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Diagndstico laboratorial da tuberculose na infancia: métodos
convencionais e métodos rapidos.
Laboratorial diagnosis of Chlidhood tuberculosis: conventional and rapid methods.

Terezinha M. Martire’.

RESUMO

O diagnéstico da tuberculose (TB) em criangas continua sendo feito em bases clinicas, epidemiologicas e radiologicas. En-
tretanto, com o advento da Aids e também das formas atipicas e resistentes, ha preocupagao de se fazer o diagnostico em
bases laboratoriais. Diversas técnicas tém sido testadas como alternativas aos métodos convencionais de diagnostico, como
culturas em meios liquidos automatizados (MBbact e MGIT 960), reagao de polimerase em cadeia(PCR), testes sorologicos
pela técnica de ELISA, com antigenos purificados especificos recombinantes isolados ou combinados, atividade da adenosi-
na deaminase (ADA) em TB de serosas, testes de interferon-gama (IGRAs) e o teste de observagao microscopica de suscepti-
bilidade aos antimicrobianos (MODS). Muito embora hajam alguns resultados promissores, ha necessidade de mais estudos
para se conhecer o real papel destes testes e sua aplicabilidade, se comparados aos testes convencionais, em diferentes
situacoes proprias da crianca com TB, isto é: vacinados com BCG, diferentes condigdes nutricionais, diferentes faixas etarias,
infectados ou nao pelo HIV. A rapidez, o baixo custo e a exequibilidade devem ser levados em consideragao, principalmente
em paises em desenvolvimento.

Descritores: tuberculose, diagnostico, bacteriologia, sorologia, crianga.

ABSTRACT

TB diagnosis in children continues to be based on clinical, epidemiological and radiological findings. However, with the
emergence of AIDS and atypical and resistant forms of the disease, diagnoses based on laboratory findings are preferred.
Many techniques have been tested as an alternative to the conventional methods of diagnosing active or latent TB, such as
automated liquid culture systems (MB/BacT and MGIT 960), polymerase chain reaction (PCR), serological testing using ELISA
with specific and purified recombinant antigens alone and/or in combination, adenosine deaminase (ADA) activity in TB
involving serosa, Interferon Gamma Release Assays (IGRAs) and microscopic observation drug susceptibility assay (MODS).
Although some promising results, more studies are needed to get to know the real role of these tests and their usefulness,
when compared with the conventional tests, in different childhood TB children settings: individuals who have been vaccina-
ted with BCG, with different nutritional status, different age groups, HIV infected or not. Their speed, low cost and feasibility
should be taken into account, especially in developing countries.

Keywords: Tuberculosis, diagnosis, bacteriology, serology, child.

INTRODUCAO

De acordo com a Organizacao Mundial da Sau-
de (OMS), um milhdo de casos de tuberculose (TB)
ocorrem em criangas entre 0 e 15 anos. O numero de
6bitos, nesta faixa de idade, pode chegar a 450.000 /
ano. O crescente numero de casos entre adultos, assim
como a elevacao na taxa de co-infeccao TB/HIV (virus
da imunodeficiéncia humana), tornou-se uma fonte de
TB infeccao cada vez maior para o grupo pediatrico."

Ha grande dificuldade de se detectar o Myco-
bacterium tuberculosis (M.tb) nos especimes clini-
cos coletados de criancas com suspeita de TB. Tal
se deve a: dificuldade na coleta dos espécimes cli-
nicos, baixa sensibilidade dos espécimes propria-
mente dita e dos testes bacteriologicos, por serem
amostras paucibacilares, e tempo prolongado para
obtencao de resultado das culturas em meio solido
de Lowenstein-Jensen (LJ). Menos de 20% dos pa-
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cientes pediatricos com TB notificada tém pesquisa
direta para bacilo alcool acido resistente (BAAR) po-
sitiva, e 30-50 % tém cultura positiva no espécime
clinico coletado.?’

