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Resumo
Os contatos domiciliares dos pacientes de hanseniase apresentam um maior risco de

adoecer, e o exame deste grupo ¢ uma das atividades fundamentais para controle da doenca.
O Ministério da Saude recomenda o exame dos contatos dos pacientes e a aplicagdo da
vacina BCG como medidas preventivas. Este estudo objetivou avaliar o risco de
desenvolver hanseniase em contatos, segundo a positividade ao teste para anticorpos contra
o glicolipidio fenolico I (PGL-I) do M. leprae e status vacinal (BCG). Os dados obtidos
foram apresentados em trés artigos. No primeiro foi avaliado o efeito protetor da vacina
BCG em contatos, administrada apds o diagndstico do caso indice. Foram incluidos 5.346
contatos (3.536 vacinados e 1.810 ndo), durante o seguimento 122 (2,2%) casos incidentes
foram detectados. Desses, 28 adoeceram nos primeiros meses apos o exame inicial (21
vacinados ¢ 16 sem cicatriz de BCG). Embora o risco de desenvolver as formas
tuberculdides tenha sido maior nos primeiros meses de seguimento em vacinados e sem
cicatriz, o mesmo diminuiu substancialmente apds o primeiro ano da vacinagdo. A
protecao global pelo BCG foi de 56%. O segundo artigo avaliou risco de adoecer entre os
contatos segundo a soropositividade ao teste anti PGL-1. Entre 2.127 testados, 341 (16%)
foram soropositivos. Neste grupo, o risco de adoecer foi 3,5 maior do que nos
soronegativos. No subgrupo de menores de 10 anos, este risco foi de 9,8. Entre os
soropositivos vacinados houve predominancia das formas paucibacilares (PB) e entre os
ndo vacinados, das formas multibacilares (MB). No terceiro artigo foram analisadas as
caracteristicas dos casos de hanseniase detectados na vigilancia de contatos, relacionando-
0s com a exposi¢do a infeccdo e o intervalo de tempo entre o diagnostico do caso indice e o
exame. Entre 6.158 examinados, 319 casos foram detectados no primeiro exame. Desses,
113 (35%) compareceram 12 meses ap6s diagnostico do caso indice. Neste subgrupo houve
predominancia das formas MB e grau de incapacidade igual a 2. No seguimento, 129 novos
casos foram detectados e criangas de familias que tinham casos co-prevalentes, apresentaram
um risco maior de adoecer (OR = 2,1) do que os adultos. Nossos resultados indicam que: a
vacina BCG administrada apo6s o diagnostico do caso indice protegeu contra hanseniase. A
sorologia mostrou ser um bom instrumento para detectar contatos com maior risco de
adoecer. Acdes de educacdo em saude junto aos pacientes e as familias, somados ao
comprometimento dos profissionais com o exame de contato, foram a base para o exame de
um nimero significativo deles, mesmo que tardiamente, em muitos casos.

Palavras-chave: Hanseniase, vigilancia de contatos, BCG, sorologia anti PGL-I.
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Summary

Household contacts of leprosy patients present a higher risk of contracting leprosy.
Therefore, the medical examination of this group is of utmost importance in controlling the
disease. As a preventive measure, the Brazilian Ministry of Health recommends the
examination of all household contacts and BCG vaccination. The objective of the present
study was to evaluate the risk of contacts” developing the disease on the basis of
seropositivity to phenolic glycolipid I (PGL-I) of M. leprae and BCG status. The resulting
data were presented in three separate articles. The first article evaluated the protective
effect of the BCG vaccine in contacts after index case diagnosis. Among the 5,680 contacts
(3,536 vaccinated and 1,810 not) during the follow-up period, a total of 122 (2.2%) incident
leprosy cases were detected, twenty-eight of whom occurred in the first few months of
follow-up (21 vaccinated, 16 without a scar). The risk of tuberculoid leprosy during the
initial months was high among the vaccinated without a BCG scar. However, the risk had
substantially declined by the first year and more so in the following years. It was seen that,
overall, BCG offered a 56% protective rate. The second article described the risk of leprosy
among contacts with a seropositive anti-PGL-I test. Out of the 2,127 contacts tested, 341
(16%) were seropositive. In this group, the risk of leprosy was 3.5 higher than among the
seronegative. For the contacts under 10 years of age, the relative risk was 9.8. In vaccinated
seropositive contacts the paucibacillary forms (PB) predominated within the multibacillary
(MB) forms were most frequent among the non-vaccinated. The third article characterized
the leprosy cases detected during contact examination and correlated them to the source of
infection as well as to the lapse between index case diagnosis and contact examination.
Among the 6,158 contacts evaluated, 319 leprosy cases were detected during the first
examination; and 113 (35%) of these were clinically examined 12 months after index case
diagnosis. In the latter group, the MB forms and disability grade = 2 predominated. During
follow-up, 129 new cases were detected and children belonging to families with co-
prevalent cases presented a higher risk of becoming ill (OR = 2.1) than adults. To
summarize, our results indicated that: BCG vaccination after index case diagnosis was
related to protect against leprosy. The anti PGL-I test was found to be an effective
instrument for detecting high-risk contacts. Health education activities for patients and their
families contributed for a large number of contacts examination, although somewhat late in
some cases.

Key words: Leprosy, contact examination, BCG, anti-PGL-I serology.
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1. Justificativa

Nas ultimas décadas, tém se observado grandes modificacdes no Programa de
Controle da Hanseniase. Estas modificacdes sdo resultados da implementacdo da
poliquimioterapia (PQT) pela Organiza¢do Mundial de Satide (OMS) na década de 80 bem
como das reformas estruturais adotadas no pais, que somados ao esfor¢co global, visam a
eliminagdo da doenga como problema de satde publica (coeficiente de prevaléncia inferior
a 1 por 10 mil habitantes). Desde entdo, a prevaléncia global estimada foi reduzida em mais

de 80% nos Gltimos anos .

No entanto, a hanseniase ainda constitui um relevante problema de satde publica
em alguns paises do mundo, inclusive no Brasil, que detém o segundo maior niimero de
casos registrados >. Segundo a OMS o namero de casos novos detectados globalmente
apresenta uma queda de 40.019 casos (13.4 %) quando comparado com 2005. No inicio de
2007, a prevaléncia mundial foi de 224.717 casos e o nimero de casos novos detectados
durante o ano de 2006 foi de 259.017. Nas Américas, foram detectados 64.715 casos novos,

sendo que desse total 46.535 (72%) foram no Brasil °.

Outro indicador relevante ¢ a propor¢ao de criangas entre os novos casos detectados.
No ano de 2006, o Brasil * apresentou um coeficiente de detecgdo em menores de 15 anos
de 0.70 /10.000 habitantes, considerado muito alto segundo os parametros nacionais (1,0 a
0,5/10,000 habitantes) 3. No estado de Rio de Janeiro *, neste mesmo ano este coeficiente
foi de 0.40/10.000 habitantes, considerado alto segundo os parametros nacionais (0,5 a
0,25/10,000 habitantes) 3. Para Feenstra, P. ¢ a detec¢dao da doengca em menores de quinze

anos ¢ indicador de alta endemicidade e de transmissao recente da infecgao.

Uma das formas para se avaliar a precocidade do diagndstico ¢ por meio da
ocorréncia de incapacidades fisicas na ocasido do diagndstico 7. No Brasil %, a cada ano,
cerca de trés mil pessoas ainda sdo diagnosticadas com deformidade fisica, o que mostra

que o momento do diagnostico ainda ¢ feito tardiamente no pais.



Portanto, o controle da endemia ainda representa um verdadeiro desafio para as
autoridades sanitarias brasileiras. A eliminagdo da hanseniase, como problema de satde
publica, requer o cumprimento rigoroso das medidas de vigildncia epidemiologica,
estabelecidas pelo Ministério da Satde °, o qual prioriza o diagndstico precoce como

atividade principal das a¢des de controle da doenca.

Estudos sobre a transmissdo da hanseniase demonstram que as pessoas que
convivem e tém contato com os doentes estdo expostas a um maior risco de adoecer quando
comparadas com a populagdo em geral. Os contatos domiciliares de casos multibacilares

. - 10,11
representam um grupo caracterizado por alta exposi¢ao ao bacilo .

Portanto, do ponto
de vista epidemioldgico, uma das atividades fundamentais para evitar o aumento da
transmissdo da doenca ¢ o exame dos contatos, o qual poderia aumentar a oportunidade de

. . , . . 9
diagnosticar e curar casos de hanseniase de maneira mais precoce .

As normas brasileiras recomendam o exame dos contatos intradomiciliares de todos
os casos novos de hanseniase detectados, bem como orientagdo quanto aos sinais e
sintomas, periodo de incubagdo, aspectos ligados a transmissdo, tratamento e cura.
Recomendam também a aplicacdo da vacina BCG intradérmica, como importante medida
preventiva, sendo duas doses da vacina para aqueles que ndo tenham cicatriz de BCG, com
intervalo de 6 meses entre as doses e uma dose para aqueles com cicatriz vacinal 2. No
entanto, devido a problemas operacionais como caréncia de recursos humanos e auséncia
de infra-estrutura minima nas unidades de satde, o exame dos contatos de pacientes ndo ¢

. . . . 13
praticado de forma efetiva na grande maioria dos estados brasileiros .

O Plano Estratégico para Eliminacio da Hanseniase em nivel municipal 2006-2010°
estd baseado no principio da sustentabilidade proposto pela OMS. A estratégia, para que a
meta de eliminacdo da hanseniase seja alcangcada em nivel municipal até 2010, esta
concentrada na integragdo com a atengdo bésica de maneira a tornar mais acessivel o
diagnoéstico e o tratamento, impedindo a manutencdo da cadeia de transmissdo de pessoa a
pessoa. Um dos principais desafios do Plano esta em garantir o desenvolvimento de agdes

que favoregam o diagnostico precoce na faixa etaria de menores de 15 anos.



Para assegurar a redugdo da ocorréncia dos casos, o Ministério da Satude enfatiza a
necessidade de intervencdes constantes e continuadas tais como: diagndsticos, tratamento
poliquimioterapico PQT/OMS; vigilancia epidemioldgica por meio do exame de contatos;
educacdo do paciente, da familia e da comunidade; prevencdo de
incapacidades/deficiéncias, reabilitagdo e encaminhamento das complicagdes segundo os
niveis de complexidade da assisténcia, assim como o acompanhamento dos casos

prevalentes até a cura’.

Portanto, acreditamos que uma maior compreensdo dos mecanismos de transmissao
da infecgdo, associada a avaliagdo das efetividades dos métodos de prevengao e controle,
empregados nas atividades de vigilancia epidemioldgica dos contatos, podera ser um

instrumento auxilar na realizacdo das estratégias de controle da doenga.

Esta Tese de Doutorado estd apresentada sob a forma de trés artigos inter-
relacionados:

O primeiro artigo tem o objetivo de avaliar o efeito protetor da vacina BCG em
contatos de pacientes de hanseniase, administrada apos o diagnostico do caso indice

segundo as recomendagdes do Ministério da Saude.

O segundo artigo tem o objetivo de identificar fatores associados com a
soropositividade nos contatos de pacientes com hanseniase e estudar esta relacdo com as
caracteristicas demograficas, clinicas e epidemiologicas dos casos de hanseniase detectados

neste grupo utilizando a sorologia anti PGL-I.

O terceiro artigo tem como objetivo avaliar as caracteristicas dos casos novos de
hanseniase detectados na vigilancia de contatos, relacionando estes casos com a exposi¢ao
a infeccdo e o intervalo de tempo entre o diagndstico do caso indice e o comparecimento do

contato.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Identificar e caracterizar os individuos com maior risco de desenvolver hanseniase

entre os contatos dos pacientes.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar o efeito protetor do BCG aplicado aos contatos apds o diagnostico

dos casos indices.

2.2.2. Analisar a associagdo da positividade da sorologia anti PGL-I em contatos

com outros fatores de risco de adoecer.

2.2.3.Avaliar as caracteristicas dos casos novos de hanseniase detectados na
vigilancia de contatos, relacionando estes casos com a exposi¢do a
infeccdo e o intervalo de tempo entre o diagndstico do caso indice e o

comparecimento do contato.



3. Revisdo bibliografica

3.1. Hanseniase

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa de evolu¢do cronica, causada pelo

Mycobacterium leprae, bacilo intracelular, que tem tropismo pela pele e nervos periféricos
14

Acredita-se que o homem seja o Unico reservatdrio natural do M. leprae. A
ocorréncia de infec¢do natural entre os tatus de nove bandas (Dasypus novemcinctus) e
casos de hanseniase em macacos ja foram documentados, ndo existindo, porém, evidéncias

de tatus e macacos transmitindo a doenca ao homem "°.

As trés vias provaveis de introdugdo do bacilo no organismo sdo: o tecido cutaneo, a
respiratéria e a digestiva. Como o M. leprae ndo produz toxinas, para que o bacilo se
introduza na pele ¢ necessario que haja solucdo de continuidade. Dessa forma somente
inoculagdes acidentais com M.leprae tornariam a pele uma possivel via de contaminacgao, ja
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que ndo existem evidéncias de que o bacilo possa penetrar na pele intacta .

Segundo Pedley '’ a principal porta de saida do M.leprae do organismo esta
relacionada com a mucosa do trato respiratorio superior, especialmente a do nariz. Os
pacientes multibacilares podem eliminar grande nimero de M.leprae pelas vias aéreas
superiores, em média 107 bacilos vidveis por dia. Essas vias sdo as principais fontes de
saida de bacilos para o meio ambiente e também as de entrada mais provaveis do M. leprae
no organismo, o que pode ser facilitado se o individuo que entra em contato com o bacilo

apresenta pequenas lesdes na mucosa nasal.

18 , . y . . g .
Davey & Rees ° observaram que o indice morfologico (viabilidade do bacilo) das
secrecdes nasais foi significativamente maior que o das lesdes cutdneas. Segundo os
autores, em solo imido e a temperatura ambiente, os bacilos podem sobreviver até 46 dias.

Os bacilos eliminados diariamente pela mucosa nasal de um paciente lepromatoso se



mantém vidveis por sete dias no meio ambiente, ratificando assim, a importancia das vias

aéreas superiores no processo de transmissao da doenga.

3.2. Agente infeccioso

O M. leprae ¢ um patdgeno intracelular obrigatdrio, que apresenta baixa atividade
catabolica e ndo produz endo ou exotoxinas. Apesar de causar doenca apenas em seres
humanos, o bacilo pode se replicar em coxim plantar de camundongos e produzir infec¢ao
disseminada no tatu de nove bandas (Dasypus novemcinctus, Linn.). O figado de um tatu
infectado concentra cerca de 10° bacilos/grama de tecido, o que disponibiliza uma
quantidade consideravel de M. leprae para ensaios laboratoriais, pois até hoje ndo foi
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possivel cultiva-lo in vitro .

O tempo de gerag@o do bacilo varia entre 11 a 14 dias; ¢ Gram positivo e, por ter
parede celular rica em lipideos, tem a propriedade de ser alcool-acido resistente, ou seja,
cora-se pela fucsina e ndo se descora pelos acidos e alcoois quando corado pelo método de
Ziehl-Neelsen. Os principais componentes do M. leprae sdo oriundos da parede celular,
onde se destaca o glicolipideo fendlico-I (PGL-I), majoritdrio e exclusivo do bacilo,

indutor da producdo de niveis elevados de anticorpos em parte dos individuos infectados
19,20

O M. leprae ¢ caracterizado pela sua alta infectividade e baixa patogenicidade, ou
seja, embora consiga infectar um grande nimero de individuos, somente uma pequena
parcela ird desenvolver a doenca, enquanto que o restante combatera direta ou
indiretamente o agente infeccioso pelo desenvolvimento de uma imunidade efetiva e ndo
adoecera *'. Assim, o risco de adquirir hanseniase entre os individuos expostos é baixo, o
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que dificulta o estudo da dindmica de seu processo de transmissdo “*.

Da mesma maneira que outras doengas causadas por microorganismos intracelulares
obrigatdrios, a hanseniase exige do hospedeiro uma resposta imune celular eficiente. A

resposta imune especifica desencadeada pelo M.leprae, ndo s6 determina o curso da



infeccdo como também as diversas formas clinicas da doenca. Logo, uma falha nesta
imunidade, favorece uma proliferacdo indiscriminada de bacilos, resultando em formas
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mais graves, como as encontradas no polo lepromatoso .

Entre aqueles que adoecem, as manifestacdes clinicas e histopatologicas
compreendidas entre as formas polares sdo as mais variadas. As caracteristicas clinicas da
doenca refletem a diversidade da patologia, a qual depende do equilibrio entre a
multiplicagdo bacilar e a resposta imune do hospedeiro. Entretanto, ainda que a imunidade
celular assuma maior importadncia na patogenicidade da hanseniase, ela se encontra
intimamente ligada & imunidade humoral. A andlise isolada de qualquer uma delas tem um
carater estritamente didatico, uma vez que ambas sdo ativadas simultaneamente e se inter-

relacionam **,

3.3. Manifesta¢des Clinicas

Um caso de hanseniase ¢ definido pela OMS quando uma pessoa apresenta uma ou
mais das seguintes caracteristicas e que requer quimioterapia: lesdo(des) de pele com
alteracdo de sensibilidade, acometimento de nervo(s) com espessamento neural e/ou

baciloscopia positiva .

A hanseniase manifesta-se principalmente através de lesdes cutaneas anestésicas e
distarbios neuriticos. Evoluem de acordo com a natureza da resposta imune para uma
regressao espontanea ou para um agravamento progressivo do quadro clinico, com o
comprometimento gradual da pele, nervos, mucosa do trato respiratdrio superior, olhos,

musculos, 0ssos e testiculos.

As lesdes apresentam-se desde uma unica mancha hipocromica até inimeras
papulo-eritematosas disseminadas pelo corpo. Apesar da falta de sensibilidade ser
caracteristica predominante das lesdes de hanseniase, cerca de 30% das lesdes ndo sdo
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anestésicas, o que pode dificultar ainda mais o diagnostico da doenga *.



3.3.1. Classificagdo clinica:

As caracteristicas clinicas da hanseniase refletem a patologia da doencga, variando
conforme o equilibrio entre a multiplicagdo bacilar e o desenvolvimento da resposta imune
do hospedeiro. O grau de disseminagdo da infec¢do e o nimero de lesdes cutdneas variam
ao longo de um espectro de formas clinicas, uma caracteristica marcante da doenga. As
varias formas clinicas da hanseniase foram classificadas por Ridley & Jopling *’ como
formas espectrais. A forma polar tuberculoide (TT) estd situada em um dos polos do
espectro. E considerada a mais benigna e ocorre em individuos com predominio da
imunidade celular. As lesdes sdo localizadas, Gnicas ou em pequeno numero, apresentam
uma baciloscopia negativa e possuem aspecto clinico de méculas ou placas com marcada
alteragdo da sensibilidade, tanto térmica, como dolorosa e tatil. Pode acometer ambos os

sexos e idades variadas.

No outro extremo do espectro se encontra a forma polar lepromatosa (LL), que
aparece em pacientes com deficiéncia na resposta imune celular, permitindo intensa
multiplicagdo de bacilos no interior dos macréfagos e das células de Schwann. As lesdes
cutaneas podem manifestar-se, inicialmente, com aspectos variados (maculas, papulas,
tubérculos, nddulos e infiltragdo), sendo multiplas, simétricas e de colora¢do eritematosa.
Na medida em que vao surgindo novas maculas e papulas, as mais antigas vao se tornando
placas e nddulos, respectivamente. Edemas nos pés € nas maos estdo presentes e levam ao
aspecto endurecido e brilhante da pele no local. Gradativamente, vai ocorrendo o
espessamento difuso da face com aprofundamento das linhas e espessamento do nariz e
orelhas, resultando na tipica facies leonina. Pode haver perda dos supercilios e
sobrancelhas. Ulceracdo nasal, deformidades da asa do nariz, ceratite e irite e alteragdes

Osseas nas maos e pés podem ser observadas mais tardiamente.

Entre os dois polos encontram-se as formas clinicas intermediarias, com
caracteristicas tanto das formas lepromatosas (borderline-lepromatosa-BL) como
tuberculoides (borderline-tuberculoide-BT), ou de ambas (borderline-borderline-BB). Nos

pacientes BT, as lesdes podem se apresentar como maculas ou placas semelhantes a forma



tuberculdide, porém sdo menores em didmetro e em maior nimero. A superficie ¢ menos
seca, o crescimento de pélos ¢ menos afetado e os nervos periféricos comprometidos sao
mais numerosos. Lesdes pequenas, satélites, estdo, as vezes, presentes na periferia das

lesGes maiores.

