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RESUMO 

 

Kanunfre KA. Tuberculose pulmonar: aumento da eficiência diagnóstica pela 
associação de métodos microbiológicos e imunológicos para pesquisa de 
anticorpos IgG anti-Mycobacterium tuberculosis por Western blotting e 
interferon-gama. [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de 
São Paulo; 2007. 120p. 
 
 
 
A tuberculose permanece como um dos maiores problemas de saúde 
pública mundial. O diagnóstico precoce e o tratamento rápido e eficiente dos 
indivíduos com tuberculose pulmonar ativa são medidas essenciais para a 
redução da morbidade, mortalidade e da incidência da tuberculose no 
mundo. As limitações encontradas nos métodos microbiológicos tradicionais, 
fizeram com que metodologias alternativas fossem desenvolvidas para 
melhorar o diagnóstico e o prognóstico da tuberculose humana. Neste 
trabalho verificamos o desempenho diagnóstico do Western blotting para 
pesquisa de anticorpos IgG anti – Mycobacterium tuberculosis, a utilização 
do teste QuantiFERON® – TB Gold e a detecção de moléculas de adesão 
celular (ICAM-1 e selectinas) como marcadores de prognóstico. Foram 
acompanhados até o final do tratamento 31 pacientes com tuberculose 
pulmonar diagnosticados por critérios clínicos e laboratoriais. Como 
controles, selecionamos população de indivíduos sadios, doadores de banco 
de sangue e indivíduos com outras pneumopatias. Os resultados mostraram 
que o Western blotting apresentou sensibilidade de 94% e especificidade de 
96% no diagnóstico da tuberculose pulmonar, atendendo os requisitos da 
OMS para testes sorológicos. O QuantiFERON® – TB Gold apresentou 
sensibilidade de 83% e especificidade de 100%, após ajuste do limiar de 
reatividade. Os resultados das moléculas de adesão celular sugerem 
potencial para serem utilizadas como marcadores de prognóstico da doença. 
Ao associarmos os resultados do Western blotting ou do QuantiFERON® – 
TB Gold com a baciloscopia obtivemos sensibilidade superior a 95%; e 
quando associados à cultura a sensibilidade encontrada foi de 100%. O 
Western blotting mostrou ser uma ferramenta útil como auxiliar no 
diagnóstico da tuberculose pulmonar mesmo em pacientes com baciloscopia 
negativa. 
 
 
Descritores: 1.Tuberculose pulmonar/diagnóstico 2.Western blotting 
3.Interferon tipo II 4.Imunoglobulina G 5.Moléculas de adesão celular 
6.Prognóstico 
 
 
 
 



SUMMARY 
 

Kanunfre KA. Pulmonary tuberculosis: enhanced efficiency diagnostic 
combining microbiological and immunological methods to detect IgG anti 
Mycobacterium tuberculosis antibodies by Western blotting and interferon-
gamma. [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 
Paulo”; 2007. 120p. 
 
 
 
Tuberculosis remains a major public-health problem. Rapid diagnosis and 
prompt treatment is the cornerstone to reduce morbidity, mortality and 
incidence of tuberculosis in the world. Alternative methods have been 
developed to overcome the limitations presented by conventional 
microbiological methods and to improve the diagnosis and prognosis of 
tuberculosis. In this study we verified the diagnostic performance of Western 
blotting for IgG anti-M.tuberculosis antibodies detection, QuantiFERON® - TB 
Gold and circulating adhesion molecules (ICAM-1 and Selectins) as 
prognosis markers. Thirty-one patients were followed-up during the 
treatment. Active pulmonary tuberculosis was diagnosed by clinical and 
laboratorial criteria. As group control healthy individuals, blood donors and 
patients with other lung diseases were included. Western blotting results 
showed a high performance with sensitivity of 94% and specificity of 96% for 
the diagnosis of pulmonary tuberculosis, attending WHO requirements for 
serological tests. After adjusting the threshold, QuantiFERON® - TB Gold 
showed sensitivity of 83% and specificity of 100%. The results of adhesion 
molecules suggested potential to use the test as prognosis markers. 
Combining Western blotting or QuantiFERON® - TB Gold with acid-fast bacilli 
(AFB) smear results, the overall sensitivity increase to more than 95%, and 
when combined with culture the overall sensitivity was 100%. Together, 
these findings, suggest that Western blotting could be a very useful 
supplementary tool for pulmonary tuberculosis, especially in patients with 
AFB smear negative. 
 
 
 
Descriptors: 1.Tuberculosis pulmonary/diagnosis 2.Western blotting 
3.Interferon type II 4.Immunoglobulin G 5.Cell adhesion molecules 
6.Prognosis  
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 A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa de evolução crônica 

causada por um bacilo, Mycobacterium tuberculosis, que acomete 

principalmente os pulmões, podendo, porém afetar outros órgãos e tecidos 

do organismo. 

 

1. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E CONTROLE DA TUBERCULOSE 

HUMANA 

 

 As primeiras evidências da tuberculose humana foram encontradas 

em fragmentos ósseos da coluna vertebral de múmias do antigo Egito, a 

5.000 a.C, que apresentavam deformidades características da doença. 

Essas deformidades ósseas também foram encontradas em cadáveres de 

várias regiões da Itália, Dinamarca e países do Oriente Médio no período 

Neolítico, sugerindo que a tuberculose estava amplamente distribuída por 

todo mundo a mais de 4.000 a.C (CDC 2000; Smith, 2003). 

 Nas escrituras dos assírios foram encontrados os primeiros relatos de 

pacientes com hemoptise. Hipócrates no século 5 a.C, descreveu pacientes 

em estado de consumação, caracterizado pela perda progressiva de peso 

associada a dor torácica e tosse com expectoração sanguinolenta (CDC 

2000; Smith, 2003). 

 No início dos séculos XVI e XVII a Europa tornou-se centro de muitas 

epidemias de tuberculose (“Great White Plague”) devido à explosão 

demográfica, ao grande crescimento dos centros urbanos e ao início da 

revolução industrial. O apogeu desta doença ocorreu no início do século XIX 
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quando foi estimado que ¼ dos europeus morreram de tuberculose. Medidas 

adotadas na segunda metade do século XIX, como a melhoria no 

saneamento básico e nas condições sócio-econômicas da população 

colaboraram para a diminuição da mortalidade causada pela tuberculose na 

Europa (Smith, 2003). 

 Embora essa doença já fosse conhecida desde o início dos tempos a 

sua transmissibilidade foi evidenciada apenas em 1865 por Jean – Antoine 

Villemin, médico militar francês, que conseguiu infectar experimentalmente 

animais de laboratório mediante a inoculação de material retirado de 

pacientes tuberculosos (Smith, 2003). 

 Em 1882, os trabalhos de Robert Koch, biologista alemão, vieram 

estabelecer definitivamente a relação etiológica entre a tuberculose humana 

e o M.tuberculosis, hoje comumente designado como bacilo de Koch. 

Todavia, a descoberta do agente etiológico teve pouca influência para o 

controle dos índices de mortalidade e morbidade causados por esta doença 

(Bignall, 1971; CDC 2000; Smith, 2003). Somente com a descoberta e 

utilização de antibióticos como a estreptomicina (1944), ácido para-amino-

salicílico (1949) e isoniazida (1952) como drogas terapêuticas, foi observada 

uma expressiva queda desses índices (Ducati et al., 2005). 

 A partir de 1980 diversos fatores como a epidemia do HIV/AIDS; 

problemas sócio-econômicos mundiais; o aparecimento de cepas de M. 

tuberculosis multi-resistentes; os grandes movimentos migratórios e as 

deficiências nos programas de controle e sistemas de saúde, contribuíram 

para um aumento expressivo do número de casos de tuberculose nos países 
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em desenvolvimento e o reaparecimento da doença nos países 

industrializados da Europa e América do Norte (Raviglione et al., 2003). 

 O reconhecimento de que a tuberculose era um problema de saúde 

pública negligenciado mundialmente, juntamente com a epidemia desta 

doença em várias partes do mundo, levou a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), em 1993, declarar um estado de emergência mundial; prevendo que 

no em 1997 um terço da população mundial estaria infectada pelo M. 

tuberculosis e que 5% desenvolveriam a doença ativa durante os primeiros 

anos após a exposição, se medidas efetivas para o controle da doença não 

fossem postas em prática (Raviglione et al., 1995). 

 Em 1994, foi introduzida a estratégia DOTS - “Directly Observed 

Treatment Short-Course”, na tentativa de controlar a tuberculose. Cinco 

elementos essenciais para a política de controle da tuberculose foram 

definidos: 1) comprometimento do governo com o programa de controle da 

doença; 2) detecção dos casos pela baciloscopia, principalmente nos 

sintomáticos respiratórios; 3) tratamento de curta duração e diretamente 

assistido; 4) regularidade na manutenção de medicamentos; 5) sistema de 

informação que permita o monitoramento dos resultados (WHO, 1995). 

Apesar dos esforços realizados, muitos países em desenvolvimento não 

conseguiram implantar o programa com a eficiência necessária, 

permanecendo grave a situação mundial da tuberculose.  

 Em março de 2000, durante a Conferência Ministerial sobre 

Tuberculose em Amsterdã, Holanda, Ministros de Saúde dos 22 países mais 

atingidos pela doença e as Instituições Internacionais envolvidas no controle 
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da tuberculose (WHO, IUATLD, KNCV, CDC, ATS e ALA), elaboraram a 

“Amsterdam Declaration to Stop TB”; a qual expressa a necessidade de 

expansão e rapidez nas medidas para o controle da tuberculose bem como o 

aumento de recursos financeiros e políticos para o controle mundial (WHO, 

2000). 

