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RESUMO - Os testes sorolégicos para diagndstico de hanseniase, usando o glicolipideo-
fendlico, considerado antigeno especifico do M. leprae tém aberto algumas possibilidades de
estudo do comportamento epidemiolégico desta doenca. Foi realizado um estudo para medir
a sensibilidade e especificidade de um teste de ELISA anti PGL-1, usando material e técnica
proveniente de Cuba (UMELISA). Foram testados 84 doentes e 112 controles sadios.
A sensibilidade do teste foi maior para o grupo de doentes multibacilares, sendo mais alto entre
0s casos classificados como virchowianos (V), seguido dos dimorfos (D). No grupo de
multibacilares, considerando o limiar de reatividade de 0,200, observou-se que apenas 75,0%
de pacientes V e 50,0% de D foram positivos ao teste e, no limiar de 0,300, apenas 64,3% dos
V e 40,0% dos D ainda mostravam positividade. Os doentes indeterminados apresentaram
maior propor¢do de soropositivos do que os tuberculdides e isto talvez traduza a polarizacdo
de alguns casos para formas multibacilares. A especificidade do teste foi de 87,5% no limiar
de 0,200 e de 99,1% no de 0,300. Este teste, a semelhanca de outros, apresentou alta
especificidade e baixa sensibilidade, resultando em grande percentual de falso-negativos.

Para uma doenca em que os testes soroldgicos sdo escassos, apesar de ndo se recomendar
0 uso indiscriminado do teste para triagem de casos na populacdo geral, a continuidade de seu
aprimoramento tecnoldgico deve ser estimulada. Conseguir-se-ia, assim, avangar na pesquisa
de instrumentos cada vez mais sensiveis e especificos para melhorar o diagndstico precoce e,
desse modo intervir mais oportunamente na cadeia de transmissao.
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1. INTRODUCAO

hanseniase é doencga infecciosa cro-

nica, causada pelo Mycobacterium

leprae, que acomete principalmente

pele e nervos causando sérias
incapacidades fisicas. Devido a sua
magnitude e transcendéncia é considerada
problema de salde publica no Brasil e,
portanto, objeto de programa de controle
especifico.

As acOes se baseiam na descoberta de
casos, no tratamento de todos os casos
detectados com poliquimioterapia, na
vigildncia e vacinagdo com BCG-ID dos
contatos intra-domiciliares e nas atividades
de educacdo em saude. Estas medidas,
portanto, dependem fundamentalmente de
servigos de saude razoavelmente
organizados. O impacto destas acles sobre a
endemia se faz de forma lenta, mesmo que
bem planejadas e executadas. Acredita-se
que o controle seria otimizado se houvesse a
possibilidade do diagndstico mais precoce e
tratamento de todos os casos, impedindo que
evoluissem para as formas multibacilares.
Desta forma, poder-se-ia conseguir a quebra
da transmissao da doenga na comunidade.

O estudo da infecgdo subclinica é impor-
tante para a compreensdo da histéria natural
da hanseniase e a possibilidade de identificar
adequadamente nos individuos expostos,
aqueles com risco de adoecer, o que poderia
trazer importante contribuicdo para o
controle da transmissao.

A caracterizagdo dos componentes anti-
génicos especificos do M. leprae ( CALDWELL
et al, 1979; ABE et al., 1980; HARBOE et al.,
1978) e o isolamento do PGL-1 (HUNTER &
BRENNAN, 1981; BRENNAN & BARROW,
1981; HUNTER et al., 1982) levou a producgdo
dos testes laboratoriais, como o ELISA e a
aglutinagdo, para dosar anticorpos anti M.
leprae disponiveis comercialmente ( BRETT
et al., 1983).

N3o se observaram respostas cruzadas
com outras doengas (PAYNE et al.,1982; CHO
et al.,1983)como tuberculose ou outras mico-
bacterioses atipicas, mostrando boa especi-
ficidade. Os testes, em geral,foram mais sensi-
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veis para o grupo de doentes multibacilares
do que paucibacilares ( YOUNG et al., 1985).
0 tempo de tratamento dos casos
virchowianos mostrou queda na positividade
ao teste ( CHO et al., 1983; BACH, et al.,
1986; REPA, etal., 1991), sugerindo que a
sorologia poderia ter utilidade para monitorar
tratamento.

O PGL-1 parece estimular basicamente
o anticorpo IgM (YOUNG et al., 1984; FUJI-
WARA et a/., 1984) e a presenga deste anti-
corpo tem sido atribuido a infecgdo
persistente (TOUW, 1982). BUCHANAN et al.
(1983), em um artigo de revisao, observam
que a utilidade de qualquer teste soroldgico
estd na capacidade preditiva de apontar o
individuo que desenvolvera a doenca.

