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Uso do teste ML-Flow como auxiliar na classificacao e trata-
mento da hanseniase

Use of the ML-Flow test as a tool in classifying and treating leprosy
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Resumo: FUNDAMENTOS: O tratamento da hanseniase é definido pela classificacio de pacientes em paucibacilares (PB)
e multibacilares (MB). A OMS (Organiza¢ao Mundial de Saude) classifica os doentes de acordo com o nimero de
les6es, mas Ridley-Jopling (R&]J) utiliza também exames complementares, porém ¢ de dificil utilizagao fora dos servi-
cos de referéncia. Em 2003 foi desenvolvido um teste denominado ML-Flow, uma alternativa a sorologia por ELISA
para auxiliar na classificacio de pacientes em PB e MB e auxiliar na decisao terapéutica.

OBJETIVOS: Observar a concordincia entre o teste de ML-Flow e baciloscopia de linfa, exame ja consagrado para detec-
¢ao de MB. Analisar a utilidade do teste de ML-Flow em campo.

MATERIAL E METODOS: Estudo retrospectivo avaliando prontuario de 55 pacientes virgens de tratamento, diagnosticados
como PB ou MB por R&J. Submetidos a baciloscopia e ao teste de ML-Flow.

Resurtapos: Nos MB, a baciloscopia foi positiva em 80% dos casos, o ML-flow foi positivo em 82,5%. Entre os PB, o
ML-Flow foi positivo em 37,5% e a baciloscopia do esfregaco foi negativa em 100% dos casos. A concordancia entre
os resultados da baciloscopia do esfregaco e ML-Flow foi de 87,5%, kappa=0,59, p<0,001.

ConcLusAo: Nenhum teste laboratorial é 100% sensivel e especifico para a correta classificagao de todas as formas de
hanseniase. O ML-Flow é um teste rapido, de ficil manuseio em campo, menos invasivo que a baciloscopia poden-
do ser qtil para auxiliar na decisao terapéutica em locais de dificil acesso a servicos de referéncia.

Palavras-chave: Classificagaio; Hanseniase; Organizacao Mundial da Saiude

Abstract: BACKGROUND: The treatment of leprosy is defined by the classification of patients as paucibacillary (PB)
or multibacillary (MB). The WHO (World Health Organization) classifies patients according to the number of
lesions, but Ridley-Jopling (R & J) also uses complementary exams, which are difficult to use outside reference
services. In 2003, a test called ML-Flow, an alternative to Elisa serology, was developed to help classify patients as
PB or MB and decide about their treatment.

OBJECTIVES: To assess the agreement between the ML-Flow test and slit skin smears, already largely used for MB
detection, and to observe the efficacy of the ML-Flow test in the field.

MATERIAL AND METHODS: A retrospective study evaluating the medical records of 55 patients who had not undergo-
ne previous treatment, diagnosed as PB or MB according to R & J and subjected to slit skin smears and the ML-
Flow test.

Resurrs: In MB patients, slit skin smears were positive in 80% of the cases, the ML-flow was positive in 82.5%.
Among PB patients, the ML-Flow was positive in 37.5% and slit skin smears were negative in 100% of the cases.
The agreement between skin smear and ML-Flow results was 87.5%, with a kappa value of 0.59, p <0.001.
ConcrusioN: No laboratory test is 100% sensitive and specific for the correct classification of all forms of leprosy.
The ML-Flow test is faster, easier to use, and less invasive than slit skin smears and therefore may be useful when
making therapeutic decisions in areas of difficult access to reference services.
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INTRODUCAO

A hanseniase é uma infec¢io cronica causada
pelo M. leprae? afeta principalmente a pele e nervos
periféricos, apresenta aspectos clinicos variados e mui-
tas vezes de dificil reconhecimento’. Acomete particu-
larmente a populacgio menos favorecida em paises
onde a doenga é endémica’. Seu diagnéstico € primor-
dialmente clinico, baseado na presenca de lesao hipo-
pigmentada ou avermelhada com perda de sensibilida-
de térmica, dolorosa ou eventualmente tatil, acompa-
nhada ou nao de espessamento de nervo periférico
com perda de sensibilidade no local da inervagao’.