 Segundo a OMS, 95% dos casos de tuberculose ocorrem nos países 

em desenvolvimento, sendo que os países da África e Ásia são os que 

apresentam os maiores coeficientes de incidência, atingindo todos os grupos 

etários, com maior predomínio nos indivíduos economicamente ativos 

(WHO/Factsheets/2006). 

 Atualmente a tuberculose é responsável pela morte de 

aproximadamente dois milhões de pessoas por ano (cerca de 5000 

pessoas/dia), com incidência global aumentando cerca de 1% ao ano. Em 

2004, ocorreram 8,9 milhões de casos novos de tuberculose 

(WHO/Report/2006). 

 Do total de casos novos de tuberculose, menos da metade são 

notificados, situação que traduz a insuficiência das políticas de controle. Nos 

22 países mais atingidos por essa doença, a estimativa é de 7.102.000 

casos. Neste grupo, a Índia ocupa a primeira posição com 1.824.000 casos 

novos anuais, o Brasil a 16ª com 110.000 e o Camboja a última com 70.000. 

Se a classificação for feita pelo coeficiente de incidência, a África do Sul que 

está em 5º lugar em número absoluto de casos, assume a 1ª posição com 

718/100.000 habitantes, e o Brasil passa para o 22º com uma estimativa de 

60/100.000 habitantes (WHO/Report/2006). Já nos países industrializados 
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da Europa e América do Norte a incidência da tuberculose é mais baixa. Nos 

Estados Unidos, em 2005, dos 14.093 casos a maior freqüência foi 

observada nas minorias étnicas e imigrantes (CDC 2006; Dye, 2006). 

 No Brasil os números são extremamente preocupantes. Estima-se 

que cerca de 50 milhões de pessoas estejam infectadas pelo bacilo de Koch 

e que 6.000 pessoas morrem anualmente (II Consenso Brasileiro de 

Tuberculose, 2004). 

 Em 2004 foram notificados no SINAN (Sistema de Informações de 

Agravos de Notificação do Ministério da Saúde) 80.905 casos novos de 

tuberculose, sendo que 36.074 ocorreram na região sudeste, 23.913 no 

nordeste, 9.289 no sul, 7.079 no norte e 3.162 no centro oeste. Os estados 

de São Paulo e Rio de Janeiro são os apresentaram o maior número de 

casos da doença 16.680 e 12.538, respectivamente (SVS/MS, 2005).  

 Dados recentes da OMS estimam que ocorreram, em 2004, 109.672 

casos novos de tuberculose no Brasil, sendo que 48.216 indivíduos foram 

considerados transmissores por apresentarem a forma pulmonar da doença 

com baciloscopia positiva (WHO/Report/2006).  

 Segundo a OMS, a tuberculose e a epidemia do HIV/AIDS juntas 

constituem, hoje, uma calamidade. A estimativa mundial de adultos 

coinfectados com TB/HIV para o ano de 2000 foi de 11,5 milhões de 

indivíduos, sendo que 70% dos casos ocorreram na África, 20% no sudeste 

da Ásia e 4% na América Latina (TB/HIV Manual Clínico – WHO, 2004). Em 

2004, dos 3,9 milhões de indivíduos com a forma pulmonar da doença, 714 

mil estavam coinfectados pelo HIV. Do número total de óbitos registrados 
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por decorrência da tuberculose (1,7 milhões) 15% eram indivíduos HIV 

positivos (WHO/Report/2006). 

 Embora a infecção pelo HIV tenha alterado drasticamente a 

epidemiologia da tuberculose, atualmente estão sendo observados também 

fatores de risco, até no momento negligenciados, como a interação entre 

tuberculose e doenças crônicas, por exemplo, diabetes, doenças 

respiratórias causadas pelo cigarro e poluição. A tuberculose em pacientes 

com diabetes necessita de cuidados especiais, pois nesses pacientes, 

geralmente torna-se mais difícil o diagnóstico da doença (Singla et al., 2006). 

 A OMS tem também considerado como relevante o risco ocupacional 

de profissionais da saúde envolvidos no controle da tuberculose. No Brasil, 

estudo realizado por Silva et al. (2000) mostraram que dos 351 profissionais 

do Hospital Clementino Fraga Filho no Rio de Janeiro, 8% apresentaram 

taxa de conversão tuberculínica. Entre os profissionais de saúde, os médicos 

apresentaram a maior taxa de conversão (15%) seguida pelos enfermeiros 

(13%). Nos profissionais com cargos administrativos a taxa de conversão foi 

menor 0,9%. 

 Diante de todas essas dificuldades a OMS e as instituições 

internacionais envolvidas no controle da tuberculose lançaram, em 2006, o 

novo planejamento mundial para controle da tuberculose para o período 

2006-2015, que tem como metas: ampliação do DOTS com a eficácia 

necessária; melhor qualidade e acesso ao diagnóstico e tratamento da 

doença; redução da incidência da tuberculose; estimulo à pesquisa com o 
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desenvolvimento de novas drogas terapêuticas, novas vacinas e novos 

testes de diagnóstico (WHO/Factsheets/2006). 

 

2. AGENTE ETIOLÓGICO 

 

 O agente etiológico da tuberculose humana pertence à ordem 

Actinomycetales, família Mycobacteriaceae, gênero Mycobacterium. O 

complexo M. tuberculosis é constituído por cinco espécies de micobactérias 

intimamente relacionadas: M. tuberculosis, M.bovis, M.africanum, M.microti e 

M.canetti (Dunlap et al., 2000; Ducati et al., 2005). 

 Atualmente são conhecidas mais de 60 espécies de micobactérias, a 

grande maioria fazendo parte do meio ambiente classificadas como 

micobactérias atípicas ou micobactérias não tuberculosas (Kritski et al., 

2000; Dunlap et al., 2000; Ducati et al., 2005). 

 M. tuberculosis é um bacilo delgado ligeiramente encurvado de 1,0 a 

4,0 µm de comprimento e 0,3 a 0,6 µm de diâmetro, aeróbico estrito, 

intracelular facultativo, não produtor de toxinas. Apresenta crescimento lento, 

cerca de 4 a 8 semanas para formar colônias visíveis mesmo em meios de 

cultura especiais (Andersen, 1997; Kritski et al., 2000; MS/FUNASA, 2002; 

Ducati et al., 2005). 

 A parede celular do bacilo da tuberculose apresenta uma estrutura 

extremamente singular composta por: peptídeoglicano (ácido N-

glicolilmurâmico), ácidos micólicos (ácidos graxos de cadeia longa), 

arabinogalactano (polissacarídeo) e proteínas e lipídeos livres que não estão 
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ligados covalentemente a este esqueleto basal (complexo arabinogalactano-

peptideoglicano). Os lipídeos livres representam epítopos passíveis de 

serem reconhecidos pelo hospedeiro. Entre os lipídeos que constituem a 

parede celular da micobactéria destacam-se: 

A) Ácidos Micólicos, moléculas hidrofóbicas localizadas ao redor do bacilo 

formando uma capa lipídica que o protege da ação de lisozimas, radicais 

livres de oxigênio e lise osmótica via complemento; 

B) Fator Corda (6,6’ dimicolato de trealose) responsável pelo crescimento 

em serpentina, por inibir a migração de polimorfonucleares (PMN). É 

produzido por cepas virulentas (Smith, 2003; Ducati et al., 2005). 

C) Lipoarabinomanana (LAM), complexo glicolipídico que contém repetidas 

subunidades dissacarídicas arabinose-manose, constituindo um dos maiores 

componentes da parede celular das micobactérias. Evidências sugerem que 

LAM possui um importante papel imunomodulador da resposta do 

hospedeiro, protegendo a micobactéria dos mecanismos letais como o 

“burst” respiratório dos macrófagos. De fato, experimentos com 

camundongos demonstraram que o LAM reduz a produção de INF-γ, 

bloqueando a expressão de genes que codificam esta citocina (Smith, 2003).  

 O alto teor de lipídeos presente na parede celular das micobactérias, 

cerca de 60%, confere a estes microrganismos características como a 

formação de película em meios líquidos, resistência à descoloração por 

álcool-ácido e a diversos agentes químicos e antibióticos (Manzano, 1998; 

Ducati et al., 2005). 
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 Entre as diversas proteínas da micobactéria, as mais estudadas são 

aquelas envolvidas com a patogenia da doença e as que são reconhecidas 

por anticorpos de pacientes com tuberculose. Entre as proteínas 

destacamos: 

A) DnaK (70kDa) e GroEs (10kDa) – pertencem a família das proteínas de 

choque térmico ou proteínas de estresse. Apresentam um papel importante 

na adaptação da micobactéria às variações do microambiente. Têm sua 

síntese aumentada quando o bacilo é exposto à alta temperatura e outros 

fatores de estresse como radicais de oxigênio e etanol. 

B) Proteína ligada a fosfato (38kDa) – está localizada na parte externa da 

parede celular da micobactéria e tem como função ligar-se ao fosfato e 

torná-lo disponível para o bacilo. 

C) Complexo antigênico 85 (30-32kDa) – são proteínas externas da parede 

celular, subdividem-se em 85A, B e C que apresentam diferentes graus de 

ligação com a fibronectina. São imunodominates e sugere-se que estejam 

envolvidas no processo de ligação da micobactéria à receptores de 

superfície específicos dos macrófagos. 

D) Proteínas MPT 51(27kDa) e MPT 64(26kDa) – possuem epítopos para 

célula B e reagem de forma cruzada com os antígenos do complexo 85. 

E) Superóxido dismutase (23kDa) – tem como função proteger a 

micobactéria dos efeitos tóxicos dos radicais superóxidos gerados durante o 

“burst” oxidativo no macrófago. 

