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Resumo

Em adi¢do a poliquimioterapia, a eliminagdo da hanseniase necessita de testes
especificos e sensiveis que auxiliem o diagndstico da doencga e da infecgdo subclinica
visando diminuir o numero de casos novos. Este trabalho objetivou comparar trés testes
imunolégicos, 1 teste de fluxo lateral(ML-FLOW) e 2 testes imunoenzimaticos(ELISA)
utilizando dois diferentes antigenos, sintético dissacarideo ligado em soro albumina
bovina (D-BSA) e o nativo fenol glicolipideo (PGL-1), especificos para o Micobacrium
leprae. Os testes foram aplicados em soros de pacientes com hanseniase € seus contatos
domiciliares, para a detecgdo de imunoglobulinas M. Foram analisados 352 amostras de
soros, sendo 161 amostras de pacientes € 191 amostras de contatos. Ambos os testes
imunologicos analisados demonstraram Se€r eficientes ferramentas para o auxilio no
diagnostico da hanseniase. O ELISA demonstrou maior sensibilidade tanto para
detecgdo de pacientes e também de contatos domiciliares, sendo observada uma maior
oficiéncia entre os antigenos do antigeno nativo PGL-1, com uma taxa de detecgéo de

70% entre pacientes e 25% entre contatos domiciliares.
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INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae,
um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) intracelular obrigatério com tropismo por
macréfagos e células de Schwann. O parasita penetra pelas vias superiores e¢ demonstra
preferéncia para crescimento em regides mais frias do corpo como extremidades dos membros
¢ da face, apresenta alta infectividade, mas baixa patogenicidade com periodo de incubag@o
prolongado (GOULART et al., 2002).

A eliminagdo da doenga foi definida pela Organizagdo Mundial de Satde como a
redugiio da prevaléncia para menos de uma pessoa para dez mil habitantes (WHO, 1991). Essa
acdo se baseava na alta efetividade da Poliquimioterapia (PQT) na redugio da infectibilidade
dos pacientes, o que gradualmente eliminaria a transmissdo e a doenga. Até 2006 pdde se
observar uma diminui¢do da prevaléncia de 20% ao ano nos ultimos quatro anos, sendo
relatada uma prevaléncia 219.826 casos até o inicio de 2006. Entretanto, alguns paises como 0
Brasil ainda possui regides endémicas necessitando de uma maior efetividade em agbes de
controle na hanseniase, podendo ser alcangado com um eficiente diagnostico inicial ¢ 0 uso da

PQT (WHO, 2007).

A infeccdo pelo M. leprae € caracterizada por uma grande diversificagdo no curso
clinico sendo considerada uma doenca polimorfa, a hansenfase demonstra uma ampla
apresentagdo clinica classificada por Ridley e Jopling (RIDLEY & JOPLING, 1966),
considerando parametros imunopatologicos e de carga bacilar. De acordo com 0 espectro, 08
pacientes de hanseniase sio classificados apresentanto dois polos estaveis, tuberculoide (T) e
virchowiano (V), ¢ entre as formas polares encontram-s¢ as formas instaveis classificadas
como dimorfas, sendo estas, dimorfa-tuberculoide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-
virchowiana (DV) (RIDLEY & J OPLING, 1966). A variedade das formas clinicas € definida
por uma vigorosa resposta imune celular no polo tuberculdide e uma progressiva redugdo na
resposta imune celular em direcdio ao polo virchowiano, associada com o aumento na carga

bacilar, mais lesdes na pele e nervos, € maiores titulagdes de anticorpos.(GOULART et al,,

2002).

Para fins de tratamento, foi adotada a classificagdo operacional (CO) da Organizagéo

Mundial de Satude que divide os pacientes em Paucibacilares (PB) e Multibacilares (MB) em



concordancia com o indice baciloscépico (IB) e pelo numero de lesdes (WHO, 1982;

BRASIL, 2002).

O diagnostico da hanseniase ¢ clinico e é baseado na apresentagdo de um dos trés
principais sinais que s3o: manchas avermelhadas ou hipopigmentadas com perda de
sensibilidade, troncos nervosos espessados € presenca de BAAR em esfregago dérmico ou em
amostra de biopsia (WHO, 2000). O exame clinico dermato-neurologico e a baciloscopia
ainda sdo considerados padrdo de diagnéstico em hanseniase, € seu resultado € importante
para identificar os pacientes de maior carga bacilar e com maior risco de recidivas. Como na
coloragdo de BAAR sao necessarios no minimo 100.000 bacilos por grama de tecido para
deteccdo confiavel (SHEPARD; MCcRAE, 1968), em geral s6 revelam a doenga ja polarizada e
ja identificdvel por suas caracteristicas clinicas, portanto apresentando a sensibilidade baixa,
principalmente em pacientes PB, com caracteristicas tuberculdides da doenga onde os bacilos

S0 raros ou ausentes (YAMASHITA et al., 1996).

Métodos moleculares como reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e imunoldgicos
como ELISA (enzime linked immunosorbent assay), ML-Flow dentre outros sdo utilizados
para auxiliar no diagnostico e controle da hanseniase, trazendo perspectiva de contribui¢do na
discussio de aspectos diferencias para reagdo e recidiva (HARTSKEERL et al., 1989; JOB, et
al.,1997; TORRES et al., 2003).

