiar a recomendac¢do da quimioprofilaxia em paises de alta endemicidade.
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HIPOTESE

Mesmo em area de média endemia em hanseniase, como na regido do Tridngulo
Mineiro onde foi desenvolvido o presente trabalho, hé individuos portadores sadios do M.
leprae e com infec¢do subclinica envolvidos na disseminagdo do bacilo na comunidade,
aumentando as chances de contato do mesmo com os individuos suscetiveis.

A deteccdo do bacilo por meio de biomarcadores moleculares e imunolédgicos, que
trazem seguranca e confiabilidade quanto a especificidade e sensibilidade do método para
deteccdo do M. leprae, podera oferecer um indice de infectividade do meio e da circulagdo do

bacilo na populacdo, que pode ser monitorado em fase de eliminag@o da doenga.
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OBJETIVO

Caracterizar a epidemiologia molecular do M. leprae na populagdo de area endémica
de hanseniase no sudeste do Brasil, por meio da detec¢do de DNA do bacilo em swab nasal e

sorologia anti PGL-I em doentes e contatos domiciliares.

Objetivos Especificos:

1- Detectar o DNA do M. leprae por PCR em swabs nasais de pacientes com hanseniase
virgens de tratamento e de contatos domiciliares de pacientes com hanseniase,
correlacionando os resultados dos pacientes com a classifica¢do clinica e operacional, indice
baciloscopico, teste de Mitsuda e ELISA anti PGL-I e em contatos correlacionando os
resultados com a classificagdo clinica e operacional do caso indice e resultados do teste

ELISA anti PGL-L

2- Detectar anticorpos IgM contra o antigeno PGL-I especifico do M. leprae em soro de
pacientes com hanseniase virgens de tratamento e de contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase, correlacionando os resultados dos pacientes com a classificagdo clinica e
operacional, indice baciloscopico, teste de Mitsuda e PCR em swab nasal e em contatos
correlacionando os resultados com a classificagdo clinica e operacional do caso indice e

resultados da PCR em swab nasal.
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CASUISTICA E METODOS

CASUISTICA

Selecio dos pacientes

Foram convidados a participar do estudo 444 pacientes virgens de tratamento do
Centro Nacional de Referéncia em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH), do

Hospital de Clinicas (HC), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Selecio dos contatos domiciliares

Foram convidados a participar do estudo 1352 contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase atendidos no Centro Nacional de Referéncia em Dermatologia Sanitaria e
Hanseniase (CREDESH), do Hospital de Clinicas (HC), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU).

Aspectos Eticos

Este estudo é parte de uma investigacdo epidemiologica realizada pelo Centro
Nacional de Referéncia em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH), MG, Brasil. A
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia
(n° 099/2003 e n°® 499/2008).

Os pacientes e contatos que concordaram em participar da pesquisa assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, no qual foram orientados que poderiam desistir da

pesquisa a qualquer momento sem que houvesse prejuizo proprio.

METODOS

Critérios para Selecio dos Pacientes

Para o diagnostico clinico, os pacientes virgens de tratamento foram submetidos a
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exames dermato-neurologicos, com descricdo detalhada das caracteristicas macroscopicas,
quantidade e distribuig@o, das lesdes mapeadas em diagrama corporal contido nos prontuarios.
Em todos os pacientes ainda foram realizados o teste de Mitsuda, indice baciloscopico de

esfregaco dérmico e biopsias das lesGes para exame histopatoldgico.

Teste de Mitsuda

Reagdo intradérmica com 0,1 ml da lepromina humana, uma suspensio de 6 x 10’
bacilos/ml mortos pelo calor, produzida pelo Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL, Bauru-
SP), realizada na superficie de flexdo do antebraco direito, 4 cm abaixo da dobra antecubital,
com leitura na 4* semana, considerando como resultado, a medida do didmetro da induracgdo
local, registrada em milimetros (mm). A administragdo do teste foi realizada apds a coleta da
amostra para a sorologia ELISA anti PGL-I. A reacdo de Mitsuda foi descrita levando-se em
conta os dados relacionados abaixo:

Negativo: nada a observar ou papula menor do que 3 mm de didmetro

Positivo: nodulo maior que 3 mm de didmetro ou com ulceragio.

indice Baciloscépico (IB)