F) Lipoproteína 19kDa – é um antígeno imunodominante reconhecido por 

células T e por anticorpos de pacientes com tuberculose. 
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G) Alfa cristalina (12/16kDa) – pertence à família das proteínas de choque 

térmico. Sugere-se que esta proteína seja um importante elemento que 

controla a latência ou persistência do bacilo, pois estudos demonstraram que 

a superexpressão desta proteína inibe o crescimento do M. tuberculosis. 

H) ESAT-6/CFP10 (6kDa, 10kDa) – proteínas de baixa massa molecular 

pertencente à família ESAT6, secretadas pelo M. tuberculosis. Os genes que 

codificam ESAT-6/CFP10 estão localizados na região RD1, a 1ª. deleção 

encontrada quando comparados os genomas cepa selvagem M.bovis e o da 

cepa vacinal BCG. Esta região é encontrada em todas as cepas virulentas 

de M. tuberculosis e M.bovis e está também presente em algumas 

micobactérias ambientais não pertencentes ao complexo M. tuberculosis 

como M.kansasii, M.marinum e M.szulgai. Estudos recentes têm 

demonstrado que estas proteínas são reconhecidas por células T e reagem 

com anticorpos de pacientes com tuberculose, sendo consideradas 

antígenos imunodominates. Uma outra proteína também reconhecida por 

anticorpos de pacientes com tuberculose é a TB 10.4, também pertencente à 

família ESAT-6, capaz de gerar forte resposta imune de células T dos 

pacientes, comprovada pela detecção de interferon – gama (IFN-γ) 

(Andersen, 1997; Skjöt et al, 2000; Arend et al, 2000; Smith 2003). 

 

3. PATOGENIA DA TUBERCULOSE 

 

 A tuberculose é transmitida de pessoa a pessoa através do ar, pela 

inalação de gotículas expelidas por indivíduo com a forma pulmonar ou 
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laríngea da doença. Somente os núcleos secos das gotículas (núcleo de 

Wells), partículas de 1 a 5 µm de diâmetro que contém 2 a 3 bacilos 

conseguem atingir os alvéolos pulmonares e dar início à multiplicação. 

 Após a inalação, os bacilos são fagocitados pelos macrófagos 

alveolares através de receptores de complemento (CR1, CR2, e CR3), 

receptores de manose, outras moléculas receptoras de superfície celular 

como a fibronectina, receptores para fração Fc de imunoglobulinas e mais 

recentemente pelos receptores “Toll like receptors” (TLR) (Schlunger, 2001). 

Embora a fagocitose aconteça e parte dos bacilos sejam destruídos, um 

maior número permanece vivo dentro do fagossoma do macrófago. A 

sobrevivência do patógeno dentro da célula é mediada principalmente pela 

sua habilidade de interferir na maturação do fagossoma, impedindo a 

acidificação do microambiente que é fundamental para a fusão fago-

lisossoma, permitindo assim a sua multiplicação nos estágios iniciais da 

infecção. O crescimento intracelular da micobactéria pode ser inibido pela 

ação de macrófagos ativados por citocinas (IFN-γ) produzidas por células T 

(Stewart et al., 2003; Kaufmann, 2004). 

 A presença de antígenos micobacterianos no fagossoma do 

macrófago permite que estes sejam processados e apresentados às células 

T CD4+ via MHC (complexo de histocompatibilidade principal) de classe II. 

Alternativamente, ocorre também o processamento de antígeno no citosol e 

apresentação de peptídeos micobacterianos às células T CD8+ via MHC de 

classe I. Estudos têm demonstrado que na infecção pelo bacilo da 

tuberculose há uma intensa resposta de células T CD4+ Th1 (T helper 1). 
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Estas células apresentam um importante papel na resposta imune do 

hospedeiro, pois as citocinas que produzem (IFN-γ, TNF-α, LT-α3, IL-2) 

estão envolvidas na ativação de células fagocíticas e outras células 

inflamatórias capazes de inibir o crescimento da micobactéria, ou seja, estão 

envolvidas no controle da infecção (resistência adquirida) (Schluger et al., 

1998; Boom et al., 2003). 

 O IFN-γ é uma das principais citocinas produzidas na resposta do 

hospedeiro contra a micobactéria. É responsável pela ativação de 

macrófagos, está envolvido na formação e manutenção do granuloma e 

aumenta a expressão de MHC de classe II. Indivíduos com deficiência na 

produção de IFN-γ ou com deficiência de expressão de receptor para esta 

citocina são susceptíveis a uma infecção sistêmica severa causada por 

micobactérias que usualmente não causam doença em indivíduos 

imunocompetentes (Schluger, 2001). 

 O IFN-γ e o TNF-α são responsáveis pela regulação da expressão de 

moléculas de adesão celular (ICAM-1, VCAM-1, selectinas), sendo estas 

moléculas importantes no processo de manutenção do granuloma quando 

presente na superfície celular dos PMN e no endotélio celular. A presença 

das formas solúveis de ICAM-1, VCAM-1 e selectinas na circulação pode 

refletir severidade e atividade do processo inflamatório na tuberculose 

pulmonar (Schluger, 1998; Demir et al., 2002; Boom et al., 2003; Mukae et 

al., 2003). 

 Células dendríticas também fagocitam a micobactéria ou fragmentos 

da micobactéria e migram para os linfonodos. As células T são ativadas e 
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dirigem-se para o foco da infecção promovendo uma resposta intensa que 

envolve a ativação de macrófagos, recrutamento de outras células como 

células B, células dendríticas, macrófagos, células endoteliais, fibroblastos, 

células gigantes multinucleadas e ainda a produção de citocinas (IFN-γ, TNF 

α, Lt α3). Esta intensa resposta resulta na formação da lesão granulomatosa 

também chamada de granuloma ou tubérculo, coincidindo com o 

aparecimento da hipersensibilidade do tipo tardia (reatividade ao teste 

tuberculínico). No centro do granuloma pode ocorrer necrose granular 

caseosa, decorrente da liberação de substâncias citotóxicas por células T 

(Tufariello et al., 2003; Stewart et al., 2003; Kaufmann, 2004). A formação do 

granuloma tem como finalidade a contenção dos bacilos, impedindo o 

desenvolvimento da doença. 

 O padrão de resposta do hospedeiro depende de uma primeira 

exposição (tuberculose primária) ou de uma reação secundária em um 

hospedeiro já sensibilizado (tuberculose secundária ou pós-primária). 

 Na tuberculose primária, em 90 a 95% dos casos, as lesões 

pulmonares iniciais (complexo de Gohn) evoluem para fibrose do granuloma 

e/ou a calcificação do caseo, controlando a infecção. Entretanto, bacilos 

viáveis podem permanecer na região em um estado de latência ou 

dormência sem causar a doença, e posteriormente devido a algum processo 

de imunossupressão poderão ser reativados ocasionando a tuberculose 

secundária. Em 5 a 10% dos casos, a primoinfecção não é contida, seja pela 

deficiência no desenvolvimento de imunidade celular, seja pela carga 

infectante ou pela virulência da cepa inalada. Ocorre a liquefação do caseo 
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devido à ação de enzimas líticas liberadas pela degradação dos macrófagos 

na reação exsudativa tecidual, facilitando o crescimento do bacilo e o 

desenvolvimento da doença (Samuelson, 2000; Kritski et al., 2000). Uma das 

formas mais graves da tuberculose primária é a forma miliar, caracterizada 

pela difusão de lesões granulomatosas muito pequenas que atingem os 

pulmões e muitos outros órgãos.  

A tuberculose secundária ou pós-primária é a forma de tuberculose 

que ocorre em geral tardiamente, anos após o estabelecimento da lesão 

primária. O indivíduo desenvolve uma lesão mais circunscrita, de evolução 

mais lenta que as formas primárias, com maior reação inflamatória do tipo 

hipersensibilidade, caracterizada por cavitação e fibrose. A origem pode ser 

tanto endógena, por reativação de um foco quiescente (bacilos que se 

encontravam em estado de dormência ou latência), quanto exógena, a partir 

de uma nova contaminação por cepas mais virulentas que resistem à forte 

resposta imunológica desencadeada pelo hospedeiro. (FUNASA, 2002). 

Depois de penetrar no organismo através de via respiratória, o M. 

tuberculosis pode se disseminar e se instalar em qualquer órgão. A via linfo-

hematogênica é a responsável pela maioria das formas extrapulomonares da 

doença. Os sítios de implantação são aqueles com maior suprimento 

sangüíneo e, portanto, de oxigênio, como por exemplo, o córtex renal, 

cerebral, as extremidades de crescimento dos ossos longos, vértebras, e 

adrenais (Melo e Afiune, 1993). 
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4. ASPECTOS CLÍNICOS 

 

 As manifestações clínicas da tuberculose são variáveis e dependem 

de alguns fatores relacionados ao hospedeiro como a idade, estado 

nutricional, estado imune, co-morbidades, vacinação pelo BCG e ao 

patógeno como a virulência e o tropismo para alguns órgãos ou tecidos. 

 Anteriormente à epidemia de HIV/AIDS, cerca de 80% dos casos de 

tuberculose acometia o pulmão e 15% envolviam além deste outros órgãos 

ou apenas outros órgãos (tuberculose extrapulmonar). Embora não existam 

atualmente dados que descrevam os locais de maior acometimento em 

indivíduos co-infectados pelo HIV, um estudo retrospectivo desta população 

em estado avançado da doença demonstrou que 38% dos pacientes 

apresentavam apenas acometimento pulmonar, 30% apresentavam 

acometimento extrapulmonar e em 32% tanto o pulmão como outros órgãos 

estavam acometidos pela tuberculose (Dunlap et al., 2000). 

 

4.1 Tuberculose pulmonar 

 

 O pulmão é a porta de entrada natural do M. tuberculosis onde as 

manifestações clínicas são mais freqüentes e de maior importância 

epidemiológica.  