Nos pacientes BB, as lesdes apresentam tamanho e nimero intermedidrio entre as
tuberculdides e lepromatosas. A anestesia ¢ de grau moderado e algumas exibem aspecto de
e aa . ~ ..

queijo suico”. Sdo placas eritematosas com bordos externos ndo delimitados e centro oval
hipopigmentado e com bordas internas bem definidas. Pequenas lesdes satélites também

podem ser visualizadas.

Nos pacientes BL, as lesdes podem se apresentar como maculas, papulas, placas ou
nodulos. S3o numerosas e assimétricas; algumas placas sdo muito grandes e parcialmente
anestésicas; alguns nodulos sdo deprimidos no centro; algumas placas tém o aspecto de
“queijo suico” e as lesdes ndo sdo tao brilhantes e suculentas. Sdo comuns os nervos

periféricos espessados.

Em 1974, a forma clinica indeterminada (I) foi acrescentada a classifica¢do inicial
de Ridley-Jopling **. Os pacientes com esta forma da doenga exibem uma ou algumas
maculas hipopigmentadas, com alteragcdo de sensibilidade. No estagio inicial da doenca, a
lesdo indeterminada pode regredir espontaneamente, permanecer indeterminada por um
prolongado periodo de tempo, ou progredir para qualquer outra forma do espectro

dependendo da resposta imune-celular do individuo.

3.3.2. Classificacdo baseada na baciloscopia

A baciloscopia ¢ o exame complementar mais util no diagnostico, de facil execugao
e de relativo baixo custo, porém necessita de laboratorio e de profissionais treinados, nem
sempre existentes nos servigos de atengdo basica. Nas formas multibacilares, a baciloscopia

geralmente ¢ positiva, auxiliando o diagnostico definitivo da doenga; porém nas formas



paucibacilares ou incipientes, ela ¢ freqlientemente negativa, ndo excluindo o diagnostico
de hanseniase.

O indice baciloscopico (IB) proposto por Ridley, em 1962, representa a escala
logaritmica com avaliagdo quantitativa dos resultados. O raspado dérmico ¢ coletado nas
lesdes suspeitas, nos lobulos e nos cotovelos. A coloragdo ¢ feita pelo método de Ziehl-
Neelsen. Os bacilos observados em cada campo microscopico sdo contados e o numero de
campos examinados ¢ anotado. O IB do paciente sera a média dos indices dos esfregagos. O
resultado € expresso conforme a escala logaritmica de Ridley e os resultados sdo expressos
na forma de IB, numa escala que vai de 0 a 6+.>*.

A escala logaritmica de cada esfregaco examinado, constitui a média dos indices
dos esfregacos (15).

IB = 0: ndo ha bacilos em nenhum dos 100 campos examinados

IB = (1+): um a dez bacilos, em 100 campos examinados

IB = (2+): um a dez bacilos, em dez campos examinados (11 — 99 bacilos em 100

campos)

IB = (3+): dez bacilos, em média, em cada campo examinado

IB = (4+): 100 bacilos, em média, em cada campo examinado

IB = (5+): 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado

IB = (6+): mais de 1000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

3.3.3. Classifica¢do operacional:

Em 1982 com a finalidade de facilitar a alocacdo dos pacientes a serem submetidos
ao tratamento poliquimioterdpico (PQT), a OMS recomendou a classificacdo dos doentes
como multibacilares (MB) ou paucibacilares (PB), tendo como parametro o resultado do
exame baciloscopico no momento do diagnostico. Pacientes com indice baciloscopico igual
ou superior a dois em qualquer sitio de coleta eram classificados como MB, e os demais
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pacientes com baciloscopia negativa ou com IB inferior a dois, como PB “.

Posteriormente, em 1988, o Sexto Relatério do Comité de Consultores da OMS

concluiu que por razdes clinicas e operacionais, todos os casos com baciloscopia positiva
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deveriam ser tratados como MB e aqueles com baciloscopia negativa deveriam ser tratados

como PB *°,

Como os resultados dos exames baciloscopicos nem sempre eram de boa qualidade
ou estavam disponiveis em todos os servigos que atendiam os pacientes de hanseniase, a
OMS *! resolveu modificar novamente os critérios de classificagdo dos pacientes abolindo a
baciloscopia e considerando o nimero de lesdes de pele e o nimero de nervos acometidos.
Assim, seriam considerados como PB, os pacientes que apresentavam até cinco lesdes
cutaneas e ou apenas um tronco nervoso acometido. Os pacientes MB seriam aqueles com

mais de cinco lesdes cutaneas e ou mais de um tronco nervoso acometido.

Desde 2002 o Brasil passou a adotar a recomendagio feita pela OMS em 1994 > de
que, para a classificagdo operacional em PB e MB fosse considerado apenas o niimero de
lesdes apresentados pelos pacientes, excluindo o nimero de nervos acometidos. Portanto,
PB sdo pacientes que apresentam até cinco lesdes cutdneas e MB aqueles com mais de

cinco lesdes cutaneas.
3.3.4. Exame histopatologico

Os exames histopatologicos sdo uteis no diagnostico da hanseniase, na classificagdo
das formas clinicas e na caracterizagio dos fendmenos reacionais *°. As bidpsias sdo
processadas e os cortes histologicos sdo corados pela hematoxilina eosina e pelo método de
Fite-Faraco. Eventualmente, pode-se usar a coloracdo pelo Suddo III para a pesquisa de

lipidios **.

O exame histopatolégico pode ser util para diagndstico diferencial da hanseniase

: 35 . L .
com outras doengas granulomatosas pelo acometimento neural *>. O exame histopatolégico,
muitas vezes, ndo ¢ caracteristico, chegando a ser duvidoso, e, portanto, ndo ¢ considerado

~ 36
padrao-ouro .
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3.4. Sorologia Anti PGL-I

Um dos maiores desafios na pesquisa da hanseniase persiste na descoberta de testes
capazes de diagnosticar a infeccdo e que possam ser utilizados em regides endémicas,
permitindo identificar grupos de risco para monitoramento, medidas preventivas ou
profilaticas. Ha muitos anos, diversos estudos empregando diferentes técnicas, tém sido

desenvolvidos com a finalidade de atingir tal objetivo.

Por ser do género Mycobacterium, o M. leprae tem como principal caracteristica um
envoltério celular extremamente rico em lipideos complexos e distintos daqueles
observados em outras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Na camada mais
superficial da parede estdo presentes moléculas frouxamente ligadas, que podem ser
lipideos, glicolipideos, polissacarideos ou proteinas, sendo essa estrutura variavel entre as
espécies. Dentre estas moléculas, destaca-se no M. leprae o glicolipideo fendlico I (PGL-I)
encontrado somente neste bacilo. O PGL-I é uma das moléculas mais abundantes da
superficie do M. leprae, representando aproximadamente 2% do peso seco e
desempenhando assim um relevante papel na interagio com o hospedeiro *’. Os anticorpos

do PGL-I do M./eprae podem ser detectados no soro ou plasma.

Embora uma variedade de testes para a detec¢do de anticorpos anti M. leprae
tenham sido empregados desde a década de 70 **°°%, o PGL-1 ***** foi o0 que apresentou
melhores resultados. As técnicas utilizadas para detectar anticorpos IgM anti PGL-I foram a
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) ** e os testes rapidos, utilizando a

imunocromatografia, o ML Dipstick ** ¢ 0 ML Flow *.

L . 47,48,49,50
Virios trabalhos *7#84%

tém demonstrado que, na hanseniase, os niveis de
anticorpos anti PGL-I podem ser um marcador da carga bacteriana presente nos individuos
e apresentam uma correlagdo positiva com o indice bacteriologico. Segundo Segupta ', a
detec¢do de anticorpos IgM contra o PGL-I apresenta alta sensibilidade na identificacdo de
casos multibacilares (90 a 100%). Nos pacientes paucibacilares a sensibilidade foi menor
(40 a 60%). Esses dados indicam que a utilizagdo da sorologia anti PGL-I ¢ um instrumento

auxiliar muito importante para o diagnostico das formas multibacilares da hanseniase,

12



porém, o resultado do teste sorologico deve estar associado a outras informacgdes clinicas

para que se possa concluir um diagnostico da doenga.

O emprego da sorologia anti PGL-I como um instrumento para o diagndstico da

infeccdo com o M. leprae em individuos sadios tem sido empregada em inquéritos

52,53,54 46,55,56 A

sorologicos e em estudos de contatos de hanseniase e controles sadios
maioria desses estudos foi consistente em demonstrar uma maior propor¢do de
soropositividade em mulheres, independente da idade ***>*"*. Outros estudos observaram
ainda que, em ambos 0s sexos 0s grupos etarios mais jovens apresentaram uma maior
soropositividade, atingindo um pico maximo naqueles com idade entre 10 e 20 anos e

. . . . 5255
diminuindo depois "

. , AL s 53,57,59
Alguns estudos conduzidos em areas endémicas 7"’ demonstraram que a
positividade ao PGL-I variou de acordo com a prevaléncia local de hanseniase, indicando a
capacidade do teste sorologico em refletir o potencial de exposicdo da populagdo ao M.

leprae e confirmam que a infec¢do subclinica € mais comum do que a doenga manifesta.

A comparacdo da positividade ao teste na populagdo de contatos e controles sadios

. . . s 39,55,60,61
evidenciou maior positividade entre os contatos do que em controles > """,

Em Papua Nova Guiné ® e em Malawi ® 4reas hiperendémicas para hanseniase, a
soroprevaléncia foi similar entre contatos intradomiciliares e extradomiciliares. Os autores
observaram que apenas uma minoria daqueles persistentes soropositivos adoeceu e
discutem essa similaridade como resultada da organizacdo social desses estados e também

ao alto nivel de transmissdo do M. leprae na comunidade.

Estudo realizado por Douglas et al °, incluindo 559 contatos intradomiciliares,
demonstrou que contatos intradomiciliares positivos ao PGL-I apresentaram um risco oito
vezes maior de desenvolver hanseniase do que contato PGL-I negativo. O risco para
desenvolver a forma MB no grupo soropositivo foi 24 vezes maior quando comparado

aqueles soronegativos. Para os autores, a forte associagdo da positividade ao PGL-I e
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adoecimento indicam que o teste pode ser usado como um instrumento util para identificar

0s contatos com maior risco de adoecer.

A grande maioria dos trabalhos publicados at¢é o momento empregou a técnica
ELISA. No entanto, por ser uma técnica laboriosa, ndo pode ser facilmente utilizada em
lugares onde os laboratérios e profissionais capacitados ndo estejam disponiveis.
Atualmente, um novo teste para a detec¢do da imunoglobulina M (IgM) do PGL-I
denominado ML Flow “° est4 sendo utilizado como instrumento 1til para medir a resposta
sorologica de contatos e pacientes. E um teste simples e rapido e a resposta pode ser obtida
utilizando amostras de sangue total ou soro e pode ser realizada no mesmo momento em
que a amostra for coletada, necessitando apenas de 10 minutos no maximo para a leitura. A
facilidade de sua utilizacdo somada a necessidade de um instrumento que possa ser
empregado para auxiliar na vigilancia epidemiolégica dos contatos e também como um
recurso (adicional) na classificagdo de pacientes hansenianos, permitirdo a operacionalidade

de acdes mais efetivas que contribuam para a eliminagdo da hanseniase.

3.5. Fatores que favorecem a transmissao.

Uma das caracteristicas importantes da epidemiologia da hanseniase ¢ a sua grande
associacdo com a pobreza, pois as mas condi¢des de moradia e alimentacdo inadequadas
sdo fatores importantes na disseminacdo da doenga. A superpopulacdo doméstica,
particularmente noturna, fornece as condigdes ideais para a infec¢do, seja por goticulas de
aerosois, seja por contato cutdneo. Nos casos em que a desnutricdo esta presente essas

64 . .
. Além disso, a

condigdes sdo agravadas devido a reducdo da imunidade celular
viabilidade do bacilo ¢ longa, podendo sobreviver por até 46 dias no solo em condi¢des de

umidade e temperatura adequadas.

A manifesta¢do clinica da doenga ndo depende s6 de fatores ambientais, mas
também da susceptibilidade individual ®. O risco de adoecimento entre contatos tem uma
probabilidade que varia entre quatro a oito vezes mais do que na populacdo em geral.

Estudo realizado na india '° demonstrou que o risco de adoecer foi maior para individuos
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que partilhavam a mesma cama com um caso de hanseniase, médio para aqueles que
dividiam o mesmo quarto e menor para aqueles que dividiam a mesma casa. Van Beers et
al. ', em estudo realizado na Indonésia, observaram que entre os 101 casos de hanseniase
ocorridos em um periodo de 25 anos, 79 (78%) puderam reconhecer-se como contatos de
outros casos de hanseniase, sendo encontrado um risco estimado de aproximadamente nove
vezes maior em contatos proximos de doentes e quatro vezes maior entre os vizinhos
diretos, comparado aos individuos que ndo haviam tido contato com os doentes de
hanseniase. Embora contatos de doentes com as formas multibacilares apresentassem um
risco maior de adquirir a hanseniase o risco para aqueles contatos de casos indices
paucibacilares foi semelhante ao risco dos vizinhos diretos de casos multibacilares. Tais
achados indicaram que tanto o tipo de hanseniase como as distadncias do caso indice foram

fatores importantes que contribuiram para o risco da doenca.

No Brasil, Matos et al. ® demonstraram que as taxas de incidéncia da hanseniase
entre os contatos intradomiciliares foram 12 vezes maiores, embora os autores considerem
a possibilidade de um viés de selecdo na composi¢do da coorte em decorréncia de ter
havido um nitido predominio de casos multibacilares entre os casos indices. A alta
incidéncia da doenga observada entre os contatos intradomiciliares indica que a vigilancia

dos contatos ¢ uma medida importante em um contexto de alta endemicidade.

Com o recente conhecimento do genoma humano e do M. leprae, a hipdtese da
susceptibilidade genética tem sido cada vez mais reforcada por achados positivos de
associacdo de alelos de risco para a hanseniase. Estudos realizados por Moet et al. ¢ e
Durdes ®® sugerem que, além da exposi¢do ao M. leprae e de outros fatores de risco
envolvidos na transmissdo da hanseniase (fatores ambientais, sociais, epidemiologicos), a
consangiiinidade mostra associacdo estatistica positiva e refor¢a a necessidade da vigilancia

dos contatos familiares.
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3.6. Imunoprofilaxia

Embora a imunoprofilaxia seja considerada como um dos maiores objetivos da
prevencdo primaria, na hanseniase uma vacina especifica para este fim ainda ndo existe,
devido a incapacidade de se cultivar o Mycobacterium leprae “in vitro”. Uma vacina que
tem sido também amplamente utilizada no mundo, como uma alternativa para a
imunoprofilaxia da hanseniase ¢ o BCG-ID, a qual foi inicialmente empregada no controle

da tuberculose *.

Nas ultimas décadas, multiplos ensaios preventivos e estudos de caso-controle
mostraram eficédcia e efetividade varidveis da vacina BCG na hanseniase, de forma andloga
aos estudos obtidos na prevengdo da tuberculose. Segundo Fine *°, a vacina BCG
apresentou maior variagao na eficacia protetora para a tuberculose (0 a 80%), do que para a
hanseniase (20 a 80%). Entre as hipoteses aventadas para explicar esta variabilidade estao:
as diferencas metodologicas nos estudos, variagcdes nas cepas de BCG; alta prevaléncia de

outras infec¢cdes micobacterianas na populacao e variagdo da protecao individual.

Vacinas BCG combinadas com M. leprae mortos, concebidas para potencializar a
eficicia da vacina BCG, mostraram resultados pouco promissores como candidatas a

. , . . , . ~ As 0
vacinas de espécies de micobactérias ndo patogénicas .

Estudos tipo caso-controle realizados no Brasil, nas cidades de Goidnia " 4rea de
alta endemicidade e em So Paulo ", avaliando a protecdo contra a hanseniase, conferida
pela vacina BCG-ID recebida na infancia, como prote¢do contra as formas graves da
tuberculose, relataram uma protecdo de 81 e 90% respectivamente. Em estudo de coorte
realizado no Rio de Janeiro por Matos et al °, foi relatada uma protecio de 62%. Mais
recentemente °, a avaliagio da protecio conferida pelo BCG neonatal em populagio de
escolares na cidade de Manaus, relatou uma protecdo de 74%. Esta mesma populacdo foi
vacinada com a segunda dose da vacina BCG-ID e os autores ndo observaram protecao
significativa conferida pela revacinagdo nos primeiros quatro primeiros anos de

seguimento.
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Recentemente, estudo de meta analise '* incluindo 7 estudos experimentais ¢ 19
observacionais demonstrou que a vacina BCG confere um efeito protetor significativo
contra a hanseniase. Em estudos experimentais a média de protecdo conferida pela vacina
foi de 26"% e em estudos observacionais a média de prote¢do foi de 61%. Segundo os
autores foram observadas evidéncias suficientes que doses adicionais da vacina estdo
relacionadas a um aumento na protecdo contra a hanseniase e, portanto, dose adicional da
vacina deve ser recomendada para os contatos de pacientes MB residentes em regides nas
quais a hanseniase ainda representa um problema de satude publica.

No entanto, segundo Cunha et al, 7 & preciso considerar com cautela a protecio
adicional conferida por mais de uma dose da vacina BCG pois este estudo apresentou uma
forte evidéncia de heterogeneidade o que indica que esta prote¢do ndo foi observada em

grande parte dos estudos incluidos na analise.

3.7. O atual cenario da endemia de hansénica no Brasil

No Brasil, apesar da reducdo nos ultimos anos da taxa de prevaléncia, observa-se
um aumento dos coeficientes de deteccio da doenca, '° que ultrapassa dois casos por
10.000 habitantes registrados anualmente, desde o inicio da década de 90. A diminui¢do das
taxas de prevaléncia, face ao aumento da deteccdo, ¢ atribuida as mudangas nos
procedimentos de registro e, principalmente, a redu¢do de tempo preconizado para o
tratamento. Segundo Sabroza et al /7 a maior parte dos casos estd nas cidades, podendo ser

considerada uma endemia urbana.

Na Regido das Américas, o aumento observado no nimero de novos casos
detectados foi resultado principalmente do aumento observado no Brasil. A propor¢ao de
criangas entre os novos casos detectados na Regido Africana situava-se entre 2,4% na
Nigéria e 19,2% na Republica Centro Africano enquanto que, na Regido das Américas

situava-se entre 0,55% em a Cuba e 7,91% no Brasil °.
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A situagdo epidemiologica da hanseniase no Brasil ¢ considerada heterogénea
devido a grande variacdo do coeficiente de prevaléncia nas varias regides do pais. Em 2006,
a Regido Centro-Oeste foi a que apresentou o maior coeficiente, 6,69 casos por 10 mil
habitantes, seguida da Regido Norte, com 5,88 casos por 10 mil habitantes. J4 o Nordeste
apresentou 3,09 casos por 10 mil habitantes; o Sudeste 1,13 casos; e o Sul 0,56 casos por

10 mil habitantes '¢

. Os principais indicadores de monitoramento de elimina¢do da
hanseniase apontam para uma melhor situacdo da Regido Sul em relagdo as outras regides

do pais.

3.8. Historico das Estratégias de Eliminagao

No inicio da década de 80 a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) passou a
recomendar o uso do tratamento poliquimioterapico (PQT) associando Rifampicina ao
tratamento monoterdpico com Dapsona dos doentes paucibacilares, e Clofazimina e
Rifampicina ao tratamento dos doentes multibacilares. Por ser a Rifampicina um agente
bactericida excepcionalmente potente contra o M. leprae (uma unica dose de 600 mg ¢
capaz de matar mais de 99,9% de organismos viaveis), tornou-se possivel a diminui¢do dos
tempos dos tratamentos pela fixacdo do numero de doses. Ou seja, o tempo de tratamento,
destes pacientes que era superior a 11 anos passou a ser de seis meses para o0s

. . . . : 29
paucibacilares e de dois anos para os multibacilares ~.

No final da década de 80 '®, na regido das Américas, em 332.665 casos de
hanseniase registrados, havia 10% em regimes de poliquimioterapia. No Brasil, esta adoc¢do
comegou em 1986 ”°, porém somente a partir de 1991 a Coordenagio Nacional do
Programa de Hanseniase (CNPH) passou a adotar a PQT/OMS como o tnico tratamento

’ s 80
para os doentes de hanseniase do pais ™.