Nas ultimas décadas, com o advento da Aids e o
surgimento de formas atipicas, multiressitentes (MDR)
e disseminadas de TB, além de outras micobacterioses,
ha um esfor¢co mundial no desenvolvimento de méto-
dos nao convencionais, factiveis e de baixo custo para
o diagndstico de TB, no adulto e em criancgas, devido a
sua caracteristica paucibacilar.

Diversas tecnicas que serao tratadas no presente
artigo tém sido testadas como alternativas aos méto-
dos convencionais de diagnéstico da TB doenca ou TB
infeccao ou latente.

METODOS CONVENCIONAS DE DIAGNOSTICO BAC-
TERIOLOGICO
1. Bacilocopia

A demonstracao da presenca de bacilo alcool-aci-
do resistente (BAAR) no espécime clinico é evidéncia
presuntiva da TB, mas nao de certeza, ja que outras mi-
cobacterias também apresentam as mesmas proprie-
dades morfotintoriais.

A pesquisa do BAAR em secrecdes e/ou fluidos
corporais pela microscopia 6ptica, apos coloracdo pelo
metodo de Ziehl-Nielsen, € o exame mais difundido,
devido ao baixo custo, rapidez e facil execucao nas
unidades de saude. Entretanto, tem como limitacao a
baixa sensibilidade (10-15%) para espécimes com con-
centracao bacilar menor que 5x10° bacilos/mL, o que
explica o resultado negativo nas formas paucibacilares
da crianca.*™

2. Cultura para micobactérias em meio de Lowens-
tein-Jensen

Oisolamento e a identificacdo de M.tb em meio de
cultura € um método mais sensivel que a bacteriosco-
pia. A cultura é feita através da semeadura do espécime
clinico em meios préprios. No Brasil, o mais utilizado é
o rmeio solido de Lowenstein-Jensen (LJ). Necessita de
10 a 100 bacilos por mililitro de espécime clinico para
ser positiva. Ha reconhecida limitagdo do diagndstico
bacteriolégico na infancia, pois sabe-se que a maioria
das formas de TB é paucibacilar."

A cultura positiva é conclusiva, permite a identifi-
cacao de M.tb pelos testes bioquimicos e a realizacao
do teste de sensibilidade aos tuberculostaticos. For-
nece resultados apds quatro a oito semanas. Os meios
enriquecidos e de maior custo podem ser utilizados
para a cultura, fornecendo resultado em duas ou trés
sernanas, dentre eles: os meios liquidos Midlebrook
7H9 e 7H12.

METODOS RAPIDOS
1. Teste de microscopia de observacao com luz inver-
tida (MODS).
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O teste de microscopia de observacdao com luz
invertida foi, primeiramente, descrito por Caviedes e
cols'? no Peru, na década de 1990. E utilizado, ndo sé6
para deteccdao de cepas de micobactérias, mas tam-
bém para testar sensibilidade aos farmacos tuberculos-
taticos. E um meio de cultura liquido, simples, rapido e
de baixo custo. Pode ser utilizado em laboratérios de
recursos limitados de paises em desenvolvimento.'?

A cultura para micobactéria em meio solido con-
vencional é mais sensivel que o exame direto (BAAR);
entretanto, os métodos envolvendo meios sélidos tém
a desvantagem de serem demorados (de 4 a 8 sema-
nas). Os meios liquidos sao mais rapidos, duram em
média sete dias, variando de cinco a 10 dias.®'* O MODS
teste, tem como principal vantagem o crescimento re-
lativamente rdpido com uma performance pratica simi-
lar ao esfregacos feitos para realizacao de microscopia
direta. A sensibilidade do MODS é superior a da cultura
em meio de LJ (em torno de 50%), mas inferior a sensi-
bilidade do MGIT automatizado 960; porém, seu custo
é oito a 10 vezes inferior ao Gltimo.'*'3