O indice baciloscopico foi realizado em esfregagos cutdneos de no minimo 7 locais: o
lobulo das 2 orelhas, os 2 cotovelos, 2 joelhos e lesdes em atividade. A coloragdo de Ziehl-
Neelsen foi utilizada pela caracteristica bacilo alcool-acido resistente (BAAR) do
Mycobacterium leprae. O resultado foi registrado de acordo com a presenga de bacilos vistos
em um campo microscopico médio, utilizando-se objetiva de imersdo como descrita abaixo:

Negativo: nenhum bacilo em 100 campos de imersdo

Positivo: acima de 1 bacilo em um campo de imersdo

Critérios para Selecio dos Contatos Domiciliares

Os contatos domiciliares dos pacientes de hanseniase apresentaram exame clinico
dermato-neurolégico normal.

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2002), considera-se contato domiciliar de
paciente de hanseniase os individuos que residam ou tenham residido com o doente nos

ultimos cinco anos (periodo médio de incubacdo da doenga). O paciente com hanseniase
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referente ao contato domiciliar foi denominado caso indice.

PCR em Swab Nasal

A coleta dos swabs nasais dos contatos de pacientes com hanseniase foi realizada com
a introdugdo de pequenas escovas flexiveis e esfregando o septo nasal em ambas as fossas
nasais. As hastes com o material foram depositadas em tubos estéreis contendo 500 uL de
tampao de lise (NaCl 400 mM, EDTA 50 mM e Tris-HCI 25 mM, pH 8.0). Cada amostra foi
individualmente acondicionada em microtubos eppendorf estéreis e mantidas a 4°C até a
extracdo de DNA no Laboratorio de Patologia Molecular e Biotecnologia do CREDESH.

Para a extragdo do DNA as amostras foram incubadas a 65°C/ 5Sh em uma solugdo de
Proteinase K (10 mg/ml). Um volume igual de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (24:24:1)
foi adicionado, homogeneizado com o produto lisado, colocado em repouso por 10 min. e
centrifugado (15.000G a 4°C) durante 10 min. Apos, a fase aquosa (até 600ul) foi coletada e
depositada em um tubo limpo estéril. Para a precipitagdo do DNA, 1.000ul de élcool etilico
absoluto foi adicionado, homogeneizado por inversdo e os tubos centrifugados (15.000G a
4°C) por 15 min.. Os sedimentos foram lavados com alcool etilico 75% por centrifugacio
(7.500G a 4°C) durante 5 min. e suspendidos em 50ul de agua ultrapura deionizada. Para a
detec¢do do DNA de M. leprae em amostras de swab nasal, um par de iniciadores (forward: 5’
GCA CGT AAG CAT GTC GGT GG 3’ e reverso: 5> CCG CGG CGC TAA CAACTATC 3°)
com alvo a regido RLEP3 (X17153) do genoma do M. leprae foi utilizado para amplificar um
fragmento de 130 pb, utilizando condig¢des padronizadas para a PCR previamente descritas
(GOULART et al., 2007). Condi¢des da PCR: 1,0 U de Taq Platinum DNA polymerase, 1X
PCR buffer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 10,0 pM de cada primer, ¢ 200 ng de DNA
gendmico, em um volume final de 25 ulL, completado com &4gua ultrapura. A PCR foi
realizada em termociclador MJ Research, Inc., de acordo com as seguintes condigdes:
desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de amplificagdo a 95 °C por 40 s, 57 °C por
40 s, e 72 °C for 1 min. A extensdo final foi feita a 72 °C por 10 min. Um controle positivo
para DNA foi amplificado simultaneamente utilizando um par de iniciadores com alvo um
fragmento de 200 pb do gene humano NRAMPI1 (proteina 1 de macrofago associada a
resisténcia natural). Os produtos da PCR foram detectados por eletroforese em gel de agarose

1,5%, corado com brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.
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Sorologia ELISA anti PGL-I

Para obten¢do do soro foi realizada a coleta de sangue venoso periférico por pungdo da
veia braquial com tubo em vacuo com gel separador (Vacutainer®).

