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RESUMO 

 

LIMA, F. R. Anticorpos anti-Mce1A como biomarcadores sorológicos na hanseníase: 

diagnóstico, avaliação de contatos e seguimento. 2022. Tese (Doutorado em Clínica Médica) 

- Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 2022.  

 

A hanseníase é uma doença crônica infectocontagiosa, causada por Mycobacterium leprae e 

Mycobacterium lepromatosis. A principal consequência da doença são as deformidades 

levando à incapacidade física. As dificuldades vividas na prática diária dos serviços de saúde e 

as limitações dos testes laboratoriais quanto ao diagnóstico das diferentes formas clínicas e a 

identificação precoce dos comunicantes infectados são importantes fatores que não nos permite 

controlar a magnitude que essa doença representa no Brasil. Com isso, a aplicação da proteína 

de superfície Mce1A vem se demonstrando como um possível avanço para prospecção de 

ensaios sorológicos por ELISA. Mce1A (52 kD) é uma proteína da parede celular do gênero 

Mycobacterium, que confere grande capacidade de aderência, invasão e sobrevivência em 

células do hospedeiro. Os resultados já publicados pelo grupo sugerem que os testes sorológicos 

propostos podem ser usados como um método fácil, não invasivo e de baixo custo para suporte 

ao diagnóstico na hanseníase. Para tal foi realizado um novo estudo de corte transversal 

bidirecional entre 2020 e 2022. Os grupos do estudo são classificados em controles endêmicos 

(voluntários saudáveis), comunicantes intradomiciliares dos casos de hanseníase e pacientes 

casos novos com e sem utilização da PQT.  Os ensaios laboratoriais consistem em avaliar a 

resposta imune humoral através da pesquisa de anticorpos das classes IgA, IgM, IgG α-Mce1A 

pelo método de ELISA indireto in house, comparar com o teste sorológico α-PGL-I e o 

diagnóstico molecular (DNA) PCR-RLEP. Na região endêmica de Parnaíba-PI, IgG α-Mce1A 

obteve uma sensibilidade e especificidade de 94,7% e 100%, respectivamente. Indivíduos IgM 

α-Mce1A positivos tiveram 3,6 chance de serem diagnosticados com hanseníase [OR = 3,6 

(95% CI = 1,1-11,6); p = 0,028], enquanto os indivíduos IgA-positivos tiveram uma chance de 

2,3 [OR = 2,3 (IC 95% = 1,2-4,3); p = 0,005]. IgA é um biomarcador ideal para confirmar o 

contato com o bacilo com soropositividade de 88,2%, 92,3% e 52,6% para contatos, casos 

novos e pacientes tratados, respectivamente. Já na região de Ribeirão Preto-SP, IgA α-Mce1A 

obteve acurácia de 90%, 77,5% de sensibilidade, 89% especificidade, 77,5% de pacientes e 

65,7% de comunicantes soropositivos. ELISA IgM α-Mce1A 87% de acurácia, 76,5% de 

sensibilidade, 88% de especificidade com 76.5% e 70,5% dos casos novos e contatos positivos, 

respectivamente. 75% de acurácia foi identificada no ELISA IgG α-Mce1A e demonstrou que 

pode ocorrer uma menor frequência (61.5%) em regiões de menor endemicidade e alta 

soroprevalência em casos novos de região hiperendêmica (84%), sendo o anticorpo testado de 

maior especificidade (96%). A sorologia α-PGL-I mostrou pior desempenho com propabilidade 

de detecção dos casos novos em 34,6%. Paralelo aos estudos supracitados, uma avaliação de 

acurácia dos testes laboratoriais (baciloscopia, PCR e sorologia α-PGL-I) foi desenvolvido 

demonstrando a superioridade da sorologia e biologia molecular em comparação a baciloscopia 

para diagnosticar hanseníase. Por fim, sugere-se que os anticorpos IgA é um marcado de contato 

bacilar, IgM na detecção de doença ativa e triagem de infecção subclínica, sendo negativo nos 

casos tratados avaliados, e IgG apresentando sua maior soropositividade em pacientes após uso 

da PQT. Portanto, os resultados encontrados permitem contribuir para o melhor entendimento 

do papel desta proteína na patogênese da hanseníase, além de identificar potenciais 

biomarcadores para execução de plataformas de diagnóstico aplicáveis nas unidades básicas e 

especializadas de saúde, se tornando um importante avanço tecnológico para o diagnóstico 



  

precoce da hanseníase com implicações direta na quebra da cadeia de transmissão da doença, 

além de evitar incapacidade, deformidades e manutenção do estigma da doença.  

Palavras-chave: Hanseníase. Biomarcadores. Anticorpos. Proteína Mce1A. Diagnóstico. 

Sorologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 

LIMA, F. R. Anti-Mce1A antibodies as serological biomarkers in Hansen’s disease: 

diagnosis, evaluation in contacts and follow-up. 2022. Tese (Doutorado em Clínica Médica) 

- Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 2022.  

 

Hansen’s disease is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae and 

Mycobacterium lepromatosis. The main consequence of the disease is deformities leading to 

physical disability. The difficulties experienced in the daily practice of health services and the 

limitations of laboratory tests regarding the diagnosis of different clinical forms and the early 

identification of infected contacts are important factors that do not allow us to control the 

magnitude that this disease represents in Brazil. Thus, the application of the surface protein 

Mce1A has been demonstrated as a possible advance for the prospection of serological assays 

by ELISA. Mce1A (52 kD) is a cell wall protein of the Mycobacterium genus, which confers 

great capacity for adherence, invasion, and survival in host cells. The results already published 

by the group suggest that the proposed serological tests can be used as an easy, non-invasive, 

and low-cost method to support the diagnosis of Hansen’s disease. To this end, a new 

bidirectional cross-sectional study was carried out between 2020 and 2022. The study groups 

are classified as endemic controls (healthy volunteers), household contacts of Hansen’s disease 

cases, and patients with new cases with and without MDT use. Laboratory tests consist of 

evaluating the humoral immune response by searching for antibodies of the IgA, IgM, IgG α-

Mce1A classes by the indirect in-house ELISA method, comparing with the α-PGL-I 

serological test and molecular diagnosis PCR-RLEP (DNA). In the endemic region of Parnaíba-

PI, IgG α-Mce1A obtained a sensitivity and specificity of 94.7% and 100%, respectively. IgM 

α-Mce1A positive individuals had a 3.6 chance of being diagnosed with Hansen’s disease [OR 

= 3.6 (95% CI = 1.1-11.6); p = 0.028], while IgA-positive individuals had a chance of 2.3 [OR 

= 2.3 (95% CI = 1.2-4.3); p = 0.005]. IgA is an ideal biomarker to confirm contact with the 

bacillus with seropositivity of 88.2%, 92.3%, and 52.6% for contacts, new cases, and treated 

patients, respectively. In the region of Ribeirão Preto-SP, IgA α-Mce1A obtained 90% 

accuracy, 77.5% sensitivity, 89% specificity, 77.5% of patients, and 65.7% of seropositive 

contacts. α-Mce1A IgM ELISA 87% accuracy, 76.5% sensitivity, and 88% specificity with 

76.5% and 70.5% of new cases and positive contacts, respectively. 75% of accuracy was 

identified in the IgG α-Mce1A ELISA and demonstrated that a lower frequency (61.5%) may 

occur in regions of lower endemicity and high seroprevalence in new cases of the hyperendemic 

region (84%), with the antibody tested being of greater specificity. (96%). The α-PGL-I 

serology showed the worst performance with a 34.6% probability of detecting new cases. 

Parallel to this study, an evaluation of the accuracy of laboratory tests (bacilloscopy, PCR, and 

α-PGL-I serology) was developed demonstrating the superiority of serology and molecular 

biology compared to bacilloscopy to diagnose Hansen’s disease. Finally, it is suggested that 

IgA antibodies are a bacillary contact marker, IgM in the detection of active disease and 

subclinical infection screening, being negative in the evaluated treated cases, and IgG 

presenting its highest seropositivity in patients after using MDT. Therefore, the results found 

allow us to contribute to a better understanding of the role of this protein in the pathogenesis of 

Hansen’s disease, in addition to identifying potential biomarkers for the implementation of 

diagnostic platforms applicable in basic and specialized health units, becoming an important 

technological advance for early diagnosis of Hansen’s disease with direct implications for 



  

breaking the chain of transmission of the disease, in addition to preventing disability, 

deformities, and maintenance of the disease's stigma. 

 

Keywords: Hansen’s disease. Biomarkers. Antibodies. Mce1A protein. Diagnosis. Serology.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ESTRUTURAÇÃO DA TESE 

 

A tese foi estruturada no modelo de coletânea de artigos e dividida em três capítulos 

sendo composta por: Introdução, Revisão da Literatura, Justificativa, Objetivos, Resultados 

(Capítulo 1, Capítulo 2 e Capítulo 3), Conclusão, Referências e Anexos.  

O objetivo geral e objetivos específicos da tese são explanados nos três capítulos dos 

resultados. O primeiro e segundo capítulos são formados pelos manuscritos publicados na 

revista Frontiers in Medicine nas seções Infectious Diseases – Surveillance, Prevention and 

Treatment e Pathology, respectivamente. O terceiro capítulo é formado pelo manuscrito aceito 

para publicação na revista Frontiers in Medicine na seção Pathology. 

A conclusão foi realizada com base nos três capítulos de resultados e no objetivo 

principal do trabalho em validar o imunoensaio proposto como método sorológico para 

diagnóstico e seguimento na hanseníase, assim como, triagem dos contatos de pacientes com 

hanseníase.  

As referências alocadas ao final dessa tese são referentes as citações da Introdução, e 

Revisão da Literatura, tendo em vista, que a lista de referências específicas ao capítulo 1, 2 e 3 

dos resultados se encontram ao final de cada manuscrito.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 Hanseníase é uma doença infecciosa, de evolução crônica e tratável que tem como 

agentes etiológicos os bacilos Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis.  A sua 

transmissão ocorre com o contato com o paciente bacilífero através da mucosa nasal e oral. O 

bacilo compromete a pele e os nervos periféricos, podendo deixar graves sequelas quando não 

há intervenção terapêutica precoce (BRITTON, LOCKWOOD, 2004; OMS, 2021).  

 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 202.256 novos casos de hanseníase 

foram registrados globalmente em 2019, de acordo com números oficiais de 161 países das 6 

regiões da OMS. No Brasil, no mesmo ano, foram notificados 27.863 casos novos, sendo 

classificado como país de alta endemicidade, ocupando o segundo lugar na posição mundial, 

representando 93% do total de casos dos países das Américas, fazendo parte dos países 

prioritários na estratégia global de hanseníase e constituindo a hanseníase como um importante 

problema de saúde pública (OMS, 2021).  

 Diante do grave problema de saúde pública e do estigma que a hanseníase representa, 

evidencia-se a necessidade de intensificar o desenvolvimento de ações direcionadas para o 

diagnóstico precoce, tratamento, seguimento dos casos e cura, com o objetivo de eliminar fontes 

de infecção e evitar sequelas físicas (BRITTON, LOCKWOOD, 2004). Entretanto, distintas 

características clínicas, bacteriológicas, imunológicas e histopatológicas compõem o espectro 

da doença e expressam a relação entre a patogenicidade do bacilo e a resposta imune do 

hospedeiro, o que dificulta e inviabiliza o controle da doença (OMS, 2019). Para isso, novas 

plataformas tecnológicas de testes laboratoriais, capacidade de identificar pacientes em com as 

diferentes formas clínicas e os indivíduos com infecção subclínica se estabelecem como metas 

da OMS no que tange o investimento em pesquisas para diagnóstico de doença e infecção 

(OMS, 2021).  

 O diagnóstico é, ainda hoje, baseado principalmente na clínica através da identificação 

de sinais dermatológicos e neurológicos, tendo em vista, a performance variável dos testes 

laboratoriais existentes para detecção dos casos da doença e na triagem dos contatos (BRASIL, 

2017). Diante disso, antígenos de membrana e/ou da parede de superfície desempenham um 

importante papel na interação hospedeiro-bacilo uma vez que estas são as primeiras moléculas 

a interagir com a célula hospedeira (FLESSELLES et al, 1999). Nesse contexto, um antígeno 

que pode representar um possível avanço no diagnóstico e controle da doença é a proteína de 
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superfície mammalian cell entry 1A (Mce1A), presente no gênero Mycobacterium, e que possui 

papel relevante durante a resposta imunológica (ARRUDA et al, 1993).  

 Assim, as diversas apresentações clínicas, a falta de protocolos padronizados que 

direcionem a classificação e o manejo dos episódios reacionais, bem como suas possíveis 

repercussões na progressão do grau de incapacidade física são fatores que dificultam o controle 

da doença no país. Associado as dificuldades inerentes aos aspectos clínicos da doença, na 

prática, não existe nenhum teste laboratorial sorológico para o diagnóstico precoce da infecção 

assintomática por M. leprae, para prever a progressão das formas clínicas da doença entre os 

indivíduos infectados e/ou doentes.  Portanto, a presente tese tem com objetivo principal a 

validação dos anticorpos contra a proteína Mce1A como potenciais biomarcadores sorológicos 

no diagnóstico de novos casos, seguimento de pacientes em tratamento e triagem dos contatos.  

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA HANSENÍASE  

 

 Em 2019, 27.864 novos casos de hanseníase foram notificados no Brasil, equivalente a 

93% de todos os casos da região das Américas e 13,7% dos casos globais registrados no ano. 

