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Pesquisa de anticorpos anti PGL-I através de ELISA
em tatus selvagens do Brasil

Research regarding anti-PGL-I antibodies by ELISA in
wild armadillos from Brazil
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RESUMO

Tatus tém sido envolvidos na transmissdo da hanseniase e considerados como fonte de Mycobacterium leprae em muitas publicacdes. Médicos
de partes dos EUA consideram o contato com tatus um fator de risco para hanseniase. Entretanto, hd um desafio associado ao papel do tatu na
perpetuagio da hansenfase no Continente Americano. Foi pesquisada a presenga de anticorpos anti-PGL-I em tatus selvagens de dreas endémicas em
hansenfase do Estado do Espirito Santo, Brasil, através de ELISA realizado em amostras de soro de 47 animais. ELISA positivo foi encontrado em 5
(10.6%) tatus. Tatus infectados podem ter algum papel na transmissao da hanseniase disseminando bacilos no meio ambiente, talvez tornando mais
dificil a interrupcio da cadeia de transmissdo e redugdo do niimero de casos novos de hanseniase. A técnica de ELISA € um eficiente método para
investigacio soroepidemioldgica da presenca do Mycobacterium leprae em tatus.
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ABSTRACT

Armadillos have been involved in leprosy transmission and are considered a source of Mycobacterium leprae in numerous reports. Clinicians from certain
areas of the USA consider contact with armadillos a risk factor for leprosy. However, there is a challenge associated with the role of wild armadillos perpetuating
human leprosy in the American Continent. The presence of anti-PGL-I antibodies was investigated in wild nine-banded armadillos from leprosy-endemic areas
in State of Espirito Santo, Brazil, by ELISA performed on serum samples from 47 armadillos. Positive ELISA was obtained from 5 (10.6%) armadillos. Infected
armadillos may play some role in leprosy transmission, disseminating bacilli in the environment, perhaps making it more difficult to interrupt transmission

and reduce the number of new leprosy cases. ELISA is an efficient tool for seroepidemiological investigations of Mycobacterium leprae in armadillos.
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Apesar da hanseniase ter diminuido em todos os paises
endémicos, no Brasil o niimero anual de casos novos tem mantido
quase o mesmo nos tltimos 5 anos *. O Estado do Espirito Santo
estd localizado na Regido Sudeste do Brasil e é classificado como
de alta prevaléncia para a hanseniase'®.

A transmissdo da hansenfase e fontes do Mycobacterium
leprae tem sido assunto de muitos manuscritos, mas a transmissao
a partir de pacientes multibacilares nio tratados para individuos
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susceptiveis é considerada, pela maioria dos hansenologistas,
como a tnica forma possivel de adquirir a hanseniase.

Tatus selvagens do centro-sul dos Estados Unidos da América
(EUA) albergam uma infec¢io natural pelo Mycobacterium
leprae » e naquela regido médicos consideram o contato com tatus
um fator de risco para hansenfase". Entretanto, hd um desafio
associado com o papel dos tatus selvagens ajudando a perpetuar
a hanseniase em seres humanos neste Hemisfério. Além dos
EUA*?% infeccdo pelo Mycobacterium leprae em tatus selvagens
tem sido relatado no México', Argentina®, e no Brasil®®7®,

Hé controvérsias se os tatus sio fontes de Mycobacterium leprae
e se contribuem para a transmissdo da hansenfase no Brasil® ¢ 7,

Atualmente, os tatus sdo considerados importantes como
modelo experimental de infeccio pelo Mycobacterium leprae, e a
principal fonte de bacilos utilizados na pesquisa da hanseniase para
pesquisa e finalidades diagnésticas®’, Em tatus experimentalmente
infectados, a infec¢do pelo Mycobacterium leprae pode ser
detectada pela técnica de PCR' °, autdpsia'” %, sorologia usando
ELISA%, teste do fluxo lateral (ML Flow)’, e histopatologia'**.

Glicolipidio fendlico-1 (PGL-I) é um antigeno altamente
especifico do Mycobacterium leprae, e é conhecido por
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aumentar a producdo, predominantemente, anticorpos IgM contra
o trissacaridio terminal. Tatus multibacilares tém uma forte resposta
com a produgio de anticorpos contra o Mycobacterium leprae. Em
animais experimentalmente infectados, o momento da deteccio dos
anticorpos estd altamente correlacionado com a carga bacteriana nos
tecidos dos animais e eles persistem por todo curso da doenga™ .
A maioria dos animais experimentalmente infectados desenvolve
infeccdo generalizada com aproximadamente 10'? bacilos que
podem ser encontrados principalmente no figado e baco num
perfodo de 18-24"% meses apds a inoculagio.