Em 1991, a 44" Assembléia da Organizagio Mundial de Satde, aprovou uma
resolu¢do para eliminar a hanseniase como problema de saude publica até o ano 2000,
estabelecendo como objetivo uma reducdo do coeficiente de prevaléncia para menos de um

caso por 10.000 habitantes *'. Desde entdo, com a alta por cura dos pacientes ¢ a
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subseqiiente retirada destes dos registros de paciente, observou-se um decréscimo marcante
dos coeficientes de prevaléncia nos paises endémicos. Até o comeco de 1999, dos 122
paises que, em 1985, foram considerados endémicos, 94 alcangaram o alvo de eliminagdo, e

a prevaléncia da hanseniase no mundo foi reduzida em 85% naquele periodo.

Embora o progresso em nivel mundial tenha sido surpreendente, nos 13 paises com
maior prevaléncia da doenga, os niveis continuavam ainda quatro vezes mais altos que a
meta de eliminacdo. Angola, Republica Centro-Africana, Republica Democratica do
Congo, Madagascar, Mogambique, Nepal, Tanzania, india e Brasil nio conseguiram

cumprir a meta de eliminagdo da hansenisase como problema de satde publica.

Em 1999, apds uma revisao critica da estratégia de eliminagdo, o Comité Consultor
para a Eliminagdo da Hanseniase da OMS * recomendou que as estratégias de eliminagio
fossem intensificadas e, para aqueles paises que ainda ndo tinham atingido a fase de
eliminacdo, enfatizaram a necessidade da descentralizagdo das atividades de controle, com
recomendacdo adicional de delegagdo das responsabilidades pela elimina¢do da hanseniase
ao nivel municipal **. Nova meta, entfo, foi estipulada e a eliminagdo foi prorrogada para

2005, quando a taxa de prevaléncia deveria chegar a um doente para 10.000 habitantes.

No inicio de 2004, o Brasil ainda congregava cerca de 90% do total de casos de
hanseniase em registro nas Américas, apresentando uma taxa de prevaléncia de 4,6/10.000
habitantes, ocupando a posi¢ao incomoda de segundo lugar em ntimero absoluto de casos
da doenca no ranking mundial, perdendo apenas para India >. A partir desse ano, com a
adocdo da prevaléncia de ponto, a qual considera apenas os casos de hanseniase em um
ponto especifico no tempo, como indicador da magnitude da doenga no pais **, o Brasil
assumiu os critérios de avaliacdo da endemia iguais aos adotados por todos os outros
paises, ou seja, o coeficiente de prevaléncia passou a considerar nimero de casos em curso
de tratamento que incluia os PB com até 6 meses e os MB com até 12 meses e ndo o de
registro ativo, como era calculado até em 2003. Este fato determinou que a prevaléncia

nacional caisse de 4,52 (2003) para 1,59 para 10.000 habitantes *.
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Em 2007, o Ministério da Saude através de nota técnica ™, alertou que o Sistema de
Informacdo de Agravos e Notificagdo-Sinan ndo era um sistema em tempo real, pois nio
era possivel incluir na base de dados todos os casos diagnosticados no ano anterior até o
meés de Janeiro. Esta dificuldade operacional provocou uma queda artificial no niimero de
casos novos detectados. Com o continuo ingresso de casos novos do ano anterior na base
do Sinan foram encontrados dados conflitantes nas paginas oficiais do Ministério da Satde.
Enquanto a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVG) apontava a existéncia de cerca de
51.000 casos detectados em 2004 (2,88 casos por 10.000 habitantes), o niimero oficial
fornecido pelo MS a OMS como resultado do controle da hanseniase foi de 38.423 casos

(2,14 casos por 10.000 habitantes).

Dessa forma, seria necessario considerar que a prevaléncia pontual de casos em
tratamento ¢ um indicador que sofre influéncias operacionais e se modifica em grande
escala com alteragcdes como, por exemplo, a duragdo do tratamento. Por ser a detec¢do da
doenga em menores de quinze anos um indicador de alta endemicidade e de precocidade de

788 este indicador constitui-se em um importante

exposi¢do da populagdo ao M. leprae ®
elemento para avaliagdo da magnitude da doenga. Portanto, em 2007 a OMS deixou de
utilizar o coeficiente de prevaléncia como indicador de monitoramento da hanseniase,
substituindo-o pelos coeficientes de deteccdo de casos novos e deteccdo em menores de 15

3
anos .

3.9. Estratégias de acdes de controle da hanseniase no Brasil.

A principal estratégia da OMS *°, para interromper a transmissdo da doenca e atingir
a meta de eliminacdo da hanseniase como um problema de saude publica, foi baseada na
MDT e no diagndstico precoce de novos casos. Esperava-se que a PQT pudesse eliminar as
condigdes que favorecem a transmissdo e que a detec¢do dos casos novos seria possivel
através do diagnostico precoce e do exame dos contatos dos pacientes, grupo considerado

de maior risco para a infec¢ao.
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No entanto, para Andrade, no Brasil o diagnostico precoce, prevengao e tratamento
de incapacidades fisicas, vigilancia de contatos e a educagdo sanitaria ndo foram
executados na mesma amplitude que a implantagio da poliquimioterapia (PQT) °. Para
este autor, estes foram importantes obstaculos que impediram que a PQT interrompesse a
cadeia de transmissdo e pudesse eliminar as condi¢cdes que favoreciam a disseminagdo da

doenga.

Este insucesso da PQT sobre a incidéncia da hanseniase demonstra que a eliminagao
da doenga como problema de satide publica, proposta pela Organizacdo Mundial da Satde,
depende de uma acdo incisiva sobre a interrup¢do da sua cadeia de transmissdo, uma vez

que ndo ha ainda preven¢do primaria para esta doenga.

O exame de contatos dos pacientes de hanseniase tem sido recomendado pelas
autoridades sanitdrias brasileiras como uma importante medida preventiva desde a segunda
metade do século XX. Em 1992 apds a criacdo do Programa Nacional de Controle e

12 . . .
1°“ definiu como meta intensificar o exame dos

Eliminacdo da Hanseniase, a Portaria n® 140
contatos e reforcou a importancia da vacina BCG intradermica, recomendando 2 doses da
vacina para aqueles que ndo tinham cicatriz de BCG, com intervalo de 6 meses entre as

doses e uma dose para aqueles com cicatriz vacinal.

Os estados de Santa Catarina e Parana conseguiram reduzir as taxas de deteccdo da
doenga, implementando acgdes descentralizadas, sistematizando e intensifcando o

atendimento aos pacientes, bem como um atento sistema de vigilancia de contatos.

Os inquéritos populacionais para detecg¢do ativa de casos ndo sdo custo-efetivos,
identificando poucos casos da doenca, mesmo quando conduzidos em regides de alta
endemicidade. Os atuais programas de controle de rotina baseiam-se na deteccdo passiva e,

. - .. T 91
em situagdes especiais, na vigilancia dos contatos ~ .
.92 , . ~ . ~ . . ~
Para Ignotti "~ parece 6bvio que a ndo-realizagdo de investigagcdo de contatos resulte

em perda de oportunidade de deteccdo precoce de casos que poderiam alterar a

continuidade da transmissdo da doenga. Esses casos potenciais ndo seriam “ocultos”, mas
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ndo detectados. Portanto, ndo diagnosticados pelos servigos de saude, que ndo conseguem
realizar as atividades minimas de vigilancia em satde publica, necessdrias a eliminagao da
hanseniase. Pinto-Neto e col °, a partir de um estudo de revisdo, relatam que o controle
dos comunicantes no Brasil ndo foi seguido conforme o recomendado pelo Programa de

Controle da Hanseniase.

Segundo o Ministério da Satude, entre os casos novos de hanseniase detectados no
ano de 2006, apenas uma pequena proporcao (7,7% dos casos), foi detectada através da
vigilancia de contatos. Esses dados indicam que serd necessario desenvolver agdes que
possibilitem a detec¢do precoce de casos. A vigilancia adequada dos contatos
intradomiciliares somente poderd ser alcancada quando for possivel implementar uma
estratégia efetiva e sustentdvel. Isto s6 poderd ser atingido através de estudos
multidiciplinares que venham a proporcionar o entendimento da transmissao da doenga, do
comportamento da populacdo e da dindmica necessaria nos postos de atencdo basica para

uma adequada vigilancia epidemiolégica da hanseniase.
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4. Primeiro artigo

EFFECTIVENESS OF BCG VACCINATION AMONG LEPROSY CONTACTS:
A COHORT STUDY

In press: “Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene (2008) 102, 00-00.”
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4.1. Summary The study assessed the effectiveness of BCG vaccination against leprosy
among the contacts of 1161 leprosy patients at the FIOCRUZ Leprosy Outpatient Clinic
from June 1987-December 2006. Following National Leprosy Program guidelines, the
clinic has administered one-to-two doses to all healthy contacts since 1991. Among the
5680 contacts, 304 (5.4%) already had leprosy. Of the 5376 eligible healthy contacts, 3536
were vaccinated, 30 of whom were excluded due to previous or current tuberculosis, or
HIV. In 18 years of follow up, 122 (2.15%) incident cases were diagnosed (58 vaccinated
and 64 not), 28 occurring in the first year of follow up (21 vaccinated, 16 with no scar). The
protection conferred by BCG was 56% and was not substantially affected by previous BCG
vaccination (50% with a scar and 59% without). The risk of tuberculoid (BT+TT) leprosy
during the initial months was high among those vaccinated with no scar. However, it had
substantially declined by the first year and in the following years, when the protection rate
in this group reached 80%. Since Brazil is endemic for leprosy and the detection rate is not
declining satisfactorily, vaccinating all contacts could be an effective means of substantially

reducing the incidence of leprosy.
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4.2. Introduction

According to the World Health Organization (77), in 2005, leprosy prevalence
worldwide was 227 427 cases and the new-case detection rate showed a sharp annual
decline, falling by over 110 000 cases (27%) in comparison to 2004. In Brazil, however, a
country endemic for leprosy that has experienced only gradual annual declines, the total

number of new cases in 2005 was 51 738, with a detection rate of 2.09/10 000 (78).

The WHO Strategic Plan for the Elimination of Leprosy 2000-2005 supported a
variety of national programs throughout the world for the purpose of intensifying early
detection efforts and treatment of all known leprosy cases with effective multidrug therapy
(MDT) and carrying out leprosy control procedures consisting of passive case detection,

treatment, prevention of disability and rehabilitation (73).

In an attempt to halt the spread of leprosy, the BCG vaccine has been recommended
as a preventive measure against leprosy in Brazil since the early 1970s. These
recommendations were extended in 1991 (5). Although the primary purpose of the BCG
vaccine has historically been to prevent tuberculosis, it is well established that a single dose
of BCG confers significant protection against leprosy, ranging anywhere from 20 to 80%
(79-81). Multiple doses of BCG have been reported to confer even further protection

(82:83).

The Brazilian Ministry of Health (BMH) therefore recommends that all household

contacts of leprosy patients be given BCG vaccine. Since 1991, the BMH has additionally
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advised that two doses of intradermal BCG be administered to both current household
contacts and those whose index cases were diagnosed within the previous five years. The
vaccine is administered irrespective of tuberculosis or leprosy skin test results. If the
contact never received BCG, or if this information is doubtful, he/she is to receive two
BCG doses at a six-month interval. If he/she has already received one dose of BCG, a
single dose is given (5). Neonatal intradermal BCG vaccination of the Brazilian population
has been successfully administered to prevent tuberculosis, reaching coverage rates of at
least 90% across the country. From 1994 (84) until its suspension in 2006 (85), a second
BCG dose was also recommended for schoolchildren aged 6—14 years to combat severe

forms of tuberculosis.

Two cohort studies (56;86) and two case-control studies (87;88) carried out in
Brazil confirmed that the neonatal BCG routinely administered to prevent tuberculosis does
have an important and often overlooked impact on the occurrence and transmission of
leprosy. In these studies, the majority of the population received BCG vaccine soon after

birth, and thus, prior to becoming contacts.

The only similar vaccine study performed outside Brazil is a trial conducted in
Venezuela by Convit et al, (89), in which the study population received BCG as part of a
tuberculosis control program, i.e. probably before these individuals had become contacts.
These same individuals were later re-vaccinated as part of a leprosy program. At that time,
the Venezuelan leprosy control policy consisted of repeated lepromin testing of contacts

(intradermal injection of about 10 million killed leprosy bacilli) and repeated BCG
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vaccination of those that tested negative. Their findings showed that the risk of contracting

leprosy was lowest among contacts with two or more BCG scars.

The Venezuelan study served as a model for recommending two doses of BCG for
leprosy contacts as an important measure toward reducing the incidence of leprosy among
contacts in Brazil. As stated above, the measure took effect in 1991 but no evaluation of the
results has yet been made. The objective of the present study was, therefore, to evaluate the
protective effect of the BCG vaccine in leprosy contacts subsequent to index case diagnosis

in accordance with BMH guidelines.
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4.3. Materials and methods

4.3.1. Study design

This was an observational study involving 1161 leprosy patients and their contacts
examined between June 1987 and December 2006 at the Leprosy Outpatient Clinic
National Reference Center located at the Oswaldo Cruz Foundation in Rio de Janeiro, RJ,
Brazil. Recruitment of participants continued throughout the entire June 1987-December
2005 period and follow up ended in December 2006.

All the individuals resided in the State of Rio de Janeiro, in which the leprosy
prevalence rate in 2006 was 0.97/10 000 and the new-case detection rate was 1.42/10 000

individuals (78).

4.3.2. Contact identification

Individuals diagnosed with leprosy were first interviewed by a social worker to
obtain their personal data, after which the initial signs and symptoms of the disease were
described. The individuals were then requested to inform their family members and
household contacts of the urgent necessity of their being examined at the leprosy outpatient
clinic for possible disease. An experienced clinical dermatologist examined all of the
contacts to detect any leprosy lesions as well as the typical neonatal BCG scar. Contacts
suspected of having leprosy were submitted to bacteriological, histopathological and
immunological examinations and classified according to the Ridley and Jopling scale (17)

as: borderline-borderline (BB), borderline-lepromatous (BL), lepromatous-lepromatous
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(LL), borderline-tuberculoid (BT), tuberculoid-tuberculoid (TT), or indeterminate leprosy
(IL). They were also grouped according to their bacillary index (BI) as either multibacillary

(MB positive BI) or paucibacillary (PB negative BI).

Whenever a MB leprosy case was detected among the contacts of a PB patient, this
MB individual was considered an index case. Household and non-household contacts were
examined and enrolled in the study no later than 12 months after their index cases
commenced multi-drug therapy (MDT). The dermatologists responsible for these patients

and their contacts remained the same throughout the 15-year study period.

A household contact was defined as an individual who had either lived in the same
or an adjacent dwelling during the five-year period before index case detection. In addition,
non-household contacts were also examined and defined as those who, while not meeting
any of the criteria for household contacts, had had occasional contact as neighbours and/or

relatives, as indicated by the index case.

4.3.3. Vaccination status

Prior to 1991, leprosy contacts were not vaccinated at the Leprosy Outpatient Clinic
National Reference Center. Since 1991, however, the Center has administered one or two
doses of BCG to all contacts without signs of leprosy. Since 1991, 4467 healthy contacts
were examined at the Center, 30 (0.7%) of whom were excluded due to previous/current

tuberculosis or HIV infection, while 786 (17.6%) were not immediately vaccinated due to
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pregnancy, infection or unavailability of the vaccine. Appointments for these contacts were
rescheduled and 699 did not return (451 with a BCG scar and 248 without). These non-
returners and 1111 contacts examined before 1991 (636 with a BCG scar and 475 without)

were included in the study as part of the non-vaccinated group, or controls.

Although contacts with a doubtful scar were vaccinated upon arrival at the Center,
they were not included in the study group. Likewise, the co-prevalent cases and contacts
with previous or current tuberculosis, or HIV infection were also excluded and were not

vaccinated.

The group of 3536 individuals vaccinated after index case diagnosis since 1991
consisted of 1199 contacts without and 2337 contacts with a BCG scar (2058 had one and
279 had two BCG scars). All 2337 contacts with BCG scars were analyzed as a single
group of previously vaccinated individuals. Within the entire12 month period, only 70 of

the 1199 contacts without a scar received two doses. The other 1129 received one.

4.3.4. Case detection

Between 1987 and 1991, all contacts were instructed to attend the Center once a
year without fail. From January 1992-December 2005 they were asked to return to the
Center if and when skin lesions appeared. For the purposes of this study, those who did not

return were considered healthy.
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In June 2006, the Brazilian Disease Notification System (SINAN) with reference to
the State of Rio de Janeiro, covering December 1986—April 2006, was searched to locate
the healthy contacts in order to ascertain whether any leprosy cases had been missed in
contact follow-up procedures. SINAN records were matched to the database of the study
group with respect to the variables present in both: name of contact, date of birth and
mother’s full name. Contacts that had not been identified as leprosy patients in SINAN by

June 2006 were considered healthy.

4.3.5. Statistical analysis

The effect of the BCG vaccine administered to contacts after index case diagnosis
was estimated according to the ratio of the incidence rate (RR) of leprosy per person years
among the contacts vaccinated at the initial examination and the rate among the
unvaccinated contacts. The incidence rate during contact follow up was based on person
years between the initial examination and the date of leprosy diagnosis or date of study
closure (contacts who did not develop leprosy). The effectiveness of BCG given prior to
index case diagnosis was measured by the odds ratio (OR) of the contacts with a BCG scar
contracting leprosy compared to those who did not have a scar. Vaccine effectiveness (VE)

was estimated as follows: VE = (1 — OR) x 100 or VE = (1 — RR) x 100.

Baseline characteristics of the contacts were described by univariate analysis as
follows: the presence of a BCG scar before index case diagnosis, age of contact at initial

examination, gender, index case BI at start of MDT and contact type. Crude and adjusted
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rate ratios as well as odds ratios (with 95% confidence intervals (CI)) were estimated
according to Poisson and logistic regression, respectively. To account for the clustering
effect in both types of regression, CI were based on robust variance estimators that describe
a cluster as an index case in conjunction with his/her contacts. In the Poisson regression,
estimates were controlled for age, gender, BCG scar, contact type, and sum of familial Bls
(index plus co-prevalent case Bls), which were believed to be a better proxy of disease risk
for the contacts followed up after the initial examination. In the logistic regression,
estimates were controlled for age, gender, contact type, and index case BI at start of MDT.
Statistical interaction (test of homogeneity) was assessed by the Wald test. Statistical

analysis was done using Stata 7.0 (90).
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4.4. Results

Between January 1987 and December 2005, 1863 index-case leprosy patients were
administered MDT at the Leprosy Outpatient Clinic National Reference Center, 966 (52%)
of whom were MB and 897 (48%) PB. Contacts of 728 (75%) registered MB patients and
433 (48%) PB patients were examined. A total of 8231 contacts were recruited and 5680
(69%) reported to the Center for examination. The contacts had a mean age of 26 years

(range 0—-84 £ 17.8) and 2400 (42%) were male and 3280 (58%) female.

Among the 5680 contacts examined, 304 (5.4%) were found to have leprosy
concurrently with their index cases (co-prevalent); 89 (29.3%) had MB leprosy and 215
(70.7%) had the PB form. Among the 5376 healthy contacts, 30 were excluded due to
previous or current tuberculosis, or HIV infections. Of the 5346 contacts enrolled in the

study, 3536 were vaccinated and 1810 were not (controls) (Figure 1).

During follow up, 122 (2.3%) leprosy incident cases were diagnosed among the
5346 contacts examined. The index cases of 115 contacts were MB and of seven contacts
were PB. Among these 122 cases, 111 were first detected at the Center during follow up
and 11 cases were ascertained in SINAN. All 111 cases detected at the Center were
classified according to the Ridley-Jopling classification scale. Among the 111 new leprosy
cases, 9 were BB, 5 BL, 2 LL, 64 BT, 11 TT, and 20 IL. The 11 leprosy cases found in

SINAN had not been classified according to Ridley-Jopling criteria.
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The incidence rate within the contact population was 3.37 per 1000 person years
(122 cases/36 213 person years). Among the non-vaccinated contacts (controls), the
incidence rate was higher (4.76/1000 person years) than among the vaccinated ones
(2.55/1000 person years). However, the highest incidence rate of all was among the

unvaccinated contacts without a BCG scar (7.26/1000 person years) (Table 1).

4.4.1 Vaccine protection of BCG in contacts

Protection against leprosy conferred by BCG after index case diagnosis against all forms of
leprosy was 56% (95% CI 31-71%). For those without a scar, protection reached 59%
(95% CI 27-77%); and for those with a scar, it was 50% (95% CI 11-72%). In addition, the
protection conferred by BCG was 85% (95% CI 49-96%) for the MB forms (BB, BL, LL)
and 83% (95% CI 56-94%) for the indeterminate form. However, no statistically
significant protection (26%; 95% CI 28-57%) was observed against the tuberculoid forms

of leprosy (BT, TT).

