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Andlise preliminar do uso mesclado de neoglicolipideos
derivados do PGL-1 do Mycobacterium leprae: antigeno
dissacarideo (ND-O-BSA) e trissacarideo (NT-P-BSA)
como forma de aumentar a sensibilidade do teste ELISA
anti-PGL-1

Preliminary analysis of the mixed use of derivated neoglycolipids of PGL-1 of Mycobacterium leprae:
antigen disaccharide (ND-O-BSA) and trisaccharide (NT-P-BSA) as a way to increase the sensitivity
of ELISA anti-PGL-1 test

Andlisis preliminar del uso mezclado de neoglucolipidos derivados del PGL-1 de Mycobacterium
leprae: antigeno disacdrido (ND-O-BSA) vy trisacarido (NT-P-BSA) como forma de aumentar la
sensibilidad de la prueba ELISA anti-PGL-1
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RESUMO

Mesmo a hanseniase sendo uma doenca milenar, ainda néo foi possivel o desenvolvimento de um teste diagnéstico
considerado padréo-ouro em virtude da impossibilidade de se cultivar o agente in vitro. Os testes diagnésticos existentes,
até o momento, ndo estdo disponiveis na atencéo bdsica, fato que, em geral, dificulta a classificacéo correta dos casos
mais sutis e impossibilita o diagnéstico precoce, o que poderia contribuir para a quebra da cadeia de transmissdo da
doenga. Assim sendo, por meio de um estudo experimental com amostra selecionada por conveniéncia, o objetivo
deste trabalho foi analisar o uso adicionado dos antigenos semissintéticos derivados do glicolipideo fenélico — 1
(PGL-1) do Mycobacterium leprae como estratégia para aumentar a sensibilidade do teste ELISA anti-PGL-1 utilizado
como instrumento discriminatério entre pacientes classificados clinica e bacteriologicamente como multibacilares,
paucibacilares e contatos, comparando-se o desempenho do teste ELISA anti-PGL-1 e fazendo uso dos antigenos
mesclados comparados ao antigeno trissacdride isoladamente. Os resultados demonstraram niveis de anticorpos
anti-PGL-1 mais elevados para os antigenos mesclados comparados ao antigeno trissacdride isoladamente, o que pode
destacar a eficdcia do teste ELISA como auxiliar no diagnéstico e classificacdo da hanseniase.

Palavras-chave: Hansenfase; Técnicas Imunoenzimdticas; Diagnéstico; Epidemiologia.

INTRODUCAO Na operacionalizacdo do programa da hanseniase
dentro dos servicos de salde nem sempre estdo
disponiveis métodos laboratoriais padrdo considerados
auxiliares ao diagnéstico desta enfermidade, tais como
a baciloscopia do esfregaco cuténeo, os testes cutéineos
progndsticos  (histamina, Mitsuda e pilocarpina) ou
ainda, o exame histopatolégico da mécula ou leséo de
pele e, desta forma, o diagnéstico é feito exclusivamente
baseado em dados clinicos e epidemiolégicos. E
comum e possivel que esta lacuna corrobore para erros
de diagnéstico ou de classificagdo'®1 1213,

A hanseniase ainda é endémica na Amazbnia
brasileira e existem focos de transmissdo ativa da
doenca na Amazbénia Llegal'?® e em municipios
do Estado do Pard, localizados ao sul e sudeste,
principalmente. O diagnéstico é eminentemente clinico
em funcdo da auséncia, até o momento presente,
de um teste laboratorial sensivel e especifico*>¢787,
caracteristicas  suficientes para justificar seu uso no
diagnéstico da doenca.