O MODS teste é um meio liquido enrigquecido
(Midllebrook 7H9) que faz a deteccao do crescimen-
to micobacteriano precoce que ocorre nos pocos das
placas de cultura. Toma o aspecto em corda, quando
os bacilos se proliferam, caracteristico do M.tb. (Figu-
ra 1). O complexo M. avium -intracelulare e M. Kansasii
sao bem diferenciados do M.tb ao MODS teste, pois
estes nao adquirem, no seu crescimento, o aspecto
em corda, com excecao do M. chelonae, Uinica mi-
cobactéria nao tuberculosa (MNT) que durante seu
crescimento pode tomar a forma de corda, é saprofi-
ta (dgua, solo e de particulas de poeira) e raramente
pode causar infeccao.'
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Figura 1 - Técnica MODS em espécime clinico, com o aspecto em

corda demonstrando o crescimento do M. tuberculosis. Fonte:
www.bioline.org.br modificado

O espécime clinico, apds descontaminacao para
germes comuns, € colocado em pocos de placas es-
terilizadas para cultura com 1 mL de meio MODS. Em
seguida, a placa com diversos espécimes de diferentes
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pacientes € incubada a 37°C em 10% de CO.. Avalia-se
a morfologia da pelicula micobacteriana de cada pogo
pelo microscopio de luz invertida, com aumento de
10x a 40x, caso tenha ocorrido crescimento de M.tb.
Examina-se a placa, em meédia, duas vezes por sema-
na. A cultura em MODS também identifica micobacté-
rias multirresistentes (MDR). O crescimento em placas
cujos pocos contém substancias anti-TB indicam re-
sisténcia antimicrobiana. A identificacao de TB-MDR
alcanca sensibilidade e especificidade de 95% e 100
%, respectivamente.'® Detecta sensibilidade a isoniazi-
da, a rifampicina e etambutol e a estreptomicina.'* '’
Muito embora existam poucos trabalhos em criangas,
a cultura em MODS mostrou-se similar ao MGIT 960,
porém com sensibilidade superior a cultura em LJ. Do
mesmo modo, diante de espécimes clinicos negativos
ao exame direto pelo método de Ziehl-Nielsen (ZN),
ou pela auramina rodamina, o MODS foi mais sensivel
que a cultura em meio LJ na detecgao do M.tb."”

2. BACTEC

Sistema de cultura por método radiométrico, atual-
mente em desuso em nosso meio. Tem como vantagem
a reducao do tempo de cultivo para 14 dias e como des-
vantagem o alto custo do equipamento e dos insumos
para ser implementado na rotina da rede publica.™

Os derivados do Bactec, MB/bact e MGIT 960,

vém ocupando um lugar de destaque nos laborato-
rios de referéncia, devido a sua elevada sensibilidade,
se comparada aos meios solidos ou MODS teste. S5ao
meios de cultura nao seletivos, totalmente automa-
tizados, que recuperam as micobactérias do sangue,
ou de qualquer outro espécime clinico, em aproxima-
damente 10-15 dias. A deteccao colorimétrica, nao-
radiométrica, do crescimento micobacteriano elimina
0 manuseio e exposicao a radioisotopos. Apresentam
bom rendimento, também, em espécimes clinicos de
pacientes com co-infecgao TB/HIV."™

3. BACTEC MGIT 960 -Tubo indicador de crescimen-
to de micobactéria

Trata-se da semeadura de espécime clinico em
tubo de cultura em meio liquido(7H9), no qual ha base
de silicone impregnada de ruténio. Este elemento emite
luminescéncia de tom alaranjado quando ha diminui-
cdo de O, no meio, 0 que ocorre pelo metabolismo da
micobactéria em crescimento. A luminescéncia é detec-
tada por luz ultravioleta. O meio liquido de semeadura
tem sensibilidade significativamente maior na detecgao
de M.tb do que o meio de LJ, em pacientes HIV positivos
ou negativos e quando o paciente iniciou tuberculosta-
ticos ha poucos dias. A segunda vantagem € o encurta-
mento do tempo de obtencao de cultura positiva - em
média 12 dias - para o M.tb e para MNT."” Qualquer tipo
de espécime coletado, além de sangue e urina, pode
ser semeado.?® O sistema automatizado nao permite a
identificacao morfologica da micobactéria, logo ha ne-
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cessidade de esfregaco pelo método ZN ou de testes
bioquimicos. Em criancas com formas disseminadas
de TB, imunodeprimidos pds transplante ou com Aids,
pode-se obter cultura de sangue para TB através de ISO-
LATOR. Este tubo é o unico meio de cultura rapido para
sangue que permite recuperar micobactérias circulantes
no meio intracelular. Os microorganismos centrifugados
podem ser semeados em qualquer meio, de preferéncia
meios liquidos.'