Este artigo é referente a0 nosso primeiro estudo que foi
realizado na drea rural do Estado do Espirito Santo, Brasil, onde
ainda muitos tatus de nove-bandas (chamados de fatu galinha ou
tatu peba) tm sido capturados, abatidos e consumidos.

MATERIAL E METODOS

Quarenta e sete tatus (nove-bandas) selvagens, da espécie
Dasypus novemcinctus foram investigados a procura de infeccio
natural pelo Mycobacterium leprae. Os animais foram capturados
por um biotécnico na 4rea rural do Estado do Espirito Santo,
localizado na regifio Sudeste do Brasil no periodo de 2001-2002.
Os tatus foram transportados da drea rural para o cativeiro
localizado na Escola de Medicina da Santa Casa de Misericordia
de Vitoria. Apos, eles foram cuidados por 3-4 dias e entdo eles
foram submetidos a anestesia com uma mistura de cloridrato de
tiletamina e cloridrato de zolazepan (Ketamine® and Zoletil®).
Sexo e peso foram anotados, e um completo exame fisico foi
feito na pele, nariz, orelhas, patas procurando por lesdes, e os
linfonodos foram palpados procurando por linfadenopatias. O
sangue foi coletado através de pungfo intracardiaca ou femoral,
e apos a centrifugacio, o soro foi separado e estocado a -20°C
para testes sorologicos.

ELISA para detec¢io de anticorpos IgM contra o PGL-I do
Mycobacterium leprae foi realizado basicamente como descrito
anteriormente’® usando NT-P-BSA como andlogo semi-sintético do
PGL-L. NT-P-BSA (0.0023 pg de acticar/ml) foi diluido em tampdo
volatil de acetato de amonia carbonado (pH 8.2). Foi usado
0.1pg/ml de albumina de soro bovino (BSA) como controle. Em
resumo, as placas de ELISA foram bloqueadas por 60 minutos
com 100ul de BSA 1% (m/v) em PBS. Antes do uso, as placas
foram lavadas 4 vezes com PBST, e foram adicionados 100ul de
solucido bloqueadora PBS 1% (m/v) BSA por pogo. Apds uma
hora de incubacio a 37°C, foram adicionadas 50l por poco de
amostra diluida a 1:100 em PBST contendo 10% (V/V) de soro
normal de cabrito (NGS). Em todas as placas foram usados soro
padrio, controles positivo e negativo, e as amostras foram testadas
em duplicata. Apés 1 hora de incubacio, os pocos foram lavados
4 vezes. Anti-IgM humana conjugada a peroxidase (Cappel/
Organon Teknika®, Turnhout, Belgium) diluida a 1:10000 em
PBST 10% NGS foi adicionado (50pl por pogo). Apés uma hora
de incubacio a 37°C o procedimento de lavagem foi repetido e
50ul do substrato liquido Sigma 3,3’,5,5’- tetramethyl-benzidine
(TMB) foi adicionado a cada pogo. Apés incubagdo por 15
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minutos, em temperatura ambiente e a0 abrigo da luz, as reacGes
colorimétricas foram paradas adicionando 50ul de 0.5M 4cido
sulfdrico e realizada leitura em densidade 6tica (DO) de 450nm
quando o soro padrio atingisse um valor de 0.6. O valor de cut-off
para positividade foi uma DO de 0.200.

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Sio Paulo (Brasil) e tem licenca do
IBAMA para captura e coleta de materiais em animais selvagens,
niimero 018/2001.

RESULTADOS

Tatus foram capturados na drea rural em 6 diferentes cidades
do Estado do Espirito Santo: Cariacica (Hospital Colonia Pedro
Fontes), Guarapari, Muniz Freire, Serra (Reserva Ambiental da
CST) e Vila-Velha.

Apesar de 66 tatus terem sido capturados, amostras de sangue
foram coletadas apenas de 47 tatus, os quais foram incluidos
na andlise soroldgica. O peso variou de 350 a 5200gr, 24 eram
machos (51%). Dentre os achados clinicos inespecificos foi
evidenciada a presenca de nédulos e dlceras em 17 (36%)
animais.

ELISA foi realizado em soro de 47 animais e anticorpos anti
PGL-I foram detectados em 5 (10,6%). A média dos valores
de absorbancia do soro de cada ELISA estd apresentada na
Figura 1. Entre os 5 animais com ELISA positivos, 4 apresentaram
tilceras e/ou nédulos (Tabela 1). Escoriagdes nas orelhas, nariz
e patas estavam presentes em 42 animais. Linfonodos inguinais
estavam aumentados em ambos os lados de um animal.
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FIGURA 1

Distribuicio dos niveis de anticorpos anti-PGL-I pela técnica de ELISA em tatus e
controles humanos negativo e positivo.
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TABEIA 1
Animais positivos, e correlacio clinica com os niveis de anticorpos IgM anti-PGL-L.
Animal n° DO

Lesoes clinicas  Aumento dos linfonodos

F002 0.611 Ulceras Ndo
F005 1.121 Ulceras Sim (inguinal)
F007 0.667 Ulceras Ndo
MO017 0.650 Ulceras Nio
M020 0.289 Ndo Ndo

F: fémea, M: macho, DO: densidade 6ptica.

