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TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Raquel Rodrigues Barbieri

O diagndstico precoce da hanseniase e a vigilancia dos contatos sao consideradas
importantes pilares para o controle da endemia. Nos ultimos anos, a reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), tem despontado como uma importante ferramenta para o diagnéstico das
formas paucibacilares (PB) da doenga assim como para a identificacdo de contatos com
infeccao subclinica. Objetivos: Analisar o perfil dos casos com suspeita de hanseniase
referenciados ao ambulatério de hanseniase da Fiocruz no contexto da descentralizagdo do
programa de controle da doenga; avaliar o papel da PCR no diagnéstico da hanseniase PB e
na identificagao de infecgao subclinica em contatos. Métodos: este trabalho foi conduzido no
Centro de Referéncia de hanseniase do IOC — Fiocruz-RJ e esta dividido em trés partes. No
estudo 1 foram analisadas as mudancas na demanda do ambulatério da Fiocruz no periodo
de 2010-2014 comparado com 2005-2009. As informacdes foram obtidas do banco de dados
do Laboratério de Hanseniase e do SINAN. Os aspectos clinicos e epidemiolégicos dos
pacientes foram analisados. No estudo 2, os pacientes foram avaliados por um dermatologista
em trés momentos. Na primeira visita, o exame clinico e as amostras foram coletadas. Na
segunda visita, os resultados do exame histopatolégico e da PCR (gen alvo-16S) foram
analisados, e uma decisdo terapéutica foi tomada. Um ano depois foi estabelecido um
diagndstico de consenso utilizado como padrao de referéncia para definir a sensibilidade e a
especificidade da qPCR no diagndstico das formas PB. No estudo 3, os contatos atendidos
no ambulatério de 2011 a 2017 que tiveram raspado dérmico colhido para qPCR foram
acompanhados para avaliacao da relagao do resultado da gPCR com o risco de adoecimento.
Resultados: o estudo 1 mostrou que entre os 1.845 casos estudados 1.380 (75%)
apresentavam outras dermatoses. Houve diminuigdo na propor¢cdo de casos novos de
hanseniase em relagcdo aos 5 anos anteriores ao periodo do estudo e 40% deles
apresentavam algum grau de incapacidade no diagnéstico. No estudo 2 foi observado que
dos 172 casos estudados 58% (100/172) tinham histologia inconclusiva e em 30% (30/100)
deles a qPCR era positiva. A sensibilidade da histologia para o diagnéstico das formas PB foi
de 35%, da qPCR 57% e com a combinagao dos 2 testes a sensibilidade foi de 65%. No
estudo 3 do total de 1,381 contatos incluidos a qPCR detectou apenas 20% dos que
progrediram para doenga sugerindo que, para este grupo, nao foi um bom marcador preditivo
de hanseniase. Conclusao: a gqPCR aumenta a precisao do diagndstico das formas PB da
hanseniase.
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THE ROLE OF MOLECULAR METHODS IN EARLY LEPROSY DIAGNOSIS AND HOUSEHOLD
CONTACTS MONITORING UNDER A DECENTRALIZED DISEASE PROGRAM POLICY

ABSTRACT
PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Raquel Rodrigues Barbieri

Early diagnosis of leprosy and contact surveillance are considered essential for disease
control. In recent years, polymerase chain reaction (PCR) has emerged as an important tool
for the diagnosis of paucibacillary forms (BP) as well as for the identification of contacts with
subclinical infection. Objectives: To analyze the profile of suspected cases of leprosy referred
to the Fiocruz leprosy outpatient clinic in the context of the decentralization of the disease
control program; to evaluate the role of PCR in the diagnosis of PB leprosy and in the
identification of subclinical infection in contacts. Methods: This study was conducted at the
Reference Center of Fiocruz-RJ and is divided into three parts. In study 1, we analyzed the
changes in Fiocruz's outpatient demand in the period 2010-2014 compared to 2005-2009. The
information was obtained from the database of the Leprosy Laboratory and SINAN. The clinical
and epidemiological aspects of the patients were analyzed. In study 2, the patients were
evaluated by a dermatologist at three different times. On the first visit the clinical examination
and collected samples were performed. On the second visit, the results of the histopathological
and PCR assay (DNA-based Mycobacterium leprae gqPCR-targeting 16S gene) were
analyzed, and a decision regarding treatment was made. A year later, a consensus diagnosis
was established.and it was used as a reference standard to define the sensitivity and specificity
of gPCR in the diagnosis of PB forms of the disease. In study 3, contacts seen at the outpatient
clinic from 2011 to 2017 who had slit smear skin collected for gPCR were followed up to
evaluate the risk to progress towards the disease . Results: study 1, showed that among the
1,845 cases studied, 1,380 (75%) had other dermatoses. There was a decrease in the
proportion of new cases of leprosy in relation to the 5 years prior to the study period and 40%
of them had some degree of incapacity at diagnosis. In study 2, it was observed that of the
172 cases studied 58% (100/172) had inconclusive histology and in 30% (30/100) of them the
gPCR was positive. The sensitivity of the histology for the diagnosis of PB forms was 35%, of
the gPCR 57% and the combination of the 2 tests showed sensitivity of 65%. In the study 3, of
the total of 1,381 contacts included, qPCR detected only 20% of those who progressed to
disease suggesting that, for this group, it was not a good predictive marker of leprosy.
Conclusion: gPCR increases the accuracy of the diagnosis of PB forms of leprosy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

1.1.1 Epidemiologia

A hanseniase persiste como um relevante problema de saude publica em diversos
paises, entre eles o Brasil, que atualmente é o segundo colocado no mundo em numero
de casos absolutos da doenca (WHO, 2018a). Em 1991, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) adotou a meta de eliminagdo da hanseniase como problema de saude
publica até o ano 2000 (WHO, 1991). Desde entédo, a doenga € considerada eliminada
nos paises que alcancaram a taxa de prevaléncia de menos de 1 caso por 10.000
habitantes. A implementagao do tratamento com a poliquimioterapia (PQT) foi uma das
medidas que colaborou muito para a reducéo global da prevaléncia nas ultimas duas
décadas, mas a queda da deteccao de novos casos tem sido menor do que o esperado
(WHO, 2018a).

A estratégia mais recente da OMS tem mudado de “eliminacdo da hanseniase
como um problema de saude publica” para a redugéo do 6nus da doenga, medido atraves
da queda na deteccao de casos com grau 2 de incapacidade (Gl2) entre casos novos e
reducao da detecgédo da doenca em criangas menores de 15 anos (WHO, 2016). Assim,
a deteccao de casos novos, o grau de incapacidade avaliado no momento do diagndstico
e a incidéncia de casos entre criangas sdo considerados os principais indicadores para
avaliagao do controle da endemia.

Nos ultimos 10 anos a queda na deteccgao de casos novos da doenca foi modesta,
de 249.007 em 2008 para 210.671 em 2017 (queda de 3,4%). No ultimo ano, India, Brasil
e Indonésia registraram as maiores incidéncias e juntos contabilizaram 80,2% dos
210.671 novos casos diagnosticados. Nas Américas foram 29.101 casos, 92,3% deles
no Brasil (WHO, 2018) que registrou taxa de detecgéo de 12,94/100.000 habitantes em
2017 considerada alta (Brasil, 2018).

Uma queda gradativa na porcentagem de casos diagnosticados com grau 2 de
incapacidade tem sido observada no mundo, mas em alguns paises, entre eles o Brasil,
houve elevagao deste indicador. Em 2016 foram registrados 1.736 casos novos com Gl
2 entre nés e em 2017 foram 1.949 (WHO, 2018). De 2008 a 2017 a frequéncia de Gl 2

entre os casos diagnosticados subiu na regido sudeste de 9,9% para 11,9% e no Estado
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do Rio de Janeiro de 8,3% em 2008 para 13,2% em 2017 (Brasil, 2018). A porcentagem
de casos com grau de incapacidade 2 é considerada alta quando maior ou igual a 10%
(Brasil, 2016). A presenca de incapacidades no momento do diagndstico reflete
diretamente a detecgéao tardia de casos. Os fatores relacionados a este atraso incluem o
estigma que acompanha o diagndstico de hanseniase, a falta de conscientizagdo da
comunidade sobre os sintomas da hanseniase, a pouca sintomatologia das lesbes de
evolucdo recente, a capacidade do sistema de saude em reconhecer a doenga nos

estagios iniciais e em certa medida, a cobertura dos servigos de saude (WHO, 2018).

1.1.2 Agente etiologico, transmissao e susceptibilidade genética

1.1.2.1 Agente etioldgico

O M leprae é um patdégeno intracelular obrigatorio, que infecta preferencialmente
as células de Schwann humanas e fagdcitos, como macréfagos teciduais e células
dendriticas. Afeta principalmente a pele e os nervos periféricos mas pode acometer
mucosas, olhos, linfonodos, medula 6ssea, visceras abdominais e testiculos (Job et al.,
1994).

O M. leprae € um bacilo gram positivo, que apresenta parede celular rica em
lipideos complexos, que lhe conferem a propriedade de ser um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), ou seja, cora-se pela fuccina e ndo descora pelos acidos e alcoois
quando corado pelo método de Ziehl-Neelsen. Por este método, os bacilos viaveis sédo
visualizados em forma de bastonetes, que se coram uniformemente em vermelho e que
se apresentam isolados ou agrupadas em globias. (Hunter e Brennan,1981; Brennan e
Nikaido, 1995)

A temperatura ideal de crescimento do bacilo é entre 27° C e 33° C, por isso €
mais frequente nas areas mais frias do corpo humano (extremidades e face: orelhas e
nariz) (Truman e Krahenbuhl, 2001). O bacilo pode se replicar em coxim plantar de
camundongos e produzir infecgao disseminada em tatus de nove bandas, que possui
temperatura corporal ideal de 33° C (Lahiri e Adams, 2005).

O genoma do M. leprae é o menor entre as micobactérias (3,3 Mb) com 1614
genes codificadores de proteinas e 1300 pseudogenes (Cole et al., 2001). Essa evolugao
redutiva € uma caracteristica das bactérias que mudaram de um estilo de vida livre para

um estritamente associado a um hospedeiro (Moya et al., 2008). Sua incapacidade de
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cultivo em meios artificiais provavelmente ocorre por causa desta perda de genes, (Cole
et al., 2001) o que dificulta o estudo de suas vias metabdlicas e de fatores de viruléncia
e o diagnostico das formas paucibacilares da doenca. O M. leprae foi considerado o
unico agente causador de hanseniase até 2008, quando uma nova espécie,
Mycobacterium lepromatosis, foi identificada em pacientes com hanseniase lepromatosa
difusa (Han et al., 2008).

1.1.2.2 Transmissao

O modo exato de transmissdo da hanseniase é desconhecido, mas acredita-se
que a principal via seja as vias aéreas superiores. O contato préximo com doentes ndo
tratados € considerado um fator de alto risco de transmisséo (Sales et al., 2011; Pedley,
1978). Ha um consenso de que os pacientes com a forma multibacilar sdo considerados
a principal fonte de infecgdo, mas o risco de desenvolver hanseniase entre contatos
domiciliares de pacientes paucibacilares € comprovadamente maior do que o da
populacao geral (Fine et al., 1997; Bees et al., 1999). Além disso, a presenga de DNA de
M. leprae na mucosa nasal de individuos saudaveis foi demonstrada em populagdes de
areas endémicas para hanseniase (Bees et al., 1999). Estudo utilizando PCR em
amostras nasal tém mostrado evidéncias de que pessoas infectadas (carreadores
saudaveis ou portadores de infeccdo subclinica) podem passar por um periodo de
excrecao nasal (Hatta et al., 1995). Nao pode, portanto, ser excluida a possibilidade de
transmissao pelos portadores sdos e por aqueles com infecgao subclinica (Cree e Smith,
1998; Araujo et al., 2012; Araujo et al., 2016).

A evolugao da infecgao € lenta e o periodo de incubagao da hanseniase é longo.
Somente 10% dos individuos infectados desenvolvem sintomas (Lockwood e Suneetha,
2005). Apesar de ser um parasita intracelular obrigatério, o bacilo pode permanecer
viavel no meio ambiente por até nove dias, dependendo das condigdes ambientais
(Desikan, 1977).

Alguns estudos demonstraram a presenga do bacilo na agua, no solo, em plantas
e em insetos mas nao foi possivel concluir se essas fontes de infecgao ambientais
desempenham um papel na contaminagdo do ser humano (Bratschi et al., 2015). Em
algumas regides dos Estados Unidos a infecgdo natural de tatus (Dasypus

novemcinctus) foi demonstrada, a doenga € considerada uma zoonose e ha relato de
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casos em humanos a partir do contato com esses animais (Job et al., 1986; Truman et
al., 2011). Outros animais como chimpanzé, macaco mangabey, macaco verde africano
e esquilos tém sido diagnosticados com hanseniase adquirida naturalmente, mas esses
animais ndo parecem atuar como fontes de infecgdo para o homem (Stinear e Brosch,
2016). Além da secregao nasal, bacilos foram encontrados na pele de individuos
aparentemente saudaveis em areas endémicas (Bratschi et al., 2015) mas, de fato,
apesar da lacuna que ainda existe no conhecimento que temos sobre o transmissao do
M. leprae, considera-se até o momento que o Bacilo de Hansen €& transmitido
predominantemente a partir das vias aéreas superiores de um doente nio tratado para

um individuo susceptivel com quem mantém contato proximo (Moet et al., 2004).

1.1.2.3 Susceptibilidade genética

Além do fato de que a convivéncia com um portador de hanseniase aumenta o
risco de adoecimento, estudos constataram que o grau de parentesco entre os doentes
e seus contatos também & um fator importante no processo de transmissao (Fine et
al.,1997; Sales et al., 2011). O avanco da genbmica tornou possivel a identificacao de
polimorfismos genéticos que podem conferir susceptibilidade ou resisténcia a
hanseniase. Esses estudos vém apontando genes nos quais pequenas variagdes
estruturais codificam proteinas com alteragdes funcionais que podem interferir na defesa
contra o M. leprae. Destacam-se os polimorfismos nos genes PARK2 e PARCRG que
podem inibir a ativacdo do macréfago conferindo susceptibilidade a doenga (Mira et al.,
2004).

1.1.3. Imunopatologia e Classificagao

1.1.3.1 Imunopatologia

A habilidade do hospedeiro em desenvolver diferentes graus de resposta imune
celular ao M. leprae é o que define a grande variedade de manifestagdes clinicas e
histopatolégicas da hanseniase e o que determina o conceito espectral da doenca. A
primeira barreira a infeccdo pelo M. leprae € a imunidade inata, representada pela
integridade dos epitélios, secregdes e imunoglobulina de superficie A (IgA). As células

natural killer (NK), os linfécitos T citotéxicos e os macréfagos ativados também podem
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participar da destruicdo de bacilos, independentemente da ativagcdo da imunidade
adaptativa. A resposta imune inata efetiva em combinagao com a baixa viruléncia do M.
leprae, pode ser a base para a resisténcia ao desenvolvimento de manifestagdes clinicas
da hanseniase (Scollard et al.,2006). Nos casos em que ha instalagdo da infeccao, a
resposta imune do hospedeiro é indefinida na fase inicial. A regulagdo de citocinas
inflamatdrias pode levar a proliferagédo de linfécitos T helper 1 (Th1) ou T helper 2 (Th2),
que promoverao resposta imune celular ou humoral ao M. leprae, respectivamente. Isso
determinara a evolugédo da doenga para uma das formas clinicas do espectro (Modlin e
Bloom, 1993; Mendonga et al., 2008).

Apesar de ser ineficaz para evitar o desenvolvimento da doenca, a imunidade
celular dos individuos que desenvolvem a forma tuberculéide da hanseniase limita a
proliferacdo dos bacilos, o que se reflete clinicamente em um pequeno numero de lesdes
cutaneas. Na resposta Th1 o interferon gama (IFN-y), ativa macréfagos enquanto a
interleucina-2 (IL-2) estimula a proliferagao de células T antigeno-especificas, resultando
em doencga mais branda (Cher e Mosmann, 1987). Na histologia observa-se formacao
de granuloma tuberculéide onde os bacilos sdo muito raros ou ausentes. No outro
extremo, ocorre a diferenciagcao de linfocitos Th2 que produzem IL-4 e IL-10. Essas
citocinas inibem a ativacdo de macréfago (Sieling e Modlin, 1994) aumentando a
resposta humoral que, por sua vez, € incapaz de controlar a replicagao de patdégenos
intracelulares resultando em infec¢ao progressiva (Stevens et al., 1988). Estes individuos
desenvolvem hanseniase lepromatosa com producgéo de altos titulos de anticorpos IgM
contra o antigeno especifico do M. leprae, o glicolipideo fendlico (PGL-l). Na
histopatologia & possivel visualizar a formagao de células vacuoladas com multiplos
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Entre essas duas formas da doenga encontram-
se as formas intermediarias, borderline, classificadas em borderline tuberculdide (BT),
borderline borderline (BB) e borderline lepromatosa (BL), que se caracterizam por
intensidade decrescente da imunidade celular de BT para BL com bacilos em quantidade

inversamente proporcional (Ridley and Jopling, 1966).

1.1.3.2 Classificagao

O espectro de manifestacdes clinicas decorrentes da interagao entre M. leprae e

a resposta imunoldgica do ser humano, fez surgir algumas classificagbes no decorrer da
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histéria da doenga. No VIl Congresso Internacional de Leprologia, realizado em Madri
em 1953, estabeleceu-se a classificagao polar da hanseniase. Considerou-se as duas
formas polares tuberculdide e virchowiana, que sdo estaveis e os grupos indeterminado
e dimorfo considerados instaveis (Madri, 1953). Nesta classificacdo, a hanseniase
indeterminada (HI) é considerada a forma inicial da doenga que pode evoluir para um
dos dois polos. Esta é a classificagado usada pelo programa de controle da hanseniase
no Brasil (Brasil, 2016).

Na década seguinte, Ridley e Jopling (1966) adaptaram a Classificagdo de Madri
dando énfase aos aspectos imuno-histopatolégicos das lesdes. A definicdo das formas
clinicas para estes autores estava relacionada a frequéncia de células vacuoladas,
células epitelidides, células gigantes tipo Langhans, linfocitos, fibroblastos, infiltragao de
ramos nervosos, presenga de faixa subepidérmica, presenca de globias e indice
baciloscopico no fragmento de bidpsia. Descreveram duas formas estaveis, nos
extremos do espectro, que sdo a tuberculdide e a lepromatosa e entre elas as formas
borderline que sdo imunologicamente instaveis. Os casos de hanseniase tuberculoide
(TT) apresentam poucas lesdes, raros bacilos detectaveis e intensa resposta imune
celular, enquanto no outro extremo, a forma lepromatosa (LL), a doencga ¢é difusa, com
intensa multiplicagao bacilar e ativagao da imunidade humoral em detrimento da resposta
celular. Os individuos que apresentam respostas intermediarias desenvolvem as formas
borderline, que se caracterizam por aspectos clinicos e imunoldgicos também
intermediarios, e sdo subdivididas em borderline tuberculoide (BT), borderline-boderline
(BB) e borderline lepromatosa (BL), de acordo com a proximidade a cada um dos
extremos do espectro (Ridley e Jopling, 1966). Os pacientes classificados como BB e BL
podem caminhar no espectro em diregcao a um dos polos enquanto os pacientes BT s&o
mais estaveis.

A partir da implementacéo do tratamento com poliquimioterapia (PQT), a OMS
propds uma classificagdo visando uma melhor operacionalizagcdo do programa no
campo, a classificagdo operacional, definida inicialmente pelo indice baciloscépico (IB)
no momento do diagnostico (WHO, 1982). A principio, os casos com IB de até 2+ eram
considerados paucibacilares e IB > ou = 2+ multibacilares. Desde de 1988, os pacientes
com baciloscopia positiva em qualquer sitio de coleta séo classificados e tratados como
multibacilares (MB), e aqueles com IB negativo recebem o esquema terapéutico para

paucibacilares (PB). Posteriormente, considerando que nem sempre é possivel a
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realizacdo da baciloscopia, a OMS criou uma classificagdo mais simples, baseada na
extensao da doenca, dividindo os pacientes em PB quando apresentam até cinco lesdes

cutédneas e em MB quando apresentam seis ou mais lesées (WHO, 1998).

1.1.4 Manifestagoées clinicas e diagndstico diferencial

1.1.4.1 Hanseniase Indeterminada

A forma indeterminada da hanseniase caracteriza-se clinicamente pela presenca
de maculas hipocréomicas ou discretamente eritematosas. Nas lesdes iniciais a alteragao
da sensibilidade pode ser duvidosa ou haver diminuicdo da sensibilidade térmica.
Eventualmente a manifestagao clinica pode ser somente uma area hipoestésica sem
lesdo visivel. Na medida em que as manchas evoluem podera surgir redugao da
sudorese e rarefacdo dos pelos. Ndo ha espessamento de troncos nervosos e portanto
ndo ha deformidades. A evolugdo natural da hanseniase indeterminada (HI), sem
tratamento, podera ser para cura espontanea ou para as formas clinicas tuberculéide,
lepromatosa ou borderline, de acordo com a resposta imune do individuo (Ridley, 1966,
Azulay, 1971). A duracao da fase inicial €, em média, de um a cinco anos (Talhari et al,
2006).

De acordo com alguns autores (Talhari et al, 2006, Azulay, 1997) as principais
doencas dermatoldgicas que devem ser consideradas no diagnéstico diferencial da Hl
sdo:

Pitiriase Versicolor: € uma micose superficial crénica, causada por leveduras do

género Malassezia spp. comensais das camadas queratinizadas da pele e que, sob
determinadas condicbes se tornam patogénicas, determinando as manifestacdes
clinicas. Caracteriza-se pelo surgimento de manchas hipocrémicas, hipercrémicas ou
eritematosas, assintomaticas, que apresentam descamacido quando atritadas. As
maculas sao de tamanho variado e podem coalescer. Acometem principalmente tronco,
pescoco, face e membros superiores. A sensibilidade nas lesées é sempre normal.