TESTES BASEADOS NA AMPLIFICACAO DE ACIDO
NUCLEICO - AAN

Na Gltima década, a técnica tem sido utilizada na
identificacao rapida de M. Tb, diretamente do espécime
clinico ou em material de cultura. Utiliza-se, também,
para genotipagem de bacilos resistentes e para tipa-
gem molecular em investigacoes epidemioldgicas.

Para amplificacao de acidos nucléicos, foi de-
senvolvida a técnica conhecida como reagao em
cadeia pela polimerase ou polymerase chain reaction
(PCR).?' Esta técnica proporciona a amplificacao a
partir de DNA (acido desoxirribonucleico) ou RNA
extraido do organismo alvo, vidvel ou nao, levando
a producao de multiplas cépias da seqliéncia alvo,
flanqueada por iniciadores (primers) homélogos a
esta sequéncia. A PCR é aplicavel mesmo quando a
quantidade de DNA disponivel é reduzida. A sequ-
éncia de DNA freqlientemente utilizada para detec-
tar o M.tb tem sido o elemento de insergao 156110.
Nesta técnica, sao usadas elevadas temperaturas
para separar as moléculas de DNA em duas cadeias
simples (denaturagao). Assim, ocorre a ligagao de
oligonucleétidos iniciadores, seqiiéncias nucleotidi-
cas de cadeia simples, geralmente constituidos por
15 a 30 bases nucledticas obtidas por sintese qui-
mica. Para amplificar uma determinada regiao, sao
necessarios dois iniciadores complementares das
seqliéncias que permitem que o fragmento de DNA
se amplifique nos seus terminais 3, de modo a per-
mitir a atuacao da DNA polimerase durante a sintese
da cadeia complementar, usando como molde cada
uma das duas cadeias simples constituintes do DNA
alvo (Figura 2).
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Figura 2 - DNA de dupla hélices separadas por desnaturagao, pri-
mers homaélogos se ligam as suas respectivas partes das fitas de
DNA, polimerase coloca base por base copiando a fita de DNA, se na
fita de DNA tem um A ,a polimerase colocara a base complementar
T ,assim sucessivamente, formando duas novas fitas. Fonte: www.
PCRcurso.com.



Para realizar PCR, sao necessarias pequenas
quantidades do DNA alvo, tampao salina contendo a
Tag polimerase, oligonucleétideos iniciadores, quatro
desoxinucleétidos constituintes do DNA e o cofactor
Mg?*. Esta mistura é submetida a varios ciclos de am-
plificacao.”? O processo envolvendo estes passos pode
ser repetido varias vezes (25 a 30 ciclos). E possivel au-
mentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracao de
DNA pre-existente (Figura 3). Em teoria, 25 ciclos de
amplificacdao seguidos aumentam a concentracao de
DNA em 2% vezes. Na pratica, devido a alguma inefi-
ciéncia no processo de amplificacao, esse aumento é
em torno de 1.2
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Figura 3 - A figura acima mostra que a fita inicial e a copiada sdo des-
naturadas, cada uma é copiada por sua vez e assim sucessivamente
de forma geométrica. Fonte: www.PCRcurso.com.

Como na técnica da PCR se encontram envolvidos
varios ciclos de amplificagao, foi desenvolvido equipa-
mento que permite programar, de forma continua e
automatizada, os vdrios ciclos de aquecimento e arre-
fecimento. Para tal, a enzima DNA polimerase utilizada
devera ser termoestavel. Esta foi obtida inicialmente
da estirpe termofilica thermus aquaticus (TAQ DNA po-
limerase), que atua a temperaturas elevadas, levando,
assim, a um aumento da especificidade da reacdo. O
produto da PCR pode ser visualizado apés eletrofore-
se em gel de agarose e seu tamanho ser estimado por
comparagao com padroes lineares sintéticos, disponi-
veis comercialmente.