 Tosse é o sintoma mais comum podendo ser seca no início da doença 

e com expectoração após inflamação e necrose tecidual. Pode ocorrer em 

alguns casos expectoração sanguinolenta (hemoptise).  
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 Tosse associada aos demais sinais clínicos mencionados acima são 

de grande importância na investigação clínica principalmente quando 

associados aos resultados dos exames radiológicos e laboratoriais. As 

alterações radiológicas mais freqüentes na tuberculose pulmonar são: a 

presença de infiltrados nos ápices pulmonares, formação de cavernas e 

focos de disseminações broncogênicas (Dunlap et al., 2000; Leite, 2001). 

 

4.2 Tuberculose extrapulmonar 

 

 Todos os órgãos e sistemas podem ser infectados pelo M. 

tuberculosis. Geralmente os mais envolvidos são linfonodos periféricos, 

sistema urogenital, ossos e articulações, fígado, baço, sistema nervoso 

central (SNC) e pele. Os sinais e sintomas associados a cada uma destas 

localizações são variados e dependem fundamentalmente do estado 

imunológico do indivíduo. Na tuberculose extrapulmonar são necessários 

procedimentos mais invasivos para estabelecer o diagnóstico da doença 

(Dunlap et al., 2000; Leite, 2001). 

 

5. DIAGNÓSTICO 

 

 O diagnóstico precoce e o tratamento rápido do indivíduo com a forma 

pulmonar da tuberculose bloqueia a cadeia de transmissão da doença 

proporcionando um grande impacto na saúde pública e controle da 

patologia. 
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 Atualmente o diagnóstico da tuberculose baseia-se na suspeita 

clínica, nos achados radiológicos com confirmação laboratorial através de 

métodos que visam à detecção e identificação do bacilo da tuberculose 

(Chan et al., 2000). 

 

5.1 Métodos de detecção e identificação de M. tuberculosis 

 

5.1.1 Baciloscopia 

 A pesquisa direta de bacilos-álcool-ácido-resistentes (BAAR) pela 

coloração de Ziehl-Neelsen permite a rápida detecção do bacilo pela 

microscopia. Por ser uma metodologia simples, rápida, de baixo custo e que 

permite estimar o número de bacilos presentes na amostra clínica, faz com 

que permaneça como uma ferramenta importante na detecção de indivíduos 

bacilíferos, principalmente nas regiões de alta endemicidade da doença 

(Perkins, 2000; Ganguly, 2002). 

 Em pacientes com tuberculose pulmonar a sensibilidade da 

baciloscopia varia de 50 a 80%, nos indivíduos paucibacilares é de 

aproximadamente de 50%, em crianças, pacientes co-infectados pelo HIV e 

em pacientes com tuberculose extrapulmonar a variação da sensibilidade é 

de 35 a 70%. 

 A sensibilidade da baciloscopia é limitada por diversos fatores como o 

número de bacilos presentes nos espécimes clínicos, são necessários de 

5.000 a 10.000 bacilos/mL de escarro para obter-se um resultado positivo na 

baciloscopia; a habilidade e experiência do microscopista; o número de 
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amostras analisadas por dia; a forma de tratamento dado à amostra 

(liquefação ou concentração) e o preparo da lâmina (Ganguly, 2002; 

Cooksey, 2003; Garg et al., 2003; II Consenso Brasileiro de Tuberculose, 

2004; API TB Consensus Guidelines 2006; WHO/TDR/FIND 2006). 

 Estas limitações tornam-se críticas principalmente pelo aumento da 

incidência da doença sem confirmação bacteriológica (baciloscopia 

negativa), em regiões onde a infecção pelo HIV é mais prevalente. 

Metodologias alternativas à baciloscopia devem ser estudas e definidas para 

o diagnóstico da doença e controle da transmissão (Perkins, 2000; Ganguly, 

2002). 

 

5.1.2 Cultura 

 

 O isolamento do bacilo da tuberculose pela cultura, a partir de 

espécimes clínicos de paciente, permanece até hoje como diagnóstico 

definitivo (“gold-standard”) da doença. A cultura pode ser realizada em meios 

sólidos como Lowenstein-Jensen (LJ) e o Middlebrook 7H10 e 7H11, ou em 

meios líquidos como Kirchner e o caldo Middle Brook 7H9.  

 A cultura apresenta sensibilidade superior à baciloscopia (80-96%) 

detectando menos de 10 bacilos/mL de espécime clínico e por testes 

bioquímicos permite diferenciar M. tuberculosis de outras micobactérias. É 

pelo cultivo de M. tuberculosis que podemos avaliar à susceptibilidade do 

bacilo às drogas terapêuticas (Dunlap et al., 2000; Leite, 2001; Ganguly, 

2002). 
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 A cultura permanece como um método de grande auxílio no 

diagnóstico de indivíduos com suspeita de tuberculose pulmonar e resultado 

negativo na baciloscopia, em casos de tuberculose extrapulmonar como 

meníngea, renal, pleural, óssea e ganglionar e também no diagnóstico da 

tuberculose em pacientes co-infectados pelo HIV (FUNASA, 2002). 

 A desvantagem da cultura é o tempo necessário para a liberação do 

resultado, devido ao lento crescimento bacilar que varia de 2 a 6 semanas. 

Como alternativa a este problema foram desenvolvidos sistemas semi-

automáticos e automatizados que utilizam ensaios radiométricos e/ou 

colorimétricos para a detecção de CO2 produzidos e O2 consumidos durante 

o crescimento bacilar. Como exemplos desses sistemas temos o BACTEC 

460 e BACTEC 9000MB (Becton Dickinson), o Mycobacterial Growth 

Indicator Tube - MGIT™960 (Becton Dickinson) e o MB/BacT (bioMérieux). 

Com a utilização desses sistemas o tempo necessário para a liberação do 

resultado é reduzido para 1 a 4 semanas (Ganguly, 2002; Cooksey, 2003; 

WHO/TDR/FIND 2006).  

 Todavia o custo é muito alto, principalmente para os países mais 

acometidos pela tuberculose e segundo a OMS, mesmo com a utilização 

desses sistemas, não se descarta a utilização de meio LJ, pois cepas raras 

de M. tuberculosis não crescem em outros meios (Perkins, 2000). 

 Cabe ressaltar que apesar dos métodos microbiológicos (baciloscopia 

e cultura) serem considerados como métodos de certeza para o diagnóstico, 

estudos realizados nos Estados Unidos, mostraram que 15% dos casos de 

tuberculose notificados anualmente não apresentavam evidências 
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bacteriológicas, ou seja, apresentavam resultados negativos tanto na 

baciloscopia quanto na cultura (Chan et al., 2000). 

 

5.1.3 Biologia Molecular 

 

 A identificação de espécies de micobactérias pode ser realizada por 

diferentes metodologias. Atualmente as técnicas de biologia molecular são 

as mais utilizadas devido à rapidez de obtenção dos resultados. Entre as 

técnicas utilizadas podemos citar as que empregam sondas genéticas, 

seqüenciamento a partir de produtos de PCR, “DNA microarrays”. Destas o 

sistema comercial AccuProbe (Gen-Probe Inc.) que utiliza sondas de DNA é 

o mais utilizado, por ser uma metodologia que não requer equipamentos 

especiais, de fácil execução, e por fornecer o resultado em 

aproximadamente 2 horas. Neste sistema é possível identificar as espécies 

de micobactérias de grande importância clínica como o complexo M. 

tuberculosis, M. avium, M.intracellulare, M.kansasii; M.gordonae (Soini e 

Musser, 2001; Ganguly, 2002; Cheng et al., 2005). 

 Com o desenvolvimento da “Polymerase Chain Reaction” (PCR), 

muitos pesquisadores têm estudado e avaliado diferentes alvos moleculares 

para a detecção do bacilo da tuberculose. Entre esses o mais utilizado 

atualmente é o elemento de inserção IS6110, por ser uma seqüência 

específica para o complexo M. tuberculosis e por estar presente em até 20 

vezes no genoma da micobactéria oferecendo múltiplos alvos para a 

amplificação. 
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 Apesar desta metodologia ser rápida e específica para o diagnóstico 

da tuberculose, a sensibilidade dos testes ainda permanecem longe do ideal 

(Cheng et al., 2005). A sensibilidade varia de 79,4 – 95%, quando 

comparada com a cultura em amostras com resultado positivo na 

baciloscopia. Estes valores diminuem quando são analisadas amostras com 

baciloscopia negativa (40-89%) (Soini e Musser, 2001; Cheng et al., 2005). 

 Em estudo de meta-análise para avaliar o desempenho da PCR no 

diagnóstico da tuberculose pulmonar, em amostras com baciloscopia 

negativa, os autores concluíram que a PCR não apresenta acurácia 

suficiente para ser utilizada na rotina do diagnóstico da tuberculose 

pulmonar (Sarmiento et al, 2003). 

 Outras desvantagens das técnicas de biologia molecular também 

devem ser consideradas como a possibilidade de amplificar material 

genético de microrganismo não viável, o que desfavorece a sua utilização no 

acompanhamento terapêutico, o risco de contaminação (resultado falso 

positivo), a necessidade um profissional capacitado e o elevado custo 

(Perkins, 2000; Soini e Musser, 2001; Leite, 2001). 

 

5.2 Métodos Imunológicos 

 

5.2.1 Pesquisa de Anticorpos 

 

 Nassau et al. (1976) foram os primeiros que descreveram o uso do 

teste ELISA (“Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay”) para pesquisa de 
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anticorpos anti - M. tuberculosis, utilizando como antígeno um filtrado de M. 

tuberculosis (H37Rv).Os autores obtiveram uma sensibilidade de 80,4% e 

especificidade de 91,7%, sugerindo a utilização deste tipo de teste 

sorológico para o diagnóstico da tuberculose. 

