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TESTEMUNHA DA TUBERCULOSE: ANTIGENO

LIPOARABINOMANNAN

1. Apresentacio

Este estudo avaliou aspectos da imunidade humoral na tuberculose, através de um
teste de reacdo antigeno-anticorpo IgG. O antigeno, componente da parede celular da
micobactéria, altamente purificado, ¢ denominado LIPOARABINOMANNAN. Este teste
foi operacionalizado com a utilizacdo de um kit denominado MycoDot, proveniente da
companhia DYNA-GEN, adquirido em Cambridge, Massachussets, Estados Unidos da
América.

O estudo arrolou 173 pacientes portadores de tuberculose doenga, confirmados (1)
por exame bacteriologico, (2) estudos anatomopatoldgicos, e (3) por criteriosa suspeita
clinica, laboratorial e radiologica, seguidos de acompanhamento evolutivo apos inicio de
tratamento especifico. O delineamento do estudo foi o de um teste diagndstico.

A série constitui-se de pacientes com tuberculose (1) pulmonar, (2) extrapulmonar e
(3) ambas, com ou sem comorbidades, incluindo pacientes HIV soropositivos.

O grupo controle incluiu 77 pacientes assim distribuidos: (1) pacientes com seqiiela
de tuberculose (1.1) sugerido por radiograma de torax, (1.2) histéria de tratamento
especifico, (2) pacientes com outras comorbidades, (3) individuos higidos com (3.1) BCG

prévia e (3.2) sem BCG prévia.
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Foram colhidas amostras séricas e aplicado o teste MycoDot em toda a série de

pacientes e controles. Os resultados foram qualitativos, com expressdo de positividade ou
negatividade.

Este estudo teve o propdsito de avaliar um método adicional para o diagnostico de
tuberculose, explorando a imunidade humoral, que poderd constituir-se em um recurso
auxiliar, de maior utilidade nos casos com baciloscopia negativa e nas formas

extrapulmonares da doenca.
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2. Resumo

O estudo pretendeu abordar a imunidade humoral na Tuberculose. Foi um estudo de
teste diagndstico que avaliou um antigeno especifico, constituinte da parede celular da
micobactéria, denominado LIPOARABINOMANNAN (LAM), proveniente de Cambridge,
MA, USA da Companhia Dyna-Gen.

O objetivo principal do estudo foi a detecgao de anticorpos IgG anti-LAM em casos
de tuberculose pulmonar, extrapulmonar e formas combinadas da doenca.

A casuistica total compreendeu 173 pacientes portadores de tuberculose, sendo a
mesma confirmada por métodos bacterioldgicos e/ou anatomopatologicos de bidpsias de
diversos orgidos em 114 casos (65,8%). Em 46 casos (26,5%) a doenca se confirmou por
rigorosos critérios clinicos, radiolégicos e de seguimento apos tratamento adequado.

Cento e quinze pacientes eram do sexo masculino (66,5%) e 58 do sexo feminino
(33,5%). Cento e trinta e um eram brancos (75,7%), 24 negros (13,9%) e 18 mistos
(10,4%).

O total de formas pulmonares foi de 88 casos (51%), sendo 81 (46,8%) formas
baciliferas e 7 casos (4,0%) nao-baciliferas. Dos casos com baciloscopia direta negativa, 3
apresentaram culturas positivas, 2 culturas negativas ¢ em 2 casos a mesma nao foi
realizada. Formas extrapulmonares compreenderam 71 casos (41%) com predominio de
forma miliar, ganglionar, pleural e do SNC. A combinagdo de ambas as formas ocorreu em

14 casos (8,1%). Radiologicamente, houve predominio de lesdes escavadas (30,1%),
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consolidacao (13,9%), padrao miliar (11%) e exame radioldgico normal (11%), além de

outros achados.

Da série, 118 pacientes eram HIV negativos (68,2%) e 55 eram HIV positivos
(31,8%). As principais comorbidades associadas foram Diabetes Melittus (DM),
Alcoolismo, Cardiopatia e Neoplasia, entre outras.

Exames culturais foram realizados em 145 pacientes, sendo que em 72 casos a
cultura foi positiva (41,6%) e foi negativa em 10 casos (5,8%). Dos 72 exames culturais
positivos, o teste do MycoDot foi positivo em 47 casos (65,2%) e negativo em 25 (34,7%).
Em 10 exames culturais negativos, o mesmo foi positivo em 6 casos (60%) e negativo em 4
casos (40%). Em 63 exames culturais ndo realizados, o teste do MycoDot foi positivo em
46 casos e negativos em 17.

Os resultados do teste MycoDot na série total foram: positivos em 120 pacientes
(69,4%) e negativos em 53 pacientes (30,6%). As formas pulmonares baciliferas, nao
baciliferas, extrapulmonares e combinadas apresentaram sensibilidade de 74,1%, 85,7%,
63,4% e 64,3% respectivamente.

O grupo controle foi de 77 individuos assim distribuidos: 41 sadios, 16 portadores
de lesdes residuais de tuberculose, 6 sadios com BCG prévia, 6 sadios sem BCG prévia e 8
com outras comorbidades. O resultado do teste MycoDot foi negativo em 73 casos (94,8%)
e positivo em 4 casos (5,2%).

A sensibilidade da casuistica total foi de 69,4%, a especificidade foi de 94,8%, o
valor preditivo positivo (VPP) foi de 96,8% e o valor preditivo negativo (VPN) foi de
57,9%. Dos pacientes HIV positivos a sensibilidade foi de 61,8% e a especificidade foi de
100%. Nos pacientes HIV negativos a sensibilidade foi de 72,9% e a especificidade foi de

94,7%.
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Concluiu-se que o Teste MycoDot ¢ de facil realizagdo, baixo custo, podendo ser

util como uma ferramenta adicional para o diagndstico da tuberculose.
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3. Summary

This study evaluated the humoral immunity in tuberculosis. It was a study of
diagnostic test using a specific antigen, designed Lipoarabinomannan (LAM) provenient of
Cambridge, MA, USA, Dyna-Gen Company. This antigen is a cell wall component of
mycobacteria.

The major objective was to study anti-LAM IgG antibodies in cases of pulmonary,
extrapulmonary and associated forms of tuberculosis.

The casuistic was 173 patients with tuberculosis, confirmed by bacteriologic and/or
anatomopathologic methods in 114 cases (68,8%). In the other cases, the tuberculosis was
confirmed by clinical, radiological features and follow up of the patients after chemoterapy.

The series presented 115 males, 58 females; 131 was caucasian, 24 black and 18
was non-caucasian.

The total pulmonary forms was 88 cases (51%), 81 with positive AFB in sputum and
7 with negative AFB in sputum. Three have positive culture, two with negative cultures.
Extrapulmonary tuberculosis was found in 71 cases (41%). The predominant forms of X-
ray of the thorax was miliar and necrositing lesions. HIV-positive patients were 118 and
negative 55.

The MycoDot test results were: positive in 120 patients (69,4%) and negative in 53
patients (30,6%).

In control group, MycoDot was negative in 73 cases (94,8%) and positive in 4 cases

(5,2%).
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The final results were: sensitivity of 69,4%, specificity of 94,8%, the positive

predictive value was 96,8% and the negative predictive value was 57,9%. In HIV-positive
patients, the sensibility was 61,8% and the specificity was 100%.
The conclusions were the MycoDot test is easy and ideal for use in the diagnosis of

active tuberculosis in conjunction with the other methods.
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4. Introducao

4.1 Consideracoes Gerais

O Mpycobacterium tuberculosis ¢ o patéogeno que afeta a humanidade, o mais
persuasivo, mérbido e letal dos microorganismos. Em todos os continentes, homens e
mulheres, criangas, jovens e idosos, de todas as ragas estdo em risco de adquirir esta
infec¢do potencialmente fatal e ao mesmo tempo curavel. Sua transmissdo ocorre somente
através do contato direto entre os seres humanos ¢ o tnico modo de se manter através do
tempo e do espago ¢ de uma pessoa infectada com o bacilo. Excepcionalmente, o bacilo
pode ser transmitido por necropsias, de individuos altamente infectados.

A tuberculose atinge principalmente o pulmao, mas pode se instalar e desenvolver-
se em qualquer 6rgao do ser humano. O habitat do bacilo da tuberculose ¢é principalmente o
macrofago. Paradoxalmente, esta € a célula do corpo humano de primeira e principal defesa
contra a doenga (SADA E; 1990). Esta cientifica e intrigante dualidade se apresenta como
um mistério e oferece excitantes dilemas nesta sutil e fragil balanga entre o hospedeiro ¢ o
patogeno.

Diferentemente de outras doengas infecciosas, ¢ a que mais mata no mundo inteiro,
que possui tratamento com drogas potentes, potencialmente curaveis, mas que ainda nao foi
erradicada em nenhum pais do mundo. A tentativa de uma nova vacina que pudesse
proteger o ser humano, que fosse epidemiologicamente efetiva, isto ¢, que interrompesse o

ciclo da transmissdo da infecgdo, tem sido um objetivo no século XX. Entretanto, existem
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mengodes ¢ experimentos j& em andamento de vacinas com DNA que sdo promissoras,

podendo tratar e proteger o individuo. O uUnico sucesso, até entdo demonstrado, ¢ em
algumas regides do mundo, conseguido pelo cientista médico, foi o importante
desenvolvimento de drogas efetivas antimicrobianas. Depois de milénios de desesperadas
pesquisas na busca de uma solugdo para este terrivel problema, na metade do século XX,
foram descobertas as drogas para a cura desta doenga. Entretanto, o tempo requerido para o
tratamento, diminui e altera a chance de cura, aumentando a possibilidade de surgimento
de cepas do bacilo resistente as drogas no mundo inteiro.

Em 1952 , René e Jean Dubois afirmaram na sua “ THE WHITE PLAGUE”:

Tuberculose ¢ uma doenga social e se apresenta com problemas que transcendem a
tradi¢cdo médica... Sua compreensao implica no impacto de fatores sociais e econémicos do
individuo que sdo mais considerados em causar dano ao corpo humano... E a conseqiiéncia
de alteracdes na organizagdo e nos erros do comportamento individual do ser humano...
(ISEMAN M; 2000).

Como previsto por Dubois, o conceito de uma conquista cientifica tem se provado
hubristica. Os problemas sociais expressivos nas nagdes em desenvolvimento t€ém provado
serem uma barreira ao controle da tuberculose.

Uma das grandes ironias do século XX, tem sido a percepcdo que o advento da
quimioterapia significaria a morte da doenga . Apesar da alta morbidade e mortalidade da
tuberculose, houve uma perda muito importante da chama de entusiasmo nas pesquisas

em comparagao a outras doengas nas ultimas quatro décadas.
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4.2 Coinfecciao HIV

Recentemente, o elemento que revolucionou a doenga, trazendo-a a tona, nos seus
mais diferentes aspectos, foi o surgimento explosivo do virus HIV, da AIDS, a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida.

O virus HIV ataca a tuberculose em arenas bioldgicas e demograficas. Infectando e
desarmando os linfécitos T, o HIV progressivamente altera a imunidade celular que
controla e inibe o bacilo da tuberculose no ser humano, sendo considerado o fator potencial
mais importante em desenvolver a doenca conhecido nos ultimos cem anos afirmado por
Stiblo (ISEMAN ; 2000).

Assim, as pessoas infectadas pelo HIV sdo o risco para o  potencial
desenvolvimento da doenga e representam os mais susceptiveis em adquirirem nova
infeccdo. Demograficamente, a tuberculose e a infec¢ao pelo HIV , tem se congregado nas
mesmas populagdes; seguindo a explosio do HIV na Africa, ocorreu o mesmo com a
tuberculose.

Nas grandes areas dos EUA , o HIV tem sido o fator potencializador e facilitador da
doenca, com todas as problematicas que surgem e que representam um enorme desafio a
ciéncia médica mais acurada que possa haver. O mesmo ocorreu em grandes cidades da
América Latina, Asia e India, tendo o virus HIV adquirido importante implicagio na
epidemiologia da tuberculose. Devido ao seu impacto nas defesas do hospedeiro e sua
predilecdo para grupos e regides onde a tuberculose ¢ altamente prevalente, pode-se esperar
que o virus HIV aumente a morbidade e mortalidade da doenga nas proximas duas décadas,

apesar dos avancos que serdo feitos no futuro proximo sobre o diagnostico, tratamento e
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prevencao destas infeccdes. Depois de varias décadas de incidéncia em declinio, a

tuberculose comecou a ressurgir nos Estados Unidos. Este aumento tem afetado areas com
maior impacto. A incidéncia da tuberculose nos USA variava de 10/100.000 habitantes e
em New York passou para 50,4/100.000, sendo que no Harley e no lado oeste de Manhattan
teve uma incidéncia de 150/100.000 habitantes. Certamente, a coinfec¢do pelo virus HIV
foi o principal responsavel por este aumento no numero de casos, além das migragdes. Em
varios paises do mundo, este aumento também ocorreu, ocasionando problemas
epidemioldgicos e surgimento de resisténcia bacteriana. Como a tuberculose, com seu alto
grau de viruléncia, é o protdtipo da infeccdo que requer uma resposta imune celular para o
seu controle, entende-se que pela abolicdo da imunidade celular nos HIV, essa doenga
aparega com tanta prevaléncia e tdo precocemente. Em um estudo realizado no Brasil, no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HENN LA, PIZZOL F, NAGEL A; 1997) foram
demonstradas as diferengas clinico-radioldgicas ¢ terapéuticas deste grupo de pacientes.
Nesta situagdo tém-se observado formas atipicas radioldgicas, com disseminacdo miliar,
com linfonodomegalias hilares e com grande envolvimento de o6rgaos extrapulmonares,
caracterizando tais formas nessa doenga. O médico deve ficar ciente dessa freqiiente
associac¢do, principalmente nos pacientes chamados de grupo de risco, os homeless, os de
dificeis condigdes socioecondmicas, 0os que vivem em prisdes € nos hospitais, afetando
médicos e paramédicos. O problema se apresenta maior devido as dificuldades do
diagnoéstico da doenca nesta populagdo (formas paucibaciliferas, granulomas frouxos mal-
formados e possibilidade de coinfec¢des outras associadas).

O estudo da tuberculose e infec¢do pelo HIV, realizado no Brasil, cidade de Sao
Paulo, por Ferreira e Kritski, com delineamento prospectivo, de coorte, demonstrou que
em prisdes havia um aumentado risco de ambas infecgdes por tuberculose e HIV, entre a

populacao de mulheres. Entre elas 25% (87) eram HIV soropositivas e 5,7% (20) tinham
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tuberculose associada. Neste estudo demonstrou-se que a taxa de conversao tuberculinica,

durante o periodo de encarceramento foi de 29% para as mulheres HIV positivas e 32%
para as mulheres HIV negativas. A incidéncia de tuberculose foi de 9,9% por 100 /pessoas-
anos para as HIV positivas e 0,7% por 100/pessoas-anos para as mulheres HIV negativas
(FERREIRA MM, KRITSKI AL; 1996).

Outro estudo realizado no BRASIL por Kritski e col. evidenciou as caracteristicas
da associagao da tuberculose ¢ HIV no BRASIL ( KRITSKI A, DALCOLOMO M, DEL
MELLO FF; 1995).

Um outro estudo demonstrou que entre as inimeras complicagcdes do HIV, a
tuberculose estd sendo reconhecida como uma das mais importantes. A coinfeccao
tuberculose-HIV explodiu na Africa e nos Estados Unidos. Como a infec¢io pelo HIV
induz a uma imunossupressdo a tuberculose, ¢ comum a reativagdo da doenca ou o
surgimento de uma infec¢ao primaria.

Um outro estudo interessante determinou a imunologia do pulmao frente a infec¢do
pelo HIV (ROSE RM;1991).

O estudo intitulado: The impact of HIV infection on the Global epidemiology of
tuberculosis demonstra que o maior fator de risco para o desenvolvimento da tuberculose
observado nos ultimos 100 anos ¢ a infec¢do pelo HIV ( MAJOR M ; 1991).

Um outro estudo realizado por Kritski e colab. mostrou a repercussao da tuberculose

e da infeccdo pelo HIV na cidade do Rio de Janeiro ( KRITSKI A; BARROSO EW; 1991)

13
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4.3 Historia da Tuberculose

O bacilo da tuberculose descoberto por Robert Koch, em 1882, persiste atingindo a
humanidade. Mengdes especiais devem ser feitas a médicos, muitas vezes nem nominados
nas escolas médicas, talvez esquecidos pelo tempo, mas que realmente iniciaram as buscas
a esta doenga. Dr. Leonid Heifits, imigrado para os Estados Unidos da Unido Soviética em
1978, chegando ao Colorado, rapidamente desenvolveu a area clinica laboratorial desta era,
reconhecendo a importancia clinica do pronto e acurado diagnostico. O mesmo foi o
pioneiro nas técnicas de exames culturais. Demonstrou-se um pesquisador persuasivo em
desenvolver sofisticados servigos laboratoriais industrializados e novos em
desenvolvimento. Dr. John Sbarbano foi provavelmente a primeira pessoa nos EUA a
compreender completamente as implicagcdes e mudangas nos pacientes ndo complacentes
com a quimioterapia. Ele desenvolveu programas de quimioterapia intermitentes e grupos
de supervisao em Denver (ISEMAN MD; 2000).

Dr. Wallace Fox e Denis Mihchinson levaram um grupo marcavel de clinicos,
epidemiologistas e bacteriologistas no British Medical Research Council a conduzir uma
série de elegantes frials de quimioterapia, que essencialmente definiram a moderna
quimioterapia da tuberculose. Os frials foram aplicados largamente em cooperacdo com
investigagbes em Madras, India, Africa, Hong Kong e Singapura. Eles resolveram
brilhantemente questdes sobre as regras das drogas individuais, requisitos da duragdo da
terapia e ritmos convenientes para facilitar o tratamento diretamente observado. Seus
nomes tém sido sindnimos de tratamento de curso rapido ou de curta duragdo e deveriam
ser reconhecidos como dois dos mais importantes cientistas da medicina global na ultima
metade do século XX (ROM WN; 1996).

14
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Dr. George Comstok, com seu treinamento epidemioldgico, teve grande cooperagao

nos programas de saude publica dos EUA nos ultimos 40 anos. Em colaboracdo com
Shirley Woolfert e Carroll Palmer, foram um trio de extraordinaria combinacdo em estudos
realizados sobre a doenca e a adog¢do da quimioterapia preventiva, mais do que da
vacinagdo, como modelo basico preventivo de Saude Publica (ROM WN; 1996).

Dr. Comstock, com manuscritos e cartas, ajudou geragdes de jovens estudantes a
inflar a chama do entusiasmo para combater ¢ compreender esta complexa doenga. A
historia da tuberculose ¢ extremamente rica em ensinamentos e duvidas. Entre a imensa
capacidade intelectual de revisar a doenga, estdo as bizarras histérias e explicacdes das
causas desta moléstia, as desesperadas pesquisas para o encontro de remédios que
oferecessem resultados, muitos sem nenhum beneficio e ganho sobre a doenca e a explosao
do conhecimento do agente etiologico e efetivo tratamento da mesma. E uma historia
marcada por alguns dos mais herdicos avangos cientistas, bem como as dos mais
arrogantes charlatanismos.

A tuberculose surgiu nas remotas civilizagdes, como na cultura Egipcia, com
achados de representagdes graficas de deformidades em giba, mostrando a evidéncia da
tuberculose 6ssea em mumias. Também os chineses demonstraram muito da doenca.
Referéncias existem também de publicagdes da civilizagdo Hindu-indio Ariana. As mais
detalhadas e especificas referéncias a tuberculose ocorreram com a civilizagdo Grega.

Kleur observou a evolugdo da medicina Grega em trés fases:

1) Mitos, Legendas, Aescularis : cura pelo Apolo;

2) As idéias fisioldgicas pessoais como as de Pitagoras;
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3) A rica era de Hipdcrates, cerca de 460-375 AC, com ciéncia médica e pratica.

Nas escritas Hipocraticas estdo as primeiras referéncias a PHTISIS - “1 am wasting”.
Surpreendentemente agora uma nova doenca, a AIDS, tem também a denominagdo de
Wasting Staging (1989).

A microscopia foi fundamental para a compreensdo da doenga: a histopatologia das
lesdes teciduais identificando as caracteristicas respostas celulares; o reconhecimento do
bacilo nos tecidos pelo Dr. Koch, em 1882. Foi o criador das placas de gelatina para o
crescimento dos patdgenos, revolucionando a ciéncia da bacteriologia. Koch levou 217 dias
para que a sua descoberta fosse aceita. Isto, provavelmente, refletia a antipatia de
Wirchow - DEAN of GERMANY PATHOLOGY no tempo, a mensagem de Koch, que
correu contraria as exposicoes de Wirchow 20 anos antes.

Koch entdo afirmou:

1) O ciclo de vida do bacilo da tuberculose depende da contaminagdo inter-humana,
ndo havendo reservatério especial ambiental: os microbios sdo verdadeiros e ndo ocasionais
parasitas;

2) Os pulmdes sdo a porta de entrada e a fonte dos bacilos sdo os pacientes com a
doenga cavitaria que expectoram um niimero imenso dos mesmos;

3) O tuberculoso ndo pode infectar o corpo através de uma pequena solucao de
continuidade, como o faz o bacilo do Anthrax; para a propagagdo da infec¢do, o material
infeccioso necessita de uma posicdo protegida e onde se localizar;

4) Tuberculose tem sido habitualmente considerada uma manipulacdo da miséria
social, e tem havido esperanga em que a melhoria das condigdes sociais reduza a doenga.

O primeiro caso de cura foi descrito em Minesotta, quando uma jovem mulher

recebeu Estreptomicina. Um ano apo6s, Sigrid, outra jovem, com pneumonia tuberculosa
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foi tratada e curada com PAS. Ela recebeu a droga em 1944 e foi submetida a ressec¢do de

cavidade do lobo superior direito. A era da quimioterapia da tuberculose havia comegado.
Em 1839, Johann Lukas Schoenlein descreveu a palavra “TUBER”, pequeno como

tomate, lesdo endurecida e encontrada na doenga (ROM WN; 1996).

4.4 Estrutura Molecular e Bioquimica da Parede Celular da Micobactéria

As micobactérias contém em torno de 60% de lipideos em suas paredes celulares.

Ultraestruturalmente, sdo compostas por camadas ( Figura 2).

J_Mycolic acid
yeolic acids ~
e e

le o
- L
1

cis

!
( cis i cis
{

Pax
e

mur@nrnnane angenn (2 8,
II'UUHUH'UHUHU (@] HOOC ©OH HOOC OHHOOC OH

o Methoxy Keto

m
Juuul

Figura 2 Estrutura da parede do Mycobacterium tuberculosis
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O delineamento dos constituintes quimicos e arquiteturais da parede da micobactéria
tuberculosa leva ao desafio de compreensdo da patogénese, imunidade, desenvolvimento de
vacinas e desenho de novas drogas.

Brennan e seus colegas, na Universidade do Estado do Colorado, tém recentemente
conduzido uma série de elegantes estudos desses topicos (BRENNAN PJ; 1991).

Historicamente a ultraestrutura da parede das células micobacterianas consiste em
um nimero de camadas. H4 uma regido condensada e intercalada com uma camada externa
da membrana plasmatica. A proxima camada ¢ de transparéncia elétrica. A camada densa
aparece da mesma forma como em todas as espécies micobacterianas analisadas.
Perifericamente a essas camadas, estdo varidveis extratos que também contém materiais
eletron-densos e parecem ser distintivos das diferentes espécies.

Estudos bioquimicos tém indicado que o maior esteio ou esqueleto da parede das
micobactérias consistem de trés macromoléculas: peptideoglicanos, arabinogalactanos e
acidos micdlicos. Os peptideoglicanos sdo semelhantes aos das outras bactérias. Os
acidos micolicos sdo achados quase que exclusivamente entre as micobactérias e os acidos
graxos, acredita-se que sejam essenciais, mas ndo a unica fonte, das propriedades de acido-
resisténcia das micobactérias.