Os tipos de PCR disponiveis sao: RT-PCR (reacao
de transcriptase reversa); multiplex-PCR; Nested-PCR;
real time PCR.

IMPORTANCIA DA PCR NO DIAGNOSTICO DA TB NA
INFANCIA

A técnica de PCR tem se mostrado Util para os
diferentes espécimes clinicos de criancas. Entretan-
to, devido a seu elevado custo, a sua limitada acura-
cia, complexidade e a ndao padronizacdo das técnicas
de acordo com o espécime utilizado, ha variabilidade
de sensibilidade e especificidade, o que nao permite,
ainda, seu uso rotineiro. Em laboratérios de pesquisa,
a PCR e hibridizagcao sao muito sensiveis e detectam
poucos bacilos, como até 10 bacilos no espécime cli-
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nico. Estudos demonstram que a AAT, nos espécimes
pediatricos, tem utilizacao limitada. A sensibilidade da
PCR em amostras clinicas tem variado de 40% a 60%,
em media. Embora baixa, é superior a cultura conven-
cional em LJ#?, Esta estimativa é diretamente depen-
dente das caracteristicas da PCR, isto &, in house ou sob
a forma de kit comercial.

Em situagOes especiais, a PCR tem significativa re-
levancia, como é o caso da Real-Time PCR ou o Nested-
PCR nos aspirados por agulha fina, em linfadenites mi-
cobacterianas da crianga. Os primers e as sondas gené-
ticas permitem o reconhecimento da micobactéria e a
diferenciacao entre as espécies M.tb de M. avium, com
sensibilidades que variam de 72% a 96% e especifici-
dade de 93% a 100%, resultados superiores a pesquisa
de BAAR (15%), cultura (26%) e exame histopatolégico
{65%}'25,25

No liquido pleural, a PCR tem alcancado sensibi-
lidades de até 74%. Estes resultados sao promissores
em relagao a bacterioscopia e cultura, cujas sensibili-
dades sao baixas, em média de 20%. Porém, a PCR
nao se mostrou melhor que a dosagem da atividade da
ADA no liquido pleural. Por outro lado, a PCR associada
a outro método rapido (ADA ou contagem de linfdci-
tos) pode alcangar melhor sensibilidade, chegando
a 100%.*” Em relagéo ao exame do liquor céfalo-raqui-
diano, as diversas modalidades da PCR mostram sensi-
bilidades que variam de 51 a 98% e especificidades, de
90% a 92%. Assim, para situagdes como a meningoen-
cefalite tuberculosa (MTB), em que o retardo diagnds-
tico pode levar a um prognéstico reservado, a PCR tem
grande aplicabilidade prética. Indica-se sua utilizacao
associada a dosagem da atividade da ADA ou a con-
tagem de linfécitos totais do liquor, visando aumento
significativo da sensibilidade e da especificidade.?’ 2

POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DOS FRAG-
MENTOS DE RESTRICAO- RFLP

A tecnica de RFLP baseia-se na detec¢ao de poli-
morfismo de tamanho de fragmentos obtidos pela di-
gestao do DNA por enzimas de restricao, tendo como
marcador a seqiiéncia de insercdo I1S6710. E o método
de genotipagem mais amplamente utilizado para dife-
renciagao de cepas de M.tb e de MNT. Tem se mostrado
util na realizagao de diferentes tipos de estudos epi-
demioldgicos em cepas isoladas de humanos. A técni-
ca utiliza enzimas de restricdo ou endonucleases, que
cortam o DNA em muiltiplos sitios especificos, mas s6
cortam uma unica vez dentro da IS6710. Dai resultam
segmentos ou restricao de fragmentos de DNA (RFLP)
que variam de acordo com o posicionamentoda /S6710
dentro do genoma. O DNA fingerprinting de uma cepa,
ou diferentes isolados, sera obtido de acordo com os
tam do numero de copias deste elemento presente
no DNA do M.th, sera possivel construir um mapa de
padrao de RFLP das diferentes cepas tipadas. As cepas
clusters sao definidas por dois ou mais doentes que al-

Pulmdo RJ 2009; Supl 1:20-527 S23




Martire TM . Métodos diagndsticos de tuberculose na inféncia

bergam cepas com o mesmo padrao de fingerprinting,
quando comparados a um mapa com os padroes de
DNA de M. tuberculosis. Se os padroes forem os mes-
mos, sugere a mesma fonte de exposicao e contagio.