Pitiriase Alba (eczematides): clinicamente se caracteriza pela presengca de

maculas hipocrdmicas assintomaticas, em grande ou pequeno numero, localizadas
principalmente na face, tronco e membros superiores. Pode apresentar a superficie
descamativa ou aspera pela presenca de ceratose folicular, mas quando esta

caracteristica esta ausente ha grande dificuldade do diagndstico diferencial com HI. A
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sensibilidade esta preservada. Pode estar associada a dermatite atopica.

Dermatite seborreica: caracteriza-se por maculas hipocrémicas ou eritematosas,
isoladas ou confluentes, assintomaticas que acometem principalmente a face e a area
central do tronco. As lesbes podem apresentar descamacdo. Nao ha alteracdo de
sensibilidade.

Hipocromia residual: sdo areas hipopigmentadas secundarias a dermatose

preexistente ou traumas cutédneos que tendem a regredir espontaneamente.

Nevo hipocrémico: maculas hipocromicas presentes desde o nascimento ou

surgem nos primeiros meses de vida. Frequentemente apresentam contorno irregular
(geografico). Sao assintomaticos e a sensibilidade esta preservada.

Vitiligo: dermatose de provavel etiologia autoimune que caracteriza-se pela
presenca de manchas acrdmicas, assintomaticas. Acometem principalmente a face,
dorso das méaos, cotovelos, joelhos, tornozelos, virilhas e axilas. Assintomaticas.

A alteracao da sensibilidade € o principal sinal clinico para diagndstico diferencial
entre as dermatoses que se apresentam sob a forma de maculas hipocrédmicas e

hanseniase indeterminada.

1.1.4.2 Hanseniase Tuberculdide

A hanseniase tuberculdide (TT) na maioria das vezes surge a partir de uma
macula de HI que gradativamente vai se tornando infiltrada. As lesdes cutaneas
apresentam distribuicdo assimétrica, sdo do tipo placa, em geral unica ou em pequeno
numero. Estas placas podem ser eritematosas ou apresentarem hipopigmentacéo no
centro e bordos eritematosos, bem definidos e elevados. A inflamagao de ramos neurais
intradérmicos levam a alteracdes sensitivas e autondmicas que resultam em hipoestesia,
pele seca, hipohidrose e rarefagcdo de pélos. Pode haver acometimento de troncos
nervosos periféricos com consequentes deformidades incapacitantes decorrentes da
perda da sensibilidade nas maos ou pés e da paralisia de grupos musculares. Os casos
em que as manifestagdes neurais ocorrem na auséncia de lesbes cutaneas sao
denominados hanseniase neural pura. Em seguida estdo descritas as principais
dermatoses que fazem diagnéstico diferencial com a hanseniase tubercul6ide (Talhari et
al, 2006).

Dermatofitose: micose superficial causada por fungos dermatéfitos e adquirida

22



através do contato com pessoas, animais ou solo contaminado. Assim como as lesdes
de HT, se caracteriza pela presenga de placas com bordos elevados e area central com
tendéncia a cura. A descamacao, as escoriacoes e a queixa de prurido sdo importantes
para definir o diagnostico de dermatofitose.

Esclerodermia em placa: de causa desconhecida, se caracteriza por lesbes em

placa, unicas ou multiplas. A principio as lesdes sao eritematosas e se tornam
hipercrébmicas com areas esbranquicadas. As placas sdo endurecidas e pode haver
diminuicdo da sensibilidade e da sudorese. Muitas vezes a bidpsia para exame
histopatoldgico € necessaria para o esclarecimento diagnéstico.

Granuloma anular: de causa desconhecida, pode estar relacionada a diabetes, se

caracteriza pela presenca de placas anulares muito semelhantes as lesdes de HT. Nao
ha perda de sensibilidade nas lesbes, mas a bidpsia com exame histopatoldgico pode
ser necessaria para o diagnostico diferencial.

Sifilis: doenga sexualmente transmissivel causada pelo Treponema pallidum.
Algumas lesdes cutaneas em placa das fases secundarias e terciarias podem simular
HT. A histéria de presenca de lesdo de cancro duro, caracteristico da fase primaria, pode
orientar o diagndstico. A sensibilidade € normal. Os exames laboratoriais esclarecem o
diagnostico (VDRL, FTA-ABS e histopatologia).

Sarcoidose: doenga de causa desconhecida que além da pele pode acometer os
pulmdes. Na pele se caracteriza pela presenca de placas que sao clinica e
histologicamente semelhantes a HT.

Tuberculose cutanea: também causada por uma micobactéria, quando se

manifesta por lesdo em placa pode ser confundida com HT. O exame histopatologico e
a cultura podem esclarecer o diagnéstico.

Leishmaniose tegumentar: doenga causada por protozoario do género

Leishmania e transmitida ao homem através da picada do mosquito do género Lutzomia
infectado. Se caracteriza por surgimento de lesdes do tipo placa que evoluem para
ulcera. O exame histopatoldgico e a cultura ajudam na definicdo do diagndstico.

Necrobiose lipoidica: doenca de causa desconhecida frequentemente associada

a diabetes. Se caracteriza pela presenga de uma ou poucas placas violaceas com centro
deprimido localizadas preferencialmente na face anterior das pernas em geral simétricas.
A historia de diabetes e a histologia ajudam esclarecer o diagndstico.

No diagnéstico diferencial entre as dermatoses que cursam com o surgimento de
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placas e hanseniase tuberculodide a alteragao de sensibilidade também & um sinal clinico

decisivo.

1.1.4.3 Hanseniase Lepromatosa

As lesdes cutaneas da hanseniase lepromatosa (LL) sdo multiplas e simétricas;
podem ser do tipo maculas, papulas, nédulos (hansenomas) e/ou infiltracdo. Muitas
vezes a LL é a evolugdo da hanseniase indeterminada ndo tratada em individuos sem
resisténcia ao bacilo. Nestes casos, as maculas hipocrdmicas vao se tornando
eritematosas e infiltradas com bordos imprecisos. A LL pode também iniciar com
infiltracdo difusa da pele. Pode haver cianose de extremidades e edema das maos e
membros inferiores com aspecto endurecido das pernas, com pele lisa e brilhante.
Gradativamente vai ocorrendo espessamento difuso da face com proeminéncia dos
sulcos naturais da pele, espessamento do nariz e orelhas, levando a facies leonina. Pode
haver infiltracdo da mucosa nasal e surgimento de lesdes na orofaringe. Posteriormente,
podem ocorrer ulceragcao e desabamento do nariz, alteracdes visuais, e alteracdes
O0sseas nas maos e pés. Com a evolugcdo da doenga, multiplos troncos nervosos se
tornam espessados, simetricamente, levando a perda sensitiva e motora. E comum que
haja xerodermia e queda de cilios e sobrancelhas (madarose).

Deve-se considerar algumas doengas no diagnostico diferencial da hanseniase
lepromatosa (Azulay, 1997, Talhari et al, 2006).

Sifilis _secundaria: caracteriza-se pelo surgimento de placas e/ou papulas

disseminadas. Pode haver infiltragdo da face e madarose. A histéria de ulcera genital
alerta para o diagndstico de sifilis. O VDRL pode ser positivo na LL e por isso o FTA-ABS
e a baciloscopia negativa para BAAR ajudam definir o diagnéstico.

Leishmaniose anérgica: A variedade anérgica da leishmaniose é rara e se

caracteriza pela presencga de grande numero de lesdes do tipo papulas e placas, isoladas
ou confluentes distribuidas pelo tegumento. O aspecto clinico pode ser muito semelhante
ao da LL. A baciloscopia e a pesquisa de leishmania no exame direto ou na histologia
sao fundamentais para o diagndstico.

Xantomatoses: doengas raras que ocorrem em decorréncia da deposigao de

lipidios na pele, mais precisamente no interior de histiécitos. Se manifestam na pele

como nodulos amarelados ou amarelo-avermelhados que sao os xantomas Estédo
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associadas a erro geneético do metabolismo lipidico. Representam a expressao
dermatoldgica das hiperlipidemias familiares. Podem ocorrer xantomas nao-familiares
com lipidios séricos normais. A histopatologia define o diagndéstico.

Linfomas: neoplasias malignas de linfocitos B, T ou histidcitos. Podem se
manifestar como lesdes eritemato-infiltradas, lesdes papulo-tuberosas ou nodulares.

Neurofiboromatose: doenga genética que se caracteriza clinicamente pela

presenca de neurofibromas que sao tumores dérmicos ou subcutadneos de consisténcia
amolecida, cor da pele ou acastanhados que surge em numero variado a partir do final
da infancia. A presenca de manchas café com leite e a histéria familiar auxiliam o

diagnostico.

1.1.4.4 Hanseniase Borderline

Nas formas borderline as lesdes cutaneas tém aspecto variavel de acordo com a
proximidade a um dos extremos do espectro da doenca, de modo que as lesdes de
hanseniase borderline tuberculdide (BT) assemelham-se a forma TT, mas geralmente as
lesbes sdo menos limitadas e ocorrem em maior numero. A forma borderline borderline
(BB) é extremamente instavel e caracteriza-se pela presenca de placas de bordos
externos infiltrados e pouco definidos, que podem ser muito grandes, conhecidas como
lesdes foveolares (Azulay,1997). A hanseniase borderline lepromatosa (BL) se
caracteriza pela presenca de numerosas lesdes cutaneas tipo maculas, papulas, placas,
tubérculos e/ou nddulos. Algumas placas sdo muito grandes, outras tém aspecto foveolar
e alguns nédulos podem estar presentes. O quadro clinico assemelha-se ao da forma
LL, com acometimento menos difuso e mais assimétrico. O comprometimento da
sensibilidade das lesdes cutaneas € nitido na forma TT e menos evidente ao longo do
espectro clinico, sendo as vezes imperceptivel na forma LL (Talhari et al., 2006).

No diagndstico diferencial das formas borderline deverdao ser consideradas as

dermatoses citadas para a hanseniase tuberculdide e lepromatosa.

1.1.4.5 Estados Reacionais

As reagdes sao eventos inflamatdrios agudos que podem surgir antes, durante ou

apos o tratamento especifico com poliquimioterapia. Acometem principalmente a pele e
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nervos, mas manifestagdes sistémicas podem surgir. As reagdes sdo responsaveis por
dano neural, morbidade e internagdo dos pacientes de hanseniase. Existem,
principalmente, dois tipos de reagdes: Reagdo Reversa (RR) e Eritema Nodoso
Hansénico (ENH) (Kumar, 2004).

A Reacao Reversa se caracteriza por uma reatividade mediada por linfécitos T
direcionada aos antigenos do M. leprae, que acontece principalmente nos pacientes BT,
BB ou BL Clinicamente caracteriza-se pelo aumento da inflamacédo nas lesées pré-
existentes que ja apresentavam sinais de regressédo apos inicio do tratamento que se
tornam eritematosas, edematosas, descamativas e muitas vezes, com hiperestesia.
Frequentemente surgem novas lesbes com aspecto inflamatério semelhante as
anteriores. Sintomas sistémicos podem estar presentes e quando ocorrem representam
condigdo clinica grave com mal-estar, febre, dores Osseas, linfoadenomegalias,
artralgias e edema generalizado (Sehgal, 1987, Naafs, 1994). Oliveira et al. (1996)
descreveram o aparecimento de lesdes maculares em pacientes multibacilares apos a
alta terapéutica, denominadas reacao reversa macular pos alta.

Entre as doencas cutdneas que simulam a reagao reversa estdo: urticaria;
angioedema; erisipela; eritema girado; eritema multiforme; lupus eritematoso subagudo
e agudo e erupcdes medicamentosas (Moschella, 2016). Essas dermatoses tém
caracteristicas histologicas especificas.

O ENH ou reacdo tipo 2 ocorre principalmente nos pacientes “borderline-
lepromatosos” (BL) e nos lepromatosos-lepromatosos (LL). Sua fisiopatogenia ndo esta
completamente esclarecida, a participacdo da imunidade mediada por células tem sido
demonstrada por diversos autores (Laal, Bhutani e Nath, 1985; Rao e Rao, 1987; Sarno
et al.,1991) e a reagdo mediada por anticorpos também esta envolvida. Clinicamente o
ENH caracteriza-se pelo aparecimento de nddulos eritematosos na derme profunda, com
caracteristicas inflamatdrias, que ao involuirem podem deixar maculas hipercrémicas. As
lesbes acometem principalmente a face e extremidades, mas podem aparecer em
qualquer regido do corpo. Além dos nddulos caracteristicos, as lesbes dermatoldgicas
podem ser placas que quando coalescem formam placas profundas de paniculite
(Tolentino, 1965). Nas reagbes mais graves, as lesdes tipo placas e noédulos podem
ulcerar caracterizando o chamado eritema nodoso necrético. Além das lesdes cutaneas
pode haver linfoadenomegalias, glomerulonefrite, hepatoesplenomegalia, episclerite e

iridociclite, epididimite, orquite, artrite e edema de extremidades.
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Entre as doengas que podem se assemelhar as do espectro do ENH estéo a
Doenca de Sweet e eritema nodoso de outras etiologias. Dentre as condigbes que
simulam a paniculite hansénica do ENH estdo o eritema endurado, vasculites como
poliarterite nodosa, lupus profundo, infec¢des micobacterianas tipicas e atipicas e
linfomas cutaneos (Moschella, 2016).

A neurite pode surgir durante as reagdes e € a principal causa das incapacidades
e deformidades na hanseniase. Segundo Pearson e Ross (1975), a lesdo neural resulta
da resposta imunoldgica do hospedeiro a presenga de antigeno derivados do M. leprae
dentro dos nervos. De acordo com Job (1989), grande parte das lesées neurais acontece
devido ao aumento da pressao intraneural causada pelo processo inflamatério e a
alteragdo vascular intraneurais. Clinicamente, a neurite é caracterizada por dor
espontanea ou a palpacao do tronco nervoso acometido, espessamento neural e sinais
de piora da neuropatia periférica prévia (sensitivos, motores e autonémicos) podem
ainda estar presentes. A neurite pode acompanhar os episédios reacionais tipo RR ou
ENH. Os episodios de neurite podem ser extremamente agudos, as vezes insidiosos, ou
até indolores (neurite silenciosa) (Fritschi, 1987; Rose e Waters, 1991). O tratamento da
neurite é feito com corticoides e os pacientes com dano neural recente (menos de 6
meses de duragao), apresentam melhor resposta que aqueles com acometimento tardio
(Becx-Bleumink e Berhe, 1992).

1.1.5. Diagndéstico

Garantir que todos os casos de hanseniase sejam identificados é uma das
principais estratégias da Organizagao Mundial de Saude (OMS) para alcangar a meta de
controle da doenca. Ainda hoje, nao existe uma técnica que possa ser denominada de
padrao ouro para o diagnéstico da hanseniase, ja que M. leprae nao é cultivavel (Avanzi,
2018).

O guideline publicado pela OMS em 2018 reafirma os critérios para o diagnéstico
de hanseniase:

“the diagnosis of leprosy remains based on the presence of at least one of
three cardinal signs: (i) definite loss of sensation in a pale (hypopigmented) or reddish
skin patch; (ii) thickened or enlarged peripheral nerve with loss of sensation and/or
weakness of the muscles supplied by that nerve; or (iii) presence of acid-fast bacilli

in a slit-skin smear. The clinical diagnosis of early leprosy and PB leprosy can be a
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challenge” (WHO, 2018b page xii:)".
Em traducéao livre:

"O diagnostico da hanseniase permanece baseado na presenca de pelo
menos um de trés sinais cardinais: (i) perda da sensibilidade em uma lesao de pele
hipocrbmica ou eritematosa; (ii) nervo periférico espessado com perda de
sensibilidade e / ou fraqueza dos musculos supridos por esse nervo; ou (iii) presenca
de bacilos alcool-acido resistentes em esfregaco de pele de raspado dérmico. O
diagnastico clinico das formas iniciais da hanseniase e dos casos PB pode ser um
desafio” (WHO, 2018b page xii)”".

1.1.5.1 Clinico

Na pratica clinica, esta definicdo de um caso de hanseniase muitas vezes nao é
suficiente para o diagndstico daqueles pacientes que apresentam doenga de evolugao
recente e dos paucibacilares, casos que de fato representam um desafio (WHO, 2018b)
até para experientes dermatologistas de um centro de referéncia. Isto porque as maculas
hipocrémicas e placas, presentes nestas formas da doenga, sdo semelhantes as lesdes
de muitas outras dermatoses e 0s sinais cardinais descritos acima nem sempre podem
ser observados.

O caderno de Atencao Basica do Ministério da Saude orienta que o diagnéstico
de hanseniase é essencialmente clinico e se baseia na identificacdo de lesdes ou areas
de pele com alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos
(sensitivo, motor e/ou autondmico). O exame dermatolégico consiste na inspec¢ao de
toda a superficie corporal do paciente e realizagao de pesquisa de sensibilidade térmica,
dolorosa e tatil nas lesdes e/ou areas suspeitas para verificar qualquer alteracdo. O
profissional devera orientar o paciente como os testes serdo realizados, certificando-se
de sua compreensao para que haja maior colaboragado. Para avaliar a sensibilidade ao
calor deve-se usar um tubo com agua quente e fria, para a sensibilidade a dor, usar um
alfinete e para a sensibilidade ao tato, um chumaco de algodao. A sensibilidade térmica
€ a mais precocemente alterada seguida da dolorosa e por ultimo a tatil (Brasil, 2016).

Os testes para a avaliagdo da diminuigdo da sensibilidade sao subjetivos, pois
dependem da técnica do examinador e da colaboragao e bom entendimento do paciente
(Chen et al., 2006; Van Brakel et al, 1996). Além disso, dermatoses que cursam com
placas muito infiltradas ou edemaciadas podem apresentar alguma alteragdo de
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sensibilidade por compressao dos filetes nervosos sem que haja infecgao pelo bacilo de
Hansen. Neuropatias periféricas de qualquer etiologia também dificultam esta avaliacao.
Por outro lado, lesdes cutaneas de hanseniase localizadas em regides como a face e
lesbes recentes podem ter sensibilidade normal (Ustianowski e Lockwood, 2003). Assim,
as alteracgbes de sensibilidade devem ser cuidadosamente interpretadas.

Nos casos em que a pesquisa da sensibilidade é duvidosa outros testes que
avaliam o comprometimento das ramificagdes nervosas podem ser realizados. Um deles
€ a prova da histamina que consiste em pingar uma gota desta substancia na area de
pele com leséo suspeita e em uma area de pele sa e em seguida fazer uma puntura com
uma agulha nestes locais. Na pele em que os filetes nervosos estado integros observa-se
a triplice reacdo de Lewis: o eritema primario no local da puntura, o eritema reflexo
secundario em torno dela e a formacao da papula. Nas lesdes de hanseniase em que
as ramificagdes estdo comprometidas o eritema secundario esta ausente. Este teste s6
deve ser realizado em maculas hipocrébmicas ja que avalia o eritema. O teste da
pilocarpina € mais trabalhoso e avalia se a sudorese esta normal ou se ha anidrose
caracteristica das lesdes de hanseniase (Talhari et al.,2006).

O espessamento de nervos periféricos deve ser avaliado, mas a progressao da
doenca ¢ lenta e por isso na fase inicial os nervos podem ainda apresentar espessura
normal. Os principais nervos acometidos pela hanseniase sao: o ramo zigomatico do
nervo facial e ramo oftalmico do nervo trigémio; nos membros superiores: ulnar, mediano
e radial; nos membros inferiores: nervo fibular comum e tibial posterior (Brasil, 2016).

O exame neuroldgico compreende a inspegao, palpagao, avaliacdo funcional
(sensibilidade e forca muscular) dos nervos.

Na palpacéo dos troncos nervosos periféricos deve ser observado se ha queixa
de dor espontanea no trajeto do nervo, queixa de choque ou dor a palpacgao, simetria da
espessura (comparar sempre o lado direito com o esquerdo), a consisténcia (duro ou
mole) e a presenga de nddulos (Brasil, 2016).

Os olhos sao acometidos na hanseniase em decorréncia de episddios de reagao
reversa ou da resposta inflamatoria desencadeada pela presenca do bacilo nos nervos
(Talhari et al., 2006). As principais alteragdes encontradas sao: lagoftalmo (que leva a
exposi¢cao corneana), hipoestesia corneana, iridociclite e catarata. Assim o exame dos
olhos deve incluir, além da acuidade visual, a avaliacdo da forca nas palbebras e a

sensibilidade da cérnea (Brasil, 2016).

29



A sensibilidade protetora das méaos e pés pode ser avaliada com o estesidémetro,
monofilamentos de nylon com peso variando de 0,05 gr (verde) a 300 gr (vermelho). A
auséncia de resposta ao monofilamento lilas indica perda da sensibilidade protetora (2,0
gr) e pode ser comparada a ponta da caneta esferografica. O grau de incapacidade &
determinado apds a avaliagao de 6 areas do corpo: os olhos, as maos e os pés e varia
de 0 a 2 (Quadro 1) (Brasil, 2016).

Grau Caracteristicas
0 Nenhum problema com os olhos, méos e pés devido & hanseniase
1 Diminuicdo ou perda da sensibilidade nos olhos.

Diminuigdo ou perda da sensibilidade nas méaos e /ou pés (ndo sente 2g ou toque da caneta).

Olhos: lagoftalmo e/ou ectrépio; triquiase; opacidade corneana central; acuidade visual menor que
0,1 ou ndo conta dedos a 6 m.
Ma&os: lesdes troficas e/ou lesdes traumaticas; garras; reabsor¢éo; méao caida.