Os menos bem caracterizados componentes da parede microbiana s3o os
arabinogalactanos. Recentemente, significantes avancos tém mostrado o delineamento, a
bioquimica e os fatores de arquitetura dos arabinogalactanos e seus coelementos na parede
celular. Entre os mais significantes aspectos do modelo estrutural ¢ o potencial patogénico
nas doengas micobacterianas de dois lipopolissacarides: LIPOARABINOMANNAN
(LAM) e LIPOMANNAN. Baseado no papel do LAM em diretamente dirigir a fun¢ao do
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macrofago, sua capacidade de inibir o processamento de proteinas e peptideos

micobacterianos pelos antigenos presentes nas células e sua indugdo ‘a producdo do fator
de necrose tumoral, 0 mesmo tem correntemente sido considerado por alguns autores um
importante fator de viruléncia micobacteriano. Recentes analises por Brennan e colab. tem
identificado diferengas bioquimicas nas estruturas terminais dos LAM de bacilos

classicamente avirulentos e virulentos do Mycobacterium tuberculosis, respectivamente,

Erdmann e H 37 Ra (BRENNAN PJ; 1991).

4.5 Caracteristicas do Crescimento

O bacilo ¢ de lento crescimento, que varia de 12 a 24 horas, dependendo de
variaveis ambientais e microbianas. Uma caracteristica, mas nao distinta propriedade do M.
tuberculosis ¢ a tendéncia de formar corddes ou densas colonias de bacilos e em
alinhamentos paralelos como cordao. A fonte bioquimica deste fendmeno foi identificada
por Bloch em 1950 e intitulado de Fator Corddo. Suas propriedades de viruléncia sdo
discutiveis (KRASNOW I; 1955). Evidéncias a favor da viruléncia do fator cordao foi
desenvolvido por Kato , que mostrou que ratos imunizados contra o componente , foram

menos susceptiveis a mudangas com o bacilo virulento (KATO M; 1973).

4.6 Fisiologia

Consideraveis investigacdes das propriedades fisiologicas do M. tuberculosis t€ém

sido conduzidas nesse século. Fatores consistentes do bacilo incluem os seguintes atributos:

4.6.1 Aerodbicos:
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O crescimento das micobactérias in vivo € in vitro parece intimamente ligado a
quantidade de oxigénio disponivel. No crescimento no meio liquido, sem agitacdo ou
detergente, o bacilo tende a formar uma fina pelicula na superficie; isto ¢ presumido ser
devido a proliferagao da interface ar-oxigénio, bem como de suas camadas hidrofobicas. O
bacilo que se localiza no fundo do liquido permanece viavel mas ndo replicavel. Wayne
sugeriu que tais elementos podem assumir um estado analogo em lesdes cronicas no corpo
humano e demonstrou que tais bacilos assumem sua replicagdo logo apos sua exposi¢do ao

oxigénio (WAYNE; 1986).

4.6.2 Nao formador de esporos

Devido as suas camadas que limitam a perda do fluido através da membrana celular,
micobactérias permanecem viaveis por muito mais tempo do que outras bactérias no ar ou

em estado de exposicdo. Porém, isso ndo ¢ uma verdadeira esporulagdo.

4.6.3 Variagao do crescimento in vivo

Ha véarios pontos vitais na patogénese e historia natural da tuberculose que
relacionam a fisiologia aos ciclos de vida micobacterianos. De grande importancia
bioldgica na significancia da tuberculose clinica incluem as paredes celulares deficientes, as

formas ndo-acido-resistentes e o trofismo pelos 6rgaos.
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4.6.3.1  Deficiente parede celular das formas ndo-acidos-resistentes (CWD-NAF)

Em 1908, Much chamou atencdo e detectou minutas, variantes granulares do bacilo
tuberculoso que ndo se coravam pelo método de Ziehl-Nielsen. Muitos granulos dessas
formas ficaram desconhecidos, t€ém permanecidas controvérsias em estudos de doengas
micobacterianas desde entdo. Mattman e colegas descreveram “L-forms” de micobacterias
em uma série de relatos de 1960 a 1970. Subseqlientemente, Ratnam e Chandrasekhar
publicaram dois estudos deste topico. Em 1976, eles relataram as formas deficientes de
paredes, denominadas esferoplastos do M. tuberculosis que persistiram em um estado
viavel depois da inje¢do em porcos, mas ndo produziam doenga ou consistente reatividade
tuberculinica por um periodo de cinco semanas. Porém, animais observados entre dez ou
dezesseis semanas manifestavam substanciais recidivas de reatividade tuberculinica,
tuberculose demonstrada por autopsia ou morte prematura de tuberculose. Os autores
mostraram que os esferoplastos reverteram as formas convencionais de M. tuberculosis e
que este fendomeno foi associado com morbidade nesses porcos. Eles especularam que
tuberculose tipo reativagdo poderia envolver persisténcia tecidual das formas
esferopldsticas. Sessenta anos mais tarde, publicaram estudos dessas formas
(CHANDRASEKHAR; 1992). Em outro relato, os autores descreveram um método
melhorado mostrando que em animais imunodeficientes havia reativagdo da doenca.
Chandrasekhar e Ratnam observaram que os macréfagos de componentes de hospedeiros
foram capazes de desnudar os bacilos tuberculosos de suas paredes celulares, formando
novas variantes. A real significancia desses achados se relacionam ao fendmeno da
persisténcia enquanto o bacilo tuberculoso continua a sobreviver em tecidos apesar de
concentragdes microbicidas de antibidticos e a reativagdo de tuberculose anos ou décadas

depois da infecgdo inicial. (GRANGE JM; 1992).
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Khomenko’s relatou uma forma “ultrafina” de M. tuberculosis que foi invisivel as

técnicas de coloragdo convencionais, mas podem ser consistentes com o fendmeno CWD-
NAF. Nas paredes das lesdes cavitarias eles acharam formas filtrdveis a microscopia
eletronica onde ndo havia paredes celulares; o numero dessas formas ultrafinas aumentou
durante a introducdo da quimioterapia. Essas formas invisiveis foram ditas serem capazes
de reverter as tipicas formas bacterianas em recultivo cuidadoso. Essas CWD-NAF e
formas ultrafinas podem, possivelmente, estar relacionadas a persisténcia e recrudescéncia

da tuberculose.

4.6.3.2  Viruléncia e tropismo pelos 6rgaos

A bacteriologia ¢ repleta com amostras de microorganismos que sofrem adaptagdes
para a sobrevida ou viruléncia. Segal e Bloch mostraram que uma espécie de M.
tuberculosis crescia in vitro e apresentava diferentes propriedades do que os organismos da
mesma espécie que passaram através de ratos; entre as distingdes notadas, foi aumentada a
viruléncia e diminuida a imunogenicidade para o bacilo tuberculoso (SEGAL, BLOCH;
1965). Provavelmente relacionado a tais adaptacdes, onde as observagdes feitas por Collins
os organismos extraidos dos pulmdes dos animais, depois de um tempo latente, tenderam a
seletivar coletivamente os pulmdes dos animais subseqiientes quando injetados
intravenosamente (COLLINS; 1976). As culturas mostraram desenvolvimento similar nos
pulmdes. Baseado nessas variagdes especulou-se que hé alteragdes nos sulfolipidios da
micobactéria, que potencialmente poderiam ter sido responsaveis pelas mudangas na
viruléncia e no tropismo pelos 6rgdos. Este desafio poderia representar a transmissao e
viruléncia por décadas. Baseados nessas e outras observagdes, uma plausivel causa pode ser

especulada que as espécies de M. tuberculosis que tém passado através de certos
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hospedeiros ficam mais transmissiveis, provavelmente por estabelecer infecgdes em

individuos expostos ou mais virulentos ou por produzirem clinicamente doenca ativa nesses

infectados.

4.7 Estudo da Imunidade

O ressurgimento da Tuberculose em todo o mundo, tem intensificado as
investigagcdes para examinar a defesa do hospedeiro e dos mecanismos patogénicos que
estdo envolvidos na infec¢do pelo Mycobacterium tuberculosis.

Até o presente momento nao existem métodos confidveis para a detec¢do de uma
infec¢do latente ¢ mesmo em pacientes com infeccdo ativa poderd nao estar confirmada

esta infeccdo (LALVANI A, PATHAN AA; 2001).

4.7.1 Resposta imune ao Mycobacterium tuberculosis

A historia natural da tuberculose ¢ completa. A infeccdo priméria ocorre em pessoas
sem imunidade especifica , geralmente criancas sadias e adultos jovens, ainda ndo expostos
ao bacilo da tuberculose; a doenca primaria ocorre nos primeiros cinco anos da infec¢ao
inicial, a qual estimula a imunidade especifica, demonstrada pelo surgimento de uma
resposta cutanea positiva ao derivado protéico da tuberculina (Reagdo de Mantoux).

Mesmo que os sintomas primarios sejam frustros, a deteccdo e o tratamento sdo
importantes para prevenir a disseminacdo e a reativacao da doenga, posteriormente. Com o
avango e conhecimento da infec¢do primdria, aumentam também as probabilidades de

termos vacinas novas e eficazes em futuro proximo (MILBURNHJ;2001).
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A habilidade do microorganismo para manter uma infec¢do cronica e de causar

doenca em um grupo de individuos infectados, depende de fatores de viruléncia, dentre
outros, que capacitam aos microorganismos a entrada ¢ a sobrevida indefinidamente nas
células fagociticas mononucleares, subvertendo os mecanismos celulares antimicrobianos.
( RILEY,RW;1995). A resposta a infeccdo por micobactérias é o exemplo classico de uma
resposta imune mediada por células de um parasito celular facultativo ( DANIEL
TM;1993).

As micobactérias, dentro dos fagdcitos, sdo capazes de evadir as respostas humorais
e manter viabilidade por longo periodo de tempo. As células T ativam e regulam os
macrofagos e, subseqlientemente, afetam o controle e o crescimento micobacteriano. A
resposta TH1 constitui a resposta imune protetora a doenga, encontra-se controlada pelas
interleucinas —1 e 12 mediadas por células T CD4 que secretam interleucina —2 e
interferon- y e algumas células T CD4 se diferenciam e se convertem em células T de
memoria de longa vida, expressando um fen6tipo de memoria.

Na imunidade antimicobacteriana estao implicadas diferentes grupos de células: as
células T CD4 alfa, beta, as células T CDS8 alfa e beta, e as células T, gamma e delta.
Ambos os fagocitos e os microorganismos sintetizam proteinas para facilitar a sua
sobrevida. Dados recentes mostram uma forte correlagdo entre a produgdo de gama—
interferon ( TNF-a ) nas células T gamma—delta e a manifestacdo da tuberculose pulmonar
primaria, o qual ¢ consistente com a hipdtese de que estas células t€ém um efeito imune
protetor na infeccdo. (YOSHIDA N; 2001).

As células T CDS sdo protetoras pela secrecdo de citocinas, mais que uma atividade
litica direta da célula CD8. Sua acdo ¢ prolongar a sobrevida do hospedeiro infectado. A

resposta imunoldgica controla, porém, ndo elimina o patdogeno. Na maioria dos casos de
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infecgdo por tuberculose o individuo permanece assintomatico e ndo infeccioso. Esta

laténcia clinica se estende durante toda a vida do individuo. Entretanto, a reativacdo da
infec¢do latente pode ocorrer em resposta a alteragdes da resposta imune, produzindo
doenga ativa. A infeccao pelo HIV, DM, uso de imunossupressores, o envelhecimento e o
abuso de drogas e alcool aumentam o risco potencial de reativacao da enfermidade latente.

O Mycobacterium tuberculosis persiste nos macrofagos, dentro de um granuloma
nos hospedes infectados. O granuloma consiste em macrofagos e células gigantes, células B
e fibroblastos. Nas infec¢oes latentes, se desconhece o estado de atividade da bactéria
dentro do granuloma ou tubérculo. O microorganismo pode estar em estado inativo, sem
replicar-se;  replicando-se ativamente, porém, limitado pela resposta imune; ou
metabolicamente alterado com ciclos replicativos infreqiientes ou limitados.

A alteragdo da resposta imune ¢ capaz de prevenir a enfermidade ativa na maioria
das pessoas, porém, ndo elimina a infec¢do. O microorganismo se desenvolve por
mecanismos evadindo a resposta imune mediada pelas células. Uma das estratégias da
geracdo de vacinas ¢ poder incrementar a resposta imune natural produzida pela
micobactéria.

As alteragdes encontradas sdo diversas:

- fungdes antimicobacterianas efetoras dos macréfagos (FLYNN JL;2001);

- fusdo fagolisossomal (MELLMANN I, FUCHS R; 1986);

- mecanismos antimicobacterianos baseados em radicais livres. Oxidos de nitrogénio
(sintetase do 6xido nitrico) (CHAN J, FLYNN JL; 1999); (WANG CH; 1998);

- espécies reativas de oxigé€nio; reporta-se que os componentes micobacterianos
lipoarabinomannan (LAM) e o fenolicoglicolipidio-I (PGL-I) sdo potentes destruidores dos

radicais do oxigénio;
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- os receptores Toll-like e a imunidade inata da tuberculose (UNDERHILL DM;

1999);
- citocinas: interleucina-12 (IL-12) (macrofagos) (LOWRIE DB; 1999);
interferon-y (IFN-y): chave no controle da infeccdo por tuberculose
(LALVANI A et als; 1998);
interleucina- 4 (IL-4) (FENHALLS G; 2000)
fator de necrose tumoral-a. (TNF-a): necessario para gerar a resposta
granulomatosa e para uma imunidade mediada por células efetiva. Induzida pelos
macrofagos, células dendriticas e células T necessarias para o requerimento do controle da
infeccao aguda. (MOREIRA AL;1997)
interleucina-10 (IL-10): considerada antiinflamatoria. Seu papel na
resposta imune protetora ¢ inconclusiva, estando na espera de resultados posteriores.
(ROJAS M; 1999)
interleucina-6 (IL-"6): apresenta multiplos papéis na resposta imune,
incluindo inflamacgao, hematopoiese e diferenciacdo das células T. (LADEL CH; 1997)
fator transformador de crescimento TGF-B: essa citocina
antiinflamatoria estd implicada na supressao das células T em pacientes com tuberculose.
(ROJAS RE; 1999);
- células T: controlam e eliminam a micobactéria nos seus mecanismos efetores nas
células. (RANDHAWA OS; 1990);
- células T CD4: tem-se demonstrado em pacientes com infec¢ao por HIV que a
perda de células T CD4 positivas aumenta importantemente a susceptibilidade da

tuberculose aguda ou da reativacao. (SELWYN PA; 1989);
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- moléculas apresentadoras de antigenos MHC Classe I, Classe II e¢ CDI:

macrofagos infectados pelo Mycobacterium tuberculosis parecem ter diminuida sua
capacidade para apresentar antigenos as células T CD4 positivas. O microorganismo
poderia inibir o reconhecimento dos macréfagos pelas células T CD4. (MAZZACARO RJ;
1996);

- células T CD8 positivas: para serem efetivas necessitam responder a macrofagos
infectados ou com secrecdo de IFN-y ou com respostas citotoxicas. (SERBINA NV; 1999)

- células T CD8 + MHC Classe I restringidas: os estudos incluem antigenos
reconhecidos por células T CDS8 positivas dos infectados sem tuberculose ativa e se
oferecem como candidatos atrativos para a geracao de novas vacinas. (SUGITA M; 1999);

- células T CD8 nao-classicamente restringidas: existem dados inconclusivos destas
células na contribui¢do potencial desse subgrupo de prote¢ao. (MOODY DB; 2000);

- fungdes efetoras de células T CDS8 positivas: ha evidencia de um papel maior direto
das células T CD8 positivas no controle da infec¢do pelo M. tuberculosis, restringindo o
numero de bactérias intracelulares. (LAOCHUMROONVORAPONG P; 1997);

- migracao celular e formag¢ao de granuloma: resposta inflamatoria do hospedeiro
contra 0s microorganismos, requer uma coordenacdo precisa de muitos elementos
imunologicos. Varios estudos existem sobre esses achados. (ORME IM; 1999).

Da revisao dos estudos imunoldgicos em contatos de pacientes com tuberculose
ativa pode-se sugerir que:

1. a produgdo do IFN-y, em resposta a antigenos micobacterianos ¢ significativamente
maior nos contatos de pacientes com tuberculose ativa, em comparacdo com as
quantidades encontradas em controles comunitarios ou individuos ndo expostos ao M.

tuberculosis;
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2. a resposta imune dos contatos PPD positivos ¢ uma resposta protetora dada pela

exposicao recente a0 microorganismo;

3. a resposta imune elevada com produgdo de IFN-y que se observa nos contatos de
tuberculose ativa ¢ independente da condicdo de BCG do individuo. Quando se
compara a resposta entre contatos expostos e controles ndo-expostos BCG positivos, a
resposta dos tltimos € significativamente menor;

4. questiona-se se esta producao de IFN- y é sempre protetora.

OBS: Além dessas conclusdes ¢ evidente que a investigagdo da resposta imune a
infeccdo com M. tuberculosis dos correlatos de imunidade protetora a micobactéria em

humanos, significa uma probabilidade futura de testar novas vacinas.

4.8 Diagnéstico laboratorial

4.8.1 Pesquisa direta no escarro espontaneo (2 amostras);

4.8.2 Método do escarro induzido;

4.8.3 Exame cultural pelo Método Lowenstein- Jensen (LJ);

4.8.4 BACTEC ;

4.8.5 Tipificagdo da Micobactéria ;

4.8.6 Teste de sensibilidade as drogas ;

4.8.7 Teste tuberculinico pela Reagcdo de Mantoux;

4.8.8 Adenosina Deaminase (ADA);

4.8.9 Fingerprinting para a identificacdo da micobactéria ou Restriction Fragment

Length Polymorphism (RFLP);
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4.8.10 Polymerase Chain Reaction (PCR);

4.8.11 Biologia Molecular;
4.8.12 Hemocultura;
4.8.13 Pesquisa do acido tuberculoestearico;

4.8.14 Testes Soroldgicos.

4.8.1 Bacterioscopia do Escarro

As limitagdes da microscopia sdo em relacdo a sensibilidade e a
especificidade, porém até que novas técnicas de biologia molecular estejam mais
desenvolvidas, a microscopia permanece como de primeira linha para o diagndstico da

tuberculose .

4.8.2 Escarro Induzido

Meétodo de excelente valia para o diagndstico da tuberculose no paciente que ndo
apresenta expectoracdo espontanea. Devem ser realizados exames diretos e culturais, onde
os ultimos mostram maior chance de positividade. Deve-se indicar este exame antes da
realizacdo de fibrobroncoscopia. O exame ¢ feito em cabine especial pressurizada com

nebulizagdo ultrassonica.

4.8.3 Métodos Culturais- LJ:

Apresentam maior sensibilidade em relagdo a microscopia. Apesar dos métodos

culturais ndo tipificarem as micobactérias, entre os pacientes cujo perfil epidemioldgico
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para adoecer por tuberculose apresenta um alto risco, um exame de escarro positivo para

micobactéria deve ser considerado como tuberculose até que exames culturais ou outras
técnicas provem o contrario.

O cultivo in vitro do agente etioldgico tem sido essencial para a identificacdo das
espécies, teste de sensibilidade as drogas e monitorizagdo da resposta a terapia.

O lento crescimento do bacilo tem sido uma frustragdo e um problema para a
maioria das autoridades médicas publicas. Mesmo 110 anos mais tarde, a maioria dos
laboratorios dos Estados Unidos e do mundo ainda empregam este método de cultura que

requer de 3 a 6 semanas para demonstrar o crescimento do bacilo.

4.8.4 4.8.5 48.6 BACTEC - meio liquido; Tipificacdo da Micobactéria e Teste de

Sensibilidade as drogas

As novas técnicas rapidas de cultura, sistema radiométrico empregando o meio
liquido 7 H- 12, oferece consideravel vantagem na identificagdo e tempo de crescimento
do bacilo em relagdao aos meios solidos convencionais.

Incidentalmente, este meio foi desenvolvido pelos esforcos de Gardner Middle-
Brook, uma vitima da tuberculose precocemente na sua carreira médica.

Para facilitar o tratamento, tais meios deveriam ser mais utilizados, sendo que o
sistema radiométrico mostra o crescimento das micobactérias em 7 a 15 dias, dependendo
do tamanho do indculo e vitalidade do mesmo. O método permite identificar as espécies e
avaliar a sensibilidade as drogas.

O método BACTEC, que contém uma substancia, o Para-nitro-alfa-acetilamina-
hidroxipropiofenona (NAP), seletivamente, suprime o crescimento das espécies do

Mycobacterium tuberculosis e ¢ de muita importancia. Se uma sub-cultura falha em

30



Resultados Antigeno LAM

mostrar o crescimento no NAP, isto é presuntiva evidéncia para a espécie do

Mycobacterium tuberculosis. Permite, entdo, a identificacdo da micobactéria e a realizagao

do teste de sensibilidade aos tuberculostaticos.

4.8.7 O teste tuberculinico pela Reagdo de Mantoux

Utiliza a tuberculoproteina RT 23 do bacilo Mycobacterium bovis. Representa o
contato ou a infec¢do primaria com o bacilo da tuberculose. Nao representa doenca. Os
macrofagos alveolares que fagocitam o bacilo da tuberculose durante as fases iniciais da
infecgdo ndo sdo ativados e sdo geralmente muito permissivos para a replicacao
micobacteriana. Entretanto, eles tém um papel central no inicio da resposta imune do
individuo. Subseqiientemente, macréfagos derivados dos monocitos e células dendriticas
sdo células primoefetoras. A Reagdo de Mantoux positiva podera ocorrer por infec¢ao
natural ou artificial através da vacinacdo pelo BCG intradérmico. Entretanto, a reacdo
provocada pela vacina normalmente ¢ menor do que a provocada pela infec¢do natural,
sendo, em média, de 6 a 8§ mm.

Recentes avangos no diagnostico imunologico da tuberculose, incluindo o teste do
Mantoux e o sorodiagnéstico foram revistos. Novas tuberculinas (T1327, T1456) foram
relatadas ser mais especificas que a convencional RT 23. Também, tuberculinas de
micobactérias atipicas (PPD-B, PPD-Y, PPD-F) foram analisadas como tteis armas para o
diagnoéstico das Micobacterioses Atipicas. O método ¢ medido através do Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA). A duragdo da doenca ¢ importante para a compreensao
dos resultados. Anticorpos IgM aumentam no estdgio agudo da doenca e sdo potentes

candidatos para um diagnodstico clinico (MORISHITA M; 1994).
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Em um relato, as respostas tuberculinicas foram quantificadas pela enduragdo da

parede, em 125 pacientes com tuberculose ¢ 39 controles. Os didmetros das respostas
tuberculinicas foram maiores nos pacientes que apresentavam HLA-DR15 positivos do que
nos HLA-DRI15 negativos. A densidade da infiltragdo de células CD4 positivas mostrou
uma correlagdo positiva com a enduragdo em individuos HLA-DR15 negativos. A fracdo de
pacientes DR15 positivos proporcionou grandes respostas tuberculinicas, > 15 mm, mas
com poucas células CD4 positivas no sitio do teste (menos de 500/mm?2); esses pacientes
tinham uma maior porcentagem de células no infiltrado difuso dérmico do que na regido
perivascular, maiores velocidades de fluxo sangiiineo na resposta tuberculinica, possuiam
freqiientemente titulos mais altos de IgG e anticorpos especificos antibacterianos
comparados aos pacientes DR15 positivos. Se o infiltrado inflamatorio nos pulmdes se
assemelha ao do teste tuberculinico na pele, a falta de células imunocompetentes e a
hipdxia tecidual poderiam permitir cavitacdo pulmonar e explicar a associacdo dos HLA-

DR15 com tuberculose bacilifera (WEBSTER CT, GORDIN FM; 1995).