O conhecimento da dinamica de transmissao da
TB tem melhorado pelo uso destas técnicas de geno-
tipagem que permitem a diferenciagao de cepas de
M.tb.2° Pacientes com TB portadores de cepas de um
padrdo unico sao considerados casos de TB por reati-
vacao. Os individuos cujos isolados compartilham pa-
dres iguais sao considerados pertencentes a clusters e
representam doenca decorrente de infeccao recente.

Em criancas, o RFLP permite conhecer se a cepa
adquirida provém do provavel caso indice ou nao.
Permite, também, identificar, dentre os pacientes com
Aids e recorréncia de TB, se a recaida se deu pela mes-
ma cepa ou foi devida a novo episodio.*

DIAGNOSTICO SOROLOGICO
1.ELISA

A técnica de ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) foi descrita pela primeira vez por Engval e Perl-
mann, em 1972.32 E de facil execucao, rapida, de baixo
custo e o0 equipamento necessario ja € encontrado em
alguns centros de pesquisa da rede publica, em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. E um método
imunoenzimatico baseado no reconhecimento da li-
gacao entre os antigenos (ag) e os anticorpos (ac) que,
quando fixados a uma fase solida adsorvente, nao per-
dem a sua atividade imunoldgica.

Existem dois métodos do ELISA: o indireto e o di-
reto. O ELISA direto usa ac especificos, ligados a super-
ficie sélida para deteccao de antigenos circulantes em
fluidos corporais.3?33

O ELISA indireto consiste na adsorcao do ag espe-
cifico em suporte sélido, que pode ser de poliestireno,
polivinil, nylon ou nitrocelulose, dependendo da natu-
reza do antigeno utilizado. A este suporte € adicionado
soro do paciente, para se detectar a presenca de anti-
corpos especificos para o ag. A reagao ag-ac formada e
revelada por uma segunda reagao ag-ac, formada pela
adicdo de anticorpos anti-imunoglobulina humana
marcados com enzima. Este complexo é detectado por
reacao colorimétrica, desenvolvida ao se adicionar ao
suporte sélido uma solugao contendo substrato da en-
zima combinada a uma substancia corante. O sistema
de deteccao pode ser de outros dois tipos, além do co-
lorimétrico: fluorescente e luminescente, que, embora
sejam mais sensiveis, sao mais caros.** (Figura 4)

A intensidade da cor obtida pelo sistema colorime-
trico resulta da adsorcao de luz visivel, utilizando espec-
tofotdbmetro com comprimento de onda adequado, e €
diretamente proporcional a quantidade de anticorpos
produzidos pelo paciente ao determinado ag.

Nas ultimas duas décadas, com a caracterizagao e
purificacao da parede celular das micobacterias e com
a elucidacao do genoma do M.tb, novos antigenos li-
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pidicos ou protéicos purificados recombinantes tem
sido empregados em criangas com TB, com resultados
promissores. Existem pelo menos dois problemas no
paciente pediatrico: a menor carga de anticorpos, em
relacao ao adolescente e ao adulto, e o fato de que de-
terminados pacientes respondem apenas a um deter-
mindo ag e nao a outros.
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Figura 4 - ELISA indireto: antigeno especifico colocado em suporte
sélido; adicao de soro do paciente; detecgao de ac. especifico. A re-
acdo ag-ac é revelada por outra reagao ag-ac formada pela adicao
de anticorpos anti imunoglobulina humana marcada com enzima.
Detecta-se este complexo por reagao colorimetrica.