 Após este estudo a pesquisa de anticorpos por ELISA tem sido 

proposta utilizando antígenos de diferentes naturezas, classificados como 

totais, semipurificados, e purificados protéicos ou lipídicos, com resultados 

variados de sensibilidade e especificidade. 

 Antígenos totais, provenientes de filtrados de M. tuberculosis e 

sonicado de BCG, apresentaram grande número de resultados positivos em 

indivíduos sadios e pacientes não tuberculosos, portanto não são utilizados 

na prática clínica devido à baixa especificidade. Em virtude desses 

resultados, os antígenos purificados protéicos e lipídicos e obtidos por 

tecnologia de DNA recombinante são preferidos na busca de melhor 

especificidade (API TB Consensus Guidelines 2006). 

 Na tabela 1 apresentamos um resumo dos ensaios imunoenzimáticos 

que avaliaram diferentes antígenos para a pesquisa de diferentes classes de 

imunoglobulinas. 
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Tabela 1 – Resumo da detecção de imunoglobulinas em pacientes com 
tuberculose pulmonar frente a diferentes antígenos, por ensaios 
imunoenzimáticos. 

 
 

Antígenos EIE Classe de 
Imunoglobulina 

S 

(%) 

E 

(%) 

Referência 

CFP21(19kDa), 
ESAT-6 (6kDa), 
MPT-63 (16kDa), 
MMPT 64 (23kDa) 

ELISA IgG e IgM 84,6 IgG 

96,2 IgM 

100 IgG e 
IgM 

Wang et al., 
2005 

38kDa, GLU-S 
(glutamina 
sintetase), 19kDa, 
14kDa, ESAT-6, 
CFP10, Rv 3871 

ELISA IgG 24 – 75 26 – 75 Greenaway 
et al., 2005 

A-60 – complexo 
antigênico 
(glicolipídeos e 
proteínas) 

ELISA IgG e IgM 80 - IgG 

28,5 - IgM 

95,8 –I gG  
95,7 -  IgM 

Kalantri et 
al., 2005 

TbF-6®/DPEP® ELISA IgG 85 91 Beck et al., 
2005b 

30kDa  

16kDa 

ELISA 

ELISA 

IgG e IgA 

IgG e IgA 

71-84 

56-82 

97 

97 

Uma Devi et 
al., 2003. 

TbF6® (Mtb 8, 
38kDa, Mtb 11, 
Mtb 48), DPEP® 
(MPT32), TbF10® 

ELISA IgG >80% BK+ 

>60% BK- 

98 Houghton et 
al., 2002 

Glicolipídeos ELISA IgG 81,1 95,7 Maekura et 
al., 2001. 

LAM ELISA IgG 85-93 89-100 Chan et al., 
2000 

5 Ags* + 38kDa 

38kDa 

Kp90 

38kDa 

LAM e 38kDa 

LAM e 38kDa 

LAM e 38 kDa 

ICT 

ICT 

ELISA 

ELISA 

ELISA 

ELISA 

ELISA 

IgG 

IgG 

IgA 

IgG 

IgG 

IgA 

IgM 

41 

25 

57 

16 

55 

41 

18 

88-96 

86-87 

62-93 

96-97 

89-90 

72-85 

80-100 

Pottumarthy 
et al., 2000 

A60 

38kDa 

Kp90  

ELISA 

ELISA 

ELISA 

IgG 

IgG 

IgA 

80,77 

64,21 

62,58 

88,4 

80,74 

66,3 

Chiang et al., 
1997 

 EIE = ensaio imunoenzimático; S = Sensibilidade; E = Especificidade;  
 * - cinco antígenos purificados (não citados pelo fabricante); ICT – imunocromatográfico 
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 Além da pesquisa de anticorpos por ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA e imunocromatográficos) para o diagnóstico da tuberculose, muitos 

estudos têm sido realizados para tentar determinar perfis de reatividade 

sorológicos por “Western-Blotting”, que possibilitem caracterizar a presença 

da tuberculose ativa ou indiquem fase ou extensão da doença (Rovatti et al., 

1996; Imaz e Zerbini, 2000; Franco et al. 2001; Beck,2003). Resultados mais 

promissores foram observados com antígenos de baixo peso molecular, uma 

vez que estudos realizados por “Western-Blotting” demonstraram maior 

especificidade para antígenos de M. tuberculosis situados na região entre 43 

e 12 kDa (Bassey et al., 1996). 

 Beck et al. (2005a) verificaram que a reatividade de anticorpos IgG 

contra as frações proteínas de 6 e 16 kDa, 6 e 38 kDa, 16 e 38 kDa em 

indivíduos contactantes sugere a presença de tuberculose latente com um 

mau prognóstico, ou seja, com um risco maior de desenvolver a doença 

ativa já que a reatividade com esses perfis estava ausente em indivíduos 

sadios e em indivíduos com outras pneumopatias não tuberculosas e 

presente nos pacientes com tuberculose ativa. 

 Beck et al. (2005b) ao associarem os resultados dos testes ELISA 

TBF6®/DPEP® e “Western blotting” obtiveram uma sensibilidade geral de 

92% em 52 pacientes com tuberculose pulmonar e uma especificidade de 

100% no grupo controle (22 indivíduos sadios e 30 pacientes com outras 

pneumopatias que não tuberculose). Os autores sugerem que a utilização 

dos testes pode auxiliar nos casos em que os métodos microbiológicos 

tradicionais não são suficientes para o diagnóstico da tuberculose pulmonar. 
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 Apesar dos estudos realizados, até o momento nenhum teste 

sorológico é recomendado pela Comunidade Internacional de Tuberculose, 

para ser utilizado na rotina clínico-laboratorial de investigação da tuberculose 

(II consenso Brasileiro de Tuberculose, 2004; API TB Consensus Guidelines 

2006; WHO/TDR/FIND 2006). 

 

5.2.2 Prova Tuberculínica Cutânea – PPD 

 

 A prova tuberculínica baseia-se na reação de hipersensibilidade do 

tipo tardia desenvolvida após a inoculação intradérmica de um derivado 

protéico de M.tuberculosis, o mais utilizado é o PPD (Purified Protein 

Derivative). No Brasil, o antígeno padronizado e distribuído pelo Ministério 

da Saúde é o PPD RT 23. A prova cutânea é um exame complementar que 

pode auxiliar na investigação diagnóstica, mas a sua interpretação deve ser 

cuidadosa, pois a resposta ao PPD é influenciada por diversos fatores como 

a vacinação por BCG, exposição à micobactérias ambientais, infecção 

passada ou algum tipo de imunossupressão. Portanto, um resultado positivo 

na prova tuberculínica apenas evidencia a infecção por micobactérias, não 

caracterizando a presença de tuberculose ativa e um resultado negativo não 

exclui a possibilidade de tuberculose (II Consenso Brasileiro de Tuberculose, 

2004; WHO/TDR/FIND 2006). 
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5.2.3 Detecção e quantificação de Interferon – gama (IFN-γ ) 

 

 Devido às limitações encontradas na prova tuberculínica cutânea, 

muitos estudos foram realizados na busca de metodologias alternativas que 

pudessem auxiliar o diagnóstico da tuberculose. Esta nova metodologia 

baseia-se na detecção de citocina (IFN-γ) produzida por células T após 

serem estimuladas por antígenos específicos. 

 Os primeiros estudos de detecção de IFN-γ utilizavam como antígeno 

o PPD, posteriormente os novos ensaios passaram a utilizar antígenos 

específicos de M.tuberculosis, como o ESAT-6 e CFP-10, principalmente 

pelo fato de que os genes que codificam estas proteínas estão localizados 

na região RD1 do genoma do M.tuberculosis (Pai et al., 2004). 

 Comercialmente estão disponíveis o “QuantiFERON® - TB Gold” 

(Cellestis Limited, Austrália) e o “T SPOT-TB” (Oxford Immunotec, 

Inglaterra). Ambos avaliam a resposta imune celular mediante a detecção de 

IFN-γ, por ELISA e suas variáveis técnicas, produzido por células T após 

estímulo com antígenos específicos de M. tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10) 

(Van Pinxteren et al., 2000; Pai et al., 2004). Esta metodologia tem sido 

avaliada na detecção da tuberculose infecção, ativa e no prognóstico da 

doença. 

 Estudos realizados por Arend et al. (2000), verificaram maior 

sensibilidade e especificidade do ensaio de detecção de IFN-γ após estimulo 

com os antígenos ESAT-6 e CFP10, para discriminar pacientes com 

tuberculose ativa de indivíduos sem a doença.  
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 Doherty et al. (2002) acompanharam 24 indivíduos sadios 

contactantes de pacientes com tuberculose pulmonar ativa durante 2 anos 

após a exposição. O ensaio para a detecção de IFN-γ foi realizado no início 

do estudo e após 2 anos, os antígenos utilizados foram o ESAT-6 e o PPD. 

Os autores observaram que 29% dos contactantes desenvolveram a doença 

tardiamente. 

 Em 2004, Mori et al. avaliaram a sensibilidade e especificidade do 

teste QuantiFERON®-TB utilizando os antígenos ESAT-6 e CFP-10. Foram 

avaliados 118 pacientes com tuberculose ativa (com cultura positiva para M. 

tuberculosis) e 213 indivíduos vacinados com BCG e com baixo risco de 

exposição ao M. tuberculosis. Após definição do ponto de corte em níveis de 

IFN-γ ≥ 0,35UI/mL, os autores obtiveram uma sensibilidade de 89% e 

especificidade de 98,1%. 

 Ravn et al. (2005) avaliaram o teste comercial “QuantiFERON®-TB 

Gold” no diagnóstico da tuberculose. Foram avaliados 73 pacientes 

suspeitos de terem a doença e 39 indivíduos sadios vacinados com BCG e 

sem contato prévio com tuberculose. Dos 73 suspeitos, 48 pacientes foram 

diagnosticados com tuberculose ativa (35 tuberculose pulmonar e 13 

tuberculose extrapulmonar) e 25 pacientes não tinham a doença. Os autores 

obtiveram uma sensibilidade de 83% para os pacientes com tuberculose 

pulmonar ativa e 92% para os pacientes com tuberculose extrapulmonar. A 

especificidade foi de 97% quando avaliado os indivíduos sadios.  