O Brasil é o primeiro no mundo em registros de novos casos por habitante e o segundo em 

novos casos por ano (OMS, 2021). 9,9% dos casos diagnosticados foram no estágio avançado 

da doença, no grau 2 de incapacidade física, quando existem deformidades e sequelas físicas 

visíveis. Entre 2010 e 2019, aproximadamente, 20.700 brasileiros tiveram sequelas físicas 

incapacitantes, como perda de extremidades e deformidade nos pés e mãos causadas pela falta 

de tratamento ou diagnóstico tardio da hanseníase. 1.550 crianças e adolescentes menores de 

15 anos foram diagnosticados com a doença, representando 5,5% dos casos brasileiros 

(BRASIL, 2021).  

 A taxa de detecção geral dos novos casos foi de 13,23 por 100 mil habitantes, mais de 

13 vezes maior que o recomendado pela OMS para 2020. A taxa de prevalência da hanseníase 

foi de 1,50 para cada 10 mil habitantes, considerada de alta endemicidade. Os estados com a 

maior taxa de novos casos foi Mato Grosso e Tocantins com 129,38 casos por 100 mil hab e 

96,44 casos por 100 mil hab, respectivamente (BRASIL, 2021). No estado de São Paulo, 1.185 

novos casos foram notificados e com um coeficiente de detecção de 2,58 por 100 mil hab, sendo 

classificado nos parâmetros de endemicidade como médio.  Ribeirão Preto, município com alta 

endemicidade no ano de 2019, obteve 95 casos novos notificados com um coeficiente de 13,5 
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por 100 mil hab (SES-SP, 2020). A heterogeneidade da distribuição dos casos no território 

nacional e os indicadores epidemiológicos do Brasil no âmbito global evidenciam o cenário de 

transmissão continuada e ratificando a doença como prioritária dentre os problemas de saúde 

no país (OMS, 2021).  

 O boletim epidemiológico divulgado em 2021 pela OMS registrou 127.558 novos casos 

em 139 países e uma prevalência de 129.389 pacientes em tratamento (16,7 por milhão de 

habitantes). Sendo considerado uma redução de 37% na detecção de casos novos em 

comparação a 2019, como resultado do impacto da pandemia COVID-19 para os programas de 

controle da hanseníase (OMS, 2021).  

 

2.2. AGENTE ETIOLÓGICO  

 

 A descoberta de M. leprae por Gerhard Armauer Hansen em 1873 permitiu um avanço 

na medicina ratificando que os patógenos são causadores de doenças, que as condições sociais 

são agentes determinantes para o desenvolvimento das doenças e desmistificando os postulados 

hipotéticos associados a religião sobre o desenvolvimento dessa enfermidade, no período, ainda 

denominada de lepra (IRGENS, 1984).  

 M. leprae é um bacilo reto ou levemente encurvado, com extremidades arredondadas de 

coloração álcool-ácido resistente, medindo 1–8 µm de comprimento e 0,3 µm de diâmetro 

(HIRATA, 1985). M. leprae ou bacilo de Hansen pertencente a classe Schizomycetes, ordem 

Actinomycetales, família Mycobacteriaceae e gênero Mycobacterium (SKERMAN et al, 1980). 

Trata-se de um parasita intracelular obrigatório, imóvel, aeróbio, de crescimento lento por 

divisão binária com média de crescimento entre 12-14 dias e não cultivável in vitro. M. leprae 

permanece viável por 9 dias no meio ambiente e a temperatura ideal para sua sobrevivência e 

proliferação está entre 27-30 ºC, explicando a sua predileção por sítios anatômicos mais 

superficiais no hospedeiro humano como pele, nervos periféricos, testículos e vias aéreas 

superiores, e envolvimento visceral inferior (LASTÓRIA, ABREU, 2014).  

 M leprae possuiu a capacidade de forma matrizes capsulares e estruturas espumosas 

responsáveis pela ligação de várias células bacterianas gerando aglomerados ou globias 

(NISHIURA et al, 1969). A parede celular das micobactérias consiste em uma membrana 

externa, análoga à das bactérias Gram-negativas, ligada ao peptidoglicano por meio de um 

polissacarídeo de conexão arabinogalactano (BHAMIDI et al, 2011). A parede celular ligada à 

membrana plasmática é composta por peptidoglicanos conjugados a polissacarídeos de cadeia 

ramificada, como os ácidos micólicos e lipoarabinomanano (LAM). A cápsula possui lipídios, 



 24 

especialmente dimicocerosato de ftiocerol e glicolipídio fenólico (PGL-I), que possui um 

trissacarídeo ligado aos lipídios por uma molécula de fenol, sendo este trissacarídeo 

antigenicamente específico para M. leprae (LASTÓRIA, ABREU, 2014). Esses complexos 

glicolipídios desempenham diferentes funções na interação bacilo-hospedeiro, a exemplo do 

trissacarídeo específico presente na molécula do PGL-I que desempenha um papel fundamental 

para o tropismo do bacilo aos nervos periféricos e no estabelecimento da infecção nas células 

de Schwann (NG et al, 2000).  

 Mais recentemente, distintas características clínico-patológicas apresentadas por uma 

forma clínica avançada e difusa da doença levaram a propor Mycobacterium lepromatosis como 

nova espécie causadora da hanseníase. Assim, sendo responsável por parte da variabilidade 

clínica e geográfica da hanseníase no mundo, apesar de ainda ser limitado o número de estudos 

sobre as implicações da nova espécie no diagnóstico da hanseníase (Han et al, 2008).  

 

2.3 DESENVOLVIMENTO E CLASSIFICAÇÃO DA HANSENÍASE  

 

 Os sinais cardinais da hanseníase são lesões cutâneas com sensibilidade alterada e/ou 

nervos periféricos espessados evidenciando sinais e sintomas neurológicos e/ou presença de 

bacilos álcool-ácido resistentes nos exames laboratoriais (OMS, 2021). A investigação clínica 

dos sinais cardinais da doença possui uma sensibilidade ao diagnóstico de 97% 

(MOSCHELLA, 2004; BRASIL, 2021).  

 O desenvolvimento da enfermidade pode se manifestar com lesões hipocromiantes com 

alteração de sensibilidade, estágio inicial, em geral transitório e/ou um quadro inicial 

exclusivamente neurológico classificado a doença como uma enfermidade primariamente 

neural (TOMASELLI et al, 2021). Em caso de progressão, a resposta imune específica do 

hospedeiro frente ao bacilo, diferenças genéticas do hospedeiro e modulações exercidas por M. 

leprae no sistema imune irão definir os padrões da doença. Na forma clínica inicial a 

proliferação do bacilo, encontra-se a doença localizada, a hanseníase tuberculóide (HT), que 

expressa resposta imune inflamatória e granulomatosa na tentativa de destruição bacilar. Já na 

forma clínica de alta suscetibilidade, associado à deficiência da imunidade celular específica ao 

bacilo, encontra-se a forma disseminada e altamente contagiosa, a hanseníase virchowiana 

(HV). Esta forma clínica decorre da incapacidade da resposta imune em impedir a multiplicação 

e eliminação do bacilo. As formas interpolares, dimorfa-tuberculóide (DT), dimorfa-dimorfa 

(DD) e dimorfa-virchoviana (DV) refletem graduais variações da resposta efetora ao bacilo que 
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tendem a se aproximar das características de cada uma das formas polares HT ou HV (de 

SOLDENHOFF, 1994; RIDLEY, JOPLING, 1966).  

 A classificação de Ridley e Jopling envolve aspetos clínicos, patológicos, 

baciloscópicos e imunológicos, permitindo uma caracterização completa das formas polares 

HT, HV e das formas interpolares DT, DD, DV (RIDLEY, JOPLING, 1966; RIDLEY, 1974). 

Uma sexta classificação, hanseníase indeterminada (HI) também é comumente usada para 

caracterizar os estágios iniciais da doença (RODRIGUES et al, 2016). De acordo com a 

classificação da OMS, com base na avaliação dermatoneurológica e laboratorial, os pacientes 

são classificados em dois grupos que orientam o tratamento: a forma menos grave denominada 

paucibacilar (PB) compreendendo os casos de HI e HT e os casos mais avançados denominados 

multibacilares (MB) que alocam as formas interpolares e a HV (BRASIL, 2017; OMS, 2021).  

 A evolução crônica e insidiosa da doença pode ser sobreposta por fenômenos 

inflamatórios agudos conhecidos como reações hansênicas. Os episódios reacionais podem 

incidir em qualquer uma das formas clínicas, antes, durante ou após a instituição do tratamento 

com a poliquimioterapia (PQT). Os dois tipos de reações hansênicas: Tipo 1 ou reação reversa 

(RR) e Tipo 2 ou eritema nodoso hansênico (ENH) refletem processo inflamatório imuno-

mediado, envolvendo mecanismos de hipersensibilidade tipo IV e III, respectivamente. Os 

estados reacionais são uma das principais causas de neurites provocadas pela hanseníase 

(BECX-BLEUMINK, 1992; NAAFS, 1994; BRITTON, LOCKWOOD, 2004;).  Portanto, é 

importante que o diagnóstico das reações seja feito precocemente, para se dar início imediato 

ao tratamento antirreacional, visando à prevenção de deformidades e incapacidade.  

 

2.4 RESPOSTA IMUNE NA HANSENÍASE 

 

 M. leprae modula um espectro amplo e excepcional de características clinicopatológicas 

nos indivíduos suscetíveis ao desenvolvimento da doença. A capacidade particular de cada 

hospedeiro desenvolver um padrão de intensidade da resposta imune celular ao bacilo permitiu 

consolidar as afirmativas basilares que justificam a diversidade das apresentações clínicas. As 

evidências histopatológicas antecederam o reconhecimento dos linfócitos T e B e tornou a 

hanseníase um modelo extremamente importante para a compreensão da imunidade celular 

humana (SKINSNES, 1964) 

A resposta imune inata é ativada por M. leprae por meio de receptores toll-like (TLR) 

2/1 (KRUTZIK et al, 2003). Inicialmente, o perfil de ativação celular com a participação da 

interleucina-15 (IL-15) estimula os mecanismos antimicrobianos dependente de vitamina D em 
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macrófagos e inibe a fagocitose das micobactérias (JULLIEN et al, 1997). Esses eventos 

promovem uma resposta de citocinas de linfócitos T com perfil T helper 1 (Th1) produtores de 

citocinas como interferon- γ (IFN-γ) , IL-2, fator de necrose tumoral (TNF) e IL-15 que controla 

a infecção e induz a formação de granulomas, assim como, orquestra o desenvolvimento de 

uma resposta Th17 com produção de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22 que leva à inflamação e 

destruição do tecido, recrutamento de neutrófilos, ativação de macrófagos e aumento de células 

efetoras Th1 caracterizando os eventos imunopatológicas da forma polar HT (SADHU et al, 

2016; FONSECA et al 2017).  

Em pacientes com forma clínica HV, ocorre um aumento de citocinas como IL-4 e IL-

10, receptor semelhante a imunoglobulina leucocitária membro da subfamília A 2 (LILRA2) e 

o envolvimento de fosfolipídios oxidados inibindo as respostas de citocinas induzidas por 

TLR2/1, mas preservando a liberação de IL-10 (JULLIEN et al, 1997). Além disso, 

imunocomplexos desencadeiam a produção de IL-10 e aumentam a fagocitose de M. leprae. 

Como também, são ativados por macrófagos através dos receptores cluster de diferenciação 

209 (CD209) e CD163 mecanismos mediados por apoproteína B (ApoB), complexo 

haptoglobina-hemoglobina e fosfolipídios oxidados, sem ativar a via antimicrobiana 

dependente da vitamina D. Esses eventos, resultam no acúmulo de gotículas de lipídios dentro 

dos macrófagos gerando o padrão de célula espumosa (RATLEDGE, DOVER, 2000; 

PHILIPPIDIS et al, 2004; FONSECA, 2017).  

Há uma regulação positiva da perilipina do tecido adiposo, proteína relacionada à 

diferenciação no complexo retículo endoplasmático-Golgi com a formação de vesículas 

contendo lipídios, fosfolipídios, éster de colesterol e colesterol. Logo, há um aumento na síntese 

de receptores de lipoproteína de baixa densidade (LDL) como CD36, receptor de lipoproteína 

de baixa densidade (LDL-R), receptor scavenger – B1 (SR-B1), e proteína 1 relacionada ao 

receptor de lipoproteína de baixa densidade (LRP-1), assim como, a captação de colesterol 

endógeno que se acumula intracelularmente. Em resumo, esses mecanismos imunes induzem 

um perfil imunológico Th2 e T regulatório (Treg), com a produção de IL-4 e IL-10, indução da 

produção de anticorpos, ausência de resposta granulomatosa e o favorecimento de um perfil de 

susceptibilidade para o crescimento do bacilo (HALVORSEN et al, 2005; CRUZ et al, 2008; 

RUSSELL et al, 2009; de MATTOS et al, 2012; FONSECA et al 2017).  

Dando continuidade as habilidades imunomodulatórios do bacilo no sistema imune do 

hospedeiro, M. leprae é capaz de evadir a resposta imune gerando o acúmulo de corpúsculos 

lipídicos nas células infectadas, modulação de microRNA supressores da atividade inflamatória 

Th1 e reprogramação de células de Schwann nos nervos periféricos, como também, 
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estimulando moléculas supressoras da atividade celular, como antígeno-4 associado ao linfócito 

T citotóxico (CTLA-4), interferindo nos mecanismos de morte celular programada e de ativação 

de células T (PARK et al, 2016).  

Embora a imunidade celular esteja presente na maioria dos fenômenos de interação 

bacilo-hospedeiro, a imunidade humoral também participa. As formas da manifestação da 

doença dependem da resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro, sendo a HT caracterizada 

por baixos títulos de anticorpos, devido a forte indução e predomínio de células Th1 e Th17. 