Among the 122 cases detected during contact follow up, leprosy was diagnosed in
28 individuals (10 with a BCG scar and 18 without) after a relatively short period of time
had elapsed (from 2—-10 months). Twenty-one were classified as BT (17 vaccinated and
four unvaccinated), two were TT (one vaccinated and one unvaccinated), three IL (two
vaccinated and one unvaccinated), and two BB (one vaccinated and one unvaccinated). The

incidence rate during this initial 2—-10 month period of the study was higher among the
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vaccinated contacts without a BCG scar (2.13/1000 person years) than among the
unvaccinated (0.38/1000 person years) (data not shown).

Due to the possibility that the above 28 patients had an ongoing subclinical disease,
vaccine effectiveness was reanalyzed after their exclusion (Table 2). The protection
conferred by the vaccine against all forms of leprosy was 69% (95% CI 49—81%). For those
without a scar, protection was 80% (95% CI 61-90%) while for those with a scar, it was a
much lower 51% (95% CI 4-74%). The protection was 88% (95% CI 62-96%) against IL
leprosy; 48% (95% CI 1-72%) against BT and TT leprosy; and 89% (95% CI 60-97%)

against the MB forms (BB, BL and LL).

4.4.2. Vaccine protection conferred by BCG administered before contact

examination

BCG effectiveness against leprosy was also retrospectively evaluated by comparing
the presence or absence of BCG scars among contacts that were diagnosed upon entry to
the study as co-prevalent cases. Among the 5680 contacts and previously undiagnosed
cases, 304 (5.4%) cases of leprosy were detected during contact examinations (110 with
and 194 without a BCG scar). The adjusted OR for all forms corresponded to a vaccine
effectiveness of 68% (95% CI 56-77%). Vaccine effectiveness was 51% against IL leprosy
(95% CI 17-79%), 45% (95% CI 17-63%) against tuberculoid leprosy (BT, TT), and 94%
(95% CI 87-97%) against MB leprosy (BB, BL, LL) (data not shown). Estimates were

adjusted for age, gender, contact type and index case BI at start of MDT.
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4.5. Discussion

The most significant finding in the present study was that administration of the BCG
vaccine subsequent to index case diagnosis was effective in reducing the risk of disease
among household and other close contacts of leprosy patients. The protection conferred by
BCG after index case diagnosis was 56%, which, however, was not substantially affected
by previous BCG vaccination (50% protection for those with and 59% for those without a
BCG scar), a finding consonant with the Venezuelan study results referred to above (83).
Conducted in a similar setting, the Venezuelan report also showed that protection conferred

by the vaccine among single-scar contacts was 56%.

During the first 2-10 months after clinical examination, 28 new leprosy cases; 21
vaccinated (16 without a BCG scar) and seven unvaccinated were detected among the
contacts. Interestingly, the tuberculoid forms markedly predominated in relation to all the
other forms, especially within the vaccinated group. Although this finding may appear
paradoxical in indicating that the BCG vaccine administered to contacts after index case
diagnosis may be associated with an increased risk for leprosy, it may be hypothesized that
these cases were either within the incubation period at the time of examination or, possibly,
that leprosy was mistakenly not diagnosed. According to Bagshawe et al. (53), the
accelerated manifestations of benign tuberculoid leprosy after BCG vaccination reflected
the influence of BCG in hastening the natural history of M. leprae infection in subjects
infected prior to or immediately after BCG vaccination. These events were dependent upon
an overall change in the BCG-induced immune response associated with the growing

immune capability of the individual to combat M. leprae.
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Among these 28 incident cases, 25 (90%) had MB index cases and 17 (68%) had
more than one MB case in the family, thereby accounting for a higher familial BI (ranging
from 1.8 to 5.3), which, it is hypothesized, most likely contributed to their being less prone

to benefit from vaccination.

An alternative explanation is that the BCG vaccine in this group of contacts may
have induced a cross-reactive immunological activation leading to the appearance of benign
tuberculoid skin lesions. For the other contacts, who most probably were already infected
but lacking any sign of subclinical disease, the BCG vaccine may have played a protective
role by modifying the natural history of the disease in such a way as to prevent infected

individuals from manifesting any clinical symptoms.

Our study, in agreement with two others (91;92), suggests that BCG vaccination
may actually induce emergence of the clinical manifestations of leprosy during the initial
follow-up period. The reports referred to above were restricted to previously unvaccinated
individuals and those who had received a single dose of BCG. The Burma study conducted
by Lwin et al. (92) specifically dealt with children under 15 years of age, while the India
study, Gupte et al., (91) included the population at large. In both reports, the results for the
most part focused on the first BCG dose and since, in the initial follow-up stages, the rates
of leprosy disease among vaccinated individuals were higher than among the unvaccinated,

no protection was observed.

However, it is important to point out that the analysis excluding the above-

mentioned 28 leprosy cases disclosed a substantial 80% (95% CI 61-90%) protection rate,
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particularly among those without a BCG scar (Table 2). Considering that the neonatal scar
within this contact population conferred 68% (95% CI 56—77%) protection against leprosy,
it is noteworthy that the vaccine given after index case diagnosis demonstrated a similar

effectiveness.

The significant protection conferred on those without a BCG scar needs to be
evaluated with caution, however, since it is necessary to consider that treatment of the
index case tends to render leprosy less infectious over time. According to the findings of
several other studies (55;56), when patients began WHO/MDT, the incidence among their
contacts declined between the first and third years after their index cases had initiated

MDT.

The most severe limitation of this study was the authors being compelled to rely on
incomplete follow-up data, leading to the assumption that the contacts who did not return
after the first examination were healthy. However, under the circumstances, this assumption
could be considered reasonable, keeping in mind that SINAN data on leprosy were
considered reliable. Despite the uncertainty, however, it is believed that a reasonable
approximation was achieved with the data available. It is also believed that any missed
cases, probably few in number, and/or misclassifications, were more likely to have
occurred within the unvaccinated subgroup, resulting in conservative rather than
exaggerated estimations of vaccine effectiveness. The two analytical approaches (person-
time and cumulative incidence (CI)) used to explore the data also provided coherent results.

Regarding other possible threats to the internal validity of this study, there is no

solid reason to doubt the disease classification data, BCG exposure (scar and BCG
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vaccination), or data on the main covariates (clinical form, BI, gender and age). Errors of
this nature are highly unlikely considering the quality of human and material resources at
the Reference Center. Other covariates, however, such as misclassification of contact type,

may have led to residual confounding.

Generalizations of these findings, however, should also be undertaken with caution
since the study consisted of leprosy patient close contacts whose exposure to leprosy was
therefore likely to have been higher than among the population at large. Most of the leprosy
cases detected among contacts were diagnosed at the first clinical examination during
contact tracing. Therefore, a significant number of contacts may have been exposed to M.
leprae over extended periods of time, and the resulting immunological stimulation may
have prolonged the duration of the protective effect of BCG. It is important to point out, on
the other hand, that the risk of a contact without a BCG scar contracting leprosy
immediately after vaccination had substantially declined by the end of the first year of
follow up as well as in the following years, at which time the protection rate in this group

reached 80%.

Since Brazil is endemic for leprosy and the detection rate is not declining
satisfactorily, vaccinating all contacts could be an effective means of substantially reducing
the incidence of leprosy. In this regard, our data strongly support the routine BCG
vaccination of all leprosy contacts in addition to treatment of index cases, regardless of
previous vaccination.
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Figure 1. Distribution of leprosy contacts based on BCG vaccination and BCG
scar status

Study population
n =5346

With BCG scar Without BCG scar
n = 3424 n=1922

Vaccinated* Not vaccinated Vaccinated* Not vaccinated
n =2337 n =1087 n=1199 n=723

Healthy Leprosy Healthy Leprosy Healthy Leprosy Healthy Leprosy
contacts cases contacts cases contacts cases contacts cases
n = 2309 n =28 n =1062 n =25 n=1169 n =30 n = 684 n =39

*Vaccinated after diagnosis of the index cases.

42



Table 1. Number of cases/total person years among contacts and rate ratios (95%
confidence limits) of leprosy by BCG vaccination status after diagnosis of index cases,
stratified by selected covariates.

BCG vaccination of contacts at initial
examination

Rate ratio (95% C.L.)'

Vaccinated Not vaccinated
cases/PY  Rateper  cases/PY  Rate per
Covariates 1,000 PY 1,000 PY Crude Adjusted’ p
value’
All contacts 58/22 776 2.6 64/13 437 4.8 0.53 0.44
(0.35-0.83)  (0.29-0.69)
Strata:
Neonatal BCG
Without BCG 30/7 570 4.0 39/5 375 7.3 0.55 0.41
scar (0.31-0.96) (0.23-0.73)
With BCG scar  28/15 206 1.8 25/8 062 3.1 0.59 0.50
(0.33-1.06) (0.28-0.89) p=0.8
Sex
Male 20/9 609 2.1 27/6 029 4.5 0.46 0.34
(0.25-0.88) (0.18t0 0.67)
Female 38/13 167 2.9 37/7 408 5.0 0.58 0.51
(0.35t00.96) (0.31t00.86) p=0.4
Contact type
Household 41/12 918 33 48/8 170 5.9 0.54 0.43
contact (0.33t00.88) (0.26t0 0.71)
Non-household 17/9 858 1.7 16/5 268 3.0 0.57 0.48
contact (0.28 to 1.16) (0.22t0 1.02) p=0.7
Age-group
< 15 years 18/7 501 2.4 19/4 548 4.2 0.57 0.47
(0.28t0 1.17)  (0.22 t0 0.98)
> 15 years 40/15 275 2.6 45/8 889 5.1 0.52 0.43
(0.32t00.84) (0.26t00.71) p=0.7
Sum of family BI
<20 17/13 462 1.3 14/8 502 1.6 0.77 0.79
(0.33t0 1.78)  (0.33 to 1.90)
220 41/9 314 4.4 50/4 935 10.1 0.43 0.46
(0.26t0 0.72)  (0.28t00.75) p=0.2
Type of leprosy among incident
contacts classified by the
Ridley-Jopling scale*
Indeterminate 6/22 644 0.3 14/13 233 1.1 0.25 0.17
(0.09 t0 0.69)  (0.06 to 0.44)
BT+TT 45/22 724 2.0 30/13 280 2.3 0.88 0.74
(0.52t0 1.47) (0.43 to 1.28)
BB+BL+LL 4/22 659 0.2 12/13 268 0.9 0.20 0.15
(0.06 t0 0.60) (0.04 t0 0.51)

" All estimates are adjusted to effect of clustering and controlled for all other covariates

* Adjusted to effect of clustering and controlled for listed covariates

*Test of homogeneity: comparing covariate-controlled rate ratios among sub-groups and taking the main
exposure (vaccination at initial examination), based on the Wald test
* Including only the 111 leprosy cases detected at this Reference Center
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Table 2. Crude and adjusted leprosy incidence rates and association with the BCG
vaccine administered after index case diagnosis, only including contacts that became
ill after 1 year of follow-up.

BCG vaccination of contacts at initial

examination
Vaccinated Not vaccinated Rate ratio (95% C.L)'
cases/PY Rateper cases/PY Rate per p value®
Covariates 1,000 1,000 Crude Adjusted’
PY PY
All contacts* 37/22 763 1.6 57/13 433 4.2 0.38 0.31
(0.23 -0.63) (0.19-0.51)
Strata:
Neonatal BCG
Without a 14/7 562 1.9 37/5 374 6.9 0.27 0.20
BCG scar (0.14-0.53) (0.10-0.39)
With a BCG 23/15 201 1.5 20/8 059 2.5 0.61 0.49
scar (0.32-1.16) (0.26-0.96) p=0.06
Type of leprosy among incident
contacts classified by the Ridley-
Jopling scale**
Indeterminate 4/22 643 0.2 13/13 232 1.0 0.18 0.12
(0.06-0.59)  (0.04-0.38)
BT+TT 27/22 714 1.2 2513 277 1.9 0.63 0.52
(0.35-1.15)  (0.28 - 0.99)
BB+BL+LL 3/22 659 0.1 11/13 267 0.8 0.16 0.11

(0.04-0.57)  (0.03 - 0.40)

T All estimates are adjusted to effect of clustering and controlled for BCG scar, age, sex, income, contact type,
and sum of familial BI.

* Adjusted to effect of clustering and controlled for age, sex, income, contact type, and sum of familial BI.
*Test of homogeneity: comparing covariate-controlled rate ratios among sub-groups and taking the main
exposure (vaccination at initial examination) based on the Wald test

*Including all healthy contacts and only incident leprosy cases that became ill up to 12 months after the first
examination

** Including only the 111 leprosy cases detected at this Reference Center
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5. Segundo artigo

Identifying contacts with a higher risk of developing leprosy by studying
PGL-I and BCG status: a cohort study
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5.1. Summary

Background It was expected that treatment of all newly detected leprosy cases with
multidrug therapy would not only lead to cure, but would also prevent further spread of
Mycobacterium leprae. However, pockets of high endemicity still remain in several
countries, including Brazil. It has long been known that contacts of leprosy patients run an
increased risk of developing leprosy compared to the general population. The objective of
the present study was to study the relation among serology, BCG status, index case status
and other risk factors in order to identify which contacts of leprosy patients had the highest
risk of developing the disease.

Methods Between June 1987 and October 2007 contacts of leprosy patients diagnosed at
FIOCRUZ were examined for the presence of leprosy skin lesions. In addition,
demographic and social data were collected and BCG status was assessed. Health education
on leprosy was given and contacts were instructed to report if any clinical signs of leprosy
occurred. The presence of IgM antibodies to PGL-I was investigated for 2,127 persons,
who formed the cohort on which this study is based.

Results During follow-up, 42/2,127 (2.0%) leprosy incident cases were diagnosed. Overall,
the leprosy incidence rate among seropositive contacts was 3.28 (95%CI 1.54 — 7.01) times
higher than among seronegatives. A strong association between leprosy and seropositivity
was observed for the 0-10 year-old age group, RR of 9.85 (95%CI 2.0 — 48.45). MB
classification and high BI in the index patient were also related to an increased risk for
leprosy among seropositive contacts, RR of 4.01 (95%CI 1.76 — 9.13) and 3.86, (95%CI
1.46 — 10.19) respectively. The risk of developing leprosy was higher for unvaccinated,
seropositive contacts, especially after four years of follow-up. The risk for developing
clinical leprosy among vaccinated seropositive contacts was mainly during the first year
after BCG vaccination. All of the vaccinated, seropositive contacts that developed leprosy
had PB leprosy.

Conclusion Contact examination combined with PGL-I testing and BCG status assessment
appears to justify targeting seropositive individuals for enhanced follow-up measures. As
PGL-I is related to risk of developing leprosy, attention to the association of PGL-I

seropositivity to other risk facts such as age, BI, and type of contact should be given.
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Furthermore, seropositive children should be followed carefully and the possibility of an

intervention strategy such as prophylactic treatment should be considered.

5.2. INTRODUCTION

It was expected that treatment of all newly detected leprosy cases with multidrug
therapy (MDT) would not only lead to cure, but would also prevent further spread of
Mpycobacterium leprae. The number of new cases detected globally has fallen by more than
40,000 cases (a 13.4% decrease) during 2006 compared with 2005 (1). However, pockets of
high endemicity still remain in Angola, Brazil, Central African Republic, Democratic
Republic of Congo, India, Madagascar, Mozambique, Nepal, and the United Republic of
Tanzania (1). In 2006, Brazil had the largest number of cases in the Americas, ranking
second in the world (2). Of the 46,535 new cases detected that year in Brazil, 8% were
children under 15, 6% showed disability grade (DG) 2, and 53% had multibacillary leprosy
(MB) (3).

As early case detection and treatment with MDT were not successful in decreasing
the number of new cases of leprosy, additional interventions need to be considered,
especially focusing on groups who are at high risk of developing clinical leprosy (4). It has
long been known that contacts of leprosy patients run an increased risk of developing

leprosy compared to the general population (5).

In different parts of the world, serological testing for antibodies to phenolic
glycolipid I (PGL-I) of M.leprae in school children (6) and in general population has been
used to identify the risk of developing leprosy. It was shown that there is a relationship
between the leprosy burden in a given population and seroprevalence (7-9). In some
studies, the observed seropositivity was higher in contacts of leprosy patients than in the
general population and it was related to a higher risk of developing leprosy (10;11). In
contrast, other studies (12-14) did not find an increased risk of developing leprosy among

seropositive contacts.
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Several studies have shown that serological and cellular immunology tests could be
helpful in defining groups of contacts at higher risk, partly because the results of these tests
may be an indication of sub-clinical infection (10;15;16). These studies have pointed to a
number of possibilities for identifying people at risk of developing leprosy. For example, in
a cohort study conducted by Douglas et al. (17) with household contacts of MB patients in
the Philippines covering a follow-up period of 11 years, seropositive contacts had a 7 times
higher risk of developing leprosy and a 24 times higher risk of developing MB leprosy.

The objective of the present study was to study the association between the
development of leprosy and PGL-I serological status, exposure to BCG, index case
classification and other risk factors in order to identify which contacts of leprosy patients

had the highest risk of developing the disease.

5.3. MATERIAL AND METHODS

5.3.1 Study design

Since 1987, the Leprosy Outpatient Clinic National Reference Center located at the
Oswaldo Cruz Foundation in Rio de Janeiro, RJ, Brazil, has conducted routine clinical
examinations of contacts of leprosy patients diagnosed at the Center. Among a total of
6,052 contacts examined between June 1987 and October 2007, 35.1% (2,127) were tested
for the presence of IgM antibodies to PGL-I and they form the study cohort. All these
individuals were living in the State of Rio de Janeiro where the case detection rate per

10,000 ranged from 1.64 in 1987 to 1.42 in 2006 (18).

5.3.2. Contact examination

All contacts were interviewed by a social worker to obtain demography and social
information (income, degree of schooling, familiar monthly income), as well as the degree
of closeness the contacts had with the index case. An experienced clinical dermatologist
then examined all contacts for leprosy lesions. Non-affected contacts received information
on leprosy and were instructed to report to the Leprosy Clinic if any clinical signs of
leprosy occurred. Those presenting skin lesions suggestive of leprosy were given

bacteriological, histopathological, and immunological examinations and classified
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according to the Ridley and Jopling scale and were grouped according to their bacillary
index (BI) as either multibacillary (MB - positive BI) or paucibacillary (PB - negative BI).
The disability grade was measured by the standard WHO grading system (19).

5.3.3 Contact definition

Household contacts were defined as individuals who had either lived in the same or
an adjacent dwelling during the five-year period before index case detection. Non-
household contacts were defined as those who had had occasional contact such as next

neighbors and/or relatives during the five-year period before index case detection.

5.3.4.Contact vaccination status

BCG scars from previous routine vaccinations were noted. Since 1991, healthy
leprosy contacts have been vaccinated with BCG-ID at the Center according to Brazilian
Ministry of Health (BMH) recommendations. In addition, all vaccinated and unvaccinated
contacts who consented to participate in the study had a blood sample collected and the
serum separated in aliquots and stored at —20°C for later determination of anti-PGL-I

antibodies.

5.3.5. PGL-I serology

Serology was performed on serum samples collected before vaccination as
previously described by Biihrer-Sékula et al. using the ML Dipstick (20) and ML Flow
tests (21). Both tests detect the presence of [gM antibodies in human serum samples to the
species-specific phenolic glycolipid-1 (PGL-I) of M./eprae.

Prior to 2003, the stored sera of 1,050 healthy contacts were tested using the ML
Dipstick. Since 2003, the ML Flow test was implemented as part of the routine contact
examinations. During the study period, the ML Flow test was performed on 1,077 healthy
contacts prior to vaccination.

All tested contacts received information on the meaning of the test result and gave

their consent to participate in the study.
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5.3.6. Case detection

All healthy contacts were instructed to return to the Clinic if they noted skin lesions
suggestive of leprosy. Due to the long duration of leprosy incubation and the lengthy
follow-up period of the study, surveillance could not be done as thoroughly as we would
have liked to. To overcome this limitation, in July 2006, the database covering Rio de
Janeiro State from December 1986 through June 2006 in the Brazilian Disease Notification
System (SINAN) was searched to ascertain cases missed among contacts that did not visit
our study Center for examination, but who had been notified as patients in other health
centers. SINAN records were matched to the database of the present study group with
regard to the variables name, date of birth and mother’s full name. Contacts that had not
been diagnosed with leprosy at the Center and had not been identified as leprosy patients in

SINAN were considered free of leprosy.

5.3.7. Statistical analysis

The incidence rate during contact follow-up was based on person-years between the
initial examination and the date of leprosy diagnosis, or date of study closeout for contacts
that did not develop leprosy.