 Em maio de 2005, o teste “QuantiFERON®-TB Gold” foi aprovado pelo 

“Food and Drug Administration” (FDA). Inicialmente desenvolvido para o 
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diagnóstico da tuberculose infecção, passou a ser utilizado também no 

diagnóstico da tuberculose ativa, atendendo as exigências da Organização 

Mundial da Saúde quanto à sensibilidade e especificidade para testes 

sorológicos. Este teste também foi aprovado na Comunidade Européia e no 

Japão para auxiliar no diagnóstico da tuberculose (WHO/TDR/FIND 2006). 

 Estudos realizados em diferentes países, após aprovação do teste, 

têm demonstrado índices de sensibilidade que variam de 62 a 86%, em 

alguns estudos a sensibilidade obtida nos pacientes com tuberculose 

pulmonar ativa é inferior ao preconizado pela OMS (Lee et al., 2006; Ferrara 

et al., 2006; Tsiouris et al., 2006; Dewan et al., 2007). 

 

5.2.4 Detecção de moléculas de adesão 

 

 As moléculas de adesão celular são proteínas expressas nos 

leucócitos e células endoteliais e têm como função promover interações 

adesivas entre células ou com a matriz extracelular. Esta interação é um 

componente básico na migração e no reconhecimento celular, envolvidos em 

muitos processos biológicos, incluindo reparo dos tecidos e respostas 

imunes e inflamatórias (Abbas e Lichtman, 2005;). 

 A presença de formas circulantes das moléculas de adesão nos soros 

e em outros fluidos biológicos refletiria atividade inflamatória tecidual (Lai et 

al., 1993).  

 Estudos demonstraram que as formas solúveis das moléculas de 

adesão celular (ICAM-1, VCAM-1 e selectinas) presentes nos soros de 
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pacientes com tuberculose pulmonar auxiliariam no diagnóstico da doença, 

bem como na avaliação prognóstica dos pacientes frente à terapêutica 

instituída e se estariam associadas com severidade da doença (Lai et al., 

1993; Shijubo et al. 1993; Demir et al., 2002; Mukae et al., 2003).  

 

5.3. Métodos de Imagem 

 

 O raio X é uma metodologia simples e útil no diagnóstico da 

tuberculose pulmonar, pois permite verificar a presença de infiltrados 

pulmonares, formações de cavernas e focos de disseminação broncogênica. 

As manifestações radiológicas da tuberculose associada ao HIV/AIDS 

dependem do nível de imunodepressão e do tempo de doença. 

 As formas extrapulmonares e pulmonares da tuberculose podem ser 

melhor evidenciadas com a utilização de métodos de imagem mais 

avançados como a Tomografia Computadorizada, a Ressonância Magnética 

e os métodos de Medicina Nuclear. Esses métodos mais avançados são de 

grande importância para a localização da doença no sistema nervoso 

central, no abdômen, nos gânglios, na coluna vertebral, no tórax. Por serem 

métodos de maior custo estão disponíveis apenas em centros de referência 

para o diagnóstico da doença (Leite, 2001; II Consenso Brasileiro de 

Tuberculose, 2004). 
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6. JUSTIFICATIVA 

 

 A tuberculose humana continua avançando e preocupando cada vez 

mais as autoridades do mundo inteiro. Problemas sócio-econômicos 

mundiais, a epidemia do HIV/AIDS, a resistência de M. tuberculosis aos 

quimioterápicos, os movimentos migratórios, as deficiências na manutenção 

e controle dos programas de saúde são fatores que tornaram a tuberculose 

um dos maiores problemas de saúde pública mundial e um desafio para o 

século XXI.  

 O diagnóstico precoce dos indivíduos doentes e o tratamento rápido e 

eficiente são medidas que causam um grande impacto na redução da 

morbidade e mortalidade causadas por esta doença. 

 As limitações encontradas nos métodos microbiológicos tradicionais, 

juntamente com a dificuldade de diagnosticar a tuberculose em crianças, 

paciente co-infectados pelo HIV, pacientes com tuberculose extra-pulmonar, 

fizeram com que metodologias alternativas fossem desenvolvidas para 

melhorar o diagnóstico e o prognóstico da tuberculose humana. 

 Métodos de biologia molecular estão sendo amplamente estudados e 

avaliados em diferentes partes do mundo. Limitações na sensibilidade 

especialmente na detecção de indivíduos com baciloscopia negativa, a 

possibilidade de detecção do microrganismo, sem valor clínico e o alto custo 

dos testes dificultaram sua utilização na rotina laboratorial principalmente 

nos paises mais acometidos pela doença. 
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 Métodos imunológicos têm sido desenvolvidos, avaliados e sugeridos 

como alternativos para o diagnóstico da tuberculose pulmonar. A dosagem 

de interfon-gama já foi aprovada pelo FDA para uso na rotina diagnóstica da 

tuberculose humana. Testes imunoenzimáticos têm sido padronizados com 

diferentes antígenos de M.tuberculosis visando atender as exigências da 

OMS em relação aos parâmetros de sensibilidade e especificidade para 

testes sorológicos. Neste trabalhado visando atender as exigências da OMS, 

fizemos um estudo cuidadoso do método de Western blotting para pesquisa 

de anticorpos IgG para frações antigênicas de M.tuberculosis que 

apresentam valor clínico no diagnóstico e prognóstico na tuberculose 

pulmonar.  

 Utilizando uma casuística bem definida pela clínica, epidemiologia e 

laboratório, padronizamos o método de Western blotting e definimos 

parâmetros sorológicos que mostraram o seu real valor diagnóstico. 

 Para verificarmos um aumento na eficácia do diagnóstico laboratorial 

da tuberculose, fizemos associação de informações clínicas, 

epidemiológicas e laboratoriais (baciloscopia, cultura, Western blotting e 

QuantiFERON® - TB Gold). Os resultados mostraram que o método de 

Western blotting pode ser uma importante ferramenta diagnóstica quando a 

baciloscopia e a cultura apresentarem resultados negativos. 
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GERAL 

 

Associar os resultados laboratoriais com informações clínicas e 

epidemiológicas visando aumentar a probabilidade diagnóstica da 

tuberculose pulmonar humana. 

 

ESPECÍFICOS  

 

1- Padronizar o método de Western blotting com cepa padrão de 

Mycobacterium tuberculosis, para pesquisa de anticorpos IgG, 

verificando o seu desempenho no diagnóstico da tuberculose pulmonar.  

 

2- Utilizar o teste “QuantiFERON® – TB Gold” nas amostras de soro 

selecionadas e analisar os seus resultados. 

 

3- Dosar moléculas de adesão celular presentes na circulação dos 

pacientes estudados como marcadores de prognóstico na tuberculose 

humana frente à terapêutica instituída. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MÉTODOS 
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1. CASUÍSTICA 

 

Grupo I: Pacientes com tuberculose pulmonar (N=31) 

 

 Durante o período de março de 2005 a dezembro de 2006, 

acompanhamos 31 pacientes com tuberculose pulmonar atendidos no 

ambulatório de tuberculose do Hospital das Clínicas de São Paulo (HC-SP). 

Dos 31 pacientes, 17 tiveram o diagnóstico confirmado pela baciloscopia e 

cultura do escarro e seis pacientes tiveram o diagnóstico confirmado pela 

cultura. A identificação da espécie foi feita por análise microbiológica e por 

métodos moleculares. Em sete pacientes que tinham resultados negativos 

na baciloscopia e cultura do escarro e um paciente com resultado positivo 

somente na baciloscopia do escarro, o diagnóstico foi confirmado 

posteriormente pela microscopia e/ou cultura do lavado bronco alveolar ou 

biópsia.  

 O acompanhamento clínico/laboratorial foi realizado durante todo o 

período de tratamento. Amostras de sangue, dos 31 pacientes, foram 

colhidas antes do início da terapêutica (tempo zero), após dois meses e ao 

término do tratamento (6 meses), perfazendo um total de 93 amostras 

analisadas. 

 A idade média dos pacientes foi 39 anos (mínima de 19 anos e máxima 

de 68 anos). A média de tempo transcorrido entre o aparecimento dos 

sintomas e o diagnóstico da doença foi três meses. Dos 31 pacientes 

entrevistados, 13% informaram já terem tido tuberculose no passado e 32% 
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referiram casos de tuberculose entre familiares e amigos. Doenças 

associadas como Diabetes Mellitus (3%), alcoolismo (9,6%), doenças auto-

imune (6,4%), neoplasia (6,4%), foram relatadas pelos pacientes. Dados 

clínicos e laboratoriais dos pacientes são apresentados no Anexo A. 

 

Grupo II: Indivíduos contactantes (N=25) 

 

 Foram analisadas nove amostras de soros de indivíduos com 

exposição ocupacional a pacientes com tuberculose e 16 amostras de soro 

de indivíduos que entraram em contato com pacientes com tuberculose 

ativa, acompanhantes dos pacientes com tuberculose não tratada no 

momento da consulta no ambulatório de tuberculose HC – SP. Não foi 

possível realizar o teste tuberculínico neste grupo. 