Baseados nos aspectos supracitados, é possivel que
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As técnicas em biologia molecular, reacéo em cadeia
da polimerase (PCR), polimorfismo de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP) e reacdo em cadeia da polimerase
via transcriptase reversa (RT-PCR), embora apresentem
melhor sensibilidade em relacéo as técnicas imunolégicas
(sorologia e cultura de células com antigenos especificos)
também apresentam dificuldades na defteccdo de
pacientes paucibacilares, os quais possuem baixa carga
bacteriana, o que refletird de forma importante na
sensibilidade do teste, pois se forem utilizadas amostras
de swab nasal ou sangue fofal, além dos cuidados
relacionados & coleta, preservacéo e acondicionamento
adequado da amostra, o resultado pode expressar dados
inconclusivos, observaveis também em individuos sadios
residentes em dreas endémicas, fato que compromete a
sensibilidade e adequacao dos testes'* %16,

Além disso, pacientes com hanseniase dimorfa e
virchowiana serdo facilmente diagnosticados por dados
clinicos, baciloscépicos e sorolégicos, ndo havendo
necessidade das técnicas na biologia molecular, as quais
sGo caras e dependem da existéncia de laboratério
equipado e profissionais técnicos muito bem treinados,
condicées estas incompativeis as encontradas na atencdo
bdsica dos servicos de saide'®!"1213,

E fato que festes de fécil execucdo e reagentes
estdveis parecem ser uma opcdo ideal para uso em
condicdes de campo em paises endémicos, pois sdo
simples, rapidos, de baixo custo e ndo necessitam de
capacitacdo demorada ou estrutura laboratorial para
serem executados e/ou interpretados; hé& a necessidade
somente de estratégias para aumentar a sensibilidade
desses testes'01112/13,

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar
o uso mesclado dos antigenos derivados do glicolipideo
fendlico 1 (PGL-1) do Mycobacterium leprae como
estratégia para aumentar a sensibilidade do teste ELISA
anti-PGL-1 para o diagnéstico da hanseniase.

A pesquisa com o uso mesclado dos antigenos
derivados do PGL-1 do M. leprae é um subprojeto de um
projeto mais abrangente, aprovado em 9 de novembro
de 2011 pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Evandro Chagas, protocolo CEP/IEC/CAAE 0013.0072-
000.

MATERIAIS E METODOS
SELECAO DOS PACIENTES

Pacientes previamente diagnosticados pelo  staff
das secretarias municipais de sadde do Estado do
Pard e do Setor de Atendimento Médico Unificado do
Instituto Evandro Chagas foram encaminhados & equipe
do Llaboratério de Hanseniase para procedimento
padronizado: assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido, exame clinico dermatoneurolégico, teste
de sensibilidade cuténeo e coleta de sangue de uma veia

periférica apds antissepsia com dlcool a 70%.

Os individuos da amostra foram divididos em
pacientes com hanseniase multibacilar (MB), pacientes
paucibacilares (PB) e contatos (C), considerados o grupo
controle de drea endémica, os quais foram avaliados
para os antigenos trissacéride (NT-P-BSA) e dissacaride

(ND-O-BSA) misturados e para o antigeno trissacdride,
isoladamente. Os antigenos misturados (MIX) foram
adicionados antes de serem diluidos nas respectivas
solucdes tampdo, conforme descrito abaixo, e o
antigeno trissacarideo (NT-P-BSA) foi diluido conforme
preconizado anteriormente por Bihrer et al'®.

COBERTURA DAS PLACAS — TECNICA DE MESCLAGEM
DOS ANTIGENOS

Placas NUNC 96 pogos em "U" (poliestireno)
foram cobertas com antigeno semissintético andlogo
ao PGL-1, dissacarideo natural ligado a um radical
octyl e a uma soroalbumina bovina — ND-O-BSA
0,1 mg/mL ou 100 pug/ml adicionado (mesclado) ao
andlogo trissacdride natural, ligado a um radical fenol e
a uma soroalbumina bovina — NT-P-BSA 100 pg/mL ou
0,1 mg/mL.