Pés: lesGes tréficas e/ou traumaticas; garras; reabsorgéo; pé caido; contratura do tornozelo.
Quadro 1: critérios de avaliagdo de grau de incapacidade e da fungéo neural. Fonte: Brasil, 2016

2

O teste de Mitsuda (lepromina) consiste na inje¢ao intradérmica de M.leprae
mortos pelo calor. E considerado positivo se apds 28 dias surgir uma papula maior do
que 5 cm de didametro no local da injecdo. Reflete a habilidade de um individuo de
desenvolver uma resposta imune celular ao bacilo, mas ndo necessariamente infeccao
ou doenca. Nao tem utilidade diagndstica mas auxilia na classificagdo clinica da

hanseniase (Azulay, 1997).
1.1.5.2. Laboratorial

Baciloscopico

A baciloscopia de raspado dérmico € usada para detectar bacilos resistentes ao
acido e alcool (BAAR) em esfregagos cutaneos coletados de locais padronizados (lesées
de pele, lI6bulos das orelhas, cotovelos). E realizada utilizando a técnica de coloragéo de
Ziehl Neelsen, que consiste em colorir bacilos com fucsina. A carga bacilar é expressa
como um indice baciloscépico (IB) que reflete o numero de bacilos por campo
microscopico em escala logaritmica que varia de 0 a 6+ (Quadro 2). O célculo do IB é

obtido através da meédia aritmética dos IBs de cada sitio analisado (Brasil, 2010b).
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_Indice : Descricédo da baciloscopia
Baciloscépico
0 Auséncia de bacilos em 100 campos examinados.
1+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados
2+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados
3+ Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado
4+ Presenca de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado
5+ Presenca de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado
6+ Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado

Quadro 2: Escala logaritmica de Ridley. Fonte: Brasil. Guia de procedimentos técnicos, Brasil, 2010b

O indice morfolégico (IM) avalia se o bacilo é viavel ou néo e é representado pela
porcentagem de bacilos intactos em relacdo ao numero total de bacilos analisados no
estudo. Os bacilos intactos s&o observados antes do tratamento ou em casos de doencga
recidivante. Os bacilos fragmentados, com lacunas, representam microrganismos néo
viaveis ou mortos e sao observados em pacientes tratados (Brasil, 2010b). Na forma
tuberculdide a baciloscopia € geralmente negativa e fortemente positiva na forma
lepromatosa. Desta forma, um resultado negativo no exame de baciloscopia nédo afasta

o diagndstico da hanseniase paucibacilar.

Exame Histopatologico

Para o exame histopatoldgico, abidpsia deve ser colhida da borda da leséo e deve
incluir a hipoderme e ser fixada em formol a 10%. A coloragao pela hematoxilina-eosina
deve ser complementada pela coloragdo Wade-Klingmuller ou Fite Faraco para
identificar os bacilos. Nos casos em que os bacilos ndo sio visualizados a invasao de
filetes nervosos pelo infiltrado inflamatério é a alteragao histopatoldgica que sugere o
diagndstico de hanseniase (Ridley e Jopling, 1966).

De acordo com os critérios estabelecidos por Ridley e Jopling, na hanseniase
indeterminada observa-se infiltrado inflamatério inespecifico, em geral discreto,
constituido por linfécitos e histiécitos ndo diferenciados. A localizagdo perianexial e
perineural sugere o diagnéstico de HI quando bacilos ndo sdo encontrados, mas nestes
casos o laudo sera de compatibilidade. Somente a visualizagdo de bacilos permite o
diagnostico histopatologico de hanseniase. Eventualmente o exame pode sugerir uma
evolucdo em direcdo a um dos polos, apesar do aspecto clinico ainda indeterminado
(Ridley e Jopling, 1966).
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A forma tuberculéide (TT) se caracteriza pela presenca de granulomas
tuberculdides bem definidos, constituidos por macréfagos com diferenciagao epitelidide
e células gigantes multinucleadas de Langhans circundados por um halo linfocitario. Os
granulomas estendem-se desde a derme profunda até a camada basal, sem area clara
subepidérmica (banda de Unna) e pode haver atrofia ou erosdo da epiderme. Na derme
os filetes nervosos podem estar alargados, envolvidos ou destruidos pelo infiltrado
inflamatorio granulomatoso (Ridley e Jopling, 1966). As doengas que apresentam
granulomas epiteliddes e que mais interessam para o diagnostico diferencial histologico
sao: sarcoidose, granuloma anular, leishmaniose, esporotricose, granuloma por corpo
estranho (Talhari et al., 2006), tuberculose cutanea e rosacea granulomatosa.

Na forma lepromatosa (LL) observa-se macrofagos na derme profunda e
hipoderme formando células espumosas vacuoladas ricas em bacilos, que podem se
apresentar isolados ou dispostos em globias. Os linfécitos sdo escassos e esparsos. A
epiderme é plana e separada do infiltrado inflamatério por uma faixa de fibras de
colageno conhecida como banda de Unna, correspondendo a derme papilar retificada.
Os filetes nervosos da derme mostram pequeno edema do perinervo ou estdo normais.
O indice baciloscopico pode variar de 5 a 6 + Na variedade histéide as lesdes
apresentam semelhancgas clinicas e histopatolégicas com dermatofibromas e sao ricas
em bacilos. As doencas de maior interesse para o diagndstico diferencial sdo: xantomas,
histiocitomas, linfomas e leishimaniose anérgica.

A diferenga entre o extremo do espectro com maior resisténcia e outro com menor
resisténcia baseia-se na indiferenciacédo progressiva dos macrofagos, na diminuigao do
numero de linfécitos e no aumento do niumero de bacilos nos granulomas e ramos
nervosos de TT para LL. O subgrupo borderline-tuberculéide (BT) pode ser distinguido
da forma TT pela presenca de zona subepidérmica livre e nervos um pouco menos
agredidos e como nos casos TT os bacilos raramente sao visualizados. O subgrupo BB
mostra células epitelidides bem desenvolvidas dispersas pelos granulomas. Linfocitos e
células gigantes sédo escassos. As fibras nervosas podem ser facilmente identificadas,
exibindo moderada proliferacdo de células de Schwann. O IB varia de 3 a 4 +. O
subgrupo borderline-lepromatous (BL) mostra macrofagos indiferenciados e poucos
linfocitos ou, mais comumente, histiécitos com tendéncia a vacuolizagido e poucas
alteragdes nas fibras nervosas. Ha um grande numero de bacilos (4 a 5 +) e ndo muitas

globias. A zona subepidérmica livre € mantida (Ridley and Jopling, 1966).
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Apesar desta ja bem estabelecida descrigcdo dos aspectos histologicos das formas
clinicas da hanseniase, a histologia tem limitagdes particularmente para o diagndstico
dos casos PB e lesdes recentes. (Binford, 1971; Ridley, 1974; Chacko, 1993, Reja et al.,
2013). Outros estudos demonstram que na pratica, o diagndstico dos casos
paucibacilares e a classificagao das diferentes formas da doenga dependem diretamente
da interpretagao do patologista e discordancias sao frequentemente descritas (Fine et
al., 1986; Lockwood et al., 2008; Barbieri et al., 2014). Sendo assim, nos casos PB, em
que os bacilos ndo s&o visualizados no tecido, o diagndstico diferencial com outras

doencas de pele dependera da experiéncia do patologista.

Sorolégico/Imunolégico

O teste sorologico padronizado e melhor avaliado para o diagnéstico de
hanseniase utiliza o glicolipideo fendlico-l (PGL-1), um antigeno especifico do M. leprae
inicialmente descrito em 1980 (Brennan e Barrow, 1980). Atualmente é utilizado por meio
do ensaio imunoenzimatico (ELISA) e teste de fluxo lateral rapido (ML flow) (Buhrer-
Sékula, 2003).

A presenca de anticorpos anti-PGL-1 reflete a carga bacilar e ajuda a classificar
as formas clinicas, ja que nos pacientes com formas MB os titulos de anticorpos sao
elevados enquanto os pacientes paucibacilares apresentam titulos baixos ou ausentes.
O percentual de pacientes soropositivos para PGL-1 varia de 80-100% nos casos de LL
e 30-60% nos casos de hanseniase TT (Patrus-Ananias et al., 2002; Klatser et al.,1994).
Portanto, o valor diagnéstico do anti-PGL1 é limitado na hanseniase PB (Oskam, Slim e
Buhrer-Sekula, 2003). Niveis elevados deste anticorpo em hanseniase indeterminada
parecem estar associados a evolugdo em diregdo ao polo lepromatoso (Verhagen et al.,
1999). Durante o tratamento com PQT, a persisténcia dos anticorpos anti-PGL-1 pode
representar resisténcia a terapia e o aumento dos anticorpos em individuos tratados
pode indicar recidiva (Chin-a-Lien et al.,1992; Contin et al.,2011). E importante lembrar
que o antigeno PGL-1 n&o € soluvel em agua e permanece nos tecidos por longo tempo.
Sendo assim, a presenga de anticorpos anti-PGL-1 nem sempre significa doenga ativa
podendo corresponder a infec¢ao prévia (Cunanan, Chan e Douglas, 1998).

Em areas altamente endémicas, a distribuicdo da positividade de PGL-1 em casos

de hanseniase é semelhante entre contatos domiciliares e ndo contatos, embora haja
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uma diferencga significativa entre estes grupos em areas de baixa endemicidade (Douglas
et al., 2004). No entanto, ndo ha um ponto de corte para os niveis de anti-PGL-1 que
permita distinguir infectados de doentes (Fine,1988). Assim, a investigacéo de anticorpos
IgM contra PGL-1 ndo deve ser a unica ferramenta de triagem populacional para detectar
casos de hanseniase, mas individuos soropositivos devem ser acompanhados (Contin
et al., 2011; Cardona-Castro, Beltran-Alzate e Manrique-Hernandez, 2008).

Nos ultimos anos, novos estudos tém retomado o foco para o diagnéstico baseado
na resposta imune de células T medida pela produg¢do de interferon gama (IFN-y), um
indicador indireto da imunidade celular protetora (Spencer et al.,2005; Geluk et al.,2005).
Os pacientes PB que respondem com imunidade mediada por células, secretam altos
niveis desta citocina apds estimulagao in vitro com antigenos especificos do M. leprae.
Por outro lado, pacientes com hanseniase MB, que exibem uma resposta imunoldgica
humoral, ndo produzem IFN in vitro. Um problema para o uso deste método no
diagndstico precoce e de casos PB € que a maioria dos contatos domiciliares, quando
expostos continuamente a uma fonte infecciosa (caso indice n&o tratado), mostra um

padrdao semelhante de secrecédo de IFN-y aos de pacientes PB (Martins et al.,2012)

Diagnostico molecular

Como descrito anteriormente, a baciloscopia e a histopatologia tém baixa
sensibilidade no diagnédstico dos casos PB e dependem de técnicos treinados e
patologistas experientes que nem sempre estdo disponiveis. Os testes sorolégicos e
imunoldgicos apesar de mais automatizados nao sao capazes de diferencar infeccao de
doenca especialmente nos casos PB em areas endémicas.

A identificagdo do genoma do M. leprae e o aprimoramento da técnica da PCR
tém trazido muitos avang¢os no conhecimento da hanseniase. Estudos tém demonstrado
que a PCR pode auxiliar na distingao entre reinfec¢ao e recidiva (Stefani et al.,2017) na
identificacdo de resisténcia aos medicamentos da PQT (Benjak et al., 2018, Cambau et
al., 2018, Avanzi et al., 2016) na melhor compreensao dos mecanismos de transmisséo
do M. leprae e principalmente no diagnodstico de casos com baixa carga bacilar como os
casos iniciais de hanseniase, as formas PB e neural pura (Jardim et al., 2005, Rodriguez
et al., 2013). Além disso, a deteccdo do DNA do M. leprae em amostras clinicas de

contatos, potenciais fontes de transmissao do bacilo, também tem sido estudada com o
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objetivo de determinar o risco de adoecimento neste grupo (Reis et al., 2014, Arunagiri
et al.,2017).

Embora ndo haja ainda um teste molecular validado para o diagnodstico de
hanseniase, nas duas ultimas décadas as técnicas de PCR tém sido aprimoradas.
Diferentes genes do M. leprae tém sido usadas como alvos, como os genes que
codificam o antigeno de 36 kDa (Kampirapaq et al., 1998), antigeno de 18 kDa (Scollard
et al., 1998), antigeno de 65 kDa (Plikaytis, Gelber e Shinnick, 1990), complexo 85
(Martinez et al., 2006), 16S rDNA (Martinez et al., 2009), e as sequéncias repetitivas
(RLEP) (Adams et al., 2012, Martinez et al., 2011) entre outros. A tecnologia da PCR em
tempo real (QPCR) melhorou a detecgao e identificacdo de pequeno numero de M. leprae
em amostras clinicas, aumentando a sensibilidade e especificidade do método (Martinez
et al., 2006, Martinez et al., 2009, Kramme et al., 2004, Truman et al., 2008). Com esta
técnica é possivel quantificar o conteudo total de DNA e correlaciona-lo com a carga
bacteriana, o que pode ser util para determinar um indice bacteriologico molecular,
ajudando a definir a forma clinica dos pacientes (Rudeeaneksin et al., 2008, Kramme et
al., 2004).

A sensibilidade da técnica de qPCR para os PB varia de 50% a 90% considerando
diferentes alvos génicos em amostras de pele de pacientes com diagndstico clinico e/ou
histopatolégico de hanseniase (Martinez et al., 2014). Para o alvo 16S rRNA a
sensibilidade da qPCR é de 51% e a especificidade € de 100% (Martinez et al., 2011).

A amplificagdo do DNA do M leprae pela PCR pode ser feita a partir de diferentes
amostras clinicas incluindo raspado dérmico, fragmento de bidpsia, sangue e outras.
Para fins de diagndstico, a analise da biopsia da pele tem sido considerada mais

sensivel, especialmente para amostras com baixa carga bacilar (Avanzi, 2018).

1.1.6 Tratamento

Desde o inicio da década de 80 a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda para o tratamento da hanseniase uma associacdo de antibidticos
(rifampicina, dapsona e clofazimina), a poliquimioterapia — PQT (WHO, 1982), que foi
introduzida no Brasil de forma gradual a partir de 1986 e passou a ser o0 Unico esquema
de tratamento em 1991. A rifampicina € bactericida para o M. leprae enquanto a dapsona
e clofazimina sao bacteriostaticas

Na PQT, os esquemas terapéuticos sado padronizados de acordo com a
35



classificagao operacional. Para os casos PB, o tratamento consiste em 6 doses mensais
administradas num periodo de até 9 meses, que inclui, para adultos, uma dose mensal
supervisionada de 600 mg de rifampicina (RFM) e 100 mg de dapsona (DDS) e uma
dose diaria de DDS 100 mg. Os casos MB sao tratados com 12 doses mensais
administradas num periodo de até 18 meses, utilizando os mesmos medicamentos
mencionados no regime anterior, mas adicionando a clofazimina (CFZ) em uma dose
mensal supervisionada de 300 mg e uma dose diaria auto administrada de 50 mg (Brasil,
2010). APQT néo é contraindicada durante a gravidez e amamentagéao (Brasil, 2016).

No caso de contraindicacdo a qualquer um dos medicamentos, ofloxacina e/ou
minociclina podem ser usados como drogas alternativas. Em casos de reagao tipo 1
acrescenta-se prednisona (1-1,5 mg / kg / dia) e em pacientes com reagéo tipo 2
talidomida (100-400 mg / dia). Os glicocorticoides sao utilizados em mulheres com risco
de engravidar devido ao potencial teratogénico da talidomida. Os corticoides sao
administrados também em conjunto com a talidomida sempre que houver acometimento
dos nervos, olhos ou testiculos, para se obter uma redug¢ao mais rapida do edema neural
e da inflamacgao, evitando-se as incapacidades. A Pentoxifilina tem sido utilizada com
algum sucesso no tratamento do ENH (Lastoria e Abreu, 2014, Brasil, 2016).

Apos o término do tratamento regular, os pacientes sdo considerados curados,
independentemente da baciloscopia ser negativa ou ndo. As recidivas sao raras e
geralmente ocorrem apds cinco anos. O surgimento de novas lesdes, exacerbacéo das
lesdes antigas e/ou dor neural que n&o respondem a terapia com corticoides e/ou
talidomida e o aumento do IB (comparado com o IB da alta) sao critérios de recidiva
(Brasil, 2016). A resisténcia as drogas usadas no tratamento de hanseniase, embora
infrequente, tem sido observada nos paises endémicos (Matsuoka, 2015, Cambau,
2018). Nestes casos, recomenda-se o tratamento com pelo menos duas drogas de
segunda linha (claritromicina, minociclina ou uma quinolona) (WHO, 2018b).

As Ultimas diretrizes da OMS (2018) recomendam um regime com os 3
medicamentos, rifampicina, dapsona e clofazimina, para todos os pacientes com
hanseniase, mantendo a duracdo de tratamento de 6 meses para hanseniase PB e 12
meses para hanseniase MB. Isso representa uma mudanga em relagdo ao tratamento
padrao atual para a hanseniase PB descrito acima, que é feito somente com rifampicina
e dapsona. As vantagens do uso dos mesmos trés medicamentos para a hanseniase PB

e MB é a simplificagdo operacional (ou seja, 0 mesmo blister podera ser usado para tratar
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todas as formas de hanseniase), além de minimizar as consequéncias de erros de
classificagdo dos casos (tratamento de um caso MB como PB) ja que todos os pacientes
receberdo os 3 medicamentos (WHO, 2018b).

Recentemente, os possiveis beneficios de um regime unico de 6 meses com as 3
drogas para todas as formas clinicas da hanseniase tem sido estudado (Penna et al.,
2012; Shen et al., 2012). A maior adesao ao tratamento, as facilidades operacionais e a
menor frequéncia de efeitos colaterais aos medicamentos da PQT sao os argumentos
que apoiam esta mudanga (Cruz et al, 2018). Penna et al (2012), em um estudo
multicéntrico comparando o uso da PQT por 12 e 6 meses em pacientes MB nao
observou, nos primeiros 2 anos, nenhuma associagao entre o surgimento de reagdes e
a duracdo do tratamento, assim como no tipo de reacdo. Os pacientes foram
acompanhados por até 3 anos e por isso ndo foi possivel, segundo os autores, a
avaliagao de recidivas devido a sua baixa frequéncia e a necessidade de um seguimento
longo. A reproducéo do M. leprae € lenta e por isso € bem estabelecido que as recaidas
ocorrem apés 5 anos do final do tratamento e que frequentemente estdo mais
relacionadas a recidiva por falha terapéutica do que por resisténcia aos medicamentos
(Cellona et al., 2003; Fajardo et al., 2009; Gelber, Balagon e Cellona, 2004). Até o
momento, as diretrizes da OMS determinam que n&o ha evidéncias suficientes para
apoiar uma recomendacgao de encurtar a duragao do tratamento para a hanseniase MB.

Ataxa de recidiva é considerada um indicador importante da eficacia do esquema
terapéutico. Por outro lado, a reinfeccdo € um indicador da transmissido ativa e da
susceptibilidade de alguns pacientes para novas infecgdes. A diferenciagao entre reagao,
recidiva (por tratamento inadequado ou resisténcia medicamentosa) e reinfeccdo é uma
das questdes cruciais no manejo dos pacientes de hanseniase pos tratamento com PQT.
Nestes casos, nem sempre as evidéncias clinicas sado suficientes para o diagnostico
diferencial e os métodos moleculares tém oferecido promissora contribuicdo. A
demonstragao da viabilidade do bacilo através da razao de RNA/DNA diferencia reagao
de recidiva (Martinez et al., 2009). A caracterizagao de mutagdes genéticas relacionadas
a resisténcia medicamentosa (Benjak et al., 2018) e a analise do sequenciamento
completo do genoma do bacilo podem distinguir recidiva de reinfeccéo por outra cepa de
M. leprae (Stefani et al., 2017).
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1.1.7 Prevengao e controle

Todos os pacientes de hanseniase sdo considerados fontes de infec¢gdo, com
diferentes graus de infectividade e por isso para o controle da doenga é necessario
detecgédo precoce e tratamento de todos os casos visando interromper a transmissao do
bacilo (Steinmann et al., 2017).

Nas ultimas décadas, com o objetivo de alcangar a meta de controle, muitas foram
as estratégias estabelecidas pela OMS e pelo Ministério da Saude do Brasil. A mudancga
mais ampla ocorrida neste periodo, além da instituicdo da PQT, foi a integragdo do
manejo da hanseniase aos servigos primarios de saude (Penna et al.,2008). Esta
estratégia surgiu a partir da percepcao de que a eliminagao so poderia ser alcangada se
houvesse uma ampliagdo na cobertura dos servigos de hanseniase (Neira e Daumerie,
2000).

No Brasil o controle da doenca era de responsabilidade do nivel federal de saude
e a descentralizagao ocorreu apos o estabelecimento, em 1989, do Sistema Unico de
Saude (SUS), seguido em 1994 do Programa de Saude da Familia (PSF), politica
nacional de atengao basica para substituir o modelo tradicional, vertical, de assisténcia
baseada em profissionais médicos especialistas (Brasil, 1996). No contexto do modelo
tradicional o diagndstico diferencial entre hanseniase e outras doengas cuténeas era
mais preciso, ja que os pacientes eram atendidos por dermatologistas. Por outro lado, o
atraso na chegada do paciente ao nivel secundario ou terciario de assisténcia, em que
o atendimento vertical era exercido, dificultava o diagndstico precoce (Feenstra, 1993).

As vantagens atribuidas a integragdo do manejo da hanseniase sdo muitas, como
a melhoria do acesso da populagcado aos servigos de saude, a diminuicao dos custos em
relagdo ao modelo vertical, a maior adesao ao tratamento e a conscientizagéo da
comunidade em relagao aos sintomas da doenga (Pimentel et al., 2004; Lockwood et al.,
2005; Visschedijk et al., 2003). Além disso, os servigos verticais contribuiam para a
manutengdo do estigma relacionado a hanseniase (Arole et al., 2002). Através da
integracédo, a hanseniase pode ser tratada no mesmo servigo de saude que qualquer
outra doencga.

Ha um consenso de que o grupo com maior risco de desenvolver hanseniase é o
de contatos domiciliares de doentes sem tratamento (van Beers, Hatta e Klatser, 1999;
Noordeen, 1993). Este risco esta relacionado, entre outros fatores, a duragdo e a

proximidade do contato com o caso indice, consanguinidade e a alta carga bacilar do
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caso indice (Moet et al., 2004; Bakker et al., 2006; Sales et al., 2011). Tem sido
demonstrado que a boa vigilancia dos contatos dos pacientes aumenta a taxa de
detecgdo de apresentagdes clinicas menos graves com menores indices bacterioldgicos
(Hacker et al., 2012; Ezenduka et al., 2012). Portanto, a busca ativa de novos casos
entre os contatos € um modo efetivo de reduzir a transmissdo e o surgimento de
deformidades incapacitantes (Smith CS et al., 2014; Smith e Aerts, 2015). Assim, as
normas brasileiras recomendam o exame fisico de todos os contatos como uma medida
profilatica importante.