No desenvolvimento do diagndstico molecular muitos avangos importantes foram
feitos. Usando o genoma seqiienciado do M. leprae, diversos genes foram identificados para
utilizacdo no diagndstico e monitoramento do tratamento permitindo a implicagdo da
quimioprofilaxia ~como  a¢do complementar para 0 controle da hanseniase
(VIJAYAKUMARAN et al., 2000; COLE et al., 2001). A PCR apresenta alta especificidade
para detecgdo do M. leprae (RAFI et al.,, 1995; ALMEIDA et al., 2004), no entanto
demonstrou baixa sensibilidade no caso de paucibacilares, ndo discriminando doenga passada,
ativa ou futura (HARTSKEERL, et al.. 1989), pois ndo podemos distinguir entre DNA
amplificado de micobactérias vivas ou mortas (VAN BEERS et al., 1994; GOULART et al.,

2001).

No campo imunolégico varios métodos foram criados para o estudo de anticorpos
especificos, como a reagao de fixacdo do complemento utilizando material de hansenoma
(EITER,1906), radioimunoensaio (MELSOM et al., 1982) e diversas outras técnicas para

identificacdo de moléculas especificas do M. leprae tém sido desenvolvidas e aprimoradas.



Atualmente existem diferentes antigenos micobacterianos disponiveis para pesquisa de

anticorpos no sangue de pacientes com hanseniase e seus comunicantes (ARAOZ et al., 2006;

SPENCER et al., 2005).

O principal antigeno do M leprae até hoje relatado ¢ 0 PGL-1, glicolipideo fenolico 1,
que consiste em um antigeno de superficie pertencente ao grupo dos antigenos frouxamente
ligados. Sua extragdo € possivel com solventes do tipo cloroférmio e metanol, sendo uma
molécula composta de duas cadeias laterais de acidos micocerosideos ligada a uma estrutura
trissacarideo por um radical fendlico. Outras espécies micobacterianas possuem antigenos
glicolipideos, mas eles diferem entre si por sua porgao carboidrato, que ¢ o determinante
antigénico da molécula (HUNTER, et al. 1981: FUJIWARA et al. 1984). A partir do
determinante antigénico ¢ possivel a produgdo por sintese quimica de diferentes antigenos
sintéticos, mono, di e trissacarideo, conjugado com uma proteina carregadora soro albumina
bovina (BSA) (FUIIWARA et al. 1984). Entre esses O trissacarideo (T-BSA) ¢ do

dissacarideo (D-BSA) vem apresentando melhor reatividade em soros com hanseniase.

A técnica imunologica ELISA (enzime Jinked immunosorbent assay) ja demonstrou
que a produgdo de anticorpos anti-PGL-1 tem relagdo com o espectro da hanseniase
(YAMASHITA et al., 1996). O principal anticorpo na detecgdo da hanseniase ¢ a [gM anti-
PGL-1 que se encontra em maiores niveis por se tratar de uma doenca cronica, refletindo altas
concentracdes do PGL-1. No sangue periférico a concentragéo destes anticorpos ¢ grande
devida a ativagdo da resposta humoral que aumenta com O decorrer do tempo devido a
multiplicagdo do bacilo e a dificuldade dos macréfagos na eliminag@o do antigeno PGL-1 do

organismo devido a sua hidrofobicidade (MILER et al., 1987).

Do ponto de vista epidemiologico, ¢ importante determinar o papel da fonte subclinica
na transmissibilidade da infec¢@o na populagdo, particularmente no atual contexto de redugdo
da prevaléncia (VAN BEERS et al.,, 1999 VISSCHEDUK et al., 2000;). Torna-se
fundamental, nessa etapa de eliminagdo, aplicar ferramentas laboratoriais que possibilitem
detectar a infecciio pelo M. leprae. identificando a doenca na forma inicial ou mesmo auxiliar

na classificacdo tanto operacional como clinica para um melhor tratamento.

Com o objetivo de padronizar um melhor diagndstico imunolégico para detec¢do de
anticorpos 1gM de M. leprae foram testados o desempenho de dois antigenos no teste ELISA
em soros do pacientes ¢ comunicantes: 0 PGL-1 nativo do M. leprae, atualmente um dos mais

estudados, e o antigeno dissacarideo sintético D-BSA, que vem apresentando melhor



resultados em testes sorologicos (CHANTEAU et al., 1988). Foram analisados 0s indices
ELISA (IE) resultantes dos dois antigenos, procurando encontrar melhor desempenho destes,
na caracterizagio dos pacientes em formas clinicas e classifica¢do operacional. Estes IE foram
comparados ao {ndice baciloscopico (IB) dos pacientes € seus respectivos ML-Flow, este
consistindo em um teste de fluxo lateral para detecgdo de IgM em fita, utilizado em campo
ainda para investiga¢do cientifica,(BUHRER et al, 1998). Foram tambem analisados 0s
resultados dos IE e ML-Flow dos contatos domiciliares dos pacientes com hanseniase, para
avaliar a prevaléncia de infecgdo subclinica , visando identificar grupos com maior risco de

desenvolver a doenga.

Como ndo h4 prevengdo primaria, isto ¢, ndo h4 uma vacina especifica contra o M
leprae ¢ a hanseniase ¢ uma doenca infecto-contagiosa, de grande potencial incapacitante,
este tipo de estudo torna-se bastante relevante para elucidar os meios de transmissdo ¢

infeccdio do bacilo na populagio em area endémica.