 

Grupo III: Controle 

 

Indivíduos sadios (N=10) 

 

 Foram colhidas 10 amostras de sangue de indivíduos do Laboratório de 

Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina Tropical de São 

Paulo, que informaram não terem tido contato com pacientes com 

tuberculose pulmonar, sejam eles parentes ou não, e não apresentavam no 

momento de inclusão no estudo, qualquer sintoma clínico de tuberculose 

pulmonar. Não foi realizado o teste tuberculínico nestes indivíduos. 
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Pacientes com outras pneumopatias (N=10) 

 

 Amostras de soros de 10 pacientes com outras doenças pulmonares, 

onde a possibilidade de tuberculose pulmonar foi excluída, foram colhidas 

junto ao ambulatório de Pneumologia do Hospital das Clínicas de São Paulo. 

Na tabela 2 apresentamos o diagnóstico estabelecido para cada paciente 

pertencente ao grupo de outras pneumopatias.  

 

Tabela 2 – Diagnóstico estabelecido para os 10 pacientes com outras 
pneumopatias. 
 

Casos estudados 
(n=10) Diagnóstico 

3 Neoplasia 
1 Silicose 
1 Aspergilose  
2 Fibrose intersticial pulmonar  
1 Pneumotórax 
1 Asma 
1 Broncopneumonia 

 

 

Doadores de Sangue (N=37) 

 

 Foram analisadas 37 amostras de soros de doadores de sangue de 

bancos de sangue de São Paulo, com resultados negativos na sorologia 

convencional de triagem. 
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2. ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

 Todos os indivíduos incluídos no estudo foram informados sobre os 

aspectos científicos da pesquisa de forma clara e simples e da necessidade 

de se colher sangue por punção intravenosa. 

 Também foi assegurado que se algum indivíduo se recusasse a 

participar do estudo, não seria discriminado dentro da Instituição de Saúde e 

que todas as informações obtidas serviriam apenas ao propósito da 

pesquisa, sendo totalmente confidenciais.  

 As amostras de sangue foram colhidas dos indivíduos somente após 

assinatura do termo de consentimento. 

 O estudo foi aprovado pelas Comissões de Ética do Hospital das 

Clínicas de São Paulo (HC-SP) - CAPPesq, do Instituto de Medicina Tropical 

de São Paulo (IMTSP) e do Departamento de Moléstias Infecciosas e 

Parasitárias da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

 

3. OBTENÇÃO DE ANTÍGENO DE Mycobacterium tuberculosis 

 

3.1 Cultivo de M. tuberculosis 

 

 O cultivo in vitro de M. tuberculosis foi realizado após aprovação pela 

Comissão de Ensino e Pesquisa da Divisão de Laboratório Central do HC-

SP, que permitiu o uso das instalações do Laboratório de Microbiologia para 

o desenvolvimento desta parte experimental do trabalho.  
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 A cepa padrão de M. tuberculosis H37Rv utilizada no cultivo in vitro foi 

obtida junto à Seção de Coleção de Culturas do Instituto Adolfo Lutz. A 

bactéria foi cultivada em meio Löwestein-Jensen a 37 ºC por 30 dias. 

 A partir do crescimento obtido em meio de Löwestein-Jensen, foi 

realizado um subcultivo em meio líquido de Sauton. A preparação do meio 

foi realizada segundo protocolo descrito por Beck (2003). Inicialmente, foi 

utilizado 1 litro do meio de Sauton para cultivo a 37 ºC por quatro semanas. 

Os bacilos que cresceram na superfície do meio, em forma de película, 

foram utilizados como pré-cultivo em três novos frascos contendo 250 mL de 

meio líquido de Sauton, que foram então incubados por mais 10 semanas. 

 

3.2 Obtenção de antígenos de M. tuberculosis 

 

 Em cabine de segurança biológica e em condições estéreis, a massa 

bacteriana foi colhida da superfície do meio líquido com o auxílio de uma 

alça descartável e transferida para um tubo plástico de 50 mL. Esta massa 

foi ressuspensa em 20 mL de solução salina tamponada com fosfatos 0,01M 

(PBS) acrescida de dietiltreitol (DTT), ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 

e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) na concentração final de 1mM, e 

centrifugada a 5 000 x g por 15 minutos a 5 ºC para retirada do meio de 

cultivo. Após centrifugação, o sedimento foi ressuspenso em 10 mL da 

solução PBS/DTT/EDTA/PMSF e submetido a sonicação por 20 ciclos de 1 

minuto/80W, em banho de gelo, utilizando o sonicador Vibra Cell 72405 

(BioBlock Scientific). O material sonicado foi centrifugado a 10 000 x g por 
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30 minutos a 4 ºC, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo plástico 

e o sedimento foi desprezado. Este procedimento foi repetido por mais 

quatro vezes até não ser mais verificado material particulado no tubo plástico 

utilizado.  

 Ao sobrenadante transferido para um béquer foi adicionado, gota a 

gota, solução de sulfato de amônia 80% (volume a volume) para a 

precipitação das proteínas. Este procedimento foi realizado em banho de 

gelo e mantido sob agitação constante por 30 minutos. A mistura obtida foi 

mantida a 4 ºC por 24 horas, sendo posteriormente centrifugada a 10 000 x 

g por 15 minutos a 4 ºC. 

 O sedimento obtido foi lavado por duas vezes com sulfato de amônia 

40% nas mesmas condições de centrifugação descrita anteriormente. Após 

a lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 3,0 mL de solução fisiológica 

0,9%. A solução obtida foi dialisada contra solução fisiológica por 24 horas a 

4 ºC, utilizando membrana de diálise (Sigma D-7884) capaz de reter 

proteínas com massa molecular maior que 2 000 Dalton. Foram realizadas 

três trocas da solução de diálise. 

 Após diálise, o conteúdo antigênico foi transferido para tubo tipo 

Eppendorf e centrifugado a 10 000 x g por 15 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante obtido foi aliquotado e mantido congelado em N2 líquido, uma 

pequena alíquota foi separada para a dosagem do conteúdo protéico. Foram 

obtidos cinco lotes de antígenos de M.tuberculosis, seguindo os 

procedimentos descritos acima. 
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4. AVALIAÇÃO DO ANTÍGENO PROTÉICO 

 

 Os cinco lotes de antígenos obtidos da cepa padrão de M.tuberculosis 

(H37Rv) foram analisados quanto ao conteúdo e perfil protéico. 

 

4.1 Dosagem protéica 

 

 Para a dosagem do conteúdo protéico dos extratos antigênicos de 

M.tuberculosis foi utilizado o reagente comercial “Bio Rad Dc Protein Assay 

Reagent” (Bio-Rad Laboratories, 2000 Alfred Nobel Drive, Hercules, CA, 

USA), fundamentado no método de Lowry et al. (1951). 

 

4.2 Reprodutibilidade dos extratos antigênicos 

 

 A análise do perfil de fracionamento protéico foi realizada para 

determinar a reprodutibilidade na obtenção dos diferentes lotes de extratos 

antigênicos de M. tuberculosis (H37Rv) e compará-los ao lote obtido de cepa 

clínica em 2002. Esta análise foi feita por Western blotting. 
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5. WESTERN BLOTTING 

 

5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS – PAGE) 

 

 As frações protéicas do extrato antigênico da cepa padrão de M. 

tuberculosis H37Rv, foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), como 

descrito por Laemmli (1970). O extrato antigênico foi avaliado nas 

concentrações de 2 µg e 3 µg por milímetro de gel, diluído em tampão de 

amostra contendo ou não 2-mercapto etanol (2-ME), aquecido por cinco 

minutos a 100 ºC e sem aquecer, foram aplicados separadamente no gel 

utilizando um molde com cavidades múltiplas de 5 milímetros, com 

espaçador de 1 milímetro. 

 O gel de poliacrilamida foi feito em duas concentrações 15% e 18% e o 

gel de empilhamento foi utilizado na concentração fixa de 5%. A eletroforese 

foi realizada em aparelho Mini-Protean III® (Bio-Rad) com voltagem inicial de 

60 volts por 30 minutos, e após penetração no gel de corrida, a voltagem foi 

mantida a 120 volts até que o corante indicador atingisse o final do gel de 

separação. 

 O padrão de massa molecular utilizado foi o Rainbow™(Amersham 

Biosciences, RPN 755) pré-corado que compreende proteínas entre 2,5 a 45 

kDa. As massas moleculares e cores definidas pelo fabricante são: 

ovoalbumina (45 kDa – amarelo), anidrase carbônica (30 kDa – laranja), 
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inibidor tripsina (20,1 kDa – azul), lisozima (14,3 kDa – magenta), aprotinina 

(6,5 kDa – azul escuro), cadeia β insulina (2,5 kDa – azul). 

 

5.2 Transferência para membrana de nitrocelulose 

 

 Após a separação das frações antigênicas no gel de poliacrilamida, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,45 

µm (Bio Rad nº162 – 0115n), por 18 horas a 20 Volts, em aparelho Mini 

Protean III® (Bio-Rad), como descrito por Towbin et al. (1979). O uso de 

padrão de massa molecular pré-corado auxiliou na verificação da eficiência 

do processo de transferência.  

 Após o término da transferência, a membrana de nitrocelulose foi 

bloqueada por 15 minutos, à temperatura ambiente, com leite desnatado 5% 

em PBS Tween 20 0,05% (PBS-Tw20). Em seguida a membrana foi lavada 

com PBS-Tw20 e colocada para secar entre folhas de papel toalha. Depois 

de seca a membrana foi cortada em tiras de 4 mm. As tiras foram 

numeradas e guardadas em tubos de vidro com sílica e armazenadas à 4ºC 

até a sua utilização nos testes. 

