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RESUMO

0 ML Flow e o ELISA PGL-I sio testes sorolégicos que detectam anticorpos IgM contra o glicolipidio fendlico I especifico do Mycobacterium leprae. Para
avaliar o comportamento destes testes em dreas endémica e nao endémica para hanseniase foram estudados 351 voluntarios no Brasil e no Chile, incluindo
pacientes com hanseniase, controles sadios, portadores de outras doengas infecciosas, nio infecciosas e dermatoses que fazem diagndstico diferencial
com hanseniase. O ponto de corte do ELISA foi estabelecido pelo método da Curva ROC (> 0,157). Em drea endémica, o ML Flow apresentou resultados
positivos em 70% dos pacientes com hanseniase; o ELISA foi positivo em 53,3%. Em drea ndo endémica, o ML Flow foi negativo em todos os voluntdrios
testados; o ELISA foi positivo em 4 voluntirios. O ML Flow € um ensaio mais rapido, facilmente aplicvel e, portanto, mais adequado para ser utilizado na
Atenco Bésica; o ELISA necessita, alem de uma infra-estrutura de laboratério adequada, pessoal treinado e especializado em sua execugzo.
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ABSTRACT

ML Flow and anti-PGL-I ELISA are serological tests that detect [gM antibodies against the phenolic glycolipid I (PGL-1), specific to Mycobacterium leprae.
To evaluate the outcomes of ML Flow and ELISA (PGL-I) serological tests in leprosy-endemic areas in comparison to non-endemic ones, a total of 351
volunteers from Brazil and Chile were examined, including leprosy patients, healthy controls and others affected by other infectious or non-infectious
diseases that are common differential diagnoses for leprosy. The ELISA cut-off point was established using the ROC Curve method (> 0.157). In endemic
areas, 70% of leprosy patients present positive ML Flow results and 53.3% were ELISA-positive. In non-endemic areas, ML Flow was negative in all
the subjects tested and ELISA was positive in 4 volunteers. ML Flow is faster and more easily performed and, therefore, a more adequate test for use

in basic, primary-level health care centers. ELISA requires trained personnel, in addition to a more complex laboratory infrastructure.
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A hanseniase, ainda hoje, é uma doenga endémica em
alguns paises, incluindo o Brasil. A doenca jd foi prevalente
em praticamente todo o mundo, inclusive na Europa e América
do Norte, em alguma época da evolucio da humanidade.
Atualmente, é encontrada nas regides tropicais e subtropicais e
estd relacionada com a pobreza’.

Em 1953, o Brasil possuia 62.010 casos conhecidos de
hanseniase, para uma populacio de 55.211.268 milhdes
de habitantes' no Chile Continental nio havia nenhum caso
registrado. Em 1982, no havia nenhum registro de hanseniase
no Chile Continental” em 1999, foram registrados trés casos
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de hanseniase em individuos procedentes da Polinésia' e que
mantinham vinculo trabalhista no Peru. Provavelmente, devido a
alguns fatores como clima, topografia, imunidade conferida pelos
programas de vacinacdo BCG e, ainda, a teoria de que 0 DNA dos
chilenos os protege, o Chile Continental é considerado como 4rea
indene de hanseniase’.

No continente americano, em 2006, de acordo com dados da
OMS, o Brasil era o tinico pais considerado endémico, possuindo
a maioria dos casos novos diagnosticados no ano (44.436). O
Chile ndo registrou nenhum caso novo naquele ano. Em 2006, a
prevaléncia no Brasil era de 60.567 casos"”.

Presumindo-se que a prevaléncia de soropositividade na
populacio reflita taxa de exposicdo e ou infec¢do”®, os testes
sorologicos podem ser de grande valia na determinagdo da
magnitude da hansenfase em uma comunidade, bem como
um indicador de medida de controle através de levantamentos
sorolégicos repetidos'® °. Poderia ser possivel monitorizar
alteracio na intensidade de exposicio a0 Mycobacterium leprae
e determinar tendéncias epidemioldgicas, como extensdo da
transmissao em uma comunidade®. Bach cols demonstraram que
a sorologia poderia ser método titil no seguimento clinico dos
pacientes de hanseniase, pois os niveis de anticorpos diminuem
durante a administracio do tratamento especifico’.
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Desde o inicio do século passado, diversos métodos tém
sido desenvolvidos para estudo dos anticorpos especificos
para o Mycobacterium leprae e, atualmente, existem diversos
antigenos micobacterianos disponiveis para investigaco desses
anticorpos em portadores de hansenfase'; o mais utilizado é o
ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay®'* para detectar a
presenca de anticorpos contra o glicolipidio fendlico especifico
do Mycobacterium leprae (PGL-1), sobretudo IgM. Com essa
mesma finalidade, em 2003, foi desenvolvido um teste simples
e rapido, o ML Flow®, que mostrou ser um teste de mais facil
execucio, dispensando laboratério, sendo possivel sua utilizagdo
como ferramenta auxiliar para classificacio dos pacientes para
fins de tratamento nas Unidades Bisicas de Satde.