2.MATERIAL E METODOS

2.1- Pacientes, contatos ¢ controles

2.1.1 — Pacientes

Foram utilizadas 161 amostras de soro de pacientes com hanseniase virgem de
tratamento de diferentes classificacBes operacionais € formas clinicas atendidos no Centro de
Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitéria/ Hanseniase do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (CREDESH/HCU/UFU), em suas duas unidades:
Ambulatério Central do Hospital de clinicas de Uberlandia (HCU) e Centro de Saude-Escola
(CSE) HCU - UFU. Os pacientes foram diagnosticados ¢ classificados de acordo com exames
clinicos dermatologicos e laboratoriais em formas operacionais (CO) para tratamento € em
formas clinicas (FC) de acordo com a classificagdo de Ridley e Jopling. Das 161 amostras, 13
eram de pacientes T, 35 de pacientes DT-PB, 29 de pacientes DT-MB, 29 de pacientes DD,

21 de pacientes DV e 34 soros de pacientes da forma clinica V.



2.1.2 — Contatos

Foram coletadas 191 amostras de soro de contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase (casos indices) de diferentes formas clinicas da hanseniase e classificagdo
operacional, atendidos no CREDESH/HCU/FAMED/UFU, em  suas duas unidades:
Ambulatério Central do HCU e Centro de Satde-Escola (CSE) HCU — UFU.

De 191 amostras, obteve-se 78 soros de contatos de pacientes T, 21 soros de contatos
de pacientes DT-PB, 75 de contatos de pacientes DT-MB, 41 de contatos de pacientes DD, 31

de contatos de pacientes DV e 41 de contatos de pacientes V.

Contatos sendo considerados pessoas que vivem ou viveram com pacientes nos

ultimos 5 anos.

2.1.3- Controles

Foram  utilizados 20 soros de  funcionarios  do laboratorio  do
CREDESH/HCU/FAMED/UFU, para utilizar como controle negativo. Soros de 10 pacientes

com leishmaniose foram coletados € utilizados para verificagdo de reagao cruzada.

2.2- Aspectos Eticos

Este projeto esta incluido no projeto tematico intitulado “Caracterizagdo Imunologica
e Molecular de Pacientes com Hanseniase € seus Comunicantes para Identificagdo de Grupo
de Risco”, que recebeu parecer favoravel do Comité de [tica em Pesquisa - UFU sob o n’
099/2003 e financiado pela FAPEMIG sob o Convénio CDS800/2004. Os voluntarios
assinaram um Termo de Consentimento Esclarecido, no qual concordaram em participar da

pesquisa e poderiam desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem prejuizo proprio.

2.3-Protocolo para coleta de sangue periférico e obtencao de soro

De acordo com o protocolo ja utilizado pelo CREDESH/HCU/UFU a coleta de sangue

em pacientes ¢ contatos consistiu na assepsia com algodao embebido em alcool etilico 70%,



seguida por pungdo da veia braquial com sistema Vacutainer, com coleta de um tubo de 8ml
de sangue venoso periférico, apds a coleta o sangue foi centrifugado por 10 minutos a

5000rpm para a separacao do soro que ¢ armazenado no freezer a -20°C.

2.4- Antigenos

Ambos os antigenos, nativo PGL-1 e sintético D-BSA, utilizados no trabalho foram
gentilmente doados pelo Ph.D. John S. Spencer do Departamento de Microbiologia,
Imunolégica e Patologia do Colégio de Medicina Veterinaria ¢ Ciéncias Biomédicas da

Universidade do Estado do Colorado dos Estados Unidos.

2.5-Otimizacio do protocolo ELISA para pesquisa e detec¢io de anticorpos IgM anti
PGI-1 do M. leprae

Ambos os testes ELISAs foram otimizados procurando estabelecer uma melhor
especificidade e sensibilidade para auxiliar no diagndstico da hanseniase € classificagdo dos
pacientes tanto operacional e em forma clinica. O protocolo para o ELISA indireto utilizando
o antigeno PGL-1 nativo segue 0 descrito por Young 1983, ¢ para o ELISA indireto com 0

antigeno sintético serd segundo Fujiwara 1984, ambos com algumas modificagoes.

Para o ELISA com o PGL-I (ELISA PGL-1) e D-BSA (ELISA D-BSA) as
microplacas (maxisorp, NUNC) foram sensibilizadas com o antigeno na concentragdo de
10pg/ml de PGL-1 diluido em etanol absoluto sendo colocado 50ul por pogo € deixado até
evaporar (ELISA PGL-1) e de 0,1pg/ml de D-BSA diluido em tampdo de Fosfato de Sodio
(PBS) incubadas por 18 horas a 37° C e apos incubagdo foram lavadas duas vezes com PBS
1X (ELISA-D-BSA). Apos a sensibilizagio das placas foram adicionado 300 pL de
PBSIX/BSA 1 % para impedir reagoes inespecificas .As placas foram lavadas duas vezes
com PBS. Amostras de soro foram adicionadas, em duplicatas, na diluigio de 1:100 (ELISA
PGL-1) ¢ 1:300 (ELISA D-BSA) em PBS/BSA 1%. Ap6s incubagio de uma hora a 37°C, as
placas foram lavadas seis vezes com PBS. Em seguida foi adicionado o conjugado
imunoenzimatico Anti IlgM humana — peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
na diluicdo de 1:10000 (ELISA PGL-1) e de 1: 2000 (ELISA D-BSA) em PBS/BSA 1%, com
incubacdo de uma hora a 37°C. Apbs novo ciclo de seis lavagens com PBS, fol adicionado o

substrato enzimatico o-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma Aldrich Co. P.O. St. Louis,