Enquanto a HV está associada a um relativo aumento na resposta Th2 e Treg (NARAYAN et 

al, 2001; FONSECA et al, 2017). O resultado é a fraca imunidade mediada por células, o que 

proporciona a inabilidade de controlar a bactéria, e consequentemente, a multiplicação do 

bacilo. Por outro lado, a resposta Th2 auxilia na ativação dos linfócitos B, resultando na 

produção de anticorpos (WANG et al, 1989; WALKER, LOCKWOOD, 2006). 

Paradoxalmente, esses anticorpos produzidos, seja na fase HT ou na fase HV são usualmente 

não protetores, mas podem ser utilizados como biomarcadores no diagnóstico sorológico.  

 

2.5 PROTEÍNA Mce1A  

 

 Antes da decodificação do genoma de M. leprae a disponibilidade de novos antígenos 

era limitada principalmente devido ao fato do bacilo não ser cultivável in vitro. Comparações 

do genoma de Mycobacterium tuberculosis e de M. leprae revelaram que o último sofreu 

redução evolutiva apresentando um genoma de 3.3 milhões de pares de base (Mb) comparado 

com 4.4 Mb de M. tuberculosis (COLE et al, 1998; COLE et al, 2001).  Dos 1.614 

genes/proteínas de M. leprae, 1.429 são comuns em M. tuberculosis (COLE et al, 2001).  

 A similaridade genética nas cepas de M. tuberculosis e M. leprae demonstraram a 

presença do operon mce1 e gene mce1A (1326 bp), o qual codifica a proteína Mce1A (52 kD) 

em ambos os bacilos e formada por 442 aminoácidos (aa) (FADLITHA et al, 2019). As 

proteínas de entrada na célula de mamífero (Mce) codificadas pelos operons mce1, mce2, mce3 

e mce4, compostos de 10 a 14 genes cada, são moléculas que desempenham um papel 

fundamental na importação de moléculas de lipídios e atuação na patogênese do bacilo frente 

ao hospedeiro (COLE et al, 1998). A sua denominação é baseada na observação inicial de que 

um fragmento de DNA correspondente a proteína Mce1A de M. tuberculosis (H37Ra), quando 

expresso em Escherichia coli, permitiu a entrada dos bacilos de E. coli em células HeLa, 

evidenciando a sua capacidade de mediar a entrada na célula e, eventualmente, na sobrevivência 

do bacilo no interior de macrófagos (ARRUDA et al, 1993). Pesquisas subsequentes mostraram 



 28 

que o papel dessas proteínas está principalmente associado ao transporte de lipídios, modulação 

da sinalização da célula hospedeira, homeostase da parede celular e remodelação da membrana 

celular confirmando a sua participação para garantir a sobrevivência bacilo e os mecanismos 

de patogênese (QUEIROZ, RILEY, 2017; ASTHANA et al, 2021).  

 A posteriori, a proteína recombinante isoladamente e baseada no gene mce1A de M. 

leprae foi demonstrada por promover a internalização em células epiteliais nasais, células 

epiteliais brônquicas, fibroblastos dérmicos, células endoteliais microvasculares e 

queratinócitos humanos. Logo, o produto do gene mce1A pode mediar a entrada de M. leprae 

nas células epiteliais respiratórias como suas células-alvo naturais, que podem ser o principal 

modo de transmissão. As células endoteliais, por outro lado, podem servir como reservatório 

de bacilos para infecção de longo prazo. A proteína Mce1A de M. leprae tem implicações 

importantes em potencial para o modo de transmissão e patogênese da hanseníase (SATO et al, 

2007). 

A região mais importante da proteína Mce1A envolvida na invasão de M. tuberculosis 

nas células epiteliais humanas é chamada de célula InvIII (KOHWIWATTANAGUN et al, 

2007). A região InvIII de M. tuberculosis corresponde a InvXb de M. leprae. A sequência das 

regiões é idêntica entre os aminoácidos da posição 1 para a posição 22 - contados a partir do 

terminal N de InvXb, exceto que os aminoácidos nas posições 1 a 3, 5, 8, 9, 13 são diferentes 

entre M. leprae e M. tuberculosis. Portanto, M. leprae inclui uma região (ML2589, 1326 pb) 

altamente homóloga à proteína Mce1A de M. tuberculosis, sendo, a proteína Mce1A expressa 

na superfície da bactéria como uma proteína nativa e que a região N terminal da proteína Mce1A 

de M. leprae, além da região ativa encontrada em M. tuberculosis, está envolvida na entrada do 

bacilo. M. leprae para infectar as células de Schwann, precisa primeiro invadir as células 

epiteliais e os novos achados evidenciam que a região InvX desta proteína, em particular, está 

envolvida na invasão das células epiteliais da mucosa nasal (FADLITHA et al, 2019). 

Experimentos em modelo animal demonstram que o gene mce1 é expresso na fase de 

transição entre infecção por M. tuberculosis e o aparecimento da doença (SHIMONO et al, 

2003; GIOFFRE et al, 2005). Shimono e colaboradores (2003) ratificam essa assertiva ao 

demonstrar que camundongos desafiados com cepas mutantes H37Rv sem o gene responsável 

pela expressão da proteína, tornou o bacilo da tuberculose mais virulento, induzindo a morte 

precoce dos camundongos quando comparado com os que foram desafiados com a cepa 

virulenta que expressa o gene (SHIMONO et al, 2003). Um dos primeiros estudos em modelo 

humano sugere que a proteína Mce1A favorece o estabelecimento da infecção latente no 

hospedeiro, através da inibição da resposta imune celular pela produção de fator de crescimento 
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tecidual-β (TGF-β) por células mononucleares. Esta citocina estaria relacionada com a 

modulação da resposta imune, a fim de propiciar a sobrevivência do bacilo no hospedeiro 

(NASCIMENTO, 1999).  

 

2.5.1 Proteína Mce1A e a produção de anticorpos  

 

A pequena quantidade de estudos em modelo humano, as sugestões de estudos anteriores, 

sobre o papel da Mce1A no estabelecimento da infecção, e a ausência de outros grupos de 

pesquisa atuando nessa busca de biomarcadores sorológicos α-Mce1A, impulsionaram o 

objetivo de avaliar a resposta imune humoral contra a proteína Mce1A em pacientes com 

diferentes formas clínicas da hanseníase. Com isso, a utilização da proteína Mce1A 

recombinante já foi aplicada como proposta de imunoensaio para detecção de imunoglobulinas 

(Igs) das classes IgA, IgM e IgG no estudo piloto já publicado por Lima et al (2017). Através 

desse estudo de corte transversal com 89 voluntários (casos de hanseníase n=55; contatos 

domiciliares n=12; controles endêmicos n=22) do ambulatório de referência para hanseníase do 

Hospital Couto Maia, em Salvador-BA, foi demonstrado que os níveis de anticorpos (IgA, IgM 

e IgG) anti-Mce1A foram significativamente superiores nos casos de hanseníase quando 

comparados com os controles (p < 0,0001). ELISA indireto para detecção de IgG anti-Mce1A 

apresentou 92,7% de sensibilidade e 97,1% especificidade com uma soropositividade de 92,1% 

em pacientes MB e 94,1% PB. IgA anti-Mce1A correlaciona-se de forma positiva com o índice 

baciloscópico (p = 0,043) e número de lesões cutâneas (p = 0,042). Os resultados encontrados 

sugerem que o teste sorológico proposto pode ser usado como um método fácil, não invasivo e 

de baixo custo para suporte ao diagnóstico e seguimento da hanseníase, tendo em vista, a baixa 

soropositividade apresentada por pacientes PB e contatos intradomiciliares quando utilizado 

outros testes sorológicos como a sorologia anti-PGL-I (APGL-I) para detecção de IgM e os 

testes utilizando proteína de fusão LID-1 (LIMA et al, 2017).  

 

2.6 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL  

 

 O diagnóstico da hanseníase deve ser essencialmente pautado nos sinais 

clinicodermatoneurológicos, no entanto, os exames complementares e auxiliares ao diagnóstico 

médico, quando disponíveis, de qualidade e confiáveis, podem ser realizados (BRASIL, 2017). 
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2.6.1 Baciloscopia do raspado intradérmico 

 

 A baciloscopia consiste em um exame microbiológico através da coloração de Ziehl-

Neelsen e sendo o seu resultado dependente da carga bacilar do paciente. O teste objetiva 

identificar o bacilo em esfregaços de raspados dérmicos dos lóbulos auriculares, cotovelos e 

joelhos, como também, das lesões de pele. O exame permite classificar os pacientes como MB 

e monitorar o tratamento, quando apresentam positividade no teste. A baciloscopia é geralmente 

negativa nas formas iniciais da doença e em casos predominantemente neurais, assim como, é 

fortemente positiva nas formas clínicas DV/HV. Os resultados negativos para baciloscopia não 

afastam o diagnóstico da hanseníase, sendo a sua sensibilidade variável entre 25% para 

pacientes PB e 62% para casos MB, porém, com uma especificidade de 100%. A performance 

do teste é baseada a qualidade da coleta, expertise do profissional executor e protocolo 

laboratorial utilizado (BRASIL, 2017).   

 

2.6.2 Histopatologia da biópsia de pele 

 

 O exame histopatológico baseia-se na análise microscópica de biópsias das lesões de 

pele e nervos sendo geralmente utilizado para a classificação histopatológica da hanseníase, 

especialmente quando são evidenciadas agressão neural, presença de bacilos, formação de 

granuloma e presença de infiltrado histiocitário xantomizado. O estudo anatomopatológico é 

realizado através da coloração hematoxilina-eosina objetivando avaliar as características 

morfofuncionais do tecido e a identificação dos bacilos álcool-ácido resistentes através da 

coloração Faraco-Fite. Os resultados negativos para baciloscopia da biópsia não excluem o 

diagnóstico clínico da hanseníase e achado falso-negativo pode ser liberado na pesquisa dos 

bacilos, quando não empregada a técnica Faraco-Fite (BRASIL, 2017). A especificidade 

diagnóstica do exame histopatológico varia entre 70% a 72% e sensibilidade variando de 49% 

a 70% (LOCKWOOD et al, 2012; BRASIL, 2021).  

 

2.6.3 Sorologia  

 

 Atualmente, as ferramentas de diagnóstico disponíveis carecem de sensibilidade e 

especificidade suficientes para atingir o objetivo de detecção precoce. A detecção da infecção 

por M. leprae, seguida de uma intervenção efetiva, é considerada um componente vital das 

estratégias que visam reduzir a transmissão da hanseníase (OMS, 2021). A sorologia mais 
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amplamente difundida busca a identificação de anticorpos APGL-I. Altos títulos de IgM para 

APGL-I de M. leprae são associados a disseminação e infecções progressivas pelo bacilo, 

tornando o teste positivo preferencialmente nos casos MB de alta carga. Estudos anteriores 

utilizaram metodologias de imunoenaios baseadas em testes de fluxo lateral e aglutinação de 

partículas que incorporam o epítopo di- ou trissacarídeo sintético do PGL-I (OSKAM et al, 

2003; SPENCER et al, 2011; STEFANI et al, 2012).  

 O teste ELISA indireto busca a pesquisa de anticorpos da classe IgM APGL-I, sendo 

útil principalmente no diagnóstico dos casos MB e a detecção para pacientes PB tem valor 

limitado (BUHRER-SEKULA et al, 2003; GOULART et al, 2008; SPENCER et al, 2012).  Em 

regiões hiperendêmicas para hanseníase, mais de 50% dos jovens pesquisados em idade escolar 

apresentaram respostas anti-PGL-I positivas (BARRETO et al, 2012). Contudo, a maioria dos 

indivíduos com título de anticorpos positivo nunca desenvolverá hanseníase, mesmo sendo a 

sorologia APGL-I positiva um fator de risco para o desenvolvimento da hanseníase 

(DOUGLAS et al, 2004; SPENCER et al, 2011).  

 Os estudos disponíveis com propostas de testes sorológicos em 78 publicações, 

demonstram que a técnica de ELISA foi a mais preconizada e em diferentes protocolos 

utilizados a performance dos testes foi variável com sensibilidade entre 0% a 100% e a 

especificidade 13% a 100%. Os protocolos utilizando o antígeno PGL-I apresentaram uma 

sensibilidade média de 63,8% e especificidade média de 91% (GURUNG et al, 2019).  

 Apenas no ano de 2021, o Ministério da Saúde através da Comissão Nacional de 

Incorporação de Tecnologias no Sistema Único de Saúde (CONITEC-SUS) propôs a utilização 

de um método sorológico baseado em um teste rápido imunocromatográfico para determinação 

qualitativa de anticorpos IgM anti-M. leprae em amostras de soro, plasma ou sangue total para 

diagnóstico complementar de hanseníase utilizando o antígeno PGL-I. Em pacientes 

contactantes de hanseníase MB e portadores de lesões duvidosas, o teste demonstrou 

sensibilidade estimada de 82% e especificidade de 89%, com certeza da evidência variando 

entre baixa e muito baixa. Já para pacientes contactantes de hanseníase PB e lesões duvidosas, 

o teste obteve uma sensibilidade estimada de 23% e especificidade de 92%, com certeza da 

evidência variando entre moderada a muito baixa. (BRASIL, 2021).   

 

2.6.4 Exame molecular  

 

 As limitações no diagnóstico dos casos PB e comunicantes de pacientes com hanseníase 

geraram a necessidade da incorporação de técnicas com maior performance tecnológica 
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almejando a identificação dos grupos de difícil diagnóstico baciloscópico e histopatológico 

como forma de obter um diagnóstico precoce com elevada especificidade. A técnica consiste 

na extração, amplificação e identificação de DNA de M. leprae em amostras clínicas como 

biópsias de pele, raspados intradérmicos e entre outras espécimes (BRASIL, 2021). A 

sensibilidade da polymerase chain reaction quantitativa (qPCR) varia de 51% a 91%, e a 

especificidade de 46% a 100% (GURUNG et al, 2019).  