Em 2016, o Ministério da Saude através das Diretrizes para vigilancia, atencao e
eliminagdo da hanseniase como problema de saude publica ampliou o conceito de
comunicante. Atualmente, considera-se contato domiciliar toda e qualquer pessoa que
resida ou tenha residido com o doente de hanseniase e contato social qualquer pessoa
que conviva ou tenha convivido de forma proxima e prolongada com o doente (vizinhos,
colegas de trabalhos, de escola). Recomenda-se que, apds o exame clinico, o contato
sadio seja liberado com orientagdes sobre a doenca e preconiza a administragao
intradérmica de uma dose da vacina BCG seguindo os seguintes critérios: na auséncia
de cicatriz ou na presenca de uma cicatriz, faz-se uma dose de BCG e se houver duas
cicatrizes, nao aplicar BCG (Brasil, 2016).

A imunoprofilaxia com aplicagdo intradérmica da vacina BCG tem sido
considerada uma importante medida preventiva ja que os individuos que recebem a
vacina apresentam protecdo significativa contra a doenga (Brasil, 2016). Estudos
demonstraram que o efeito protetor da vacina é maior quando aplicada nos primeiros
anos de vida (Fine, 1988) e que a revacinagao dos contatos (contato com uma cicatriz
BCG) confere protegao adicional (Duppre et al.,2008). Estes autores mostram que a
protecado conferida pela BCG (independente se uma ou duas doses) contra todas as
formas da doenca é de 56% (IC95%=31-71) e contra as formas MB de 85% (1C95%=49-
96).

Em relagdo a quimioprofilaxia, um estudo controlado randomizado (COLEP)
demonstrou que com o tratamento profilatico dos contatos com dose unica de
Rifampicina ha uma redugao de 57% no risco de desenvolver hanseniase apds 2 anos
e de 30% apods 5 a6 anos (Feenstra et al. 2012). Baseado nestes resultados, as diretrizes
da OMS de 2018 recomendam o uso de dose unica de Rifampicina como tratamento

preventivo para contatos adultos e criangas (maiores de 2 anos) que nao tenham
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contraindicagbes para o uso desta medicacdo e que ndo sejam portadores de
hanseniase ou tuberculose pulmonar (WHO, 2018b).

Na tentativa de identificar os contatos com maior chance de adoecer, testes
sorologicos para a dosagem de anticorpos anti PGL-1 tém sido usados (Duppre et al.,
2012), mas mostram baixa sensibilidade e especificidade, principalmente em areas
endémicas, e por isso nao devem ser utilizados como unico parametro (Oskam, Slim e
Buhrer-Sekula, 2003; Penna et al., 2016).

Estudos usando técnicas moleculares para a identificagdo do M. leprae na
secregao nasal de contatos de pacientes com hanseniase tém sido realizadas, mas os
autores concordam que a presenga do bacilo nas mucosas nao caracteriza
obrigatoriamente infecgdo pois estes individuos podem ser carreadores saudaveis do
bacilo (Martins et al, 2010; Almeida et al, 2004).

Um método laboratorial que seja capaz de detectar infecgao subclinica e portanto
apontar com maior precisao os contatos candidatos a profilaxia com rifampicina € uma
das questdes importantes atualmente no controle da doenga pois diminuiria o custo e o
risco de efeitos colaterais do uso de rifampicina em todos os contatos. APCR usada para
a identificacdo de material genético do bacilo no raspado dérmico dos lébulos auriculares
de contatos assintomaticos desponta como uma ferramenta util para a deteccédo de
infeccdo subclinica e, consequentemente, para a orientagdo mais precisa da

quimioprofilaxia (Martinez, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos intensos esforgos para eliminar a hanseniase como um problema de
saude publica a incidéncia de casos novos nos paises endémicos tem diminuido menos
do que o esperado. Esta estabilizacdo € uma indicacdo de transmisséo ativa e deixa
evidente que somente o tratamento com PQT n&o tem sido suficiente para conter a
endemia. Os doentes nado tratados de qualquer forma de hanseniase representam
potencial fonte de infecgdo e alguns autores acreditam que os contatos destes casos
também podem estar envolvidos na manutencao da transmisséao.

A estratégia de descentralizagdo do programa de hanseniase e a integracéao do
tratamento da doenca a atencdo basica teve como objetivo facilitar o acesso da
populacdo aos servigcos de saude, aumentando a chance de detectar e tratar novos
casos e de melhorar o monitoramento dos contatos. Entretanto, quanto mais cedo os
casos suspeitos de hanseniase chegam aos servicos de saude maior o desafio
diagndstico. Isto porque no estagio inicial e nas formas paucibacilares as manifestacdes
clinicas da doenga sado mais discretas. As maculas e placas, lesdes elementares da
hanseniase paucibacilar, estdo presentes também em muitas outras dermatoses.
Somado a isso, nos casos de evolugao recente a alteragao de sensibilidade nas lesées
pode nao ser evidente, a baixa carga bacilar impossibilita a identificagado de M. leprae no
raspado dérmico e no exame histopatoldgico as alteragdes teciduais tipicas nem sempre
estdo presentes. Deste modo, estes casos podem representar um desafio diagnéstico
mesmo para especialistas de centros de referéncia. Diante da percepcdo de que a
demanda dos casos referenciados ao ambulatério da Fiocruz tem mudado nos ultimos
anos a analise do perfil destes pacientes se faz necessario. Além disso, para alcangar a
meta de controle da endemia é importante garantir o diagndstico mais preciso possivel
dos casos com lesdes suspeitas. Deste modo, o estudo de testes laboratoriais que
auxiliem o diagnéstico dos casos dificeis de hanseniase e que sejam capazes de

identificar os contatos com maior risco de adoecimento é fundamental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer o papel da reagdo em cadeia da polimerase como ferramenta para auxiliar

o diagnéstico da hanseniase e monitoramento de contatos no contexto da politica de

descentralizagdo do programa de hanseniase.

3.2 Objetivos especificos

3.21

3.2.2

3.2.3

Estudo 1: Impacto de um centro de referéncia no controle da hanseniase no

contexto da politica de descentralizacdo do Sistema de Saude Publica no Brasil

Analisar o perfil dos casos suspeitos de hanseniase encaminhados ao centro de
referéncia da Fiocruz no contexto da politica de integracdo do diagndstico e

tratamento da hanseniase as unidades basicas de saude.

Estudo 2: gPCR no diagnéstico da hanseniase paucibacilar - um estudo de
follow up

Avaliar o papel da gPCR no diagndstico das formas paucibacilares da hanseniase

apdés acompanhamento da evolugao clinica de casos suspeitos.

Estudo 3: gPCR no monitoramento e no de diagndstico dos contatos de pacientes

com hanseniase.

Demonstrar o papel da PCR na identificagdo dos contatos de pacientes com

hanseniase com maior risco de adoecimento.
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4 METODOS

Esta Tese esta apresentada sob a forma de trés artigos inter-relacionados que
respondem aos 3 objetivos especificos deste estudo e que substituirdo os capitulos

métodos e resultados.

4.1 Artigo 1: Impact of a Reference Center on Leprosy Control under a

Decentralized Public Health Care Policy in Brazil

Impacto de um centro de referéncia no controle da hanseniase no contexto da

politica de descentralizagcao do Sistema de Saude Publica no Brasil

Publicado na Plos Neglected Tropical Diseases em 2016

O primeiro artigo € um estudo observacional retrospectivo, baseado em
informagdes coletadas do banco de dados do Laboratério de Hanseniase da Fiocruz, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil. Um total de 1.845 casos suspeitos de hanseniase examinados no
centro de referéncia entre 2010 e 2014 foram incluidos. Afrequéncia dos casos atendidos
com diagnodstico de outras dermatoses e de hanseniase foram calculadas. Os dados
clinicos e epidemioldgicos dos pacientes com diagnostico de hanseniase foram
analisados.

Além disso, comparamos os dados do periodo de 2005 a 2009 com os de 2010—
2014 utilizando o banco de dados do laboratério de hanseniase e do SINAN (Sistema
Nacional de Informacgédo de Doengas). As médias das porcentagens foram calculadas
para as seguintes variaveis: o numero anual de novos casos de hanseniase do
ambulatério da Fiocruz, na Cidade e no Estado do Rio de Janeiro; a propor¢cao anual de
novos casos de hanseniase e de outras dermatoses do laboratorio de hanseniase da
Fiocruz; a percentagem anual do numero de servigos de saude visitados antes dos

encaminhamentos a Fiocruz.
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4.2 Artigo 2: Quantitative polymerase chain reaction in paucibacillary leprosy

diagnosis: a follow-up study

Reacao em cadeia da polymerase no diagnéstico da hanseniase paucibacilar: um

estudo de follow up

Aceito para publicagdo na Plos Neglected Tropical Diseases em Janeiro de 2019.

Neste artigo cento e setenta e dois casos com lesbes cutaneas suspeitas de
hanseniase paucibacilar atendidos no ambulatério Souza Araujo no periodo de 2012-
2016 foram incluidos. Os pacientes foram avaliados por um dermatologista em trés
momentos diferentes. Na primeira visita foi realizado o exame dermato-neuroldgico e as
amostras de raspado dérmico e biopsia de pele para histologia e PCR foram coletadas.
Na segunda visita, os resultados do exame histopatolégico e do PCR foram analisados
e a conduta clinica foi tomada: i) tratamento com PQT para os casos com diagndstico de
hanseniase; ii) tratamento para outras dermatoses nos casos com outras doengas de
pele; ii) observagdo nos casos inconclusivos. Na terceira visita, um ano depois, os
pacientes foram reexaminados para a avaliagdo da evolugao das lesbes e um consenso
diagnodstico foi estabelecido. Este consenso diagnéstico foi usado como padrao de
referéncia para o calculo da sensibilidade, especificidade e acuracia da gPCR no

diagndstico das formas PB da hanseniase.
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4.3 Artigo 3: Quantitative PCR for leprosy monitoring and diagnosis among

household contacts

Reacao em cadeia da polimerase para monitoramento e diagndstico dos contatos
de pacientes com hanseniase

No terceiro artigo foram incluidos os contatos de pacientes com hanseniase que
concordaram em colher raspado dérmico para a PCR durante a consulta de vigilancia no
periodo de 2011-2014. Estes contatos foram acompanhados até 2017 para avaliagao da
progressao para doenca e a associagdo com o resultado da gPCR. Os contatos que
apresentavam lesao cutanea suspeita de hanseniase na consulta de vigilancia ou no
seguimento foram submetidos a biopsia cutdnea para esclarecimento diagnostico. O
risco de adoecimento entre os contatos que n&o apresentavam lesdo suspeita na
consulta de vigilancia (incidentes) foi calculado, assim como a sensibilidade da qPCR de
bidpsia no diagnostico dos contatos que apresentam lesao suspeita na primeira consulta

de vigilancia (co-prevalentes).
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1

Impact of a Reference Center on Leprosy Control under a Decentralized Public
Health Care Policy in Brazil

Impacto de um centro de referéncia no controle da hanseniase no contexto da
politica de descentralizagao do sistema de saude publica no Brasil

Publicado na Plos Neglected Tropical 10(10): e0005059.
doi:10.1371/journal.pntd.0005059 em Outubro de 2016

Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5061346/
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Abstract

Reorientation of the public health policies in Brazil over the last 20 years in association with
a stable rate of new-case detection prompted the establishment of a decentralized leprosy
control strategy. The aim was to move from a vertical model associated with general der-
matological services to one in which the diagnosis and treatment of the disease would be
integrated into the primary care level of the national health care facilities. Once patients
demand for leprosy reference centers began to be affected by the process of integrating
leprosy diagnosis into the basic health care services, it was necessary to determine the pro-
file of all our referrals in light of the new decentralization policy.

Objective

We evaluated the profile of patients referred to the Fiocruz Outpatient Clinic, a reference
center for the diagnosis and treatment of leprosy in Rio de Janeiro, RJ, and analyzed the
origins and outcomes of these referrals.

Methods

This is an observational retrospective study based on information collected from the Lep-
rosy Laboratory database at Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. A total of 1,845 suspected
leprosy cases examined at the reference center between 2010 and 2014 were included.
The originating health service referrals and diagnostic outcomes were analyzed as well as
the clinical and epidemiological data of patients diagnosed with leprosy.

Result

Our data show that the profile of the patients treated at the Clinic has changed in recent
years. There was an increase in both the proportion of patients with other skin diseases
and those who had visited only one health service prior to our Clinic. Among the total 1,845
cases analyzed, the outcomes of 1,380 were linked to other diseases and, in 74% of these
cases, a biopsy was not necessary to reach a diagnostic conclusion. A decrease in new

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0005059 October 12,2016
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leprosy case detection among our patients was also observed. Yet, among the leprosy
patients, 40% had some degree of disability at diagnosis.

Conclusion

The results of the present study demonstrated the importance of referral centers in support
of basic health services within the decentralization strategy. But, the success of the pro-
gram depends on the advent of new developmental tools to augment diagnostic accuracy
for leprosy. However, it should be emphasized that for new diagnostic methods to be devel-
oped, a greater commitment on the part of the health care system regarding research is
urgently needed.

Author Summary

Leprosy, a neglected disease, remains endemic in some developing countries despite
the existence of a successful program to treat and cure patients. While has been a
drastic decrease in the number of patients, but we still have a stable number of new
cases thatis still very high in countries like India and Brazil in which more than
30.000 new cases were observedin 2014. Over the past ten years, Brazil has changed
the strategies regarding of public health so that leprosy diagnostic, treatment and
surveillance functions would pre- dominantly be performed in primary care health
units. The decentralization of leprosy diagnosis and treatment was expected to
impact early cases detection and contribute to decrease in the number of cases with
nerve damage. We analyzed and compared the demand of patient referrals to the
Fiocruz Outpatient Clinic, a reference center for the diagnosis and treatment of
leprosy in Rio de Janeiro, R], Brazil, prior and subsequent to the implementation of
the decentralization strategy. Our results indicated that the profile of patients treated
at the Fiocruz Clinic changed after the diagnosis and treatment of lep- rosy was
integrated into the primary health services. There was an increase in the propor- tion
of patients with other skin diseases. At the same time, 40% of the patients with
leprosy had a higher disability grade at diagnosis, indicating late diagnosis. The initial
pre- sentation of leprosy may be a discrete skin or neural lesion, representing a
challenge even for trained dermatologists. These results are probably the
consequence of difficulties encountered in diagnosing leprosy in the primary health
units without specialized health professionals or adequate laboratory tests. Although
decentralization strategies have sev- eral advantages integrating the diagnosis of
leprosy into basic health care units, the sup- port of referral centers in diagnosing
complex cases, managing difficult reactional episodes, and treating of side effects is
central to the control of the epidemic.

Introduction

In 1991, the World Health Organization (WHO) adopted the goal of eliminating leprosy as
a public health issue worldwide by the year 2000. Elimination was defined as achieving a
preva- lence rate of lower than 1/10,000 inhabitants [1]. The widespread
implementation of the multi- drug therapy (MDT) program has been a success, resulting
in a substantial reduction in global prevalence. Nonetheless, new case detection rates
have not decreased as rapidly as expected in certain countries, especially in Brazil, India,
and Indonesia, which have remained endemic. In

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0005059 October 12,2016
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2014, 213,899 new leprosy cases were detected around the world while, in the Americas,
new

cases numbered 33,789, 94% of which were in Brazil [2]. Concurrently in the same year;
the detection rate in the State of Rio de Janeiro was 7.36/100,000 inhabitants [3].

Since the advent of the reform within the Brazilian Health System in 1989 and, with it,
the initial implementation of the family health strategy, the prevention, diagnosis and
treatment of diseases, including leprosy, were moved to the primary care level [4]. Within
this system con- taining an extensive network of health facilities and recognized that the
rate of leprosy new case detection has basically not wavered over the last 20 years, it was
decided to decentralize leprosy control strategies throughout the country. There was a
shift from a vertical model asso- ciated with general dermatological services to one in
which the diagnosis and treatment of the disease would be integrated into the primary
care level facilities. By 2009, the State of Rio de ]Janeiro had implemented the new strategy
in 40% of all its municipal primary health care ser- vices [5]. At present, the City of Rio de
Janeiro has 147 basic health care that follow the family health model and 59 that are
specialized in the traditional sense.

In this context, leprosy reference centers continued to be primarily responsible for
diagnos- ing complex cases, managing difficult reactional episodes, treating the side
effects of MDT, evaluating relapse cases and developing research projects [6]. However,
once patient demand for leprosy reference centers was affected, in any way, by integrating
leprosy diagnosis into basic health care services, it was necessary to determine the
pattern of all these referrals in the light of the new decentralization policy.

Previous studies have focused on the consequences of decentralization on the indicators
used to evaluate leprosy control, i.e., the proportion of MB patients, new cases under the
age of 15, patients diagnosed with physical disabilities as well as on the clinical and
epidemiological profiles of leprosy patients [7] [8]. In this study, we decided to investigate
the origins and out- comes of suspected leprosy patient referrals to the Fiocruz Outpatient
Clinic, a reference center for the diagnosis and treatment of leprosy in Brazil, after the
implementation of the decentralization policy.

Methods

The present study is an observational retrospective study of the information gathered from
the Leprosy Outpatient Clinic database at Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), a reference
center for the diagnosis and treatment of leprosy located in the City of Rio de Janeiro, R],
Brazil.

Patients referred to the Fiocruz Clinic for diagnostic confirmation from January 2010
thru December 2014 were included from the moment we began registering the origin of
these refer- rals in our database. All suspected cases of leprosy who arrived at the Clinic
from both public and private health services were included. Likewise, all patients who
arrived spontaneously along with the household contacts of new leprosy cases that had
some skin or neurological sus- picious lesions became participants. Conversely, those who
attended at the Clinic for therapeu- tic management and not for diagnosis (e.g. control of
reactions, suspicion of recurrence) and those who abandoned the study prior to receiving
a diagnostic conclusion were excluded. The sample under study consisted of 1,845 cases.

The Fiocruz Outpatient Clinic serves individuals from the metropolitan area of the City of
Rio de Janeiro as well as other cities in the State. Patients are referred to the Clinic by both
pub- lic and private health care services, arrive spontaneously, or are household contacts
of aleprosy case with suspected skin or neurological lesions.

For diagnostic purposes, patients are routinely undergo dermato-neurological
evaluation, skin smears, skin biopsies for histopathological analysis [9] and, if necessary,
polymerase chain reaction is performed [10]. Those diagnosed with leprosy are treated
and followed up at the
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Fiocruz Clinic or referred to the original service for treatment. Those diagnosed with other
der-

matoses or neuropathies are sent to referral services for these specific diseases. Socio-
economic, clinical, and epidemiological information, laboratory parameters, and case
outcomes are recorded onto a database.

For the present study, the use of these data was approved by the Ethics in Research
Commit- tee of the Oswaldo Cruz Foundation number 976.330-10/03/2015.

The variables analyzed in this study were: i) age, sex, place of residence, originating
health service (public, private or spontaneous demand), and number of health services the
patient consulted before coming to our Clinic (1, 2, 3 or more); ii) clinical diagnosis
without a biopsy: leprosy or other disease (OD); iii) histopathological diagnosis: leprosy or
other disease; iv) the presence or absence of disability at leprosy diagnosis; and v) patient
destination after outcome: continuation at the Fiocruz Clinic, return to the originating
service, or referral to another health care service. These clinical and epidemiological
aspects of patient referrals during 2010- 2014 are presented in the tables; and bivariate
analysis were conducted for categorical variables using the chi square test.

Also, in the present study, data during 2005-2014 were analyzed and compared with the
2010-2014. We retrieved data from the official leprosy case data reported by the City and
State of Rio de Janeiro obtained at the SINAN (the National Disease Information System)
database. We used the following variables: the annual number of new leprosy cases at the
Fiocruz Outpa- tient Clinic and in the City and State of Rio de Janeiro; the annual
proportion of newly-diag- nosed leprosy cases compared to other diseases at Fiocruz
Clinic; the annual percentage of the number of health services visited prior to Fiocruz
referrals. Means were calculated to compare the 2005-2009 and 2010-2014 periods.

The statistical analysis was performed using SPSS version 22 software.

Results
Descriptive analysis

The leprosy data regarding both the City and State of Rio de Janeiro reveal an accentuated
decline in the number of new leprosy cases between 2005 and 2014, the same being true for
the Fiocruz Clinic, as seen in Fig 1. The reduction in the mean of cases between 2010-2014
as com- pared to 2005-2009 was 51% and 34% in the City and State respectively, while at
the Fiocruz Clinic, the decline was lower; 27% (Fig 1).

Analysis of total patient demand at the Fiocruz Clinic (new leprosy cases plus those with
other skin diseases) showed that the mean proportion of leprosy patients seen at the
Fiocruz Clinic between 2005 and 2009 was 28% while the mean proportion of patients
with other der- matoses in the same period was 47%. During the 2010-2014, there was an
increase of 16% in the proportion of patients with other skin diseases (mean proportion =
55%) compared to the previous period and a proportional decrease of approximately 33%
among patients with lep- rosy (mean proportion = 18%) (p <0.001) (Fig 2).

Observing that the trend in our Clinic had shifted during 2010-2014 in comparison to

2005-20009, it was decided to evaluate how many health care services had been consulted
by these patients before being referred to the Fiocruz Clinic, whose results are showed in
Fig 3. The mean proportion of patients who visit only one clinic prior their Fiocruz referral
was 20% during 2005-2009 while in the 2010-2014 time period this mean was double

(40%) (Fig 3).

Analyzes of the clinical and epidemiological aspects of patients seen after 2010 showed
that, of the 1,845 cases evaluated, 1,380 (75%) had other dermatoses or neuropathies and,
in 74% of these cases, biopsies were not taken because a leprosy diagnosis could be
excluded after a neuro-dermatological evaluation. Only 25% (465) of the cases evaluated at
our Clinic for
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Fig 1. Annual number of new leprosy cases, 2005-2014. Cases diagnosed at the Fiocruz Outpatient
Clinic, in City and State of Rio de Janeiro between 2005 and 2014.
doi:10.1371/journal.pntd.0005059.g001

suspected leprosy had a confirmed diagnosis of leprosy. Fifty-one per cent (375) of all the
biop-

sied were diagnosed with leprosy and 49% (359), with other dermatoses (Table 1).