Crude and adjusted rate ratios (RR) with 95% confidence intervals (CI) were
estimated according to Poisson and logistic regression to verify a possible association
between serological and BCG status and the occurrence of leprosy. Logistic regression was
used to identify independent determinants of seropositivity among leprosy contacts.

Multivariate analysis and CI were based on robust variance estimators that
accounted for clusters made up by the index case in conjunction with his/her contacts.
Estimates were controlled for age, sex, BCG scar, BCG vaccine given after index case
diagnosis, contact type, and index case BI at start of MDT. Statistical interaction (test of

homogeneity) was assessed by way of the Mantel-Haenszel test. The statistical analysis for

logistic and Poisson regression was done using STATA ™ Version 9.0 (22).
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A non-parametric estimate of cumulative proportion without leprosy via the Kaplan-
Meier method was used to assess the time-varying association of leprosy disease with
serological results between those with and without a BCG scar at the end of the 18-year
follow-up period. Statistical significance was assessed by the log-rank test. This analysis

was performed via Statistica version 6 (23).

5.4. RESULTS

Between January 1987 and October 2007, 6,052 contacts were examined in our
Clinic. Of these, 2.127 were PGL-I tested. Table 1 shows that the distribution of BCG
vaccination status after index case diagnosis and age of contacts differed significantly
between the people who were included in the cohort (tested for PGL-I) and those who were

not.

A total of 341/2,127 (16.0%) contacts were seropositive at intake. Controlling for
other covariates, females, those aged 21-30 years, people with a BCG scar, household
contacts and contacts of PB patients with a disability grade 2 all had a statistically
significant higher risk to be seropositive (Table 2). The leprosy classification of the index
case was not associated to seropositivity, but was an effect modifier (qualitative interaction)

of disability grade.

During follow-up, 42 (2.0%) incident leprosy cases were diagnosed among the
2,127 contacts who had been tested for the PGL-I antibodies. Thirty-seven were diagnosed
as PB patients (27 seronegative and 10 seropositive) and 5 as MB (2 seronegative and 3
seropositive). Among the PB incident cases, 27 were vaccinated (19 seronegative and 8
seropositive) and 10 were not (8 seronegative and 2 seropositive). None of the contacts
diagnosed as MB patients had been vaccinated (date not shown). Overall, the leprosy
incidence rate among seropositive contacts was 3.28 (95%CI 1.54 — 7.01) times higher than
the seronegative (Table 3). The association was stronger in contacts of the following
subgroups: without a BCG scar, vaccinated after clinical examination, females, non-

household contacts, children under 10 years of age, and MB index cases.
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Seventy-two percent (1535/2127) of contacts received a BCG vaccination after
diagnosis of their index case 40% (614/1535) first dose and 60% (921/1535) second dose

(data not shown).

Although the leprosy incidence rate was higher among unvaccinated seropositive
contacts (12.79/1000 PY), the highest risk for developing leprosy was found for
seropositive vaccinated contacts, RR of 4.53 (95%CI 1.80 — 11.43). A strong association
between leprosy and seropositivity was observed for the 0-10 year-old age group, RR of
9.85 (95%CI 2.0 — 48.45). The highest incidence rate was seen in seropositive contacts of
index cases with high Bls (19.49/1000 PY). MB classification and high index patient BI
were related to an increased risk for leprosy among seropositive contacts, RR of
4.01(95%CI 1.76 — 9.13) and 3.86 (95%CI 1.46 — 10.19) respectively. Leprosy rates among
contacts were strongly associated to PGL-I seropositivity, with effect modification by

previous vaccination (BCG scar), vaccination after diagnosis of index case, age and sex.

In contrast to what was observed above, the cumulative risk was higher for non-
vaccinated seropositive individuals showing In the long run, the largest proportion of
contacts developing disease,but vaccinated seropositive contacts developed the disease
earlier (Figure 1). Vaccinated seronegative contacts showed the best scenario because they
had the lowest rates. In general, the risk of developing leprosy was higher for the
unvaccinated, seropositive contact, mainly after four years of follow-up. In this group, the
cumulative incidence in 9 years of follow-up was approximately 11.5%. The risk for
developing leprosy among vaccinated seropositive contacts was mainly during the first year
after BCG vaccination. In this group the cumulative incidence was roughly 6% in 4 years of
follow-up. The risk of developing leprosy for vaccinated, seropositive contacts declined
substantially after 4 years of follow-up. Conversely, for unvaccinated, seropositive

contacts, the risk increased after the four years of follow-up activity.
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5.5. DISCUSSION

PGL-I serology can be used as a tool to identify contacts of leprosy patients with a
higher risk of developing leprosy (21). The present study relates antibody levels of PGL-I
with the risk of developing leprosy in association with BCG vaccination exposure.

The observed seropositivity of 16.0% is similar to several other serological studies
(24-27). Moreover, the prevalence of seropositivity in this study population showed
associations with age and sex similar to those reported in other studies (6;28;29).

Females have higher innate IgM levels than males (30), which may explain the
higher seropositivity rate found. We observed that seropositivity rates increased until young
adulthood (21-30 years old) and declined in the older groups, which is consistent with the

general decrease of overall IgM levels as related to age (30).

The presence of BCG scar was associated with a higher seropositivity but when
adjusted for covariates it was weak and marginally significant, corroborating findings of
Baumgart et al. (15), who argued that BCG vaccination, exposure to tuberculosis or
environmental mycobacteria could potentially interfere with serological tests, such as the
PGL-I assay. Interestingly, it was observed that seropositive children had a higher risk of
developing leprosy which might indicate a higher specificity of the PGL-I test in this age
group than in older contacts. Our study found that among the group of seropositive
contacts, other factors are associated for the clinical manifestation of leprosy, such as a high

index case bacterial load, BCG vaccination and, as discussed, contact age.

There was no significant difference in seropositivity between contacts of MB or PB
patients, but an increased risk for seropositivity was observed among contacts of MB index
cases with higher BlIs OR= 1.54 (95%CI 1.03 — 2.31) and for contacts of PB index cases
with a disability grade of 2 at start of MDT OR= 2.41(95%CI 1.33 — 4.38) compared to
negative BI disability grade 0, respectively. However, incident cases of leprosy were rare in
this group, perhaps due to the sample size. Nevertheless, these findings suggested that long
exposure (as witnessed by the disability grade 2 of the index patient) to a low M.leprae
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bacterial load (as witnessed by the PB classificiation of the index patient) might be
sufficient to infect the contact (as witnessed by seropositivity) but insufficient for the
development of overt disease (as witnessed by the low number of incident cases), indicating
that the PB index cases with disability grade 2, in addition to the MB index cases with low
bacillary loads, might be equally efficient at transmitting infection, which would
corroborate the findings of Moet et al (2004) who found that not only contacts of MB
patients but also contacts of PB patients have a higher risk of developing leprosy than the
general population. All this indicates that PB patients should not be ignored as a possible

source of infection.

A previous study showed that anti-PGL-I antibody-positive contacts have a
significantly higher risk of developing MB leprosy than seronegative contacts (17). The
authors did not report BCG status of this population, therefore it is difficult to interpret this
data. In the present study, all eight vaccinated seropositive contacts with overt disease
developed PB leprosy. Out of five non-vaccinited seropositive contacts with overt disease,
three developed MB leprosy. These data suggest that serology and BCG vaccinination
reduces the risk of developing MB leprosy.

We observed a higher risk of developing leprosy for unvaccinated PGL-I positive
contacts that vaccinated PGL-I negative. To our knowledge there are no reports of similar
studies, therefore we cannot assess the validity of our findings. A study concerning PGL-I
status was also conducted in Venezuela by Ulrich et al. (11), comparing BCG and PGL-I
status and the risk of developing leprosy. As a group of unvaccinated persons was not

included it was not possible to compare the risk of developing leprosy in such a group.

In figure 1, we observe that serology and BCG vaccination do exactly as one would
predict. The risk of developing leprosy is increasing progressively from vaccinated
seronegative to unvaccinated seropositive. Furthermore, the risk of developing leprosy is
similar for unvaccinated seronegative and vaccinated seropositive contacts. The risk of
developing leprosy was also higher for seropositive contacts within the first few months

after receiving a BCG vaccination. This group may represent a individual with ongoing
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sub-clinical disease. These explain the higher rate of leprosy case among those BCG
vaccinated, confirming the hypothesis (31) that these contacts were subclinically infected
by the time they received the vaccine. Therefore, these findings cannot be interpreted as
BCG vaccination should not be given to contacts of leprosy patients that are seropositive,
especially since the long-term effect is protective. However this BCG vaccination in
seropositive contacts presented the tuberculoid forms of disease. Our date suggested that

the BCG vaccine could protect them from MB forms.

In summary, PGL-I is related to an increased risk of developing leprosy and BCG
vaccination is protective. Most of the vaccinated, seropositive contacts developed PB
leprosy, in support of our previous observation that the BCG vaccine protects against MB
leprosy (31). Additionally, contact examination combined with PGL-I testing and BCG
status assessment appears to justify targeting seropositive individuals for enhanced follow-
up measures. Furthermore, seropositive children should be followed extra carefully and the

possibility of an intervention strategy such as prophylactic treatment should be considered.
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Table 1. Distribution of PGL-1 tested and untested contacts according to selected
variables. June 1987 to October 2007.

Serology Anti PGL-I

Total
Determinants Not tested Tested
N (%) N (%) N (%) p value*
All contacts 3925 (64.9) 2127 (35.1) 6052 (100)
Sex
e Male 1696 (43.2) 880 (41,4) 2576 (42.6) 0.10
* Female 2229 (56.8)) 1247 (58,6) 3476 (57.4)
Contact type
e Household contact 2523 (64.3) 1514 (71.2) 4037 (67.7) 0.26
e Non-household 1402 (35.7) 613 (28.8) 2015 (33.3)
contact
Clinical forms of index
cases
*  Multibacillary 2851(72.6) 1567 (73.7) 4418 (73.0) 0.29
* Paucibacillary 1074 (27.4) 560 (26.3) 1634 (27.0)
Age-group
0 to 10 years 1193 (30.4) 306 (14.4) 1499 (24.8)
11 to 20 years 733 (18.6) 488 (22.9) 1221 (20.2)
21 to 30 years 717 (18,3) 441 (20.7) 1158 (19.1)
30 to more 1282 (32.7) 892 (41.9) 2174 (35.9) 0.00
Previous BCG scar
e Without BCG scar 1451 (37.0) 777 (36.5) 2228 (36.8) 0.74
*  With BCG scar 2474 (63.0) 1350 (63.5) 3824 (63.2)
By categories of BCG
vaccine after diagnosis
of index cases
e Vaccinated 2124 (54.1) 1750 (82.3) 3874 (64.0)
e No vaccinated 1801 (45.9) 377 (17.7) 2178 (36.0) 0.00
Index case BI
0 1111 (28.3) 560 (26.3) 1671 (27.6)
0-2.5 1056 (26,9) 651 (30.6) 1707 (28.2)
26-5.5 1758 (44.8) 916 (43.1) 2674 (44.2) 0.24

* based on chi-squared test
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Table 2. Crude and adjusted measures of association of seropositivity and selected

covariates, among leprosy contacts.

Covariates

Serology anti PGL-I

Odds ratio (95% C.I.)

seropositive Adjusted”. (aOR)
n n (%) Unadjusted
All contacts™ 2127 341 (16.0) - -
Previous BCG scar
Without BCG scar 777 106 (13.6) 1 1
With BCG scar 1350 235(17.4) 1.33 (1.03 - 1.72) 1.36 (1.0 — 1.85)
Sex
Male 876 119 (13.6) 1 1
Female 1251 222 (17.8) 1.37 (1.07-1.75) 1.39 (1.08 — 1.78)
Age-group
0 to 10 years 306 45 (14.7) 1.06 (0.73 -1.52) 0.88 (0.58 —1.34)
11 to 20 years 488 78 (16.0) 1.17 (0.87-1.57) 1.02 (0.73 — 1.44)
21 to 30 years 441 93 (21.1) 1.64 (1.20-2.24) 1.49 (1.06 —2.10)
30 to more 892 125 (14.0) 1 1
Contact type
Non -household contact 613 76 (12.4) 1 1
Household contact 1514 265 (17.5) 1.50 (1.10-2.04) 1.59 (1.16 —2.18)
Clinical forms of index
cases
Paucibacillary 560 76 (13.6) 1 1
Multibacillary 1567 265 (16.9) 1.30 (0.91 -1.84) 1.07 (0.72 —1.60)
Index case BI at start
MDT
0 560 76 (13.6) 1 1
0-25 651 92 (14.1) 1.05(0.71 - 1.54) 1.07 (0.72 — 1.60)
2.6-55 916 173 (18.9) 1.48 (1.02-2.17) 1.54(1.03 -2.31)
Disability grade/ PB
index cases
0 345 37 (10.7) 1 1
1 111 16 (14.4) 1.40 (0.50-3.93) 1.44(0.50-4.11)
2 104 23 (22.1) 236 (1.31-4.27) 2.41(1.33-4.38)
Disability grade/MB
index cases
0 766 138 (18.0) 1 1
1 431 75 (17.4) 0.96 (0.64 —1.43) 092 (0.61 —1.38)
2 370 52 (14.1) 0.74 (0.51 —1.10)  0.72 (0.49 —1.07)

Notes: 1-all estimates are controlled for all age-group, sex, contact type, BCG scar, clinical forms and grade
of disability of index cases, bacterial index cases at start MDT and are adjusted to effect of clustering.
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Table 3. Number of cases/total person years among contacts and rate ratios (95%
confidence limits) of leprosy according initial serological status by selected covariates.

Serological status

Positive Negative Rate ratio (95% C.L)'
cases/PY Rate per cases/PY Rate per
Covariates 1,000 PY 1,000 PY Crude Adjusted’
All contacts 13/1202 10.8 29/9531 3.04 3.55(1.77-17.16) 3.28 (1.54-7.01)
Strata:
Neonatal BCG
Without BCG 6/368 16.30 14/3952 354  4.60(1.68—-12.58) 3.72(1.21-11.43)
scar
With BCG scar  7/839 8.39 15/5579 2.69 3.12 (1.23 - 7.89) 2.84 (1.04 -7.79)
BCG
vaccination
Not vaccinated 5/391 12.79 10/2318 4.31 2.96 (0.94 —-9.37) 2.65 (0.75 - 9.40)
Vaccinated 8/811 8.86 19/7213 2.63 3.75(1.33-8.12) 4.53 (1.80—11.43)
Sex
Male 4/415 9.64 9/4183 2.15 448 (1.36-14.71) 3.68 (0.85-16.0)
Female 9/787 11.44 20/5347 3.74 3.06 (1.35-6.93) 2.58 (1.07 - 6.23)
Contact type
Household 11/905 12.15 24/6673 3.60 3.38 (1.42 — 6.66) 3.22 (1.48-7.02)
contact
Non-household  2/297 6.69 5/2858 1.75  3.85(0.67—-22.16) 3.75(0.39 -36.5)
contact
Age-group
0 to 10 years 2/106 18.87 4/919 435 4.35(0.78-24.35) 9.85(2.0-48.45)
11 to 20 years 3/327 9.17 4/2444 1.64  5.61(1.25-25.27) 4.49 (0.96 —20.87)
21 to 30 years 0/359 - 4/2016 1.98 NR NR
30 to more 8/410 19.51 17/4151 4.10 4.76 (2.0 —11.38) 3.67 (1.47-9.20)
Clinical forms of
index cases
Paucibacillary 1/290 3.45 4/3001 1.33  2.59(0.29-23.50) 3.32(0.56 —19.59)
Multibacillary 12/912 13.16 25/6530 3.83 3.43 (1.62 —7.26) 4.01 (1.76 —9.13)
Index case BI
0 1/290 3.45 4/3001 1.33 2.59 (0.29 — 23.5) 3.32(0.56 -19.6)
0.5-2.5 2/399 5.01 5/3225 1.55 3.23(0.62-16.77) 3.57 (0.65—19.67)
26-5.5 10/513 19.49 20/3305 6.05 3.22(1.38—-7.51) 3.86(1.46—-10.19)

" All estimates are adjusted to effect of clustering and controlled for all other covariates
* Adjusted to effect of clustering and controlled for listed covariates
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Cumulative Proportion Surviving

Figure 1. Qumulative Propartion Surviving (Kaplan-Meier) in contacts of leprosy patients acc ording
serological results and BCG vaccination after diagnosis of the index cases
PGL1 =0 (PGL1=negative) PGL1 =1 (PGL1 = positive)
BCG=0 (No vaccinated after diagnosis of the index case)
BCG =1 (Vaccinated after diagnosis of the index case)
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6. Terceiro artigo

Avaliacao de fatores determinantes do adoecimento em contatos de

pacientes de hanseniase.
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. Resumo

Uma das atividades fundamentais para interromper a cadeia de transmissdo da
hanseniase ¢ o diagndstico precoce, principalmente quando realizado através das agdes de
vigilancia de contatos. No entanto, vérios estudos apontam que essa pratica ¢ deficiente na
maior parte do pais. Os dados de um servigo em que estas agdes véem sendo executadas
regularmente desde 1987 s3o relevantes para analisar seus limites e possibilidades. O
objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas dos casos novos de hanseniase detectados
na vigilancia de contatos, relacionando-os com a exposi¢do a infeccdo e o tempo entre o
diagnostico do caso indice e o exame do contato. Foi realizado um estudo de coorte
retrospectiva incluindo 6.158 contatos provenientes de 1.204 familias. Além do caso indice,
foram diagnosticados casos de hanseniase em 288 (24,0%) das familias. No primeiro exame
foram detectados 319 casos, dos quais 113 (35%) apds 12 meses do diagnodstico do caso
indice. Neste subgrupo predominaram as formas MB e grau de incapacidade igual a 2. Alto
IB familiar, convivéncia intradomiciliar com o caso indice ¢ baixa renda familiar foram
fatores associados ao risco de adoecer. Durante o seguimento, 129 casos incidentes foram
detectados e criangas de familias que tinham casos co-prevalentes, apresentaram um risco
maior de adoecer (OR = 2,1) do que os adultos. A vacinacdo BCG apos o diagndstico do
caso indice, ndo conferiu prote¢do significativa para criangas que pertenciam a familias nas
quais ja haviam sido detectados casos co-prevalentes. Este estudo indica que (1) as
atividades de busca de contatos permitiram o exame de um numero significativo deles,
embora tardiamente em muitos casos; (2) permitiu também que os contatos identificassem
os sinais da doenga e procurassem o servigo para o diagnostico; (3) os altos niveis de
transmissdo no domicilio, a presenca de mais de uma fonte de contagio na familia na época
do diagndstico do caso indice esteve associada a diminui¢do da prote¢do da vacina BCG

recebida no primeiro exame do contato, principalmente entre as criangas.

Palavras-chave: Hanseniase, vigilancia de contatos, BCG
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6.2. Introducdo

A adogdo da poliquimioterapia (PQT) proposta pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) no tratamento do pacientes de hanseniase comecou a ser implementada no Brasil de
maneira gradual a partir de 1986 (61) e foi adotada oficialmente pelo Ministério da Saude
(MS) a partir de 1991 (62). Por ser um tratamento que leva a cura do paciente, acreditou-se
que a PQT seria o instrumento mais importante na elimina¢ao da doenga. Porém, apesar das
taxas de prevaléncia ter diminuido acentuadamente nas ultimas décadas, no Brasil e no

mundo, os coeficientes de detec¢ao continuam elevados (108).

Segundo recomendagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (109), a partir de
2007, o Brasil substitui o uso da taxa de prevaléncia pela taxa de deteccdo de casos novos e
detec¢do em menores de 15 anos como indicadores de monitoramento da hanseniase.
Considera-se que a deteccdo da doenca em menores de quinze anos ¢ indicador de alta
endemicidade e de precocidade de exposicdo da populagdo ao M. leprae, sendo um
importante elemento para avaliacdo da magnitude da doenca, fornecendo uma informagao

mais precisa sobre a tendéncia da doenca (110).

De acordo com dados do Ministério da Saude (108), nos ultimos seis anos, foram
detectados em média no Brasil 47.400 novos casos e cerca de 3.000 pessoas ainda sao
diagnosticadas com deformidade fisica por hanseniase a cada ano. Em 2006, o coeficiente
de deteccao foi 2,49/10.000 habitantes (59) e em menores de 15 anos foi 0,70/10.000
habitantes (93), indicando que a hanseniase ¢ um importante problema de saude publica no
Brasil. A Regido Norte foi a que apresentou o maior coeficiente, 6,45 casos por 10.000
habitantes, seguida da Regido Centro-Oeste, com 6,17 casos por 10.000 habitantes. J& o
Nordeste apresentou 3,36 casos por 10.000 habitantes; o Sudeste 1,17 casos por 10.000
habitantes; e o Sul 0,70 casos por 10.000 habitantes (59). As taxas de detec¢do parecem

acompanhar o grau de desenvolvimento das regides (111).