4.8.8 Adenosina Deaminase (ADA)

A ADA ¢ uma enzima secretada pelos linfécitos em varias situagcdes como lesdes
inflamatorias, lesdes neoplésicas e lesdes infecciosas. A ADA ¢ dividida em ADA 1 e ADA
2. Os resultados sdo mais fidedignos quando se relacionam ADA1/ADA2. Tem indicagao
para o diagnostico da tuberculose pleural onde existe uma correlagdo com a populagdo de
linfécitos CD4, refletindo uma resposta celular imune. Ela nao ¢ especifica para o pleuris

tuberculoso, podendo estar elevada também no empiema e em algumas neoplasias como o
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linfoma. Porém, relatos subseqlientes indicam que este teste ndo apresenta ainda

especificidade completamente definida.

4.8.9 Fingerprinting

E um método mais rapido e identifica as espécies através de sondas genéticas, que,
por técnicas de amplificacio do RNA, pode identificar espécies ou grupos de
micobactérias. Os resultados sdo obtidos em média de 7 a 12 dias.

O primeiro estudo realizado para a compreensdo da transmissdo da tuberculose,
usando DNA fingerprinting foi realizado em uma comunidade isolada do Canada Artico.
Foram isoladas 21 espécies de Mycobacterium tuberculosis e analisados pelo método do
DNA fingerprinting. As amostras de DNA fingerprintings foram identificadas pela técnica
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), com subsequente prova usando a
repetitiva inser¢do do segmento 1S610. Os resultados puderam ser divididos em trés
tipagens de DNA. Isto sugere que um simples caso foi o inicio de trés clusters, mais

provavelmente devido a reativagdo. ( KUNIMOTO D, CHEDORE P;2001).

4.8.10 Reagdo de Cadeia em Polimerase (PCR)

Apesar da sua enorme utilidade em diagnosticar varias infec¢gdes a PCR com sua
cadeia IS6110, uma seqiiéncia de DNA tunica para o Complexo Mycobacterium
tuberculosis, apresenta dificuldades economicas pelo seu alto valor, sua possibilidade de
contaminag¢do laboratorial e também por poder apresentar falsos-positivos para pacientes ja
tratados ou que apresentaram infeccdo pelo bacilo da tuberculose. Deve ser sempre

interpretada a luz dos exames clinicos, laboratoriais e principalmente microbioldgicos.
9
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Consiste na amplificagdo dos fragmentos bacilares do DNA que é achado em

espécimes diagnosticas. O teste aprovado para uso € o sistema Amplicor. Devem ser usadas
espécimes que sdo positivas ao exame direto ou que estdo crescendo no meio de cultura. A
sensibilidade deste método diminui em varias séries estudadas quando realizados em
amostras com baciloscopia negativa (95-96% a 48-53% ).

Um Workshop da ATS, modificado por Barm, recomenda empregar o MTD- GEN
PROBE ou Amplicor ou PCR teste, considerando julgamento clinico empregado, incluindo
classificagdo de risco dos pacientes, achados radioldgicos e necessidade ou ndo de terapia
empirica. Nao se recomenda os testes de amplificagdo direta em pacientes que estdo
em alto risco para a tuberculose e que tem escarro positivo; estes deveriam receber
terapia empirica.

As técnicas de amplificacdo ndo tém sido aprovadas oficialmente nos Estados
Unidos em outros espécimes do que as secregdes respiratorias , mas em futuro proximo,
refinados métodos estardo disponiveis para o diagndstico da tuberculose extrapulmonar.

A PCR constitui em uma arma promissora para o rapido diagnostico de uma
variedade de infec¢des pulmonares, e parece ser um grande avanco na pratica clinica diaria
em um futuro muito préoximo. Porém, muitos estudos realizados sdo limitados pela
pequeno nimero de amostras incluidas nas séries e pela falta de uniformidade em definir o
papel da mesma nas diferentes situacdes clinicas. Pneumologistas, infectologistas e
microbiologistas deveriam concordar em realizar protocolos para a avaliagdo desta técnica,
para a qualidade dos métodos de pesquisa e para a interpretagdo dos resultados. Custo-
efetividade deveria ser muito contemplado nestes estudos, pois a técnica requer pessoal
especializado e reagentes caros.

A técnica de Ziehl-Nielsen, culturas e teste de sensibilidade as drogas nos meios LJ

e BACTEC sdo ainda os testes de referéncias diagndsticas para a tuberculose. Porém, o
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crescimento lento das micobactérias, a severidade da doenga ¢ a falta de esquemas para

estudos epidemioldgicos tem aperfeigoado na tuberculose uma aplicacdo para técnicas
moleculares. As quatro maiores técnicas diagnosticas de areas moleculares tém sido
aplicadas: rapida identificacdo das micobactérias cultivadas; subtipos de espécies pelo
método de DNA fingerprinting; rapida deteccdo de resisténcia antimicrobiana pela
seqiiéncia do DNA; andlise de polimorfismo de espécies (PCR-SSCP) ou ensaio de linhas
de prova (LIPA); deteccdo do Mycobacterium tuberculosis em materiais clinicos
complexos (GROSSET J; 1996).

Também a técnica de hibridizagdo do IS6110, que ¢ simples e reproduzivel tem sido
estandartizada nos laboratérios de biologia molecular (VAN EMBDEN JD, CAVE
MD;1993).

Em New York foi feito um estudo da utilidade clinica da PCR no diagndstico da
tuberculose. O exame foi positivo em 37 pacientes e negativo em 28. Quando
correlacionados com escarros, culturas, patologia e historia clinica a sensibilidade da PCR
para diagnostico de tuberculose ativa foi de 100%. Porém, a especificidade para diagnostico
de tuberculose ativa foi de 70%, o que se explicaria por pacientes anteriormente tratados ou
por infec¢do tuberculosa assintomadtica. Concluiu-se que a PCR para tuberculose ¢
extremamente sensivel mas perde em especificidade para o diagndstico de tuberculose
ativa. Seu papel na pratica clinica devera ser limitado a situagdes bem definidas, tais como
pacientes HIV positivos com adenopatias intratoracicas e podera ser mais util em excluir a
tuberculose do que considera-la em pacientes selecionados. Dado ao custo do exame e as
necessidades laboratoriais, este método ndo deve ser parte de avaliag@o inicial de rotina de

pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar (SCHLUGER NW, KINNEY D; 1994).
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4.8.11 Hemoculturas

A epidemia e o surgimento desta terrivel doenga devastadora revolucionou o
pensamento l6gico da Medicina sobre varios aspectos: infecgdes concomitantes no mesmo
hospedeiro, infec¢des ainda ndo presenciadas e tratadas pela comunidade médica, dificil
diagnoéstico das mesmas e falhas na terapia convencional.

Entretanto , um dos mais intrigantes e fascinantes achados foi a possibilidade de se
detectar no sangue, por métodos culturais as micobactérias, ou seja, estamos vivendo uma
era de micobacteremia, até entdo apanagio das bactérias!

Em um estudo realizado a bacteremia pelo Mycobacterium tuberculosis foi estudada
e descrita nesta populagdo. As conclusdes do trabalho mostraram que a micobacteremia
ocorreu em 83% de pacientes com doenga disseminada ¢ em 8 % quando a forma da
doenga nao era disseminada .

Estes achados demonstram a freqiiente ocorréncia  de micobacteremia em
hemoculturas, e adicionam este procedimento como auxiliar nos testes diagnosticos da
tuberculose. Tais achados ndo sdo apanagio da mesma, podendo ocorrer também muito
freqiientemente nas Micobacterioses Atipicas e denotando um cunho mais grave da
evolucdo destes pacientes ( SHAFER,R; GOLDBERG,R; 1989).

No sul da Africa, o mesmo se detectou com o achado de 22% de hemoculturas

positivas nos sidéticos, sendo que 10% das culturas foram positivas para o Mycobacterium

avium Complex (MAC). (GOTTBERG,A; SACKS,S; 2001)

36



Resultados Antigeno LAM

4.8.12 Pesquisa do Acido Tuberculoestearico (TBSA)

A pesquisa do TBSA em aspirados e lavados broncoalveolares tem se mostrado ttil
para o rapido diagnéstico da tuberculose pulmonar ativa em pacientes suspeitos. O TBSA
(acido [R]-10 methyloctadecandide) ¢ um componente estrutural da micobactéria e ndo esta
presente em tecidos humanos normais. A detec¢do do mesmo em espécimes clinicos como
escarro ¢ Liquido Cefalorraquidiano (LCR) pelo método da cromatrografia gasosa e
espectometria de massa selecionard o ion monitor que tem sido rapido, sensivel e especifico

para o diagnostico da tuberculose (FRENCH GL, CHAN CY; 1987).

4.8.13 Técnicas de Biologia molecular

Para esclarecer os usos apropriados e as suas limitacdes, o CDC e a ATS
apresentam normas determinadas para o seu uso adequado.

GEN- PROBE ( Ribotyping)

MTD - teste direto de amplificacdo da micobactéria, de San Diego, California,
emprega fragmentos do RNA ribossomal que s3o tipicamente presentes em multiplas
copias e sdo caracteristicos para o Complexo Mycobacterium tuberculosis. Ocorre
amplificagdo por transcri¢ao - mediacdo.

A original metodologia foi intitulada de ACCUPROBE e tem sido seguido por um
mais rapido sistema, o MTD. O método MTD tem sido aprovado somente para uso em
espécimes de escarro que sdo positivas ao exame direto e confirmam o Complexo

Mycobacterium tuberculosis.
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Se o teste for capaz de detectar o bacilo da tuberculose em amostras que sdo

negativas ao exame direto, uso judicioso e selecionado, em casos de alto risco, podem ser

considerados de utilidade clinica.

4.8.14 Testes Sorologicos

Historicamente o primeiro teste imunodiagnoéstico foi o teste tuberculinico
(GRANGE IM; 1984).

Um individuo desenvolve tuberculose apo6s a inalagdo de particulas contaminadas
pelo bacilo da tuberculose. O bacilo desenvolve uma lesdo primaria nos alvéolos e envolve
linfonodos locais. O crescimento do bacilo nos macréfagos alveolares ndo pode ser
inibido; porém, até que o hospedeiro desenvolva imunidade celular e humoral (CANETII
G.;1955 ).As micobactérias sdo ricas em antigenos que estimulam a produgdo dos
anticorpos e linfocinas ( CHAPARAS SD; 1981 ).Esta progressdo de eventos levou
Youmans a concluir que tuberculose ¢ realmente uma doenga do sistema reticuloendotelial.
( YOUMANS GP;1979)

Com sensiveis e especificos testes, podemos ser capazes de detectar uma
significante resposta ao antigenos do bacilo tuberculoso.

O desenvolvimento destes testes ¢, porém, problematico. Primeiro, a complexidade
das micobactérias leva a reatividade cruzada entre os antigenos que podem conter
combinagdo de carbohidratos, proteinas e lipideos. Portanto estes testes baseados em
reacdes soroldgicas necessitam ser precisos , sensiveis e especificos para os antigenos do

bacilo tuberculoso.
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Além disso , as respostas antigénicas podem variar dependendo do método usado

para liberar o antigeno, a forma na qual o antigeno ¢ apresentado, ¢ a via pelo qual o
mesmo ¢ liberado ( JANICKI BW, 1973).

Um teste precisa claramente diferenciar pessoas saudaveis daquelas com precoce
tuberculose, daquelas com tuberculose avangada, de outras micobacterioses e daquelas com
reacdes de hipersensibilidade a qualquer espécies de micobacterioses sem doenca ativa.

O teste tuberculinico tem sido util em definir estes grupos, mas testes mais
especificos sdo necessarios € que provém o resultado mais rapidamente. (THOMPSON
NJ;1979) .

Testes baseados em ELISA e de radioimunoensaio, t€ém sido estudados para a
aplicacdo do diagndstico da tuberculose com resultados pouco aceitaveis. Radin e
associados relataram que pacientes com tuberculose ativa tinham niveis mais altos de IgG
contra os antigenos mistos no derivado protéico purificado da tuberculina do que outras
imunoglobulinas; entdo, a detec¢do de IgG com atividade especifica contra os antigenos
mistos ¢ a base de muitos testes (RADIN RC; 1983). Zeiss e colegas usaram um método de
ELISA para testar amostras séricas de pacientes com tuberculose ativa e amostras de
pacientes saudéaveis para os anticorpos IgG através do PPD. Valores obtidos do soro de
pessoas com tuberculose foram claramente separados dos obtidos do soro de pessoas
saudaveis ou de pessoas com Teste de Mantoux negativo. O mesmo autor demonstrou que
o ELISA identificou 67% dos pacientes com cultura positiva (sensibilidade) e 79% dos com
cultura negativa (especificidade) (ZEISS CR; 1984). Em outro estudo o mesmo grupo
achou que o teste de ELISA poderia ndo facilmente diferenciar doencas causadas por
fungos ou Micobacterioses Atipicas da tuberculose (KALISH SB; 1983). O método parece

melhor quando o anticorpo IgG no LCR ¢ quantificado como um método diagndstico

39



Resultados Antigeno LAM

adicional na meningite tuberculosa, mas uma completa avaliagdo do uso desse

procedimento ndo tem sido reportada.

Chau concluiu que o valor diagnéstico do ELISA para a tuberculose ativa foi
limitado (CHAU PY; 1987).

Outros estudos sugerem, porém, que o ELISA pode ser suficientemente sensivel e
especifico para o diagndstico da tuberculose de antigenos purificados usados na deteccao
do anticorpo. Daniel estudou o antigeno 5 e outros antigenos micobacterianos usando o
método de ELISA. Embora o antigeno seja bem caracterizado, o mesmo ndo ¢
originalmente especifico (DANIEL TM;1978 , DANIEL TM; 1987).

Testes sorologicos que usam anticorpos monoclonais para a detec¢do do antigeno
apresentam outros problemas. Os testes que sdo designados para detectar anticorpos sao
positivos somente depois que mecanismos imunes tém sido estimulados e a resposta tenha
comecado. A resposta pode ser incompleta, quantitativamente insuficiente ou
qualitativamente com larga reagdo, o que nao ¢ especifico.

Shinnick e colab. identificaram um antigeno purificado denominado 65 kDa do
Mycobacterium leprae que também ¢ detectado por anticorpos monoclonais em outras
espécies de Mycobacterium sp. Esta mistura de antigenos comuns estimula o
desenvolvimento de um teste sorologico mais dificil devido ao fato de que diferentes
antigenos precisam ser selecionados (SHINNICK TM; 1988).

Este método de particular interesse e importancia, nas formas paucibaciliferas e
extrapulmonares da doenca, devido as suas particularidades diagndsticas.

Diferentemente de muitas outras doengas infecciosas nas quais o sorodiagndstico
tem se confirmado uma arma diagnéstica poderosa, a tuberculose tem apresentado
largamente, tentativas e esfor¢os em desenvolver uma metodologia que seja sensivel,

especifica e de uso clinico pratico.
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O maior problema e dilema se concentram na escolha do antigeno a ser testado .

Nao menos importante ¢ determinar a especificidade que distingue entre o estado de
infeccdo e o estado de doenga. A vacina pelo BCG intradérmico representa um outro
intrigante fator questionador.

Estes dados seriam particularmente verdadeiros em nagdes em desenvolvimento,
onde um simples teste sorologico seria de grande utilidade; em tais regides,
aproximadamente, 40% da populagdo apresenta infec¢do latente e em necessidade de
terapia empirica, com o objetivo de controle epidemiologico da doenga, diminui¢do da sua
morbidade e mortalidade. Nao se recomendam os testes de amplificacdo direta em
pacientes que apresentam alto risco para adoecimento por tuberculose e que tem escarro
positivo; tais pacientes deveriam iniciar terapia empirica o mais breve possivel.

Um numero substancial de estudos tem sido utilizado em pacientes vacinados com
M. Bovis, BCG, um membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis, com resultados
ainda indefinidos.

Outro significante problema representa a disting@o entre infeccdo atribuivel as outras
espécies de micobactérias, denominadas Micobactérias Atipicas (MOTT). Neste sentido , o
importante seria considerar a epidemiologia da regido, onde havera menor incidéncia de
tuberculose, principalmente nos paises desenvolvidos e maior prevaléncia de micobactérias
da espécie ndo tuberculosa, as denominadas MOTT.

Variados estudos e andlises do sorodiagnéstico da tuberculose indicam que ha uma
variedade de antigenos potencialmente envolvidos, que existem diferentes respostas imunes
associadas com diferentes formas de tuberculose, como doenga cavitaria, formas nao
cavitarias e extrapulmonares da doenga. Curvas de Beyesian influenciam a utilidade dos
testes entre as diferenciadas populagdes.

Antigenos variados tém sido utilizados nas pesquisas.
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4.8.14.1 Antigeno de 38 kilodaltons (38kDa)

Em alguns estudos foi positivo em 73% de formas extrapulmonares e em 70% de
casos pulmonares com exame direto negativo, apresentando uma especificidade de 98%
(ISEMAN M D; 2000).

Em outro estudo foi utilizado o Antigeno 38 kDa, juntamente com outros antigenos,
em pacientes portadores de tuberculose pulmonar. Nas formas pulmonares baciliferas, os
resultados mostraram uma sensibilidade de 80% e especificidade de 10%. Por outro lado,
constatou-se que a grande maioria dos testes soroldgicos, nos pacientes com exame direto
de escarro negativo, mostraram uma sensibilidade de apenas 15%.

A combinagdo do Ag 38 kDa com outros antigenos aumentou a sensibilidade para
64% ¢ a especificidade para 95%. Entretanto, a complexidade e os custos desta
metodologia sdo substancialmente menos atrativos e praticos para aplicagdo em larga

escala.

4.8.14.2 Antigeno 5

Virios estudos tém objetivado examinar o papel do Antigeno 5 no diagndstico
imunolégico da tuberculose.

A maioria das investigacdes tem demonstrado uma sensibilidade marginal da
técnica.

Em 1985 , um estudo utilizando o método de ELISA, em uma populacdio com

prevaléncia da doenga em torno de 15%, um cenario altamente favoravel para o emprego
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do teste, mostrou resultados cuja sensibilidade variou de 45,8% a 63,4% e uma

especificidade em torno de 98,3% a 91,5%, dependendo do titulo cut-off de 1:80 a 1:40.
Em um estudo realizado na Bolivia, a sensibilidade alcangada foi de 69% para
pacientes com tuberculose pulmonar ativa e a especificidade foi de 88% (STEELE B,
DANIEL TM; 1991).
Uma analise posterior deste estudo foi conduzida, considerando-se cinco possiveis

opgoes diagnosticas :

1) Apenas o exame direto de escarro positivo;

2) Baciloscopia positiva e Rx compativel,

3) Baciloscopia seguida de exame radiologico se exame direto negativo
4) Baciloscopia negativa e teste de ELISA;

5) Somente o teste de ELISA.

As situagdes 2 e 3 apresentaram a maior probabilidade de diagndstico correto, 95%,
e o teste de ELISA isolado foi de 81%.

A conclusdo obtida deste estudo foi que o método de ELISA ndo adicionou
acréscimo ao diagnostico, quando havia a possibilidade da realizagdo de exame de escarro.

Na Argentina, realizou-se um estudo em 21 criangas, na faixa etaria de 1 a 14 anos
de idade, com tuberculose confirmada bacteriologicamente, comparando com 19 individuos
controles, todos com BCG intradérmico. Os autores calcularam nesta populacdo, uma
média de prevaléncia da doenca de 52,5%. O método mostrou sensibilidade de 85,7%,
especificidade de 100%, uma acuracia de 92,5%, um valor preditivo positivo de 100% e um
valor preditivo negativo de 86,4%. Os autores examinaram cuidadosamente o poder do
Antigeno 5 quando os resultados foram negativos, excluindo entdo a presenca de

tuberculose.
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4.8.14.3 Antigeno 60

O principal termoestavel componente da tuberculina PPD ¢ referido como Antigeno
60. Tal antigeno foi observado em bactérias do género Nocardia e Corinebacterium, como
uma espécie micobacteriana.

Foi primeiramente empregado na Europa , avaliando niveis de IgM e IgG contra o
antigeno 60.

Em 83 pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar com baciloscopia negativa, a
sensibilidade, especificidade e o valor preditivo positivo para o IgM foram de 76%, 98% e
de 95%, respectivamente, e para o IgG foram de 48%, 71% e 50% , respectivamente.

Analisando a combina¢do do IgG e do IgM, a sensibilidade foi de 68%, a
especificidade de 100% e valor preditivo positivo de 100%. Neste estudo confirmou-se a
tuberculose por exames de escarro. Os controles ndo foram bem caracterizados. A
conclusdo dos autores mostrou que os niveis de IgM, que refletiam mais recente
experiéncia imunoldgica, foram mais uteis do que os niveis de IgG, anticorpos que mais
provavelmente, representam infec¢do antiga.

Na China, em um estudo subsequente, utilizando o Antigeno 60, entre 560 pacientes
com formas de tuberculose pulmonar e extrapulmonar foi comparado com 734 controles
ndo infectados

Os resultados mostraram o seguinte:

1)Tuberculose Primaria Ativa: IgM 80% e 1gG 36%

2)Tuberculose Ativa Pés-primaria: IgM 31% e I1gG 88,5%

3)Tuberculose Inativa: IgM 0% e IgG 41%

4)Tuberculose Ativa Extrapulmonar: IgM 30% a 61%, IgG de 69% a 86%.
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Entre 529 individuos saudaveis , a maioria com historia de vacinacdo pelo BCG e

287 dos quais foram reatores, observou-se menos do que 1% de resultados falsos positivos.
Nos casos de meningoencefalite tuberculosa, maiores concentracdes de anti- A60 IgG
foram encontradas no LCR, em relagdo ao soro, sugerindo a potencial utilidade deste
método para o diagnostico da meningoencefalite tuberculosa. Nenhum dos pacientes desta
série era portador do virus HIV.

Um estudo em Taiwan, com o Antigeno 60 mostrou resultados de sensibilidade de
80,8% e especificidade de 88,4% , com valores preditivos negativos e positivos de 93% e
71%.

O performance do Antigeno 60 foi melhor quando comparado com o do AG 38-Kd e
Kp 90, quando foram testados simultaneamente.

Combinando os antigenos testados, ndo houve vantagens significativamente
diferentes entre os mesmos, quanto a sensibilidade e especificidade. Os autores concordam,
em geral, que 80% de sensibilidade e especificidade foi a melhor performance do antigeno,

fazendo-o um pobre teste confirmatério da doenga.

4.8.14.4 Antigeno 88 Kilodaltons

Recentemente foi identificado um novo grupo de antigenos que se acredita
apresentarem potencial para o sorodiagnostico da tuberculose.

Ap0s andlise, os autores acharam que proteinas secretadas contendo os antigenos
contra respostas humorais foram mais comumente previsiveis durante a infec¢do pelo
Mycobacterium tuberculosis.

Particularmente, eles identificaram o antigeno 88KD que elicitou uma forte resposta

de anticorpos em uma alta proporc¢ao de pacientes com tuberculose pulmonar.
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Em individuos HIV infectados estes anticorpos foram presentes no soro de 74% dos

casos, de 1,5 a 6 anos antes das manifestacdes clinicas da tuberculose; curiosamente,
porém, os anticorpos estavam presentes em apenas 66% dos pacientes no tempo em que a
tuberculose foi diagnosticada.

Isto sugere que a capacidade para produzir anticorpos esteja diminuida no tempo da
tuberculose ativa, diminuindo a utilidade do sorodiagnostico. Estes resultados apontaram
para screening de populacdo HIV infectados com Antigeno 88-KD, com resultados
positivos, para serem precoces candidatos a quimioprofilaxia com Hidrazida. Nao foram
analisados dados de comparagdo com Reag¢ao de Mantoux.