Um estudo comparativo efetuado pela
OMS em 8 laboratérios de referéncia
(Estados Unidos, Venezuela, Sri Lanka, Suiga
e Londres) com varios tipos de teste de
ELISA e wusando antigenos naturais e
sintéticos. Observou-se alta concordancia
entre 0s laboratorios e entre 0s
procedimentos (87,0%) (LANCET, 1986).
Resultados similares foram observados em
outros  trabalhos (DOUGLAS, STEVEN,
HIRSH, 1992), que comparam 4 antigenos
semi-sintéticos em populagdes sadias de
areas endémicas e ndo-endémicas e a
especificidade foi alta nas duas populagbes
estudadas. Alguns autores justificam o uso
do teste de ELISA anti PGL-1 para
diagndstico de infecgdo subclinica, apesar do
risco de adoecer da populacdo sadia
soropositiva ndo estar ainda estabelecida
( DAVID et al, 1992) e outros consideram
que, em teoria, altos titulos de anticorpos
especificos, se interpretados como forte
resposa humoral, possam refletir tanto
infecgdo pelo M. leprae, como desenvolvimento
de doenga multibacilar (FINE et al., 1989).

ABREU-CASTELLS et al., em 1989, anali-
saram a comprovacdo soroldgica da atividade
de um antigeno do M. leprae obtido por sin-
tese quimica em Cuba por MARINO e VEREZ,
que o consideraram similar aos sintetizados
por outros pesquisadores. A sensibilidade do
antigeno cubano foi de 71,0% e a do antigeno
referéncia foi de 66,0%. A especificidade,
respectivamente, foi de 89,0% e 94,0%.
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Em Ribeirdo Preto, estado de Sdo Paulo,
foram realizados estudos com teste de ELISA
anti PGL-1 em 402 individuos, sendo que 47
eram doentes de hanseniase, 12 de tuber-
culose, 19 eram contatos de casos de han-
seniase e 324 amostras de doadores de
sangue sadios. Encontrou-se que os titulos
eram normais em doentes da forma
tuberculéide e "bordeline", nos casos de
tuberculose e nos contatos de hanseniase.
Encontrou-se que 3,8% dos doadores foram
soropositivos (10 casos) e 19,4% tinham
niveis suspeitos (63 casos). Dos 10 sadios
soropositivos submetidos ao teste de Mitsuda,
3 foram negativos. Os autores consideram
que, em vista destes resultados, o ELISA
parece ser um importante teste para detecgdo
e profilaxia das formas subclinicas (FOSS,
CALLERA & ALBERTO, 1993).

Considerando os resultados observados
pelos diferentes estudos e a situagdo da
endemia hansénica no estado de Sado Paulo,
um estudo coordenado pelo Centro de
Vigilancia Epidemioldgica, propOs-se avaliar a
aplicabilidade desta ferramenta em comuni-
dade de alta prevaléncia e detecgdo,
objetivando aprimorar as atividades do
controle. Este artigo em particular, focaliza a
primeira etapa deste projeto de pesquisa e
permitiu a definicdo da sensibilidade e
especificidade do teste ELISA anti PGL-1 e o
processo adotado para determinar o limiar de
reatividade do teste utilizado nas etapas
subsequentes do estudo.

2. MATERIAL E METODOS

Deteccao de anticorpo IgM anti PGL-1

Foram analisadas amostras de soro de 28
doentes virchowianos, 20 dimorfos, 22
tuberculdides e 14 indeterminados e 112 soros
de individuos sadios.

Os soros de doentes (controle positivo)
foram obtidos no Centro de Referéncia de
Hanseniase da Grande Sdo Paulo e os soros de
nao-doentes da hanseniase (controle negativo)
foram obtidos no Servico de Dermatologia do
Complexo Hospitalar do Juqueri, que assiste

doentes mentais isolados ha mais de 10 anos
e que residiam em pavilhdes sem casos de
hanseniase neste intervalo de tempo ( estas
amostras faziam parte da coleta para exames
de rotina). Os controles negativos foram
examinados para hanseniase pelo Servico de
Dermatologia do hospital.

Foram calculadas as diferentes
sensibilidades do teste no grupo de doentes,
bem como as diferentes especificidades no
grupo de ndo-doentes. Como ndo existe teste
padrdo-ouro para hanseniase, a clinica foi
usada para comparacao do controle positivo.