MO, EUA) diluido em dgua. ApOs incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente, 2
reagfo foi interrompida com H,SO04 2N. A leitura da densidade optica (DO) foi obtida em
leitora de microplaca (THERMO PLATE, TP-READER) em comprimento de onda de
492nm. Soros controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. O cuf off (limite
de positividade) foi determinado pela média dos valores de DO dos soros controles negativos
acrescidos de quatro desvios padrdes. Os titulos de anticorpos foram expressos
arbitrariamente em indices ELISA (IE), de acordo com a seguinte formula IE =
DO amostra/ DOcut oft €OMO descrito previamente por Silva e colaboradores (2002). Valores de IE

acima de 1.1 foram considerados como resultados positivos.

2.6- indice Baciloscopico (B)

O indice bacteriano foi realizado em esfregacos cutaneos de pele dos pacientes no
momento do diagnostico feito e diagnéstico de alta (Ministério da Sande, 1994). Foram
coletados raspados dérmicos de l6bulos direito € esquerdo, cotovelos direito e esquerdo.
joelhos direito © esquerdo e 1 ou 2 lesdes. A coloragdo usada para 0 Mycobacterium leprae,
um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), foi a de Ziehl-Neelsen. O resultado foi registrado
de acordo com a Escala Logaritma de Ridley (1990), baseada no numero de bacilos vistos em

um campo Microscopico médio, utilizando-se objetiva Je imersio como descrita abaixo:
IB = 0 — nenhum bacilo em 100 campos de imersio
IB=1-1a 10 bacilos, em média em 100 campos
IB=2-1a10 bacilos, em média em 10 campos
B =3 — 1 a 10 bacilos, em um campo médio
IB = 4 — 10 a 100 bacilos, em um campo médio
B =5 — 100 a 1.000 bacilos, em um campo médio

IB = 6 — acima de 1.000 bacilos, em um campo médio

2.7- Protocolo para Aplicacio do Teste de Fluxo Lateral do M. leprae (ML-Flow)

As reacdes do teste de Fluxo Lateral para o M. leprae (ML-Flow) foram realizadas
através dos testes produzidos pelo KIT Biomedical Research, Amsterdam, Holanda, cedidos

pela Organizagdo nao governamental (ONG) NLR (Netherlands Leprosy Relief).



O teste consiste na coleta de ¢inco microlitros de sangue da ponta do dedo indicador
que foi diluido em um tampdo € colocado em na fita, ML-Flow. A leitura do teste € feita
visualmente consistindo em negativo, a ndo deteccdio de anticorpos anti-PGL-1 do M. leprae,
indicado pela auséncia da colorag@o de uma linha, somente sendo corado a linha controle. O
resultado positivo € indicado pela presenga de outra linha acentuada, 2 qual varia de +1 a +4

de acordo com o grau de coloragao da linha.

2. 8-Teste de Mitsuda

O teste foi realizado no momento de diagnostico do paciente virgem de tratamento, a
reacdo intradérmica foi feita com inoculacdo de 0,1 da Mitsudina humana, uma suspensao de
6x 107 bacilos/ mL mortos, produzida pelo Instituto Laura de Souza Lima-Bauru, SP (ILSL-
Bauru, SP), realizada na superficic de flexdo do antebraco direito, 4 cm abaixo da dobra
antecubical, com leitura na 4* semana, considerando como resultado, a medida do diametro da
induracdo local, registrada em milimetros (mm). Utilizando-se 0s critérios da organizagdo
Mundial de Saude (JOPLING e MCDOUGALL, 1991), a reagio de Mitsuda foi descrita

levando-se em conta os dados relacionados abaixo:

Negativa(-): auséncia de reagdo imunolégica a observar e/ou sentir;
Duvidosa(+/-): papula at¢ 3 mm de didmetro;

Positivas uma cruz (+): papula com 4 a 7 mm de diametro sem ulceragao;
Positivas duas cruzes (+1): papula com 8 a 10 mm de diametro sem ulceragdo;

Positiva trés cruzes (+++): nédulo maior que 10 mm de diametro ou de qualquer tamanho,

com ulceragdo.

2.9-Analise Estatistica

Os resultados foram colocados em planilhas do Microsoft Office (programa Microsoft
Excel) para cruzamento & comparagdo das variaveis. A analise estatistica foi feita no

programa BioStats 3 0 onde foi realizado o teste de concordancia de indice Kappa os testes de

sensibilidade, especificidade e acuraria.



Resultados e Discussao

Foi analisado um total de 352 amostras de soros, sendo 161 amostras de pacientes
virgens de tratamento ¢ 191 amostras de contatos domiciliares de pacientes com hanseniase.
Os pacientes foram divididos de acordo com a classificagio operacional (CO) padronizada
pela Organizagao Mundial de Saude (BRASIL 2002) mais os resultados do ML-Flow, sendo
70% (112/161) MB, entre estes 66% (74/112) sdo do sexo masculino (Tabela 1), o que
representa uma prevaléncia de formas MB duas vezes maior do que no Sexo feminino,

concordante com outros trabalhos na literatura (ROCHE et al, 1990; NOORDEEN, 1985).