Porém, em um estudo similar na Italia, anticorpos séricos para 2 antigenos,
chamados anti-PPD e anti-diacyl-tretalon estavam presentes um ano antes do diagnéstico
da tuberculose em 11 de 16 (69%) dos HIV infectados e destes somente 41 de 16 (25%)

eram reatores ao PPD.

4.8.14.5 Analise de Multi-antigenos

Em 1993, um grupo da Alemanha, realizou um estudo soroldgico para o diagnostico
da tuberculose pulmonar. Noventa e um casos de tuberculose foram comparados com 17
pacientes com tuberculose em tratamento e com 220 controles. O grupo controle incluiu
individuos de areas endémicas de tuberculose, pacientes com Sarcoidose e Doenca de
Crohn e 100 individuos saudaveis. Os autores empregaram seis diferentes antigenos
purificados com pesos moleculares de 10.000; 16.000;24.000;30.000; 38.000 e 70.000 kDa
para os quais o teste de Elisa foi realizado. O anticorpo monoclonal TB 72 foi também

testado, comparando-o com o método de Elisa.

46



Resultados Antigeno LAM

Enquanto a especificidade dos resultados positivos para os antigenos individuais foi

alta, variantes de 95% a 98%, os achados de sensibilidade foram baixos (29% a 51%)).

Os melhores resultados foram obtidos quando se testou a combinagdo dos testes
utilizando antigeno 16.000 kDa e anticorpo monoclonal TB 72, mostrando uma
sensibilidade de 65% e especificidade de 96%. O valor preditivo positivo variou em relagdo
a prevaléncia da doenga na populagdo estudada. Se usada num grupo de pacientes com
prevaléncia de 30% de tuberculose, os valores preditivos positivos para os varios antigenos
foram de 81% a 91%, mas se usados em um grupo de baixa prevaléncia, por exemplo 1%, o
valor preditivo positivo ndo mostrou utilidade. Neste estudo ndo havia micobactérias nao-
tuberculosas, e, no grupo controle e entre os HIV infectados e tuberculose ativa, os

resultados dos testes sorologicos foram substancialmente reduzidos.

4.8.14.6 ANTIGENO LIPOARABINOMANNAN (LAM)

O antigeno LIPOARABINOMANNAN -LAM- representa um importante
constituinte da parede celular micobacteriana, possivelmente relacionado a viruléncia do
bacilo tendo sido estudado primeiramente no México.

Em resultados iniciais, anticorpos IgG contra LAM foram medidos em 66 pacientes
com tuberculose pulmonar, linfatica e pleural , comparando com grupo controle de
saudaveis, grupo de pacientes com Histoplasmose ¢ com um grupo de pacientes com
doengas pulmonares ndo infecciosas micobacterianas. Na analise dos autores, o teste do
Antigeno LAM mostrou uma sensibilidade de 73% e uma especificidade de 92%,
resultados considerados satisfatorios e entusiasmantes em um primeiro momento.

Curiosamente, a mais baixa sensibilidade foi observada em pacientes com tuberculose
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pleural ( 43%), possivelmente indicando infec¢do adquirida recentemente , com baixos

titulos. Em alguns estudos seguintes, o antigeno LAM foi estudado em pacientes com
tuberculose ativa, bacilifera, com resultados variados de sensibilidade e especificidade.

O método mostrou sensibilidade de 88%, em média, em tuberculose bacilifera, 67%
em tuberculose nao-bacilifera, por exame direto ou cultural. Em pacientes com tuberculose
e AIDS, a sensibilidade foi mais baixa, em torno de 57%. No grupo controle e em
pacientes portadores de outras doencas pulmonares a especificidade do teste foi de 100%.
Os autores especulam que o LAM que foi testado neste estudo, representou a maioria
complexos antigeno-anticorpo circulantes. Na primeira pesquisa o0s autores mediram
apenas o anticorpo.

Apesar dos baixos niveis de LAM encontrados nos pacientes portadores de AIDS e
tuberculose, eles concluiram que o LAM que ¢é liberado como produto do bacilo do
tubérculo ¢ degradado pelos macréfagos e, devido, as defesas diminuidas do hospedeiro,

haveria menor quantidade deste antigeno carbohidratado liberado na circulagao.
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5. Objetivos

5.1 Gerais

Determinar o valor de um método humoral para o diagnodstico da tuberculose,

através de um teste de reacdo antigeno-anticorpo IgG.

5.2 Hipoétese de Trabalho

O desafio antigénico representado pela parede celular da micobactéria poderia

desencadear uma reagdo antigeno-anticorpo que expressaria atividade da infeccdo

tuberculosa, e se constituiria em recurso diagnostico adicional da tuberculose doenga.
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6. Material e Métodos

6.1 Delineamento do estudo

O presente estudo tem o proposito de avaliar um método soroldgico na Tuberculose,
explorando o papel e a importincia da imunidade humoral, através um estudo de

delineamento de teste diagndstico.

6.2 Populacio de Estudo

A série estudada compreendeu 173 pacientes portadores de tuberculose pulmonar e
extrapulmonar. Da série analisada, a tuberculose foi confirmada em 160 casos. A doenga
ndo foi confirmada por método bacterioldgico ou anatomopatoldgico em 13 casos, mas 0s
mesmos foram incluidos na série e considerados como portadores de tuberculose através de
critérios clinicos, radiologicos e de seguimento apoOs tratamento especifico. Formas
pulmonares exclusivas compreenderam 88 casos, sendo que destes, 81 apresentaram
baciloscopia direta do escarro positiva com os seguintes resultados: 42 com BAAR +, 17
com BAAR++ e 26 com BAAR +++.0 exame cultural nestas amostras foi positivo em 25
casos. Em 7 casos, o exame baciloscopico foi negativo, sendo a cultura positiva em 3
casos. Formas extrapulmonares compreenderam 71 casos e formas combinadas de
tuberculose pulmonar mais extrapulmonar ocorreram em 14 casos.

O grupo controle compreendeu 77 individuos, todos submetidos ao teste MycoDot,

com a seguinte distribui¢do: 41 individuos higidos; 16 eram portadores de lesdes residuais
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de tuberculose; 6 individuos sadios sem BCG ID; 6 individuos sadios com BCG ID e 8

pacientes com outras comorbidades, exceto tuberculose.

6.3 Tempo de Duracio do Estudo

Este estudo foi realizado de janeiro de 1995 a dezembro de 1997

6.4 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com
pacientes internados em enfermarias e provenientes do ambulatério de Tuberculose. A
minoria dos casos foi recrutados do Posto de Satide Modelo e um pequeno nimero de
pacientes foram oriundos do Complexo Hospitalar Santa Casa e do Hospital Sanatério
Partenon. O grupo controle constituiu-se de pacientes hospitalizados no HCPA e além dos

53 individuos sadios, sendo a maioria representada por académicos do curso de Medicina

da UFRGS.

6.5 Realizacao do Teste

O teste MycoDot foi realizado em toda série estudada, coletando-se amostras séricas
dos pacientes e procedendo-se, apds a coleta, a realizacdo do teste pela propria autora. A
interpretacdo foi feita pela mesma e por mais trés académicos de medicina. Nenhum dos
quatro examinadores obteve informacdes prévias dos pacientes ou das amostras séricas

durante o periodo de interpretagdo do teste. O teste utilizado foi o MycoDot cujo antigeno
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foi o LIPOARABINOMANNAN ( LAM ), considerado como altamente purificado, que faz

parte da membrana celular do bacilo, adquirido de Cambridge, MA, USA.

6.6 Descricao do Teste

O mesmo utiliza o antigeno LAM que se apresenta ligado aos pentes que
acompanham o KIT. Quando os pentes sdo incubados e diluidos no sangue ou soro,
especificos anticorpos anti-LAM do soro do paciente, se presentes, se ligardo ao antigeno.
Os pentes sdo entdo lavados para remogao dos anticorpos ndo especificos e incubados em
uma suspensdo de particulas coloridas que se ligardo aos anticorpos anti-LAM. Se
suficiente quantidade de anticorpos especificos estdo presentes na amostra de soro
examinada, uma mancha colorida de tonalidade vermelha se formard quando o antigeno
ligado ao pente estiver presente.

A sensibilidade do teste ¢ calibrada sendo que somente casos de doenca
micobacteriana ativa , como a tuberculose gerardo uma mancha colorida , que € tdo ou mais
forte que do que a mancha mais fracamente colorida apresentada no pente de referéncia,
comprovando a natureza positiva do teste, como um guia para a interpretagdo dos
resultados do mesmo, realizados através da leitura direta do examinador,

macroscopicamente.

6.7 Procedimento do Teste

O teste se constitui nos seguintes passos:
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1. Colocar 5 gotas da amostra diluente, em 8 colunas alternadas na placa especifica

para cada amostra a ser testada, e também para o soro controle positivo e negativo.
Amostras de controles negativos e positivos foram rigorosamente testadas prévio a

realizag¢do de cada teste a ser examinado.

2. Adicionar 4 gotas da amostra reagente as colunas adjacentes na placa de cada

amostra sérica a ser testada.

3. Adicionar 10 microlitros de soro ou plasma a cada amostra do diluente. Deve-se
entdo misturar o conteudo através de uma pipeta de laboratorio. Este procedimento deve ser

feito varias vezes, com movimentos circulares.

4. Remover o pente acondicionado em involucro fechado e mergulhé-lo no espago

até acima dos dentes, com o nimero apropriado para cada amostra sérica a ser testada.

5. Aguardar 6 minutos, segurando o pente verticalmente, com os respectivos dentes
apontados para baixo, colocar o pente, na primeira coluna das amostras diluidas e esperar o
tempo adequado. Cuidadosamente remover o pente com movimentos anteriores e

posteriores por 8 a 10 vezes.

6. Passados 6 minutos, remover o pente e colocar os respectivos dentes,
cuidadosamente, em um papel absorvente, a fim de remover o excesso de liquido. Colocar
somente as pontas dos respectivos dentes para evitar contaminagao. Colocar os dentes do

pente em tampao diluido, fazendo movimentos anteriores e posteriores com o pente através
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da solugdo tampao por 10 vezes. Novamente, colocar os dentes no papel absorvente e

novamente remover o excesso de liquido.

7. Aguardar 10 minutos, colocar os dentes do pente na solugdo reagente e esperar

10 minutos. Neste periodo, gentilmente, mover o pente 8 a 10 vezes.

8. Ao término dos 10 minutos, remover o pente e repetir os passos do item 6. A

solugdo de tampao diluida necessita ser trocada depois de dois pentes utilizados.

9. Retirar o excesso de liquido e colocar o pente ao ar seco. Para determinar o
resultado de cada amostra, colocar o pente em uma superficie solida e seca e fazer a leitura
de maneira perpendicular ao pente. Evitar luz fosforescente para eliminar dados
contraditdrios da leitura final. Comparar as intensidades das reagdes do teste, tendo como
referéncia o pente padrdo que acompanha o kit. Evitar muita iluminagdo no pente ou
observa-lo em um angulo que poderd tornar a interpretacdo da leitura dificil. Colocar o

pente contra uma superficie clara e branca para tornar mais facil a interpretacdo da leitura.

10. Interpretar os resultados como positivos(+) ou negativos(-)

11. Quando o pente estiver seco, 0 mesmo deve ser coberto com um adesivo

transparente, servindo para a sua conservagao permanente.
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Figura 4 Leitura do Teste MycoDot
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6.8 Interpretacio dos Resultados:

Para se realizar a interpretagdo da reacdo gerada pelo teste MycoDot, deve-se
sempre utilizar o pente de referéncia que acompanha o kit do teste. O achado de uma
mancha tdo intensa, ou mais intensa do que a mais fracamente colorida mancha do pente
kit, padrao, deve ser considerada uma reacdo positiva. O achado de uma mancha com
coloragdo mais fraca que a mais fraca do teste pente padrdo ou o achado de nenhuma
coloragdo, indicard o teste como negativo. Para reacdes consideradas borderline,
recomenda-se que apés 2 a4 semanas uma nova amostra sérica seja retestada.

O teste MycoDot foi realizado de acordo com as normas padrdo, tendo sido
realizadas pela propria autora e lidas por trés pessoas que desconheciam os respectivos
pacientes e amostras. A propria autora teve comportamento cego na leitura dos resultados.

Cada amostra de kits permitiu a realizagao de 36 testes.

6.10 Leitura do Teste MycoDot

A figura abaixo demonstra a intepretacdo e leitura do Teste MycoDot, sendo as

coloragdes de intensidade maior ou menor interpretadas como positivas e as sem coloragao

como negativas.
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++  +++

Figura 6.3 Interpretacdo do Teste MycoDot
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6.11 Padrao-Ouro

Foi considerado como padriao-ouro o diagndstico de tuberculose. Nos casos onde
pode ser realizada a cultura obtendo-se os resultados culturais através do método de
Loweinstein-Jensen, a mesma foi considerada como caso confirmado. Na época da
pesquisa ndo era disponivel em nosso meio hospitalar a técnica do método BACTEC.

Da série total de 173 casos foram realizadas 145 culturas.

Nos casos onde nio se conseguiu detectar o BAAR, a clinica, os exames

radiologicos e a evolugdo apds tratamento permitiram inclui-los na casuistica.

6.12 Acompanhamento dos Pacientes com Exames Diretos e Culturais

Negativos:

Os casos ditos como provaveis casos de tuberculose foram acompanhados por 60

dias e observou-se dados clinicos e radioldgicos, podendo considera-los também como

casos indices da pesquisa em estudo e inclui-los na amostra.

6.13 Banco de Dados

O Banco de Dados foi elaborado através do programa Epinfo SPSS e através do qual

foram geradas tabelas de freqiiéncia e crosstables com as varidveis analisadas.
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6.14 Analise Estatistica

Foi realizada pela apresentacdo dos dados obtidos em valores absolutos e

percentuais- analise descritiva.

Foram realizados os calculos dos valores de sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo e valor preditivo negativo com os respectivos intervalos de confianca que

foram de 95%.

6.15 Protocolo da Pesquisa

O protocolo em anexo foi aplicado a todos os pacientes da série estudada.
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DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA TUBERCULOSE

1. Nome do Paciente:

2. Registro no HCPA:

3. N° de inscri¢do na SSMA: -

4. Enderego Completo

5. Telefone (contatos):

6. Idade:

7. Sexo: M () F()
8. Cor:B() P() M()
9. Forma de Tuberculose: (a) Pulmonar: ( ) bacilifera () ndo-bacilifera

(b) Extrapulmonar Especificar:

(c)Ambas Especificar:

10. Método Diagnostico: (a ) BAAR —Exame direto no escarro () + () ++H( )+++
(b)) Cultural positivo escarro e outros materiais

Especificar:

(¢ ) Fibrobroncoscopia: Exame Direto ( )
Exame Cultural ()
Bidpsia Transbronquica (BTB) ()

(d) Outros AP de bidpsia: Especificar:

(e)Outro método: Especificar:

11. Exame Radiologico do Térax

Descrigao:
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12. Reagdo de Mantoux:

() Reator Forte
() Reator Fraco
() Nao-reator

( ) Nao realizado

13. BCG ()SIM ( )NAO ( ) SEM INFORMACAO

14. DOENCAS ASSOCIADAS:
( ) SIDA

() Diabete Mellitus

( ) Neoplasia

() Outras Especificar:

15. TUBERCULOSE CONFIRMADA ()SIM  ( )NAO

Método:

16. TUBERCULOSE PROVAVEL Especificar:

17. RESULTADO DO MYCODOT: ( ) POSITIVO

( ) NEGATIVO

18. MOMENTO DA REALIZACAO DO TESTE:
( ) No diagnéstico
() Apos 15 dias de tratamento

() Ap6s 30 dias de tratamento
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6.16 Casuistica

A populagdo estudada compreendeu uma série de 173 pacientes, portadores de
tuberculose pulmonar, tuberculose extrapulmonar isolada e ambas as formas pulmonar e
extrapulmonar concomitantemente.

Foram estudados 173 pacientes com a seguinte distribui¢do quanto ao sexo: 115 do
sexo masculino, o que representou 66,5% da série e 58 do sexo feminino o que representou

33,5%.

Tabela 6.1 Distribuicdo da casuistica em relacdo ao sexo

Sexo Fregqiiéncia (%)
Masculino 115 66,5
Feminino 58 33,5
Total 173 100

Quanto as caracteristicas €tnicas, 131 individuos eram da raca branca, 18 mistos ¢

24 negros, com as respectivas porcentagens de 75,7%, 10,4% e 13,9%.

Tabela 6.2 Distribuicdo da casuistica em relacdo a raca

Raca Fregqiiéncia (%)
Branca 131 75,7
Preta 24 13,9
Mista 18 10,4
Total 173 100
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O estudo foi prospectivo, com coleta de dados completos de cada paciente. A
casuistica preencheu rigorosamente os critérios de tuberculose doenca, definidos pelos
autores. Estes compreenderam exames baciloscopicos -BAAR direto — positivos +, ++,
+++; exames culturais pelo método tradicional de LJ — Lowenstein- Joenhsen , biopsias de
sitios extrapulmonares compativeis com exame anatomo-patologico, demonstrando
doenca granulomatosa e/ou com a realizagdo da pesquisa de BAAR na pega. Da série
analisada foram realizadas 145 exames culturais.

Em 28 casos o diagnostico foi sugerido por criteriosa avaliagdo clinica, radiologica ,
com seguimento clinico- radiolégico apds inicio de tratamento, em um periodo aproximado
de 60 dias, sendo considerados também como casos indices.

Todos os pacientes foram submetidos a um protocolo de investigagdo, devidamente
elaborado. Apos a coleta dos dados necessarios e preenchendo os critérios de inclusdo para
o estudo, foi colhida 3 ml de amostra sanguinea, devidamente acondicionada para a
realizacdo do teste MycoDot no tempo devido. A coleta do material sangiiineo foi
realizada apds consentimento formal do paciente, no momento do diagnostico da doenga.
Todos os pacientes eram virgens de tratamento, portanto, sem historia prévia do mesmo.

Quanto a distribuicdo das formas da doenga, a freqliencia foi a seguinte:

Formas pulmonares com pesquisa de BAAR positiva em 81 casos, o que representou 46,8%
do total; formas pulmonares com baciloscopia do escarro negativa em 7 casos (4%);
formas extrapulmonares da doenca em 71 casos ( 41%) e em 14 casos as formas foram
combinadas, o que representou 8,1% da série total. A figura abaixo mostra a distribuicao
dos pacientes de acordo com as formas da doenga. Em 89 casos o exame foi positivo para

BAAR, em varios espécimes examinados, o que representou 51,4% do total dos casos.
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Pulm+Extrap

Pulmonar
51%

Extrapulm

41%

Figura 1: Tuberculose: Formas da doenga na casuistica

6.16.1 Formas Pulmonares

N° Casos
100

80-

[ Baciliferos

60-

B Nao-Baciliferos

40+

Figura 6.5 Casuistica: Baciliferos e Nao baciliferos
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Entre as formas pulmonares exclusivas, 81 casos foram positivos a pesquisa do

BAAR, representando 46,8% da série. Em 7 casos a pesquisa do BAAR foi negativa, o que
representou 4,0%.  Entre os baciliferos, a distribui¢ao foi a seguinte: o achado de +++ foi
encontrado em 22 casos, o que representou 27,2% da série; ++ foi encontrado em 17 casos,

21% da série e + ocorreu em 42 casos, representando 51,8% da série.

N° Casos
45-

40-
35
30+
25
20
151
10+

5-

OBAAR+

B BAAR+++

OBAAR++

Figura 6.6 Distribui¢do dos Baciliferos em relagdo a baciloscopia

6.16.2 Formas Pulmonares com Pesquisa Direta de BAAR Negativa

Da série analisada, apenas 7 pacientes apresentaram baciloscopia direta negativa

N° Casos
100+

B BAAR Positivos

O BAAR Negativos
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Figura 6.7 Distribuicdo da série em relacdo a baciloscopia
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(4% da série total).

6.16.3 Formas Extrapulmonares

Compreenderam 71 casos com as seguintes apresentacdes: forma miliar em 16
casos ( 22,5%); ganglionar em 7 casos (9,8%); pleural em 14 casos (19,7%); intestinal em 4
casos (5,6%); SNC em 6 casos (3,4%); pericardica em 1 caso (1,4%); 6ssea em 3 casos
(4,2%); sistema genito-urinario em 4 casos ( 3,6%); miliar e ganglionar em 2 casos (2,8%);
pleural mais pericardica em 1 caso (1,4%); peritoneal em 5 casos (7%); pleural mais
intestinal em 1 caso (1,4%); ganglionar mais intestinal em 1 caso (1,4%); peritoneal mais
pericardica em 1 caso (1,4%); pleural mais SNC em 1 caso ( 1,4% ); peritoneal mais
esplénica em 1 caso (1,4%); ganglionar mais SNC em 1 caso (1,4%); renal mais intestinal

em 1 caso ( 1,4%); miliar mais hepatica em 1 caso (1,4%).

16- N° O Miliar
OPleural
B Ganglionar
141 B SNC
B Peritoneal
124 M Intestinal
B Genitourinaria
10- OOssea
O Miliar+Ganglionar
8 B Miliar+SNC

O Pericardica
OPleural+Pericardica

6 @ Pleural+Intestinal

O Ganglionar+Intestinal
O Peritoneal+Pericardica

7 OPleural+SNC

O Peritoneal+Esplénica
2+ B Ganglionar+SNC

O Renal+Intestinal
0= OMiliar+Hepatica

Figura 6.8: Casuistica: Formas Extrapulmonares
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6.16.4 Formas Pulmonares mais Extrapulmonares:

Compreenderam 14 casos (8,1%) da série total. A apresentacdo se constitui em:
forma pulmonar mais miliar em 3 casos (21,4% ); pulmonar mais ganglionar em 2 casos
(14,2%); pulmonar mais pleural em 2 casos (14,2%); pulmonar mais intestinal em 1 caso
(7,1%); pulmonar mais SNC em 1 caso (7,1%); pulmonar mais 6ssea em 1 caso (7,1%);
pulmonar, miliar e SNC em 2 casos (14,2%); pulmonar mais intestinal em 1 caso (7,1%) e

pulmonar mais ocular em 1 caso (7,1%).