ND-O-BSA

Previamente diluido com 100 ul de dagua Milli-Q
purissima estéril. Entdo, diluido na solucdo tampédo de

cobertura usando-se carbonato hidrogenado de aménio
- (NH,) HCO, 0,1 M da seguinte forma:

250 pg de agucar 100 pg de agtcar

900 ng de antigeno ﬂ» 360 ng de antigeno
1.150 pg ou 1,15 mg 460 png ou 0,46 mg
de antigeno
O quadro 1 mostra como se obter uma

concentracéo do antigeno de 0,02 utilizada nos
trabalhos de Bihrer et al'®, para uma diluicéo de 1:500

(Quadro 1).

Quadro 1 - Célculo da quantidade de antigeno para um
volume final de 5 mL em uma concentracéo

de 1:500
Lo , , Solucéo de Volume
Diluigao Caélculo Antigeno cobertura final
1:500 5.000/500 10 pL 4.990 pL 5mlL

Nota: 100 pg de antigeno + 5.000 = 0,02.

NT-P-BSA

Previamente diluido com 100 plL de égua Milli-Q
purissima estéril. Entdo, diluido na solucdo tampédo de
cobertura usando-se carbonato hidrogenado de aménio

- (NH,) HCO, 0,1 M da seguinte forma:

Partindo do principio que para produgéo do andlogo
semissintético trissacaride do PGL-1 em relacdo a
composicéo da porcdo proteica e do antigeno, tem-se o
antigeno constituido de:

95 ug de agtcar
5 ug de proteina

100 ug ou 0,1 mg de antigeno

Para se obter uma concentracdo de 0,01 pg de
antigeno utilizada nos trabalhos de Bihrer et al'®'?, é
necesséria uma diluicdo de 1:10.000, conforme o
quadro 2.



Quadro 2 - Célculo  da  quantidade de antigeno
para um volume final de 50 mL em uma
concentracéo de 1:10.000

I . . Solugdo de Volume
Diluigéo Cdleulo Antigeno cobertura final
1:10.000 50.000/10.000 5pul 49.995 uL 50 mL

Nota: 100 pg de antigeno + 10.000 = 0,01 pg/mL ou 10 ng.

Antes de diluir o antigeno na solugGo tampdo em
sua respectiva concentragdo 6timo, adicionou-se 10 pl
de ND-O-BSA + 5 ul de NT-P-BSA, entdo, realizou-se
a diluicdo em suas respectivas solucdes tampdo = 5 mlL
+ 50 mL = 55 mL de tampéo de cobertura.

Para se cobrir uma placa, necessita-se de 2,4 mL de
antigeno e/ou tampédo, j4 que se adicionou 50 ul de
antigeno por poco nas linhas A, C, E e G e tampédo nas
linhas B, D, F e H, logo, para 55 mL pode-se cobrir 23
placas de acordo com o que se segue abaixo:

Preparo da solugéio tampéo para diluicdo dos
antigenos ND e NT. 15.812 g de (NH,) HCO, em
2 L de dagua Milli-Q pH = 8,0

Ao se retirar 10 ul de ND-O-BSA e 5 ulL de
NT-P-BSA, partindo do total de 100 pl, restaram 90 ul
de ND-O-BSA e 95 ul de NT-P-BSA para cobertura do
restante das placas para uso posterior.

REALIZACAO DOS TESTES ELISA

A pesquisa de anticorpos da classe IgM contra
PGL-1 do M. leprae foi realizada por meio de ELISA
padrdo, utilizando-se antigeno semissintético, porcéo
terminal  trissacdride imunogénica da cadeia do
PGL-1, denominado pela sigla NT-P-BSA (liofolizado
100 pg/ml), eluido com 100 pL de dgua Milli-Q, na
concentragéo de 1:10.000 (concentragéo do antigeno:
0,01 ng de actcar/ml), mesclado com antigeno
ND-O-BSA na concentracdo de 0,02. Apds diluicdo
inicial dos antigenos, os mesmos foram mesclados e
diluidos em suas respectivas concentracdes e diluidos
na solucdo tampdo de carbonato hidrogenado de
aménio (NH,) HCO, - 15.812 g de (NH,) HCO, em
2 L de 4gua Milli-Q. As placas NUNC 96 pocos em "U"
foram sensibilizadas com 50 pl de antigeno nas linhas
A, C, E, G e com 50 pl do tampéo nas linhas B, D,
F e H, as quais foram utilizadas para medir os niveis
de anticorpos IgM anti-PGL-1 em amostras de soro.
Por padronizacdo prévia (Bihrer et al'®), considera-se
resulfado  positivo, as amostras que  atingirem
uma densidade ética (DO) na leitura da placa ao
espectrofotémetro maior ou igual a 0,2.