Ha consenso que os testes sorologicos devem
conter diferentes antigenos especificos e purificados,
utilizados de forma combinada, aos pares ou em co-
quetel, para que alcancem elevadas sensibilidades e
especificidades.> Dayal e cols.* estudando o ag ESAT-
6, alcancaram sensibilidade de 53% com especificida-
de de 98%, niveis estes superiores a baciloscopia direta
e a cultura em meio LJ. Kumar e cols.*® estudando a
combinacao de diferentes antigenos em um mesmo
teste, alcancaram melhores sensibilidades. Os antige-
nos ESAT-6 e CFP-10, assim como os antigenos 85 A, B,
C, foram utilizados de forma isolada e sob a forma de
coquetel. A sensibilidade alcancada foi heterogénea
para os diferentes antigenos isoladamente; entretanto,
se combinados, chegaram a 67,1%, com especificidade
de 80%, demonstrando que a combinagao dos antige-
nos propicia a reducao de resposta heterogénea en-
contrada no diagndstico soroldgico da TB da crianga,
em regides onde a TB é endémica. Martire®’, revendo
28 trabalhos de TB em criancas e adolescentes para
diagnéstico de TB pulmonar ou extrapulmonar, regis-
trou que as melhores sensibilidades e especificidades,
superiores a bacterioscopia e a cultura, foram alcanca-
das quando os antigenos espécie especificos recombi-
nantes foram combinados ou utilizados sob a forma de
coquetel no mesmo pogo.

TESTES DE TB FEITO EM BASES IMUNES
1. Atividade da adenosina deaminase - ADA

A ADA é uma enzima encontrada na superficie ce-
lular de linfécitos e macrofagos. Cataliza a conversao
da enzima em inosina e amonia. Apresenta-se elevada



em regides de grande proliferacao de limfécitos. A do-
sagem da ADA é um teste simples, de baixo custo, fa-
cilmente realizado em qualquer laboratério de médio
porte e ja disponivel em laboratérios de paises desen-
volvidos e em desenvolvimento.

Emprega o método colorimétrico de Giusti, ba-
seado na dosagem simples da amaénia liberada pela
transformacao hidrofilica irreversivel da adenosina em
inosina, catalisada pela enzima. As dosagens sao fei-
tas sempre em duplicatas e, se existir discordancia, o
teste é repetido. Valores de ADA superiores a 38 U/L
sao considerados positivos e permitem inicio de trata-
mento para TB, desde que haja historia epidemiologica
sugestiva da doenca.”’

Estudos tém mostrado elevados niveis de ADA
em liquidos de periténio, pericardio e, principalmen-
te, liquor, em criancas com TB. Os marcadores infla-
mataorios fornecem informagdes importantes, visando
determinar se a causa, ou nao, da infeccao é o M.tb. A
atividade da ADA também parece auxiliar quanto ao
progndéstico dos pacientes com meningoencefalite tu-
berculosa. Aqueles com niveis mais elevados de ADA
sdo os que evoluem com piores seqtielas, em relagao
aos demais.”

Na TB pleural na infancia, a ADA alcancga sensibili-
dade de 88% e especificidade de até 90%.%

A TB peritoneal é uma forma rara e de dificil diag-
nostico. Valores de atividade da ADA = 30 U/L, no liqui-
do ascitico, sao indicativos de TB.*

2. Testes de Interferon Gama na TB latente

A nova geracao de testes rapidos de base imuno-
|6gica que utiliza sangue para o diagnéstico de TB la-
tente denomina-se IGRAS. Ha algumas vantagens em
relacdo a prova tuberculinica, nico método diagnos-
tico de TB infeccao, desde sua descoberta por Florence
Siebert, na década de 1950."