Este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento dos
testes soroldgicos ML Flow e ELISA (PGL-T) em drea endémica e ndo
endémica de hanseniase, uma vez que estudos anteriores, embora
tenham sido realizados em 4drea ndo endémica, poderiam existir
imigrantes de paises endémicos, que desenvolveriam anticorpos
contra Mycobacterium leprae, o que ndo ocorreu no Chile.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Brasil e no Chile, paises
considerados, respectivamente, como 4reas endémica e nio
endémica de hanseniase. No Brasil, foi realizado no ambulatério de
Dermatologia do Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitdria do
Hospital Eduardo de Menezes da Fundacio Hospitalar do Estado de
Minas Gerais; no Chile, no Servicio de Medicina Interna del Hospital
del Salvador (Universidad de Chile, sede Oriente), em Santiago.

A amostra da drea endémica de hanseniase foi constituida de
60 casos de hanseniase, 28 portadores de hepatite, 29 portadores
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, 27 portadores de
tuberculose, 10 portadores de doencas tropicais (pénfigo folidceo,
paracoccidioidomicose) e, seis pacientes portadores de psorfase.
Os controles sadios (72 individuos sem sintomas clinicos de
doencas) doadores de sangue e voluntdrios da populacio geral.

A amostra estudada em 4rea néio endémica foi constituida de
27 pacientes com o diagnéstico de tuberculose, 33 portadores
de sindrome de imunodeficiéncia adquirida, 28 portadores de
doencas inflamatérias auto-imunes (artrite reumatéide, lipus
eritematoso sistémico, artrite psoridsica) e 30 profissionais do
Servigo, sem sintomas clinicos de doenca (controles).

Os testes ML Flow e ELISA foram realizados segundo técnicas
descritas. O ML Flow foi registrado de modo qualitativo (positivo
ou negativo) e semi-quantitativo (zero, 1+, 2+, 3+ e 4+); o ponto
de corte do ELISA foi estabelecido pelo método da Curva ROC
(Receiver Operating Characteristic); resultados positivos foram
considerados quando a densidade Gtica em 450/630nm foi igual
ou superior que 0,157. Em ambas as técnicas, foi utilizado o
antigeno semi-sintético, trissacarideo natural ligado 2 albumina
de soro bovino NT-P-BSA. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se a técnica de curva ROC, andlise univariada e estudo
da concordancia.

Este estudo teve a aprovagio do Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais por meio de parecer n°
393/07. Os participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

RESULTADOS

Os resultados obtidos com o teste ML Flow em drea ndo
endémica foram todos negativos; em drea endémica, o teste foi
positivo em 70% (42/60) dos pacientes com hanseniase, em 6,9%
(5/72) dos participantes controles, em 7,1% (2/28) dos pacientes
com hepatites, em 3,4% (1/29) dos pacientes HIV positivos, em
11,1% (3/27) dos pacientes com tuberculose, em 20% (2/10)
dos pacientes com o diagnéstico de doengas tropicais e em 33,3%
(2/6) dos pacientes com psoriase (Tabela 1). Ressalte-se que
os dois dltimos grupos eram constituidos de 10 e 6 participantes,
respectivamente.