A anadlise laboratorial das amostras de
soro foi executada, usando técnica de ELISA
desenvolvida pelo Instituto de Medicina
Tropical, Cuba, denominado Sistema de
Ultramicroanadlise (SUMA), de acordo com a
metodologia descrita por LAFERTE et al.
(1991) onde se pode encontrar todos os
procedimentos técnicos detalhados. Este teste
detecta a presengca de anticorpos da classe
IgM usando um dissacdrido semi-sintético
acoplado a uma proteina.

O critério de soropositividade recomen-
dada por LAFERTE et al. (1991) foi determi-
nado previamente sobre uma populacdo sadia
de Cuba sem contato conhecido com a
hanseniase, utilizando o critério de percentil
98 recomendado pela OMS. Os resultados
obtidos com os 433 soros testados, indicaram
que 0,135 seria o limiar de reatividade mais
adequado para aquela situagdo estudada.

No estudo realizado em Sdo Paulo, para
definicdo do limiar de reatividade mais
adequado foram calculados a sensibilidade e
especificidade em varios niveis de reatividade
e usou-se, também, a técnica de Receiver
Operating Caracteristics Curves ( ROC analysis
- FEINSTEIN, 1985).

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos na realizacdo dos
testes usando o grupo controle positivo e o
grupo controle negativo estdo no Quadro 1 e 2
e no Grafico 1 e 2.
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Quadro 1 - Sensibilidade do ELISA anti-PGL-1 - S3o Paulo -1989

Limiar do Formas clinicas
reatividade Y D T I Todas formas
0,050 96,4% 85,0% 68,2% 71,4% 82,1%
0,150 82,1% 60,0% 54,5% 571% 65,5%
0,200 75,0% 50,0% 18,2% 571% 51,2%
0,250 67,9% 45,0% 18,2% 57,1% 47,6%
0,300 64,3% 40,0% 18,2% 57,1% 45,2%
0,500 57,1% 25,0% 9,1% 14,3% 29,8%

Quadro 2 - Especificidade do teste ELISA anti
PGL-1, grupo controle-negativo - Sdo Paulo -
1989.

Limiar de Controle
reatividade negativo
0,050 28,6%
0,150 73,2%
0,200 87,5%
0,250 91,9%
0,300 99,1%
0,500 100,0%

Conforme se observa no Quadro 1 e no
Grafico 1, a sensibilidade do teste para todas
as formas clinicas decresce de 82% para 51%
ao se passar do limiar 0,050 para 0,200; a
partir deste ponto, continua caindo mais
suavemente até 30%, no limiar 0,500.
Observa-se, também, que a sensibilidade varia
com as formas clinicas, sendo mais elevada na
virchowiana (V) e menor na tuberculdide (T).
As formas dimorfas (D) e a indeterminada (I)
tem sensibilidade préximas entre si e
intermediarias entre as formas VeT,
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comportando-se, em relagdo aos limiares de
reatividade, mais como forma V, ou seja , com
razoavel estabilidade na faixa situada entre
0,150 e 0,300; isso ndo ocorre com a forma T,
que na mesma faixa de reatividade, apresenta
acentuada queda da sensibilidade, que vai
situar-se em 18%.

A especificidade do teste, por sua vez,
tem comportamento inverso ao da sensi-
bilidade, apresentando expressiva elevagdo na
faixa de reatividade de 0,050 a 0,300,
passando de 28 para 99%. Acima de 0,300 é
praticamente de 100% ( Quadro 2).

O Griéfico 1 mostra que a sensibilidade
do teste é maior nos doentes virchowianos em
todos os limiares de reatividade e que nos
doentes tuberculdides foi bem menor. Nos
grupos de indeterminados e dimorfos a
sensibilidade apresentou valores intermedia-
rios, sendo que nos indeterminados o declinio
da curva se faz de forma menos acentuada do
que nos dimorfos.

O mesmo Grafico 1 mostra que, a partir
do limiar de reatividade 0,300, a especi-
ficidade esta préoxima de 100,0% . No limiar
de 0,150 a sensibilidade, com excecdao dos
virchowianos, permanece praticamente
inalterada, mas a especificidade cai, passando
a incorporar mais de 10,0% de falso-
positivos.
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Grafico 1 Sensibilidade ( todas as formas) e especificidade do teste ELISA anti PGL-. .Sdo Paulo - 1989
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Como se pode verificar, a sensibilidade e
a especificidade tem comportamento antago-
nico, sendo que ao aumentar substancial-
mente a sensibilidade a especificidade tende a
diminuir em igual proporgao.