3_
4
@ O Pulm+Miliar
o 3
Zz ki
g B Pulm+Pleural
2- .
B Pulm+Ganglionar
B Pulm+intestinal
O Pulm+Miliar+SNC
1_
B Pulm+SNC
O Pulm+Ocular
67
0

Figura 6.9 Formas Pulmonares mais Extrapulmonares
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6.16.5 Achados Radiolégicos:

O exame radioldgico de térax foi realizado em 170 pacientes da série. Os achados
radiologicos encontrados foram os descritos abaixo e visualizados na figura a seguir.
Lesdes escavadas ocorreram em 52 casos (30,1%); em 24 casos havia achados de
consolidacdo (13,9%); 21 casos ndo demonstraram anormalidades radioldgicas, sendo o
exame considerado como normal (12,1%); em 19 casos o exame mostrava derrame pleural
( 11,0%); achados compativeis com pulmao miliar foi encontrado em 19 casos ( 11,0%);
em 11 casos foram descritas opacidades apicais ( 6,4%); fibroatelectasia encontrou-se em 4
casos ( 2,3%); achado de lesdo em massa ocorreu em apenas 1 caso ( 0,6%); consolidagdo e
derrame pleural em 1 caso ( 0.6%); padrao miliar e cavidade em 3 casos ( 1,7%); padrao
miliar e linfonodomegalias em 2 casos ( 1,2%); cavidade e consolidagdo em 2 casos(1,2%);
achados de DPOC em 1 caso (0,6%); cardiomegalia em 2 casos ( 1,2%); derrame pleural e
derrame pericardico em 1 caso (0,6%); infiltrado reticulo-nodular em 1 caso (0,6%) e

espessamento pleural em 1 caso (0,6%) .
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N° de Casos @ Cavidade
6 -

B Consolidagao
ONormal
ODerrame pleural
50+ | Miliar
O Opacidades Apicais
OLinfonomegalias
40+ OFibroatelectasia
O Cavidade+Miliar
O Cardiomegalia
30+ O Miliar+Linfonomegalia
O Cavidade+Consolidagao
OMassa

20 B Consolidagao+D. pleural
ObPOC

ODerrame pleural+ pericardico
10+ Olnfiltrado reticulo-nodular
O Espessamento pleural

ONao realizado

Figura 6.10 Apresentacdo Radiolégica dos Casos

6.12.6 Materiais Biologicos Examinados :

O exame do escarro foi realizado em 90 casos ( 52,0 %); exames diretos e culturais
do lavado broncoalveolar ( LBA ) em 5 casos (2,9%); liquido pleural em 8 casos ( 4,6%);
biopsia de pulmao em 2 casos ( 1,2%); bidpsia de linfonodo em 16 casos ( 9,2%); exame do
LCR em 8 casos ( 4,6%); biopsia pleural em 7 casos ( 4,0%); biopsia e culturais de medula
Ossea em 3 casos ( 1,7%); biopsia hepatica em 4 casos ( 2,3%); exame do liquido
pericardico em 1 caso ( 0,6%); exame de fezes em 1 caso (0,6%); exame do escarro mais
liquido pleural em 1 caso (0,6%); exame do liquido peritoneal em 2 casos ( 1,2%);

biopsia de peritoneo em 3 casos ( 1,7%); bidpsia 6ssea em 3 casos ( 1,7%); cultural da urina
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em 3 casos ( 1,7%); fezes mais escarro em 1 caso (0,6%), escarro mais linfonodo em 1 caso

(0,6%); biopsia renal em 1 caso (0,6%); biopsia de endométrio em 1 caso (0,6%), cultural
do lavado gastrico em 2 casos (1,2%); liquido pericardico e liquido pleural em 1 caso
(0,6%); bidpsia de peritoneo e liquido pericardico em 1 caso (0,6%); bidpsia de peritoneo
mais puncao aspirativa de bago em 1 caso (0,6%); bidpsia de ceco em 1 caso (0,6%);
lavado gastrico e bidpsia hepatica em 1 caso (0,6%); exame de escarro ¢ de LCR em 2
casos (0,6%); exame de escarro mais exame cultural ¢ PCR em 1 caso (0,6%).

Na proxima pagina, apresenta-se a figura dos espécimes avaliados no estudo.

N° de Casos B Escarro
90- O Bioépsia Linfonodo
80- OLCR
O Biopsia de Pleura
70- DLBA
60- OFigado
O Medula Ossea
501 OBiopsia de Peritonio
40 Bl Osso
30- ounna
OLiquido Peritoneal
201 OLavado Gastrico
10- OEscarro+LCR
OBiépsia Pulm
0- B Outros

Figura 6.11 Espécimes avaliados
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6.16.7 Comorbidades Associadas :

Do total da série analisada, 55 pacientes eram HIV reagentes, o que representou
(31,2%); em 1 deles foi feito o diagnodstico concomitante de Talcose Pulmonar; 11 tinham
Diabetes Melittus (DM) ( 6,4%); em 5 casos havia neoplasia ( 2,9%); em 10 casos
alcoolismo (5,8%); cardiopatia em 4 casos (2,3%); nefropatia em 3 casos (1,7%);
alcoolismo ¢ DM em 2 casos (1,2%); DPOC em 8 casos ( 4,6%); Artrite Reumatdide em 1
caso ( 0,6%); Hipertensao Arterial Sist€émica em 2 casos (1,2%); Doenca de Addison em 1
caso (0.6%); tabagismo em 2 casos ( 1,2%); Esquizofrenia em 1 caso (0,6%); Lupus
Eritematoso Sistémico em 1 caso (0,6 %); Leucemia Mielocitica Cronica em 1 caso (0,6
%); Deméncia em 1 caso (0,6%); Asma em 2 casos (1,2%).

De toda a série estudada, 63 pacientes doentes de tuberculose ndo
apresentavam comorbidades associadas ( 36,4%) e 110 pacientes apresentavam doengas

associadas (63,6%).
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N° de casos

110,
0. o SiM
70- ENAO
50-
30-
10 -

Figura 6.12 Comorbidades Associadas

6.12.8 HIV positivos

Na casuistica total, 118 pacientes eram HIV negativos, o que representou 68,2% e

55 pacientes eram HIV positivos (31,8%).
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N° casos

120

100+ mHIV -
80' D ] 0

COHIV +
60-

40-

20

1
Figura 6.13 Pacientes HIV Soropositivos e Soronegativos

6.16.9 Outras Comorbidades:

Da casuistica estudada, 11 pacientes apresentavam DM o que representou 6,4%; 10
pacientes apresentavam alcoolismo (5,8%); 8 eram portadores de DPOC (4,6%); 5
apresentavam neoplasia concomitante (2,9%); 4 casos de cardiopatia (2,3%); 3 casos de
nefropatia (1,7%); 2 casos de DM mais alcoolismo (1,2%); Hipertensdao Arterial Sistémica
em 2 casos (1,2%); tabagismo em 2 casos (1,2%); Asma em 2 casos (1,2%). A As demais
comorbidades foram Artrite Reumatdide, Doenca de Addison, Esquizofrenia, Lupus
Eritematoso  Sistémico. Leucemia Mielocitica Cronica, Demeéncia, encontradas

isoladamente em 1 caso (0,6%).
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N° Casos
12- 6,4% M Diabete
[ Alcoolismo
10- B DPOC
. 4,2% [JNeoplasia
[ Cardiopatia
64 7 O Nefropatia
[E DM+Alcoolismo
4 COHAS
[J Tabagismo
21 2 0 Asma
0. [0 Outros

Figura 6.14 Outras Comorbidades Associadas

6.16.10 Resultados dos Exames Culturais-LJ:

O exame cultural pelo método LJ foi realizado em 145 pacientes. Em 72 casos a
cultura foi positiva para Mycobacterium sp. ( 41,6%). Em 10 casos a cultura mostrou-se

negativa ( 5,8%). Devido a dificuldades técnicas o exame cultural ndo foi realizado em 63
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casos ( 36,4%). Em 28 casos os exames culturais ndo puderam ser concluidos por

problemas técnicos laboratoriais (16,2%).

N° Casos

80-
70-

60 . B Positiva
50- O Negativa
ONao feita

40-
30-
20-
10+

O_

B Material Insatisfatorio

Figura 6.15 Resultados dos Exames Culturais na Casuistica

6.17 Grupo Controle

O grupo que constituiu a série controle compreendeu 77 individuos. Quarenta
e um eram individuos sadios (53,2% do total dos controles), 16 pacientes eram portadores
de lesdes residuais de tuberculose (20,8%), 6 individuos sadios com BCG prévia (7,8%) ¢ 6

individuos sadios sem BCG prévia, 7,8%.
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No grupo controle havia 2 casos de pacientes portadores de neoplasia de pulmao

(2,6%), DPOC em 1 caso (1,3%), Hepatite associada a HIV positivo em 1 caso (1,3%),

Linfoma em 1 caso (1,3%), bronquectasias em 1 caso (1,3%), Pneumotorax em 1 caso

(1,3%) e um caso de Pneumocistose (1,3%), diagnosticada em paciente portador neoplasia

hematopoiética, HIV negativo.

Na série controle do estudo havia um unico paciente portador do virus HIV e que nao

apresentava tuberculose. Setenta e seis pacientes da série controle eram HIV negativos, o

que representou 98,7% da série.

A figura abaixo ilustra a distribuicao da série considerada controles

N° Casos
50+

53,2%
40+
30+
20- 20,7%

16
4 1) o
10 7,7% 2,6% 1,3%
6|6 1

Figura 6.16 Grupo controle e comorbidades associadas

B Sem Doenga
OSequela de TBC

B Com BCG, sem doenga
OSem BCG, sem doenga
B Cancer Pulm

EDPOC

OLinfoma

B Bronquiectasias

O Pneumotérax
OPneumocistose

O HIV+Hepatite
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7. Resultados

7.1 TESTE DO MYCODOT na Casuistica Total

O teste MycoDot foi positivo em 120 pacientes estudados, o que representou 69,4%
da casuistica, sendo esta, entdo, a sensibilidade do teste.
O teste MycoDot foi negativo em 53 casos, o que representou 30,6% da casuistica

total submetida ao mesmo.

N° Casos
120-
100-
B Positivo
80- . :

60+ O Negativo
40
20-

0 S

Figura 7.1 Resultados do Teste MycoDot na Casuistica
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SENSIBILIDADE DO MYCODOT NA CASUISTICA : 69,4%

7.2 Resultados do MycoDot em Relacio as Formas da Doenca

7.2.1 Forma Pulmonar Bacilifera

Nos pacientes testados que apresentavam formas pulmonares baciliferas (81), o teste
do MycoDot foi positivo em 60 casos, o que representou 74%. O teste do MycoDot foi
negativo em 21 casos (26%).

SENSIBILIDADE DO TESTE MYCODOT NAS FORMAS PULMONARES

BACILIFERAS: 74,1%

N° Casos
60- 5
501 B Mycodot +
40-
47 O Mycodot -
301
20+
10- 269 Total: 81
0 /

Figura 7.2 Forma Pulmonar Bacilifera e Resultados do Mycodot
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7.2.2 Forma Pulmonar N3ao Bacilifera

Nos pacientes nos quais o resultado do exame de escarro direto para BAAR foi
negativo (7), o teste do MycoDot foi positivo em 6 casos ( 85,7%) e negativo em 1 caso

(14,3%).

SENSIBILIDADE DO TESTE MYCODOT NAS FORMAS PULMONARES NAO

BACILIFERAS:
85,7%
N° Casos
]
6 B Mycodot +
4 O Mycodot -
2 1 Total: 7
. 14,3% /

Figura 7.3 Forma Pulmonar Ndo Bacilifera e Resultados do Mycodot

Considerando as formas pulmonares, o teste do MycoDot foi positivo em 67 casos, 0
que representa mais do que 50% do total das formas pulmonares; em 22 casos 0 mesmo foi
negativo, 21 entre as formas baciliferas e em apenas 1 caso o mesmo mostrou-se negativo

nas formas pulmonares nao baciliferas.
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7.2.3 Formas Extrapulmonares

Nas formas extrapulmonares de tuberculose os resultados do teste MycoDot
mostraram-se ser positivos em 45 casos o que representou 63,3% e o resultado foi negativo

em 26 casos, representando 36,7% do total de casos extrapulmonares.

N° Casos

50, /
B Mycodot +
40;

30; 26 O Mycodot -

20
36,7%
10; Total: 71

0 S

Figura 7.4 Formas Extrapulmonares e Resultados do M)')codot

7.2.4 Formas Pulmonares mais Extrapulmonares

Considerando-se formas pulmonares mais formas extrapulmonares da doenga que
ocorreram em 14 casos, o que representou 8,1% da série total dos casos, o resultado do
teste MycoDot foi positivo em mais do que 50% dos casos, ocorrendo em 9 casos (64,3%)
e mostrou seu resultado negativo em 5 casos, 35,7% do total das formas combinadas da
doenga.
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SENSIBILIDADE DO TESTE MYCODOT NAS FORMAS PULMONARES MAIS

EXTRAPULMONARES: 64,3%

N° Casos
10- D
8 B Mycodot +
6 54 39,
4 O Mycodot -
35,7%
2 e
0 /

Figura 7.5 Formas Pulmonares mais Exptrapulmonares e Resultados do Mycodot

7.3 Resultados da Baciloscopia e Teste do MycoDot

Onde a pesquisa de BAAR direta foi positiva +, obtida de diversos espécimes que
representou 70 casos, em 50 casos o teste do MycoDot mostrou-se positivo (71,4%). Nos
20 casos adicionais com BAAR+ o teste do MycoDot foi negativo (28,6%)..,Em 19 casos
onde a pesquisa direta de BAAR foi igual a ++, obtida de diversos espeécimes, o teste do
MycoDot foi positivo em 15 casos (78,9%) e seu resultado foi negativo em 4 casos

(21,1%). Em relagdo ao resultado da baciloscopia igual a +++, obtida, também, de diversos
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espécimes, cujo numero total foi de 34 casos, o teste do MycoDot foi positivo em 24 casos

(70,6%) e em 10 casos o mesmo foi negativo (29,4%).

Em 48 espécimes a amostra direta do BAAR foi negativa, mostrando o teste do
MycoDot uma positividade em 30 casos (62,5%) e uma negatividade em 18 casos, o que
representou 37,5%.

Constata-se, assim, uma maior positividade do teste em casos onde a pesquisa do
microorganismo direta foi positiva; em 123 casos com baciloscopia positiva, o teste do
MycoDot foi positivo em 89 casos (72,3%). Nos 48 casos de espeécimes onde a pesquisa

de BAAR direta foi negativa, o teste do MycoDot foi positivo em 30 casos, o que

representou 62,5%.

N° Casos

50
40-
30-
20-
10+

O Mycodot +

Mycodot - o Mycodot -
Mycodot +

Total: 171

BAAR+
BAAR++
BAAR+++
BAAR-

Figura 19 Resultados das baciloscopias e Teste do Mycodot
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7.4 Resultados do teste MycoDot nos materiais examinados

O teste do MycoDot sérico foi positivo em varios materiais examinados com o0s
seguintes resultados: 68 amostras de escarro, 11 biopsias de linfonodos, 5 derrames
pleurais, 5 bidpsias de pleura, 3 biopsias hepaticas, 2 LCR, 2 biopsias pulmonares, 2
bidpsias Osseas, 2 exames de urina, 2 lavados gastricos, 2 escarros mais LCR, 1 LBA, 1
cultura de fezes, 1 cultura de medula dssea, 1 liquido pericardico, 1 escarro mais liquido
pleural, , 1 liquido peritoneal, 1 biopsia de peritonio, 1 exame de escarro mais biopsia de
linfonodo, 1 exame de escarro mais cultural de fezes, 1 bidpsia renal, 1 bidpsia de
endométrio, 1 liquido pericardico mais pleural, 1 biopsia de peritdnio mais liquido

pericardico, 1 bidpsia de peritonio mais bago e 1 bidpsia de ceco.

7.5 Resultados do MycoDot em Relacio aos Exames Culturais Realizados

Em 72 exames culturais positivos realizados o teste do MycoDot foi positivo em 47
casos (65,3%) e negativo em 25 casos (34,7%). Em 10 exames culturais negativos, o teste
do MycoDot foi positivo em 6 casos (60%) e negativo em 4 casos (40%). Em 63 exames
culturais ndo realizados, o teste do MycoDot foi positivo em 46 casos € negativo em 17

casos.
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50
40-
30-
20-
10+

O Mycodot +

O Mycodot -

Cultura + Cultura -

Figura 14: Resultados do MycoDot e Testes Culturais

7.6 Resultados do Teste MycoDot e Anatomopatoldgicos de Biopsias

Na série estudada foram realizadas 50 bidpsias de 6rgaos diversos. Em 123 casos a
mesma nao foi realizada. O resultado do teste MycoDot mostrou-se positivo em 32 casos de
amostras variadas submetidas a exame anatomo-patolégico, o que representou 64%. O
resultado do teste foi negativo em 18 casos de exames anatomopatologicos (36%).

Dos casos onde o Mycodot foi positivo, as bidpsias foram obtidas de diversos
orgdos. As bidpsias foram 11 de linfonodos, 7 de pleura, 2 de figado, 2 bidpsias Osseas, 2
biopsias pulmonares, 1 de medula dssea, 1 de pericardio, 1 de pericardio mais pleura, 1 de
peritonio mais bago, 1 peritdnio isolado, 1 biopsia de ceco, 1 bidpsia renal e 1 biopsia de

endométrio.

84



Resultados Antigeno LAM

O teste do Mycodot foi negativo em 5 biopsias de linfonodos, 3 bidpsias de pleura, 2

biopsias transbronquicas (BTB), 2 medulas 6sseas, 2 biopsias hepaticas, 2 de peritdnio, 1

ossea e 1 intestinal.

N° Casos
35-

304 B Mycodot +
251
20 C
15 .

10

5 ; /0
0 ‘ /I'otal: 50

Figura 20: Resultados dos Exames Anatomopatologicos e do Teste MycoDot

O Mycodot -

7.7 Resultados do Teste Mycodot nos Casos Confirmados e Suspeitos de

Tuberculose

Nos casos onde a tuberculose foi confirmada, 160 casos, independente do método
diagnéstico utilizado, o teste do MycoDot foi positivo em 114 casos (71,25%) e negativo

em 46 casos (28,75%).
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Em 13 casos a doenga nao foi confirmada por nenhum método diagndstico, mas
apresentou as caracteristicas clinicas, radiolégicas e de evolugdo e acompanhamento
rigorosamente avaliadas, podendo inclui-los na série estudada e considerados na casuistica.
Os resultados do teste MycoDot encontrados foram: positivos em 6 casos (46,1%), e

negativos em apenas 7 casos (53,9%) da série total dos testes realizados.

120-
5100+
z
80+ O Mycodot +
60-
[0 Mycodot -
40-
46,1% 93:9%
20-
0 i \H tal:17
Confirmados Suspeita otal:

Figura 21 Casos confirmados e suspeitos: Resultados do Mycodot

7.8 Resultados do Teste MycoDot nos Controles

No grupo de controles o teste MycoDot foi aplicado em todos os casos. Os

resultados mostraram que o teste do MycoDot foi negativo em 73 casos, o que representou
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94,8% do grupo controle e em 4 casos o teste do MycoDot se mostrou positivo,

representando 5,2%.

%

100 94,8%
80-
60- O Positivo

B Negativo
40-

20- 4 Total: 77 casos

0 .

Figura 27: Resultados do teste MycoDot nos Controles

7.9 Resultados Finais

7.9.1 Sensibilidade e Especificidade do Teste MycoDot na Casuistica

Os nossos resultados finais mostraram que a SENSIBILIDADE do Teste MycoDot
foi de 69,4%.

A ESPECIFICIDADE do Teste MycoDot na série estudada foi de 94,8%.
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100+
80+
601 B Mycodot +
40+ 0 Mycodot -

20-

TBC Sem TBC

Figura 28 Teste do Mycodot: Sensibilidade e Especificidade

7.9.2 Resultados do Teste Mycodot nos Pacientes HIV positivos ¢ HIV negativos

Considerando-se apenas os pacientes HIV positivos da série, com e sem tuberculose,
observamos que a sensibilidade do teste MycoDot foi de 61,8% e a especificidade do
teste MycoDot foi de 100%.

A figura abaixo ilustra estes resultados.
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100-
80-
(%) 60-

404

O Mycodot -

B Mycodot +

20-

Com TBC Sem TBC

Figura 29 Sensibilidade e Especificidade nos Pacientes HIV Positivos
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Nos pacientes HIV negativos, a sensibilidade do teste MycoDot foi de 72,9% e a

especificidade do teste MycoDot foi de 94,7% .

A figura abaixo demonstra estes resultados.

100-
(%)
801 O Mycodot -
60+
B Mycodot +

40-

20+

0-

Com TBC Sem TBC

Figura 30 Sensibilidade e Especificidade nos Pacientes HIV Negativos
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7.9.3 ANTIGENO LIPOARABINOMANNAN : RESULTADOS FINAIS

Os resultados finais do trabalho demonstraram uma SENSIBILIDADE DE
69,4%; ESPECIFICIDADE DE 94,8%; VALOR PREDITIVO POSITIVO DE 96,8%

e VALOR PREDITIVO NEGATIVO de 57,9%.

TESTE DO MYCODOT NA CASUISTICA: 173 CASOS DE TUBERCULOSE

SENSIBILIDADE: 69,4%
ESPECIFIDADE : 94,8%
VPP: 96,8%

VPN: 57,9%
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Tabela 4: Teste do Mycodot: Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo,

Valor Preditivo Negativo

Pacientes Controles
Mycodot Positivo N° 120 4
96,8% 3,2%
69,4% 5,2%
Negativo N° 53 73
42,1% 57,9%
30,6%

. SENSIBILIDADE . VALOR PREDITIVO POSITIVO

. VALOR PREDITIVO NEGATIVO
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8. Discussao

8.1 Introducao

A compreensao do papel da imunidade celular na tuberculose tem sido bem estudada
e avaliada ha muitos anos. Entretanto o valor e a responsabilidade da imunidade humoral
na tuberculose permaneceram esquecidos € sem maior importancia hd muito tempo. Desta
doenga fantastica, ameacgadora, muitas vezes mortal, o verdadeiro valor da imunidade
humoral permanece intrigante, um labirinto a ser descoberto, um desafio a ser explorado e
estudado pela mente humana, uma floresta cheia de encantos e surpresas que o ser humano
ainda nao conhece.

Os métodos sorologicos para o diagnostico da tuberculose tem sido perseguidos
através do século XX. Particular interesse tem sido focalizado sobre as formas
extrapulmonares da doenga que, muitas vezes, representam um verdadeiro dilema para a
medicina. Incui-se também as formas paucibaciliferas da doenca e a importante explosao
representada pelo virus HIV, que revolucionou a doenga, dando-lhe caracteristicas ainda
nao conhecidas e desvendadas pela mente humana, como a existéncia de formas multiplas,
com acometimento de varios Orgdos concomitantemente. Trouxe entre nos a
micobacteremia, até entdo apandgio das bactérias e de outros parasitas. Interesse em
desenvolver um método que nos desse, indiretamente , através do achado de um marcador
sérico, um anticorpo, realmente seria de extrema utilidade para a deteccado da doenga,

principalmente,em algumas formas onde ¢ muito dificil de conseguir amostras para o
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diagnéstico laboratorial, lembrando ainda das dificuldades que os mesmos oferecem, em

relacdo ao tempo de conclusdo dos resultados.

Porém, diferentemente de outras infec¢des para as quais o diagnostico por métodos
sorologicos se encontra bem determinado, representando uma arma de valor inquestionavel,
a tuberculose tem perseguido largamente esfor¢os para desenvolver uma tecnologia que
seja sensivel, especifica e de uso pratico clinico.

O maior problema com a especificidade encontra-se em distinguir entre o estado de
infec¢do e o estado de doenca da tuberculose; outra questdo que se constitui, também,
problematica , é a reagdo soroldgica pelo BCG ID. Isto ¢ de particular importancia e
relevancia nos paises em desenvolvimento, onde um simples teste sorologico seria de
grande utilidade para a diagndstico das doenca; em tais regides , aproximadamente 40% da
populacdo tem infeccao latente tuberculosa e um numero substancial de individuos sdo
vacinados pelo BCG ID. Outro problema que se apresenta ¢ a diferenciagdo entre patogenos
atipicos, as mycobacterioses atipicas, MOTT. Esta situacdo se  encontra mais em
populacdes desenvolvidas, onde a prevaléncia das atipicas ¢ de maior significancia. Outro
questionamento no emprego da sorologia na doenga ¢ a selecdo  satisfatoria de
antigenos a serem utilizados para o teste sorologico, que deveria ser o mais purificado
possivel, de alta especificidade para a doenga, nao apresentando falsas reagdes com outras
morbidades. A escolha do antigeno a ser estudado ¢ o que representa , sem divida, o
principal questionamento quando se avalia a imunidade humoral da tuberculose.

A andlise de muitos e variados estudos do sorodiagndstico da tuberculose realizados
na India foram realizados, empregando uma diversidade de antigenos potencialmente
envolvidos nas respostas imunologicas, consequentemente, com uma vasta e extensa

diversidade das respostas antigénicas associadas a diferentes formas da doenga , como
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formas pulmonares cavitarias e ndo cavitarias ¢ formas extrapulmonares ( ISEMAN

M;2000).
Atualmente hd mais de 84 espécies de antigenos envolvidos e estudados na

antigenicidade da resposta humoral, cujos resultados estatisticos se diferenciam.

A tuberculose é considerada um flagelo para a humanidade. No passado, dizimava
milhares de pessoas pela inexisténcia de um tratamento eficaz. No presente, pelas mas
condi¢des de saude, pelos programas publicos de controle da mesma, desorganizados e
mesmo alguns em extingao

Representa a doenca infecciosa que mais mortes acarreta no mundo. Ocorrem dez
milhoes de casos novos ao trés milhdes de mortes ,anualmente, no mundo inteiro.