Os IGRAS dependem da resposta do hospedeiro
a infeccao pelo M.tb. Medem a producao de interfe-
ron-gama (INFy) produzida pela resposta de células T
aos antigenos especificos do M.tb, como o ESAT-6 e 0
CFP-10. Estes antigenos sao transcritos de regides es-
pecificas do genoma do M.tb, na qual ha auséncia dos
antigenos do BCG e de outras micobactérias. Existem
dois kits comerciais, recentemente aprovados pelo
FDA (Food and Drug Administration): o Quantiferon TB
GOLD assay e sua variavel, o Quantiferon TB GOLD In-
tube (forma recente do quantiferon QTF) e o Elispot
-TB assay.®

O QTF mede os niveis de INFy a partir do sobre-
nadante de um pool de células estimuladas do sangue
total. O Elispot mede a producao individual de célulasT,
que produzem INFy a partir de células antigénicas esti-
muladas uma a uma.Teoricamente, a sensibilidade deste
ultimo parece ser maior. Ambos os testes tém controle
interno positivo (mitdégeno), que demonstra a resposta
eficaz de INFy em imunocompetentes. O mitégeno tem
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por objetivo fornecer informagoes sobre a validade dos
testes em individuos com status imunitario nao conheci-
do, como em menores de dois anos, imunossuprimidos
de células TCD4 e infectados pelo HIV.

As principais vantagens seriam: obtencao do
diagndstico, no maximo, em 24 horas, com uma uni-
ca coleta de sangue na primeira consulta, auséncia do
efeito booster do teste tuberculinico, ndo interferéncia
do tempo de aplicacao da vacina BCG e melhor sensi-
bilidade que a prova tuberculinica. No caso do Quan-
tiferon, as sensibilidades variam de 58% a 80% e do
Elispot, de 62% a 93%, com especificidades de 97% e
929%, respectivamente. Porém, considera-se que estas
sensibilidades sejam subotimas.* E dificil determinar a
sensibilidade do IGRA, pela falta de padrao ouro para
o diagnostico de TB latente. Faz-se estimativa da sensi-
bilidade, ao se comparar com a prova tuberculinica e
a partir de pessoas em contato intimo com individuos
com TB doenca, visando avaliar o grau de exposi¢ao
e risco.” Alguns estudos em criangas demonstraram
que os IGRAS demonstraram melhor sensibilidade
no diagnostico de TB latente que a prova tuberculini-
ca.*'%2 Assim, IGRA negativo sugere que nao haja risco
de adoecimento e permite reduzir o numero de crian-
cas recebendo quimioterapia.*® Por outro lado, estudos
mostram que IGRAS tém sensibilidade comprometida
em criancas desnutridas graves e com niveis de CD4
baixos, em torno de 100 células/mm?.%% Os testes
com INFy também mostraram-se discordantes da pro-
va tuberculinica em adolescentes e adultos com TB la-
tente no Brasil.*
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Figura 6 - Técnica do Quantiferon - TB assay - sangue total hepa-
rinizado distribuido em trés tubos- um sem Ag(salina), outro com
os antigenos ESAT6+CFP-104TB9.7 ou 7.7(depende do fabricante)
e um terceiro com o antigeno mitégeno(ativacao celular inespeci-
fica). A seguir incubacao. O sobrenadante é recolhido e mensura-
se o IFN-y produzido e liberado no sobrenadante da cultura por
ELISA, isto &, anticorpo anti IFN-y é adsorvido na placa de ELISA;
uma aliquota do sobrenadante é adicionado a placa. Adiciona-se
a seqguir o anticorpo marcado com enzima anti IFN-y. A reagao é
revelada pela adigac de substrato da enzima contendo corante. A
cor desenvolvida apresenta maior intensidade quanto maior for a
produgao de [FN-y.
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Ha necessidade de novos testes in house e adicao de
novos antigenos, para permitir seu uso em nosso meio,
principalmente em criangas sob condicoes especiais (in-
fectadas pelo HIV, desnutridas, vacinadas com BCG ha
menos de dois anos, em regides de alta e baixa prevalén-
cia de TB). No momento, a maior aplicacao dos testes de
INFy talvez seja nas areas de baixa prevaléncia de TB."

CONCLUSOES

Dentre os testes em estudo nas ultimas décadas,
em paises em desenvolvimento, a atividade da ADA
mostra-se um método de rotina de facil aplicabilidade
para o diagnostico de TB, com comprometimento de se-
rosas, na crianga e no adolescente.,

As sorologias com o0s antigenos recombinantes
protéicos purificados espécie-especificos do M.tb, princi-
palmente MPT-64, ESAT-6, Ag85C e o CFP-10, mostram-
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