As placas apés secas e com a realizacdo do ensaio
ELISA, tiveram excelente desempenho. O préoximo passo
serd analisar a sensibilidade/especificidade das placas
equipadas com os antigenos misturados e separados em
amostra significativa de doentes e sadios.

RESULTADOS

A amostra constou com um total de 30 individuos,
dos quais dez pacientes foram classificados como
MB (10/30 = 33,33%) e dez pacientes PB (10/30 =
33,33%) e dez C (10/30 = 33,33%) de area endémica.
A média dos niveis de anticorpos IgM contra PGL-1
do M. leprae entre pacientes MB para o antigeno MIX
foi 0,270, maior que para o antigeno NT neste grupo,
0,1912. A média dos niveis de anticorpos para os
pacientes PB para o antigeno MIX foi de 0,0134, maior
que para o antigeno NT, 0,006.

Foram 17 individuos do sexo masculino (17/30 =
56,66%) e 13 do sexo feminino (13/30 = 43,33%). A
média de idade entre os homens foi de 44,88 e entre
as mulheres foi de 32,46. Os niveis de anticorpos
IgM para PGL-1 entre as mulheres mostrou média
de 0,102 e 0,079 para os antigenos MIX e NT-P-BSA
respectivamente, semelhante ao observado entre os
homens, 0,102 e 0,063 respectivamente para os
antigenos MIX e NT-P-BSA.

Andlise de varidncia (ANOVA — dois critérios)
mostrou-se significativa para a assertiva de que os niveis
de anticorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae sGo mais
elevados para o antigeno MIX comparado ao antigeno
NT-P-BSA, o qual mostrou F (tratamentos), aplicacdo dos
antigenos = 9,2878 e p-valor = 0,000028 e F (blocos),
os grupos MB, PB e C = 2,1453 e p-valor = 0,04452.
O teste de Krustal-Wallis mostrou H = 34,7223 e p-valor
< 0,0001 (Figura 1).
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Pacientes com hansenfase multibacilar (MB), paucibacilar (PB) e contatos
de drea endémica (C).

Nota: Média MB MIX = 0,2707; Média MB NT-P-BSA = 0,1912;
Média PB MIX = 0,0134; Média PB NT-P-BSA = 0,0065; Média
C MIX = 0,0237; Média C NT-P-BSA = 0,0137.

Figura 1 — Niveis de antficorpos anti-PGL-1 entre pacientes
com hanseniase MB, PB e C, de drea endémica
para os antigenos MIX e NT-P-BSA, Estado do
Pard, Brasil

A correlacdo realizada entre o desempenho dos
antigenos MIX e ftrissacarideo entre pacientes com
hanseniase MB e PB é mostrada na figura 2.
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Nliveis de anticorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae

10
B VB Mix B vBNT B rB Mix B reNT B cmix B cnr
1 2 3 4 6 7 8 9 10

MB MIX 0,014 0,028 0,054 0,094 0,104 0,0363 0,188 0,732 0,534 0,596
MB NT 0,021 0,002 0,048 0,071 0,075 0,335 0,166 0,338 0,417 0,439
PB MIX 0,013 0,02 0,013 0,01 0,016 0,014 0,005 0,021 0,012
PB NT 0,012 0,007 0,013 0,001 0,01 0,001 0,002 0,008 0,001
C MIX 0,06 0,024 0,015 0,016 0,005 0,021 0,009 0,013 0,008 0,066
CNT 0,08 0,04 0,002 0,004 0,001 0,017 0,001 0,011 0,005 0,012

Nota: Correlagéo de Pearson para MB = 0,9316; p < 0,0001, 1C95% 0,73 a 0,98; para PB = 0,38; p = 0,3551, IC95% -

para C = 0,666.