O risco de desenvolver hanseniase ¢ maior entre os contatos domiciliares (112;113)

e a idade ao adoecer estd intimamente relacionada com a oportunidade de exposigdo
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(71;72). Como a demora no diagndstico estd associada a incapacidade fisica entre os casos
detectados(114), ¢ fundamental o diagndstico precoce da hanseniase principalmente em
menores de 15 anos, que podem ser os contatos de casos ainda ndo-diagnosticados, focos de
infeccdo na comunidade. Para alguns autores (75;115), a informacdo sobre a doenca e o
exame dos contatos domiciliares dos casos novos diagnosticados ainda sdo as principais

estratégias para o diagnodstico precoce da hanseniase.

Para Andrade (76), o impacto epidemiologico esperado pela implantacdo da
poliquimioterapia, foi comprometido na medida em que as agdes de diagnostico precoce,
prevengdo e tratamento de incapacidades fisicas, vigilancia de contatos e educagdo sanitaria
ndo foram executadas no Brasil, na mesma amplitude que a oferta de tratamento. Pinto-
Neto et al. afirmam que, apesar de todas as evidéncias apontarem para a necessidade dos
servicos de satde valorizarem a investigacdo epidemioldgica da doenga no grupo de

contatos, essa atividade nunca foi seguida conforme o recomendado (6).

No Brasil, a maioria dos estudos de contatos dos pacientes de hanseniase foram
executados através de visitas domicilares (116;117) ou utilizando estratégias de campanhas
pontuais (118;119). Embora todos esses estudos relatem que a busca ativa ampliou as
oportunidades de diagnostico precoce, evitando assim as incapacidades fisicas, poucos sio
os estudos relatando o exame dos contatos intradomiciliares na rotina do atendimento do

paciente de hanseniase (120).

Desde junho de 1987, o Ambulatério Souza Aratjo, Laboratério de Hanseniase da
FIOCRUZ realiza o exame sistematico dos contatos dos pacientes de hanseniase registrados
(casos indices) como rotina do servico. Este setor desenvolve trabalho de educagdo em
saude junto aos pacientes e seus familiares em diversos momentos tanto no diagnostico do
caso indice, como na orientagdo ¢ exame de seus familiares.

A experiéncia acumulada pela equipe deste Ambulatorio somada a escassez de
dados no Brasil, sobre a vigilancia de contatos nas condi¢des de atendimento de rotina,

justificam uma anélise dos limites e possibilidades deste método de controle de contatos de
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hanseniase recomendados pelo Ministério da Satde e aplicados em um servico de
referéncia.

O presente estudo tem como objetivo avaliar a caracteristica dos casos novos de
hanseniase detectados na vigilancia de contatos, relacionando estes casos com a exposi¢ao
a infeccdo e o intervalo de tempo entre o diagndstico do caso indice e o comparecimento do

contato.

67



6.3. Metodologia

Foi desenvolvido um estudo de coorte retrospectivo, envolvendo os contatos de
pacientes de hanseniase registrados no Ambulatério Souza Aratijo (ASA), Laboratorio de
Hanseniase - FIOCRUZ. A demanda de pacientes atendidos ¢ proveniente de
encaminhamentos realizados por quaisquer servigos de saude (publicos ou privados) do

municipio, do estado do Rio de Janeiro ou de procura espontanea.

6.3.1. Recrutamento dos contatos

Apods a confirmagdo clinica, histopatologica e bacterioldogica da hanseniase os
pacientes (casos indices) foram orientados pela assistente social sobre a sua forma clinica,
contagio, tratamento, modo de transmissdo e sobre a necessidade do exame de seus
contatos. Todos os individuos referidos pelo paciente como contatos, vivendo no mesmo
domicilio ou ndo, porém, mantendo contato diario ou esporadico foram agendados para
comparecerem ao servi¢o, em data mais proxima possivel do inicio do tratamento do caso

indice.

A inclusdo no estudo foi feita, 8 medida que os contatos compareciam para exame
dermato-neurologico e verificagdo da cicatriz de BCG. A partir de 1991, os contatos
passaram a receber a vacina BCG intradérmica seguindo as recomendacdes do Ministério
da Saude (5): uma dose naqueles que apresentavam cicatriz de BCG e duas doses naqueles

que ndo apresentavam cicatriz.

No primeiro exame clinico, o comunicante também era entrevistado por assistente
social para obtencao de dados referentes a idade, sexo, escolaridade, renda familiar, tipo e
tempo de convivéncia com o caso indice e também orientagdo quanto as formas clinicas da
hanseniase, periodo de incubagdo, primeiros sinais e sintomas da doenga, bem como da
necessidade de retornar ao servico em caso de apresentar os sinais da doenca, indicados na

entrevista.
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Para confirmagdo diagnostica de hanseniase foram realizados exames clinico,
baciloscopico e histopatologico. Para classificagdo das formas clinicas utilizou-se a escala
de Ridley-Jopling (17): borderline-borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL),
lepromatoso-lepromatoso (LL), borderline-tuberculdide (BT), tuberculdide-tuberculoide
(TT) ou hanseniase indeterminada (HI). Foram classificados também como multibacilares
(MB) ou paucibacilares (PB), de acordo com o resultado do Indice Baciloscopico (IB)

positivo ou negativo.

Para fins de controle de contato, caso indice foi definido como caso primario de
hanseniase, responsavel pela vinda do contato ao servigo. O tipo de convivéncia com o
caso indice definiu como contato intra-domiciliar o individuo que convive ou tenha
convivido com o caso indice durante um periodo de pelo menos cinco anos antes da
deteccdo. Contato extra-domiciliar eram individuos que embora ndo residissem no
mesmo domicilio, foram considerados como contatos importantes pelo caso indice. Os
casos de hanseniase detectados entre os contatos foram considerados como co-prevalente
ou incidente considerando o momento em que esses casos foram diagnosticados: co-
prevalentes — aqueles casos em que o primeiro exame do contato evidenciou também neste
a presenca de hanseniase em adicdo ao caso-indice, esses casos ndo tinham sido
diagnosticados anteriormente por nenhum outro servico de saude. Interpretou-se esse
contato como tendo adoecido a partir de contagio com o caso-indice — ou casos incidentes -
casos novos de hanseniase entre os contatos diagnosticados durante o seguimento (contatos
que estavam sadios no momento do primeiro exame no servigo € que desenvolveram a

doenca em algum momento durante o seguimento).

Com a finalidade de avaliar se o periodo decorrido entre o diagndstico do caso
indice e a avaliagdo do contato influenciaram no aparecimento de novos casos de
hanseniase entre os contatos apds o primeiro exame no servico, foram criados grupos de
analises segundo o momento do comparecimento do contato para ser examinado no servigo,
considerando o intervalo de tempo entre o diagnostico do caso indice € o comparecimento
do contato para o exame dermatolégico, o qual teve trés categorias: tempo regular -

Contatos examinados nos primeiros 3 meses apds o inicio do tratamento do caso indice;
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tempo intermedidrio - Contatos examinados entre o 4° e o 12° més apo6s o inicio do
tratamento do caso indice; e Comparecimento tardio - Contatos examinados apds o 12°

meés apos o inicio do tratamento do caso indice.

6.3.2. Analise estatistica

Para avaliar a freqiiéncia das formas clinicas apresentadas pelos contatos e a
incidéncia acumulada de casos de hanseniase segundo o momento do comparecimento do
contato para o exame dermato-neuroldgico considerou-se como unidade de andlise, o
contato. Para verificar a presenca de associacdo dos pardmetros demograficos, clinicos e
epidemiologicos dos contatos e dos casos indices, segundo 0 momento em que 0s casos
novos de hanseniase foram diagnosticados na familia, considerou-se como unidade de
analise o grupo familiar representado pelo caso indice.

A incidéncia acumulada foi calculada segundo o momento do comparecimento do
contato para o primeiro exame no servigo, de acordo com as varidveis do estudo.

A propor¢do de casos co-prevalentes de hanseniase foi calculada para cada forma
clinica e grau de incapacidade apresentados em relagdo a0 momento do comparecimento do
contato para ser examinado.

Em Junho de 2006, numa tentativa de minimizar as perdas ocorridas durante o
seguimento, confrontamos o nosso banco de dados com a base de dados oficial de
notificagdo SINAN (Sistema de Informag¢do de Agravos de Notificacdo) das Secretarias
Municipal e Estadual de Satide do Rio de Janeiro, contendo todos os casos de hanseniase
notificados desde 1986. A finalidade foi verificar casos novos de hanseniase entre os
contatos examinados em nosso servigo € que tivessem procurado outras unidades de satde
para diagnostico e tratamento. Utilizou-se como varidvel de busca o nome completo, nome
da mae e data de nascimento. Foram considerados sadios todos os contatos que ndo
procuraram o nosso servico para diagnostico e aqueles que ndo foram localizados na base
de dados do SINAN.

A analise dos dados foi feita utilizando o pacote estatistico Stata versao 8.0 (90).

A andlise univariada foi realizada para verificar a distribuicdo dos contatos com

relagdo a todas as varidveis do estudo para cada grupo familiar. A odds ratio (OR) foi
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utilizada para estimar a magnitude da associa¢do entre a ocorréncia de hanseniase e as
variaveis do estudo. O modelo de regressdo logistica foi aplicado para cada grupo familiar
em separado, considerando como varidvel dependente (adoecimento ou ndo) os doentes
detectados em cada grupo. As varidveis demograficas e sdcio-ambientais relacionadas aos
contatos foram: idade e sexo do comunicante, presenga ou auséncia da cicatriz de BCG
recebida na infancia, vacina BCG recebida apds o diagnostico do caso indice e tipo de
convivéncia com o caso indice. Relacionadas aos casos indices: renda familiar mensal,
escolaridade, grau de incapacidade fisica e indice baciloscopico (IB) familiar. Considerou-
se como IB familiar o proprio IB do caso indice somado ao IB dos casos co-prevalentes
detectados. Foi utilizado o modelo de regressdo logistica multivariado, considerando o

efeito de conglomerado (cluster) indicado pela varidvel registro do caso indice.
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6.4. Resultados

Entre Junho de 1987 a Dezembro de 2007 foram registrados no ASA 1.982 casos
indices, sendo 53.2% MB e 46,8% PB. Compareceram 1204 familias de contatos (intra e
extra-domiciliares) para serem examinados, 785 (65,2%) relacionados a casos indices MB e
419 (34,8%) a casos indices PB. Foram incluidos no estudo 6.158 contatos, 4.495 (73%)
com casos indices MB e 1.663 (27%) PB.

No momento do primeiro exame dos contatos no ASA em 18,5% (223/1204) das
familias examinadas foram detectados 319 casos co-prevalentes perfazendo um total de
5,2% (319/6.158) da populacdo de contatos examinados (figura 1). Durante o periodo de
seguimento 38 familias, perfazendo um total de 3,2% (38/1.204) além de casos co-
prevalentes, também apresentaram casos incidentes (69 casos co-prevalentes e 50 casos
incidentes) com uma média de 3,9 doentes por familia (variando de 2 a 10 doentes). Outras
67 familias, perfazendo um total de 5,6% (67/1204) geraram apenas casos durante o
seguimento (79 novos casos). Entre as 1.204 familias examinadas, em 288 (24,0%) delas
foram detectados casos de hanseniase nos contatos durante o estudo. Outras 916 (76%)

familias, todos os contatos examinados permaneceram sadios.

Na tabela 1, observamos que a incidéncia acumulada de hanseniase segundo os
diferentes momentos de comparecimento dos contatos ao servico foi significativamente
maior quanto mais tardiamente o contato comparecia para ser examinado no servigo (p =
0,00) [dado ndo tabulado]. Neste grupo de contatos que compareceram apds os 12 meses do
diagnostico do caso indice, foi significativa a maior propor¢do de casos co-prevalentes
detectados em maiores de 15 anos, e naqueles do sexo masculino. Os contatos
intradomiciliares e aqueles com casos indices com IB > 2,5 apresentaram uma maior
propor¢ao de casos co-prevalentes independente do momento de comparecimento para o
exame. Nos contatos examinados nos primeiros 12 meses, incidéncia acumulada foi
inversamente correlacionada a renda mensal. Nos contatos que compareceram apds 12

meses, a incidéncia acumulada ndo pareceu ser substancialmente afetada pela renda
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familiar. Em todos os estratos de tempo de comparecimento a incidéncia acumulada foi

mversamente relacionada a escolaridade do caso indice.

Na tabela 2, observamos que a maior propor¢ao de contatos que desenvolveram as
formas PB da hanseniase foram examinados em tempo regular (44,3%), enquanto que entre
os 91 (28,5%) detectados com as formas multibacilares, 48 ( 52,7%) compareceram
tardiamente para o exame dermato-neuroldégico. A propor¢do de diagnosticos tardios

também foi maior nos contatos que apresentaram maior grau de incapacidade fisica.

Entre os 129 casos incidentes de hanseniase 85,3% (110/129) eram PB e 14,7%
(19/129) eram MB. O grau 2 de incapacidade fisica foi observado em 4,7% (6/129),
desses, 5 eram MB e apenas | era menor de 15 anos no momento do primeiro exame no
servigo. As criangas apresentaram um maior risco de adoecer (tabela 3) especialmente
quando foram considerados os casos incidentes nas familias em que ja haviam casos co-
prevalentes. Entre os casos co-prevalentes, 37,3% (31/83) conviviam com mais de um caso

multibacilar e 79,5% (66/83) delas conviviam com casos indices com IB acima de 2,5.

Durante o seguimento, quando as criangas pertenciam a familias nas quais casos co-
prevalentes ja tinham sido diagnosticados o risco de desenvolver hanseniase foi 2,1
vezes maior. Entre os 50 casos incidentes, 26 (52%) tinham além do caso indice, outros
casos multibacilares co-prevalentes, dos quais 58% (14/24) compareceram tardiamente para

O primeiro exame no Servigo.

Alto IB familiar esteve associado ao risco de adoecer em todos os momentos em
que o contato foi detectado. O tipo de convivéncia intra-domiciliar esteve associado ao
adoecimento principalmente entre familias com casos co-prevalentes e naquelas com
apenas casos incidentes. A renda familiar mensal entre 0 e 3 salarios minimos demonstrou
ser um fator de risco para o adoecimento principalmente entre os contatos detectados no
primeiro exame (co-prevalentes).

A vacina BCG recebida na infincia esteve associada a protecdo, independente do

momento em que o contato tenha sido diagnosticado. A prote¢do conferida pela vacina
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BCG feita apds o diagnostico do caso indice em contatos ndo foi significativa OR = 0,55
(95% IC 0,28 — 1,10) no grupo de contatos que pertenciam a familias nas quais ja haviam
sido detectados casos co-prevalentes. Andlise para avaliagdo desta protecao segundo grupo
etario demonstrou que para menores de 15 anos a prote¢@o nao foi significativa OR = 0, 96
(95% IC 0.33 - 2.75). Enquanto que para aqueles com idade igual ou maior 15 anos a

prote¢do foi de 62% [OR = 0,38 (95% CI 0,17 — 0,85)], dado nao tabulado.
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6.5. Discussdo

Apesar da recomendacdo atual de examinar todos os contatos intradomiciliares dos
casos novos de hanseniase (2), estudos indicam que problemas operacionais, falta de
comprometimento e rotatividade de profissionais de saude e a alta demanda de servigos
dificultam o cumprimento desta norma no pais (121). Em 2005, auditoria realizada em 206
municipios considerados prioritarios para elimina¢do da hanseniase como um problema de
saude publica no Brasil (68) apontou como principais causas para a ndo-realizagdo do
exame dos contatos: (1) a dificuldade dos contatos em se deslocar até a unidade de saude;
(2) a recusa dos contatos em se submeter ao exame dermato-neurolégico e (3) a resisténcia

do paciente em revelar a familia sua condi¢cdo de paciente de hanseniase.

Cavalhieri et al. (119) discutem estas dificuldades e relatam ter conseguido
examinar em visita domiciliar 56,8% dos contatos que ndo atenderam a solicitacdo da
unidade de satde, demonstrando a dificuldade em mobilizar os contatos para exame
dermato-neuroloégico. Em nosso estudo, observamos o comparecimento de 61%
(1204/1982) das familias dos pacientes registrados no servigo. O comprometimento dos
profissionais com o exame de contato, as acdes de educacdo em saude realizadas
sistematicamente durante as visitas de diagnostico e o acompanhamento dos pacientes,

também, nos exames dos contatos foram a base de sustentagdo para o recrutamento.

A maior parte de casos de hanseniase detectados entre os contatos foi no momento
do exame inicial 5,2% (319/6.158). Durante o seguimento, 2,3% (129/5.710) daqueles
inicialmente sadios, desenvolveram hanseniase. Estes achados corroboram com estudos
anteriores (56;71), que relataram uma diminui¢do na probabilidade de adoecimento entre os

contatos intra-domiciliares apds o caso indice ter iniciado o tratamento poliquimioterapico.

Dos 6.158 contatos examinados, 3.620 (58,8%) compareceram nos primeiros 3
meses apos o inicio do tratamento do caso indice. Qual seria o motivo que levou 41,2% dos
contatos a compareceram tardiamente? A média da idade dos 973 contatos examinados

tardiamente foi 34 anos, variando de 2 a 79 anos, com predominancia do sexo masculino.
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Esta resisténcia ou demora no comparecimento ndo se diferenciou quanto a renda familiar e
a escolaridade do caso indice, esses dados podem refletir a influéncia de fatores culturais
relacionados a propria doenga e que independem do grau de escolaridade e do nivel socio-

econdmico tanto dos casos indices como de seus contatos.

Cavalheri (119) observou, também, uma resisténcia dos contatos em comparecerem
para exame. O autor relata ndo ter conseguido examinar este grupo, mesmo tendo realizado
visita domiciliar. Em nosso estudo, um namero significativo de co-prevalentes
compareceram tardiamente, apesar da resisténcia inicial. Esta busca, mesmo que tardia,
pelo servico pode ter sido influenciada pela educagdo em saude, dada ao caso indice e/ou
aos familiares que compareceram previamente, permitindo que a familia supeitasse dos

sinais e sintomas da doenca.

A incidéncia de hanseniase nas formas multibacilares parece aumentar com a idade,
sugerindo um periodo de incubacdo mais longo para as formas multibacilares da doenca
(122). Em nosso estudo, de um modo geral, entre aqueles detectados com as formas
multibacilares 52,7% (48/91) compareceram tardiamente para serem examinados: o
intervalo entre o diagnostico do caso indice € o comparecimento foi de 2,4 anos (dp = 2,8).
Dos menores de 15 anos que foram detectados entre os casos co-prevalentes 18,7% (17/91)
eram MB. Teriam essas criangas sido infectadas precocemente em um ambiente com cargas
de infec¢do elevada? Poderia ser uma caracteristica genética? O risco de menores de 15
anos desenvolverem hanseniase confirma dados da literatura que apontam para a
vulnerabilidade desta faixa etdria quando a exposicdo ao M. leprae ocorre muito

precocemente e quando o processo de transmissdo ¢ bastante intenso (71;72)

Segundo alguns autores (123;124), é a demora no diagndstico a maior causa do
dano neural, o qual pode causar desde a perda de sensibilidade até¢ deformidades
irreversiveis. A maior propor¢do dos casos co-prevalentes foi detectada com grau de
incapacidade fisica igual a zero [265 (83,1%)]. Este achado demonstra que a busca ativa
pode ter favorecido o diagnostico precoce da doenga, impedindo o dano neural. Maior

proporc¢ao de casos detectados com grau 2 de incapacidade fisica foi observada nos que

76



compareceram mais tardiamente para o exame, indicando o longo periodo entre os

primeiros sinais e sintomas da doenca e o diagnostico.

O risco de adoecer ¢ inversamente proporcional ao nimero de anos escolares
seguidos e as boas condi¢cdes de vida (54), relatando que os fatores socios econdomicos tém
um papel importante no risco de desenvolver hanseniase. Dados do nosso estudo indicam
que embora a carga bacilar seja importante para o adoecimento, a associacdo de fatores

como baixa renda e escolaridade potencializam este risco.

A vacina BCG recebida na infancia segundo as normas do programa da tuberculose
conferiu uma significativa prote¢do contra a hanseniase, independente do momento em que
novos casos foram sendo detectados na familia. No grupo de contatos provenientes de
familias que j& tinham casos co-prevalentes, a vacina BCG, fornecida apds o diagndstico do
caso indice, ndo mostrou ser efetiva contra hanseniase. Neste grupo a alta do IB familiar foi
o principal responsavel pelo adoecimento, sugerindo a presenga de infec¢do sub-clinica no
grupo de contatos que estavam sadios no primeiro exame no servico e que adoeceram
mesmo tendo recebido a vacina. Esses dados corroboram com os achados de Duppre et al
(107) e Muliyil et al (125), de que a vacina BCG administrada apds o diagndstico do caso
indice naqueles que estejam desenvolvendo a infec¢do subclinica, pode ter acelerado a

resposta imune, levando ao aparecimento da doenga.