A maioria dos pacientes pode ser diagnosticada
por meio da presenca de lesio anestésica, porém
30%, incluindo varios multibacilares, nio apresentam
esta manifestacio clinica’, o que dificulta o diagnosti-
co e quebra da cadeia de transmissao.

Classificar pacientes em paucibacilares (PB) e
multibacilares (MB) é de grande importancia, pois o
tratamento difere para os dois grupos.

Os métodos de classificacao das formas clinicas
da hanseniase mudaram significativamente durante os
anos. Em 1953 foi desenvolvida a classificacao de
Madrid, a qual foi utilizada em campo até pouco
tempo atras. Dividia os pacientes PB em
Indeterminados - MHI (forma inicial da doenca) e
Tuberculéides - MHT (podlo resistente), e os MB em
Borderline ou Dimorfos - MHD (imunidade parcial) e
Lepromatosos ou Virchowianos - MHV (virtualmente
anérgicos).

Em 1962 e 1966, Ridley e Jopling (R&]J) propu-
seram uma classificacio da hanseniase em 5 grupos,
baseada em critérios clinicos, imunolégicos e histo-
patolégicos, a qual é utilizada até hoje em muitos
centros de referéncia e principalmente por pesquisa-
dores.

Ridley, em 1971, ap6s a revisao da classificagao
de 5 grupos, formulou a classificagio “5 de 7 grupos”,
onde reconhece dois tipos polares e imunologica-
mente estaveis, denominados Tuberculdide polar
(TTp) e Virchowiano polar (LLp) e os interpolares,
imunologicamente instaveis, denominados
Tuberculéide secundario (TI ou Ts), Borderline-tuber-
culéides (BT), Borderline-borderline (BB),
Borderline-virchowianos (BL) e o virchowiano subpo-
lar (LI ou LLsp).*’

Como esta classificagcio é impraticivel em
campo, em 1982 a OMS (Organizacao Mundial de
Saide) definiu como  pacientes PB os
Indeterminados, os TT e os BT com indice bacteriol6-
gico menor do que dois, e MB os demaiss, apesar de
ter conhecimento que, freqiientemente, a bacilosco-
pia realizada em campo apresentava baixa qualidade
ou era indisponivel’.

Por este motivo, em 1995 a OMS prop0s sepa-

An Bras Dermatol. 2011;86(1):91-5.

rar pacientes PB de MB pelo critério de namero de
les6es, sendo PB os que apresentavam até 5 lesoes e
os MB aqueles com 6 ou mais lesoes."

Estudos demonstram que pela classificacao
operacional proposta pela OMS alguns pacientes
sao tratados inadequadamente e predispostos a rea-
¢oes por tempo indeterminado, e podendo gerar
reativacio da doenca ou até mesmo resisténcia
secundaria.'""’

Exames laboratoriais (histopatologia, reacao de
Mitsuda, baciloscopia do esfregaco cutaneo e sorolo-
gia) podem ser utilizados para auxiliar na correta clas-
sificagao destes pacientes, quando disponiveis, princi-
palmente nos centros de referéncia. Estes, todavia,
nao estao disponiveis para a maior parte dos servigos
de saude.

Em 2003 foi descrito por Biihrer Sékula et al.
um método alternativo ao ELISA (sorologia) para
deteccio de anticorpos IgM anti PGL-1 denominado
ML-Flow. Nao é um método diagndstico e sim um
exame para classificar pacientes em PB e MB e auxiliar
na decisao terapéutica. Nao parece apresentar reacao
cruzada com outras micobacterioses."