Tabela 1- Caracterizagdo dos pacientes de acordo com a classificagao operacional ¢ sexo.

Sexo
cO Feminino Masculino Total
N % N % N %
MB 38 33,9 74 66.1 112 100
PB 24 49,0 25 51,0 49 100
Total 62 38.5 99 61,5 161 100

Quanto ao indice baciloscopico (IB) do esfregago dérmico utilizado para o diagnostico
dos pacientes, que avalia a carga bacilar, € o teste de Mitsuda, que avalia a resposta imune
celular especifica contra 0 M leprae, foi observado uma correlagdo crescente entre 0 IB, com
uma auséneia de positividade na forma T ¢ a média do IB acima de 4 na forma V,
contrastando com a resposta inversa para O teste de Mitsuda, que apresentou resposta
fortemente positiva na forma T e total negatividade na V, com um decréscimo gradativo no
grupo dimorfo, em direcdo ao polo V (Grafico 1), de acordo com os critérios de classificacio
de Ridley e Jopling (RIDLEY &J OPLING, 1966).
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Grafico 1- Correlagdo entre as médias do IB de raspado dérmico € médias do teste
Mitsuda nos pacientes divididos em forma clinica.



Sobre a resposta humoral por forma clinica utilizando os testes ELISA para os
antigenos PGL-1 e D-BSA e o teste de fluxo lateral ML-Flow, as linhas de tendéncia para os
testes demonstraram uma crescente detecgdo de anticorpos IgM anti M. leprae do pdlo T para
o V (Grafico 2 ¢ 3), conforme descrito em estudos anteriores (HUNTER, et al. 1981;
FUIIWARA et al. 1984; YAMASHITA ct al., 1996 BUHRER et al, 1998).
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Grafico 2- Média dos IEs nos ELISAs, PGL-1 e D-BSA, analisados por
formas clinicas dos pacientes.
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Grafico 3- Média do ML-Flow dos pacientes analisados por formas clinicas.

As associagdes entre carga bacilar medida pelo IB do raspado dérmico e resposta
humoral detectada pelos trés testes imunologicos, ML-Flow e para os Indices ELISA (IE) do
PGL-1 e D-BSA, podem ser observadas nos Graficos 4 e 5, respectivamente. As medias dos

respectivos IEs ¢ a média dos resultados semi-quantitativos do ML-Flow comprovam a
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relagdio crescente entre carga bacilar e resposta humoral em pacientes de acordo com trabalhos
anteriores. Esses resultados corroboram com 08 dados ja descritos na literatura (HUNTER, et
al. 1981; FUITWARA et al. 1984; CHANTEAU et al., 1988; HARTSKEERL et al., 1989;
YAMASHITA et al., 1996; JOB, et al.,1997; BUHRER-SECULA et al., 2000; TORRES et
al., 2003), demonstrando a qualidade da padronizagdo dos testes sorologicos reportados no

presente estudo.
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indice ELISA
[o¢)

0 1-2 34 5-6
indice Baciloscépico

Gréafico 4- Associagdo entre o IB de raspado dérmico dos pacientes e as médias dos
IE dos respectivos pacientes para 0 ELISA PGL-1 ¢ ELISA D-BSA.

40 - | & ML-Flow

ML-Flow

Y. IS

0 1-2 3-4 5-6

indice Baciloscépico

Grafico 5- Associagio entre o IB do Raspado Dérmico dos pacientes € as médias
dos resultados de seus respectivos ML-Flow em cruzes de 0 a 4 cruzes.

Quanto ao teste intradérmico de Mitsuda, que avalia a imunidade celular e sua
associagdo com 0s testes sorologicos, foi observada uma relagdo inversa entre as duas
respostas imunologicas nos pacientes, isto ¢, quanto maior a imunidade celular demonstrada
pelo teste de Mitsuda, menor 0s indices ELISA encontrados para os antigenos PGL-1 ¢ D-
BSA ¢ o teste de fluxo lateral pelo ML-Flow (Graficos 6 e 7), esta correlagfo entre resposta

imunologica celular e humoral por forma clinica ¢ encontrado na literatura (OSKAM et al,

2003).
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Vale ressaltar que os trabalhos anteriores nio relacionam a média dos indices ELISAs
por carga bacilar, pela resposta imune celular ou por forma clinica, como apresentado neste
estudo, conferindo dessa forma um maior poder de discriminar os IE por forma clinica,
auxiliando na classificagdo dos pacientes no diagnostico € mesmo possibilitando monitorar a

alta terapéutica € recidiva (ROCHE et al, 1990; CHO etal., 2001, RON et al; 2006).

indice ELISA
(6)]
o

0 ’ 0 "l’,/)r/—/—’h/*-—r-—/‘ —

0 1-4 5-9 >10

Mitsuda

Grafico 6- Média dos indices ELISA para os antigenos PGL-1 e D-BSA apresentadas
pelos pacientes com hanseniase, segundo resultados do teste de Mitsuda.
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Grafico 7- Média dos resultados semi-quantitativos (0 a 4 cruzes) do ML-Flow
apresentadas pelos pacientes, segundo resultados do teste de Mitsuda.