Para detectar anticorpos IgM no soro, um ensaio de ligacdo imunoenzimatico
(enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) contra a molécula PGL-I nativa purificada da
parede celular do Mycobacterium leprae, doado pelo Dr. John Spencer (Colorado State
University, USA), foi realizado conforme metodologia previamente descrita (LOBATO ef al.,
2011). Resumidamente, 50 ul de PGL-I 10 pg/ml diluido em é&lcool etilico absoluto foi
adicionado a cada po¢o de uma placa de 96-pogos (Maxisorp®, Nunc). Apods incubagdo em
temperatura ambiente, 300 ul de BSA-PBS 1% foi adicionado a cada pogo e a placa incubada
a 37°C/ 1h. Os pogos 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 pl do conjugado de anti-IgM humana e
peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), diluido 1:10.000 em 1% BSA-PBS a 37°C/
1h, e lavado seis vezes com PBS. Apds, 50 ul do substrato enzimatico dicloridrato de o-
fenilenodiamina (OPD, Sigma) foi adicionado e a placa incubada no escuro em temperatura
ambiente até a coloragdo. A reagdo foi interrompida com 25 ul de acido sulfurico 4N e
mensurada com um espectrofotdmetro a 492nm. Cada amostra foi testada em duplicata. Os
resultados do ELISA foram analisados com base no indice ELISA, um procedimento utilizado
quando o anticorpo alvo ndo esta presente em todas as amostras e os valores negativos sao
utilizados para normalizar as informagdes de diferentes ensaios e reduzir variagdes entre os
testes. O célculo do valor do ponto de corte foi realizado adicionando quarto desvios padrdes
(4 DP) na média da densidade 6tica (DO), de trés amostras em branco (sem amostra) e trés
amostras de controles negativos por placa, que foi definida para cobrir um intervalo de
confianga de 99.99%. As amostras controle negativas foram estabelecidas previamente com
individuos sem historia de hanseniase, com PCR negativa (em sangue, esfregaco dérmico,
swab nasal e bucal) e com soro negativo para anticorpos anti PGL-I. Dois controles positivos
também foram utilizados em cada placa para verificacdo apds a normatizagdo dos dados. Se o
coeficiente de variagdo para os controles positivos foram maiores do que 2%, o ensaio foi
considerado inadequado e repetido. A titulagdo dos anticorpos foi expressa como indice
ELISA (IE) de acordo com a seguinte formula IE = DOamostra/DOponto de corte. Valores

acima de 1,1 foram considerados positivos.
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Analises Estatisticas

Foi realizada estatistica descritiva dos dados. Coeficientes de correlagdo de Pearson e
testes de regressdao foram obtidos para associar os resultados nos testes: baciloscopia, teste de
Mitsuda, ELISA e PCR com as formas clinicas e classifica¢do operacional. Foi considerada a
significancia estatistica de p<0,05. Todos os dados foram analisados com o programa Prism 5

para Windows (©1997-2007 GraphPad Software Inc).
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RESULTADOS
Pacientes com hanseniase
Os 444 pacientes com hanseniase eram predominantemente homens 57,9% (257/444)
e apresentaram idade média de 47,9 £15,7 anos. Os pacientes multibacilares (MB)
representaram 70,3% (312/444) e a principal forma clinica observada foi a BT (38,7%)

(Tabela 1).

Tabela 1: Distribui¢do de frequéncias observadas nas formas clinicas, sexo e idade média de

pacientes com hanseniase.

Sexo Idade no

Formas Masculino Feminino diagnostico Total
Clinicas % N %  Méda N %
1 2 40 3 60 36 5 1,1

TT 21 46,7 24 53,3 44 45 10,1
BT 86 50 86 50 46,4 172 38,7
BB 42 56,8 32 432 48.1 74 16,7
BL 44 69.8 19 30,2 56.4 63 142
LL 62 72,9 23 27 471 85 19,1
Total 257 57,9 187 421 479 444 100

* 1. hanseniase indeterminada; TT: tuberculdide; BT: borderline tuberculdéide; BB: borderline borderline; BL:

borderline lepromatosa; LL: lepromatosa.

Todos os pacientes PB foram negativos para o IB. Entre os MB (312), 76% (237)
foram positivos. A distribui¢do das porcentagens de positividade de acordo com as formas
clinicas foram nenhum para TT e 100% para BL (63) e LL (85) (Grafico 1). Quando excluida
a forma I devido a sua instabilidade, uma forte correlacdo positiva foi observada entre o IB e a

classificacdo clinica (Pearson r= 0,8826, IC 95% 0,0012 até 0,9922, p= 0,0474, R?>=0,8151).
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Grifico 1: Porcentagens de positividade ao IB de pacientes com hanseniase de acordo com a

classificag@o clinica.
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* TT: hanseniase tuberculdide; BT: borderline tuberculdide; BB: borderline borderline; BL: borderline

lepromatosa; LL: lepromatosa.