OBJETIVOS
Observar a concordincia entre o teste de Ml-
Flow e baciloscopia do esfregaco intradérmico.
Observar a utilidade do teste de Ml-Flow em
campo para auxiliar na decisao terapéutica dos
pacientes com hanseniase.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados, em um estudo retrospectivo,
os prontuarios de 55 pacientes com hanseniase diag-
nosticada entre janeiro de 2004 e dezembro de 2007,
virgens de tratamento, no ambulatério do Instituto
Lauro de Souza Lima. A faixa etiria dos pacientes
variou de 5 a 83 anos, sendo 36 do sexo masculino e
19 do sexo feminino, todos procedentes do Estado de
Sao Paulo. Foram excluidos os casos procedentes de
outros estados por dificuldade de retorno para avalia-
¢ao dos exames e seguimento clinico.

Os casos foram incluidos quando analisados
por critérios clinicos iniciais e submetidos aos seguin-
tes exames: histopatolégico analisando aspecto histo-
légico e indice baciloscépico (IBB), reagcio de
Mitsuda, ocorréncia de reagoes borderline ou de eri-
tema nodoso durante a evolug¢io (por um periodo de
seguimento de cinco anos em média), baciloscopia do
esfregaco intradérmico (BEI) (em lesao se presentes e
em pontos-indice se ausentes), realizados na institui-
cao. (Ridley & Jopling e outros exames complementa-
res). Foram considerados PB os MHT e MHI e MB os
MHD e MHV".
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Todos foram entao submetidos ao ML-Flow, que
consiste em um teste imunolégico composto por uma
fita de nitrocelulose que apresenta, de um lado, uma
superficie contendo anticorpos IgM marcados com
ouro e no outro lado, uma superficie de absor¢ao. Um
trissacarideo semi-sintético similar ao PGL-1, ligado a
albumina humana, é usado como antigeno em linha
de 1 mm na superficie da fita. Em paralelo a esta linha,
conjugado IgM humano é usado como controle. Uma
amostra de sangue ou soro ¢é colocada no recepticulo
de amostras e ¢ carreada com o fluido da amostra. O
reagente se liga ao IgM da amostra. Se o anticorpo for
especifico ele se ligara ao antigeno e uma linha verme-
lha aparecera na zona de teste. Caso contrario apenas
a linha zona de controle aparecera positiva. O teste é
considerado negativo quando nao se forma uma linha
ou quando esta é palida. O teste é considerado positi-
vo e graduado de 1 a 4 + de acordo com a intensida-
de de coloracio na linha do teste”.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a classificacao clinica, resulta-
do de baciloscopia de esfregago intra-dérmico (BEI) e
ML-Flow de pacientes que preencheram critérios de
inclusao neste estudo. O ML-Flow foi positivo em
82,5% dos MB e a BEI, em 80%. Entre os PB, ML-Flow
mostrou-se positivo em 37,5% dos pacientes, a BEI foi
negativa em 100% dos casos.

A tabela 2 mostra concordancia entre a BEI e
ML-Flow em pacientes MB de 87,5%, kappa=0,59,
p<0,001.

DISCUSSAO

A BEI é o exame normalmente realizado para
confirmar o diagndstico operacional de hanseniase,
ajuda na distingao entre PB e MB. Necessita, porém,
de pessoal treinado para coleta e leitura e é um teste
relativamente invasivo".

Apresenta alta especificidade, porém baixa sen-
sibilidade devido a erros de coleta, fixacao e leitura,
sendo normalmente negativa em muitos pacientes BT
e sempre negativa nos casos

neural puro - dimorfos. Nestas duas ultimas
situagoes, a BEI € negativa, ou seja, a classificacao ope-
racional baseada apenas neste exame seria PB, mas a
histopatologia mostra rica baciloscopia dentro dos
ramos nervosos dérmicos ou nervos sensitivos perifé-
ricos®”. Gallo et al."* em 2003 observaram uma concor-
dancia entre o método clinico do namero de lesoes
(OMS)e resultado da BEI de 83,8%, sendo a sensibili-
dade relativa do exame de 89,6%, especificidade rela-
tiva de 89,6%, valor preditivo positivo de 95,1% e valor
preditivo negativo de 69,5%. Ja Crippa et al."” em 2004
encontraram uma sensibilidade de 73,6% da bacilos-
copia em relagado ao exame fisico, especificidade de
85,6%, valor preditivo positivo de 66,8% e valor predi-
tivo negativo de 89,1%.