A deteccdo de anticorpos IgM contra M. leprae no soro dos pacientes pelo ELISA
PGL-1 foi de 70% (112/161); pelo ELISA D-BSA foi de 60% (97/161) e pelo ML-Flow 63%
(101/161). Considerando que a positividade do 1B de raspado dérmico foi de 50% (81/161),
pode-se observar que 0s testes sorologicos foram positivos em 10 a 20% de pacientes nos

quais o IB foi negativo, sendo que 0 ELISA com o antigeno PGL-1 apresentou uma maior
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positividade entre 08 trés testes relacionados, mais uma vez concordando com os dados de

trabalhos anteriores (CHANTEAU et al., 1988; YAMASHITA et al., 1996; RON et. al, 2006)

Quanto aos resultados dos testes ELISA e a classifica¢do operacional, 0 ELISA PGL-1
apresentou positividade em 88.3% (99/112) dos pacientes MB e 26,5% (13/49) dos PB; o
ELISA D-BSA foi positivo em 73.1% (83/112) dos MB ¢ 28.5% (14/49) dos PB. Para o ML-
Flow foi de 89.2% (100 /112) em MB ¢ 2,0% (1/49) em PB. O IB foi positivo em 75% dos
MB e 0 % em PB. Esta variagdo nas taxas de positividade encontrada para esses testes
sorolégicos do presente trabalho esta de acordo com 0s resultados encontrados na literatura,
onde a taxa de detecg¢do para MB varia de 75 a 100% e em PB de 5 a 40% (OSKAM et al,
2003). O teste sorologico ML-Flow n#o pode ser comparado nesta avaliagdo, uma vez que ele
foi utilizado para a classificagdo operacional dos pacientes e, portanto a tendéncia foi

apresentar quase 100% de positividade para 0s MB.

Neste estudo foi encontrado maior detec¢do em homens, porém as diferengas nas
porcentagens de detec¢do entre 0 SCXOS foram baixas, como no ELISA PGL-1 que detectou
70% do sexo masculino e 68% do sexo feminino. Na literatura encontra-se qué O S€XO
feminino apresenta maior resposta imunologica humoral do que 0 seX0 masculino, portanto a
taxa de detecgdo em mulheres tende a ser maior (RON et al, 2006). Outro fato que deve ser
levado em consideragdo ¢ que © numero de pacientes MB analisados no estudo eram a
maioria do sexo masculino 66% 74/112), e do sexo feminino 34% (38/112). Portanto, ndo foi
possivel estabelecer diferencas significativas de niveis de anticorpo anti-PGL-1 nesses grupos

quanto ao sexo dos pacientes € positividades dos testes.

A soropositividade dos trés testes imunologicos foi comparada em porcentagem de
pacientes positivos divididos por forma clinica, (Grafico 8). A detecgdo foi de 100% nos
pacientes do grupo DV e V nos testes de ML-Flow ¢ ELISA PGL-1. A taxa de detecgdo dos
pacientes aumentou do polo T em dire¢do ao polo V nos trés testes sorologicos € apenas o

ML-Flow apresentou uma auséncia de detecgio no polo T.

13



|0 D-BSA § PGL-1 @ ML-FLOW |
L//

100% -
— |
g 80% -
g |
: 60% - N\ \
o 40°/A
S |
"g’ 20% J‘
< | N N

T DT-PB DT-MB DD

Formas clinicas

Gréfico 8 - Porcentagem de positividade dos pacientes de acordo com a forma
clinica nos trés testes sorologicos.

De acordo com os testes, pode-se observar que ambos os ELISA demonstraram um maior
potencial para detec¢do de pacientes nas formas clinicas T e DT-PB, se comparado com 0
ML-Flow, que apresentou uma detecgdo de 2,8%(1/35) no grupo DT-PB. Além disso, a
utilizacdo dos testes como ferramentas para a detecg@o de pacientes, em especial os T e DT, 0
teste ELISA demonstrou uma melhor sensibilidade em ambos os antigenos comparados ao
ML-Flow e IB. Tivemos soros em que 0 ELISA PGL-1 detectou paciente DT com IE de 3,5 ¢
o D-BSA um IE de 2.8, relativamente altos, enquanto que O ML-Flow apresentou resultado
negativo. Tal sensibilidade apresentada pelo ELISA ¢ relevante, pois a sorologia ¢
considerada til no diagnostico precoce de recidiva (CHIN et al, 1992) ¢ na literatura
encontramos estudos que sugerem que pacientes PB com clevados niveis de anticorpos sejam
tratados como pacientes MB (DOUGLAS et al, 2004), podendo ser esta uma forma de
diminuir ou mesmo evitar casos de recidiva.