0,38 @ 0,79;

Figura 2 — Niveis de anticorpos anti-PGL-1 entre pacientes com hanseniase MB e PB, Estado do Pard, Brasil

DISCUSSAO

A auséncia de um teste laboratorial sensivel e
especifico para o diagnéstico da hanseniase tem
sido uma lacuna para o acesso aos pacientes
com sintomatologia sutil e mais dificeis de serem
diagnosticados de forma precoce pelos métodos
disponiveis na atualidade®*56.

Na década de 1980, quando Hunter e Brennan®
caracterizaram o maior antigeno de parede celular
do M. leprae, o PGL-1, tornou-se possivel estudos
relacionados & imunidade humoral entre pacientes
com hanseniase MB. Posteriormente com o advento
da sintese de novos glicolipideos, especialmente a
porcdo terminal imunogénica do PGL-1, as porcoes
dissacaride (ND-O-BSA) e trissacdride (NT-P-BSA)
para uso em feste ELISA, houve um avanco quanto
4  sensibilidade/especificidade  do  ensaio  com
PGL-11718192021 " nhorém a resposta predominantemente
humoral em alguns individuos aparentemente sadios,
residentes em dreas endémicas, sugere infeccdo
subclinica com M. leprae e diminui a sensibilidade do
teste, visto que nas regides endémicas existe um nimero
significativo de pessoas infectadas sem sinais clinicos
compativeis com a hansenfase??2%2425,

Este estudo avaliou de forma preliminar o uso
mesclado (concomitante) dos glicolipideos sintéticos
andlogo ao PGL-1 do M. leprae, o antigeno
dissacarideo  (ND-O-BSA) adicionado ao antigeno
trissacarideo  (NT-P-BSA). O resultado demonstrou
6timo  desempenho dos antigenos mesclados, aqui
denominado de MIX, comparado ao antigeno
trissacaride, isoladamente. Os niveis de anticorpos
foram  significativamente  mais  elevados para o
antigeno MIX comparado ao NT-P-BSA (p = 0,000338)
(Figura 1). Nao foi objeto deste estudo a andlise da
sensibilidade/especificidade do teste ELISA anti-PGL-1
para o antigeno MIX comparado co dissacaride e/ou
trissacdride, estudo a ser realizado posteriormente, em
funcdo de que o mesmo requer tamanho amostral
maior e requer a partficipacdo de um grupo controle.

Estudos a respeito do desempenho dos antigenos
sintéticos dissacarideo e frissacarideo demonstraram
excelente correlagéo entre os niveis de anticorpos IgM
anti-PGL-1 entre pacientes com hanseniase MB e PB'32,
Porém, o estudo de Chanteau et al?® mostrou que o
antigeno trissacarideo apresentou-se mais sensivel e
especifico para o diagnéstico da forma PB. Tal fato
sugere que em dreas ndo endémicas, onde este estudo



foi realizado, na Polinésia Francesa, por néo existir
nimero significativo de individuos infectados pelo
M. leprae, o antigeno trissacarideo apresenta-se mais
sensivel por alcancar mais doentes do que sadios.

A correlacdo encontrada entre os niveis de
antficorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae para
os antigenos MIX e NT-P-BSA em pacientes com
hanseniase MB foi excelente (r de Pearson = 0,9316,
p-valor < 0,0001), ainda que se tenha observado
niveis mais elevados para o antigeno MIX comparado
ao NT-P-BSA (Figura 2), porém, nesta amostra, a
correlacdo entre os niveis de anticorpos IgM contra

IC95% - 0,38 a 0,79) (Figura 2), entretanto outros
estudos mostraram boa correlacéo entre os niveis de
anticorpos IgM contra PGL-1 do M. leprae para os
antigenos dissacdride, trissacdride, monossacdride ou
PGL-1 nativo, entre pacientes MB e PB?20.2¢,

CONCLUSAO

Este estudo mostra a possibilidade de se aumentar
a sensibilidade do teste ELISA anti-PGL-1 com o
antigeno MIX (ND-O-BSA adicionado ao NT-P-BSA),
porém é necessdrio realizar estudo soroepidemiolégico

com amostragem significativa para confirmacdo desta
hipotese preliminar.