Analyzing the association between original referral service and outcome, there was no
dif- ference in the positive leprosy outcome between public and private health services
referral source. (Table 2). Regarding suspected cases of leprosy who spontaneously
arrived at Fiocruz Outpatient Clinic, a significant association with the diagnosis of other
diseases was observed. Among these, only 30 (11.3%) were found to have leprosy
(Table 2).

Table 3 presents the clinical and epidemiological characteristics of cases of confirmed
lep- rosy diagnoses. The majority of patients (70.1%) were between 15 and 59 years of
age and 21.6% were over 60. Male patients predominated representing 59% in our
cohort. Considering the operational classification, there was a slight difference between
the proportion of pauciba- cillary (PB) versus multibacillary (MB) patients (49% and
51%, respectively) in this study. The disability grade (DG) of two-hundred-and-sixty-two
confirmed leprosy patients were

100%

90%

80%
70%
60% |- = =

- -’\ /\_____/¥
40%

30% N

—_— 7
20% |- \/_

10%

Proportion

0%

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Leprosy === Other diseases

Fig 2. Annual proportion of newly-diagnosed leprosy cases compared to other diseases at the
Fiocruz Outpatient Clinic, from 2005 to 2014.

doi:10.1371/journal.pntd.0005059.9002
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Fig 3. Annual proportion of number of health services prior to patients being referred to the Fiocruz
Outpatient Clinic from 2005 to 2014.

doi:10.1371/journal.pntd.0005059.g003

registered in the database: 14% had grade 2 of disability and 40% had some degree of
disability

at diagnosis. There was no statistical significance between the presence of physical
disabilities and whether the referrals came from public or private health care facilities.

Sixty-nine percent of the diagnosed leprosy patients were treated and followed up at
Fiocruz Outpatient Clinic (320/465) (Table 3).

Discussion

The results of the present study provide strong evidence that the profile of the patients diag-
nosed and treated at the Fiocruz Outpatient Clinic have changed in the past 5 years possibly
as aresult of the public policy shift towards decentralization. The proportion of patients
with other skin diseases and those who visited only one health service before our Clinic
increased. It is noteworthy that, in 74% of the cases with other diseases, a biopsy was not
necessary for diag- nosis indicating that general practitioners in the primary care facilities
could not distinguish easily diagnosed skin diseases (other than leprosy). After
dermatological examination by a spe- cialist at our clinic, the diagnoses of other dermatoses
were clearly defined, and were more often eczematous diseases, psoriasis, superficial
mycoses or dyschromia (S1 Table).

Nevertheless, a decrease in new leprosy case was not only detected in our Clinic but was
also observed in the City and State of Rio de Janeiro. Smith et al. have suggested the
possibility that the global decline in case detection in conjunction with the rise in
disabilities may be linked to the move from vertical leprosy control activities to integrated
approaches [11]. On the other hand, some authors have indicated that the impact of
decentralizing policies have pointed to such major gains as reduced prevalence rates, an
increase in early detection, and maintenance of the quality of care [12] [13]. Others studies
have emphasized the importance of the ability of

Table 1. Evaluated cases of leprosy and other diseases with and without biopsies at the Fiocruz Outpatient Clinic from 2010 to 2014.

Outcome
Leprosy

Other diseases
Total

doi:10.1371/journal.pntd.0005059.t001

With biopsy Without biopsy Total p

375 (80%) 90 (20%) 465

359 (26%) 1,021 (74%) 1,380 <0.001
734 1,111 1,845

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0005059 October 12,2016
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Table 2. Association between the origin and outcomes of cases referred to Fiocruz Outpatient Clinic from 2010 to 2014.

Origin Leprosy Otherdiseases Total P

Public health services 300 (26.8%) 817 (73.2%) 1,117 <0.001
Private health services 123 (28.2%) 313(71.8%) 436

Spontaneous demand 30(11.3%) 236 (88.7%) 266

Total 453* 1,366** 1,819

*453/465

**1,366/1,380

doi:10.1371/journal.pntd.0005059.t002

trained dermatologists to accurately diagnose the disease, suggesting that the greater the
suc-

cess in reducing the disease burden, more important is the role of the specialist with
knowledge of the disease and its differential diagnoses [14] [15].

Regarding the epidemiological and clinical aspects of the leprosy cases diagnosed at
Fiocruz Outpatient Clinic from 2010 to 2014 there were no important differences
concerning age and gender between our results and the proportions recorded in Brazil in
2014. Considering the operational classification, there was a slight difference between
the proportion of PB and MB patients (49% and 51%, respectively), while last year, new
cases detected in the country was 66% MB [2]. This result may be biased, however, since
the differential diagnosis of paucibacil- lary (PB) leprosy with other dermatoses is often
more difficult to achieve than the diagnosis of multibacillary (MB).

Table 3. Epidemiological and clinical aspects of leprosy cases diagnosed at Fiocruz Outpatient Clinic from 2010 to 2014.

Epidemio-clinical variables n %
Age (year) >15 38 8.3

15-29 65 14.2

30-44 126 27.5

45-59 130 28.4

>60 99 21.6

Total 458* 100
Gender Female 170 41
Male 243 59

Total 413%* 100
Classification Paucibacillary 227 49
Multibacillary 236 51

Total 465 100

Disability Grade 0 158 60.3

67 25.6

2 37 14.1

Total 262*** 100
Destination Outpatient Clinic 320 69
Other services 145 31

Total 465 100

* 7 missing

** 52 missing
**% 203 missing

doi:10.1371/journal.pntd.0005059.t003
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Among the leprosy patients, considered in the present study, 40% had some degree of

dis-
ability at diagnosis. In Brazil, within the leprosy new cases diagnosed in 2014, the
percentage of grade 2 disabilities was 6.56% [2]. Both the City and State of Rio de Janeiro
have registered ris- ing percentages of this indicator. In fact, the latest five-year averages
were 10% and 10.5%, respectively [3]. The Ministry of Health deems a grade 2 disability
10% high [16]. It is possi- ble that the fact that this study was carried out in a reference
center specialized in the treatment of leprosy had an impact on theirs result due to a
selection and measurement biases. However a previous analysis of leprosy patients also
treated at the Fiocruz reference center between 2003 and 2007 showed that 12.2% had
grade 2 disability and that 32.5% had some degree of disabil- ity at diagnosis at that time
[17]. These data strongly indicate that the referrals to the Outpa- tient Clinic of this
reference center were, in actuality, delayed, which is particularly surprising in a State with
a large number of units and health professionals. On the other hand, this delay may more
accurately reflect the difficulties involved in diagnosing leprosy in the primary care health
units in the absence of specialized health professionals or laboratory tests to aid in diag-
nosing the disease, especially since the initial presentation of leprosy may be a slight injury
of nerve or a discreet and asymptomatic skin lesion, which would further complicate
early diagnosis.

One of the advantages attributed to the integration of leprosy diagnosis and treatment
into basic health care units is the increased access of the general population to these
services [18] [19] [20]. Theoretically, the integration strategy should contribute to more
effective disease control as it would increase the chances of early diagnosis, avoid the
occurrence of sequels, break the transmission chain, and increase patient adherence to
treatment. But there is a con- sensus that for integration to be truly successful, health
professionals must receive constant theoretical and practical training [19] [20]. A major
obstacle is that in many Brazilian states, the permanence of doctors and nurses in primary
care health units has proved to be difficult [21] [22]. In the State of Rio de Janeiro, for
example, the Public Health Department analyzed the impact of the integration policy for 4
years after its initial implementation into the system. It found that the high professional
turnover rate in the primary care health units along with the hardships encountered in
obtaining sufficient financial resources to adequately train new pro- fessionals are issues
that adversely impact the effectiveness of leprosy control measures in the State [18].

In this context, the results of the present study demonstrated the importance of our
referral center in support of the basic health care services by accepting cases from all over
the State and performing differential diagnosis of skin diseases and neuropathies. Studies
performed in other countries have demonstrated that specialized services are necessary
and continue to provide significant support within an integrated health care system
approach towards the diagnosis and management of leprosy [23] [24].

In addition to medical assistance, reference centers remain committed to their role in
devel- oping research that contributes to leprosy control, specifically searching for new
tools to more rapidly identify early signs of the disease. For example, many recent reports
have shown that PCR-based assays are excellent adjuncts in clinical and histopathological
analyses toward the definitive identification of M. leprae [25] [26]. Other studies aimed at
the identification of bio- markers profiles associated with the early onset of type 1 leprosy
reactions [27] in addition to antigens that could be used to monitor treatment efficacy in
leprosy patients have shown great promise [28]. At specialized leprosy referral centers in
Bangladesh and Brazil, Walker et al per- formed a severity scale for leprosy Type 1
reactions to help diagnose reactional episodes and improve the management of this
disabling complication of leprosy [29].

Moreover, the Fiocruz Leprosy Reference Center has developed studies to identify the
major risk factors associated with the incidence of leprosy among household contacts in
order to

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOI:10.1371/journal.pntd.0005059 October 12,2016
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support monitoring programs with the use of screening procedures able to spot high-risk
indi-

viduals thereby widening the opportunities for early diagnosis and treatment. For that
purpose, serological test using anti-PGL1 has been performed among leprosy household
contacts [30]. In recent years, studies carried out at the Fiocruz Leprosy Laboratory have
demonstrated the great value of qPCR in the clinical management of suspected cases of
paucibacillary leprosy [10] as well as pure neural leprosy [31]. But, to develop new
diagnostic methods, that could be used in a variety of field conditions, to augment
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Abstract

Objective

The diagnosis of paucibacillary (PB) leprosy cases remains a challenge because of the
absence of a confirmatory laboratory method. While quantitative polymerase chain reaction
(qPCR) has been shown to provide reliable sensitivity and specificity in PB diagnoses, a
thorough investigation of its efficacy in clinical practice has not yet been published. The
present study evaluated patients with suspected leprosy skin lesions by using qPCR to iden-
tify PB individuals in the Leprosy Outpatient clinic at the Oswaldo Cruz Foundation in Rio de
Janeiro, Brazil.

Methods

One hundred seventy-two suspected PB cases were included in the study. The patients
were evaluated by a dermatologist at three different times. The clinical dermato-neurological
examination and collected samples were performed on the first visit. On the second visit,
the results of the histopathological analysis and PCR assay (DNA-based Mycobacterium
leprae qPCR-targeting 16S gene) results were analyzed, and a decision regarding multi-
drug therapy was made. A year later, the patients were re-examined, and the consensus
diagnosis was established.

Results

In 58% (100/172) of cases, a conclusive diagnosis via histopathological analysis was not
possible; however, 30% (30/100) of these cases had a positive PCR. One hundred ten
patients (110/172) attended the third visit. The analysis showed that while the sensitivity of
the histopathological test was very low (35%), a gPCR alone was more effective for identify-
ing leprosy, with 57% sensitivity

Conclusion

The use of gPCR in suspected PB cases with an inconclusive histology improved the sensi-
tivity of leprosy diagnoses.
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Author summary

Leprosy is a major public health problem in several low- to middle-developed
countries whereaconsistentnumberofnew cases are diagnosed every year.
Irrespective ofthe use of efficienttreatment, diagnosis islate because of the absence
ofagold standard method. Thus, the multi-drug therapy (MDT) is unable to
control of disease transmission even though early diagnosis,adequate MDT
treatmentofnew cases,and contact surveillance have been considered the pillars
ofleprosy endemic control. Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)-based
Mycobacterium leprae DNA direct detection in clinical sampleshasbeen
developed to supportdiagnosis. This study used qPCR to differentially diagnose
suspected cases of paucibacillary leprosy and to follow them after treatment to
confirm the consensus diagnosis and therapeuticapproaches. Itwas concluded that
qPCR andhistopathological analysisincrease clinical diagnosisaccuracy,and qPCR
hashigher

sensitivity. The routine use of qPCR laboratory tests could therefore improve the
precision of early diagnosis for the achievement of leprosy control.

Introduction

Prerequisites for leprosy control, early detection, and adequate treatment are crucial for reduc- ing the risk
of disability and interrupting transmission, thereby decreasing the burden of the disease.Leprosydiagnoses
arebasedonclinicalmanifestations, the presence ofacid-fastbacilli (AFB) determined through microscopy in
slit skin smears, and histopathological analyses of skin biopsy samples. Nevertheless, diagnosisis
challenging, particularlyin the early stagesand in a paucibacillary (PB) form characterized by the absence of
bacilliin slit skin smears. In addi- tion, skin macules or plaques, frequently found in PB leprosy, represent the
clinical manifesta- tionsofmany other dermatoses, suchas pityriasisalba, rosacea granulomatosa, granuloma
anulare, cutaneous tuberculosis, and sarcoidosis.

Histological diagnosis of leprosy is indicated by two cardinal features: neural aggression and bacillar
identification [1]. In PB, however, histological changes can simply be a perivascular lymphohistiocytic
infiltrate or an epithelioid granuloma, a nonspecific alteration in the der- mis that hinders a differential
histopathological diagnosis [2,3]. In a paper published almost 30 years ago, Lucas and Ridley stated that
“the difficulty and lack of agreement in diagnosing early PB leprosy by histopathology is frustrating.” They
asserted that “there is no reason why the essentially subjective nature ofhistological observationand
diagnosis should change in the future”[4].

Indeed, no clinical or histopathology tests are capable of either confirming or rejecting all suspected PB
cases.Inthelasttwodecades,studieshave demonstrated the potential of poly- merase chain reaction (PCR)
technology for the rapid detection and identification of leprosy in clinical specimens [5-8]. More recently,
real-time PCR has improved the rate of disease detection by facilitating the direct quantitation of the
bacterial DNA content in clinical sam- ples, thereby increasing the reliability of the results [9-11]. This
tool has become particularly important in the differential diagnosis of cases with a negative bacillary load
and non-conclu- sive histopathology [12-14].
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Inthe absence ofa gold standard, previous studies have used clinical diagnoses or histo- pathologicanalyses as
reference standards for evaluating PCR sensitivity and specificity. How- ever, the inherent subjectivity of these
methods underscores the need for more reliable criteria for defining reference standards.

Since2012,qPCRhasbeenusedasasupportinthe clinical and histopathological leprosy diagnostic
procedures at our clinic. The present study aimed to provide more precise sensitiv- ity and specificity for qPCR
in PBleprosy. Suspected PB cases were followed fora year, and consensusdiagnoseswereestablishedafter
observationandevaluationofthepresenceor absenceofskinlesionsoneyearlater.The consensus diagnosis
becamethereferencestandard for analyzing the role of qPCR in PB leprosy diagnoses in clinical practice.

Methods

This prospective observational study, nested in a clinic cohort, was performed at the Leprosy Outpatient Clinic of
the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), a national reference center for leprosy in Rio de Janeiro, R], Brazil. All
individuals referred to the clinic for diagnosis, from January 2012 through December 2016, presenting with
suspicious PB leprosy skin lesions were included.

Excluded were all cases exhibiting a positive bacteriological index (BI) on a slit skin smear; visualized bacilli
in the first histopathological analysis, and suspicion of relapse. Also excluded were those cases suspected of
having the pure neural form without skin lesions.

Each patient had three evaluations. The first included a clinical evaluation and sample col- lection (skin
biopsy for histology and qPCR). In the second evaluation one month later, the histopathological and PCR results
were analyzed, and a decision regarding MDT was made. At the third visit one year later, the consensus diagnosis
was established (Fig 1). For each patient who continued to experience skin lesions, a new biopsy was performed
for histological exami- nationand PCRifnecessary. Thesethree-step evaluations are detailed below.

First visit: Initial clinical dermato-neurological examination and sample
collection

Clinical-epidemiological data and bacillary analysis.  All patient clinical-epidemiological data,
including age, gender, contact with leprosy patients, and lesion duration, were collected and recorded on the
standard outpatient form. The symptoms and the clinical description of the skin lesions, i.e.,, number, color,
size, location, and type (macula or plaque), including lesion sensitivity, wererecorded after the dermatological
and physiotherapeutic examinations. Slitskin smears were taken from four sites (the ear lobes, one elbow,and a
cutaneouslesion) for bacteriological diagnosis. One skin biopsy was performed (punch 6 mm) from suspected
lesions forahistopathological analysisand a PCR assay. These skinsamples were divided into two parts. One was
stored in formalin for histological study, and the other, in 70% ethanol for Mycobacterium (M.) leprae DNA
detection.

Histopathological analysis. One skin biopsy sample was prepared for routine histopathological
examination, hematoxilin-eosin, and Wade staining. All the cases were analyzed by an experienced
dermatopathologist and were classified as either PB leprosy, other dermatoses, or nonspecific histological
features (NSHFs). The cases were categorized as PB leprosy in the presence of an inflammatory
lymphohistiocytic or granulomatous infil- trate in the nervous fillets and/or the erector muscle of the hair [1]. If
the histopathological alterations typical of other skin diseases were detected, the cases were classified as “other
dermatoses.” Those in which the histopathological changes were nonspecific were categorized as “NSHFs.”

61

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007147 March 5, 2019




@ PLOS | TRShicat biseases

gPCRin PB leprosy diagnosis

First Visit n=172

Clinical
evaluation

Skin biopsy for

— Histological analysis Slit skin smear

and PCR test

Second visit (after one month ) n= 172

Clinical diagnosis and

manTgement
l Inconclusive case | [ Leprosy diagnosisl | Other dermatosesl
I l
l Kept under observation | I MDT| l Treatment to other dermatosesl

Third visit (after 1 year) n=110

In cases with skin lesios new biopsy to PCR and
Histology if necessary to outcome

[

l Consensus Diagnosis I

No remission of skin lesion,

Regression of skin lesion
after MDT

and no MDT, and PCR (+)
and/or histology of leprosy
in new bioppsy

Regression of skin lesion after
treatment for other dermatoses
regardless histopatology or PCR

No Leprosy

No remission of
skin lesion after MDT

Fig 1. Clinical evaluations of the cases. A clinical evaluation and sample collection at the first visit; the histopathological and PCR results and the decision on
pursuing MDT in the second; the consensus diagnosis in the third visit one year after the second.

_https://doi.org/10.137 1/journal.pntd.0007 147.9001

Polymerase chain

reaction assays. For DNA extraction, the DNeasy blood and tissue kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA) was used in accordance with the specifications. The qPCR tech- nique is standardized to amplify the
16S rRNA M. leprae-specific target through the use of the TagMan amplification assay. All the reactions were
performed in triplicate through the same real-time PCR system (Applied Biosystems StepOne). The results
were obtained in accordance with the first fluorescent signal detection, cycle threshold (Ct) [10]. As
recommended by previ- ous studies and in accordance with the laboratory’s standard operating procedures
for validat- ing clinical molecular tests, the sample was considered positive when it exhibited Ct </ =38.5 (3
genomes) in atleasttwo of the three reactions (triplicates) [10,15,16].
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Second visit: Laboratorial results and clinical management

At the second visit, the dermatologist used the Ministry of Health clinical criteria for leprosy diagnosis
(regardless ofthe histopathologicaland PCRresults) [17]to categorize all the cases and to define the treatment
as follows: (i) Leprosy patients began treatment with PB MDT, (ii) cases diagnosed with other dermatosis
werereferredtoageneral dermatological service for treatment, and (iii) inconclusive cases were kept under
observation. All of the patients were scheduled for a third clinical evaluation one year after the second visit.

Third visit: Follow-up

All of the patients were invited for a third clinical examination during which the consensus diagnosiswas
established. The presence orabsence of skinlesionand the results of the PCR and histological analysis
performed during the first visit were considered. If the lesions remained unchanged, a new biopsy was
performed for diagnostic clarification through PCR and histopathological analysis. The cases were classified as
eitherleprosyornon-leprosy (con- sensus diagnosis) according to the following criteria:

Leprosy cases

- Patientswith skinlesionremission onthethird visitpost-MDT;and

» Patients who on the third visit had skin lesions without MDT and those whose new biopsy results showed
the histopathological characteristics of leprosy ora positive PCR.

Non-leprosy cases

- Patients with skin lesions on the third visit despite receiving MDT;
- Patients with lesion remission on the third visit after specific treatment for other dermatoses; and
- Patients with lesion remission on the third visit without MDT or any other medication.

After the third visit, the consensus diagnosis (leprosy or non-leprosy) was established as the reference
standard.

Statistical analysis

The frequencies for the clinical-epidemiological characteristics were ascertained through the use of proportions
for the categorical variables and centrality and dispersion measures for the continuous variables. The
proportions of the histological diagnostic (leprosy, other dermatosis, or NSHFs) and the PCR results (positive or
negative) were calculated and compared by use of the chi-square test (significance level of 5%). The frequency
distribution of the cases on the basisoftherelated qPCR,histopathologicaltests,and consensusdiagnoseswas
described through a flow chart. The sensitivity and specificity of the histology, the qPCR, and the combi- nation
ofthesetwo diagnostic methods were also calculated. The confidence intervals were cal- culated atalevel 0of 95%.

Ethics approval

This study was approved by the Ethics in Research Committee of the Oswaldo Cruz Foundation CAAE:
38053314.2.0000.5248,number:976.330-10/03/2015. Writteninformed consent was received from all the
participants and the parents or guardians of the children under 18 years old included in the study.
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Table 1. Clinical-epidemiological characteristics: N=172.

Variable Frequency %
Gender
Female 108 63.0
Male 64 37.0
Household contact
Yes 80 46.6
No 92 53.4
Skin lesion
Macula 110 64.0
Plaque 62 36.0
Progressiontime
::12months 112 65.0
13-24 months 41 24.0
>24 months 19 11.0
Number of lesions
1 lesion 107 62.0
2 lesions 27 16.0
@3lesions 38 22.0
MDT treatment initiation
Yes 76 44.0
No 96 56.0

https://doi.org/10.137 1/journal.pntd.0007147.t001

Results

As is shown in Table 1, the lesions in 65% of the cases were recent, having evolved within a year or less. Most
patients had only one lesion (Table 1). The mean age was 42.2 (+/- 17.8 SD), and the range was 15-79.

The results of the histopathological and PCR tests in the skin samples indicated that it was impossible to reach
aleprosy diagnosis via histology in 58% (100/172) of all cases. In addition, among those with NSHFS, 30% had a
positive PCR (Table 2).

