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Com o advento de novas
técnicas na drea da biologia
molecularjase produzem avan-
cos significativoscom relagao a
tuberculose. A histéria natural,
bem como seu diagnéstico,
lratamentlo, epidemiologia e
profilaxia absorvem suas
vanlagens com novas e
promissoras perspectivas. Sabe-
se hoje, que com o antigeno 5,
é possivel fazer-se a litulagem
com imuno-absorvente, ligado
a uma enzima, para medir a
taxa de IgG no soro, que na
tuberculose ativa esta muito au-
mentada. A prova é feila pelo
radioimunoensaio (ELISA). Esse
anligeno foi o primeiro a ser
empregado, para fins epidemio-
l6gicos nodiagnoéstico de doenca
ativa. Osleslessao muitosensivels,
nas areas geograficas, com alta
prevalénciade uberculose, onde
as formas avancadas da doenca
costumam ser mais frequentes.
Nos paises com baixa preva-
léncia, esses lestes, ao contra-

rio, sa0 menos sensiveis. Tam-
bém sao ulilizados no diag-
nésticodosderramestuberculosos
e nas oulras formas exlra-
pulmonares dadoenca, embora,
nessescasos resultados posilivos
possam ocorrer com oulras
micobactérias. Todavia, seu
emprego sera sempre vantajo-
so por ser de [acil execucao,
baixo custo e do maior interes-
se no diagnostico datuberculo-
se, particularmente nos paises
em desenvolvimenlo. Merece
consideracao o inconveniente
desse anligeno nao ser estavel,
o que muito dificulta sua
eslocagem e transporile.

Ja foram isolados diversos
fragmentos sequenciais do M.
tuberculosis 0s quais se reve-
lam, conforme o caso, com ra-
zoavel ou mesmo alta especifi-
cidade diagnoéstica. Também
sao empregados anticorpos
monoclonais gerados por esses
fragmenlos que reagem com o
soro dos pacientes contamina-
dos. Alguns desses anticorpos,
comoo B8, TB23, TB68, TB71
e TB72 mostram especificidade
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muito variavel, O anticorpo
TB72, considerado o mais
especilicode lodos, corresponde
ao epilopo 38KDa do qual
derivaoanligeno 5, acimamen-
cionado.

Outro grande avanco no di-
agnoslico de todas asformasde
tuberculose, inclusive a
meningjlica, esla sendo obtida
com a lécnica da hibridacao /n
sitt. Materiais como escarro,
lavado broncoalveolar, liquido
pleural, liquor cefalo-
raquidiano, urina, sangue, pus
e fragmentlos de medula 6ssea,
depois de adequadamente tra-
lados, sao submelidos aos pro-
cessos de amplificacdo. Esses
materiais, mesmo que conle-
nham apenas alguns bacilos,
lornam-se, praticamenle, iImpos-
siveiscle serem identificadoscom
as lécnicas tradicionais.

Convém lembrar que a
baciloscopia s6 é possivel se o
material examinado contiver
mais de 5 mil bacilos por cm?,
Com a lécnica acima referida,
processa-se enlao a chamada
reacaoem cadeiadapolimerase,




que multiplica o DNA em mi-
lhdes de copias no prazo de
duashoras, aproximadamente.
O DNA contido na bacléria &
seccionado em fragmentos, em
ponlosespecificos, porenzimas
conhecidas como enzimas de
restricao. Existem no comércio,
sondas oligonucleotideassin-
télicas, cujassequéncias de ba-
ses nucleotideascorrespondem
ao fragmento separado pela
enzima de restricao. Tal sonda,
marcadacomp32oudigogenina,
hibrida-se com o referido frag-
mento e o material é processa-
do pela técnica que dispersa 0s
fragmentos hibridados pela
eletroforese em gel agarose. A
indentificacao do fragmento é
feita porauto-radiografia, nocaso
dasonda ter sido marcada com
P32 ou com filme radiogréfico,
desde que amesmajatenhasido
marcada com digoxigenina, po-
dendo haver de duas alé vinte
copias dilerentes.

Existe oulra insercgao
sequencial, 15986, semelhante
aquela, diferindo apenas por
trésbases nucleotideas, também
distribuidas em vdrias copias.

Ahibridizacao imsitu, 151610,
fornece até 97,4% de diagnosli-
cossegurosem materiais, inclu-
sive aqueles negalivos as pes-
quisas bacteriologicas con-
vencionais. Diluigoes /n vitro
de emulsdoes de bacilos
mostraram resultados com me-
nosde 10 unidadesbacilares. Os
resultados 18m a vantagem de
serem fornecidos rapidamente
pelo DNA de micobactérias
mortasapds quimioterapia.

Em resumo, se no malerial
examinado o bacilo da tubercu-
lose estiver presente, a sonda se
hibridiza com segmento 15110,
sendo esse fragmento identifi-
cadopelatécnicaSouthern Blol,
e o resultado positivo. Ao con-
trario, caso o material nao con-
tenha bacilo, a sonda nao tera
com que se hibridizar e nada
sera identificado, sendo o re-
sultado negalivo. Todavia, essa
lécnica, apesar de sofisticada e
relativamentle custosa, esla se
difundindo” nos cénlros mais
avancados da especialidade.

Oulroprocedimentonadrea
diagndstica, baseia-se nofatode
que o acido tuberculinico
estearico, exclusivamente nas.
micobaclérias pode ser detec-
tado, em espécimesclinicospela
cromatogralia e espectografia de
massa. O método lem grande
sensibilidade e um indice de
positividade muitoaltonadelec-
cao das micobactérias, o que o
torna extremamente Gtil no
diagnoéstico da meningile
tuberculosa.

Um outromélododiagndstico
que vem despertando grande
interesse, sobretudo em nosso
meio, € o da dosagem da ativi-
dade da adenosina deaminase
(ADA), amina envolvida no me-
tabolismo daspurinas, que nalu-
berculose ativase encontramuito
elevada. O procedimenlo, quee
colorimétrico, baseia-se natrans-
formacao da adenosina em
inosina, com liberacao de amo-
nia. Essa verificacao & muitosen-
sivel para o diagndstico das for-
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mas de tuberculose extra-pul-
monares, ocasia0 em que a
pesquisa do bacilo é sempre
dificil. Seu resultado é obtido
rapidamente, em tornode duas
horas, com umaespecificidade
que vai além de 90%. Sua utili-
dade é grande no diagndslico
dos derrames de nalureza
tuberculosa. Nesses casos, seus
niveis no liquido pleural sao
muito altos, em torno de 450
UL, bem acima dos verificados
nosangue, que oscilaem torno
de 350UL. Todavia, convéem
lembrar, que podem ocorrer
resullados falso-positivosem se
tratando de empiema, mesote-
lioma, adenocarcinoma, linfomas
e artrite reumatoide.

Osestudos conlinuam, novas
perspeclivasdiagnosticas come-
cam a surgir. Assim, recente-
mente foram clonados epitopos
do complexo M. tuberculosis
que se prestam as provas cula-
neas. No momenlo, especula-
se se estas provas ou os métodos
sorologicos serdao mais especili-
cos e de aplicagao mais pratica
na realizacdo dos exames em
massa. Ha fundadasrazoespara
que dentro em breve, dado ao
altograu de especificidade des-
sas provas, se permita distinguir
os individuos sadios, embora
infectados com M. tuberculosis
ou com oulras micobaclérias,
dos vacinados com BCG.

Esta publicagao reproduz uma
palestra realizacda na Academia
Nacional de Medicina com a
colabora¢cdo de J.Rosemberg.