Os resultados do teste de Mitsuda foram recuperados de 328 pacientes. Nao foi
possivel a analise dos resultados de Mitsuda de 116 pacientes que estavam sobre o uso de
corticosteroides que interferiu no resultado do teste. Entre os pacientes com resultados, 34,8%
(115) eram PB, desses 9,6% (11) foram negativos e 90,4% (104) foram positivos. As
porcentagens para pacientes MB (213) foram 19,3% (41) positivos e 80,7% (172) negativos.
A distribuicdo de porcentagens de positividade ao teste de Mitsuda de acordo com a
classificagdo clinica foi de 100% (40/40) para TT e nenhum para LL (67) (Grafico 2). Quando
excluida a forma I devido a sua instabilidade, uma forte correlagdo negativa entre o teste de
Mitsuda e a classificag@o clinica foi observada (Pearson r= -0,9163, IC 95% -0,9946 até -
0,1773, p= 0,0287, R%= 0,9096).
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Grifico 2: Porcentagens de positividade ao teste de Mitsuda de pacientes com hanseniase de

acordo com a classificagdo clinica.
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A relagdo entre as porcentagens de positividade ao IB e ao teste de Mitsuda foi

inversamente proporcional. A apresentacdo grafica da porcentagem de positividade ao IB de

acordo com as formas clinicas € melhor representada por uma regressao logaritmica positiva e

ao teste de Mitsuda a melhor representagio € uma regressio logaritmica negativa (Grafico 3).

Grifico 3: Linhas de tendéncia das porcentagens de positividade ao IB e teste de Mitsuda de

pacientes com hanseniase de acordo com classificagao clinica.

+=|B == Teste Mitsuda

100 98.7 100 100
100 - * Y — ¢
90 - W
7 y=T3.994In(x) - 9.2588
% 80 - iy . R? = 0.8151
3 70
= 60 -
—
® 50 -
o
2 40 -
Be 3[} _
20 y =-69.72In(x) + 103.05
) - R2 = 0.9096
10 - 0 / 4 . 0
0 ’j T T T T —. 1
T BT BB BL LL

Forma Clinica*

* TT: hanseniase tuberculoide; BT: borderline tuberculdide;

lepromatosa; LL: lepromatosa.

BB: borderline borderline; BL: borderline



28

O teste ELISA para detec¢do de anticorpos IgM contra o PGL-I em pacientes com
hanseniase apresentou uma positividade geral de 63,3% (281/444). A porcentagem de
positividade entre pacientes MB foi de 83% (256/312), invertendo entre os PB, nos quais a
porcentagem de negativos foi 83,3% (110/132). As porcentagens de positividade de acordo
com a classificagao clinica foram 11,1% (5/450) para TT e para LL 97.6% (83/85) (Gréafico
4). Quando excluida a forma I devido a sua instabilidade, uma forte correlagdo positiva foi
observada entre o ELISA anti PGL-I e a classificagdo clinica (Pearson = 0,9210, IC 95%
0,2063 até 0,9949, p= 0,0263, R%= 0,9292).

Grafico 4: Porcentagens de positividade ao ELISA anti PGL-I de pacientes com hanseniase
de acordo com a classificagdo clinica.
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* TT: hanseniase tuberculdide; BT: borderline tuberculdide; BB: borderline borderline; BL: borderline

lepromatosa; LL: lepromatosa.

A positividade geral para a detecgdo do DNA de M. leprae em swab nasal de pacientes
com hanseniase através da PCR (Figura 1) foi 34,2% (152/444). As porcentagens de
positividade para pacientes PB e MB foram 5,3% (7/132) e 46,5 (145/312) respectivamente.
De acordo com a classificagdo clinica as porcentagens de positividade foram 4,4% (2/45) para
TT e para LL 91.8% (78/85) (Grafico 5). Quando excluida a forma I devido a sua
instabilidade, uma forte correlagdo positiva entre a PCR para detecgdo do DNA de M. leprae
em swab nasal e a classificagdo clinica foi observada (Pearson r= 0,9693, IC 95% 0,6008 até

0,9981, p= 0,0064, R>= 0,9395).
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Grifico 5: Porcentagens de positividade a PCR para deteccdo do DNA de M. leprae em swab

nasal de pacientes com hanseniase de acordo com a classificag@o clinica.
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Figura 1: Visualizagdo da detec¢do do DNA de M. leprae por eletroforese em gel de agarose
1,5% com brometo de etideo sob luz ultravioleta.