DISCUSSAO

Achados clinicos da infeccio pelo Mycobacterium leprae em
tatus ndo sdo freqiientes. A hansenfase em tatus se manifesta de forma
similar a forma virchowiana da doenga nos seres humanos. Entretanto,
aproximadamente apenas 5% dos tatus naturalmente infectados
desenvolvem sinais clinicos como linfadenomegalia, nddulos cutineos
e tumoracGes no exame fisico ou aumento dos linfonodos e hepato-
esplenomagalia na necropsia. Bacilos sao encontrados na maioria das
visceras dos tatus®.

Neste estudo, o tnico animal em que os linfonodos foram
palpéveis, também tinha o maior nivel de anticorpos anti PGL-I
(animal F005), os outros 3 animais (F002, FO07, M017)
apresentaram lesdes clinicas (dlceras).

Afreqiiéncia de positividade em anticorpos neste estudo foi de
10,6%, percentual menor do que quando foi utilizado o teste do
ML Flow (29,7%)’ em animais da mesma 4rea, e também menor
do que o encontrado no estudo com tatus da Louisiana e Texas
(16%)*. Entretanto, no presente estudo, alguma destruicio de
antigenos pode ter ocorrido durante o transporte do soro congelado
de Vitoria para Sdo Paulo.

Anos depois da primeira demonstracio de que tatus de nove-
bandas (tatu-galinha) poderiam ser infectados experimentalmente
pelo Mycobacterium leprae", foi encontrado também que tatus
selvagens de partes do Sudeste dos EUA poderiam também carrear a
infecco natural. O sorodiagndstico através da detecgio de anticorpos
anti PGL-I em tatus foi possivel a partir da descoberta da reacio
cruzada entre 2 IgM dos tatus e a humana®*', e reacio cruzada destas
IgM com outras proteinas dos tatus ndo foram detectadas com o
conjugado peroxidase-anti [gM humana. O sorodiagndstico tem sido
usado para detec¢io de infeccio experimental em tatus utilizados em
pesquisa. Entretanto, a sorologia também pode ser uma importante
ferramenta em estudos epidemioldgicos para deteccio de infecgdo
pelo Mycobacterium leprae em tatus selvagens’ ° 2.

Antigenos PGL-I sdo altamente especificos do M. leprae’
e resultados falso-positivos causados por uma resposta de
anticorpos néo especifica de tatus a infeccio por micobactérias
atipicas ndo sio relatados*,

Detecgiio de IgM anti PGL-I pelo ELISA em pacientes MB
varia de 85% a 100%, e em pacientes PB de 5% a 34%"!1 '°. Estas
diferencas entre as duas formas polares ocorrem porque a forma
virchowiana (MB) apresenta deterioracdo da imunidade celular,
uma alta carga antigénica e alto niveis de anticorpos, e a forma
tubercul6ide (PB) apresenta pardmetros de imunidade celular

intactos, raros bacilos e pouca ou nenhuma elevago dos niveis de
anticorpos. Este aspecto particular da hanseniase em duas formas
polares faz com que a sorologia seja principalmente designada
para o diagndstico das formas MB".

Hanseniase PB em tatus pode significar infecgdo subclinica
uma vez que poucos animais desenvolveram sinais clinicos
de hanseniase, e quando o fazem sdo consideradas da forma
virchowiana (MB). InterpretacGes de ELISA positivo e negativo
foram baseados em estudo de absorcio, alcancando sensibilidade
de 89% e aparente especificidade de 100% para deteccio da
infecciio pelo Mycobacterium leprae tanto em seres humanos
quanto em tatus.

Hanseniase em tatus selvagens é considerada de transmissao
zoondtica e o risco relativo para humanos dependeria de
variaces de fatores do hospedeiro e probabilidade de individuos
susceptiveis terem alguma interface com tatus infectados® *.
Ainda, outras espécies de tatus além do Dasypus novemcinctus
néo foram analisadas, apesar de existirem vérias outras espécies
descritas no Estado do Espirito Santo.

Mais estudos deveriam ser desenhados com a finalidade de
estudar o relacionamento entre hanseniase e tatus selvagens no
Brasil, principalmente em dreas endémicas para hanseniase. Tatus
infectados pelo Mycobacterium leprae poderiam disseminar os
bacilos no meio ambiente, tornando mais dificil a interrupcdo da
cadeia de transmissdo da hanseniase e a eliminagdo da doenga
no Brasil.
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