The frequency distribution for the qPCR results, histopathology diagnosis, and consensus diagnosis is
presented forthe 110 casesthatmade the third visit (110/172). The consensus diagnosis of almost half of this
group (54/110) was leprosy (Fig 2). —

Only one of the five cases with a false positive PCR (highlighted in Fig 2) presented with plaque skin lesions
and a granulomatous infiltrate histologically diagnosed as granulomatous rosacea. This patient was treated
with doxycycline 200 mg/day for seven months after which remission of the cutaneous lesion was observed.
Theremaining four cases presented with mac- ular lesions and NSHFs in the second evaluation. All were
household contacts. Despite the patients’ positive PCR results and epidemiological histories, clinical progress
was monitored because of the patients’ atypical maculae. Spontaneous healing of the cutaneous lesions was
observed in these four cases.

Table 2. Proportions for histological diagnosis and polymerase chain reaction results.

Histological diagnosis
Leprosy Other dermatoses NSHFs" Total
PCR Positive 12 (48%) 8 (17%) 30 (30%) 50
Negative 13 (52%) 39 (83%) 70 (70%) 122
Total 25 47 100 172
*Nonspecific histological features.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007147.t002
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Leprosy = 10 NSHF =40 Leprosy = 10 NSHF = 20

(=3 | [wezr] [t=0] [me1] [ten] [se2] [t=s] [wet] [t=10] [we=0] [=e] [mw=s]

Fig 2. Flow chart of quantitative polymerase chain reaction results, histopathological results, and consensus diagnosis. The 21 underlined patients had
exhibited the histological features of other dermatoses or NSHFs, and the consensus diagnosis was leprosy (L). These cases were diagnosed by PCR. The five
highlighted cases were false PCR positives. L = consensus diagnosis of leprosy; NL = consensus diagnosis of non-leprosy.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007147.9g002

During the second visit, 21 patients (underlined in Fig 2) whose consensus diagnosis was leprosy were
observed to have been diagnosed with other dermatoses via histology; thus, the qPCR results were decisive in
establishing the diagnosis. Fig 3 illustrates four of these 21 lep- rosy cases identified by qPCR. It shows the
histopathological features and skin lesions before and after MDT.

To analyze histological sensibility and specificity, the two non-leprosy groups were analyzed together, i.e., the
NSHFswere added to the cases with other dermatoses. The datademon- strated that despite the high specificity,
histopathological sensitivity was very low in this sam- ple.Indeed, qPCR alone was more effective inidentifying
leprosy because PCR sensitivity (57%) was 22% higher than histopathology sensitivity (35%) (Table 3).

Discussion

The results of this study made clear that for some patients whose clinical and histological changes were
insufficient for reaching a diagnosis, qPCR aided in establishing leprosy. In the casesinwhich the PBleprosy
wassuspected, the simultaneous use of qPCRand histology increased the sensitivity of a PB diagnosis without a
loss of specificity.

A majority of the cases evaluated in this study had one skin lesion, and most of these were the macula type.
Moreover, most patients reported having noticed their lesions one year or less before their initial visit. Nayar
et al. affirmed the near impossibility of visualizing inflam- mation in the nervous fillets by histopathology
during the first year of the disease [18]. The results of the present study demonstrated that whenever typical
leprosy features or changes in other dermatoses were present, the sensitivity and specificity of the
histopathological analyses were high. However, the analysis of the NSHFs cases, half of the sample, revealed very
low sensitivity.

Studies have found qPCR sensitivity ranges of 34%-80% in PB patients [9-11]. However, compared to the
sensitivity for histopathology, even this relatively low sensitivity can be con- sidered a step forward for the
differentiation of early leprosy from other dermatoses. In this sample, which was composed of suspected PB
casesunderinvestigationin our clinic, qPCR sensitivity was greater than histopathological sensitivity. This
demonstrates that in clinical practice, M. leprae detection by qPCR in patients with a negative bacillary load
and NSHFs would be of great value for limiting subjectivity in the diagnosis of PB leprosy.

One ofthefiveapparently false positive PCR caseshad tuberculoid granulomas. Because the histopathological
diagnosis was granulomatous rosacea, the patient was treated with doxy- cycline ata general dermatological
clinic. Surprisingly, the rosacea plaque cleared only after seven months of daily use of the antibiotic.
Doxycycline and minocycline are antibiotics in the tetracycline group with the same mechanism ofaction.
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Fig 3. Examples of cases diagnosed as other dermatoses via histology and for which polymerase chain reaction
was decisive in the leprosy diagnosis. All the cases were gPCR positive. Case I: (A) before multi-drug therapy (MDT),
(B) one year after MDT; (C) histology: hematoxilin-eosin (H.E.) 10X, granulomatous rosacea: nerve bundles with
normal appearance and granulomas attached to adnexa; Case II: (D) before MDT, (E) 8 months after MDT, (F)
histology: H.E. 20X, suggestive of eczema; Case III: (G) before MDT, (H) residual lesion at release from treatment, (I)
histology: H.E. 10X, nonspecific infiltrated inflammatory; Case IV: (J) before MDT, (K) one year after the end of MDT,
(L) histology: HE 10X, granuloma annulare.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007 147.9003

For decades, minocycline, which has a strongbactericidal action against M. leprae [ 19], was used as an
alternative leprosy treatment and It was found to be efficacious [20-21]. A possible explanation for the delay in
lesion remis- sion is that this patient, who was still being monitored, actually had PB leprosy and not granu-
lomatous rosacea.

Three explanations are possible for the four positive PCR cases in which the lesions cleared without MDT or
any other medication. It should be noted that studies using qPCR-targeting 16S and other genes have
described a 100% specificity for PBleprosy[9,10].In addition,

some PB cases have been found to progress to spontaneous healing[1,22].1tcantherefore be hypothesized that
theleprosylesions ofthese patients mighthave been cured spontaneously. Another explanation is that these
patients might have had a positive PCR because of a subclini- cal infection because all four were household
contacts. The third possibility is that these were false-positive cases and that their skin lesions were cutaneous
manifestations of other dermatoses.
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Table 3. Histological and quantitative polymerase chain reaction (QPCR) sensitivity, specificity, and accuracy, and the combination of these two diagnostic
methods.

Histological results Leprosy Non-Leprosy Total Sensitivity Specificity Accuracy
(1C 95%) (1C 95%) (IC 95%)

Leprosy 19 1 20 35% 98% 67%

NSHFs""+ Other dermatoses 35 55 90 (22.2-47.9) (94.8-1.01) (58.8-76.2)

Total 54 56 110

gPCR results

Positive 31 5 36 57% 91% 75%

Negative 23 51 74 (44.2-70.5) (81.5-97.4) (65.7-82.0)

Total 54 56 110

Histology + PCR

Histo” leprosy + NSHFs™ with qPCR (+) 35 5 40 65% 91% 78%

Histo OD™" + NSHFs"" with qPCR (-) 19 51 70 (52.0-77.5) (81.2-97.6) (66.3-88.6)

Total 54 56 110

Histo" = histology; OD™" = other dermatoses; NSHFs™* = nonspecific histological features

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007147.t003

Nevertheless,noneoftheabove-mentioned studies performed follow-up post-diagnoses. The 100% specificities
inthe PB cases were obtained through the reference standard of results of a histopathological examination
and/or clinical diagnosis at a particular point in time.

Leprosy is a slow-progressing disease for which a gold standard for diagnosis does not exist. Therefore, defining
the consensus diagnosis after observing the progression of the cases, as was done in the present study, was an
additional step forward in providing higher precision for the PCR sensitivity and specificity measures. The
sample size could be considered a limitation even though it appears that no other study has yet analyzed more
than 100 PB patients for molecular diagnosis [23].

The present study clearly demonstrated that even for experienced dermatologists and pathologists, the
difficulties encountered in interpreting the clinical and histopathological dif- ferentialdiagnosisof PB cases
mayberesponsibleformanydelayed diagnoses. Because ofthe integration of leprosy control actions into the
delivery of general health services in Brazil and other endemic countries, patients will continue to escape
detection because few clinicians have theskills, experience, orexpertise to diagnose the disease, especiallyin the
earlystages|[24].

In addition, studies have highlighted that any declaration of the elimination of leprosy as a public health
problem results in the neglect of ongoing disease control strategies, such as household surveillance, community
awareness campaigns, and training for health profession- als. Consequently, the lower the incidence, the less
prepared will be clinicians and pathologists to identify leprosy in their clinical practice [25,26]. Brazil offers an
example. [n some states in which the disease had been under control, a recent trend of the diagnosis of new cases
with dis- abilities, a late diagnostic indicator, has been observed [27,28].

Inthelastdecade, real-time PCR has proved to be particularly useful in three areas: the identification of the
drug-resistant bacilli used for treating leprosy [29], differential diagnoses for distinguishing between reaction
and relapse by viability analyses of the bacillus [30], and the facilitation of the use of conventional diagnostic
methods in difficult cases [23,31]. Although thistechnologyisbecomingaccessible, faster,and cheaper, the
infrastructure, such as equipment and trained professionals, is still a barrier to implementing qPCR in resource-
limited settings. Portable real-time machines need to be tested and validated. In this regard, the GeneXpert has
been used for pulmonary tuberculosis diagnosis in primary care facilities where unspecialized health care
professionals are conducting the assays with the same sensitivities [32]
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Sample processing technologies are available for M. leprae DNA detection; however, reference centers are still
necessary.

In conclusion, the use of qPCR in suspected PB cases with a non-conclusive histology improved the sensitivity
ofleprosy diagnoses. Because early diagnosis is crucial to avoiding transmission and incapacitating neural
lesions and achieving the goal of aleprosy-free world, the need for tools for the detection and confirmation of
the disease among suspected individu- als wherever they maylive isindeed urgent.
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5.3 Artigo 3

Quantitative PCR for leprosy monitoring and diagnosis among household
contacts

Reacgao em cadeia da polimerase para monitoramento e diagnostico dos contatos de
pacientes com hanseniase
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Abstract

Household contacts (HHC) of leprosy patients exhibit high risk of developing the disease.
Contact tracing and examination are helpful to early diagnosis. We tested the use of
gPCR in monitoring HHCs recruited in a reference clinic in Rio de Janeiro, Brazil, right
after the index case diagnosis. Between 2011 and 2018, a total of 2,437 household
contacts were examined and 54 were clinically diagnosed with leprosy and treated
accordingly. Among the remaining 2,383, 25 individuals exhibiting a leprosy-like skin
lesion were further investigated, while gqPCR and histopathology supported leprosy
diagnosis in 8 cases (50% were qPCR positive) and 17 were diagnosed as other skin
disease (6% gPCR positive). In this group, a positive gPCR in a skin biopsy indicates
increased odds of being leprosy [odds-ratio (OR) = 16 confidence interval, (Cl) =1.38-
185.4], sensitivity was 0.50 (Cl=0.14-0.86) and specificity (0.94, Cl=0.69-0.99). Of the
healthy contacts, recruited between 2011-2015, 950 were followed-up up to 2018. Slit
skin smears were collected from ear lobes for qPCR detection in this group of HHCs. A
positive gPCR test indicated a non-statistically significant relative risk = 2.52, Cl = 0.28—
22.3) of developing the disease; those who progressed towards leprosy exhibited 20%
positivity (1 out of 5), compared to approximately 9% (86/950) of those who persisted
healthy with a positive PCR during the follow up. The use of qPCR in contacts with
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leprosy-like lesions support early diagnosis of leprosy. Nevertheless, positive gPCR is not
a good marker for prediction of clinical progression in healthy HHCs. In summary, contact
tracing is very useful and combined qPCR could assist early diagnosis. For healthy
contacts, chemo- and immuno-prophylaxis should be used irrespective of serological or
molecular status due to low sensitivity. Seeking for novel methods, or markers to predict

progression and diagnosis is still necessary.
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Introduction

In leprosy, despite the successful introduction of multidrug therapy (MDT), the
number of new cases has been decreasing slowly in the past 20 years worldwide. Thus,
it is suggested that MDT is not able to block transmission, since a considerable proportion
of patients are being diagnosed late [1]. It is likely that diagnosis delay contributes to
continuous transmission of mycobacteria, especially to patients” household contacts,
which is the group that exhibit the highest risk to develop the disease [2,3,4].

Active search for new cases among household contacts (HHC) are cost-effective
since they can detect patients exhibiting early disease stages [5,6]. Large-scale public
policies such chemo- and/or immunoprophylactic strategies in HHC are effective [7-9] in
decreasing the disease as a public health problem.

Early leprosy diagnosis is difficult and there is no microbiological, immunological
or histopathological test to accurately identify patients. Detection of anti-PGL-I antibodies
may assist the classification of multibacillary patients and monitor treatment efficacy
[10,11], although positive results indicate higher risk to develop the disease among
household contacts with low sensitivity [12]. Nevertheless, most of paucibacillary (PB)
patients do not have detectable anti-PGL-I titers [13]. Molecular methodologies are more
sensitive and specific than classic techniques such as bacillary load or histopathology
[14-17]. PCR-based M. leprae detection [18-21] exhibits the highest specificity and
sensitivity for PB patients and can be used in a variety of clinical samples, such as slit
skin smears from ear lobes, blood, nasal secretions, and skin/nerve biopsies [22].

In this context, we investigated a cohort at the FIOCRUZ Clinic, Rio de Janeiro,
between 2011-2018 to assess whether the gPCR technique could be used for early
diagnosis, capable of detecting and confirming the disease among individuals exhibiting
suspicious skin lesions and estimate the risk to progress towards the disease in a cohort
of asymptomatic HHCs. In this study, we confirmed that i) HHC careful clinical
examination detects leprosy cases at intake; ii) gqPCR can improve diagnosis if the contact
presents a difficult-to-diagnose skin lesion; iii) the use gPCR for screening of
asymptomatic contacts is not informative, since only 20% of the progressors are detected
suggesting that gPCR is a not a good predictive marker of disease outcome for this group

of incident contacts.
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Methods

Ethics statement
This study was approved by the ethical committee of the FIOCRUZ (CEP:976.330). An
informed consent form was signed by patients, HHCs, and parents or guardians of

children under 18 years old included in the study.

Study design:

The study was conducted at the Leprosy clinic from Oswaldo Cruz Foundation in the city
of Rio de Janeiro, Brazil and it is summarized in Figure 1. All registered HHCs from each
newly diagnosed patient were invited to participate in the study. Where an informed
consent was signed and the HHCs were dermato-neurologically examined. If they present
a skin lesion in this first visit, they could have been i) clinically diagnosed as a leprosy
case or ii) investigated as suspicious leprosy case and a biopsy taken for histopathology
and gPCR. Contacts diagnosed at intake, either clinically or laboratory confirmed leprosy,
were assigned as a “co-prevalent case”. All asymptomatic contacts examined at the
intake were invited to be part of the follow-up (cohort) study. If they agreed to participate,
a slit skin smear from the right earlobe was collected for gPCR. HHCs who developed the
disease during follow-up, were considered “incident cases”.

For data analysis, HHCs were stratified according to operational [paucibacillary (PB) or
multiibacillary (MB)] and clinical classifications of their index cases. PB individuals were
classified as Tuberculoid (TT), Borderline tuberculoid (BT), Indeterminate (I) and Pure
Neural (PN). MB individuals were classified as Borderline—borderline (BB), Borderline
lepromatous (BL), Lepromatous (LL) [23]. Contacts with clinically diagnosed leprosy were
also stratified according to the clinical and operational classifications. Sociodemographic

variables used were age and gender.

Sample collection:

Slit skin scraping (SSS) from the right ear lobe were collected from all recruited household
contacts and stored in 70% ethanol at -20°C until processing. If a household contact
presented patches, nodules or macula during dermatological examination, a skin biopsy
was collected using a 6-mm punch. Biopsies were split into halves and fixed in formalin
10% for H&E routine and or 70% ethanol for DNA extraction and gPCR as described

below. Ethanol skin samples were frozen and stored in liquid nitrogen.
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Histopathology:

Biopsy samples obtained from HHC with skin lesions suspected to be leprosy were fixed
in 4% formaldehyde, dehydrated, clarified with xylene and embedded in paraffin for
routine histopathological examination. The paraffin blocks were sectioned into 5-um-thick
sections with a microtome and stained with haematoxylin-eosin and Wade's stain for acid-
fast bacilli. Histopathological slides were analyzed by pathologists and diagnosis was
confirmed when histological features of leprosy were visualized and classified according
to Ridley & Jopling [23].

DNA extraction:

Ethanol-stored skin or SSS samples were extracted using DNeasy Blood and Tissue -
QIAGEN®. Briefly, samples were centrifuged at 2,000 rpm for 10 minutes. The extraction
was performed according to protocols described by the manufacturer (QIAGEN). The
concentration of DNA in the eluate was determined by spectrophotometer NanoDrop

1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Detection of M. leprae DNA by qPCR:

For SSS or skin biopsy samples, the qPCR technique is standardized to amplify the 16S
rRNA, M. leprae specific target using the TagMan amplification assay [24]. All reactions
were performed in triplicates and using the same real-time PCR system (StepOne,
Applied Biosystems). Positive controls were used with M. leprae titrated DNA and
negative controls with water. The cycle threshold value of 0.05 for defining the positive
samples were used as described before, where the sample was considered positive when
it exhibited Ct </= 38.5 (3 genomes) in at least two of the three reactions (triplicates) [24-
25] and the number of genomes was calculated by interpolating the Ct values using a
dilution curve with a known number of M. leprae genomes using an excel spreadsheet
[26].

Statistical Analysis

Data were used to calculate Odds Ratio (OR) and relative risk (RR) for clinically confirmed
leprosy using OpenEpi. Sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative
predictive value of qPCR were also calculated. Confidence interval were calculated at a

level of 95%. In order to assess the impact of PCR and others clinical/demographic
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features on HHC prognosis a disease-free survival was performed. Kaplan-Meier curves
were designed and Log-rank test was applied to compare curves. All these analyses were

made in R environment using survival package.

Results

Of the 2,437 HHCs examined, (Figure 1), 69 (2,8%) had or developed leprosy. At the first
contact surveillance visit, 54 HHCs (2,2%) were diagnosed with leprosy by clinical
evaluation. In a group of 2,383 remaining contacts, we found other 25 with difficult-to-
diagnose leprosy-like skin lesions. These individuals were further investigated using
gPCR and histopathology in skin biopsies. These laboratory tests confirmed leprosy in 8
patients, while other 17 were diagnosed with other dermatological diseases (ODD).
Noteworthy, 50% of these lesions were qPCR positive in leprosy patients (4/8), while only
6% were positive in ODD (1/17) (Figure 1). The analysis indicates that a positive qPCR
result in the skin has a very high odds of being leprosy (OR=16, CI=1.38-185.4). The data
shows a moderate sensitivity of 50% (CI=0.14-0.86) and high specificity (94%, CI=0.69-
0.99) when skin biopsy was used for molecular diagnosis of suspected contacts with
leprosy-like lesions.

Of the 2,358 HCCs who did not have any lesions, 797 did not agree to donate samples
and remain in the study. Among those, 795 remained healthy and 2 (under 12 years/old)
developed leprosy, during follow-up.

A total 1,561 HHCs had slit skin smears samples of the ear lobes collected for gPCR
between 2011-2018. For a cohort study, we fixed the recruitment from 2011-2015 and
followed them up of minimum of 3 years and maximum of 7 years. A total of 955 contacts
were included and analyzed for PCR, while five (0.5%) progressed towards leprosy. Only
one of these incident cases had positive qPCR (20%) in slit skin smear. Among HHCs
that remained healthy after follow-up, 9% were qPCR positive (85/950) (Figure 1). The
relative risk (RR) to predict leprosy progression in this group was not statistically
significant (RR= 2.52; Cl= 0.28-22.35).

Accordingly, both gPCR tests showed a high negative predictive value (NPV), 80% for
skin biopsy and 99% for slit skin scraping. The positive predictive value (PPV) were 80%
and 1%, respectively. Positive predictive value (PPV) indicates the proportion of positives
results that developed clinical leprosy. In this study the Skin biopsy PCR test were higher

PPV due to a high specificity and a moderate sensibility.
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Figure 1. Flowchart of HHCs consultation in ASA between 2011-2017.

A summary of the healthy contacts followed up (n=950) and the contacts that developed
leprosy (n=69) is presented at table 1. Of these, 54 HHCs were diagnosed with leprosy
by clinical evaluation, 8 were further diagnosed with suspicious of a leprosy-like lesion.

Seven contacts developed leprosy during follow up.

Table 1. Clinical and epidemiological characteristics of household contacts of leprosy

patients cohort at Oswaldo Cruz Foundation clinic in Rio de Janeiro, 2011-2018.
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Variables Healthy contacts Co-prevalent Co-prevalent Incident Incident
of Cohort study with qPCR in without gPCR with qPCR | without qPCR
with qPCR in skin biopsy in skin biopsy in SSS in SSS
SSS (n=950) (n=8) (n=54) (n=5) (n=2)
Gender
Male 382 5 20 2 1
Female 568 3 34 3
Age 95
1-15 years 259 0 12 0 2
16-30 years 319 2 10 0 0
31-45 years 175 3 12 1 0
46-60 years 102 2 10 0 0
> 60 years 1 10 4 0
Clinical Form from Index
Case
TT 21 0 0 1 0
BT 240 0 10 1 0
BB 115 1 1 0 0
BL 269 5 7 1 1
LL 243 2 35 2 1
| 31 0 1 0 0
PN 31 0 0 0 0
Operational
Classification of the
Index Case
MB 627 8 43 3 2
PB 323 0 11 2 0
Clinical form of the
diagnosed contacts
TT 0 0 5 0 0
BT 0 6 24 3 1
BB 0 0 4 0 0
BL 0 0 4 1 1
LL 0 0 9 0 0
| 0 2 7 0 0
PN 0 0 1 1 0
Operational
Classification of the
diagnosed contacts
MB 0 0 16 1 1
PB 0 8 38 4 1

The group was distributed for sex (F/M = 1.42:1) and age categories (1-100 years old).
We evaluated disease-free survival analyses for the respective variables: PCR, age at
the beginning of the follow-up, index case classification and gender (Figure 2). Data
indicates that age at beginning of follow-up showed significant impact on survival being
the hazard ratio (HR) equals 32 (95% CI; 3 — 290). This is a very important result that

could help manage contact surveillance.
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Figure 2- Kaplan-Meier plots of disease-free survival variables: PCR results (A), index case classification
(B), gender (C) and age at the beginning of the follow up (D) of HHCs of the cohort study. To assess

differences between curves the Log Rank test was performed and p < 0.05 was considered significant.