A técnica do ROC Analysis indica que o
limiar de reatividade razoavel estaria em
torno de 0,250. Neste ponto, a especificidade
do teste, é baixa, comportando a ocorréncia

de 8% de falso-positivos. No entanto, um
pouco acima deste limiar, na reatividade
0,300, a especificidade toma-se 99%, sendo
mais adequada para a finalidade do teste que
se propde neste estudo.

Soros de pacientes com tuberculose,
sifilis e gestantes, analisados nesta fase do
estudo, apresentaram-se ndo-reagentes para o
limiar de 0,300.

Hansen. Int., 22(2):35-43, 1997
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4, DISCUSSAO

A descoberta de antigenos especificos do
M. leprae e a obtengdo por sintese quimica de
grandes quantidades acenou com possibili-
dades interessantes de estudos populacionais.
Os primeiros estudos com o PGL-1 foram para
se determinar a sensibilidade do teste. Usou-se,
basicamente, os casos clinicamente compro-
vados como controle-positivos e amostras de
sangue de populacdo de areas ndo-endémicas
ou mesmo grupos considerados nao-doentes da
prépria regido, como controle-negativos. Todos
os estudos mostraram que a sensibilidade do
ELISA era maior no grupo de doentes multibaci-
lares do que no de paucibacilares. O teste era
especifico para hanseniase, ndo se observando
respostas cruzadas com tuberculose ou outras
micobac-terioses. Isto criou muita expectativa
de seu uso em massa para a deteccdo de casos
subclinicos e a possibilidade de quimio-profilaxia,
desta forma negativando futuras fontes de
infecgdo.

A sensibilidade do teste de ELISA obser-
vado neste trabalho, a semelhanca dos outros,
mostrou que as formas multibacilares, princi-
palmente os virchowianos, apresentam maior
percentual de soropositivos em qualquer limiar
de reatividade estudado. Entre os indetermi-
nados, observa-se que a proporcao de soro-
positivos € maior do que entre os tuberculdides,
talvez porque entre esses casos estivessem 0s no
limite da polarizagdo para multibacilar.

A classificacdo de Madri, usada neste
trabalho, engloba diferentes situagdes dentro
do espectro clinico quando se trata de doentes
do grupo indeterminado ou dimorfo, o que
pode explicar em parte as taxas de
sensibilidade encontradas.

Pelo Quadro 2 e Grafico 1 observa-se
gue a especificidade é boa, sendo que acima
do limiar de 0,250 a especificidade é maior do
que 91,9%. Se o objetivo é estudar a infeccdo
subclinica e a sua associagdo com o apare-
cimento da doencga, esta caracteristica é
bastante desejavel. Neste limiar de 0,250 a
sensibilidade do teste para detectar os
virchowianos é de 67,9%, para os dimorfos é
de 45,0%, para os tuberculdides é de 18,2% e
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para os indeterminados é de 57,1 %.

Se o0 que interessa identificar com o teste
ELISA - anti PGL-1 sdo as pessoas infectadas
em fase subclinica, isso se consegue com a
especificidade proxima de 100%, ou seja,
com limiar de reatividade de 0,300. Nestas
condigdes o teste, embora descarte mais da
metade de todas as formas clinicas (54,8% de
falso-negativos), ndao deve incluir nenhum
falso-positivo. Entre os soropositivos estardo,
com elevada probabilidade, apenas indivi-
duos infectados, doentes ou em fase sub-
clinica (COPELAND, 1977; KRONVALL,
1981). Espera-se que o teste, nestas condigdes,
aplicado em populacdes de risco, identifique
também pessoas infectadas em fase sub clinica
com grande seguranga para, se for o caso, serem
submetidas as acGes de controle cabiveis.

Os outros estudos que avaliaram a
sensibilidade e especificidade do teste de
ELISA com PGL-1 encontraram sensibilidades
maiores do que o encontrado no presente
trabalho, como CHO et al. (1983), com 88%
de positividade para os casos V, BRETT et al.
(1986), que observaram 96% de positivos nos
doentes V , BACH et al. (1986) com 80% de
soropositividade nos casos ndo tratados,
BURGESS et al. (1988) com 96% de
positividade nos multibacilares. Estes dife-
rentes resultados podem ser explicados pela
diversidade metodoldgica: diferentes popu-
lagdes estudadas, pequenas diferengas entre
os antigenos (dissacarido, trissacarido, natural
ou sintético). Apesar das diferencas quanto a
sensibilidade dos testes, todos os estudos
reproduziram o mesmo comportamento frente
as diferentes formas clinicas. Todos eram mais
sensiveis para as formas multibacilares do que
para paucibacilares. Quanto a especificidade,
foi bastante alta em todos os estudos.