A protecdo da vacina no grupo de contatos que ja tinham casos co-prevalentes foi
significativa para os adultos (62%), ja para as criangas a prote¢do foi quase nula (4%). Do
total de casos de hanseniase detectados, no grupo que ja tinham casos co-prevalentes na
familia, 82% (41/50) tinham lacos de consangiiinidade com o caso indice. Entre as 21
criangas, apenas uma nao tinha lagos de consangiiinidade. Uma das possiveis explicagdes,
com base em estudos genéticos, seria a presenca de variantes genéticas em um ou mais
genes envolvidos com a susceptibilidade a doenca. Segundo Beiguelman e col (126), a
presenca do alelo A no DNA humano indica a suscetibilidade a hanseniase. Assim,
individuos que apresentam esta variante podem ter uma resposta imune mais fraca com

maior possibilidade de desencadear a doenca. Segundo Moraes e col (127), o efeito inibidor
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desse gene ¢ mais aparente em criangas de até 15 anos, porém ndo pode ser considerado
como unico fator. E a contribuicdo conjunta de genes somados a carga de infectividade na

familia, que favorecem o desenvolvimento da doenca.

Os dados apresentados mostram que as atividades de vigilancia de contatos, mesmo
quando executadas em um servigo com amplos recursos humanos e materiais, deixa de fora
uma propor¢do substancial que ndo comparecem para serem examinados regularmente. A
maior limitagdo do ASA talvez seja o acesso, ja que muitos dos contatos residem em areas
distantes da cidade. Os dados parecem confirmar o pressuposto das atividades de vigilancia
de contatos, na medida em que a alta (co)prevaléncia e alta incidéncia mostram que este € o

grupo de risco a ser priorizado em agdes de busca ativa.
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Figura 1. Proporgao de familias com casos de hanseniase detectados durante o estudo segundo o
momento da detecgao
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Tabela 1. Incidéncia acumulada de hanseniase no exame inicial segundo o intervalo
de tempo entre o diagndstico do caso indice e o comparecimento do contato para
exame dermato-neurologico.

Tempo de comparecimento do contato

Até 0 3° més Entre 0 4° e 0 12° més Apos 0 12° més
Incidéncia Incidéncia Incidéncia
Casos/n Acumulada (%) Casos/n Acumulada (%) Casos/n  Acumulada (%)
Caracteristicas do contato
Grupo etario
< 15 anos 37/1.231 3,01 22/500 4,40 24/319 7,52
>15 anos 87/2.389 3,64 60/1.065 5,63 89/654 13,61
p valor* 0,32 0,31 0,05
Sexo
Masculino 51/1.515 3,37 31/669 4,63 60/428 14,02
Feminino 73/2.105 3,47 51/896 5,69 53/545 9,72
p valor* 0,86 0,35 0,04
Tipo de
convivéncia
Intradomiciliar 95/2.370 4,01 61/897 6,80 71/525 13,52
Extradomiciliar 29/1.250 2,32 21/668 3,14 42/448 9,38
p valor* 0,00 0,00 0,04
Caracteristicas do caso indice
IB do caso indice
0 21/1.291 1,63 11/404 2,72 11/156 7,05
0,5-2,5 24/994 2,41 12/465 2,58 29/332 8,73
2,6 -+ 79/1.335 5,92 59/696 8,48 73/485 15,05
p valor* 0,00 0,00 0,03
Renda familiar
mensal
0a3 94/2.065 4,55 64/962 6,65 74/571 12,96
3a6 23/1.034 2,22 14/429 3,26 32/339 9,44
6et 7/521 1,34 4/174 2,30 7/63 11,11
p valor* 0,00 0,01 0,28
Escolaridade do
caso indice
0 a 3 anos 90/2.221 4,05 66/979 6,74 77/626 12,30
4 a7 anos 12/449 2,67 8/239 3,35 19/123 15,45
8 a 10 anos 15/392 3,83 6/168 3,57 10/111 9,01
11 e mais 7/558 1,25 2/179 1,12 7/113 6,19
p valor* 0,00 0,00 0,11

* Baseado no teste qui quadrado de Pearson.
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Tabela 2. Distribuicdo dos casos novos de hanseniase entre os contatos detectados
no momento do exame inicial (co-prevalentes) por forma clinica e grau de
incapacidade fisica segundo o intervalo de tempo entre o diagnostico do caso indice
e o comparecimento do contato.

Tempo de comparecimento do contato

Até 0 3° més Entre 0 4° e 0 12° més Apos o 12° més Total
n (%) n (%) n (%) n

Total de
contatos
examinados 3.620 58,8 1.565 25,4 973 15,8 6.158
Forma clinica*
HI 25 56,8 12 27,3 7 15,9 44
BT 62 38,8 43 26,9 55 34,4 160
TT/NP/NI 14 58,3 7 29,2 3 12,5 24
BB 6 20,7 3 10,3 20 69,0 29
BL 9 24,3 9 24,3 19 51,4 37
LL 8 32,0 8 32,0 9 36,0 25
Total 124 38,9 82 25,7 113 35,4 319
Classificacao
clinica**
PB 101 44,3 62 27,2 65 28,5 228
MB 23 25,3 20 22,0 48 52,7 91
Grau de
Incapacidade
fisica
0 108 40,8 69 26,0 88 33,2 265
1 13 38,2 9 26,5 12 35,3 34
2 3 15,0 4 10,0 13 65,0 20

*HI = hanseniase indeterminada; BT = borderline-tuberculdide; TT = tuberculdide-tuberculdide; NP = neural pura;
NI = nodular infantil; BB = borderline-borderline; BL = borderline lepromatoso; LL = lepromatoso-lepromatoso.
** PB = Paucibacilar; MB = Multibacilar
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas e epidemiologicas dos contatos segundo o
momento da detec¢do durante todo o periodo do estudo.

Momentos da detec¢do dos casos de hanseniase entre os contatos.

Familias com casos co-

Familias com apenas casos

Casos incidentes de familias

prevalentes incidentes com casos co-prevalentes

Casos (n) OR (95% IC) Casos (n) OR (95% IC) Casos (n) OR (95% IC)
Grupo etario
0al4d 83/2.050 1,51 (1,05 -2,16) 20/1.945 1,21 (0,65 —2,24)  21/1.947 2,1 (1,12 - 3,85)
15a+ 236/4.108 1 59/3.842 1 29/3.813 1
Sexo
Masculino 142/2.612 1,23 (0,96 —-1,57)  29/2.451 0,87 (0,56 — 1,36) 19/2.441 0,68 (0,40 — 1,18)
Feminino 177/3.546 1 50/3.336 1 31/3.319 1
IB familiar*
0 43/1.851 1 11/1.811 1 3/1.803 1
0,5-2,5 65/1.791 1,80 (1,15-2,80) 42/2.507 1,84 (0,88 — 3,85) 10/2.475 1,47 (0,28 — 7,85)
2,6 + 211/2.516 4,17 (2,88—6,05) 26/1.469 4,16 (2,04 —8,48) 37/1.483 7,23 (1,37-38,22)
Tipo de
convivéncia
com 0 caso
indice
Intradomiciliar 227/3.792 1,34 (1,03 -1,75) 63/3.534 2,46 (1,40 —4,30) 31/3.502 1,03 (0,50 — 2,13)
Extradomiciliar 92/2.366 1 16/2.253 1 19/2.258 1
Escolaridade
do caso indice
0 a 3 anos 233/3.826 2,51 (1,53-4,09) 43/3.560 0,33 (0,17 -0,64) 80/3.597 1,14 (0,50 — 2,58)
4 a 7 anos 39/811 2,35 (1,28 —4,33) 5/765 0,19 (0,07-10,52)  21/781 1,51 (0,54 — 4,26)
8 a 10 anos 31/671 2,29 (1,22 — 4,29) 10/630 0,54 (0,19-1,59)  15/637 0,45 (0,06 — 3,25)
11 e mais 16/850 1 21/832 1 3/814 1
Renda
familiar
mensal
0-3 232/3.598 2,09 (1,17-3,73) 53/3.327 1,82 (0,82 —4,04) 37/3.313 0,99 (0,46 — 2,13)
4-5 69/1.802 1,55 (0,83 -2,89) 17/1.722 0,94 (0,44 -2,03) 11/1.716 0,37 (0,09 — 1,58)
6¢+ 18/758 1 9/738 1 2/731 1
Cicatriz de
BCG 118/3.908 0,32 (0,24-0,43) 34/3.763 0,44 (0,26 —0,73)  26/3.756 0,46 (0,26 — 0,82)
Presente 201/2.250 1 45/2.024 1 24/2.004 1
Ausente
Vacina BCG
Sim - - 39/3.595 0,48 (0,28—0,81) 23/3.580 0,66 (0,33 — 1,30)
Nio 40/2.192 1 27/2.180 1

*Para aqueles detectados no exame inicial considerou-se o IB do caso indice no inicio do tratamento e para aqueles
casos incidentes de familias com co-prevalentes utilizou-se a soma do IB familiar (IB do caso indice mais o IB dos
casos de hanseniase detectados na familia durante o exame inicial)
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7. Consideracdes Finais:

O processo de eliminagdo da hanseniase tem sido marcado por importantes
mudangas sobre o nimero de casos detectados de doentes em tratamento, e principalmente
sobre o niimero de casos curados a cada ano. Desde a institui¢do da poliquimioterapia
(PQT) em todo o mundo, verifica-se tendéncia oposta entre o nimero de casos curados e de
casos em tratamento, mostrando o impacto deste protocolo terapéutico. Sabe-se que o
principio méximo da PQT ¢ eliminar as condi¢des que favorecem a transmissdo e que a
detec¢do precoce tem fundamental relevancia nesse processo. Parece inquestionavel que o
maior risco de adoecimento se encontre entre os individuos que tém mais contato com o0s
doentes, especialmente no espaco intradomiciliar. No entanto, varios estudos apontam que

esta pratica ndo ¢ realizada em muitos estados brasileiros.

Os resultados deste estudo indicam que, embora ndo se tenha ainda uma vacina
especifica para ser usada contra a hanseniase, a recomendacdo do Ministério da Satde de se
utilizar a vacina BCG como medida profilatica no grupo de contatos dos pacientes, deve ser
mantida visto que, a mesma, demonstrou ser um fator importante na cadeia epidemioldgica
da doenga, interferindo no mecanismo de transmissao e desempenhando papel fundamental
na reducdo da endemia. Esta ¢, no entanto uma questdo recorrente que ainda suscita
polémica. De um lado as evidéncias cientificas conflitantes e de outro a necessidade de

utilizar todo o arsenal disponivel para reforcar programas de controle.

Nesse sentido, o uso da sorologia anti PGL-I mostrou ser um bom instrumento
para determinar uma populagdo com maior risco de adoecer entre os contatos. A presenga
de soropositividade em criangas demonstrou ser mais especifica do que entre adultos.
Embora muitos estudos indiquem uma significativa associagdo entre soropositividade e o
desenvolvimento das formas multibacilares da hanseniase, em nosso estudo ficou
demonstrado, que em contatos soropositivos a utilizagdo da vacina BCG provavelmente
induziu a modificacdo na imunidade e o resultado foi a maior presenca das formas

paucibacilares da hanseniase, principalmente as formas tuberculdides. A contribuicao da
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sorologia anti-PGL-I como acessorio para o controle de contatos ainda estd por ser

plenamente utilizada.

Apesar da recomendacdo atual de examinar todos os contatos intradomiciliares dos
casos novos de hanseniase, muitas unidades de saude do pais deixam de executar esta
atividade relatando dificuldades, tanto por parte do servigo, como aquelas relacionadas a
propria resisténcia do contato em comparecer ao servigo. Nosso estudo indica que o
comprometimento dos profissionais com o exame de contato, as agdes de educagdo em
saude realizadas sistematicamente durante as visitas de diagnostico e acompanhamento dos
pacientes, também, nos exame dos contatos foram a base de sustentacdo para o
recrutamento. A observacdo de que entre os contatos dos pacientes de hanseniase, as
criangas apresentam um maior risco de adoecer do que os adultos, principalmente quando
além do caso indice, outros casos da doenga existem no ambiente familiar. A presenca de
incapacidades fisicas instaladas nos casos de hanseniase diagnosticados entre os contatos

foi mais frequente entre aqueles que comparecem mais tardiamente para serem examinados.

Dessa forma, a vacinacdo BCG e o teste soroldégico PGL-I podem contribuir para
melhorar o controle da hanseniase na medida em que permitem aos servigos de saude
ampliar o elenco de a¢des que sdo oferecidas aos contatos. No caso do PGL-I, parece haver
possibilidades a explorar no manejo clinico e nas ac¢des de satide publica. O desafio parece
ser o uso racional destes recursos sem deslocar a énfase na detecgdo e tratamento precoces,

cuja efetividade tem sido demonstrada.
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Anexo 1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 5 Protocolo ML Dipstick
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Anexol:

Ministério da Satde
FIOCRUZ

Fundagio Oswaldo Cruz
Escola Nacjonal de Satde Publica Sergio Arcuca
Comité de Elica em Pesquisa

Rio de Jangiro, 21 de novembro de 2006,

Parecer N° 113 /06
CAAE: 0109.0.831.000-06

Titulo do Projeto: “ldentificagdc e caracterizagio dos grupos com maior nsco de
desenvolver  hansenfase,  enire o8 comunicantes  dos  pacientes
Multibacilares ¢ Paucibacilares, atavés da positividade ao teste Anu-
PGL-T”

Classificacio no Fluxegrama: Grupo Il
Pesquisadora Responsavel: Nadia Cristina Diippre
Orientadores: Luiz Antdnio Bastos Camacho 2 Samira Buhrer-Sékula

Instituiciio onde se realizard: bBscola Nacwonal de Satde Pablica Sergio Arouea -
ENSPFIOCRUZ ¢ Departamento . de Micobacterivses  /Laboratério de
Hansenlase/10C/ Tiocruz

Tipe do projeto: Projeto de Tese de Doutorado - ENSP
Data de qualificagdo: 24 /05 7 2006

Data de recebimento no CEP-ENSP: 20/ 08 / 2006
Data de apreciagio: 04 /10 /2006

O projeto “Identificaclo e caracterizaciio dos grupos com malor risco de desenvolver
hanseniase, entre os comunicantes dos pacientes Multibacilares e Paucibacilares, através da
positividade ao teste Anti-FGL-17, da pesguisadora Nadia Cristina Diippre foi analisado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saude Piiblica ¢ considerado aprovade.

Parecer do CEP: Aprovado.
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ooy, Ministério da Saude
- WA Fundacgiio Oswaldo Cruz
FIOCRUZ

Anexo 2:

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO NO
PROJETO
“Identificacdao e caracterizacao dos grupos com maior risco de
desenvolver hanseniase, entre os comunicantes dos pacientes,
através da positividade ao teste anti PGL-I"”

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M.
leprae), que ¢ uma bactéria que se multiplica lentamente no organismo. Muitos dos
individuos infectados, em torno de 90% mesmo tendo contato com paciente de hanseniase
nao adoecem. Outros, em menor propor¢des em torno de 10%, poderdo adoecer,
desenvolvendo algumas das formas clinicas da hanseniase, dependendo da imunidade
celular de seu organismo.

No mundo, o Brasil ocupa o 2° lugar no mundo em numero de pacientes. Para a
interrupgdo da transmissdo da hanseniase o diagnostico precoce é fundamental. Por isso,
os principais desafios no campo do controle da hanseniase sdo: desenvolver um teste de
diagnostico eficiente para ajudar os sistemas de saude publica a superarem os problemas
de diagnostico relacionados as varias formas de hanseniase e suas complicagoes. Assim,
existe uma necessidade urgente de um teste de diagnostico simples para a hanseniase.

Uma variedade de testes para a deteccdo de anticorpos anti M. leprae tem sido
utilizada desde a década de 70. O anticorpo anti PGL-I, que foi um dos primeiros
antigenos especificos do M.leprae a ser isolado e caracterizado como o maior glicolipideo
antigénico na bactéria foi o glicolipideo fenolico I (PGL-I).

A maior parte das micobactérias possuem glicolipidios especificos e altamente antigénicos
que podem ser utilizados como instrumentos para o diagndstico soroldgico de infecgdes
micobacterianas distintas. Quando as micobactérias entram no corpo humano, a parede

celular ¢ a primeira a ser detectada pelo sistema imunolégico. Em um numero de outras
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doengas, testes simples sdo baseados na sorologia, isto ¢, na deteccdo de anticorpos
especificos nos fluidos corporeos de possiveis pacientes. No caso da hanseniase este

anticorpo ¢ denominado anti PGL-I.

Atualmente estd sendo empregada uma técnica mais simples para este fim que ¢ o
teste ML Flow, o qual detecta a presenca de anticorpos. Esses anticorpos sdo produzidos
pelo sistema de defesa do ser humano. Os anticorpos detectados pelo teste sdo produzidos
pelo corpo numa tentativa de nos proteger do micrébio da hanseniase.

A positividade ao anti PGL-I na populagdo em geral ¢ mais elevada principalmente
em mulheres e em grupos mais jovens, com idade em torno de 10 a 20 anos. Isso ndo
significa que a hanseniase se manifesta preferencialmente em mulheres e criangas.
Provavelmente esses altos niveis de anticorpos podem apenas estar relacionados a uma
caracteristica comum do sistema imunolégico de cada individuo.

Estudos observaram uma maior propor¢do de positivos entre contatos quando
comparados a ndo contatos. O risco de desenvolver a hanseniase foi demonstrado ser em
torno de 30 vezes maior nos contatos de pacientes com as formas contagiosas da doenca.

Portanto, vocé esta convidado a participar como voluntario deste projeto que
envolve todos os comunicantes dos pacientes de hanseniase, tendo o direito de estar ciente
dos procedimentos que serdo realizados. Apds a avaliagdo dermatoneuroldgica e a
administracdo da vacina BCG, devera ser coletado sangue que serd processado para
realizagdo do teste. Para tanto, aqueles com idade igual ou maior de 18 anos quando
concordarem, ou os menores de 18 anos, havendo o consentimento do responsavel.

Procedimento e métodos usados : Em criangas o sangue deverd ser coletado da

ponta do dedo indicador esquerdo. A seguir serd utilizado um tubo capilar para coletar o
sangue. Esse sangue serd imediatamente utilizado para fazer o teste ML Flow. Em adultos
o sangue sera coletado da veia. Uma pessoa bem treinada neste procedimento fard a
puncdo da veia do seu antebraco no Ambulatorio Souza Araujo, levando no maximo de 5 a
10 minutos.

Os resultados deste teste serdo fornecidos imediatamente apds a sua realizacao.
Caso seja negativo vocé serd liberado e sendo positivo sera agendado para exame médico

e repetir este teste anualmente por um periodo de 4 anos consecutivos.
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Desconfortos e riscos: Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, serao

aqueles relacionados com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (rouxidao)
no local. A quantidade de sangue retirada serd aproximadamente de 10 ml Esta
quantidade ¢ um limite bem saudavel estipulado pelo NIH (Clinical Center Guidelines).

Vocé poderd conversar com as pessoas responsaveis pelo estudo e tirar suas
duvidas.

Confiabilidade: As pessoas que vao puncionar a sua veia € os pesquisadores que

estdo coordenando este estudo irdo tratar sua identidade com padrdes profissionais de
confiabilidade. Na amostra de sangue ou soro estocado ndo constara o seu nome, estes sao
identificados por um numero fornecido pelo laboratério, no momento do registro do
material coletado do comunicante. Apenas os pesquisadores serdo capazes de identificar
vocé como doador desta amostra. Entretanto, a Comissdo de Etica Nacional (CONETPI) ¢
o NIH tém o direito de inspecionar os arquivos relacionados a este estudo com o proposito
de verificar dados. As informagdes obtidas neste estudo provavelmente serdo publicadas

em jornais cientificos, mas sua identidade ndo serd revelada.

Responsabilidade: A comissdo de Etica Nacional (CONEP) responsabilizara a
Fundag¢ao Oswaldo Cruz por qualquer transtorno que aconteca durante o estudo.

A Assistente Social responsavel colocou-me a par destas informagdes, estando a
disposi¢do para responder minhas perguntas sempre que eu tiver diividas. Também tenho a
liberdade para contactar os demais pesquisadores envolvidos neste estudo: Dr. José
Augusto da Costa Nery; Dra Anna Maria Sales; Enf. Nadia Cristina Duppre, A.S. Rita
Maria de Oliveira Pereira através do telefone (21) 2598.4286.