A box-plot indicate that contacts older than 60 years have a high risk of progress towards

the disease (Figure 3).

Among the 69 contacts that were diagnosed with leprosy, eighteen co-prevalent contacts
(0.7%) presented MB leprosy and 51 (2.1%) PB leprosy. Two incident contacts (0.1%)
progressed towards MB leprosy and 5 (0.2%) developed PB leprosy. Eighty percent
(56/69) of the contacts diagnosed with leprosy had a multibacillary case as the index
patient. Among of contacts that had or developed leprosy (69/2.437), 74% (51/69) were

diagnosed with PB forms of leprosy.
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For the cohort study, among the 950 subjects, 9% were positive for SSS qPCR. These
were stratified according to the clinical form of the index case, a positivity rate of 6.3% for
HHC of paucibacillary cases and 2.7% for multibacillary index cases. Among of 5 incident
cases, 75% were diagnosed with PB forms of leprosy.

In addition, the median of genome counts did not vary in these HHC samples (7 for PB
and 8 for MB index patients). Among the five contacts who progressed towards the

disease, genome count for the only contact was positive for SSS qPCR was 7 genomes.

Discussion

Here, we used gPCR in two different approaches to support leprosy early
diagnosis: i) we verified whether gPCR could be employed to support diagnostic
confirmation in household contacts with suspicious skin lesions; and ii) to test among
healthy individuals whether positivity could be used as predictive markers of disease
progression. Unfortunately, the use positivity of SSS earlobes in healthy contacts does
not appear to be a good predictive marker of disease progression. Nevertheless, a
positive qPCR in skin biopsy can be considered a strong confirmation of leprosy when
household contacts presents with leprosy-like skin lesions. In this case, the risk analysis
confirmed that a positive gPCR test has a significant chance of being leprosy with high
specificity and reasonable sensitivity. So, data indicates that gqPCR support the use
routine screening of difficult-to-diagnose suspected patients. We also observed that, the
most contacts that had or progressed to leprosy (78%) were diagnosed with PB forms of
leprosy. Here, we confirm our previous findings where the use of qPCR in paucibacillary
leprosy improve the precision in diagnosis [25, 26].

On the other hand, when we followed up a population of healthy contacts, we
detected 10.7% tested positive for M. leprae DNA, although less informative. Indeed, few
studies reported PCR positivity using SSS from earlobes but contact screening using
nasal swabs, positivity ranges from 4 to 16% [27-29], while peripheral blood cell gqPCR
detection is lower, 1.2% [30]. Different biological samples and M. leprae targets can affect
the variability of PCR positivity in contacts of leprosy patients. Indeed, the sensitivity of
the gPCR test in the SSS of household contacts was low (20%), but higher than
previously published in other studies [27-30]. More recently, the screening PCR positivity

in the blood of positive for PGL-I contacts increased the rate of PCR positivity and authors
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found 40% gPCR positivity in this group. Nevertheless, authors fail to provide a follow-up
to evaluate those who progressed towards leprosy [31]. Our data clearly demonstrate that
gPCR alone is not a good estimate to infer the risk for a contact to develop leprosy. Also,
the use of the number of genomes failed to predict disease progression. Maybe
combination of PGL-I, gPCR and likely other markers could provide better estimates,
although the cost-effectiveness of these laboratory tests also needs to be assessed.

The literature suggests that the risk to develop the disease is higher among HHC
that present an index multibacillary patient [2, 3, 32-34]. In this study, we also found a
similar result. Therefore, the clinical form of the index case does not impact the SSS
gPCR positivity. The same percentage of genomes was detected in contacts exhibiting
PB or MB index patients. Thus, the qPCR positivity cannot be correlated with level of
exposition or infection.

In the past few years, chemoprophylactic protocols are being tested and maybe a
careful dermato-neurological examination along with the use of qPCR screening for those
with leprosy-like lesions could help precise and early diagnosis. Thus, all other HHCs
without leprosy-like skin lesions could be included in chemo- or immunoprophylactic
regimens. Unfortunately, we still need a test to narrow down the high-risk contacts who
would need chemoprophylactic treatment in a way that we would preclude unnecessary
treatments to healthy individuals who are not under risk to develop leprosy [8]. Indeed,
chemoprophylactic protocols should be followed very carefully among contacts from
leprosy patients since the duration of this protection and the targeted audience
concerning the cost-effectiveness is always an issue [35]. Indeed, new predictions
suggest that a test that improve in 50% new case detection rate could impact leprosy
transmission [36-37]. Here, gPCR showed 20% positivity among progressors, while PGL-
| revealed poorer results [10,37].

We recently found that the availability of gPCR in the routine of our clinic improved
the ability to early diagnose leprosy in patients suspected of PB leprosy [38]. Our study
corroborates the fact that the epidemiological surveillance of HHC is extremely important
for early detection of the disease, although the use of qPCR does not help to predict
leprosy progression. The standardization and implementation of more sensitive, accurate

and effective tools that help in confirming the diagnosis are necessary.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a propor¢cdo de pacientes
encaminhados ao ambulatério Souza Aradjo com diagnostico de outras dermatoses
cresceu apos a descentralizagdo do controle da doencga, enquanto a frequéncia de casos
de hanseniase diminuiu. Entretanto, houve aumento na porcentagem de casos
diagnosticados com incapacidades fisicas. O uso da gPCR aumentou a sensibilidade do
diagnostico das formas paucibacilares da doenca, embora os dados tenham indicado
gue néo foi uma boa ferramenta para avaliar o risco de adoecimento nos contatos.

A queda na porcentagem de casos de hanseniase e 0 aumento na proporcéo de
pacientes com outras doencas de pele atendidos no ambulatério, somado ao fato de que
em 74% destes casos ndo houve necessidade de bidpsia para determinar o diagnostico,
podem ser um sinal da dificuldade enfrentada pelos profissionais da rede béasica de
saude em fazer diagndstico diferencial entre hanseniase e outras dermatoses. Henry et
al., em um estudo desenvolvido em 3 centros de referéncia em 3 estados do Brasil
concluiram que entre os fatores de diagnéstico tardio associado ao sistema de saude, o
erro diagnostico foi o mais frequente: 42% dos pacientes relataram ter recebido um
diagnéstico de outra doenca antes do diagndéstico de hanseniase (Henry et al., 2016).

Nas recentes recomendacfes da Organizacdo Mundial da Saude o diagndstico
precoce associado ao tratamento adequado sédo considerados fundamentais para o
controle da doenca. Isso porque a PQT ndo € capaz de interromper a cadeia de
transmissao quando o diagnéstico é tardio (Gillini et al., 2017). Os dados epidemioldgicos
mundiais que demonstram a incidéncia praticamente estavel nos ultimos 20 anos
confirmam essa hipotese (WHO, 2018a). A orientacdo da OMS é de que a deteccédo de
novos casos deve ser monitorada e de que a diminuicao repentina deste indicador pode
ser resultado de subnotificagdo ou de mudanca no indice de suspeicdo por falta de
habilidade e qualificagdo dos profissionais de saude envolvidos (WHO, 2016). Alertam
que este indicador seja interpretado junto com outros indicadores de qualidade de caso,
como proporcao GI2 e proporgao de criangas entre novos casos.

Neste estudo foi observado uma elevacdo na propor¢cdo de casos que
apresentavam algum grau de incapacidade (GI1 e GI2) no momento do diagndstico no
ambulatério da Fiocruz (40% no periodo deste estudo de 2010-2014 e 32% em um
estudo do nosso grupo no periodo de 2003-2007) (Hacker et al, 2012). Os dados do

Ministério da Saude (Brasil, 2018) mostram que nos ultimos anos tem havido elevacéao

89



deste indicador no estado do Rio de Janeiro (de 5,8% em 2005 para 13,2% em 2017),
juntamente com uma queda na taxa de detecc¢éo de casos novos (de 17,72/100.000 hab.
em 2005 para 5,58/100.000 hab em 2017). Estes nUmeros merecem atencao pois podem
ser reflexo de diagndstico tardio.

Smith et al. assinalam que o declinio global na deteccdo de casos em conjunto com
0 aumento das incapacidades possa estar ligado ao sub-diagndstico consequente a
mudanca das atividades de controle vertical da hanseniase para abordagens integradas
(Smith et al., 2015). A capacitagdo dos profissionais de saude em relagdo aos sinais e
sintomas de hanseniase € considerado um dos principais fatores para o sucesso da
integracdo das acdes de controle da hanseniase a rede de atencdo primaria a saude
(Visschedijk et al., 2003; Lockwood e Suneetha, 2005; Stafin, Guedes e Mendes, 2018).
Entretanto, muitos autores apontam a alta rotatividade destes profissionais e 0s custos
do treinamento como as maiores dificuldades enfrentadas por esta estratégia (Fuzikawa
et al., 2010; Medeiros et al., 2010; Penna, Grossi e Penna, 2013; Pimentel et al., 2004;
Silveira e Almeida, 2012).

Estudo qualitativo conduzido em um estado da regido nordeste do Brasil avaliou
como os profissionais das equipes de saude da familia percebiam os efeitos do
treinamento recebido no manejo da hanseniase. Na percepcédo dos participantes, a falta
de um curso pratico e muita informacdo em um curto periodo de tempo levam a
inseguranca para diagnosticar a doenga. A maior dificuldade de suspeicgéo foi referida
nos casos paucibacilares e em criancas. A maioria dos médicos relatou que receava
tomar decisdes clinicas em hanseniase e por isso encaminhavam 0s casos suspeitos
aos servicos de referéncia (Souza et al.,2015). Na andlise da demanda do ambulatério
Souza Araujo observamos um aumento na proporgcéo de pacientes referidos ao centro
de referéncia logo apoés a primeira consulta na unidade basica de saude.

A percepcdo dos treinados da baixa efetividade do treinamento clinico de
hanseniase pode representar um obstaculo importante a detec¢cdo precoce e ao
tratamento dos casos da doenga (Lima et al., 2008; Souza et al., 2015). Nas regides em
gue ha a possibilidade de encaminhamento para um centro de referéncia fica evidente
que este apoio € essencial no contexto da integracdo. Por outro lado, quando este
referenciamento ndo é possivel é de se esperar que individuos doentes escapem da
deteccdo, contribuindo para a manutencdo da transmissédo da infec¢do, assim como
pode ocorrer um falso diagndstico de hanseniase, acompanhado das suas sérias

consequéncias sociais (van Brakel, 2003). Deste modo, é uma prioridade assegurar que
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o sistema de salde seja capaz de identificar os verdadeiros casos com a maior precisao
possivel.

O desenvolvimento de um teste laboratorial sensivel, automatizado e que seja de
facil implementacdo pode ter um grande impacto na detecgdo precoce da doenca no
contexto da descentralizagcdo do programa da hanseniase e tem sido considerado
prioridade de varios grupos de pesquisa (Geluk et al., 2012; Yan et al., 2014; Martinez et
al., 2014; Roset Bahmanyar, et al., 2016). Nesta busca por ferramentas que possam ser
realizados em larga escala para detectar infeccdo subclinica e para diagnosticar a
doenca, biomarcadores tém sido testados (Duthie et al., 2007; Geluk et al., 2012; Hooij
etal., 2017). Entretanto, com a variabilidade na resposta imune contra o M. leprae, testes
diagndsticos que detectam anti PGL-1 ou anti proteina LID-1 ndo sado adequados para
detectar doenga nas formas PB, pois estes individuos reagem a infeccdo com uma
resposta imune do tipo celular e, portanto, com restrita producao de anticorpos (Oskam,
Slim e Buhrer-Sekula, 2003; Montoya e Modlin, 2010).

Os resultados de um estudo multicéntrico que detectou os niveis de anti-PGL-1 IgM
(imunidade humoral), quimiocinas IP-10 e CCL4 (imunidade celular) no sangue de
pacientes com hanseniase, contatos e controles sadios mostrou que nao sdo métodos
eficazes para o diagnéstico diferencial entre hanseniase e outras dermatoses em areas
endémicas, jA que individuos que tém contato com doentes podem ter um perfil
semelhante aos casos paucibacilares (Hoojj et al., 2018).

A técnica de PCR tem se tornado cada vez mais automatizada. (Martinez et al.,
2014, Avanzi, 2018) e nos ultimos anos a PCR em tempo real passou a permitir a
guantificacdo de bacilos e o processamento de dezenas de amostras simultaneamente
(Martinez et al., 2011). Os métodos de extragdo de material genético das amostras
biologicas também tém evoluido. Avanzi (2018) comparou duas diferentes técnicas de
extracdo de DNA de bidpsias, com ou sem lise mecénica, e demonstrou que a
sensibilidade da PCR nos PB pode ser maior quando a extracao enzimatica for precedida
de lise mecénica (95,5% e 76,7% respectivamente) o que representa um avanco da
técnica.

Ha poucos trabalhos avaliando a aplicagdo da PCR no diagnéstico das formas PB
da hanseniase na prética clinica. Em um estudo conduzido no ambulatério de
hanseniase da Fiocruz, fruto da minha dissertacdo de mestrado, a gPCR foi realizada
retrospectivamente em amostras de pele de 66 casos suspeitos de hanseniase

paucibacilar. Concluimos que se esta técnica tivesse sido usada como ferramenta
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diagndéstica nagueles casos, teria evitado que pacientes com diagndéstico histopatolégico
de outra dermatose e histologia inconclusiva fossem subdiagnosticados ou submetidos
a prova terapéutica desnecessariamente (Barbieri et al., 2014). A partir dos resultados
deste trabalho, a PCR tem sido rotineiramente utilizada no ambulatério de hanseniase
da Fiocruz como ferramenta para o diagnostico dos casos suspeitos de formas PB.

O segundo estudo desta tese foi uma continuacdo daquele trabalho. Aqui,
estudamos uma grande amostra de pacientes com lesfes cutaneas suspeitas de
hanseniase paucibacilar e incluimos a evolucdo clinica dos casos apés 1 ano, para
estabelecermos, na auséncia de um padrdo ouro, um padrdo mais preciso que 0s
desfechos clinicos e histopatologicos usados até 0 momento para a analise do
desempenho do PCR no diagnostico dos casos PB. Somente casos com auséncia de
bacilos na histologia foram incluidos, por isso as alteracfes epidérmicas e a distribuicdo
do infiltrado linfohistiocitario ou granulomatoso na derme (contornando ou invadindo as
estruturas da pele como vasos, anexos e nervos) foram os parametros histologicos
usados para determinar o diagndstico diferencial entre hanseniase e outras dermatoses.

Além da dificuldade diagndstica diante de um infiltrado muitas vezes sem alteracdes
especificas, esta relatado na literatura que algumas caracteristicas histoldégicas mais
frequentes em outras dermatoses como acantose, paraceratose, espongiose e
granuloma sem halo linfocitario, podem estar presentes em casos de hanseniase
paucibacilar (Jha e Karki, 2010; Nayar, Narayanan e Job, 1972; Liu et al. 1982; Azulay,
1971). Assim, nao foi surpresa observar neste estudo que, apesar da indiscutivel
experiéncia dos patologistas de um centro de referéncia, a histopatologia foi incapaz de
diagnosticar 58% dos casos, sendo que 30% deles tinham PCR positivo. Ou seja, estes
doentes com hanseniase nao teriam sido detectados e tratados sem a PCR e correriam
maior risco de serem diagnosticados com deformidades no futuro. Lucas e Ridley (1989)
comentam que histopatologistas ndo podem ser consistentes no diagndéstico dos casos
PB por conta do carater interpretativo das alteracfes histologicas, e que a avaliacdo
histologica dos padrdes inflamatorios n&o pode ser automatizada. Os autores concluem
gue novas técnicas para a identificacdo da presenca do M. leprae poderiam apoiar o
diagnéstico da hanseniase e preveem a PCR como uma alternativa.

A sensibilidade da gPCR para o diagndstico da hanseniase demonstrada nos
resultados do segundo artigo foi de 57%, coerente com estudo anterior desenvolvido no
laboratorio de hanseniase da Fiocruz em que foi usado 0 mesmo alvo (16s) e casos com

histopatologia tipica como padréo de referéncia (Martinez et al., 2011). Embora seja uma
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sensibilidade moderada, representa um avango se compararmos com a sensibilidade de
35% da histopatologia que os nossos dados mostraram.

A especificidade de 91% da gPCR observada no nosso estudo pode dever-se ao
fato de termos acompanhado casos de cura espontanea, evolucdo da hanseniase que é
bem estabelecida (Ridley e Jopling, 1966; Azulay, 1971). Ainda assim, para seguirmos a
risca o protocolo, em que foi definido que remissao da lesdo sem tratamento com PQT
seria considerado ndo hanseniase, estes casos foram considerados falsos positivos na
nossa andlise. Estudos anteriores que avaliam a PCR na hanseniase mostram
especificidade de 100% mas se baseiam em controles negativos previamente
conhecidos (amostras biologicas de outras doencas dermatologicas ou de individuos
saudaveis) (Azevedo et al., 2017, Martinez et al., 2014) enquanto no nosso trabalho
todos os pacientes apresentavam lesdes cutaneas suspeitas das formas PB e quase
metade deles referiam ter tido contato com doentes de hanseniase.

Recentemente, novas micobactérias tém sido descritas e relacionadas a doencas
granulomatosas. Dois exemplos sdo o Micobacterium uberis, como agente etioldgico de
lesbes granulomatosas em tetas de vacas (Benjak et al., 2018), e o Micobacterium
lepromatosis, espécie identificada como causadora de hanseniase lepromatosa difusa
(Han et al., 2008). O M. lepromatosis pode ser detectado pelo 16s, alvo usado no nosso
estudo e até recentemente considerado especifico do M. leprae. Estas descobertas
alertam para a possibilidade de que micobactérias ainda néo identificadas possam afetar
a especificidade da PCR.

O grande desafio para a validacao de testes para o diagndéstico da hanseniase é
gue nao existe um padrdo ouro ja que a bactéria ndo € cultivavel. Além disso, tanto
hanseniase como outras dermatoses que fazem diagnostico diferencial com as formas
PB (ex: eczematides, granuloma anular) podem regredir espontaneamente (Azulay,
2007). Outro fator que contribui para a dificuldade é que a dapsona, medicamento que
faz parte da PQT, tem sido usada com bons resultados para tratar uma série de doencas
dermatolégicos como rosacea, granuloma anular, granuloma facial, sindrome de Sweet
etc. (Zhu and Stiller, 2011; Rivero e Whitfeld, 2018). Considerando que estas dermatoses
acima citadas frequentemente recidivam, acreditamos que o follow up possa ter
aumentado a precisao do padrao de referéncia.

Ha um consenso de que um teste que identifique tanto hanseniase como infeccéo
subclinica é um pré-requisito para a interrupcdo da transmissdo do M. leprae e a

eliminagdo da doencga (London, 2012, WHO, 2012, Steinmann et al., 2017). Um teste
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rapido molecular para o diagnostico da tuberculose pulmonar, o Genexpert, jA € uma
realidade (Boehme et al., 2010). Steingart et al., realizaram uma metanalise que incluiu
21 estudos em que o GeneXpert foi avaliado em casos com baciloscopia negativa. Estes
autores demonstraram que a sensibilidade do teste variou de 43% a 100% sendo a
sensibilidade agregada de 67%. Relatam também que a avaliacdo do GeneXpert em
programas de triagem ressaltam a minima necessidade de infra-estrutura e treinamento
(Steingart et al, 2013). Um outro estudo constata que este teste executado por
enfermeiros em clinicas de cuidados primarios obteve sensibilidade semelhante (83,3%)
ao alcancado quando o GeneXpert foi realizado por técnicos em laboratorios de nivel
central (83,2%) (Theron, 2013).

Um solucéo similar pode ser possivel também para hanseniase. Um kit padronizado
ja esta sendo elaborado pelo Laboratério de Hanseniase da Fiocruz que para garantir
maior especificidade foi desenvolvido usando a combinacdo de RLEP (especifico para
M.leprae), 16S (identifica M.leprae e M.lepromatosis) e 18S (deteccdo de DNA de
mamifero) (Fernanda Manta comunicagéo pessoal).

Uma das limitacBes para o uso da técnica da PCR em unidades de salude com
pouca estrutura € que a bidpsia cutanea, considerada a amostra bioldégica mais sensivel
para o diagndstico dos casos com baixa carga bacilar (Avanzi, 2018), € um procedimento
médico que depende de treinamento e ambiente adequados. Com o objetivo de
encontrar uma forma menos invasiva de coletar fragmentos de pele para a PCR
avaliaremos o uso de um punch de 0,5mm no ambulatério Souza Araldjo nos proximos
meses.

Outras ferramentas de diagnostico tém sido inseridas na dermatologia e podem
representar uma alternativa para auxiliar o diagnostico da hanseniase. A deteccdo
precoce do melanoma tem se beneficiado de tecnologias avangadas que utilizam
imagens de lesBes de pele e programas de inteligéncia artificial. Estudos tém
demonstrado que esta tecnologia é capaz de diferencar lesbes benignas e outros
carcinomas cutaneos de melanoma com um nivel de competéncia comparavel ao dos
dermatologistas (Esteva et al., 2017). Neste momento, estamos participando de um
projeto, desenvolvido no ambulatério Souza Araujo, que visa a captacdo de imagens
digitais de alta resolucdo de lesdes cutaneas de hanseniase e de outras dermatoses. O
desenvolvimento de um aplicativo utilizando estas imagens adicionadas aos dados
clinico e epidemioldgicos tem o potencial de contribuir na triagem de casos suspeitos da

doenca.
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No terceiro artigo estudamos o papel da gPCR na identificacdo dos contatos com
maior risco de adoecer. Os nossos resultados mostraram que a gPCR, n&o foi um bom
teste para estimar o risco de adoecimento entre os contatos. Reis et al. (2014) realizaram
PCR no sangue dos contatos no momento do diagnéstico do caso indice e relataram um
risco 14,78 vezes maior de adoecimento nos contatos com PCR positiva, mas com uma
sensibilidade do teste muito baixa (11,5%). E importante lembrar que a avaliacdo da
progressdo para doenca € dificultada pela sua baixa frequéncia (poucos contatos
adoecem) e o longo tempo de incubacgéo, o que requer um estudo com acompanhamento
longo. Portanto, um estudo com uma amostra e um tempo de acompanhamento maiores
pode ser necessario para confirmar ou refutar a nossa conclusao. Assim, até 0 momento,
0 exame clinico dos contatos e a conscientizacdo desta populagdo em relacdo aos sinais
e sintomas da hanseniase continuam sendo as estratégias possiveis para aumentar a
identificacdo de progressao da doenca neste grupo (Brasil, 2016).