ABREU-CASTELLS et al., (1989) usando
0 mesmo antigeno deste estudo, o dissaca-
rideo-acrilamida, definiram a sensibilidade em
71% para os multibacilares, considerando a
média de reatividade mais um desvio-padrdo
(0,417 + 0,424). SAAD et al. no estudo
realizado pela Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio
de Janeiro), encontraram alta sensibilidade nos
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casos virchowianos ( 83,3%) e baixa positivi-
dade entre os tuberculdides. Portanto, neste
estudo a sensibilidade pode ser considerada
real-mente muito baixa para todas as formas
clinicas e a utilizacdo do teste implica 54,6%
de falso-negativos, ou seja, de casos que nao
seriam detectados por este método. A perda de
casos €& maior para os tuberculdides, pois
81,8% ndo seriam detectados por este
método.

Os casos PB apresentam resposta imu-
noldgica do tipo celular e, na maioria dos casos
ndo apresentam anticorpos circulantes ou, se
apresentam, fazem-no em quantidades pe-
quenas (YAMASHITA et al., 1992), explicando,
desse modo, o grande percentual de negativos.
Poder-se-ia esperar maior sensibilidade do
teste para a detecgdo dos multibacilares,
principalmente dos virchowianos, cuja resposta
imunologica é basicamente humoral, ja que o
mesmo dosa anticorpos. A baixa sensibilidade
pode ser devida a formagdo de imuno-
complexos, inibindo a reagdo em alguns casos.

Ao ser considerada uma maior especi-
ficidade do teste, ou seja, uma menor chance
de reagdo cruzada, had a indicagdo de que se
trata de infecgdo especifica pelo agente
estudado, podendo os individuos sadios que
apresentarem respostas positivas ao teste ser
considerados como portadores de infecgao
inaparente antiga ou atual. No caso da

hanseniase e do PGL-1, por se tratar de
antigeno que estimula principalmente IgM
(DOUGLAS et a/., 1984), nos doentes que
apresentam estimulo continuo pode ser
dosado mesmo apds 20 anos de doenga. No
caso de individuos sadios expostos ao M.
leprae que apresentam sorologia positiva anti
PGL-1 pode-se inferir que estejam infectados
(MENZEL et al., 1987), podendo ou ndo
desenvolver a doencga, dependendo de como
seu organismo reage a esta infeccdo (FINE,
1982). Caso a soropositividade possa ser
traduzida como infecgdo subclinica, quais os
fatores que estariam associados a esta
condicdo para se definir a probabilidade de
adoecer de uma pessoa infectada?

Com o intuito de abordar esta e outras
questdes, como ja anteriormente relatado, foi
efetivado um estudo em area de alta
prevaléncia e detecgdo de hanseniase, que
sera objeto de outra publicagdo.
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ABSTRACT - Serum tests for leprosy diagnosis, using phenol-glyco-lipid -1 considered to be a
specific antigen of the M. leprae, has brought about some possibilities to the study of the
epidemiological behavior of the disease. A study was performed to evaluate the sensibility and
specificity of an ELISA anti PGL-1 test using Cuban material and techniques (UMELISA). Eighty-
four patients and a control group with 112 persons were tested.

The sensibility of the test was larger for the multibacilar patients with higher levels for the
cases classified as Lepromatous (L) followed by the Bordeline (B) ones. In the multibacilar group,
considering a 0.200 cut-off level, it was observed that only 75.0% of the Lepromatous patients
and 50.0% of the Bordeline patients tested positive. For a 0.300 cut-off level, only 64.3% of
the L patients and 40.0% of the B patients still tested positive. The undetermined form patients
presented a larger rate of positive results than the tuberculoide form and that may be a hint of a
polarization of some cases of the multibacilar forms. The specificity of the test was 87.5% at the
0.200 cut-off level and 99.1% at 0.300. This test, as some others, presented high specificity and
low sensibility, resulting a large percentage of false negative tests.

As leprosy is a disease with few serum tests, it is found that further technological
development of this test should be stimulated, although its indiscriminate use for large scale
screening of the general population is not recommended. This way, advances in the research of
more sensitive and specific tools for early diagnosis could be reached allowing for efficient
intervention on the transmission chain of the disease.

Key words: Leprosy, ELISA, phenol-glyco-lipid - PGL-1.
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