Além destes fatores, a coinfeccao pelo virus HIV veio trazer uma conotacdo mais
drastica ao cenario desta doenca.

Conhece-se a sua etiologia, sua fisiopatologia, suas manifestacdes clinicas e
aspectos radiologicos, sabe-se diagnostica-la e tratd-la com alto indice de cura, mas ainda
permanece sendo uma verdadeira chacina para a humanidade.

Os seus métodos diagnoésticos sdo conhecidos, mas a sua imunidade humoral, o real
e verdadeiro papel da mesma permanece ainda desconhecido, representando um desafio ao
ser humano!

No grupo de pacientes HIV positivos, hd progressiva queda na imunidade,
principalmente dos linfocitos CD4 , que pode declinar significativamente antes do valor
que se associe com a maioria das infec¢des oportunisticas. Esta disfuncdo ¢ caracterizada
por queda da habilidade do reconhecimento de varios antigenos e pode ser detectada in

vitro pela perda das respostas imunoldgicas aos antigenos, caracterizando anergia. Em
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adicdo e talvez ligada a esta anergia, ¢ o desvio funcional em favor de respostas TH2

que diminuem a producdo do IFN- vy e de interleucina —2.

Por exemplo, ambos o 65-kDa e o 70- kDa, genes familiares, sdo importantes nas
assembléias de proteinas e complexos protéicos com células, talvez envolvendo interagdes
reversiveis designadas a estabilizar mais novos polipeptideos sintetizados. O termo
chaperona tem sido usado para descrever esta classe de proteinas ( ELLIS J ;1987). A
inducdo dessas proteinas durante o estresse pode refletir uma necessidade aumentada para a
estabilizacdo de proteinas intracelulares e complexos durante adaptacdo a um ambiente
hostil ou alterado.

A inesperada relacdo entre maiores antigenos de proteinas de estresse , abre uma
importante area de pesquisa no campo da patogénese microbiana e regulagdo dos sistema
imune. A fim de acessar a significancia dessas interagdes entre a resposta do estresse e a
resposta imune, detalhada anélise da inducdo e reconhecimento das proteinas envolvidas
neste mecanismo, durante a infec¢do, serdo necessarias .serem melhor analisadas. Propde-
se que uma analise sistematica dos gens que sao autorregulados seguindo a fagocitose de
micobactérias patogénicas pode levar a identificagao de antigenos que serdo importantes na
patogénese da doenga e que ainda ndo sdo valorizaveis nos testes diagndsticos.

A resposta imune a infec¢do micobacteriana ¢ predominantemente celular (DANIEL
T; 1980). A hiperssensibilidade tardia (DTH) representada pela reagdo ao derivado protéico
purificado extraido do Mycobacterium bovis tem sido um método conveniente, de baixo
custo e efetivo para acessar as repostas imunes mediadas pelas células a uma variedade de
antigenos, comec¢ando com o derivado proteico da tuberculina (PPD) desde ha 100 anos
utilizado como um dos mais antigos testes usados na clinica diagndstica, desenvolvido no
século passado.(SNIDER; 1982) Também conhecido como teste de Mantoux , este método

tem sido o padrao-ouro para o screening diagnéstico de deteccdo de novas ou

96



Resultados Antigeno LAM

assintomaticas infecgdes por tuberculose. O incoveniente ¢ que ele se positiva nas espécies

micobacterianas, incluindo as atipicas (MOTT) e pela vacinagdo com o BCG ID ,
podendo também mostrar uma resposta falsa- negativa devido a doengas de base
imunossupressoras (FRANCIS J; 1978). A resposta imune ao Mycobacterium tuberculosis
¢ altamente dependente da producdo do IFN-y pelos macrofagos e pelas células especificas
T.

A producao do IFN-y em resposta a estimulagdo antigénica tuberculinica como teste
de screening diagndstico da infecgdo tuberculosa podera substituir o classico PPD (LEIN
D; 1997).

A micobacteriologia clinica tem se beneficiado muito das técnicas de biologia
molecular. A deteccdo e identificagdo precoce do Mycobacterium tuberculosis pode ser
alcangada pela combinagdo do sistema BACTEC e das provas de DNA. PCR ¢ ainda uma
arma com muitos problemas e limitagdes. Em um estudo realizado no Rio Grande do Sul,
no IPB-LACEN tentou-se melhorar a detec¢ao da tuberculose através de novas tecnologias
incluindo a PCR. A seqiiéncia IS6110 para o Mycobacterium tuberculosis foi selecionada
por amplificagdo por primers especificos e amplificada por produtos transferidas por
membranas de nylon para serem detectadas pela prova biotilinada relacionada ao DNA,
usando conjugado de fosfatase alcalina para estreptavidina. Oitenta amostras clinicas foram
avaliadas pelo PCR. A acuricia do método colorimétrico usando culturas de micobactérias
como padrdo-ouro, mostraram resultados de sensibilidade e especificidade obtidos,
respsectivamente, de 90% e 97% para o PCR AG e 95% e 97% para o PCR dot-blot. Os
resultados preliminares mostraram que o PCR dot-blot ¢ um rapido e acurado método de
identificar tuberculose em espécimes clinicos, podendo ser usados na pratica didria em

regides desenvolvidas( KRITSKI A, MELLO FCK, ROSSETI LR; 2002). Outras técnicas
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promissoras para o rapido diagnoéstico sao pelo método ELISA, o teste direto do Gen-Probe

por amplicacdo da micobactéria , a hibridizagdo do DNA e sistemas de tubos e
amplificacdo do crescimento das micobactérias. Essa descoberta de gens resistentes as
drogas tais como o katG e apoB tem importantes implicagdes também para o
desenvolvimento de novos testes que detectem rapidamente a resisténcia as drogas
antituberculosas (LING ML; 1996).

Um estudo de relagdo entre a resposta imune celular e as manifestacdes clinicas em
pacientes com tuberculose foi realizado observando a reatividade cutanea ao derivado
protéico purificado (PPD) e niveis de anticorpos. Neste estudo foram investigados 122
adultos e 28 criangas com TBC. Niveis de IgG anti-PPD (medidos por ELISA) foram mais
altos em pacientes adultos por mais do que um ano apods a Tuberculose (N=38) e em
pacientes com doenca de menos que um ano (N=50), bem como nas criangas com
Tuberculose disseminada.. Os valores cutt-off para criangas saudaveis e adultos foram 0,09
e 0,22 com absor¢do de 405nm. Em ambos, adultos e pacientes pediatricos, a reatividade
cutanea ao PPD foi inversamente correlacionadas com os niveis de anticorpos. Os dados
presentes provam que existam evidéncias adicionais para a existéncia de um espectro
instavel de resposta imune em pacientes tuberculosos nos quais as situagdes clinicas sdo
dinamicas (FONSECA LS, KRITSKI A; 1992). Outro estudo realizado em um centro do
Rio de Janeiro isolou de pacientes atendidos na comunidade espécies de Mycobacterium
tuberculosis através da técnica molecular Fingerprinting (OELEMAN MAC, KRITSKI A;
2002).

Apesar de um século de estudo ¢ ainda surpreendente como os fatores de viruléncia
do Mycobacterium tuberculosis sdo desconhecidos e como este patdgeno estabelece uma
persistente infec¢do dos tecidos do hospedeiro. Similarmente, nds sabemos pouco sobre as

respostas do antigeno para a indugdo das respostas protetoras imunes, responsaveis no
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hospedeiro infectado pela infec¢do apenas ou porque alguns individuos parecem incapazes

em reconhecer esses antigenos ¢ desenvolver doenga progressiva. O processo pelo qual o
hospedeiro previne o crescimento e a disseminacdo desse patdgeno in vivo envolve a
secrecdo de linfocinas estimuladas por antigenos, células T especificamente sensibilizadas
em uma série de interagdes de complexos celulares com as lesdes primarias e os linfonodos
comprometidos.

Mesmo sob circunstancias ideais , o melhor que estes macrofagos
imunologicamente ativados podem alcangar contra um virulento bacilo tuberculoso ¢ um
prolongado periodo de bacteriostase, usualmente suficiente para proteger o hospedeiro dos
efeitos letais do patdégeno. Nos ainda sabemos muito pouco sobre os fatores respon saveis
para o estabelecimento deste estado de carreador, em nivel celular ou molecular.

Imundgenos liberados pelo bacilo da tuberculose sdo multiplos nos tecidos e
apresentados as apropriadas células T que drenam os linfonodos assim como induzem uma
resposta humoral mediada por células, resposta que faz parte das defesas do individuo.

Os gens responsaveis pela producao dos antigenos protéicos da tuberculose, da lepra
e da resposta ao BCG variam de homologia as assim chamadas proteinas de choque
liberadas pelas células quando as mesmas sdo expostas a uma variedade de insultos
ambientais. Essas proteinas de choque tém sido postuladas de apresentarem fungdes
protetoras na célula estressada, embora a razdo para sua atividade imunologica com o
hospedeiro infectado ndo ser ainda perfeitamente compreendida. Recentes avangos em
técnicas de DNA recombinante tornam possivel que o clone de gens de Mycobacterium
tuberculosis sejam os responsaveis pela producdo desses antigenos protetores. Esses gens
podem ser transferidos para outros vetores de expressao por meio de um plasmideo
alterado, assim permitindo o desenvolvimento de novas vacinas , mais protetoras, para

serem utilizadas em humanos.
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O mecanismo de defesa contra a tuberculose se baseia basicamente no macréfago.

Porém, o microrganismo usa mecanismos de evasdo para escapar, sendo mortos por
macrofagos ativados. Os fagdcitos mononucleares constituem um componente potente
antimicrobiano da imunidade mediada pelas células. Também, a exclusdo do proéton-
ATPase previne a acidificagdo dos vactiolos fagociticos, assim prevenindo a destrui¢do do
microorganismo.

Embora o mesmo seja muito eficiente em invadir e infectar o macréfago humano, o
ser humano possui poderosas defesas. O TNF-a e IFN-y sinérgicamente provém um hostil
ambiente para a micobactéria. Porém, eles ajudam a seqiiestrar o patdgeno e prevenir a sua
disseminacao.

Outros mecanismos de defesa ativados como a producdo de RNIs podem suspender
o crescimento e a multiplicacdo das bactérias 7B help kill. Interleucinas e vitamina D3
também contribuem para as defesas humanas contra a infec¢do tuberculosa, aumentando a

diferencia¢do celular imune e sua proliferagdo, agindo como um imune modulador.

(BANKI A, RICHARDS G; 1996)

8.2 A Escolha do Antigeno Lipoarabinomannan ( LAM )

Revisando os relatos da literatura e as propriedades bioquimicas e ultra—estruturais
deste antigeno, que representa a maior propor¢do da parede da membrana do
Mycobacterium tuberculosis, além de ser conhecido como um antigeno altamente
purificado, com kit de procedéncia confidvel, decidimos testa-lo no nosso meio.

Em um estudo, o teste do LAM foi realizado em pacientes com tuberculose ativa.
Os resultados mostraram sensibilidade de 88 % nos pacientes baciliferos, 67% nos

pacientes com baciloscopia direta negativa, mas com exames culturais positivos; 575 eram
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pacientes portadores de coinfeccao HIV associada a tuberculose. O grupo controle utilizou

pessoas com outras doencas inespecificas e individuos saudaveis. Para comparagdo o teste
do LAM demonstrou uma especificidade de 100% (SADA E; 1990).

Os autores especulam que o LAM ¢ liberado pelos bacilos tuberculosos que sdo
degradados pelos macréfagos, o que explicaria a baixa sensibilidade nos pacientes HIV
positivos, por serem paucibaciliferos, e devido as baixas defesas do hospedeiro que
apresentariam menor concentra¢do de carbohidratos circulantes, liberando assim menores
quantidades do antigeno para a circulagdo, para serem detectados em amostras séricas
colhidas.

Conhecido como componente da estrutura e bioquimica da parede bacteriana, ¢é
reconhecido como o mais purificado e ,portanto, at¢ o momento, ideal para os estudos
sorologicos da doenga. Comercializado como Antigeno MycoDot ¢ proveniente de
Cambridge, MA, Estados Unidos.

Outro estudo realizado, utilizando o MycoDot, como estudo teste diagnostico, um
total de 1602 amostras foram avaliadas em trés regides. Os testes foram realizados em 564
pacientes com tuberculose pulmonar e os resultados mostraram 396 reagindo positivamente
ao teste MycoDot, chegando-se a uma sensibilidade de 70.2%. Dos 564 portadores de
formas pulmonares, 328 foram testados para o HIV. Dos 28 HIV positivos, 21 reagiram
ao teste, mostrando uma sensibilidade de 75%. Dos 1038 com tuberculose e que eram HIV
negativos, 51 reagiram positivamente ao teste, com uma especificidade de 90.5% . Entre os
falsos-positivos reatores, a tuberculose ativa ndo foi afastada, ou outras doencas ativas
micobacterianas. O grupo controle compreendeu 120 pacientes nos quais foi afastada a
tuberculose ativa. Somente quatro pacientes no grupo controle reagiram positivamente ao

teste, com uma especificidade de 96,7%. No grupo controle, 82 eram vacinados pelo BCG
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ID . Neste grupo, somente 5 reagiram como falso positivos com uma especificidade nesta

populacao de 97,3% ( SADA E;1992).

Na maioria dos casos, o diagnostico da tuberculose foi realizado pela combinagao de
exames diretos, culturais, adicionados aos resultados dos exames radiologicos e
sintomatologia clinica. Em alguns pacientes tuberculosos com doenga ativa, os anticorpos
antibacterianos foram detectados nestes individuos que reagiram como falsos-negativos.
Especula-se se complexos antigeno-anticorpos podem reduzir o titulo de anticorpos
detectaveis ( SADA, E; TORRES , 1992).

Um estudo utilizando o antigeno LAM, importante constituinte da parede celular da
micobactéria, muito possivelmente relacionado a viruléncia, foi empregado em estudos no
México. Os anticorpos IgG contra o LAM medidos em 66 pacientes com formas de
tuberculose pulmonar, ganglionar e pleural foram comparados com um grupo de jovens
controles, constituindo-se de pessoas saudaveis. Incluiu-se também nesse grupo portadores
de histoplasmose e doengas pulmonares ndo micobacterianas: a analise dos autores
mostrou uma sensibilidade de 63% e uma especificidade de 92%. Curiosamente, a baixa
sensibilidade foi em pacientes com tuberculose pleural 13%, indicando infecgao
recentemente adquirida e portanto, baixos titulos de anticorpos (SADA E,TORRES;1990 e
SADA E, AGUILAR D, 1992).

A andlise dos anticorpos séricos oriundos de pacientes sugerem que a resposta
imune dos individuos ¢ focada em antigenos particulares. Geralmente ¢ possivel distinguir
bandas ou western —blots, por exemplo, resultados indicando reconhecimento preferencial
de limitados sitios de proteinas. Comparando os resultados de diferentes pacientes, porém ,
revela-se muitas variagdes individuais, achados indicando que fatores tais como os
genéticos, infeccdes prévias e estados de doenca tém uma influéncia na relativa

imunodominancia de diferentes antigenos ( YOUNG D, MEHLERT A ; 1989).
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Um estudo da literatura utilizou o antigeno LAM para a deteccdo da tuberculose,

comparando com um grupo controle. Em pacientes com tuberculose ativa , a sensibilidade
do IgG anti-LAM foi de 85 a 93%. Em cinco pacientes com tuberculose ativa ndo
baciliferos, todos testados igualmente, a positividade do anti-LAM foi de 100%. A
especificidade do teste depende da presenca de infeccdo micobacteriana. O VPP e o VPN
do teste foi de 52,5% e de 98%, respectivamente. Os autores concluiram que a pesquisa do
anticorpo IgG anti- LAM foi relativamente sensivel e especifica para a tuberculose ativa, e,
portanto, um teste de screening para o diagnostico da tuberculose ( CHAN E, BRENNAN
P ;2000).

Em um estudo realizado na Tanzania, analisando o MycoDot em pacientes com
suspeita de tuberculose pulmonar, foram arrolados 241 individuos. Os resultados
mostraram que o teste foi positivo em 26% da série com tuberculose bacilifera ¢ com
exame cultural positivo e em 7% dos pacientes baciliferos, mas com exames culturais
negativos. Dezenove por cento da série ndo preencheu os critérios do estudo e em 16 casos
excluiu-se a tuberculose. Os resultados finais deste estudo mostraram que a sensibilidade
foi de 16%; a especificidade foi de 89% e o VPP foi de 45%. (SOMI;G;R;1999)

Dequeker mostrou que o LAM ativa a proteina tirosina quinase Hck em neutrofilos
humanos. Os lipoarabinomannans das micobactérias sdo lipoglicanos glicosilfosfatidil-mio-
inositol com diferentes atividades biologicas. Tem sido mostrado que os LAMs purificados,
interagem, diretamente ou indiretamente, através de receptores com os receptores da
membrana plasmatica de células alvo, em dominantes proteinas ricas em
glicosilfosfatidilinositol que contém Src familiares as proteinas tirosina quinases. Com o
objetivo de examinar se os LAMs poderiam ativar os Src relacionadas as quinases,
neutrofilos humanos foram expostos aos manosilados LAMs ( MANLAMs) purificados

de cepas de vacinas do Mycobacterium bovis, BCG, e fosfoinositéis ligados aos LAMs (
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ARALAMs ou PILAM) obtidos de espécies ndo patogénicas de Mycobacterium

smegmatis. Os autores concluiram primeiro que ambos MAN LAMs e PILAMs ativaram
Hck em uma rapida e transitoria maneira e segundo que a completa desacilagdo dos MAN
LAMs aboliram seu efeito na atividade Hck, demonstrando, entdo, que a acetilacao do
LAM, mas n3o a masolinagdo ¢ fator critico para ativagdo da Hck. Estes dados indicam
que a Hck encontra-se envolvida em sinalisar a via dos LAMs, moléculas conhecidas pela
sua habilidade de estimular varias respostas nas células eucaridticas (DEQUEKER CA,
NIGOU J; 2000).

O primeiro estudo relatado utilizando o LAM como antigeno para o diagnostico da
tuberculose foi realizado por Eduardo Sada, Patrick Brennan, Theresa Herrera e Martha
Torres em 1990, onde foram avaliados pacientes da Republica Dominicana do México.
Amostras séricas de 66 pacientes com tuberculose pulmonar, miliar, pleural e ganglionar
foram analisadas pelo método de ELISA e comparados com uma populacio saudavel, com
pacientes com Histoplasmose e com um grupo de doentes nos quais se excluiu a
tuberculose. Os resultados demonstraram uma sensibiliidade de 91% e uma especificidade
de 72%, comparaveis aos resultados de outros estudos utilizando outras espécies de
antigenos; a maioria dos resultados falsos-positivos foram no grupo dos portadores de
Histoplasmose. Os autores concluiram que o antigeno LAM possa ser de utilidade no
sorodiagndstico da Tuberculose.( SADA E, et als;1990)

Outro estudo utilizou o LAM e alcangou os seguintes resultados: sensibilidade de
85% a 93% e especificidade de 100% ( de acordo com a prevaléncia da doenca na regido).
Em uma populagdo de alto risco de infecc¢ao tuberculosa , a especificidade mostrada foi de
89%. O VPP e o VPN do teste foram de 52% e 98%, respectivamente. Concluiram que este
teste pode ser util para o diagnostico da tuberculose pulmonar e extrapulmonar. ( CHAN

ED; 2000).
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Em um estudo realizado na Universidade de Boston em 1999, os autores estudaram

o valor do antigeno lipoarabinomannan (LAM) e concluiram que o antigeno ¢ um
potencial fator de viruléncia que pode se ligar aos leucocitos e modular as respostas imunes
(STROHMEIER GH; 1999).

Um estudo sobre a producdo de anticorpos monoclonais ao antigeno
lipoarabinomannan e seu uso para a detecgdo dos antigenos mycobacterianos no escarro foi
realizado em 1990, por um grupo de médicos da Korea. Este estudo foi iniciado para
produzir anticorpos monoclonais ( Mab ) ao antigeno lipoarabinomannan-B ( LAM B ) ¢
usar os anticorpos para a deteccdo da micobactéria. Neste estudo cinco anticorpos
monoclonais especificos ao LAM B foram produzidos: LAM 701 ( IgG 3); LAM 138 (
IgM ); LAM 204 (IgM ); LAM 302 ( IgM ) e LAM 604 ( IgM ). Foi realizado o teste de
ELISA para detectar LAM B e outros antigenos micobacterianos utilizando os anticorpos
monoclonais. Com o0 MAB LAM 701, a concentragdo minima detectavel foi de 1.0 ng/ml
para o LAM B, e 1.0 pg/ml para o Mycobacterium tuberculosis de todas as outras células,
respectivamente. Examinou-se 14 espécimes com pesquisa de BAAR positiva, pelo
método direto ou pela cultura, sendo que 10 (71,4%) foram positivos pelo teste de ELISA.
Em contraste, o exame de escarro mostrou resultados positivos em somente 6 espécimes
(42,9%). Nenhum dos 25 espécimes negativos ao exame direto ou cultural foram positivos
pela técnica de ELISA, usando o MAB LAM 701. Embora avaliagdes adicionais sejam
necessarias , este estudo sugere que os anticorpos monoclonais ao LAM B podem ser tteis
em detectar micobactérias de outros espécimes clinicos. ( CHO SN;1990).

Um estudo detectou anticorpos anti-lipoarabinmannan para o diagndstico da
tuberculose ativa. Foram investigadas amostras séricas de 102 pacientes, HIV negativos,
sem historia prévia de tuberculose e com suspeita de doenga ativa, no momento do estudo,

que se constituiu de 66 casos de formas pulmonares e 36 casos de formas extrapulmonares.
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O grupo controle incluiu 50 individuos HIV negativos, saudaveis, com PPD negativo e sem

historia de contato ou de doenga prévia. Os autores concluiram que 25 de 28 amostras
séricas foram positivas, enquanto o teste foi negativo em dois pacientes, um com
tuberculose pulmonar e outro com tuberculose renal. As demais amostras foram negativas e
o seguimento e acompanhamento destes doentes ndo evidenciou a doenga. Todos os
controles foram negativos. Em base dos achados os autores concluiram que o teste do
MycoDot ¢ rapido, de facil execugdo e poderia ser usado de rotina nos laboratérios para o
diagnéstico da tuberculose pulmonar ou extrapulmonar ( PRETE R; MOSCA A; 1998).

Em um estudo realizado na China, Shangay, o anticorpo sérico LAM-B, purificado
do Mycobacterium tuberculosis foi testado pelo método de ELISA em 250 amostras séricas
a seguir distribuidas: 96 casos de tuberculose pulmonar, 11 casos de tuberculose pleural, 2
casos de tuberculose renal, 33 casos de tuberculose Osteo-articular, 16 casos de doenga do
SNC, 22 casos de carcinoma bronquico e 20 casos de lepra. O grupo controle foi de 50
individuos. Alguns resultados foram avaliados, mostrando sensibilidade na tuberculose
pulmonar de 69,8% e na tuberculose do SNC de 18,8%. Estes baixos achados na
tuberculose do SNC poderia indicar o bloqueio da liberacdo do anticorpo do foco
patologico para o sangue pela barreira hemato-encefalica ( CHUNG-HUA et al; 1990).