 Atualmente, diferentes alvos gênicos são estudados para subsidiar a detecção específica 

de M. leprae. A sequência gênica de regiões de elementos repetitivos específicos (RLEP) 

localizadas ao longo do genoma do bacilo se tornou um alvo potencial e promissor para o 

diagnóstico molecular da hanseníase. A aplicação do ensaio molecular com RLEP permite 

maior sensibilidade por fornecer múltiplas cópias ao decorrer do genoma. Portanto, os ensaios 

de PCR-RLEP apresentam resultados rápidos e fidedignos para detecção e quantificação 

molecular (COLE et al, 2001; MARTINEZ et al, 2011; AZEVEDO et al, 2017).  

 Azevedo e colaboradores (2017) demonstraram que qPCR apresentou-se sensível e 

100% específica, devido aos resultados negativos em amostras de diferentes micobactérias, de 

indivíduos saudáveis e de outras doenças granulomatosas. Com isso, PCR-RLEP pode ser 

utilizada como exame complementar para o diagnóstico de hanseníase, independentemente da 

forma clínica da doença (AZEVEDO et al, 2017). 

 No ano de 2021, o Ministério da saúde implementou uma consulta pública através da  

CONITEC para então implementação de um teste de detecção molecular qualitativa de M. 

leprae para o diagnóstico de hanseníase. O ensaio proposto apresenta sensibilidade para 

detecção da hanseníase MB de 72% e 45% para casos classificados como PB (BRASIL 2021). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 Diante do grave problema de saúde pública que a hanseníase representa, devem ser 

realizadas atividades de prevenção e controle que apresentem impacto na situação de saúde da 

população. Atualmente, são poucos os estudos que abordam o perfil imunológico humoral dos 

portadores de hanseníase e dos seus respectivos comunicantes com resultados promissores para 

implementação nos serviços públicos e privados de saúde objetivando o desenvolvimento de 

técnicas de diagnóstico da hanseníase em todas as formas clínicas ou como forma de 

seguimento dos casos.   

 Adicionalmente, não existem estudos avaliando o papel da proteína Mce1A na 

hanseníase como biomarcadores sorológicos publicados por outros grupos de pesquisa. A 

obtenção destes dados vem adquirindo importância, principalmente para o esclarecimento do 

estado imunológico destas diferentes formas da doença, dos estados reacionais e como forma 

de detecção dos comunicantes infectados que ainda não apresentam manifestações clínicas. 

Assim, com o intuito de contribuir para o esclarecimento da doença e a prospecção de testes 

sorológicos por ELISA e testes rápidos, está sendo realizado um estudo para avaliar a resposta 

imune humoral e detecção precoce dos casos para o bloqueio da cadeia de transmissão do bacilo 

com o diagnóstico feito a partir da resposta à proteína Mce1A em pacientes com diferentes 

formas clínicas e em estados reacionais da hanseníase, em seus respectivos comunicantes e 

controles saudáveis de regiões com diferentes níveis de endemia. Além disso, a identificação 

de padrões associados à ocorrência da hanseníase é uma meta importante para monitorar a 

situação de saúde da população brasileira, comparando a evolução, tendências e identificando 

áreas e grupos prioritários.  

Portanto, em busca do cumprimento das metas de controle da hanseníase preconizadas 

pela OMS e pretendidas pelo Ministério da Saúde, torna-se necessário investir em ações 

efetivas tanto para o diagnóstico da doença como também para a infecção, permitindo dessa 

forma a quebra da cadeia de transmissão, tendo em vista, a inexistência de métodos laboratoriais 

capazes de diagnosticar indivíduos infectados de forma subclínica e técnicas para predição do 

possível desenvolvimento da doença. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBEJTIVO GERAL 

 

 Analisar a aplicabilidade dos anticorpos IgA, IgM, IgG anti-Mce1A como potenciais 

biomarcadores para o diagnóstico e seguimento de pacientes com hanseníase e seus 

comunicantes.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar biomarcadores sorológicos de seguimento clínico, bacteriológico e terapêutico 

dos pacientes com hanseníase antes e após o uso da PQT; 

• Analisar os anticorpos com potencial de diagnóstico dos contatos intradomiciliares 

expostos ao M. leprae antes do aparecimento dos sinais e sintomas dermatoneurológicos; 

•  Correlacionar os níveis dos anticorpos anti-Mce1A com os índices de anticorpos APGL-

I e resultados de PCR-RLEP dos pacientes e comunicantes; 

•  Avaliar a acurácia dos ensaios laboratoriais atuais (baciloscopia, ELISA APGL-I, PCR-

RLEP) em comparação com a sorologia anti-Mce1A; 

• Obter resultados subsidiários para prospecção de plataformas tecnológicas de 

diagnóstico, monitoramento e prognóstico de baixo custo e aplicável as unidades de atenção a 

saúde (kit para ELISA). 
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5 RESULTADOS  

 

 Os resultados dessa tese de doutorado serão apresentados em três capítulos, sendo o 

primeiro e segundo em formato de manuscritos dos artigos originais publicados em revista 

indexada de circulação internacional e o terceiro capítulo em formato de manuscrito do artigo 

original aceito para publicação. Devido as regras das revistas e o copyright, os artigos não foram 

disponibilizados na íntegra nesse documento.  

 

5.1 CAPÍTULO 1 

 

5.1.1 Artigo original publicado  

 

LIMA, F.R.; DE PAULA, N.A.; SIMÕES, M.M.R.; MANSO, G.M.C.; ALBERTINO, G.S.; 

FELISBINO, G.C.; ANTUNES, V. M. G.; PERECIN, F.A.M.C.; WESTIN, A.T.; LUGÃO, 

H.B.; FRADE, M.A.C. Bacilloscopy and polymerase chain reaction of slit-skin smears and anti-

phenolic glycolipid-I serology for Hansen’s disease diagnosis. Front Med, v. 9, p. 972244, 

2022. doi: 10.3389/fmed.2022.972244 

 

 Considerando as dificuldades diagnósticas no campo da hanseníase, principalmente 

entre os casos com apresentação macular leve ou formas neurais, o uso do exame 

microbiológico do raspado dérmico (baciloscopia) como forma de diagnóstico laboratorial 

apresenta-se como um método falho e rudimentar devido a seu baixo desempenho na detecção 

dos casos. A utilização de metodologias de biologia molecular (PCR) e a associação com 

técnicas sorológicas permitem um diagnóstico clínico mais preciso dos pacientes, além de 

identificar um maior número de indivíduos independentemente da forma clínica ou 

classificação operacional. Além disso, a necessidade de implantação da sorologia e PCR como 

exames complementares não se restringe aos centros de referência e pesquisa, pois essa prática 

gera o atraso do diagnóstico e tratamento, consequentemente, aumentando a incapacidade e o 

estigma dos pacientes. Sendo assim, um estudo de cor transversal baseado nos prontuários 

(N=345) dos pacientes atendidos no ambulatório da dermatologia da divisão da clínica médica 

(HC-FMRP-USP) de Ribeirão Preto-SP foi realizado para comparar o desempenho e a 

correlação da baciloscopia e com técnica de PCR-RLEP para rastreio molecular do DNA de M. 

leprae e a sorologia APGL-I para dosagem de anticorpos IgM. A seleção dos prontuários foi 

baseada nos indivíduos que realizaram os 3 exames (baciloscopia, PCR-RLEP e APGL-I) no 
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mesmo período e foram atendidos com suspeita clínica para hanseníase. Em seguida, os 

indivíduos foram classificados no grupo pacientes com hanseníase (HDP) e grupo sem 

hanseníase (N-HDP) que apresentavam sinais e sintomas dermatológicos e/ou neurológicos. O 

trabalho evidenciou que a PCR e sorologia em comparação com baciloscopia são superiores 

para o diagnóstico dos pacientes acometidos e deve-se reconsiderar a recomendação da OMS 

do exame microbiológico como único critério laboratorial para a doença.  Assim, corroborando 

com a implementação de novas metodologias laboratoriais e de maior sensibilidade para auxílio 

ao diagnóstico da hanseníase. 
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5.2 CAPÍTULO 2 

 

5.2.1 Artigo original publicado 

 

LIMA, F.R.; BERNARDES FILHO, F.; ANTUNES, V. M. G.; SANTANA, J.M.; DE 

ALMEIDA, R.C.P.; TORO, D.M.; BRAGAGNOLLO, V.; MANSO, G.M.C; DE PAULA, 

N.A.; ALVES, E.S.; RILEY, L.; ARRUDA, S.; FRADE, M.A.C. Serological immunoassay for 

Hansen’s disease (HD) diagnosis and monitoring treatment: anti-Mce1A antibody response 

among HD patients and their household contacts in northeastern Brazil. Front Med, v. 9, p. 

855787. doi: 10.3389/fmed.2022.855787. 

 

 O estudo foi desenvolvido com amostras de plasma coletadas durante a ação de busca 

ativa para hanseníase no município de Parnaíba localizado no estado do Piauí, Brasil no ano de 

2016. As amostras foram provenientes de 4 grupos de estudo: indivíduos sem diagnóstico de 

hanseníase e residentes na região endêmica para doença (Controles Endêmicos – EC); contatos 

intradomiciliares de pacientes diagnosticados com hanseníase (Household Contacts – HHC); 

casos novos da doença na região de Parnaíba-PI (PAR) e pacientes tratados residentes no 

Hospital Colônia do Carpina, Parnaíba-PI (CAR), ex-colônia para hanseníase. As análises 

laboratoriais foram realizadas objetivando dosar os níveis plasmáticos dos anticorpos IgA, IgM 

e IgG anti-Mce1A, assim como, correlacionar com os níveis de anticorpos APGL-I e os 

resultados de PCR-RLEP para M. leprae. Os resultados evidenciaram níveis basais de produção 

dos anticorpos circulantes no grupo EC, níveis moderados de IgM anti-Mce1A e índices 

aumentados para IgA e IgM nos HHC, aumento significativo dos valores de anticorpos IgA, 

IgM e moderados para IgG nos casos novos da doença (PAR), no entanto, pacientes tratados 

(CAR) apresentaram valores negativos de IgM anti-Mce1A e valores aumentados para IgA e 

IgG (Figura 1).  
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Figura 1. Resumo gráfico do protocolo de pesquisa e evidencias encontradas no estudo. 
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Abstract 

Hansen's disease (HD) is an infectious, treatable and chronic disease. It is the main cause of 

infectious peripheral neuropathy. Due to the current limitations of laboratory tests for the 

diagnosis of HD, early identification of infected contacts is an important factor that would allow 

us to control the magnitude of this disease in terms of world public health. Thus, a cross-

sectional study was conducted in the Brazilian southeast with the objective of evaluating 

humoral immunity and describing the accuracy of the immunoassay based on IgA, IgM, and 

IgG antibodies against surface protein Mce1A of Mycobacterium, the predictive potential of 

these molecules, the clinical significance of positivity, and the ability to segregate new HD 

cases (NC; n=200), contacts (HHC; n=105) and healthy endemic controls (HEC; n=100) as 

compared to α-PGL-I serology. α-Mce1A levels for all tested antibodies were significantly 

higher in NC and HHC than in HEC (P<0.0001). The performance of the assay using IgA and 

IgM antibodies was rated as highly accurate (AUC>0.85) for screening HD patients. Among 

HD patients (NC), positivity was 77.5% for IgA α-Mce1A ELISA, 76.5% for IgM and 61.5% 

for IgG, while α-PGL-I serology showed only 28.0% positivity. Multivariate PLS-DA showed 

two defined clusters for the HEC and NC groups [accuracy=0.95 (SD=0.008)] and the HEC 

and HHC groups [accuracy=0.93 (SD=0.011)]. IgA was the antibody most responsible for 

clustering HHC as compared to NC and HEC, evidencing its usefulness for host mucosal 

immunity and as an immunological marker in laboratory tests. IgM is the key antibody for the 

clustering of NC patients. Positive results with high antibody levels indicate priority for 

screening, new clinical and laboratory evaluations, and monitoring of contacts, mainly with 

antibody indexes ≥ 2.0. In light of recent developments, the incorporation of new diagnostic 

technologies permits to eliminate the main gaps in the laboratory diagnosis of HD, with the 

implementation of tools of greater sensitivity and accuracy while maintaining satisfactory 

specificity. 

 

1 Introduction 

Hansen's disease (HD) is an infectious and contagious disease that mainly affects the skin, the 

peripheral nerves, mucosa of the upper respiratory tract, and the eyes, being caused by bacilli 

of the Mycobacterium leprae complex, which includes M. leprae and M. lepromatosis (1). HD 

is the most common treatable cause of peripheral neuropathy; however, it can progress to 

physical disabilities and deformities in the absence of an early diagnosis and the implementation 

of effective multidrug therapy (MDT) (2). HD is classified as a major public health issue and 

in 2019, with more than 200,000 new cases of HD reported worldwide and 27,864 reported in 
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Brazil, a value equivalent to 93% of all cases in the Americas region and to 13.7% of the global 

cases registered. The heterogeneous distribution and the epidemiological indicators of Brazil at 

the global level reveal a scenario of continued transmission, with the disease representing a 

priority among the health problems of the country (3). According to the World Health 

Organization (WHO), as a result of the impact of the COVID-19 pandemic, more than 120,000 

new cases were reported in 2020, with a 37% reduction compared to 2019 (4).   