Os dados deste terceiro estudo nos mostraram também que a cuidadosa vigilancia
dos contatos e o suporte oferecido por ferramentas de diagndstico como a qPCR
aumentaram a chance de diagndstico precoce nos contatos no centro de referéncia.
Entre os contatos que adoeceram (coprevalente e incidentes) 78% foram diagnosticados
com formas PB da hanseniase.

Um dos provaveis motivos para que a hanseniase ainda se mantenha como um
problema de salde publica entre nés e em outras regides do mundo € a crenca
generalizada, mas equivocada, de que a doenca foi eliminada, o que resultou na
diminuicdo do compromisso politico e financeiro necessario para conter a transmissao
(Steinmann et al.,2017). De fato, a hanseniase esta presente no Brasil e tem havido piora
de alguns indicadores em regides onde a doenca ja havia sido considerada eliminada
(Nazario et al., 2017). No mundo, com constante migragdes, novos casos tém sido
diagnosticados em paises onde ha décadas néo havia registro de casos (WHO, 2018a).
A doenca continua acometendo, sobretudo, adultos jovens, acarretando altos custos
econdmicos, tanto diretos, relacionados ao tratamento e a reabilitacdo, quanto indiretos,
pela perda de anos produtivos e pelas consequéncias impostas pelo estigma social ainda
associado a doenca.

A implementacdo de estratégias e desenvolvimento de ferramentas que auxiliem
no diagnostico de casos de evolucao recente € crucial para o controle da hanseniase.

Este estudo demonstrou que a qPCR aumenta a precisdo do diagnostico das formas
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paucibacilares e que o apoio do centro de referéncia na elucidacéo dos casos suspeitos

é fundamental no contexto da politica de descentralizacdo do programa da doenca.
Com base nos nossos resultados sugerimos um possivel fluxograma para inclusao

da PCR como ferramenta de apoio ao diagnostico da hanseniase nos centros de

referéncia.
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7 CONCLUSOES

Artigo 1: Impacto de um centro de referéncia no controle da hanseniase no

contexto da politica de descentralizacéo.

A elevagdo na proporgdo de pacientes que visitaram somente um servigo de
saude antes de centro de referéncia indica que os pacientes com lesdes cutaneas

estdo sendo prontamente encaminhados ao centro de referéncia.

e O aumento da propor¢cdo de casos de outras dermatoses referenciados ao
ambulatério Souza Araujo sugere uma dificuldade dos profissionais de saude da
rede de atencdo primaria de diferencar dermatoses comuns de hanseniase com

a capacitacao recebida.

e O aumento da frequéncia dos casos novos diagnosticados com algum grau de
incapacidade na demanda do ambulatério do centro de referéncia da Fiocruz pode
indicar atraso no diagnastico.

e O Centro de referéncia oferece um suporte essencial a rede de atencao primaria
de saude dentro da estrutura estabelecida pela descentralizacdo do programa de

controle da hanseniase.

Artigo 2: Reacdo em cadeia da polymerase no diagnéstico da hanseniase
paucibacilar: um estudo de follow up.

¢ A sensibilidade do exame histopatologico € baixa nos casos paucibacilares da

hanseniase.

e A PCR aumenta a precisao do diagnostico dos casos de hanseniase paucibacilar.

e A associacdo da histopatologia com a PCR é a melhor estratégia para a

investigacdo de casos suspeitos de hanseniase paucibacilar.
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Artigo 3: Reacdo em cadeia da polimerase para monitoramento e diagnéstico dos

contatos de pacientes com hanseniase

e A gPCR de raspado dérmico ndo se mostrou uma ferramenta eficaz como

preditivo de adoecimento entre os contatos sadios de pacientes com hanseniase.

e A gPCR auxilia o diagndstico precoce nos contatos com lesdo cutanea suspeita
de hanseniase.
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TCLE

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:
Explicitados no TCLE.

Comentarios e Consideragoes sobre a Notificagao:

A revisdo do TCLE esta clara e preserva a identidade do voluntario da
pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Notificacdo sobre alteracdo de TCLE.
Recomendagoes:

Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatdrio final do projeto de pesquisa é responsabilidade
indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciacdo
do CEP Fiocruz/I0C.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em
sua 236a Reunido Ordindria, realizada em 20.03.2018, de acordo com as atribui¢des definidas na
Resolucdo CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacdo da notificacdo enviada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Outros projeto.docx 01/02/20 |Euzenir Nunes Postado
1Q CSarnn

Outros tclemenor.docx 01/02/20 |Euzenir Nunes Postado
1Q Coarnan

Outros tclepb.docx 01/02/20 |Euzenir Nunes Postado
1Q Coarnan

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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FIOCRUZ/IOC

SE

Outros

carta.docx

01/02/20

1Q

Euzenir Nunes

Sarnao

Postado

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nan

Enderego:

Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos

UF: RJ
Telefone:

Municipio:

(21)3882-9011

RIO DE JANEIRO, 20 de Margo de 2018

Fax:

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto

(Coordenador)

CEP: 21.040-360

RIO DE JANEIRO

(21)2561-4815

E-mail:
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Laborstorio de Hansenfase — Ambulatério Souza Aratjo

t h U } Ministério da Saide - Fundaciio Oswaide Cruz- FIOCRUZ

Terma de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

No inicio do meu tratamento no Ambulatério Souza Aratijo, Laboratério de
Hanseniase, JOC-FIOCRUZ estou sendo informado e esclarecido sobre questdes
importantes e necesséirins, as quais est3o relacionadas abaixo:

Accito e entendo que:

Serei submetido a exames Jeboratoriais ¢ demais procedimentos para confirmar a
doenga que fazem parte da rotina médica e s#o realizados de acordo com as normas do
Programa de Controle da Hanseniase, determinado pelo Ministério da Saide do Brasil.

Nenhum dos exames emite radiacdo ou apresenta contra-indicacdes para
criangas € sdo realizados de acordo com rotinas padronizadas por pessoal capacitado e
treinado para este fim.

Esses exames e procedimentos sfo: coleta de sangue. baciloscopia, teste cutineo
para avaliagdo da imunidade celular (Teste de Mitsuda), bidpsia de pele, bidpsia de
nervo (sendo este dltimo solicitado quando necessério para casos particulares) .c
aplicagdo da vacina BCG (para os contatos sadios dos pacientes).

As amostras coletadas de minha bidpsia ou do meu sangue serfio armazenadas,
sem identificacio nominal, de forma segura e em locais especialmente preparados pars
a conservagdo das mesmas.

Estou ciente ¢ entendo que:

Fui informado sobre minha docnga, modo de transmissio, meus dircitos ¢
deveres bem como sobre a necessidade dos familiares e contatos mais proximos
indicados por mim, serem examinados. Fui informado também sobre os medicamentos a
serem 1mados € o iempo de tratamento. assim como da possibilidade da ocorréncia de
quadros reacionais,

Estou ciente de que:

Os procedimentos como bidpsia de pele. coleta de sangue ¢ baciloscopia,
poderiio ser novamente realizados durante o periodo de meu tratamento, ¢aso apresente
alguma intercorréncia.

Estou ciente dos beneficios esperados

Pois, os procedimentos realizados trarfio maior qualidade ao meu tratamento ¢
acompanhamento, As informagBes coletadas s#o fundamentais para futuras andlises que
possam ampliar o conhecimento sobre & hanseniase, contribuindo para o avango da
ciéncia,

Estou ciente da forma de acompanhamento e assisténcia
Durante todo o meu tratamento serei acompanhando pela equipe médica do

Ambulatério Souza Araljo ¢ receberei os cuidsdos ¢ orientagBes necessérias de
enfermagem, assisténcia social ¢ fisioterapia.
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Estou ciente de que:

Se eu ou meus familiares tivermos alguma divida, poderemos procurar os
profissionais do ambulatdrio Souza Araijo para esclarecimentos em relagio ao
tratamento, procedimentos e realizachio de pesquisas, pessoalmente ou através dos
telcfones 2562- 1594 ou 2562- 1571, de 2* & 5* feira. no horério de 9:00 as 16:00 horas
Enfermeira: Nédia Cristina Ditppre
Médicos: Dr. Jose Augusto da Costa Nery

Dra. Anna Maria Sales
Dra. Mércia Maria Jardim Rodrigues
Assistente Social: Rita Maria de Oliveira Pereira

Todas as informagdes coletadas sobre meu estado de saide serfio mantidas em sigilo,
preservando meu direito de privacidade.
Reafirmo que li e tenho pleno entendimento das informages recebidas ¢ assim assino

este termo de consentimento juntamente com o profissional responsével pela minha
orientagdo,

Nome

Assinatura

Data /

Responsdvel pela Orientagio

Em caso de menores de 18 anos

Como responsavel vocé antoriza (escreva o nome):

se tornar um participante do estudo descrito.

Nome do responsével

Assinatura do responsével
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES
COM HANSENIASE PAUCIBACILAR

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES COM
HANSEN{ASE PAUCIBACILAR

Titulo do projeto: O papel da reacdo em Cadeia da Polimerase na identificagdo de infeccao
subclinica em contatos de pacientes com hanseniase e no diagnostico das formas paucibacilares
Identifica¢do do voluntario

Nome:

Documento de identidade n°:

Sexo: Data de nascimento:  / /
Endereco: Tel
efones de contato:

Institui¢do onde sera realizada a pesquisa: Laboratorio de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), Fiocruz. Ambulatorio Souza Araujo - Fiocruz Enderego: Av Brasil, n® 4365 — Manguinhos
— CEP: 21040-360 — RJ - Brasil Telefone/Fax: 21 2562-1588

Pesquisador responsavel:
Data do preenchimento:  / /

Assinatura do pesquisador responsavel

Informagdes ao voluntario

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de um projeto de pesquisa desenvolvido
por pesquisadores desta institui¢do. Quando a hanseniase ¢ muito recente, pode se parecer com
outras doengas de pele. Nesta pesquisa queremos estudar um exame que identifique a doenga logo
no inicio, para que a pessoa possa fazer o tratamento antes de ter sequelas. A hanseniase tem cura
através das medicagdes que matam o agente causador.

Descri¢ao do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens e mulheres adultos, que tenham lesdes
suspeitas de hanseniase, atendidos no Ambulatoério Souza Araujo da Fundagao Oswaldo Cruz, que
¢ um Centro de Referéncia para pesquisas em hanseniase. Vocé ndo fara nenhum procedimento
diferente daqueles ja preconizados para o diagnostico da hanseniase pelo Ministério da Saude do
Brasil. Os exames serdo realizados na primeira consulta e o tratamento serd iniciado, se for
necessario. Vocé€ serd chamado para uma segunda consulta, apos 1 ano, para ser examinado pelo
médico e pelo fisioterapeuta para avaliarem se houve melhora da lesdo. Os seus dados serdo
descritos no seu prontudrio médico e depois serdo passados para o computador para serem
utilizados na pesquisa.

Riscos possiveis

Desconforto para a coleta de sangue, raspado dérmico e bidpsia de pele podera ocorrer e consistem
em dor momentanea. Em alguns casos, podera ocorrer um pequeno inchago e vermelhidao nesses
locais. Ha risco de infec¢do nos locais da coleta, portanto toda coleta seré realizada com material
descartavel e precedida de rigorosa antissepsia local. Se houver infec¢ao esta sera tratada.
Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de raspado dérmico, soro e biopsia serdo guardadas no laboratério do centro de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de
pacientes com hanseniase.

Esclarecimentos sobre as garantias dos pacientes que quiserem participar do estudo

1- Voceé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saude, em qualquer momento, se tiver
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alguma duvida em relagdo a participag@o na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e resultados.

2- Sua participacao nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria. Se voc€ nao quiser mais participar
da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai trazer nenhum
prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de saide aonde vem sendo tratado.
Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participacao dos pacientes voluntarios neste
estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para vocé.

3- Todas as informacdes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes. Se for
solicitado por lei, somente o grupo de estudo, o Ministério da Saude (Brasil) e os Comités de Etica
terdo acesso as informagdes confidenciais que identificam o paciente pelo nome. Vocé€ nao sera
identificado em qualquer relatério ou publicacdo que resulte deste estudo.

4- A participacdo nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria, ou seja, vocé ndo recebera nenhuma
gratificagdo pela participacdo no estudo. Porém, durante o acompanhamento, vocé tera direito ao
ressarcimento das despesas com transporte para as visitas as unidades de satde relacionadas com
a pesquisa.

5- As amostras de sangue e outras que serdo guardadas no nosso laboratorio so serdo utilizadas
para novos estudos apds a aprovagao dos respectivos comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre
as informacdes particulares de cada pessoa que participou da pesquisa sera mantido. As fotos serao
tiradas das manchas da pele de um modo que as pessoas ndo sejam reconhecidas. Estas fotos serdo
usadas para avaliar a melhora destas manchas e poderao ser também usadas em aulas, em cursos
para profissionais da area de saude e em congressos. As informacdes de contato de cada um dos
pacientes serdo mantidas, caso haja necessidade de informa-lo sobre novos resultados de exames
realizados apds a finalizagao do estudo que possam ser de beneficio no cuidado da sua saude.
Perguntas e contatos

Nos estaremos disponiveis para responder suas perguntas relacionadas a hanseniase e sobre esta
pesquisa. Todas as duvidas e perguntas podem ser feitas diretamente a pesquisadora responsavel
no Ambulatorio Souza Aratjo ou pelo e-mail: rrbarbi@gmail.com (Raquel R. Barbieri).

O Comité de Etica em Pesquisa - CEP é um centro que existe em todas as institui¢des que realizam
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Ele foi criado para defender os interesses das
pessoas que participam dos estudos, garantindo a seguranga dos participantes e também
contribuindo para que os estudos sejam realizados com qualidade. Endereco do Comité de ética
em Pesquisa do IOC-FIOCRUZ- RJ: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansao)
Manguinhos, RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815. Horéario de
funcionamento: 8:00h as 17:00h E-mail: etica@fiocruz.br

Para ser um voluntario nesta pesquisa vocé devera assinar este termo de consentimento. O termo
serd assinado em duas vias e todas as paginas deverao ser rubricadas no momento da assinatura.
Vocé receberd uma via desse termo de igual teor. Essa via devera ficar guardada com vocé pois,
nela contém as informagdes da pesquisa e o contato dos pesquisadores.

EU, , LI AS
INFORMACOES CONTIDAS ACIMA E COMPREENDI CLARAMENTE A MINHA
PARTICIPACAO NO REFERIDO ESTUDO E CONSINTO VOLUNTARIAMENTE
PARTICIPAR DO MESMO.

Local: Data

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador

Assinatura da testemunha
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Ethical Approval
This study was approved by the Ethics in Research Committee of the Oswaldo Cruz Foundation
CAAE: 38053314.2.0000.5248, number: 976.330-10/03
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ANEXO D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES
COM HANSENIASE PAUCIBACILAR DE 12 A 17 ANOS DE IDADE

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DOS PACIENTES COM
HANSENIASE PAUCIBACILAR DE 12 A 17 ANOS DE IDADE

Titulo do projeto: O papel da reagdo em Cadeia da Polimerase na identificagdo de infecgdo
subclinica em contatos de pacientes com hanseniase e no diagnostico das formas paucibacilares
Identificag¢ao do voluntario de 12 a 17 anos

Nome:

Documento de identidade n°:

Sexo: Data de nascimento:  / /
Endereco: Tel
efones de contato:

Institui¢do onde sera realizada a pesquisa: Laboratorio de Hanseniase, Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), Fiocruz. Ambulatorio Souza Araujo - Fiocruz Enderego: Av Brasil, n® 4365 — Manguinhos
— CEP: 21040-360 — RJ - Brasil Telefone/Fax: 21 2562-1588

Pesquisador responsavel:
Data do preenchimento:  / /

Assinatura do pesquisador responsavel

Informagdes ao voluntario de 12 a 17 anos

Estamos convidando vocé para participar como voluntdrio de um projeto de pesquisa
desenvolvido por pesquisadores desta institui¢ao. Quando a hanseniase ¢ muito recente, pode se
parecer com outras doengas de pele. Nesta pesquisa queremos estudar um exame que identifique
a doenca logo no inicio, para que a pessoa possa fazer o tratamento antes de ter sequelas. A
hanseniase tem cura através das medicagdes que matam o agente causador.

Descri¢ao do estudo

Serdo convidados para participar desta pesquisa homens e mulheres adultos, que tenham lesdes
suspeitas de hanseniase, atendidos no Ambulatoério Souza Araujo da Fundagao Oswaldo Cruz, que
¢ um Centro de Referéncia para pesquisas em hanseniase. Vocé ndo fara nenhum procedimento
diferente daqueles ja preconizados para o diagnostico da hanseniase pelo Ministério da Satde do
Brasil. Os exames serdo realizados na primeira consulta e o tratamento sera iniciado, se for
necessario. Vocé€ serd chamado para uma segunda consulta, apos 1 ano, para ser examinado pelo
médico e pelo fisioterapeuta para avaliarem se houve melhora da lesdo. Os seus dados serdo
descritos no seu prontudrio médico e depois serdo passados para o computador para serem
utilizados na pesquisa.

Riscos possiveis

Desconforto para a coleta de sangue, raspado dérmico e bidpsia de pele podera ocorrer e consistem
em dor momentanea. Em alguns casos, podera ocorrer um pequeno inchago e vermelhidao nesses
locais. Ha risco de infec¢do nos locais da coleta, portanto toda coleta seré realizada com material
descartavel e precedida de rigorosa antissepsia local. Se houver infec¢ao esta sera tratada.
Armazenamento de amostras bioldgicas para uso em pesquisas futuras

As amostras de raspado dérmico, soro e biopsia serdo guardadas no laboratério do centro de
referéncia para que possam ser utilizados em novas pesquisas que precisem de amostras de
pacientes com hanseniase.

Esclarecimentos sobre as garantias dos pacientes que quiserem participar do estudo

1- Voceé pode pedir esclarecimento aos profissionais de saude, em qualquer momento, se tiver
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alguma duvida em relagdo a participag@o na pesquisa, ou sobre riscos, beneficios e resultados.

2- Sua participacao nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria. Se vocé nao quiser mais participar
da pesquisa vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento. Isto ndo vai trazer nenhum
prejuizo ao atendimento rotineiro, a que tem direito na unidade de saide aonde vem sendo tratado.
Os responsaveis pelo estudo poderdo interromper a participacao dos pacientes voluntarios neste
estudo se eles acharem que esta seja a melhor conduta para vocé.

3- Todas as informacdes da pesquisa serdo sigilosas. Ninguém divulgard o nome dos
participantes e os resultados dos exames identificados com o nome dos participantes. Se for
solicitado por lei, somente o grupo de estudo, o Ministério da Saude (Brasil) e os Comités de Etica
terdo acesso as informagdes confidenciais que identificam o paciente pelo nome. Vocé€ nao sera
identificado em qualquer relatério ou publicacdo que resulte deste estudo.

4- A participacdo nesta pesquisa ¢ totalmente voluntaria, ou seja, vocé ndo recebera nenhuma
gratificagdo pela participag¢@o no estudo. Porém, durante o acompanhamento, vocé tera direito ao
ressarcimento das despesas com transporte para as visitas as unidades de satde relacionadas com
a pesquisa.

5- As amostras de sangue e outras que serdo guardadas no nosso laboratorio so serdo utilizadas
para novos estudos apds a aprovagao dos respectivos comités de ética em pesquisa e o sigilo sobre
as informacdes particulares de cada pessoa que participou da pesquisa sera mantido. As fotos serao
tiradas das manchas da pele de um modo que as pessoas ndo sejam reconhecidas. Estas fotos serdao
usadas para avaliar a melhora destas manchas e poderao ser também usadas em aulas, em cursos
para profissionais da area de saude e em congressos. As informacdes de contato de cada um dos
pacientes serdo mantidas, caso haja necessidade de informa-lo sobre novos resultados de exames
realizados apds a finalizagao do estudo que possam ser de beneficio no cuidado da sua saude.
Perguntas e contatos

Nos estaremos disponiveis para responder suas perguntas relacionadas a hanseniase e sobre esta
pesquisa. Todas as duvidas e perguntas podem ser feitas diretamente a pesquisadora responsavel
no Ambulatorio Souza Aratjo ou pelo e-mail: rrbarbi@gmail.com (Raquel R. Barbieri).

O Comité de Etica em Pesquisa - CEP é um centro que existe em todas as institui¢des que realizam
pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil. Ele foi criado para defender os interesses das
pessoas que participam dos estudos, garantindo a seguranca dos participantes e tambeém
contribuindo para que os estudos sejam realizados com qualidade. Endereco do Comité de ética
em Pesquisa do IOC-FIOCRUZ- RJ: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansao)
Manguinhos, RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815. Horéario de
funcionamento: 8:00h as 17:00h E-mail: etica@fiocruz.br

Para ser um voluntario nesta pesquisa vocé devera assinar este termo de consentimento. O termo
serd assinado em duas vias e todas as paginas deverao ser rubricadas no momento da assinatura.
Vocé receberd uma via desse termo de igual teor. Essa via deverd ficar guardada com vocé pois,
nela contém as informagdes da pesquisa e o contato dos pesquisadores.

EU, , LI AS
INFORMACOES CONTIDAS ACIMA E COMPREENDI CLARAMENTE A MINHA
PARTICIPACAO NO REFERIDO ESTUDO E CONSINTO VOLUNTARIAMENTE
PARTICIPAR DO MESMO.

Local: Data

Assinatura do voluntario

Assinatura do responsavel pelo voluntario com idade entre 12 € 17 anos

Assinatura do pesquisador
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Assinatura da testemunha
Ethical Approval

This study was approved by the Ethics in Research Committee of the Oswaldo Cruz Foundation
CAAE: 38053314.2.0000.5248, number: 976.330-10/03
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