Em um estudo para o diagndstico de tuberculose em pacientes HIV soropositivos e
HIV soronegativos, incluiu-se 142 soropositivos com tuberculose ativa, 144 soronegativos
com tuberculose ativa, 153 controles soropositivos e 155 controles soronegativos. Os
resultados mostraram que a sensibilidade do teste MycoDot para a detec¢ao de tuberculose
foi de 40,1% em pacientes HIV soropositivos, comparados com 63,2% em HIV
soronegativos ( P <0,001 ). Quando foram avaliados apenas os individuos com diagndstico
de tuberculose confirmada, a sensibilidade do teste foi de 40,6% nos soropositivos e de

70.8% mnos soronegativos. A mesma foi similar tanto em pacientes com formas
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pulmonares como extrapulmonares da doenga. A sensibilidade do teste em pacientes com

CD4> 200 células/mm3 foi significativamente maior do que nos casos onde a contagem de
células CD4 foi menor que 200 células/mm3. A especificidade do teste foi de 97,4% e foi
idéntica em HIV soropositivos e HIV soronegativos ( RATANASUWAN W; NOLAN C;
1997).

Em Hospital de Shangay, o anticorpo sérico contra o antigeno LAM-B foi testado
pelo método de Elisa em 250 pacientes, incluindo 96 casos de tuberculose pulmonar, 11
casos de derrame pleural tuberculoso, 2 casos de tuberculose renal, 2 casos de tuberculose
Ossea, 33 casos de tuberculose 6steo-articular , 16 casos de meningite tuberculosa , 22 casos
de neoplasia bronquica, 20 casos de lepra e 50 individuos considerados normais como
grupo controle. A positividade da tuberculose pulmonar foi de 69,8%, similar as outras
formas de tuberculose, exceto pela meningite tuberculosa, na qual apenas 18,8% dos testes
foram positivos, indicando o bloqueio da liberacdo de anticorpos pela barreira hemato-
encefalica. As taxas positivas nos casos de lepra foram de 50,0% e no grupo controle
foram de apenas 2%. Nenhum anticorpo foi achado nos casos de neoplasia bronquica .
Pelo estudo sugere-se que uma lesdo basica ativa de tuberculose no hospedeiro ¢ requisito
para a positividade do teste anit-LAM B . Embora este anticorpo anti-LAM B seja
encontrado na lepra, a baixa prevaléncia desta enfermidade na China nao altera os
resultados, sendo de pouca influéncia na interpretacdo do estudos epidemioldgicos,
podendo ser uma auxiliar ferramenta para o diagnodstico de tuberculose na pratica diaria.
(CHUNG HC:; 1990).

Um estudo avaliou o teste soroldgico em 52 pacientes que eram baciliferos, 27
pacientes ndo baciliferos, mas com evidéncia de tuberculose ativa ( cultura do escarro
positiva em 16 casos, resposta positiva ao esquema terapéutico instituido em 11 casos).

Foram também avaliados 11 pacientes com lesdo cicatricial de tuberculose e 39 individuos
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saudaveis com BCG ID. Os resultados mostraram uma sensibilidade de 80% e uma

especificidade de 100% nos pacientes baciliferos. Nos pacientes nao baciliferos, a
combinagdo do antigeno 19 kDa, epitopo do antigeno LAM, e hsp 65 ( epitopo do tb 78)
foi necessaria para alcancar uma sensibilidade de 64% e uma especificidade de 95%.
Recorrente e extensiva doenga radioldgica com um pobre prognoéstico foi associada com
altos anticorpos anti-38 kDa. Recidiva bacterioldgica mostrou-se associada com altos
niveis de anti-14 kDa. A conclusdo do estudo mostrou que o anti-LAM ou epitopos
especificos podem se mostrar como métodos auxiliares no diagnodstico, avaliagdo do
progndstico e monitorizagdo do tratamento quimioterapico em pacientes com tuberculose
pulmonar. ( BOTHAMLEY GH;1992).

Um estudo interessante foi realizado para medir a prevaléncia de anticorpos ao PPD
e ao LAM na tuberculose com a técnica de aspiracdo com biopsia com agulha fina
(FNAB). Recentes aumentos na incidéncia de neoplasia de pulmao, muitas vezes dificulta o
diagnostico diferencial com tuberculose. A FNAB tem sido empregada no diagnostico do
cancer de pulmdo com grande sucesso diagndstico mas a acurdcia do método para o
diagnodstico da tunberculose nao tem sido suficiente. Como rapido screening teste para a
tuberculose, os autores avaliaram a sorologia utilizando PPD e LAM. Um total de 95
pacientes com indicagdo de FNAB para exames citologicos foram realizados. Dos
pacientes, 25 tinham tuberculose, 76 tinham malignidade toracica e 7,9% dos casos de
neoplasia de pulmdo apresentavam também tuberculose, indicando uma prevaléncia muito
mais alta em portadores de neoplasia de pulmao de tuberculose associada. Anticorpos para
o PPD foram elevados em 18 casos (72.0%) dos 25 pacientes com tuberculose e em 22
casos ( 31,4%) dos 70 pacientes com malignidade. Em contraste, somente 3 dos saudaveis
com 40 anos ou mais de idade foram positivos ao antigeno PPD (4,7%). A prevaléncia dos

anticorpos anti-PPD em pacientes com tumores toracicos foi entdo significativamente
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maior do que no grupo controle ( p < 0,001). Entretanto ndo houve diferencas na

prevaléncia dos anticorpos anti-LAM entre os controles. Este estudo demonstra que os
pacientes com tumor toracico tem significativamente elevados anticorpos contra o PPD;
entdo alta antisororeatividade ao PPD, em pacientes com tumores toracicos deveriam ser
cautelosamente interpretados. Uma investigacao longitudinal de pacientes com malignidade
toracica sororreagentes ¢ necessaria para determinar o papel do teste soroldgico para a
tuberculose em pacientes com neoplasia de pulmao ( YONSEI J;2001).

Um estudo de coorte na Suiga foi realizado analisando os anticorpos anti-LAM em
doentes portadores do virus HIV. Anticorpos para o LAM foram detectados no soro de
somente 9 pacientes dos 85 pacientes do grupo, todos HIV positivos, com um diagndstico
confirmado de tuberculose. Devido ao baixo grau de sensibilidade nos soros dos HIV
infectados, as conclusdes nao suportam o uso desta sorologia para o diagnostico de
pacientes com tuberculose e infectados pelo HIV. (BOGGIAN K; 1996).

Um estudo para avaliar o papel do antigeno LAM no soro diagnostico de pacientes
com tuberculose pulmonar foi realizado na Universidade de Ghana. Foram analisados 52
pacientes com tuberculose pulmonar bacilifera, dos quais 20 eram soropositivos ao virus
HIV e 32 eram negativos ao virus HIV. Os soros controles foram de 20 pacientes com
pneumonia lobar ndo-tuberculosa e de 20 individuos que ndo apresentavam nenhuma
doenca respiratéria. O teste mostrou uma alta especificidade de 97,5% . Porém , as
sensibilidade dos HIV negativos foi de 56% , substancialmente mais baixa em relacdo aos
ndo infectados pelo HIV; nos HIV positivos foi ainda mais baixa (25%). Os autores
concluiram que o teste MycoDot ¢ altamente especifico e de facil realizacdo. Porém, a
pobre sensibilidade, especialmente nos HIV positivos o torna 1til como medida adicional

para o diagnostico da tuberculose em HIV negativos ( LAWN SD; 1997).
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Em um estudo a detec¢do do anti-LAM foi realizada por um teste de coaglutinagao

para o diagndstico da tuberculose, no Instituto Nacional das Doencas do México. O teste
mostrou uma sensibilidade de 88% em pacientes com tuberculose pulmonar bacilifera. A
sensibilidade do teste nos pacientes nao-baciliferos foi de 67%. Resultados menos
favoraveis ocorreram quando havia coinfeccdo pelo HIV, com uma sensibilidade de 57%.
A especifidade nos portadores de outras doengas pulmonares e nos individuos controles foi
de 100%. O VPP foi de 100%, ¢ o VPN para pacientes pulmonares baciliferos foi de
97%. Os resultados deste estudo foram animadores, sugerindo que a deteccdo do antigeno
LAM ¢é um acurado teste para o diagnostico da tuberculose pulmonar. ( SADA E;
TORRES M; 1992).

Um outro estudo documentou a utilidade do LAM para o diagnéstico da
meningoencefalite tuberculosa. Anticorpos IgG foram medidos pela técnica de ELISA no
LCR e no soro de 27 pacientes com meningite tuberculosa, usando como antigeno o PPD
e o LAM. O grupo controle foi de 29 pacientes com meningite asséptica e 49 pacientes com
doenga neuroldgica ndo-inflamatéria. Todos os pacientes foram submetidos a Tomografia
Computadorizada de cérebro e puncdo lombar, previamente ao estudo sorolégico. Os
anticorpos IgG aos antigenos foram significativamente elevados na doenga neurologica de
etiologia tuberculosa e a reatividade do teste foi mais freqiientemente positiva no LCR do
que no soro, sugerindo uma sintese local de anticorpos IgG no sistema nervoso central. A
sensibilidade e a especificidade para o diagndstico de doenca neurolégica do SNC por
tuberculose foi de 59,2% e 93,3% para o antigeno PPD, e foi de 85,2% e 95,9% para o
antigeno LAM, respectivamente. O uso do antigeno LAM foi considerado de utilidade
clinica muito 1til para o precoce diagnostico da tuberculose do SNC e foi superior ao PPD

para a detec¢@o de evidéncia soroldgica de TUBERCULOSE. ( PARK SC; BI [; 1993).
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Um estudo realizado no Instituto Nacional de Doengas Transmissiveis em Delhi,

com varios antigenos para observar se a combinacdo dos mesmos ou o uso de antigenos
purificados e isolados para o diagnodstico da tuberculose eram diferentes. Resultados
encorajadores foram obtidos com a detec¢do do antigeno 43 kDa com o antigeno LAM e
com o antigeno 5, no soro, no LCR, ¢ em outros espécimes coletados (sensibilidade 80 a
100% e especificidade de 93-100%) . Concluiram que os testes soroldgicos podem ser de
grande ajuda no diagndstico da tuberculose, principalmente nas formas nao-baciliferas, pois
se constituem em testes rapidos e de facil execucdo. (GUPTA S, BHATIA R; 1995).

Um estudo mostrou a produgdo de anticorpos monoclonais ao antigeno LAM-B e
seu uso na deteccdo de antigenos no escarro. O estudo foi iniciado para produzir anticorpos
monoclonais (Mab ) ao antigeno LAM-B e utilizar os anticorpos para a deteccdo das
micobactérias. Neste estudo, cinco anticorpos monoclonais especificos ao LAM-B foram
produzidos. LAM 701 (IgG 3), LAM 138 (IgM), LAM 204 ( IgM), LAM 302 ( IgM
) e LAM 604 ( IgM). Usou-se a técnica de ELISA para a deteccio do LAM-B e outros
antigenos micobacterianos usando anticorpos monoclonais. Os resultados mostraram que
em 14 espécimes de escarros positivos para o bacilo , 10 ( 71,4%) foram positivos pelo
método de ELISA; em somente 6 (42,9%) o teste foi positivo para os ndo-baciliferos.

Apesar de que a producdo de anticorpos monoclonais ao antigeno LAM-B
pode ser util em detectar micobactérias de outros espécimes clinicos, avaliagdes adicionais
sdo necessarias para maior utilidade clinica. ( CHO SN; 1990).

O diagnostico de neoplasia pulmonar por pungdo aspirativa da lesdo tem-se
consagrado como de oOtima acurdcia. Entretanto, o mesmo procedimento para lesdes
benignas tem demonstrado baixa sensibilidade e especificidade, ndo se podendo afastar o
diagnostico dessas lesdes por este método. Assim, um grupo de autores realizou pesquisa

sérica do antigeno LAM, para tentar a confirmag¢do das lesdes benignas e diagnosticar
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precocemente tuberculose associada a malignidade. Os antigenos selecionados foram o

PPD e o LAM. Os resultados concluiram que a positividade do PPD foi maior do que a do
antigeno LAM, mas os resultados ndo mostraram diferencas estatisticas significativas. (
CHO SANG; 2001).

Um estudo tentou demonstrar a utilidade do antigeno LAM em amostras de urina de
200 pacientes com tuberculose ¢ em 800 pacientes ndo tuberculosos. Cinqilienta individuos
controles saudaveis e 100 outros etiopianos constituiram o grupo controle. Dos pacientes
com tuberculose, 139 (69,5 %) foram positivos para a pesquisa de BAAR na urina. Nos
casos remanescentes, o diagnodstico foi definido em bases clinicas. Todos os pacientes nao
tuberculosos foram negativos as amostras de escarro ¢ ndo mostraram nenhuma evidéncia
clinica de tuberculose. Os resultados finais mostraram que a detec¢ao do antigeno LAM na
urina de pacientes tuberculosos pode aumentar a detec¢do da mesma, o que ¢ importante
para as ferramentas dos Programas de Controle da tuberculose, na busca precoce dos
baciliferos. ( TESSEMA TA, Hamasur B ; 2001).

Realizou-se na Universidade do Colorado um estudo baseado na deteccdo de
anticorpos contra o antigeno LAM. O objetivo deste estudo foi investigar a acuracia do
método em pacientes com tuberculose pulmonar ativa bacilifera e em pacientes controles
com ou sem infeccdo latente. Nos pacientes com tuberculose ativa a sensibilidade do
anticorpo IgG anti-LAM foi de 85 a 93%. Em cinco pacientes com tuberculose ativa, mas
ndo baciliferos, todos mostraram positividade ao teste. A especificidade do teste dependeu
da prevaléncia da infec¢do tuberculosa na éarea estudada. Nos Estados Unidos onde a
prevaléncia ¢ baixa, a especificidade foi de 100%. Em uma populagcdo de alto risco de
infec¢do tuberculosa, a especificidade foi de 89%. Os VPP e VPN do teste foi de 52% e de

98%, respectivamente. Os autores concluiram que o teste anti-LAM ¢ relativamente
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sensivel e especifico para a tuberculose ativa e, assim, um teste de screening em potencial

para o diagnodstico da mesma ( CHAN E; BRENNAN J;2000).

Como estabelecer uma relagdo duradoura com o hospedeiro ? A tuberculose pode
nos dar algumas ligdes.

O Mycobacterium sp apresenta um estilo de vida que ¢é fatal em relacdo aos outros
microorganismos. O bacilo persiste ¢ se multiplica nos fagocitos mononucleares em face
das defesas que surgem do oxigénio toxico e radicais de nitrogé€nio, proteases acidas e
peptideos bactericidas. A captagdo do Mycobacterium sp pelos fagdcitos resulta novamente
na formacdo de um fagossoma, que ¢ manipulado pelo patdégeno para acomodar suas
necessidades de sobrevida intracelular e a sua replicacdo. O presente trabalho descreve o
compartimento intracelular ocupado pelo Mycobacterium sp e apresenta idéias de como a
micobactéria pode estabelecer este nicho, colocando énfase especial no envolvimento dos
lipideos da parede micobacteriana.( RHOADES ER ;2000).

A parede micobacteriana ¢, até 0 momento, o principal sucesso do Mycobacterium
tuberculosis como patdogeno e o seu negro papel ndo seria possivel sem ela. A parede da
célula ¢ responsavel pela prote¢do da mesma, regulagdo da interagdo entre o bacilo e seu
ambiente. O ambiente discutido ¢ o macréfago. A biologia molecular da parede celular ¢ a
que determina como o modo de intera¢do acontece. Compreendendo melhor a composicao
quimica da parede celular fard com que as a¢des do microorganismo sejam melhor
entendidas.

A parede celular da micobactéria, em geral, reage fracamente a coloracdo pelo
Gram, ¢ filogeneticamente relacionadas as bactérias gram-positivas e falta a classica
endotoxina lipopolissacaride relacionada com bactérias gram negativas. Ha muitos fatores
da parede celular micobacteriana que estdo presentes em ambas bactérias gram positivas e

negativas como outros fatores que sdo exclusivos de cada grupo.
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Embora o exame de escarro permanega na lideranca do diagnéstico da tuberculose,

promovendo rapida detec¢do, apresenta ainda uma sensibilidade baixa. Os exames culturais
provém maior sensibilidade e um definitivo diagnostico, mas algumas vezes podera nao
haver o crescimento da micobactéria, além das dificuldades laboratoriais que existem.

O imunodiagnoéstico da tuberculose tem sido um grande objetivo a alcangar. Embora
a reacdo de Mantoux tem provado sua utilidade em identificar pessoas infectadas ou
doentes, em areas de baixa prevaléncia, sua aplicacdo ¢ limitada em regides de alta
prevaléncia, pois a populacdo nestas areas ¢ tuberculino-positivas por infec¢do natural ou
pelo BCG ID. Numerosos testes sorologicos tém sido desenvolvidos por um meio rapido,
de baixo custo, sensiveis e efetivos para o diagnostico da tuberculose pulmonar e
extrapulmonar. Na literatura, a sensibilidade e a especificidade do teste tem sido
documentada como de 70-80% e 90-95%, respectivamente. Os resultados dependem da
natureza dos antigenos, do seu grau de purifica¢do, da forma de realizagdao do teste e da
prevaléncia da tuberculose nas populac¢des. Devido a natureza cronica da doenga, porém, ¢é
dificil decidir se a doenga ¢ correntemente baseada na presenca de elevados anticorpos aos
antigenos micobacterianos.

O LAM ¢ um componente da parede celular do Mycobacterium tuberculosis, com
potente atividades pro-inflamatorias in vitro. Ele ¢é capaz de recrutar granuldcitos de uma
linha de defesa da tuberculose e estimular citocinas. Porém, a destrui¢do do tecido
pulmonar tem sido associada com alto nimero de granulédcitos. Entdo, se o LAM contribui
para a defesa do hospedeiro ou, por outro lado, facilita a invasdo micobacteriana permanece
a ser determinado. A inflamacdo pulmonar produzida pelo LAM pode estar em parte
mediada por atividades de Interleucinas —1 endodgenas. Questiona-se se o LAM do
Mycobacterium tuberculosis ndo podera ser o principal estimulador da imunidade inata

durante a tuberculose.
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O LAM tem emergido como ma molécula de potencial interesse. Além de ser um

potente modulador das atividades das células T e dos macrofagos, estd envolvido em
interacoes ndo opsdnicas do Mycobacterium tuberculosis com os macrofagos. In vivo € in
vitro achados indicam que o LAM pode ser liberado no sitio infecioso de macréfagos
infectados, assim influenciando as respostas imunes locais. Vesiculas contendo LAM sao
liberadas de fagossomas seguindo a ingestdo de macréfagos que fagocitam Mycobacterium
tuberculosis. Anticorpos anti-LAM estdo presentes no soro de pacientes com tuberculose.
Neste papel os autores observaram que o LAM, em concentracdes fisioldgicas, modula os
mononucleares, mas nao os polimormonucleares e a atividade dos fagdcitos. Resultados
destes estudos s@o consistentes com achados obtidos in vitro indicando que o LAM poderia
participar na precoce resposta imune do hospedeiro as micobactérias, principalmente,
através de sua habilidade de modular as atividades dos fagdcitos mononucleares.
Particularmente, a atividade quimioatrativa do LAM para os fagocitos mononucleares do
hospedeiro podem representar um importante evento in vivo na formagdo e manuten¢do do
granuloma tuberculoso. Além disso, a inibicdo da fagocitose dos macrofagos por Man
LAM poderia agir sinergicamente com outras capacidades antiinflamatérias destas
moléculas a fim de ordenar ou favorecer a sobrevida do Mycobacterium tuberculosis e o
estabelecimento de uma infecc¢ao cronica.

Sumarizando, os autores tém mostrado que a IgG anti-LAM ¢é um sensitivo
marcador de utilidade da tuberculose ativa, na populacdao do Estados Unidos considerada de
estar em risco aumentado para a tuberculose. Utilizando culturas de escarro como padrao-
ouro, a IgG anti— LAM foi positiva em cinco de seis pacientes com tuberculose ativa, nao
baciliferos. Além disso, em individuos com ou sem infec¢ao latente, definidos pelo PPD, a
IgG anti-LAM foi bastante especifica para doenca ativa. O alto valor preditivo negativo da

IgG anti-LAM em uma populagdo de risco para infeccdo tuberculosa, torna este estudo com
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um potencial valor de screening para a tuberculose. Porém, em pacientes com evidéncia

radiologica de tuberculose prévia mas nao tratados, uma IgG anti-LAM positiva parece ser
um pobre preditor de atividade da doenca. Embora o custo do teste possa variar, os autores
estimam que o mesmo ¢ baixo, podendo ser realizado sem necessidade de material

sofisticado. (CHAN E, HAHN W;2000)

8.3 Casuistica

A casuistica constituiu-se de 173 pacientes portadores de tuberculose. Tuberculose
pulmonar com confirmagdo microbioldgica ocorreu em 81 casos. Das formas pulmonares
81 foram baciliferos (BAAR positivo) e 7 foram ndo baciliferos (BAAR negativo). Sabe-se
por estudos realizados que a sorologia para tuberculose usando diversos antigenos costuma
ser mais sensivel nas formas baciliferas. Entretanto, dos 7 casos negativos a baciloscopia,
encontramos 6 casos com o teste MycoDot positivo. Outro dado significativo foi que entre
os baciliferos, os portadores de BAAR + no escarro mostraram positividade ao teste do
MycoDot de 73,1%, os portadores de BAAR ++ 82,3% e, surpreendentemente, os com
BAAR +++ foram os que menos reagiram ao MycoDot, com positividade de 68,2%, apesar
de ndo haver significancia estatistica entre os resultados.

Nas formas extrapulmonares que foram 71 casos (41%) o teste do MycoDot
mostrou-se positivo em 45 casos (63,3%) e negativo em 26 casos (36,6%). Tais dados sdo
compativeis com um dos objetivos da realizagdo do teste, que seria o diagnostico das
formas extrapulmonares. Entretanto, a sensibilidade do teste MycoDot na tuberculose
pleural, em nossa casuistica, foi de 68,7%, superior aos dados achados na maioria dos

trabalhos da literatura. Em relacdo a meningoencefalite tuberculosa, observamos uma
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sensibilidade do teste MycoDot de 28,5%, que consideramos baixa. Tais dados sao

compativeis com os relatados na literatura.

Nas formas pulmonares mais extrapulmonares que ocorreram em 14 casos,
representando 8,1% da série total, o teste do MycoDot foi positivo em mais de 50% dos
casos, sendo negativo em 5 casos (35,7%).

Nos pacientes infectados pelo virus HIV que foram em numero de 55 (31,8%), o
teste do MycoDot foi positivo em 34 casos (61, 8%) e negativo em 21 (38,2%). Estes
resultados nos surpreenderam pela sua alta positividade na coinfec¢cdo HIV-tuberculose. (
ISEMAN MD;2000).

Os exames culturais foram positivos em 72 casos. Nestes , o teste do MycoDot foi
positivo em 47 casos e negativo em 25 casos. Interessante foi a observagdo de que nos 10
exames culturais que foram negativos, em 6 o teste do MycoDot foi positivo (60%).

Nos 13 casos considerados como casos-indices a doenga nao foi confirmada, mas os
pacientes foram incluidos na série por critérios rigorosos. Nestes, o teste do MycoDot foi

em 6 casos (13,4%) e negativo em 7 (4,0%).

8.4 Controles

O grupo controle constituiu-se de 77 individuos assim distribuidos: 41 sadios
(53,2%), 6 sadios com BCG ID prévia (7,8%), 6 individuos sadios sem BCG ID prévia
(7,8%) e 16 portadores de lesdes residuais prévias de tuberculose (20,8%). O teste do
MycoDot foi negativo em 73 amostras (94,8%) e positivos em apenas 4 casos (5,2%).

Concluimos por estes resultados que a vacinagao pelo BCG ID e seqiiela de tuberculose, ou
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seja, doenga ndo ativa, ndo mostrou o teste MycoDot positivo. Em relagdo aos 4 controles

com teste MycoDot positivo, especula-se que a compreensdo mais profunda da
imunogenicidade da tuberculose, o envolvimento genético, a viruléncia do bacilo, a fonte
de infecgdo, as diferentes respostas celulares e humorais dos individuos poderiam explicar
estes achados. Também, ndo se pode excluir que estes pacientes ja apresentassem alteragdes
precoces da doenga, ainda sem expressdo clinica, o que poderia ser detectado por
anticorpos IgM.