The incorporation of new laboratory technologies for an early diagnosis of HD and the 

identification of infected individuals will allow the control of the transmission chain and the 

global magnitude of the disease, as proposed by the WHO strategies (3). Thus, the absence of 

high performance diagnostic platforms for the diagnosis of patients across the clinical spectrum 

of the disease and of oligosymptomatic household contacts (HHC) are gaps in health units that 

do not allow early case detection, accurate diagnosis, or prompt treatment. Currently, anti-

phenolic glycolipid-I (α-PGL-I) serology is the most widespread tool for the complementary 

diagnosis of the disease and contact with M. leprae based on antibody research. However, due 

to the low and variable sensitivity and negative predictive value of this test, as well as its low 

ability to detect early cases, paucibacillary patients, and macular and neural forms, its accuracy 

is not satisfactory for use as a diagnostic laboratory tool (5,6,7). Parallel to this, the slit skin-

smear and the anatomopathological examination of the skin biopsy, despite having high 

specificity, are also techniques that depend on the bacillary load of the host and are of low 

sensitivity for effective detection and screening of HD cases and their HHC (6,7). More 

recently, the introduction of molecular biology to identify bacillus DNA in clinical samples 

(skin, nasal swab, and intradermal scraping) has increased the probability of detecting new 

cases while maintaining high specificity and has shown that the polymerase chain reaction 

(PCR) may be used to confirm most field cases (8). On the other hand, PCR is an expensive 

method not available to all laboratories for the diagnosis of HD, in addition to the absence of a 

gold standard laboratory test (7).  

To validate new biomarkers for the diagnosis of all clinical forms of HD, infected individuals, 

and characterization of these molecules in the population residing in an endemic region, 

antibodies against the mammalian cell-entry protein 1A (Mce1A) of Mycobacterium were 

evaluated. Mce1A is reported to mediate bacillus entry into cells in the host's reticuloendothelial 

system cells and to induce their survival (9,10). Despite the presence of the Mce1A protein in 

the Mycobacterium genus, preliminary studies have shown that conditions such as bacillus 

Calmette-Guérin (BCG) vaccination and latent tuberculosis infection (LTBI) do not interfere 

with the levels of anti-Mce1A antibodies (α-Mce1A) in HD patients (11,12). Previously 
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published studies have reported the potential of α-Mce1A antibodies for the detection and 

monitoring of HD, also indicating its role in the identification of asymptomatic contacts (11,12). 

However, the present study is the first one carried out in a state of low endemicity in the 

Brazilian southeast, including patients with macular forms and mainly neurological signs and 

symptoms, representing the largest sample tested for the proposed serological assay. Thus, 

determining the most appropriate test cut-off value for each region and each biomarker. On this 

basis, our study aimed to describe the accuracy of an immunoassay based on α-Mce1A IgA, 

IgM, and IgG antibodies, as well as the predictive potential of these molecules, the clinical 

significance of positivity and their ability to segregate HD patients, contacts and healthy 

endemic controls. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Design and study population 

A cross-sectional study was conducted at the National Referral Center in Sanitary Dermatology 

and HD, University Hospital of the Ribeirão Preto Medical School (HCFMRP-USP), 

University of São Paulo, Brazil, from 2020 to 2022. The study population (N=405) was 

classified into three groups: new HD cases without MDT (NC), household contacts of HD 

patients (HHC), and healthy endemic controls (HEC).  

2.1.1 New HD cases (NC) 

NC (n=200) were diagnosed by clinical evaluation according to the Brazilian Ministry of Health 

and WHO guidelines using recommended cardinal signs (13). The dermatological and 

neurological evaluation of the patients was the confirmatory exam performed by dermatologists 

and leprologists for the diagnosis of HD. Auxiliary tests to the clinical diagnosis were used, 

such as assessment of tactile sensation with a Semmes-Weinstein esthesiometer, ultrasound of 

peripheral nerves, and electroneuromyography, besides complementary exams such as 

serology, molecular exams, and bacilloscopy. Considering that none of the classifications for 

HD include all of the clinical manifestations of HD, particularly those involving macular and 

pure neural forms, we classified the patients considering the guidelines adapted by Madrid 

(Congress of Madrid 1953) and the Indian Association of Leprology (IAL 1982) classifications 

as follows: indeterminate (I), polar tuberculoid (TT), borderline (B), borderline lepromatous 

(BL),  polar lepromatous (LL), and pure neural (N); and PB (I and TT clinical forms) and MB 

(B, BL, LL and N forms) according to WHO operational criteria. Considering the classification 
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by Frade et al (2021), patients with atypical hypochromatic macules and with altered sensation 

and neurological findings were classified as having the B and MB forms (14). All newly 

diagnosed patients were referred to a health unit for standard MDT. 

 

2.1.2 Household contacts (HHC) 

HHC (n=105) were defined as individuals residing or having resided in the same household 

with an HD patient in the last five years at the time of diagnosis (3). All HHC were clinically 

screened for signs and symptoms of HD and subjected to laboratory analysis with serological 

and molecular exams. Clinical examinations were performed by dermatologists and leprologists 

at HCFMRP-USP. 

 

2.1.3 Healthy endemic controls (HEC) 

HEC (n=100), representing community contacts, were defined as healthy individuals residing 

in the Ribeirão Preto region, SP, Brazil. During the last five years (2018 to 2022), the state was 

classified as having low endemicity. The Ribeirão Preto municipality was classified as having 

very high endemicity in 2021 for the first time during the study period, according to the new 

case detection rate of the disease. All participants reported that they had no history of diagnosis 

or contact with an HD, were test-negative for human immunodeficiency virus (HIV), had no 

diseases and did not use immunosuppressive drugs. 

2.2 Anti-PGL-I serology 

Indirect ELISA was used to measure the α-PGL-I IgM titer of every serum sample and the cut-

off was based on the OD average among healthy subjects multiplied by 2.1 plus 10%, according 

to a previously reported protocol (7, 12, 15). Serology was performed with an ND-O-BSA 

(PGL-I) based glycoconjugate of bovine serum albumin (NR-19346. BEI Resources).  

 

2.3 Molecular diagnosis of M. leprae DNA 

Total DNA extraction from a skin biopsy and/or earlobes and at least one elbow, knee and/or 

lesion slit-skin smear sample was performed with the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 

Germantown, MD, cat: 51306) according to the manufacturer’s protocol. DNA was used to 

perform quantitative PCR-RLEP according to a previously reported protocol (7,16). The 

quantitative PCR (qPCR) result was considered positive for the detection of M. leprae DNA 
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with amplification up to a 40.0 cycle threshold (Ct) and melting temperature at 87.5 °C. The 

maximum number of cycles used was 40.0.  

 

2.4 Anti-Mce1A serological testing  

Quantitative evaluation of IgA, IgM and IgG antibody α-Mce1A protein was performed by 

indirect ELISA according to a previously reported protocol (7, 11, 12). Purified recombinant 

Mce1A protein was provided by Dr. LW Riley (University of California, Berkeley, CA, USA). 

The respective index was calculated by dividing the optical density (OD 450 nm) of each 

sample by the cut-off, with indexesabove 1.0 being considered positive. The cut-off point was 

based on mean OD between healthy controls compared to samples from patients with HD. The 

OD data were analyzed by receiver operating characteristic (ROC) curves to determine the cut-

off point highest and matched sensitivity, specificity, and likelihood ratio, as previously 

described (7, 11, 12). For all assays, negative control samples from healthy individuals with no 

history of diagnosis or contact with HD, positive samples for α-Mce1A antibodies from patients 

diagnosed with HD, and wells considered blank without the addition of specific antibodies and 

with peroxidase- linked second antibody for each immunoglobulin tested were added. The OD 

values of the blank wells were used for subtraction in the respective results obtained in each 

well with the tested samples. 

 

2.5 Statistical analysis 

Data were analyzed with GraphPad Prism v. 9.0 software (GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA). 

Study population characteristics were analyzed by the t test and chi-squared test. Antibody level 

variations were analyzed by the Kruskal–Wallis test, followed by Dunn’s test. The ability of 

immunoglobulin levels to discriminate NC and HHC from HEC was evaluated by ROC curves. 

The accuracy classification was based on Bowers et al (2019) (17).  The level of statistical 

significance was set at P<0.05. The combined performance of the antibodies in distinguishing 

the groups was determined using Python 3.9.12 in the Jupyter Notebook environment. The 

libraries used were Numpy 1.21.5, Pandas 1.4.2, Matplotlib 3.5.1, Scipy 1.7.3, Sklearn 1.0.2 

and Shap 0.40.0. Data were first anonymized and all patient identification was excluded from 

the database. For multivariate analysis, the dataset variables were transformed using the Partial 

Least Square method and the two latent variables that explained most of the variance were used 

to construct the graphs. The Mahalanobis distance and the Chi-square distribution with a 

threshold of 0.95 were used to detect outliers. Partial Least Square-Discriminant Analysis (PLS-

DA) was implemented with a stratified cross-validation of 10 divisions and 20 repetitions and 
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a variable importance in projection (VIP) score plot for important antibody identified by PLS-

DA analysis was evaluated. The VIP score value closest to or greater than 1 is the of rule thumb 

for selecting relevant variables. Thus, to investigate the importance of the variables, the Shapley 

values of each individual for each of the antibodies were obtained and the mean of the module 

of these values was then calculated. Spearman’s correlation was used to compare the antibody 

levels and classification was based on Akoglu (2018) (18). Finally, Hierarchical clustering was 

performed using Euclidean distance and Ward's linkage algorithms were performed using 

MetaboAnalyst 5.0. The analyzes were carried out with the antibody indexes corresponding to 

each group under study, and all input data have been normalized and transformed into 

logarithm. Two parameters were considered to perform hierarchical clustering. The first one is 

similarity measure - Euclidean distance, Pearson's correlation, Spearman's rank correlation. The 

other parameter is clustering algorithms, including average linkage (clustering uses the 

centroids of the observations), complete linkage (clustering uses the farthest pair of 

observations between the two groups), single linkage (clustering uses the closest pair of 

observations) and Ward's linkage (clustering to minimize the sum of squares of any two 

clusters). Heatmap was presented as a visual aid in addition to the dendrogram also showing 

distance measure using euclidean, and clustering algorithm using ward.D, where dendrogram 

data values are transformed to an average color scale displaying high values in red and low 

values in blue. The study was developed with pre-specified tests and considering α-PGL-I 

ELISA and PCR as reference standard and α-Mce1A ELISA as index test.  

 

3 Role of the funding source 

The funder of the study had no role in the study design, data collection, data analysis, data 

interpretation, or writing of the report. All authors had full access to all of the data in the study 

and had final responsibility for the decision to submit for publication. 

 

4 Results 

4.1 Clinical and demographic findings 

The spontaneous demand for care at the health unit did not permit the recruitment of a 

population with no statistically significant difference in terms of age, which on average ranged 

from 41.1 to 58.5 years (P<0.0001) among the groups. Female sex was predominant among all 

individuals evaluated and ranged from 55.5 to 63.8% (P=0.35). 96.5% of NC were classified 

as MB and the most diagnosed clinical form was B (78.5%). Molecular diagnostic comparison 
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(PCR-RLEP) showed 94.9% negative results for HHC and 43.7% positivity for M. leprae DNA 

in NC (P<0.0001) (Table 1). 

 

4.2 Anti-Mce1A and anti-PGL-I antibodies are biomarkers for the diagnosis of patients 

and their contacts 

The antibody profiles of α-Mce1A protein and α-PGL-I indexes in newly diagnosed HD 

patients (NC), household contacts of HD patients (HHC) and healthy endemic-control 

individuals (HEC) are represented in Figure 1 as median and interquartile range (IQR). α-

Mce1A IgA levels were significantly higher in the NC [median: 1.39 (IQR: 1.00-2.02), P 

<0.0001] and HHC [median: 1.17 (IQR: 0.83-1.83), P<0.0001] groups as compared to the HEC 

group [median: 0.62 (IQR: 0.42-0.81)] (Fig. 1A). IgM α-Mce1A was evidently increased in 

HHC [median: 1.57 (IQR: 0.95-2.47), P< 0.0001] and NC [median: 1.51 (IQR: 1.025-2.32), 

P<0.0001] as compared to HEC [median: 0.63 (IQR: 0.43-0.81)] (Fig. 1B). α-Mce1A IgG 

indexes were higher in the NC [median: 1.14 (IQR: 0.87-1.51), P<0.0001] and HHC [median: 

1.070 (IQR: 0.80-1.34) P <0.0001] groups than in HEC [median: 0.80 (IQR: 0.68-0.96)] (Fig. 

1C). The HHC group had moderate levels of α-PGL-I IgM [median: 0.50 (IQR: 0.30-1.0), 

P=0.0041] as compared to HEC [median: 0.4 (IQR: 0.2-0.6)]. The NC indexes against PGL-I 

[median: 0.6 (IQR: 0.22-1.1)] showed significant differences compared to the HEC indexes (P 

<0.0001). (Fig. 1D). 

 

4.3 Performance of anti-Mce1A antibodies and IgM anti-PGL-I for HD diagnosis  

ROC curve analysis was performed to evaluate the performance of the three immunoglobulins 

against the Mce1A protein and IgM α-PGL-I for the diagnosis of NC, and the area under the 

curve (AUC), cut-off, sensitivity and specificity values with 95% CI are shown in Table 2. α-

Mce1A IgA had the best significant performance with AUC=0.90 (CI: 0.87-0.93; P<0.0001), 

with a case detection probability of 77.5% (CI: 71.1- 83.1%) and 89% (CI:81.2-94.4%) 

specificity. IgM showed a performance with AUC=0.87 (CI: 0.83-0.91; P<0.0001), with a 

76.5% chance of correct classification (CI: 70.0-82.2%) of new cases and an 88% probability 

of identifying true negative individuals (CI: 80.0-93.6%). The performance of the assay using 

IgA and IgM antibody was rated as having high accuracy (AUC>0.85) for screening HD 

patients. The serological test with IgG showed AUC=0.75 (CI: 0.69-0.80; P<0.0001), 61.5% 

sensitivity (CI: 54.4-68.3%) and 96% specificity (CI: 90.1-98.9) and was classified as having a 

moderate probability of providing correct results (AUC=0.75-0.85). The α-PGL-I test showed 

performance with an AUC=0.67 (CI: 0.61-0.72; P<0.0001), 34.6% (CI: 28.5-41.2%) 
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probability of case detection and 96% (CI: 90.1-98.9%) specificity. The performance of α-PGL-

I serology was classified as having low accuracy (AUC<0.75). The absence of difference 

between NC and HHC in all analyses for immunoglobulin levels led to the evaluation of the 

ELISA performance only for the group of patients compared to controls (HEC). 