Participacdo: Minha participagdo neste estudo ¢ inteiramente voluntiria e sou

livre para recusar em participar ou me retirar em qualquer fase da pesquisa.
Ao assinar este documento significa que vocé leu as informagdes deste termo de

consentimento, datou e recebeu uma copia do mesmo que contém duas paginas.

Nome do Caso Indice

Nome do Comunicante Data  / /
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Prof. Responsavel pela Orientagao Data  / /

1 ASSINATURA DO RESPONSAVEL

Como responsavel vocé autoriza (escreva o
nome) se tornar um participante do estudo descrito. A natureza e a proposta geral fo
projeto foi satisfatoriamente explicado para vocé pelo

Ass. dos Pais ou responsaveis
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Anexo 3:

LABORATORIO DE HANSENIASE — IOC - FIOCRUZ

FICHA DE INVESTIGAGCAO CLINICA-EPIDEMIOLOGICA-COMUNICANTE

1. CASO INDICE:

Data:

Forma Clinica:

NO. de Registro

Bacteriologia: Positiva

2. IDENTIFICAGAO:

Nome:

Negativa

Nome do pai:

Nome da mae:

Data de Nascimento:

/ /

Idade:

Cor:

Nacionalidade:

Sexo: F M

Residéncia Atual:

Estado Civil:

Naturalidade:

Quanto Tempo:

Residéncia Anterior:

Quanto Tempo:

3. OCUPACAO:

Situacdo Sécio Economica:

Aposentado

Auxilio-doenca

Autbnomo

Desempregado

Nao trabalha

Empregado ¢/ carteira assinada

Empregado s/carteira assinada

4. RENDA FAMILIAR: (Salario Minimo)

Menor que 1

la2 3a5

acima de 5
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5. GRAU DE INSTRUCAO:

Analfabeto

19, Grau

Alfabetizado

20, Grau

6. PARENTES COM CONVIVENCIA:

Grau de Parentesco:

Tempo de Convivéncia:

Tipo de Convivéncia:

Mesmo terreno

Mesmo leito

Formacao Universitaria

Completo

Mesma casa

outro domicilio

7. USO DE OBJETO EM COMUM (especificar):

Incompleto

Mesmo quarto

8. ANAMNESE DIRIGIDA:

8.1- D.P.L:

8.2- Historia Patoldgica Pregressa:

8.3- Estado de Saude Atual:

8.4- Historia de Alergia:

8.5- Uso de Medicamentos (especificar):
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8.6- Exame Dermatoladgico:

8.7- Avaliacao Fisioterapica:

8.8- Cicatriz de BCG: Sim
8.9- Vacina BCG:

Data da Aplicacdo: / /

8.10- Sorologia Anti-PGL-I:

Data da Realizagdo : / /
Resultado:

8.11- Laser Dopller:

Data da Realizagdo: / /
Resultado:

9. OBSERVACOES:

10. EVOLUCAO:
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Anexo 4:
ML Flow

USO APENAS PARA PESQUISA

Um teste imunolégico especifico ao Mycobacterium lepraepara uso em soro humano e amostras de sangue

1.1 Instrucdes para o uso

1. Uso proposto:
O Departamento de Pesquisa Biomédica do KIT (Koninklijk Instituut voor de Tropen - Instituto Real Tropical) em Amsterdd, com
o0 apoio financeiro do NLR (Netherlands Leprosy Relief - Assisténcia Holandesa a Hanseniase), desenvolveu o ML Flow com a
finalidade de uma detecgdo rapida dos anticorpos imunoglobulina M (IgM) especificos ao M.leprae no soro humano ou em
amostras de sangue total.

2. Introducgdo:

A hanseniase ¢ uma infec¢io causada pelo Mycobacterium leprae. O ML Flow ¢ um teste simples para a detec¢do de
anticorpos especificos ao M. leprae contra o componente de agtcar do glicolipidio fenolico-I (PGL-I) no soro humano ou no
sangue. A presenca de anticorpos IgM contra PGL-I do M./eprae sugere a presenga de uma infeccdo multibacilar e portanto pode
ser usada para discriminar pacientes multibacilares dos paucibacilares. O teste ¢ rapido e ndo requer nenhum equipamento
especial. Os reagentes sdo altamente estaveis e podem ser armazenados em temperatura ambiente. Quando testado em um grupo
de soro proveniente de pacientes hansenianos e de controles negativos de regides endémicas, foi demonstrado sensibilidade e
especificidade semelhantes aquelas do ML Dipstick e as da ELISA (1), ambas as quais ja vém utilizadas na detec¢do de anticorpos
1gM especificos ao M.leprae.

3. Principio:
O ML Flow ¢ um teste imunolégico de um s6 passo utilizando o ouro coloidal. O antigeno especifico do M./eprae ¢ imobilizado
formando uma linha discreta numa membrana porosa de nitrocelulose localizada na zona de teste. O reagente de detecgio consiste
de particulas moveis de ouro coloidal vermelho rotuladas com IgM anti-humano e vem inserido dentro do dispositivo.
Uma amostra de sangue ou soro ¢ colocada no receptaculo de amostras e ¢ carreada com o fluido da amostra. O reagente de
deteccio se ligara aos anticorpos IgM na amostra, e juntos se moverao através da membrana porosa até a zona de teste. Se o
anticorpo for especifico a hanseniase, ele se ligara ao antigeno e uma linha vermelha aparecera na zona de teste. Se a amostra nao
contiver nenhum anticorpo IgM especifico ao M.leprae, a amostra e o reagente de detec¢do passardo sobre a zona de teste e
nenhuma linha aparecera. Com qualquer amostra, a linha de controle devera aparecer na zona de controle. Esta banda de controle
quando positiva, nos dara a seguranga de que o conjugado ainda esta ativo.

4. Kit de teste:
Cada kit contem 25 dispositivos para o teste de fluxo lateral embalados individualmente, juntamente com um frasco de solugao
tampado diluente, suficiente para a analise de 25 amostras de soro ou de sangue total.

losl, . : P :
é‘!’é Atengido: A solucdo tampao diluente contem azoteto de sodio. Nao ingerir e evitar contato com a pele.

5. Utensilios ndo fornecidos:
Micropipetas, ponteiras descartaveis para pipetas e luvas.

6. Armazenamento:
Para que a conservac¢ao do material seja a melhor possivel, o ML Flow deve ser armazenado a uma temperatura de +2°C a +25°C,
em lugar seco e protegido da exposi¢do direta ao sol. Dispositivos individuais de teste de fluxo lateral podem ser armazenados a
uma temperatura de +2°C a +45°C por duas semanas.

7. Data de validade: ()
O material expira na data indicada na caixa.

8. Precaucgées:
Amostras de sangue e soro devem ser manuseadas com cuidado, pois sdo potencialmente infectantes. O equipamento e os materiais
para o manuseio dos espécimens devem ser tratados da mesma maneira, com cuidado. Amostras de soro que tenham sido inativadas
por calor (56°C, 30 minutos) podem ser utilizadas, pois a exposi¢do ao calor ndo afeta os resultados do teste. Os dispositivos do ML
Flow usados, os materiais descartiveis e as amostras devem ser devidamente descontaminadas e descartadas.

9.  Coleta das amostras:
O soro deve ser preparado seguindo a mesma rotina empregada para qualquer teste sorolégico. Amostras de sangue e soro

coletadas recentemente devem ser usadas. Amostras de soro armazenadas a -20°C podem também ser utilizadas.

10. Procedimento padrdo do teste:
1. Remova o dispositivo de ML Flow do pacote e o coloque na mesa com a janela virada para cima.
2. Pingue 5 pl de soro ou sangue total heparinizado no suporte de papel do receptaculo redondo de amostras.
3. Adicione 130 pl de liquido de tamponamento ao receptaculo redondo de amostras.
4 Sera possivel visualizar uma cor movendo-se através das zonas de teste e controle. Isto demonstra que o teste esta
funcionando.
Leia os resultados apds 5 minutos quando usar sangue total e apds 10 minutos quanto usar soro.
6.  Osresultados mantém-se estaveis por mais 15 minutos. Nao execute leitura do teste apos 20 minutos.

W
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11. Interpretacio dos resultados dos testes:

12.

13.

- Umresultado negativo ¢ indicado pela auséncia de uma linha na zona de teste e pela presenca de uma linha na zona de controle.
- Umresultado positivo ¢ indicado pela presencga de duas linhas: uma linha definida na zona de teste e uma outra linha na zona de
controle.

Uma intensidade de colora¢do, que indica um resultado do teste como forte positivo, em um paciente diagnosticado
clinicamente como hanseniano, fornece evidéncias de uma doenga multibacilar. Uma intensidade de coloragio positiva e acentuada,
de testes feitos em contatos proximos de pacientes hansenianos, sugere uma incubagdo de hanseniase multibacilar.

Ocasionalmente, uma linha ténue pode ser observada na linha de teste. Um sinal fraco pode corresponder a um nivel de anticorpo de
muito baixa especificidade. Nas areas endémicas em particular, a presenga de um nivel de anticorpos de baixa especificidade pode
corresponder a presenga de anticorpos, isto, devido a uma exposi¢ao anterior, e por conseguinte deve ser observada como um
resultado negativo.

Limitacées de uso:
O teste de ML Flow deve ser usado somente como um teste de confirmago, e ndo deve ser usado como critério unico no

diagnostico da hanseniase.

Literatura adicional sugerida:

Biihrer-Sékula S, Smits HL, Gussenhoven GC, van Leeuwen J, Amador S, Fujiwara T, Klatser PR, Oskam L, (2003). Simple and
fast lateral flow test for classification of leprosy patients and identification of contacts with high risk of developing leprosy. Journal
of Clinical Microbiology, 41: 1991-1995.

Biihrer-Sékula S, Sarno EN, Oskam L, Koop S, Wichers I, Nery JAC, Vieira LM, de Matos HJ, Faber WR, Klatser PR, (2000).
The use of ML Dipstick as a tool to classify leprosy patients. International Journal of Leprosy and Other Mycobacterial Diseases
68:456 — 463.

Buhrer-Sékula S, Cunha MG, Foss NT, Oskam L, Faber WR, Klatser PR (2001). Dipstick assay to identify leprosy patients who
have an increased risk of relapse. Tropical Medicine and International Health 6:317-323.

Oskam L, Slim E, Biihrer-Sékula S, (2003). Serology: recent developments, strengths, limitations and prospects. A state of the art
overview. Leprosy Review, in press.
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Anexo 5:

ML Dipstick

Teste para deteccdo de IgM em soro humano através de
M.leprae especifico

APENAS PARA USO EM PESQUISA
Instrucoes de uso

1. Uso proposto

O ML Dipstick foi desenvolvido para sorologia em hanseniase em humanos. Ele foi
idealizado para detec¢ao de anticorpos IgM em amostras de soro humano contra o antigeno
especie-especifico glicolipidio fenolico-1 (PGL-I) do M.leprae.

2. Introducio

Hanseniase ¢ uma infeccdo causada pelo M.leprae. O teste humano ML dipstick ¢ um
teste simples para detec¢ao de anticorpos IgM especificos ao M.leprae em soro humano. O
teste ¢ rapido e ndo requer equipamento especial. Os reagentes sdo altamente estaveis e
podem ser armazenados em temperatura ambiente. Quando testado em um grupo de soro
de pacientes hansenianos e controles negativos de uma regido endémica, foi encontrada
sensibilidade e especificidade semelhante as da ELISA para deteccdo especifica de
anticorpos IgM do M.leprae-especifico(1).

3. Principio

O dipstick contém duas bandas horizontais: uma com o antigeno constituida do epitopio
imunodominante especifico do M.leprae (2) o  glicolipidio fendlico I (PGL-I)(banda
superior) e uma de controle interno (banda inferior). O teste baseia-se em ligagdes de
anticorpos IgM especificos ao antigeno M.leprae. Estes anticorpos da classe IgM sdo
especificamente detectados com um corante conjugado anti-humano.

O teste ¢ realizado diluindo soro a 1:50 em reagente detetor e incubando o dipstick nesta
solugdo. Colora¢ao da banda de antigeno revela a presenca de anticorpos IgM especificos
na amostra de soro

A banda de controle interno checa a integridade do reagente detetor.

4. Reagentes

L. Fluido de reconstituicao (Frasco A).

IL Reagente detetor liofilizado (Frasco B).

III.  Fluido para o Dipstick (Frasco B).

IV.  Dipsticks contendo, em uma fita branco, banda de antigeno M.leprae (banda
superior) € uma banda de controle interno(banda inferior).

o0k,

Aviso: O fluido de reconstitui¢do ¢ o fluido para o Dipstick contém Azoteto de Sodio.
Nao ingerir e evitar contato com a pele.
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5. Utensilios (fornecidos)
L Tubos de teste.
II. Suporte para os tubos de teste.

6. Utensilios (necessarios)

L. 4 pl micro pipeta

II. 200 pl micro pipeta

I1I. Ponteiras descartaveis para pipetas
IV. 5 mlpipeta

V. Luvas

7. Acondicionamento
Cada tubo contém 100 dipsticks e suficiente reagentes para analisar 100 soros.

8. Armazenamento

Dipsticks e reagentes devem ser guardados a +4°C até 37°C, em lugar seco e protegidos de
exposicao direta a luz solar. Armazenamento entre +4°C até 25°C ¢é recomendado para o
reagente detetor reconstituido. Quando armazenado a esta temperatura o reagente reconstituido
retém toda sua capacidade reativa por um mes.

9. Data de vencimento
O material expira na data impressa na caixa.

10. Precaucoes

Amostras de sangue e soro devem ser manipuladas cuidadosamente por serem potencialmente
infecciosas. Equipamento e suprimentos para manuseio de amostras devem ser tratados de
acordo. Amostras de soro que tenham sido inativadas por calor (56°C, 30 min) podem ser
utilizadas pois este tratamento ndo interfere nos resultados do teste. Materiais descartaveis e
amostras devem ser descartadas de acordo.

11. Coleta das amostras
Soro deve ser coletado como para testes laboratoriais de rotina.

12. Procedimento padrao do teste
1. Abra os Frascos A e B. Adicione 5 ml do fluido de reconstitui¢ao (Frasco A) no
reagente detetor liofilizado (Frasco B). Feche o Frasco B e misture com

movimentos rotativos até dissolver completamente, aproximadamente 5 a 10 min.
NOTA

Talvez forme um leve precipitado no fundo do Frasco B com o armazenamento.

Antes de usar, misture o contetido do frasco muito bem com movimentos rotativos

até que todo o material tenha sido dissolvido.

2. Transferir 200 pl do reagente detetor reconstituido em um tubo de teste marcado.
3. Adicione 4 pl de soro no tubo de reagdo contendo o reagente detetor e misture.
4. Segure um dipstick pela parte mais fina e remova-o do tubo.

NOTAS
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a.Ndo toque ou vergue a fita do teste, ou seja, a parte mais espessa com a
nitrocelulose.

b.Contaminagéo da fita de nitrocelulose com vestigio de soro ou sangue pode
produzir resultado falso positivo. Contamina¢do pode ocorrer no manuseio de
liquidos contendo soro diluido e/ou ao abrir a ampulheta do soro.

5. Abra o Frasco C. Previamente umedega a fita do teste emergindo o final branco
do dipstick por alguns segundos no fluido do dipstick (Frasco C). Remova o
excesso do liquido esfregando o dipstick contra o gargalo do Frasco C e transfira
o dipstick pré-umidecido para o tubo de teste contendo a mistura do reagente

detetor reconstituido e o soro.
NOTA
Colocando o dipstick seco na mistura do reagente detetor reconstituido e soro sem
molhar préviamente a fita branca do teste resultara em elevada coloragdo de fundo.
6. Incubar a fita pré-umidecida do dipstick na mistura do reagente detetor e soro em
temperatura ambiente por 1 hora. Certifique-se de que a fita esteja completamente

submersa.

NOTA
O procedimento acima foi desenhado e otimizado para ser realizado entre 18°C e
25°C. Resultados equivalentes foram obtidos quando o teste for realizadoa 37°C e o
periodo de incubagdo reduzido (item 6) para 30 minutos.

7. Feche o tubo contendo os dipsticks, feche Frascos B e C e armazene a +4°C a
25°C para uso futuro (inicie no item 2).

8. Remova o dipstick da mistura do reagente detetor e soro e lave-o brevemente em
agua de torneira corrente ou use uma garrafa de lavar.

0. Coloque o dipstick com a fita do teste para cima em toalha de papel e deixe secar ao ar.

10.  Interprete o resultado quando a fita do teste estiver completamente seca para

assegurar uma leitura ideal.

13. Interpretagdo dos resultados do teste

Colorag¢do na banda do antigeno(banda superior) ¢ consistente com a presenga de anticorpos IgM
para PGL-I do M./eprae.

A banda de controle interno(banda inferior) devera colorir em todos os casos. Se o controle
interno ndo colorir o teste fica invalidado e devera ser repetido.

14. Limitacdes no uso

A deteccao dos anticorpos para PGL-I do M.leprae podem fornecer auxilio no diagnostico da
hanseniase , especialmente na fase inicial, assim como para acompanhamento durante e depois
do tratamento, para detectar precocemente casos de recaidas, especialmente para distingui-las de
reacdes reversas(3). Todavia, precisa ser enfatizado que os resultados sorologicos precisam ser
interpretados em combinag¢do com outras informagdes de diagnostico. Testes soroldgicos em
populagoes talvez tenham valor em monitoramento de mudangas na intensidade de infec¢do pelo
M.leprae (4).

Ao interpretar os resultados deve-se ter em mente que hansenianos podem ser soronegativos

(especialmente o lado tuberculdide do espectro da doenga), enquanto que individuos saudéaveis
podem ser soropositivos (em particular contatos domiciliares de pacientes).
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Embora os resultados do ML Dipstick concordaram com os obtidos com ELISA para deteccao
dos anticorpos IgM M.leprae-especificos, tampouco 100% sensibilidade ou 100% especificidade
sdo aclamadas.

Referéncias

1.

2.

W

Biihrer S, Smits HL, Gussenhoven GC, van Ingen CW & Klatser PR. (1998). A simple dipstick assay for the detection of
antibodies to phenolic glycolipid - I of Mycobacterium leprae. Am. J. Trop. Med. Hyg. 58: 133-136.

Brett SJ, Payne SN, Gigg J, Burgess P & Gigg R. (1986). Use of synthetic glycoconjugate containing the Mycobacterium
leprae specific and immunodominant epitope of phenolic glycolipid I in the serology of leprosy. Clin. Exp. Immunol.
64:476-453.

Klatser PR. (1994). Serology of leprosy. Trop. Geogr. Med. 46:59-62.

Beers van SM, Hatta M & Klatser PR. (1999). Epidemiological mapping of leprosy through detection of antibodies to
phenolic glycolipid-I among schoolchildren. Submitted for publication.

Gussenhoven G.C., Hoorn M.A.-W.G.van der, Goris M.G.A., Terpstra W.J., Hartskeerl R.A., Mol B.W., Ingen C.W. van,
and Smits H.L. (1997) LEPTO Dipstick, a dipstick assay for detection of Leptospira-Specific Immunoglobulin M
antibodies in Human Sera. J.Clin.Microbiol. 35:92-97.

109



Anexo 6:

ML Dipstick
Teste para deteccio de IgM através de M.leprae PGL-1 Ag
APENAS PARA USO EM PESQUISAS
Protocolo simplificado
Antes de usar o protocolo simplificado familiarize-se com o uso das pipetas, manuseio dos

dipsticks e reagentes assim como com a interpretacdo dos resultados descrita nas instrugoes de
uso.

I. Reconstitua o reagente detetor liofilizado (Frasco B) com 5 ml do fluido para
reconstituicao (Frasco A).

2. Transfira 0,20 ml do reagente detetor reconstituido para um tubo marcado.
3. Adicione 4l de soro no reagente detetor reconstituido do tubo e misture.
4. Mergulhe brevemente o filamento branco de nitrocelulose da tira do dipstick no

fluido para dipstick (Frasco C).

5. Incube o filamento branco de nitrocelulose na mistura de reagente detetor e soro
(tubo de teste). Incubar o teste em temperatura ambiente por 1 hora.
Atencao: Certifique-se que o lote do teste em uso é para uma hora de
incubacio.

6. Feche muito bem o tubo que contém os dipsticks e os frascos com as solugdes B e
C e guarde entre +4°C e 25°C para uso futuro.

7. Remova o dipstick do reagente detetor e lave em 4dgua. Deixe secar.

8. Interprete os resultados.
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