A detecclo positiva do DNA de M. leprae é demonstrada pela amplificagdo de um fragmento de 130 pb da
regido gendémica RLEP3. Colunas 01, 02 ¢ 06 demonstram amostras negativas, colunas 03, 04, 05, 07 ¢ 08
demonstram amostras positivas ¢ a coluna 09 demonstra uma amostra controle negativa. O fragmento de 200 pb
observado nas colunas 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07 ¢ 08 demonstra a amplificagdo do gene NRAMP1 como
controle positivo de DNA.

Em ambos os testes, ELISA anti PGL-I e PCR para deteccdo do DNA de M. leprae em
swab nasal, as porcentagens de positividade aumentaram em dire¢do as formas BB, BL e LL.
A apresentacdo grafica das porcentagens de positividade para o ELISA anti PGL-I melhor
representa uma regressdo geométrica e a detecgdo do DNA em swab nasal melhor representa

uma regressao linear (Grafico 6).
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Grifico 6: Linhas de tendéncia para as porcentagens de positividade aos testes ELISA anti

PGL-I e PCR para deteccio do DNA de M. leprae em swab nasal de pacientes com

hanseniase de acordo com a classificagdo clinica.
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A representacdo grafica das linhas de tendéncia das porcentagens de positividade aos

testes laboratoriais € apresentada no grafico 7.

Grifico 7: Linhas de tendéncia das porcentagens de positividade aos testes IB, Mitsuda,

ELISA anti PGL-I e PCR para deteccio do DNA de M. /leprae em swab nasal de pacientes

com hanseniase de acordo com a classificagdo clinica.
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Contatos de pacientes com hanseniase

Os 1352 contatos de pacientes eram predominantemente mulheres (56,2%) e menores
de 16 anos (31,8%), com idade média de 29,3 £19,9 anos. Os contatos de pacientes MB
representaram 77,6% (1049/1352) e a maioria eram contatos de pacientes com forma clinica

BT 30,5% (412/1352) (Tabela 2).

Tabela 2: Distribui¢do de frequéncias observadas nas formas clinicas do caso indice, sexo e

idade média de contatos de pacientes com hanseniase.

Forma Sexo Idade na
ek ) . Total
Clinica Masculino Feminino abordagem
do caso N % N % Média N %
indice
I 3 333 6 66.7 19.1 9 0,7
TT 48 44.9 59 55.1 28.9 107 7.9
BT 189 45.9 223 54,1 28.5 412 30,5
BB 108 443 136 55,7 30,8 244 18
BL 90 37.3 151 62.7 28.6 241 17,8
LL 154 45.4 185 54,6 29.9 339 25.1
Total 592 438 760 56,2 2973 1352 100

* 1. hanseniase indeterminada; TT: tuberculdide; BT: borderline tuberculdéide; BB: borderline borderline; BL:

borderline lepromatosa; LL: lepromatosa.

Foi observada uma positividade geral de 13,3% para o ELISA anti PGL-I em contatos.
As porcentagens de positividade de acordo com a classificagdo operacional do caso indice
foram 11,5% (35/303) para PB e 13,8% (145/1049) para MB. Quando excluida a forma I
devido a sua instabilidade, uma correlagdo positiva foi observada entre o ELISA anti PGL-I e
as formas clinicas do caso indice (Pearson r= 0,9163, IC 95% 0,1775 até 0,9946, p= 0,0287,
R’=0,8397) (Grafico 8).
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Grafico 8: Porcentagens de positividade ao ELISA anti PGL-I em contatos de pacientes com

hanseniase de acordo com a forma clinica do caso indice.
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A detecg@o do por PCR do DNA de M. leprae em swab nasal de contatos apresentou
uma positividade geral de 4,7% (63/1352). Entre os positivos, de acordo com a classificagio
operacional do caso indice 15,9% (10/63) eram contatos de casos PB e 84,1% (53/63) eram
contatos de casos MB, porém a propor¢do de positivos ndo foi estatisticamente significante
quando levado em considera¢do o nimero total de contatos de pacientes PB ou MB (Grafico

9).