Para analise final foram correlacionadas as médias e positividade dos exames
laboratoriais convencionais dos pacientes com hanseniase, 1B de raspado dérmico ¢ teste de
Mitsuda, e dos testes sorologicos ML-Flow e os ELISAs PGL-1 ¢ D-BSA de acordo com a
classificacdo espectral das formas clinicas dos pacientes (RIDLEY & JOPLING, 1966)
(Tabela 2). Foi observada uma correlagdo crescente entre o IB, com uma auséncia de
positividade na forma T a 100% de positividade na forma V, contrastando com a resposta
inversa para o teste de Mitsuda, que apresentou 100% de positividade na forma T e total

negatividade na V. com um decréscimo gradativo no grupo dimorfo, em diregdo ao polo V,
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condizendo com os critérios de classificagio de Ridley e Jopling (RIDLEY & JOPLING,
1966). Observou-se ainda uma média do IE para o PGL-1 aumentando proporcionalmente a
carga bacilar, em dire¢ao a0 polo V, o que ndo ocorreu para o ELISA DBS-A. O teste ML-
Flow ndo apresentou qualquer positividade para as formas PB. devendo ser ressaltado que
este resultado ndo pode ser comparado com 0s outros testes sorologicos propostos no presente
trabalho, uma vez que a equipe de satide utilizou o resultado negativo do referido teste para

classificar as formas clinicas dos pacientes como formas PB e o resultado positivo para

formas MB.

Tabela 2- Resultados dos exames laboratoriais IB, Mitsuda, ELISA PGL-1, ELISADBS-Ae ML-
Flow, segundo a classifica¢do das formas clinica dos pacientes, CREDESH - HCU / FAMED

-UFU, 2007.
Formas Clinicas

Exames Laboratoriais T DT-PB DT-MB DD DV Vv
Meédia MITSUDA 11 6,8 5,0 0,9 0,2 0
Média |B Raspado dérmico 0 0 0,3 1,5 36 4,0
Média ML-FLOW 0 0,02 1,6 2.1 3.4 3,9
Média Indice ELISA PGL-1 0.7 0,8 3,8 4.4 9,8 111
Média Indice ELISA D-BSA 1,0 1,1 1,5 1,6 4.5 7.9
o, Positividade MITSUDA 100 100 54 0 0 0
9% Positividade IB Raspado Dérmico 0 0 18 83 100 100
% Positividade ML-FLOW 0 2 72 90 100 100
o4 Positividade ELISA PGL-1 15 31 65 65 100 100
o, Positividade ELISA D-BSA 30 28 55 51 90 100

Dos contatos utilizados 61% (n=118) eram do sexo feminino e 39% (n=73) do sexo
masculino e a taxa de idade variou de 3 a 93 anos. Os testes imunologicos quando aplicados
em soros de contatos de pacientes apresentaram uma deteccio de 25% de contatos no ELISA
PGL-1 e 17% para o ELISA D-BSA ¢ no ML-Flow a detecgdo foi de 10% nos contatos. Os
contatos que apresentaram soropositividade nos testes foram analisados quanto a vacinagao
com BCG e ndo foi encontrada relacdo entre contatos soropositivos ndo vacinados ou
vacinados com uma ou duas doses de BCG. De acordo com trabalho anterior. (RON et al.
2006), pessoas com ou sem & cicatriz de BCG tem risco similar de desenvolver
soropositividade.

Quando analisados os resultados dos testes em contatos domiciliares dos pacientes
classificados operacionalmente, a porcentagem de detecgio foi maior em contatos de
pacientes MB do que em PB para ambos ELISA. O ML-Flow apresentou semelhanca na
detecgdo, 10% tanto em MB como PB (Tabela 3). Na literatura encontra-se uma taxa de

soropositividade em contatos domiciliares variando de 7 a 43%, sendo mais alta entre 0s
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contatos de pacientes MB (SOARES ¢t al, 1994), os quais podem apresentar uma
possibilidade maior de desenvolver a doenga. Estudos tém relatado que a soroprevaléncia
pode ser um indicador de magnitude do problema da hanseniase € que contatos soropositivos
devem ser acompanhados como forma de prevengdo de infeccdo subclinica (VAN BEERS et
al, 1998; GROATHOUSE et al, 2006), sendo os testes sorologicos eficientes para O
acompanhamento de possiveis infecgoes subclinicas (OSKAM et al, 2003). Com a
perspectiva de subsidiar novas estratégias de prevengdo € controle da endemia hansénica, 0
ELISA, em especial com o antigeno PGL-1, apresentou uma melhor cficiéncia para tal fungdo
devido a maior sensibilidade entre 0s testes sorologicos na detec¢do dos contatos de paciente

com hanseniase.

Tabela 3-Soropositividade dos trés testes soroldgicos em contatos domiciliares
segundo a classifica¢do operacional do caso indice (pacientes com
hanseniase), CREDESH- HCU /EAMED-UFU, 2007.

Positividade Positividade Positividade
CO dos casos Contatos
) ELISA PGL-1 ELISA DBS-A ML-Flow
indices
N N (%) N (%) N (%)
MB 142 39 (27.5) 25(17.6) 14 (9.8)
PB 49 10 (20,4) 7 (14,3) 5(10,2)
Total 191 49 (25,7) 32 (16,8) 19 (9.9)

Foi comparado a soropositividade dos pacientes entre 0s testes imunologicos utilizando
coeficiente Kappa para analisar a concordéncia entre os resultados. Analisamos os resultados
entre 0 ML-Flow ¢ o ELISA D-BSA (Tabela 4). Entre estes dois testes os resultados que
apresentaram concordancia na positividade foram 49,6% (80/161) e negativos em ambos
foram 25,4% (41/161) pacientes, positivos para 0 ML-Flow e negativos para o D-BSA foram
14,2% (23/161) ¢ 10,8% (17/161) soros foram positivos para 0 D-BSA e negativos para o
ML-Flow. Com estes resultados obtivemos o indice de concordancia Kappa que foi de 0,47.
Foram feitas as mesmas analises de concordancia, porém entre ML-Flow e PGL-1 (tabela 5)

e entre os dois antigenos testados no ELISA (Tabela 6).
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Tabela 4- Comparagdo entre soropositividade de pacientes com hanseniase
no ML-Flow e ELISA D-BSA e indice de concordancia Kappa