A BEI foi positiva em 33 casos de MB submeti-
dos a este exame nesta série(82,5%) e foi negativa em
todos os PB (100%) (Tabela 1).

Anticorpos para o PGL-I, principalmente do
tipo IgM, sio considerados especificos para o M.
leprae e sio encontrados em pacientes com hansenia-
se, mas também podem ocorrer em baixos titulos em
pessoas expostas. Os anticorpos nao conferem prote-
¢do e indicam infeccio pelo M. leprae'. A grande maio-
ria dos pacientes PB é soronegativa, assim como a
maioria dos MB € soropositiva®.

O ELISA anti PGL-I é um método para detecgao
destes anticorpos, sendo utilizado para auxilio na clas-
sificacao operacional, na detec¢iao de recidivas e de pes-
soas com maijor risco de desenvolver hanseniase, e para
seguimento destes pacientes. Porém, exige pessoal trei-
nado, material especifico e pelo menos um dia de espe-
ra para obtencao dos resultados e o material utilizado
necessita ser guardado em ambiente refrigerado .

TaBELA 1: Comparacdo entre a classificagao baseada no nimero de lesoes de pele, resultados do teste ML Flow
e exame baciloscopico de esfregaco intradérmico (BEI)

Testes confirmatorios

Classificacao baseada

numero de lesoes OMS ML Flow BEI N %
PB POS NEG 3 37,5
NEG NEG 5 62,5 PB Confirmado*
Total 8 100
MB POS POS 30 75,0 MB confirmado*
NEG POS 3 7,5 MB confirmado*
POS NEG 2 5,0
NEG NEG 5 12,5
Total 40 100

* = baseado na positividade da baciloscopia de esfregaco. PB=Paucibacilares, MB=Multibacilares.
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TaBELA 2: Concordancia entre baciloscopia de esfregaco intradérmico (BEI) e teste ML-Flow

ML-Flow Baciloscopia de Esfregaco Intradérmico (BEI) Positivo negativo Total
Positivo 30 (75%) 2 (5%) 32
Negativo 3 (7,5%) 5 (12,5%) 8
Total 337 40

O ML-Flow, outra maneira para detectar anti-
corpos, é um teste rapido e de simples execucao. Nao
necessita de equipamentos especiais ou de refrigera-
¢do e o resultado pode ser visto em 5 a 10 minutos”.

Biihrer-Sékula et al.*"*observou em 2003 uma
sensibilidade de de 97,4% para multibacilares e 40%
para paucibacilares, a especificidade do teste foi de
90,2%. A presenca destes anticorpos é sugestiva de
uma infec¢ao MB corrente e pode entao ser utilizada
para discriminar pacientes PB de MB", reconhecer
potenciais MB entre 0s contatos € prever quais os
individuos que podem estar apresentando recidiva da
doenca .

A sensibilidade e especificidade do ELISA e ML-
Flow mostraram-se semelhantes, com concordancia
de 91% entre eles “'. Assim como outros testes
sorolégicos, o ML-Flow nao é diagnostico, pois a
maioria dos PB nao desenvolve anticorpos detecta-
veis, mas pode ser usado como ferramenta para clas-
sificacio em PB e MB ap6s o diagnéstico inicial”.

Entre os PB, trés (37,5%) pacientes apresenta-
ram ML-Flow fracamente positivo, o que corrobora
relatos na literatura que citam sensibilidade de 40%
do teste nesses casos."”