 

4.4 Positivity and evaluation of serological biomarkers in parallel 

The performance of the α-Mce1A assay was also evaluated based on the percentages of 

biomarker seropositivity (Table 3). IgA α-Mce1A ELISA for NC was positive in 77.5% 

(155/200) of patients, IgM in 76.5% (153/200), IgG in 61.5% (123/200) and α-PGL-I serology 

in 28.0% (56/200) of positive NC. HHC were 11.8%, 6.0%, 4.5%, 8.0% less seropositive for 

the tested antibodies, respectively, as compared to NC. The use of the α-Mce1A immunoassay 

in NC compared with HEC showed 7.0x more positivity for IgA α-Mce1A, 6.4 for IgM and 2.9 

for IgG. None of the assays performed with HEC samples showed antibody indexes ≥ 2.0. A 

positive serological test with a ≥ 2.0 index in HHC and NC, respectively, was obtained in 20.0% 

and 26.5% for IgA ELISA, in 32.4% and 34.0% for IgM ELISA, in 8.6% and 7.0% for IgG 

ELISA, and 3.8% and 2.0% for IgM α-PGL-I. The use of the new α-Mce1A IgA, IgM, and IgG 

biomarkers allowed an increase of 49.5%, 48.5%, and 33.5%, respectively, in the detection of 

NC as compared to the use of α-PGL-I serology.  

Parallel analysis of markers with α-Mce1A ELISA showed results with up to 5.0% 

seropositivity for all antibodies tested in the HEC group and 14.3% and 17.0% for HHC and 

NC, respectively. Thus, the combination of positivity for two tested antibodies showed greater 

overlap for IgM+IgG in the HHC (27.6%) and for IgA+IgG in NC (36.0%), an increase of 

positivity of 5.7% for HHC and of 19.0% for NC, as compared to the serial evaluation with 

IgA+IgM+IgG. For all overlaps performed, NC showed better seropositivity results (Table 3).  

The low seropositivity and accuracy of the α-PGL-I serology meant that the authors did not use 

it in the subsequent analyzes of the study. 

 

4.5 Multivariate Models employed to distinguish endemic controls, HD patients and 

contacts by means of the new serological biomarkers 

The comparison of α-Mce1A antibody levels among NC, HHC and HEC is shown in Fig. 2. 

The performance of the model was evaluated using the intercept coefficient of determination 

(R2), predictive relevance (Q2) and significance of the permutation test (PT). Multivariate PLS-

DA [R2=0.38 (SD:0.01); Q2=0.42 (SD:0.28); PT: P=0.009] showed two defined clusters for the 

HEC and NC groups [accuracy=0.95 (SD=0.008)] and had the highest scores driving the cluster 
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separation (LV1=56.99%) (Fig. 2A). HEC and HHC [R2=0.40 (SD:0.01); Q2=0.36 (SD:0.32); 

PT: P=0.009] also obtained excellent accuracy [accuracy=0.93 (SD=0.011)] and scores driving 

the cluster separation (LV1=61.92%) (Fig. 2D). The analysis performance for the HHC and NC 

groups [R2=0.01 (SD:0.004); Q2=-2.03 (SD:4.3); PT: P=0.56] was not satisfactory 

[accuracy=0.56 (SD=0.024); LV1=37.7%] (Fig. 2G). The ROC curve for model performance 

in discriminating the groups showed that IgM had the best accuracy in discriminating between 

HEC and NC (AUC=0.87) (Fig. 2B) and HEC and HHC (AUC=0.86) (Fig. 2E). The α-Mce1A 

IgG antibody showed the lowest accuracy among these groups (AUC=0.75 and 0.72, 

respectively). α-Mce1A antibodies showed a low performance of IgA (AUC=0.54), IgM 

(AUC=0.51) and IgG (AUC=0.50) in segregating HHC and NC due to the absence of difference 

in immunoglobulin levels in these groups (Fig. 2H). 

The ranking of the evaluated antibodies indicated that, in the discrimination among the groups 

after multivariate analysis, IgA α-Mce1A obtained a VIP score higher than 1 (VIP: 1.22; 1.13; 

1.51), being the biomarker most responsible for the clustering of these groups (Fig. 2C, F, I). 

The IgM antibody was the second relevant biomarker distinguishing between NC and HHC 

versus HEC (VIP: 0.96; 0.99, respectively). However, the IgG antibody was found to be the 

second most ideal biomarker only for the analyses between HHC and NC (VIP: 0.74) (Fig. 2I). 

4.6 Anti-Mce1A antibodies associated with HD diagnosis by means of Shapley values 

Comparative assessment of α-Mce1A antibody levels in HHC and NC had preferably positive 

Shapley values, suggesting that these conditions always tended to diagnose infection and/or 

disease. The values were represented as group means and as minimum and maximum values of 

individuals. Figures 3 A, C, and E plotted Shapley values for each individual while figures 3 B, 

D, and F the average of the absolute values (modules).  The IgA antibody showed the highest 

positive Shapley value in the analyses between HEC and NC (Fig. 3. A-B) i.e., 0.173 (range: -

0.348-1.017), a value of 0.169 (range: -0.329-0.707) between HEC and HHC (Fig. 3 C-D), and 

a lower value of 0.039 (range: -0.096-0.215) between HHC and NC (Fig. E-F). The Shapley 

values of IgG α-Mce1A for HHC and NC as compared to HHC and HEC appear clustered and 

partially negative [0.017 (-0.301-0.032)], thus suggesting that antibody positivity in these 

groups had less potential for association with the diagnosis of HD due to their similar response. 

On the other hand, the IgG antibody ranked better than the IgM α-Mce1A antibody in the 

evaluation of the difference between HHC and NC. IgM was found to be clustered and with 

most positive Shapley values (Fig. 3 E-F) [0.013 (-0.019-0.112)], thus being the marker that, 
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after IgA, showed a positive impact on HD diagnosis between HHC and NC. In light of these 

results, the values obtained with the IgA and IgM α-Mce1A antibodies ranged from negative to 

positive for all group comparisons, thus suggesting that these conditions were always leaning 

towards HD diagnosis (Fig. 3 A-F).  

Thus, the higher the IgA value, more PLS-DA tended to classify the individual as NC, and the 

lower its value or negative as HEC. The same is true for IgM. For IgG, the higher its value, the 

more the model tended to classify as HEC. This behavior was caused by the association of the 

IgG antibody with treated patients and low seropositivity in the diagnosis. The figure in (B) 

shows that IgA contributed more than IgM, which contributed more than IgG. In (C), the higher 

the Shapley value, the more the model tended to classify as HHC. In (E), the higher the Shapley 

value, the more the model ranked the individual as NC. 

 

4.7 Correlation of Immunoglobulins against Mce1A protein  

Matrix correlation of α-Mce1A antibody levels among the study groups was calculated and the 

values are shown in color scale. NC and HEC showed a fair correlation between IgA and IgM 

(r=0.46; P<0.001) and between IgA and IgG (r=0.50; P<0.001). IgM and IgG showed a 

moderate positive correlation (r=0.66; P<0.001) between these two groups (Fig. 4A). All 

positive correlations were fair for HHC and HEC, with r=0.42-0.59 (P<0.001) (Fig. 4B). The 

correlation between HHC and NC for IgA and IgM was poor (r=0.074; P=0.186) and the 

correlation for IgA versus IgG and for IgM versus IgG was classified as fair (r=0.42; P<0.001) 

and moderate (r=0.59; P<0.001), respectively (Fig. 4C). Further analyses demonstrated that α-

Mce1A IgA correlated poor (r=0.15; P=0.04), IgM, and IgG (r=0.37; P<0.0001) fair with α-

PGL-I indices. The proposed assay with Mce1A was able to detect different individuals in 

comparison with PGL-I serology. 

 

4.8 Anti-Mce1A serology was able to provide hierarchical clustering for the individuals 

evaluated 

We combined these plasma antibodies indexes with the group’s classification in HEC, HHC, 

and NC to apply machine learning using hierarchical methods of cluster analysis and as the 

main objective of the algorithm to provide the level of importance of each biomarker for each 

group through the heatmap. The following results were obtained: α-Mce1A IgA and IgM 

serology yielded essential results for NC identification as compared to HEC (Fig. 5A); 

positivity for ELISA IgA was responsible for the clustering of HHC, while IgG ELISA was 
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responsible for the clustering of HEC (Fig. 5B), showing a very low involvement of IgM 

serology in the clustering of these two groups (HHC and HEC); positive samples for IgA and 

IgM distinguished NC from HHC, with IgA being the most intense antibody in terms of 

clustering performance in the HHC group (Fig. 5C). 

5 Discussion 

The present results confirm the biomarker potential of α-Mce1A antibodies in the diagnosis of 

patients with HD, the screening of their contacts, and the assessment of exposure to the bacillus 

in endemic regions (Fig. 6). The published results (11,12) of the analysis with antibody levels 

in the different clinical forms and operational classification do not show differences between 

these groups for levels of α-Mce1A immunoglobulins. Also, there is no correlation or 

association between PCR positivity or bacillary load with positivity or higher levels of α-

Mce1A antibodies in the tested samples. Thus, α-Mce1A serology differs from the α-PGL-I 

tool, which has been consolidated in the literature for correlation with bacillary load, 

operational classification, and multibacillary clinical forms. Therefore, the work analysis 

strategies aimed to identify patients with HD regardless of clinical classification and laboratory 

results for PCR, bacilloscopy, and α-PGL-I serology. 

 Serological testing for IgA is presented as an additional tool for the diagnosis and classification 

of HD, with potential utility for exposure monitoring of household contacts. In agreement with 

our data, Silva et al (2021) reported greater IgA reactivity against the conjugated antigen formed 

by natural octyl disaccharide linked to human serum albumin (NDO-HSA) among household 

contacts of PB and MB patients than among non-endemic controls (19). Accordingly, α-Mce1A 

IgA showed satisfactory accuracy (AUC 0.90) with 77.5% sensitivity and 89.0% specificity 

and revealed greater seropositivity of the immunoglobulins tested in patients, with 77.5% for 

new cases and 65.7% for contacts. In parallel, our analyses show that IgA was the antibody 

most responsible for clustering contacts between patients and endemic controls.  

IgA is an antibody associated with the mucosal response, the main gateway of the bacillus in 

the establishment of infection, participating in the early stages of HD and in subclinical 

infection (19,20,21). The importance of IgA for host mucosal immunity is well established and, 

although its role in the systemic circulation has not been fully elucidated (22), its usefulness as 

an immunological marker in laboratory tests has been confirmed. 

Most published studies use IgM as a target molecule in serological assays in view of the fact 

that the seroprevalence of α-PGL-I IgM is higher than the seroprevalence of IgA and IgG in 

endemic areas (23). IgM-seropositive individuals are at higher risk of developing the disease 
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(24); however, IgM seropositivity is not predictive of the disease, as demonstrated with α-PGL-

I IgG (5, 25). The findings using IgM and α-PGL-I IgG corroborate the data obtained with α-

Mce1A serology. In the evaluation of previous M. leprae infection as a risk factor for diagnosed 

transmission through IgM α-PGL-I serology, IgM represents a biomarker of greater sensitivity 

than IgG since it can be detected in many individuals already infected with the bacillus despite 

the absence of disease (23, 26, 27). The diagnostic performance of α-PGL-I ELISA was only 

28.0% for new cases of HD and 20.0% for their contacts, with a 34.6% probability of case 

detection, and 96.0% specificity. Thus, 48.5% fewer positives were identified in comparison 

with IgM α-Mce1A serology. 

IgM α-Mce1A had high accuracy (AUC 0.87) with a chance of correct classification of 76.5% 

of new cases and 88.0% specificity; 76.5% of newly diagnosed patients with the disease and 

70.5% of household contacts were seropositive in ELISA.  

Positive results with a high index indicate the priority for screening, new clinical and laboratory 

evaluations, and monitoring of contacts, mainly with indexes ≥ 2.0. These results were obtained 

here in 32.4% of contacts and 34.0% of new HD cases with positivity in the IgM α-Mce1A 

immunoassay. Thus, IgM is the key antibody for the clustering of new cases in relation to the 

other groups evaluated (HHC and HEC). 

The ELISA results for all tested immunoglobulins were negative for an index ≥ 2.0 in healthy 

individuals from the endemic region, emphasizing the importance of serologies with a high 

value of seropositivity (≥ 2.0) in patients and their contacts. IgA serology with values ≥ 2.0 was 

positive in 26.5% of patients (NC) and 20.0% of contacts. On the other hand, rates higher than 

≥ 2.0 for IgG α-Mce1A were only detected in 7.0% of the cases and 8.6% of the contacts. Thus, 

having positive serology for the contact and the case demonstrates the need for greater clinical 

surveillance of these individuals and the differentiation between these groups will be based on 

the clinical diagnosis, which remains the confirmatory evidence and gold standard for the 

diagnosis of HD. 