0 teste ELISA (PGL-I) em drea nio endémica foi positivo em
3,4% (4/118) dos participantes. Em drea endémica, resultados

TABEILA 1
Distribui¢do por freqiiéncia do resultado semi-quantitativo do teste ML Flow nas dreas endémica e ndo endémica de hanseniase,
2000.
ML Flow
Grupos 0 1+ 2+ 3+ 4+ Total
n® % n° %  n® % n® % n° % n°
Hanseniase 18 30,0 12 20,0 6 10,0 7 11,7 17 283 60
Controle 67 931 5 69 0 0 0 72
Hepatite 26 92,9 1 3,6 1 3,6 0 0 28
Brazil AIDS 28 96,6 1 3,4 0 0 0 29
Tuberculose 24 88,9 1 3,7 2 7,4 0 0 27
Doencas Tropicais 8 80,0 2200 0 0 0 - 10
Psoriase 4 66,7 1 167 1 167 0 0 6
Controle 30 100,0 0 0 0 0 - 30
Chile Tuberculose 27 100,0 0 0 0 0 27
AIDS 33 100,0 0 0 0 0 - 33
Doencas inflamatorias 28 100,0 0 0 0 0 28
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positivos foram observados nos grupos de pacientes com o
diagndstico de hanseniase (53,3%), tuberculose 10,7% e no
grupo controle 6,9% (Tabela 2).

0 indice de concordancia (kappa) entre o ML Flow e o ELISA
(PGL-I) foi 0,628 (substancial, Tabela 3).

TABEILA 2

Distribuigdo por freqiiéncia do resultado do teste soroldgico ELISA (PGL-1) nas dreas
endémica e ndo endémica de hanseniase, 20006.

Grupo Nimero Freqiiéncia de soropositividade

ponto de corte 0,157

n° %

Regido endémica

controle 72 5 6,9

hanseniase 60 32 53,3

hepatite 28 0

AIDS 29 0

tuberculose 28 3 10,7

doencas tropicais 10 0

psorfase 6 0

subtotal 233 40 17,2
Regido nao endémica

controle 30 1 33

AIDS 33 1 3,0

tuberculose 27 1 3,7

doengas inflamatérias 28 1 3,6

Subtotal 118 4 3,4

TABEILA 3

Concordancia entre os resultados dos testes soroldgicos ML Flow e Elisa anti-PGL-I
(cut-off > 0,157) em todos os grupos estudados, 2006.

ML Flow
negativo positivo Total
ELISA (PGL-I > 0,157) negativo 285 23 308
positivo 9 34 43
Total 294 57 351

Indice de kappa = 0,628 1€95% (0,510 ; 0,746), p-valor = 0,000

DISCUSSAO

Observou-se soronegatividade do ML Flow em todos os
participantes de drea n2o endémica; estes resultados mostram que
populagdes de drea sem hanseniase nao desenvolvem anticorpos
contra o antigeno PGL-1, especifico do Mycobacterium leprae.

0 percentual de soropositividade do ML Flow em individuos
sadios de drea endémica de hansenfase foi de 6,9%, esta
propor¢io foi menor que a relatada em estudo anterior que
mostrou percentual de 12%, o que sugere um possivel contato
prévio com o Mycobacterium leprae, porém niao houve
manifestacio da doenca’.

A soropositividade do ML Flow em portadores de hanseniase
foi de 70%, enquanto que, em outros estudos, foram encontrados

72,9% °; 50,7% %; 57% !, 0 que poderia ser explicado pelo fato
de que todos os pacientes no presente estudo foram identificados
em Centro de Referéncia, para onde sio encaminhados, em geral,
casos mais complexos, predominantemente multibacilares.

A proporgdo da soropositividade do teste ELISA (PGL-I) em
drea ndo endémica foi baixa; a maioria dos participantes com teste
positivo apresentou titulos (densidade 6tica) préximos ao ponto
de corte; resultados compativeis com estudos prévios*>.

Foi constatado que a positividade do teste ML Flow e do
ELISA em individuos sem hanseniase varia de acordo com o
nivel de endemicidade da hanseniase da drea geogrifica em que
o teste foi utilizado, pois em 4rea nio endémica observou-se a
soronegatividade do ML Flow em todos os participantes e somente
4 dos participantes tiveram ELISA positivo, independente do
diagndstico da patologia dos mesmos. Modelos etiologicos atuais
indicam que, em doencas infecciosas, o agente é necessario, mas
ndo suficiente para a manifestacio da doenga'.

CONCLUSAO

Os testes ML Flow e ELISA tém comportamento semelhante
na deteccio de anticorpos anti-PGL-I e a possivel expressio do
antigeno PGL-I em outros microorganismos niao compromete
o desempenho destes testes na alocagio dos pacientes com
hanseniase para o tratamento adequado. A positividade do
teste sorologico ML Flow em individuos sem hanseniase varia
significativamente de acordo com o nivel de endemicidade da
doenga na drea geogrifica em que o teste € utilizado
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