Grafico 9: Porcentagens de positividade a PCR para detecgdo do DNA de M. /eprae em swab

nasal de contatos de pacientes com hanseniase de acordo com a forma clinica do caso indice.
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As porcentagens de positividade para o ELISA anti PGL-I e para a PCR para detec¢éo
do DNA de M. leprae em swab nasal de contatos de pacientes com hanseniase, de acordo com
a forma clinica dos casos indices sdo descritas na tabela 3. Ndo foi observada significancia
estatistica entre a PCR para deteccdo do DNA de M. leprae em swab nasal de contatos e as
formas clinicas dos casos indices (p>0.05).

Quando verificada a concordancia de positividade entre o ELISA anti PGL-I e a PCR
para deteccdo do DNA de M. leprae em swab nasal de contatos de pacientes com hanseniase

foi observado que 17 individuos foram positivos para os dois testes (Tabela 4).

Tabela 3: Porcentagens de positividade para o ELISA anti PGL-I e a PCR para detec¢do do

DNA de M. leprae em swab nasal de contatos de acordo com a forma clinica dos casos

indices.
Forma ELISA anti PGL-I PCR Swab Nasal Total
Clinica* do Negativo Positivo Negativo Positivo
casoindice N % N % N % N % N %
I 7 77.8 2 222 9 100 - ] 9 0,7
TT 93 8,9 14 13,1 103 963 4 37 107 79
BT 365 886 47 114 39 961 16 39 412 305
BB 214 87,7 30 12,3 230 943 14 5,7 244 18
BL 210 86,8 32 13,2 225 93 17 7 241 17.8
LL 283 837 55 163 326 964 12 36 339 251

Total 1172 86,7 180 13,3 1289 953 63 4,7 1352 100

* 1. hanseniase indeterminada; TT: tuberculdide; BT: borderline tuberculdéide; BB: borderline borderline; BL:

borderline lepromatosa; LL: lepromatosa.

Tabela 4: Resultados para a sorologia ELISA anti PGL-I contra os resultados da PCR para a

deteccdo do DNA de M. leprae em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase.

ELISA anti PGL-I

. . Total
PCR Negativo Positivo o
swab nasal

% N % N %
Negativo 1126 83,3 163 12 1289 95,3
Positivo 46 3,4 17 1,3 63 4,7

2

Total 1172 86,7 180 13,3 1352 100
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que em pacientes com hanseniase a positividade nos
testes, ELISA anti PGL-I e PCR em swab nasal, estdo diretamente associadas com as formas
clinicas no espectro da doenga, aumentando do polo TT em dire¢do ao polo LL. Estes dados
corroboram com estudos que afirmam uma correlagdo diretamente proporcional de
positividade entre os niveis de anticorpos especificos do M. leprae com o espectro clinico e a
baciloscopia, e inversamente proporcional ao teste de Mitsuda (GOULART ez al., 2002; CHO
et al., 2001; OSKAM et al., 2003; BUHRER-SEKULA ef al., 2003; MOURA et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2008). A correlagdo diretamente proporcional entre a deteccdo do DNA de
M. leprae e de anticorpos anti PGL-I com a positividade na baciloscopia de esfregaco
dérmico, e inversamente proporcional ao teste de Mitsuda, demonstra uma infec¢do ativa e
correta classificagcdo dos pacientes.

Os resultados descritos indicam que a relagdo entre a resposta imunologica de acordo
com a classificagdo operacional e a classificacdo em formas clinicas com a detec¢do de
anticorpos IgM contra o PGL-I em soro e do DNA de M. leprae em swabs nasais de pacientes
com hanseniase, validam as metodologias como ferramentas auxiliares para a classificagdo
dos pacientes e viavel aplicagdo na identificagdo de portadores sadios e com infecgdo
subclinica entre contatos domiciliares.

Este estudo observou que aproximadamente 5% dos contatos domiciliares de pacientes
com hanseniase foram positivos para a deteccio do DNA de M. leprae em amostras de swab
nasal, similar a positividade encontrada em pacientes PB, TT e BT. Estes resultados
demonstram que contatos domiciliares estio expostos a uma fonte de infec¢do e abrigam
bacilos no nariz. Mesmo que a maioria dos contatos ndo seja infectada ou desenvolva
hanseniase devido a complexa relagdo entre fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais com
o mecanismo de infec¢io (GOULART, GOULART, 2009), eles podem favorecer a
disseminagdo do M. leprae para individuos suscetiveis, o que indica um possivel meio de
transmissdo. Outros estudos detectaram DNA de M. /eprae na mucosa nasal de populagido
endémica (HATTA et al, 1995, BEYENE er al, 2003) e a positividade observada,
independente da classificacdo operacional e forma clinica do caso indice, apresenta mais
evidéncia da distribui¢do generalizada de M. leprae em regides endémicas.