Disease control and protective immunity in HD are associated with effective cellular immunity 

of T cell responses. Studies evaluating antibody responses are primarily focused on their utility 

as a serological diagnostic tool. Rada et al (2012) showed that IgG responses decrease in MB 

and PB patients during treatment with MDT when using IgG against M. leprae antigens such 

as ML0405, ML2331, and LID-1 aiming to monitor the treatment of patients with the non-

reactive LL form (28). However, data from assays targeting the detection of α-Mce1A IgG 

show variable seropositivity according to endemicity, showing that there may be a lower 

frequency of positives (61.5%) in less endemic regions and a high seroprevalence in new cases 
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in a hyperendemic region (84.0%), as reported by Lima et al (2022). Patients treated with MDT 

had the highest rate of IgG positivity, which was detected in 89.5% of the patients evaluated in 

the study (12). 

Recently, different cases of patients treated at an emergency unit in the Brazilian southeast were 

clinically diagnosed with HD and characterized by presenting hypoanesthetic skin lesions and 

thickened nerves, with peripheral nerve ultrasound demonstrating asymmetric and focal 

multiple mononeuropathy, and also with a positive molecular diagnosis in all patients tested by 

RLEP-PCR. Confirming the potential and innovative aspect of the new markers proposed for 

HD serology, 71.4%, 100%, and 42.8% of patients were positive for IgA, IgM, and IgG α-

Mce1A, respectively. However, 100% were negative for α-PGL-I IgM (29). 

Laboratory assays using α-PGL-I and α-LID-1 by ELISA and rapid test platforms with NDO-

LID show low sensitivity and accuracy and are not recommended for isolated use in the 

diagnosis of HD, considering the complexity of the immunological presentations and the 

clinical aspects of the disease. A study by Frade et al (2017) demonstrated 48-62% sensitivity 

and 70% specificity for α-PGL-I and α-LID ELISA and 40% specificity for NDO-LID (30). 

Other reports evaluating different studies with protocols using the PGL-I antigen demonstrated 

an average sensitivity of 63.8% and an average specificity of 91% as a diagnostic method in 

HD but are indicated mainly in MB cases, due to low positivity in PB cases. (6). 

The development of serological tests using antigens shared by a genus of a pathogen requires 

the evaluation of potential factors that can cause cross-reactivity in the results, such as 

vaccination with BCG, which is widespread in Brazil (> 90%) (31). The response to α-Mce1A 

antibodies was evaluated by Lima et al (2017) in individuals with one or two BCG scars. 

However, in this study, we did not evaluate the response in newly vaccinated contacts and the 

proposal of the serological diagnosis during the clinical investigation of the patients and 

contacts before any prophylactic and/or therapeutic method for HD.  Levels of antibodies 

against M. tuberculosis proteins (32) and LTBI did not induce distinct levels of α-Mce1A 

antibodies in the diagnosis of HD patients (11,12,33).  A linear immunodominant epitope 

KRRITPKD (residues 131 and 138 in Mce1A) is highly conserved in M. tuberculosis, which is 

a possible explanation for the difference in response between patients with tuberculosis and 

HD, despite the homology between the mce1 gene (12, 34). Thus, allowing less chance of cross-

reactions between individuals infected with both species of mycobacteria. However, it is a 

limitation of the α-Mce1A antibody assay for diagnosing HD in patients also diagnosed with or 

with a recent history of active tuberculosis. We sought to use three different antibodies (IgA, 

IgM, and IgG) to minimize bias and ensure the different proposed interpretations, such as 
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diagnosis, potential subclinical infection, contact with M. leprae, and patients already treated 

for HD. 

In parallel, for the determination of the cut-off value in populations with different endemic 

profiles, we need to know the pretest probability of the disease of interest as well as the costs 

incurred by misdiagnosis. Accordingly, the cut-off value is not universal and should be 

determined for each region and each disease condition according to endemicity (35). We still 

do not have commercially available serological tests capable of detecting cases with high 

sensitivity and accuracy. Thus, more exploratory studies to characterize new molecules capable 

of providing an immunological signature with high sensitivity and maintaining specificity are 

implemented as an advance in the search for new technologies to aid in the diagnosis of HD 

and the screening of contacts. Currently, α-Mce1A serology has not been able to distinguish 

contacts and patients with active disease, requiring further studies to understand whether 

seropositivity for the markers among household contacts is a predictor of the development of 

active disease or will only allow the identification of the contact with the bacillus regardless of 

disease progression. The seropositivity pattern of contacts for the tested immunoglobulins, 

similar to that found in patients and absent in healthy endemic controls, contributes as one more 

alert test for better clinical follow-up of positive contacts. α-Mce1A serology corrects the main 

shortcomings in accuracy of the previous serology (PGL-I), as it demonstrates greater 

sensitivity, regardless of the clinical form or bacillary load. 

The PCR-RLEP technique proved to be a methodology for identifying patients at diagnosis due 

to its positive rate (33.3%). The molecular technique showed performance with a positivity rate 

of 3.8% in household contacts. Thus, it represents another high-specificity diagnostic platform 

assisting with the diagnosis and screening of potential subclinical cases. Sensitivity can range 

from 51% to 91%, and specificity from 46% to 100% (6). A study published in the same 

endemic region identified a PCR positivity rate of 41.0% and sensitivity and specificity of 

41.0% and 100% for HD patients, respectively (7). The evaluation of cases using complex 

neurological assessment techniques permits a better classification of patients into MB forms 

(2). In the present study more than 70.0% of the cases were diagnosed with the B clinical form 

and 96.5% with the MB form, mainly in patients with atypical hypochromatic macules with 

altered sensation, neurological findings on hands and feet, and lower bacillary load.  

In line with the search for new tools for an early diagnosis such as ELISA α-Mce1A, the 

treatment of these cases is the next step towards achieving the goal of eliminating the disease 

in the community. As reported by the WHO, case detection and treatment with MDT alone are 

insufficient strategies to interrupt transmission. Thus, to boost the prevention of HD, the current 
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recommendation is an active search of the household and social contacts of each patient, 

accompanied by the offer of preventive chemotherapy (3).  

In summary, the present data suggest that combined serological testing based on IgA, IgM, and 

IgG α-Mce1A antibodies should be performed in order to ensure an interpretation of the three 

possibilities proposed for the new markers: positive IgA and/or IgG indicative of contact with 

the bacillus due to the strong positive correlation between these antibodies; positive IgM for 

diagnosis or priority for further clinical follow-up of contacts; Negative IgM and positive IgG 

as a form of therapeutic monitoring after MDT use. Serological assays are complementary 

diagnostic platforms, clinical correlation is always necessary and the region's endemicity is 

considered. Finally, the incorporation of new diagnostic technologies makes it possible to 

eliminate the main gaps in the laboratory diagnosis of HD with the implementation of tools of 

greater sensitivity and accuracy while maintaining satisfactory specificity. This procedure 

contributes to the goals of the WHO for the identification of initial and infected cases and for 

the interruption of bacillary transmission in the family environment, effectively reaching zero 

disability and eliminating the stigma of Hansen’s Disease.  
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13  Tables 

 

Table 1. Study population characteristics (N=405). 

 

 
HEC 

n=100 

HHC 

n=105 

NC 

n=200 
P-value 

Age, years, mean (SD)  58.5 (16.7) 41.1 (17.7)  54.2 (17.2)  <0.0001a 

Sex, n (%)     

Male  40 (40.0) 38 (36.2) 89 (44.5) 0.35b 

Female 60 (60.0) 67 (63.8) 111 (55.5)  

Operational Classification, n (%)     

PB - - 7 (3.5)  

MB - - 193 (96.5)  

Clinical Form, n (%)     

I - - 1 (0.5)  

TT - - 6 (3.0)  

B - - 157 (78.5)  

BL - - 5 (2.5)  

LL - - 10 (5.0)  

N - - 21 (10.5)  

PCR-RLEP, n (%)     

Negative - 75 (94.9)c 80 (43.7)d <0.0001b 

Positive  - 3 (3.8) 61 (33.3)  
aComparison by the Kruskal–Wallis test. 
bComparison by the chi-square test. 
cData not available for 14 HHC. 
dData not available for 53 NC. 

HEC, healthy endemic controls; HHC, household contacts of HD patients; NC, new cases of HD; SD, 

standard deviation; PB, paucibacillary; MB, multibacillary; I, indeterminate; TT, tuberculoid; B, 

borderline; BL, borderline-lepromatous; LL, lepromatous; N, neural; PCR-RLEP, quantitative polymerase 

chain reaction-specific repetitive element.  

 

 

Table 2. Comparison of the performance of IgA, IgM and IgG α-Mce1A protein and IgM α-

PGL-I for the diagnosis of new HD Cases (n=200) 

 

Antibody AUC (95%CI) P-value 
Cut-off 

(O.D) 

Sensitivity % 

(95%CI) 

Specificity % 

(95%CI) 

LR+ 

α-Mce1A IgA 0.90 (0.87-0.93) <0.0001 0.189 77.5 (71.1-83.1) 89.0 (81.2-94.4) 7.045 

α-Mce1A IgM 0.87 (0.83-0.91) <0.0001 0.146 76.5 (70.0-82.2) 88.0 (80.0-93.6) 6.375 

α-Mce1A IgG 0.74 (0.69-0.80) <0.0001 0.172 61.5 (54.4-68.3) 79.0 (69.7-86.5) 2.929 

α-PGL-I IgM 0.67 (0.61-0.72) <0.0001 0.295 34.6 (28.5-41.2) 96.0 (90.1-98.9) 8.662 

AUC, area under the curve; CI, confidence interval; O.D., optical density; LR+, positive likelihood ratio; Mce1A, 

mammalian cell-entry protein 1A; IgA, immunoglobulin A; IgM, immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G; 

PGL-I, phenolic glycolipid-I. 
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Table 3. Positivity profile of serological biomarkers in HD diagnosis 

 
Seropositivity 

n (%) 

HEC 

(n=100) 

HHC 

(n=105) 

NC 

(n=200) 

α-Mce1A IgA    

>1.0 <2.0 11 (11.0) 48 (45.7) 102 (51.0) 

≥ 2.0 0 (0) 21 (20) 53 (26.5) 

Total  11 (11.0) 69 (65.7) 155 (77.5) 

α-Mce1A IgM    

>1.0 <2.0 12 (12.0) 40 (38.1) 85 (42.5) 

≥ 2.0 0 (0) 34 (32.4) 68 (34.0) 

Total 12 (12.0) 74 (70.5) 153 (76.5) 

α-Mce1A IgG    

>1.0 <2.0 21 (21.0) 51 (48.6) 109 (54.5) 

≥ 2.0 0 (0) 9 (8.6) 14 (7.0) 

Total  21 (21.0) 60 (57.2) 123 (61.5) 

α-PGL-I IgM    

>1.0 <2.0 4 (4.0) 17 (16.2) 39 (19.5) 

≥ 2.0 0 (0) 4 (3.8) 17 (8.5) 

Total 4 (4.0) 21(20.0) 56 (28.0) 

α-Mce1A IgA+IgM+IgG    

>1.0 <2.0 1 (1.0%) 10 (9.5) 26 (13.0) 

≥ 2.0 0 (0) 5 (4.8) 8 (4.0) 

Total 1 (1.0%) 15 (14.3) 34 (17.0) 

α-Mce1A IgA+IgM    
>1.0 <2.0 2 (2.0%) 15 (14.3) 44 (22.0) 

≥ 2.0 0 (0) 6 (5.7) 16 (8.0) 

Total 2 (2.0%) 21 (20.0) 60 (30.0) 

α-Mce1A IgA+IgG    

>1.0 <2.0 5 (5.0%) 1 (0.9) 61 (30.5) 

≥ 2.0 0 (0) 8 (7.6) 11 (5.5) 

Total 5 (5.0%) 9 (8.5) 72 (36.0) 

α-Mce1A IgM+IgG    

>1.0 <2.0 4 (4.0%) 23 (21.9) 48 (24.0) 

≥ 2.0 0 (0) 6 (5.7) 10 (5.0) 

Total 4 (4.0%)  29 (27.6) 58 (29.0) 

HEC, healthy endemic controls; HHC, household contacts of HD patients; 

NC, new cases of HD; Mce1A, mammalian cell-entry protein 1A; IgA, 

immunoglobulin A; IgM, immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G.  
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14 Figures and legends 

 

 

 

Figure 1. Biomarkers for the diagnosis of HD patients and their contacts. IgA (A), IgM (B), 

IgG (C) α-Mce1A and anti-PGL-I (D) antibody indexes in plasma samples from HEC (n = 100), 

HHC (n=105) and NC (n=200). Statistical significance was determined by the Kruskal Wallis 

test followed by the Dunn test; significance was considered at ****P<0.0001 and, **P=0.0041. 

The respective index was calculated by dividing the optical density (O.D. 450 nm) of each 

sample by the cut-off. Indexes above 1.0 were considered positive. HEC, healthy endemic controls; 

HHC, household contacts of HD patients; NC, new cases of HD; IgA, immunoglobulin A; IgM, immunoglobulin 

M; IgG, immunoglobulin G. 
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Figure 2. Simultaneous analysis of α-Mce1A antibodies in the clustering of groups. Partial least 

squares-discriminate analysis (PLS-DA) plot of IgA, IgM and IgG α-Mce1A combined from 

HEC, HHC and NC. PLS-DA score scatter plots for HEC (green) and NC (red) (A); HEC and 

HHC (yellow) (D); HHC and NC (G). Rank of the different immunoglobulins identified by 

PLS-DA according to the Variable Importance in Projection (VIP score) on the x-axis. The 

colored boxes on the right indicate the relative levels of the corresponding antibody (OD) in 

each group under study (C, F and, I). Receiver operating characteristic (ROC) curve for 

schematic performance of PLS-DA classifiers over the validation set for combined antibodies 

and isolated levels in the NC and HEC (B), HHC and HEC (E), HHC and NC (H) groups. HEC, 

healthy endemic controls; HHC, household contacts of HD patients; NC, new cases of HD; IgA, immunoglobulin 

A; IgM, immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G. 
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Figure 3. Contrasting Shapley values for impact on HD diagnosis for all antibodies against 

Mce1A protein. Each marker in the scatter plots corresponds to an individual and red to blue 

shades correspond to negatives to positive Shapley values (A, C, E). The scatter plots expose 

not only the importance of a potential risk factor for HD diagnosis but also its range of effects 

over the NC and HEC (A), HHC and HEC (C), HHC and NC (E) groups. Scatter plots B, D, 

and F showed average Sharpley values for the respective comparisons.  HEC, healthy endemic 

controls; HHC, household contacts of HD patients; NC, new cases of HD; IgA, immunoglobulin A; IgM, 

immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G. 
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Figure 4. Immunoglobulins against Mce1A protein correlate weakly and moderately. 