PGL-1 do M. leprae entre pacientes PB ndo foi
significativa (r de Pearson 0,38; p = 0,3557,

Preliminary analysis of the mixed use of derivated neoglycolipids of PGL-1 of
Mycobacterium leprae: antigen disaccharide (ND-O-BSA) and trisaccharide (NT-P-BSA)
as a way to increase the sensitivity of ELISA anti-PGL-1 test

ABSTRACT

Although leprosy is an ancient disease, it has not been possible yet to develop a diagnostic test considered the
gold standard because of the inability to cultivate the in vitro agent. The current diagnostic tests, so far, are not
available in primary care, in general, it is a fact that complicates the correct classification of subtle cases and makes
early diagnosis impossible, which could help to break the chain of disease transmission. Thus, by means of an
experimental study using convenience sampling, the aim of this study was to analyze the added use of semisynthetic
derivatives of phenolic glycolipid antigens - 1 (PGL-1) of Mycobacterium leprae as a strategy to increase the
sensitivity of ELISA anti-PGL-1 used as a discriminatory instrument by clinical and bacteriological patients classified
as multibacillary and paucibacillary and contacts, comparing the performance of the ELISA anti-PGL-1 and
making use of mixed antigens compared to trisaccharide antigen. The results demonstrated anti-PGL-1 antibody
levels higher for the mixed antigens compared to the trisaccharide antigen individually, which can highlight the
effectiveness of ELISA test as a helper in diagnosis and classification of leprosy.

Keywords: Leprosy; Immunoenzyme Techniques; Diagnosis; Epidemiology.

Andlisis preliminar del uso mezclado de neoglucolipidos derivados del PGL-1 de
Mycobacterium leprae: antigeno disacdrido (ND-O-BSA) y trisacdrido (NT-P-BSA) como
forma de aumentar la sensibilidad de la prueba ELISA anti-PGL-1

RESUMEN

Aunque la hanseniasis sea una enfermedad milenaria, ain no ha sido posible desarrollar una prueba diagnéstica
considerada estdndar de oro en virtud de la imposibilidad de cultivar el agente in vitro. Las pruebas diagndsticas
existentes, hasta el presente, no estdn disponibles en la atencién bdsica, hecho que, en general, dificulta la clasificacion
correcta de los casos mds sutiles e imposibilita el diagndstico precoz, lo que podria contribuir a la ruptura de la cadena
de transmisién de la enfermedad. Siendo asf, a través de un estudio experimental con muestra seleccionada por
conveniencia, el objetivo de este trabajo fue el de analizar el uso agregado de los antigenos semi-sintéticos derivados del
glucolipido fendlico - 1 (PGL-1) del Mycobacterium leprae como estrategia para aumentar la sensibilidad de la prueba
ELISA anti-PGL-1 utilizada como instrumento discriminatorio entre pacientes clasificados clinica y bacteriolégicamente
como multibacilares, paucibacilares y contactos, comparando el desempefio de la prueba ELISA anti-PGL-1 y usando
los antigenos mezclados comparados al antigeno trisacdrido aisladamente. Los resultados demostraron niveles
de anticuerpos anti-PGL-1 mds elevados para los antigenos mezclados comparados con el antigeno trisacérido
aisladamente, lo que puede reforzar la eficacia de la prueba ELISA como auxiliar al diagnéstico y a la clasificacién de
la hanseniasis.

Palabras clave: Lepra; Técnicas para Inmunoenzimas; Diagnéstico; Epidemiologia.
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