A especificidade do teste em HIV positivos foi de 100%, entretanto gostariamos de

ressaltar que havia apenas 1 controle HIV positivo.

8.5 Comentarios finais sobre a utilizacio do Antigeno LAM

Os autores deste trabalho parecem ter se iluminado na escolha do antigeno, apods
revisdo da literatura. Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados nos
inimeros trabalhos revisados, considerando o antigeno LAM ainda de muito potencial a
ser descoberto.

Casos de tuberculose pulmonar com bacterioscopia negativa e alguns casos de
tuberculose extrapulmonar freqiientemente representam problemas diagnésticos na pratica
assistencial. Um método para o diagndstico de tuberculose, por meio de um exame de
sangue de facil execu¢do e baixo custo, poderia constituir-se em um recurso auxiliar, que
seria de maior utilidade nos casos de dificuldade diagnostica.

Em relacdo aos pacientes com coinfeccdo HIV, ficamos impedidos de avaliar o seu
grau de comprometimento imunolédgico, pois, na época, havia dificuldades na obtencao da
deteccao de niveis de células CD4 e dosagem de carga viral. Entretanto, na literatura,

surpreendeu-nos que estes itens nao foram mais contemplados na conclusdo dos resultados.
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O grupo de pacientes controles também deixou a desejar, pelas poucas informagdes

adicionais que poderiam enriquecer este trabalho e também tentar explicar os 4 casos que se
mostraram positivos ao teste MycoDot, sem evidéncia de doenca ativa.

Revisando todas as propriedades do antigeno lipoarabinomannan, gostaria apenas de
deixar uma reflexdo: estariam estes pacientes com doenga ainda sub-clinica? Poderia se
questionar possiveis propriedades protetoras do antigeno LAM em uma fase precoce da

infecgao ?

8.6 Outros antigenos utilizados para o sorodiagnostico da tuberculose

Inumeros antigenos tém sido testados na literatura com o objetivo de representar um
método adicional para o diagnostico da tuberculose, com diferentes resultados estatisticos.

Na literatura internacional existem intimeros trabalhos publicados, utilizando
antigenos variados que foram testados isolados ou em associacdo, para testar a sua utilidade
como instrumento adicional no diagnostico da tuberculose pulmonar e extrapulmonar,
explorando a imunidade humoral,pouco estudada nesta doenca.

Os principais antigenos estudados compreendem:

- Antigeno Lipooligosacaride (LOS) (DALEINE J; 1995)

- Antigeno ANDA A60-tb (QADRI SM, SMITH KK; 1992); (ALIFANO M;

1994); (GUPTA S, KUMARI S; 1995); (WANG FD; 1994); (CAMINERO JA;

1994); (DAFTARI VG: 1994); (GEVAUDAN MJ, BOLLET C; 1992);

(POUTHIER F; 1994); (AMICOSANTE M, PAONE G; 1993); (FRANCO J,

CAMARENA 1JJ; 2001); (ZHANG JD;1994); (DAFTARY VG; 1994); (CHIANG

CS;1994); (TURNNER N, VAN NERON; 1994); (COCCITO CG; 1991) e

(DELACOURT C, GOBIN J; 1993).
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- Antigeno 2,3- DIACILTREHALOSE (DAT) no Mycobacterium tuberculosis

(DATT) e no Mycobacterium fortuitum (DATF) (TORTOLA MT, LANEELLE MA;
1996); (SEMPERE N, ARIZA M; 1995); (ESCAMILLA L; 1996).

- Fator Cordao (TREHALOSE-6,6’-DIMICOLATO) (MAEKURA R,
NAKAGAWA M; 1993) e (KASHIMA K, OKA S; 1995).

- Antigeno Excretorio Secretorio (ES) (BHASKAR A; 1994).

- Antigeno 5 (MA YU, DANEIL T; 1996).

- Antigeno 38 kDa (BOTHAMLEY GH;1994); (BOTHAMLEY GH; 1992);
(CHIERAKUL N; 2001); (WILKINS EJL; 1990) e (KADIVAL GV;1994).

- Antigeno 14 kDa E LAM (CHANDRAMUK A;1989).

- Antigeno 65 kDa (SINGH NB; 1995).

- Antigeno 34kDa (AMICOSANTE M; 1995).

- Antigeno KP 90 (KRITSKI AL, CONDE MB; 2002).

—> Antigeno 88 kDa (LAAL S; 1997).

- Antigeno 16 kDa (IMAZ MS, COMINI E; 2001).

- Antigeno ESAT-6 e CFP-10 Até o momento de conclusdo deste trabalho, estes
antigenos sdo os ultimos testados pela literatura. Foram descritos cinco pacientes
com apresentagdes incomuns de tuberculose, nos quais o diagnéstico foi tardio por
procedimentos diagnosticos negativos ou por resultados conflitantes. Produgdo de
interferon-y em resposta ao ESAT-6 CFP-10 por células mononuclerares destes
pacientes foram avaliados antes e depois do tratamento para a tuberculose. Os
resultados mostraram que em todos os cinco pacientes as respostas obtidas do
interferon-y foram superiores as prévias. Estes resultados indicam que as respostas

das células T aos antigenos especificos tem potencial diagnostico quando houver

120



Resultados Antigeno LAM

suspeita ou os resultados forem inconclusivos, especialmente nos vacinados pelo

BCG ID (AREND SM, 2001).
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9.Conclusao

O emprego de um teste diagnostico de reagdo antigeno-anticorpo constituiu-se em
uma contribuicdo substancial para a identificacdo de casos de tuberculose pulmonar e
extrapulmonar. A escolha do antigeno LAM representou um instrumento sensivel e
especifico para o imunodiagndstico da Tuberculose. Este teste ndo substitui a identificacao
microbioldgica, devendo sua aplicabilidade clinica ser reservada para casos de dificil
diagnostico, casos com baciloscopia negativa e de formas extrapulmonares da tuberculose.

Estas afirmacdes derivam da andlise interpretativa dos seguintes resultados
extraidos de nossa casuistica, assim sumarizados: (a) sensibilidade 69,4%; (b)
especificidade de 94.8%; (c) valor preditivo positivo de 96.8%; (d) valor preditivo

negativo de 57,9%.
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Pacientes Prontuario Sexo Cor Forma Extrapulmona
AA MASCULINO 48 BRANCO PULMONAR + F\IAO
AAGR MASCULINO 40 BRANCO PULMONAR + NAO
AAMN 6111207 MASCULINO 41 BRANCO EXTRAPULMONAR  Urinario
ABB MASCULINO 44 MISTO PULMONAR + NAO
ABM 6764302 MASCULINO 62 BRANCO EXTRAPULMONAR Ossea
ACMS 6214670 MASCULINO 22 BRANCO EXTRAPULMONAR  Miliar
AD MASCULINO 38 PRETO PULMONAR + N,§O
AFD 5133590 MASCULINO 56 BRANCO PULMONAR + NAO
AFG 6344550 MASCULINO 48 BRANCO PULM+EXTRAPULM Ossea
AFP 4029708 FEMININO 25 PRETO EXTRAPULMONAR Ossea
AG 4797312 MASCULINO 28 BRANCO PULMONAR + NAO
AJR MASCULINO 45 MISTO PULMONAR + NAO
ALS MASCULINO 70 BRANCO EXTRAPULMONAR  Miliar
AM 2676427 FEMININO 33 BRANCO PULMONAR + NAO
AMG 5644463 MASCULINO 53 BRANCO PULMONAR + NAO
AMPS 5679725 FEMININO 25 PRETO PULMONAR + NAO
AMS 381448 FEMININO 44 MISTO EXTRAPULMONAR Pleural
ANL 7064546 MASCULINO 25 BRANCO PULMONAR + NAO
ARA 7706955 MASCULINO 61 BRANCO PULMONAR + NAO
ARCF 6438220 MASCULINO 34 BRANCO PULM+EXTRAPULM Pulm+Intestin
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ARR 3176971 MASCULINO 34 BRANCO EXTRAPULMONAR  Miliar

AS 6439897 MASCULINO 33 BRANCO EXTRAPULMONAR SNC

AT 7734726 FEMININO 74 BRANCO PULMONAR - NAO

ATBC 6288182 FEMININO 39 BRANCO EXTRAPULMONAR  Miliar+Gangli
onar

ATBS 6288187 FEMININO 39 PRETO EXTRAPULMONAR  Ganglionar

BFH 657491 FEMININO 32 BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritonio+Peri
cardica

BFHS 649491 FEMININO 31 BRANCO EXTRAPULMONAR  Miliar

CAFM MASCULINO 24 PRETO PULMONAR + NAO

CAGG MASCULINO 26 PRETO PULMONAR + NAO

CAJP MASCULINO 33BRANCO  PULMONAR + NAO

CAS 6502207 MASCULINO 29 BRANCO EXTRAPULMONAR  Ganglionar+S
NC

CASR MASCULINO 29 BRANCO EXTRAPULMONAR  Ganglionar

CBA 6790992 FEMININO 35 BRANCO PULMONAR + NAO

CDD MASCULINO 26 MISTO PULMONAR - NAO

CFPN 6206320 FEMININO 4 BRANCO EXTRAPULMONAR SNC

CFS 6309876 FEMININO BRANCO  PULM+EXTRAPULM Miliar

CHM : MASCULINO 32 PRETO PULMONAR + NAO

CJM 6727820 MASCULINO 30 BRANCO  PULMONAR + Miliar+SNC

CRS : MASCULINO 34 BRANCO  PULMONAR + NAO

CRS 6964423 MASCULINO 23 BRANCO PULMONAR + NAO

CS , MASCULINO 34 BRANCO  PULMONAR + NAO
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CSL 6307888 MASCULINO 47 BRANCO  EXTRAPULMONAR Intestinal

cVv , MASCULINO 62 BRANCO  PULMONAR + NAO

DCS : MASCULINO 48 BRANCO  PULMONAR + NAO

DJR 5779400 FEMININO 40 BRANCO  PULM+EXTRAPULM Miliar

DL 794818 MASCULINO 68 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural

DLS , MASCULINO 68 BRANCO EXTRAPULMONAR  Pleural

DR 4587218 MASCULINO 88 BRANCO PULMONAR + NAO

EAA MASCULINO 34 BRANCO PULMONAR + NAO

EAB 370718 MASCULINO 60 BRANCO PULMONAR + NAO

EF , MASCULINO 69 BRANCO PULMONAR + NAO

EGS 945634 FEMININO 71 BRANCO PULMONAR + NAO

EJP 5060280 MASCULINO 24 BRANCO  EXTRAPULMONAR Intestinal

EJP MASCULINO 34 PRETO PULMONAR + NAO

EJPS : MASCULINO 25 PRETO EXTRAPULMONAR  Peritoneal+Es
plenica

EK 5606108 FEMININO 82 BRANCO PULMONAR + NAO

ELG , MASCULINO 39 BRANCO  PULMONAR + NAO

EMC 5139449 MASCULINO 54 BRANCO EXTRAPULMONAR SNC

EOS 6622864 MASCULINO 38 BRANCO  PULM+EXTRAPULM Ganglionar

EP 86140 MASCULINO 55 BRANCO EXTRAPULMONAR  Pericardio

EPO 370729 MASCULINO 62 BRANCO PULMONAR + NAO
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ERM 7597826 MASCULINO 68 BRANCO  PULMONAR + NAO

ERS 7047392 MASCULINO 65 BRANCO  PULMONAR + NAO

ESB : MASCULINO 67 BRANCO  PULMONAR + NAO

ESM : MASCULINO 50 BRANCO  EXTRAPULMONAR  Miliar

EVM 6388231 MASCULINO 55BRANCO  EXTRAPULMONAR  Pleural+Peric
ardio

FC 6344014 MASCULINO 37 BRANCO  PULM+EXTRAPULM Pleural

FJT 3914926 MASCULINO 68 BRANCO  PULMONAR + NAO

FS 6759369 MASCULINO 60 BRANCO  PULMONAR + NAO

FVA : MASCULINO 35 PRETO PULMONAR + NAO

GA 884270 MASCULINO 34 BRANCO  PULM+EXTRAPULM Miliar+SNC

GCN , MASCULINO 51 MISTO PULMONAR + NAO

GCS : MASCULINO 31 BRANCO  PULMONAR + NAO

GFSO 4403143 MASCULINO 27 BRANCO  EXTRAPULMONAR Miliar+Gangli
onar

GG 6529002 MASCULINO 56 BRANCO  PULMONAR + NAO

GG 2745560 FEMININO 21 PRETO EXTRAPULMONAR  Ganglionar

GLCS 773113 MASCULINO 33BRANCO  PULM+EXTRAPULM Miliar+SNC

GRF 6386668 MASCULINO 47 PRETO EXTRAPULMONAR  Miliar

GS 6741292 FEMININO 28 BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritoneal

GSF 6682355 MASCULINO 24 BRANCO  EXTRAPULMONAR SNC

GTD , FEMININO 30 BRANCO  EXTRAPULMONAR Ganglionar

HFPF 6841902 MASCULINO 24 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleura+LCR
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HFPR 6501852 FEMININO 29 BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritoneal

HPF 6841902 MASCULINO 24 BRANCO  EXTRAPULMONAR Miliar

IAR 6726814 FEMININO 33BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritoneal

ICA 627615 FEMININO 24 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural

P 5291976 FEMININO 29 MISTO PULMONAR + NAO

JAK 6483424 MASCULINO 42 BRANCO  EXTRAPULMONAR Miliar

JBD , MASCULINO 54 BRANCO  PULMONAR + NAO

JBS MASCULINO 54 BRANCO  PULMONAR + NAO

JCLC , MASCULINO 40 PRETO PULMONAR + NAO

JCR , MASCULINO 46 BRANCO  PULMONAR + NAO

JCTM 6440325 MASCULINO 32 BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritoneal

JFLS 6632848 MASCULINO 75BRANCO  PULMONAR + NAO

JFO 6664346 MASCULINO 38 BRANCO  EXTRAPULMONAR Peritoneal

JFR 6863930 FEMININO 21 MISTO PULM+EXTRAPULM Ocular+Pulmo
nar

JL 773055 MASCULINO 38 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural

JLS 6754931 MASCULINO 27 PRETO PULM+EXTRAPULM Intestinal

JMD 6370753 MASCULINO 63 BRANCO  PULMONAR + NAO

JmJ 6286694 MASCULINO 31 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural

JR 4744249 MASCULINO 56 MISTO PULMONAR + NAO

JRLD 7355221 MASCULINO 41 PRETO EXTRAPULMONAR  Miliar
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JRLD

JRP

JRSI

JXS

LAS

LAS

LCBM

LCMA

LCRN

LF
LFSO

LLS

LR

LR

LRSA

LSF

LSJ
LVFB

MAA

MBV

MCC

6355218 MASCULINO

MASCULINO

MASCULINO

6755490 MASCULINO

6192801 MASCULINO

6752828 MASCULINO

MASCULINO

6824049 MASCULINO

MASCULINO

MASCULINO
MASCULINO

6289235 MASCULINO

7035405 FEMININO

4195407 FEMININO

649421 MASCULINO

FEMININO

FEMININO
7110448 FEMININO

133432 MASCULINO

658762 FEMININO

MASCULINO

43 BRANCO

52 BRANCO

45 BRANCO

42 PRETO

18 BRANCO

34 BRANCO

23 MISTO

50 BRANCO

30 BRANCO

29 BRANCO
28 BRANCO

22 BRANCO

26 MISTO

26 BRANCO

18 BRANCO

22 BRANCO

22 MISTO
27 BRANCO

45 BRANCO

PRETO

42 BRANCO

EXTRAPULMONAR  Miliar

PULMONAR + NAO
PULMONAR + NAO
PULMONAR + NAO

EXTRAPULMONAR Ganglionar+in
testinal
EXTRAPULMONAR Pleural

EXTRAPULMONAR Ganglionar

EXTRAPULMONAR  Pleural

PULMONAR + NAO
PULMONAR + NéO
PULMONAR + NAO
PULMONAR + NAO
PULMONAR + NAO
PULMONAR - NAO
PULMONAR + NAO

EXTRAPULMONAR SNC

PULMONAR + NAO
PULM+EXTRAPULM SNC

PULMONAR + NAO

EXTRAPULMONAR Pleural

PULMONAR + NAO
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Resultados Antigeno LAM
MCG , FEMININO 17 BRANCO  PULMONAR + NAO
MDM 6235535 FEMININO 30 BRANCO PULMONAR + NAO
MFS 7743644 FEMININO 67 PRETO EXTRAPULMONAR  Pleural
MGR , MASCULINO 31 BRANCO  PULMONAR + NAO
MHS , FEMININO 24 MISTO PULMONAR + NAO
MHS 706244 FEMININO 21 BRANCO PULMONAR + NAO
MHSA FEMININO 66 BRANCO PULMONAR - NAO
MIBS 5159991 FEMININO 40 PRETO EXTRAPULMONAR  Pleura
+Intestinal
MMS 6531255 FEMININO 73 BRANCO PULMONAR + NAO
MNM 6352298 FEMININO 53 MISTO EXTRAPULMONAR  Genital
MOR 6893200 MASCULINO 23 BRANCO PULMONAR + NAO
MRSK FEMININO 24 PRETO PULMONAR + NAO
MSC 7029663 FEMININO 42 BRANCO PULMONAR + NAO
MSF 5304084 MASCULINO 60 BRANCO PULMONAR + NAO
MSF : FEMININO BRANCO PULMONAR - NAO
MSFR 6704084 MASCULINO 59 BRANCO PULMONAR + NAO
NFM 6032239 MASCULINO 22 BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural
NJM 6740249 MASCULINO 43 BRANCO  PULM+EXTRAPULM Ganglionar
NMLPR FEMININO 43 MISTO PULMONAR + NAO
NMM 67516 MASCULINO 50 BRANCO  EXTRAPULMONAR Intestinal
NPP , FEMININO 28 BRANCO PULMONAR + NAO
NRF , FEMININO 44 BRANCO EXTRAPULMONAR  Urinario
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Resultados Antigeno LAM
NRM 26765 FEMININO 26 BRANCO  PULMONAR + NAO
NS 4512760 FEMININO 40 PRETO PULM+EXTRAPULM Miliar
NVS , MASCULINO 37 MISTO PULMONAR + NAO
PAMR 6518443 MASCULINO 36 PRETO EXTRAPULMONAR  Ossea
PIV : MASCULINO BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural
PJPN 6663751 FEMININO 30 MISTO EXTRAPULMONAR  Intestinal
PRMS MASCULINO PRETO EXTRAPULMONAR  Miliar
PRMS 587968 MASCULINO 43BRANCO  EXTRAPULMONAR  Miliar+Hepétic
a
PRO 568169 FEMININO 50 BRANCO  EXTRAPULMONAR  Urinario
RACJ , MASCULINO BRANCO  EXTRAPULMONAR Miliar
RASF MASCULINO BRANCO  PULM+EXTRAPULM Pleural
RC 6502546 MASCULINO MISTO EXTRAPULMONAR  Miliar
RD : FEMININO BRANCO  PULMONAR + NAO
RDA 6987374 MASCULINO 47 BRANCO  EXTRAPULMONAR Miliar
RF 6810758 FEMININO 39 PRETO EXTRAPULMONAR  Miliar
RM , MASCULINO 35BRANCO  EXTRAPULMONAR Ganglionar
RSF 6470991 MASCULINO BRANCO  PULMONAR + NAO
RV 6650055 FEMININO 32 MISTO EXTRAPULMONAR  Pleural
SHAR 3404852 FEMININO 44 BRANCO  PULMONAR - NAO
SLSA 6849327 FEMININO 23BRANCO  EXTRAPULMONAR Pleural
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Resultados Antigeno LAM

SR 6776009 FEMININO 33BRANCO  EXTRAPULMONAR  Miliar

SRM , FEMININO BRANCO  PULMONAR - NAO

SRR 6732127 FEMININO 34 BRANCO  EXTRAPULMONAR Ganglionar

SVR , MASCULINO BRANCO  EXTRAPULMONAR Relnal+lntesti
na

TSB 2654200 MASCULINO BRANCO  PULMONAR + NAO

TTS 7170319 FEMININO 35BRANCO  PULMONAR + NAO

UVH , MASCULINO 35BRANCO  PULMONAR + NAO

ZFB 4509253 FEMININO 37 BRANCO  EXTRAPULMONAR SNC
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Resultados Antigeno LAM
Pacientes Sexo Idade Cor Doenca/BCG Mantoux
VDB MASCULINO Sem doenca

VDB MASCULINO Sem BCG, sem doenca
TSB MASCULINO , Sem doenga

SMC FEMININO , Sequela de TBC

sfi , Sem doenga

sfi , Sem doenga

sfi , Sem doenga

sfi , Sem doenga

RSS MASCULINO , Sequela de TBC

RSS MASCULINO , Sequela de TBC

RP MASCULINO , Sem doenga

RP MASCULINO , Com BCG, sem doenca
RCCF MASCULINO , Sem doencga

RCCF MASCULINO 32 Pneumocistose

RAP MASCULINO , Sem doenga

PRMS MASCULINO 39 BRANCO HIV + Hepatite Nao realizado
PJP MASCULINO , Sequela de TBC

NMVL MASCULINO , Sem doenga

NMVL MASCULINO , Sem BCG, sem doenca
NJMS MASCULINO , Sem doenga

MVO FEMININO , Sem doenca

MN MASCULINO , Sequela de TBC

MLSF FEMININO , Sequela de TBC

MLN MASCULINO , Sequela de TBC

MBV FEMININO , Sem doenca

MAA FEMININO , Sem doenca

LSL MASCULINO , Sequela de TBC

LSAS MASCULINO , Sem doenga

LLAS MASCULINO , Sem BCG, sem doenga
LFS MASCULINO , Sequela de TBC

LCNG MASCULINO , Sequela de TBC

LCNG MASCULINO , Sequela de TBC

JPM FEMININO , Sem doenga

JPM FEMININO , Com BCG, sem doenca
JOCP MASCULINO , Sequela de TBC

JMQ MASCULINO , Sem BCG, sem doenca
JMD MASCULINO , Sem doenca

JLP MASCULINO , Sem doenca

JGS FEMININO 24 BRANCO Linfoma

JEQ MASCULINO . Sem doenga

JD MASCULINO , Sem doencga

JCO MASCULINO . Sem doenga

JC MASCULINO , Sequela de TBC

ILK FEMININO , Sem doenga

ILC FEMININO , Sem doenca

IAO FEMININO , Sequela de TBC

HVC MASCULINO 19 Pneumotdérax

HC MASCULINO , Sem doenga

GSC FEMININO Sem doenca
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Resultados Antigeno LAM
FMB FEMININO Sem doenca

FBS FEMININO Sem doenga

FBS FEMININO Com BCG, sem doencga
FB FEMININO Com BCG, sem doencga
EAM MASCULINO 19 Bronquiectasias

EA MASCULINO Sem doenga

DH FEMININO Sem doenga

CRS MASCULINO Sem doenga

CNS MASCULINO Sequela de TBC

CMTG FEMININO Sem doenga

CMTG FEMININO Sem BCG, sem doenca
CES MASCULINO Sem doencga

CES MASCULINO 36 Cancer Pulm

C FEMININO Sem doenga

ASU MASCULINO Sem doenga

ASP MASCULINO Sem doenca

ASP MASCULINO Com BCG, sem doencga
AS MASCULINO Sem doenga

AS MASCULINO Sem BCG, sem doenca
APS FEMININO Sem doencga

APC FEMININO Com BCG, sem doencga
AML FEMININO 78 BRANCO Sem doenca

ALS MASCULINO Sem doenga

AGF FEMININO Sequela de TBC

AFN MASCULINO Sem doenga

AFN MASCULINO 69 Cancer Pulm

ABS MASCULINO Sem doenga

ABS MASCULINO 63 DPOC
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