A positividade geral observada neste estudo para a PCR em swab nasal de contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase correlaciona-se com porcentagens encontradas em

estudos na Indonésia 2,9% (HATTA et al., 1995), India 2% (RAMAPRASAD et al., 1997),
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Etiopia 4,6% (BEYENE ef al., 2003), India 4% (JOB et al., 2008), Anjouan 6,5% (PATTYN
et al., 1993) e Indonésia 7,8% (KLATSER ef al., 1993), e ¢ inferior a encontrada em estudos
nas Filipinas 19% (DE WIT ef al, 1993). Estudos relatam a utilizacdo de variadas
metodologias e iniciadores com alvo diferentes regides e com diversos tamanhos amplificados
para a deteccdo especifica do DNA de M. leprae (BEYENE et al., 2003; PATTYN et al.,
1993; DE WIT ef al., 1993; HATTA ef al., 1995; JOB ef al., 2008; KLATSER ef al., 1993),
porém a utilizagdo de iniciadores que amplificam um fragmento de 130pb da regido RLEP3,
foi demonstrada ser mais sensivel (GOULART et al., 2007), justificando a aplicagdo dos
mesmos no presente estudo.

Neste estudo mais do que 13% dos contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
foram soropositivos para anticorpos IgM anti PGL-I, porcentagem acima da observada entre
pacientes TT. Esses resultados demonstram que estes contatos também apresentam maior
prevaléncia de infec¢do, aumentando em direc¢do as formas MB. Outros estudos indicam que a
soropositividade entre os contatos representa um fator de risco para o desenvolvimento da
doenga, especialmente hanseniase MB (DOUGLAS et al., 2004; GOULART et al., 2008).

A soropositividade geral em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
observada nesta investigagdo corrobora com resultados de soropositividade obtidos em
contatos na India (14,5%) (KRISHNAMURTHY et al., 1991), Nova Caledonia (14,2%)
(DESFORGES ef al.,. 1989), Albania (13,3%) (SULCEBE; NAKUCI, 1990), Brasil-Rio de
Janeiro (16,1%) (DUPPRE, 2008), Nepal (17%) (ROCHE ef al., 1993) e Polinésia (17%)
(CHANTEAU et al., 1993) ; e sdo superiores aos dados encontrados nas Filipinas (6,6%)
(CELLONA et al., 1993) e india (2,7%) (SINHA et al., 2004). Portanto, a soropositividade
para anticorpos contra antigenos do M. leprae em contatos domiciliares de pacientes tem
variado de 2,7 a 17%. Essas diferengas de soropositividade encontradas entre os diversos
trabalhos podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela utilizagdo de porgdes antigénicas
sintéticas e ndo o antigeno nativo PGL-I purificado, como no presente trabalho. Outros
estudos utilizam porgdes antigénicas sintéticas para a deteccdo de anticorpos contra o M.
leprae em populagdo de areas endémicas (DUTHIE ef al., 2011; MARTINS et al., 2010;
LOBATO et al., 2011, BUHRER-SEKULA ef al., 2003), porém sua validacdo é dependente
da correlagdo com os resultados da sorologia anti PGL-I com o antigeno nativo, que melhor
representa a reatividade imunoldgica frente a infec¢do no organismo hospedeiro, justificando

a aplicagcdo do mesmo no presente estudo.
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CONCLUSAO

A presenga de bacilos na mucosa nasal de contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase, que pode ser mensurada pela deteccdo do DNA de M. leprae em amostras de
swab nasal pela técnica da PCR, reflete contaminag¢do como resultado do contato com uma
fonte de infecg¢do. A positividade na PCR pode representar apenas a presenga do bacilo ou
infeccdo subclinica, no entanto ndo indica evolugdo para a doenca, uma vez que a mucosa
nasal € o sitio primario de contato com qualquer microorganismo no ar. A presenga de M.
leprae em secregOes nasais ndo determina infecg@o, ela indica o transporte nasal, o que pode
implicar na participagdo desses individuos na transmissdo da hanseniase como portadores
sadios.