Correlation matrix of α-Mce1A antibodies for NC and HEC (A), HHC and HEC (B), HHC and 

NC (C). Spearman’s correlation coefficients between two pairs of variables are shown in the 

heatmap. Red to blue shades correspond to increasing values of Spearman’s correlation 

coefficient, as shown in the color bar. HEC, healthy endemic controls; HHC, household contacts of HD 

patients; NC, new cases of HD; IgA, immunoglobulin A; IgM, immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G. 

 

 

 

Figure 5. The indexes of anti-Mce1A biomarkers can cluster hierarchically. The Clustering 

result is shown as a dendrogram and heatmap (distance measure using similarity measure - 

Euclidean distance, and algorithm using clustering to minimize the sum of squares of any two 

clusters - Ward's linkage). Hierarchical cluster analysis was performed using normalized and 

transformed antibody indexes. Each sample begins as a separate cluster and the algorithm 

proceeds to combine them until all samples belong to one cluster for HEC and NC (A), HEC 

and HHC (B), and HHC and NC (C). The heatmap shows the dendrogram data values 
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transformed into an average color scale with high values in red and low values in blue.  HEC, 

healthy endemic controls; HHC, household contacts of HD patients; NC, new cases of HD; IgA, immunoglobulin 

A; IgM, immunoglobulin M; IgG, immunoglobulin G. 

 

 

 

Figure 6. Proposed model of the stimulus and utility of specific antibodies against Mce1A 

protein in the laboratory diagnosis of HD based on the level of seropositivity for patients, 

household contacts and endemic controls.  HEC, healthy endemic controls; HHC, household contacts of 

HD patients; NC, new cases of HD; Mce1A, mammalian cell-entry protein 1A.  
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6 CONCLUSÃO  

 

 A análise do desempenho das tecnologias in vitro disponíveis para auxílio ao 

diagnóstico da hanseníase permite concluir que não há exame laboratorial capaz de detectar 

todas as formas clínicas da hanseníase e indivíduos apenas infectados. Ainda hoje, o diagnóstico 

baseia-se majoritariamente no exame clínico dermatológico e neurológico. As habilidades e 

competências necessárias para o diagnóstico, tratamento e gestão por parte dos profissionais de 

saúde são insatisfatórias, levando a diagnósticos tardios, subdiagnóstico, incapacidades físicas, 

evolução para deficiências, comprometimento socioeconômico e transmissão continuada do 

bacilo M. leprae. 

 Nos últimos anos, diferentes metodologias de imunoensaios foram desenvolvidos para 

detecção de anticorpos α-PGL-I, o biomarcador espécie específico de M. leprae mais estudado, 

incluindo ELISA e testes rápidos de fluxo lateral que incorporam PGL-I sintético ou 

glicoconjugados de proteínas. Assim como, a detecção de DNA de M. leprae em raspados 

intradérmicos e/ou biópsias de pele usando PCR convencional ou quantitativa também tem se 

apresentado muito útil para detectar portadores assintomáticos ou casos complexos, 

demonstrando-se como uma superioridade na acurácia e sensibilidade diagnostica quando 

comparado a sorologia α-PGL-I. Contudo, a PCR possuiu alto custo e necessidade de avançada 

infraestrutura laboratorial o que impede a sua utilização fora dos centros de referência e 

institutos de pesquisa. Logo, esses testes diagnósticos são limitados por possuírem variável 

desempenho na detecção dos casos em todo o espectro clínico da doença.  

 Paralelo a isso, as análises de acurácia entre PCR e sorologia α-PGL-I comparando com 

a baciloscopia do raspado intradérmico, único teste laboratorial considerando como sinal 

cardinal para diagnóstico da hanseníase pela OMS, demonstrou que a baciloscopia é um método 

de baixa sensibilidade, acurácia e valor preditivo negativo devido ao seu insatisfatório 

desempenho na detecção eficaz dos casos de hanseníase. Sendo o uso da PCR e sorologia mais 

sensível e acurado para o diagnóstico laboratorial da doença mesmo em indivíduos de baixa 

carga bacilar.  

 Por outro lado, diante da necessidade de uma ferramenta simples, de baixo custo e ainda 

mais sensível e acurada, novas plataformas tecnológicas de diagnóstico para monitorar o 

tratamento e avaliar as transmissões domiciliares em unidades de saúde de menor complexidade 

e de forma descentralizada necessitam ser incorporadas no fluxo de busca ativa e cuidados da 

hanseníase. Assim, a eficácia do ELISA para detecção de anticorpos IgA, IgM e IgG contra a 

proteína Mce1A demonstrou o seu potencial inovador como teste para diagnosticar a 
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hanseníase, seguimento dos casos no tratamento, triagem dos contatos intradomiciliares e 

avaliação do nível de exposição ao bacilo na comunidade baseada na endemicidade da reagião.  

 O ensaio sorológico α-Mce1A corrige as principais lacunas do teste sorológico α-PGL-

I, pois demonstra maior sensibilidade, independente da forma clínica ou carga bacilar. Com a 

soropositividade elevada e semelhante entre contatos, casos novos de hanseníase e pacientes 

tratados com a PQT, o ELISA para pesquisa de anticorpos IgA α-Mce1A indicou ser um 

marcador de contato com o bacilo M. leprae e, assim, novos casos e seus contatos em regiões 

com diferentes perfis de endemicidade podem ser identificados, com também, no auxílio do 

monitoraramento de pacientes com alta carga de doença no diagnóstico e nos casos de 

reexposição antigênica por insuficiência terapêutica. A análise de associação do resultado 

positivo para os exames e de ter o diagnóstico de hanseníase demonstrou o potencial do ELISA 

IgM α-Mce1A positivo para a detecção de doença ativa e rastreio de contatos potencialmente 

infectados ou oligossintomáticos. Por outro lado, a alta soropositividade e desempenho 

diagnóstico do ELISA para anticorpos IgG α-Mce1A em conjunto com a ausência da resposta 

de anticorpos IgM anti-Mce1A entre pacientes tratados indicaram o valor desses biomarcadores 

para monitorar a resposta terapêutica. 

 Em resumo, o diagnóstico da hanseníase é um desafio técnico e prático principalmente 

nos casos maculares iniciais e os predominantemente neurais. O desenvolvimento tecnológico 

e o investimento científico na área das doenças negligenciadas, como a hanseníase, é 

fundamental para o controle da doença como problema de saúde pública nacional e sendo a 

prospeção de novos exames laboratoriais de maior sensibilidade e acurácia, mantendo 

especificidade satisfatória uma proposta para eliminação das principais limitações no 

diagnóstico laboratorial da hanseníase. Assim, novos biomarcadores para alcance das metas da 

OMS na identificação dos casos iniciais e infectados e para a interrupção da transmissão bacilar 

satisfaz os pilares de execução das pesquisas com impacto social e retorno ao SUS.  
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ANEXO 2 – TCLE 

 

Rubrica do pesquisador                

 

Rubrica do participante/responsável 

 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Guarda de Material Biológico  

versão 1 data 16/03/2020  

 

1 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO E PARA GUARDA 

DE MATERIAL BIOLÓGICO 

 

Título da pesquisa: “Anticorpos anti-Mce1A e anti-lipídios como biomarcadores 

sorológicos na hanseníase: diagnóstico, avaliação de contatos e seguimento”. 

Pesquisadores responsáveis: MSc. Filipe Rocha Lima / Orientador: Prof. Dr. Marco 

Andrey Cipriani Frade – (16) 3315-3374. 

 

O (a) senhor (a) está sendo convidado (a) a participar, como voluntário, em uma 

pesquisa. Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar 

fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento em duas vias. Caso o (a) 

senhor (a) não aceite participar da pesquisa, não será penalizado (a) de forma alguma e 

seu atendimento não será prejudicado na Instituição. 

O objetivo da pesquisa é desenvolver testes de diagnósticos laboratoriais para 

hanseníase utilizando o sangue como amostra. Esse sangue será processado para obter a 

parte líquida da amostra e ser testado os níveis de substâncias (anticorpos) contra a 

bactéria causadora da hanseníase. Atualmente, o diagnóstico da hanseníase não possuiu 

um forma simples, barata, confiável e disponível para unidades básicas de saúde, 

portanto a pesquisa visa uma alternativa para facilitar o controle e diagnóstico precoce 

da doença.  

Ao decidir participar e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), o senhor (a) receberá uma via do TCLE assinado e rubricado em todas as 

páginas pelo senhor (a) e pelo pesquisador responsável e assim estará cedendo 5 mL (1 

colher de chá) de sangue por uma punção venosa no braço ou na mão. O sangue será 

colocado num tubo de coleta e levado para o laboratório sob responsabilidade do 

pesquisador. No laboratório, o sangue será processando para obter a parte líquida e 

seguir com os exames de medição das substâncias (anticorpos) presentes. A quantidade 

restante será congelada a -80 °C em um freezer para confirmações de resultados, 

quando necessário.  

O senhor (a) está ciente que o risco dessa pesquisa é mínimo e se diz respeito a 

quebra de sigilo ou confidencialidade dos dados do prontuário eletrônico, porém o 

pesquisador tomará todas as medidas para que isso não aconteça. Como benefício 

indireto, o senhor (a) está contribuindo com a doação de seu sangue, que visa inovar os 

estudos para teste de novos exames para facilitar o diagnóstico de pacientes com 
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ANEXO 3 – Artigo 1 correlacionado publicado durante o doutorado  
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J Infect Dis, v. 25, n. 5, p. 101634, 2021. doi: 10.1016/j.bjid.2021.101634.  
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2021.  
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FIGURE 1: (A) Hypochromic macule on the right knee; (B) altered tactile 

skin sensitivity mapped by Semmes Weinstein monofila me nt s ranging 

from 0.07 gram-fo rce (gf) to 300-gf (normal skin tactile threshold = 

green monofil

a

me nt , 0.07-gf); (C) the macule is more evident due to the 

erythema surrounding the lesion after local anesthesia for skin biopsy, like 

the incomplete endogenous histamine test. Legend: green (0.07-gf); blue 

(0.2-gf); violet (2-gf); red (4-gf); orange (10-gf); pink (300-gf).

Innovative mapping of skin sensitivity by monofil

a

me nt s to 

record the diagnosis and therapeutic  

follow-up of leprosy

Fred Bernardes Filho[1],[2] , Filipe Rocha Lima [1],[2]   

and Marco Andrey Cipriani Frade[1],[2]

[1]. Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto,  

Departamento de Clínica Médica, Divisão de Dermatologia, Ribeirão Preto, SP, Brasil.

[2]. Universidade de São Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Hospital das Clínicas,  

Centro de Referência Nacional em Dermatologia Sanitária com Ênfase em Hanseníase, Ribeirão Preto, SP, Brasil.

A 53-year-old previously healthy woman presented with a 

5-month history of numbness of the hands and feet, tingling  

sensation, and nerve pain in the legs. Positive find i ngs on physical 

examination included hypochromic, anesthetic, and anhidrotic macules, 

with incomplete endogenous histamine tests on the right knee  

(Figure 1), electric shock-like pain on common fibular nerves, 

and altered tactile sensitivity of the hands and feet ( Figure 2). 

She was positive for IgM anti-phenolic glycolipid-I, IgA, and IgM   

anti-mammalian cell entry 1A protein of Mycobacterium antibodies. 

Mycobacterium leprae DNA-specific repetitive element polymerase 

chain reaction (RLEP-PCR) was positive on skin biopsy and slit skin  

smear. Ultrasonography of peripheral nerves showed asymmetric and  

focal multiple mononeuropathies without an intraneural Doppler signal. 

Borderline leprosy was diagnosed clinically and by laboratory tests,  

and she was prescribed multibacillary multidrug therapy. Cutaneous  

lesion mapping (Figure 3) and hands/ feet tactile sensitivity tests 

(Semmes-Weinstein monofila me nt s) were performed monthly. There 

was a signific

a

nt  improvement in dermatological signs and neurological 

symptoms under specific treatment of leprosy with antimicrobials.

Recent  studies have demonstrated the importance of  

appreciating neurological symptoms over dermatological signs 

in the diagnosis of leprosy1. Hypochromic macules with altered 

sensitivity are a common presentation in the entire spectrum of 

leprosy2,3. The exclusive linkage of macular lesions to indeterminate 

leprosy is an incorrect paradigm in leprosy that leads to inadequate  

and insufficient treatment. The innovative mapping of cutaneous 

lesions using monofila me nt s and the usual hands/feet sensitivity 

evaluation is an objective assessment that documents the hallmark 

focality and asymmetry of leprosy at diagnosis and during follow-up.
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ANEXO 6 – Artigo 4 correlacionado publicado durante o doutorado 

 

FRADE, M. A. C.; BERNARDES FILHO, F.; SILVA, C. M. L; VOLTAN, G.; LIMA, F. R.; 

ABI-RACHED, T. L. C.; de PAULA, N. A. Evaluation of altered patterns of tactile sensation 

in the diagnosis and monitoring of leprosy using the Semmes-Weinstein monofilaments. PLoS 

One, v. 17, n. 8, p. 0272151. doi: 10.1371/journal.pone.0272151.  
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