Pode-se explicar este fato pelo teste ser leitor-
dependente e a diferenca entre linha palida e 1+ nao
ser tao significativa, apesar de mostrar-se na literatura
uma concordancia na reprodutibilidade da leitura do
exame de 96% .

Nesta série, o teste ML-Flow foi positivo em 32
pacientes MB (80%) (Tabela 1).

Houve concordancia de 87,5% entre a positivi-
dade da IBE e a positividade do ML-Flow
Kappa=0,59, p<0,001. (Tabela 2)

Em 2 pacientes MB (5%), a IBE foi negativa e o
ML-Flow foi positivo. Este fato pode ser devido a
falhas na metodologia de coleta de material de baci-
loscopia, por exemplo.

Um destes pacientes tinha clinica de reabsor¢ao
de falanges bilateral e atrofia interdssea a esquerda,
apresentou um valor de teste de mitsuda de 3,5 mm e
um IBB de 4+. Sua sorologia pelo ML-Flow foi de 3+.
Evoluiu sem reagoes no periodo de 5 anos.

O segundo paciente apresentava mais de 5 pla-
cas e espessamento ulnar em sua clinica inicial, teste
de Mitsuda de 5 mm, IBB de 1+, sorologia de ML-
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Flow de 3+. Evolu¢ao também sem reacoes.

Em trés MB (7,5%), a IBE foi positiva e o ML-
Flow negativo.

Esses pacientes mostraram-se verdadeiramente
multibacilares em sua investigacao, portanto a sorolo-
gia (ML-Flow) falhou na detecgao destes pacientes.

O primeiro apresentava uma placa nica como
clinica inicial, IBB de 2+, teste de mitsuda de 7 mm,
BEI de 2+. Evoluiu com reacao reversa.

O segundo paciente tinha mais de 5 lesoes e
reacao reversa inicialmente, IBB de 2+, teste de mit-
suda de 11 mm, BEI de 3+.

Ja o terceiro destes pacientes tinha clinica de
uma macula inicialmente, espessamento ulnar bilate-
ral. Seu IBB era de 2+, teste de mitsuda de 5 mm, BEI
de 1+. Evoluiu também com reagao reversa.

Além disso, em 5 pacientes MB (12,5%), a baci-
loscopia e o ML-Flow foram negativos (Tabela 1).
Possiveis explicacoes para este fato poderiam ser devi-
das a flutuacoes da imunidade ou mesmo pela presen-
ca de bacilos em local protegido do sistema imune
(ramos nervosos) no momento da realizacio do
exame laboratorial.

Observa-se que o ML-Flow poderia ser usado
como alternativa a baciloscopia por sua praticidade,
principalmente em criangas e em areas onde nao ha
profissionais adequadamente treinados em reconhe-
cer a hanseniase e em fazer a coleta adequada de baci-
loscopia. Apresenta, todavia, suas limitacoes, como
qualquer teste diagnostico.

Também pode ser utilizado como critério dife-
rencial, jA que o teste mostrou alta sensibilidade no
diagnostico dos casos verdadeiramente MB (80%) em
nossa série e, portanto, pode ser uma ferramenta til
em campo para auxiliar na correta escolha do trata-
mento dos pacientes com hanseniase. Porém, em cen-
tros de satde especializados com profissionais treina-
dos na deteccao e classificagao clinica de pacientes, o
ganho na sensibilidade deste exame provavelmente
serd menos significativo.

CONCLUSAO

Baciloscopia, teste de Mitsuda e histologia sao
exames auxiliares no diagnoéstico, mas nenhum teste
laboratorial, isoladamente, é 100% sensivel e especifi-
co para a correta classificacao clinica em todas as for-
mas de hanseniase.
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O ML-Flow ¢é um teste rapido, de facil manuseio

em campo, ¢ menos invasivo que a baciloscopia e
apresenta boa concordincia com esta altima, poden-
do ser util para auxiliar na decisdo terapéutica em
locais de dificil acesso a servicos de referéncia. d
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