Nao obstante, a contaminag@o pode levar a infecgdo, que pode ser determinada pela
producdo de anticorpos especificos contra antigenos do M. leprae pelo hospedeiro, levando a
soropositividade ao ELISA anti PGL-I, o que em contatos domiciliares sem sinais ou sintomas
de hanseniase, representa uma infec¢do subclinica. O nimero de soropositivos ndo indica a
real frequéncia de infectados, uma vez que alguns dos infectados ndo produz anticorpos
especificos, o que sugere que o numero de infectados pode ser subestimado.

Contatos domiciliares constituem um grupo reconhecivel de individuos com alto risco
para o desenvolvimento da doenga e que vivem em proximidade com uma fonte de infec¢do
(SALES et al., 2011) e sua participagdo na propagagdo e disseminagdo de M. leprae para
pessoas suscetiveis em comunidades endémicas ndo pode ser negligenciada. A distribui¢do de
positividade observada entre os contatos domiciliares de pacientes em todas as classifica¢des
operacionais e formas clinicas, indica que todos estdo expostos a uma pressdo bacilar e
possivel infec¢do devido a continua interagdo com uma fonte de infec¢do e também que o M.
leprae esta amplamente disseminado entre eles.

Individuos baciliferos ndo tratados, especialmente multibacilares, sdo altamente
contagiosos e podem disseminar M. leprae na comunidade mesmo antes de apresentar sinais
clinicos da doenga (DAVEY, REES, 1974, MCDOUGALL et al., 1975; GOULART et al.,
2002). A atual politica mundial de controle da hanseniase garante que os individuos
diagnosticados sejam tratados, porém a deteccdo de casos novos tem decrescido muito
lentamente (WHO, 2011), sugerindo a existéncia de fontes de infec¢do ndo detectadas,
particularmente em comunidades endémicas. Como a positividade observada nos testes
ELISA anti PGL-I e PCR para deteccio do DNA de M. leprae em swab nasal foram maiores

em pacientes multibacilares, € possivel que contatos com positividades nesses testes possam
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ser contagiosos e favorecer o contato do bacilo com pessoas suscetiveis, o que ajuda a
explicar o surgimento de casos novos em pessoas que ndo reportam contato prévio com
pacientes (BEYENE ez a/., 2003; PATTYN et al., 1993; GOULART et al., 2008; GOULART;
GOULART, 2009; HATTA et al., 1995; KLATSER et al., 1993).

O sucesso dos programas de controle da hanseniase se baseia na prevengao,
diagnoéstico precoce, tratamento e interrupg¢do da transmissdo. A vacinagdo com BCG tém
contribuido como um fator de protecdo para a hanseniase (SALES ef al., 2011); além disso,
ensaios clinicos para a avaliagdo de novas vacinas aperfeicoadas devem ser priorizados.
Novas metodologias moleculares baseadas na PCR sdo mais especificas, sensiveis e
reprodutiveis do que a microscopia otica (TRUMAN ef al., 2008) e devem melhorar o
diagnostico precoce e correto. Trinta anos atras a PQT foi implementada apos a ocorréncia de
cepas de M. leprae resistentes a dapsona, assim devido a atual emergéncia de resisténcia
medicamentosa as da PQT (MATSUOKA, 2010), ¢ essencial a vigilancia e a avaliagdo de
tratamentos alternativos e com novas drogas devem ser incentivados.

As metodologias aplicadas neste estudo, PCR para deteccdo do DNA de M. leprae em
swab nasal e sorologia anti PGL-I, s3o ferramentas que podem ser utilizadas para avaliar a
distribuicdo da infectividade e a circulagdo do bacilo no meio. Como observado em outras
doengas infecciosas nas quais poucos individuos infectados desenvolvem a doenga, o papel
dos portadores sadios e com infecg@o subclinica na disseminagdo da hanseniase € um possivel
meio de transmissdo em regides endémicas. Em consequéncia disso, a quimioprofilaxia de
contatos domiciliares deve ser implementada como prevengdo para o desenvolvimento da
doenca em individuos com infec¢do subclinica e como uma estratégia para a eliminagdo dos
bacilos em portadores sadios e subsequente interrup¢do da cadeia de transmissio da

hanseniase.
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