ML-Flow
Positivo Negativo Total
ELISA D-BSA N N
Positivo 80 17 97
Negativo 23 41 64
Total 103 58 161

Indice Kappa = 0,47 (p < 0,000)

Tabela 5- Comparagdo entre soropositividade de pacientes com hanseniase
no ML-Flow e ELISA PGL-1 ¢ indice de concordancia Kappa

ML-Flow
Positivo Negativo Total
ELISA PGL-1 N N
Positivo 98 14 112
Negativo 5 44 49
Total 103 58 161
indice Kappa = 0,73 (p <0,000)

Tabela 6- Comparagdo entre soropositividade de pacientes com hanseniase no
ELISA PGL-1 e ELISA D-BSA ¢ indice de concordancia Kappa

ELISA PGL-1
Positivo Negativo Total
ELISA D-BSA N N
Positivo 102 12 114
Negativo 10 37 47
Total 112 49 161
Indice Kappa = 0,67 (p < 0,000)

Dos testes imunologicos 0s que apresentaram maior concordancia foi o ML-Flow e
ELISA PGL-1 com um indice Kappa de 0,73, considerado alto de acordo com o grau de
concordancia para analises de diagnosticos laboratoriais (LANDIS & KOCH, 1977), que pode
variar de zero, ou seja nenhuma concordancia a uma alta concordéancia, quanto mais o Kappa
se aproxima de 1. O resultado encontrado pode ser explicado devido ao tipo de antigeno
utilizado nesses testes ser mais semelhante, pois tanto ML-Flow com ELISA PGL-1
apresentam um antigeno o qual a parte antigénica ¢ composta por um trissacarideo.

A concordancia entre os dois antigenos utilizados no ELISA foi considerada alta, com
Kappa de 0,67. Essa correlago se deve ao fato dos ELISAs terem sido otimizados procurando
obter melhor sensibilidade e especificidade ¢ os pontos de cortes para positividade dos testes

(CUT OFF) terem sido escolhidos para obter uma maior semelhanca entre eles (FREY et al,

1998).
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Entre o ML-Flow ¢ ELISA D-BSA a concordancia foi moderada, apresentando O
Kappa de 0,47. Essa menor concordéncia pode ser resultado da diferenca da natureza dos
testes: no ML-Flow a detec¢do de anticorpos ocorre em fase solida e no ELISA em fase
liquida. Outro fator de maior relevancia ¢ a diferenca entre as partes antigénicas dos
antigenos sintéticos utilizados nestes testes, um dissacarideo ligado ao BSA utilizado no

ELISA D-BSA e um trissacarideo ligado ao BSA que é utilizado no ML-Flow.

Conclusao

O objetivo do estudo foi analisar o desempenho de testes sorologicos para a aplica¢do no
no diagnostico e tratamento da hanseniase.

Pode-se concluir que o teste ELISA, em especial com antigeno nativo PGL-1, apresentou
maior sensibilidade tanto em pacientes como cm contatos, portanto demonstrou ser uma
melhor op¢do para deteccdo de possiveis recidivas entre pacientes ou detecgdo de casos
subclinicos entre contatos.

No trabalho realizado, a parte antigénica trissacarideo (PGL-1) demonstrou ter uma maior
sensibilidade do que o dissacarideo (DBS-A) para detec¢do de pacientes de hanseniase ¢
contatos, porém o dissacarideo apresentou a detecgdo de alguns pacientes nao detectados pelo
trissacarideo. .

O ML-Flow demonstrou também ser eficiente na detecgdo de anticorpos IgM, e por ser
um teste de campo rapido, pritico e que ndo necessita de equipamentos sofisticados, sua
utilizagdo pode ser de grande importancia no combate € controle da hanseniase ( BUHRER-
SEKULA, 2000), principalmente para 0S servi¢os de atengfio basica, que nao tém acesso ao
um laboratério de referencia para realizagdo do ELISA PGL-1.

Este estudo corroborou com resultados ja descritos na literatura como a correlagdo
entre carga bacilar por meio do IB, a resposta imunoldgica mediada por célula avaliada pelo
teste de Mitsuda, e a resposta humoral, medida pelos testes sorologicos apresentados. Pode-se
observar que a classificagdo clinica dos pacientes de acordo com o espectro de Ridley e
Jopling ou mesmo a classificacdio operacional para fins de tratamento podem ser melhoradas
com a utilizagdo de testes sorologicos como 0 ELISA PGL-1 em laboratérios de referéncia e
ML-Flow em campo, cabendo mais estudos para validagdo desses testes visando
monitoramento da alta terapéutica e controle de recidivas em hanseniase.

O presente estudo comparou 0s antigenos do M. leprae utilizados para a detecgiio de

anticorpos IgM especificos para 0 bacilo no teste ELISA e no teste de fluxo lateral e seus
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resultados poderio subsidiar um melhor entendimento da doenga e possibilitar o
desenvolvimento de novos testes imunoldgicos para auxiliar no diagndstico precoce ¢ no

controle da hanseniase
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