 

5.3 Reação Imunoenzimática 

 

 As tiras de nitrocelulose, previamente bloqueadas e armazenadas, 

foram incubadas separadamente com o soro reagente e não reagente, para 

anticorpos anti - M. tuberculosis, diluídos a 1/100 em leite desnatado 0,5% 
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em PBS-Tw20, por 18 horas a 4 ºC. Após a incubação, as tiras foram 

lavadas com PBS-Tw20 seis vezes por cinco minutos cada. Para a detecção 

dos anticorpos, foi adicionado conjugado enzimático anti-IgG humana - 

peroxidase, diluído a 1/500 no mesmo diluente do soro e incubado por duas 

horas a temperatura ambiente. Novo ciclo de lavagem com PBS-Tw20 foi 

realizado e a reação foi revelada com solução cromogênica composta de 3 

mg de 4-cloro-α-naftol (Sigma Chemical C., St. Louis, MO, USA), em 10 mL 

de metanol. Para cada 2 mL da solução cromógena acrescentou-se 10 mL 

de PBS e 4 µL de peróxido de hidrogênio (H2O2 30 volumes). Após 15 

minutos ao abrigo da luz, as tiras foram lavadas com água destilada. Todas 

as incubações foram realizadas sob agitação constante.  

 As tiras foram colocadas para secar ao abrigo da luz e analisadas 

conforme o perfil imunológico de reatividade para as diferentes frações 

protéicas. A massa molecular das frações protéicas apresentadas foi 

estimada em relação ao padrão de massa molecular utilizado. 

 

6. QUANTIFICAÇÃO DE INTERFERON – GAMA (IFN-γ) 

 

 Para a detecção e quantificação de IFN-γ em amostras de sangue de 

pacientes com tuberculose pulmonar e de indivíduos sadios foi utilizado o 

reagente comercial QuantiFERON® – TB Gold (Cellestis Limited, Austrália). 

O princípio do teste é baseado na detecção de IFN-γ, por ELISA, produzido 

por células T após terem sido estimuladas por antígenos específicos de M. 

tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10). 
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 Quatro alíquotas de 1 mL de sangue total de cada indivíduo foram 

incubadas, em placas de cultura celular estéreis, a 37 ºC, por 24h na 

presença de antígenos específicos de M. tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10) e 

de controles, conforme orientação do fabricante. 

 Para a detecção de IFN-γ foram adicionados às cavidades das placas 

de poliestireno previamente sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti - 

IFN-γ humano, 50 µL de cada sobrenadante e 50µL do conjugado 

enzimático (anti – IFN-γ humano – peroxidase). Após incubação por 120 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as placas foram 

lavadas seis vezes com solução de lavagem. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL da solução cromogênica (tetrametilbenzidina - 

TMB/H2O2) e as placas foram incubadas por 30 minutos nas mesmas 

condições descritas anteriormente. Após o período de incubação, a reação 

foi interrompida pela adição de 50 µL de solução bloqueadora (H2SO4 0,5 M). 

As densidades ópticas obtidas foram lidas em leitor de ELISA a 450 nm. Em 

cada ensaio realizado foram incluídos quatro padrões de IFN-γ humano em 

duplicata fornecidos pelo fabricante. 

 Para o ELISA ser considerado válido, o teste deve apresentar um 

coeficiente de variação menor que 15% e um coeficiente de correlação para 

a curva padrão maior que 0,98. Esses valores foram calculados pelo 

“software” fornecido pelo fabricante. Depois dessas verificações, as 

densidades ópticas obtidas para cada antígeno e controles foram 

convertidas em Unidades Internacionais por mililitro (UI/mL) baseando-se na 

curva padrão gerada em cada ensaio. O resultado do teste foi considerado 
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como positivo quando os níveis de IFN-γ produzido após estímulo com 

ESAT-6 e/ou CFP-10 foram maiores ou iguais a 0,35 UI/mL já descontado o 

valor do controle negativo.  

 

7. QUANTIFICAÇÃO DE MOLÉCULAS DE ADESÃO CELULAR  

 

 A quantificação das moléculas de adesão celular (P-selectina, E-

selectina e sICAM-1) presentes no soro de pacientes com tuberculose 

pulmonar foi determinada utilizando reagente comercial Quantikine® ELISA 

kits (R&D System – USA), segundo o protocolo do fabricante. 

 

7.1 P-selectina 

 

 Foram adicionados às cavidades da placa de poliestireno previamente 

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti – P-selectina humano, 100 µL 

de cada amostra de soro diluído a 1/20 em diluente apropriado e 100 µL do 

conjugado enzimático (anti – P-selectina humano – peroxidase). Após 

incubação por 1 hora em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a placa 

foi lavada três vezes com solução de lavagem. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL da solução cromogênica (TMB/H2O2) e a placa foi 

incubada por 15 minutos nas mesmas condições descritas anteriormente. 

Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 100 

µL de solução bloqueadora. As densidades ópticas obtidas foram lidas em 

leitor de ELISA a 450 nm. Em cada ensaio realizado foram incluídos cinco 



 48

padrões de P-selectina humano em duplicata e o controle positivo fornecidos 

pelo fabricante. 

 Para o ELISA ser considerado válido, o valor do controle positivo (soro 

humano contendo P-selectina) deve estar dentro do espectro esperado (494 

– 749 ng/mL). 

 

7.2 E-selectina 

 

 Foram adicionados às cavidades da placa de poliestireno previamente 

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti – E-selectina humano, 100 µL 

de cada amostra de soro diluído a 1/20 em diluente apropriado e 100 µL do 

conjugado enzimático (anti – E-selectina humano – peroxidase). Após 

incubação por 90 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a 

placa foi lavada seis vezes com solução de lavagem. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL da solução cromogênica (TMB/H2O2) e a placa foi 

incubada por 30 minutos nas mesmas condições descritas anteriormente. 

Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 100 

µL de solução bloqueadora. As densidades ópticas obtidas foram lidas em 

leitor de ELISA a 450 nm. Em cada ensaio realizado foram incluídos cinco 

padrões de E-selectina humano em duplicata e o controle positivo fornecidos 

pelo fabricante. 

 Para o ELISA ser considerado válido, o valor do controle positivo (soro 

humano contendo E-selectina) deve estar dentro do espectro esperado (54,1 

- 86,1 ng/mL). 
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7.3 sICAM-1 

 

 Foram adicionados às cavidades da placa de poliestireno previamente 

sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti – sICAM-1 humano, 100 µL de 

cada amostra de soro diluído a 1/20 em diluente apropriado e 100 µL do 

conjugado enzimático (anti – sICAM-1 humano – peroxidase). Após 

incubação por 90 minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a 

placa foi lavada seis vezes com solução de lavagem. Em seguida, foram 

adicionados 100 µL da solução cromogênica (TMB/H2O2) e a placa foi 

incubada por 30 minutos nas mesmas condições descritas anteriormente. 

Após o período de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 100 

µL de solução bloqueadora. As densidades ópticas obtidas foram lidas em 

leitor de ELISA a 450 nm. Em cada ensaio realizado foram incluídos cinco 

padrões de sICAM-1 humano em duplicata e o controle positivo fornecidos 

pelo fabricante. 

 Para o ELISA ser considerado válido, o valor do controle positivo (soro 

humano contendo sICAM-1) deve estar dentro do espectro esperado (217 - 

292 ng/mL). 

 

8. “Receiver Operating Characteristic Curve” (CURVA ROC) 

 

 Os diferentes pontos de corte (cut-off) onde são discriminados os 

indivíduos doentes dos não doentes resultam em diferentes índices de 

sensibilidade e especificidade de um teste.  
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 A curva ROC é construída a partir dos diferentes pontos de corte de um 

teste; para cada ponto de decisão é colocada no eixo das ordenadas à taxa 

de verdadeiros positivos (sensibilidade) e no eixo das abscissas à taxa de 

falsos positivos (1 – especificidade). Portanto, a curva ROC permite o estudo 

do ponto de corte ideal para obterem-se os melhores índices de 

sensibilidade e especificidade de um teste, pois visa a melhor definição da 

região onde existe sobreposição de dados quando são colocados em 

gráficos os resultados obtidos de amostras de indivíduos doentes e sadios. 

 O critério de decisão para a curva ROC varia entre 0 a 100%. Estes 

valores são resultantes do cálculo da área sob a curva. 

 Na tabela 3 apresentamos a interpretação do teste de acordo com a 

área da curva ROC. 

 

Tabela 3 – Interpretação do teste de acordo com a área sob a curva ROC 

 
Área sob a curva ROC (%) Interpretação do teste 

90 – 100 excelente 
80 – 90 muito bom  
70 – 80 bom 
60 – 70 regular 

50 ruim 
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9. “LIKELIHOOD RATIO”  

 

 “Likelihood Ratio” (LR), também denominado de verossimilhança ou 

taxa de probabilidades, é utilizado para verificar, de maneira rápida e 

simples, a utilidade de um teste diagnóstico. 

 O LR permite determinar o quanto o resultado de um teste poderá 

aumentar ou diminuir a probabilidade de diagnóstico de um determinado 

paciente em relação a uma doença alvo, ou seja, o resultado de um teste 

ajudará a transformar a probabilidade pré-teste, determinada pela avaliação 

clínica inicial, em uma nova probabilidade pós-teste, cuja magnitude e 

sentido de variação são determinados pelo LR do teste (Hayden e Brown, 

1999). 

 Na prática clínica, frequentemente, o valor clínico de um teste é 

avaliado através dos valores preditivos positivo e negativo, todavia estes 

valores sofrem a influência da prevalência da doença na população em 

estudo. Os valores de LR não sofrem esta influência, pois são aplicados na 

avaliação individual de cada paciente (Grimes e Schulz, 2005). 

 Para calcular o LR utilizamos os valores de sensibilidade e 

especificidade de um determinado teste. Podendo ser calculado tanto para 

resultados positivos como para resultados negativos do teste: 

Para teste com resultado positivo: LR + = sensibilidade / 1 - especificidade 

Para teste com resultado negativo: LR – = 1 - sensibilidade / especificidade 
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 Quanto mais alto for o valor do LR + e mais baixo o valor do LR -, maior 

força terá o resultado do teste em alterar a opinião inicial do clínico em 

relação a uma determinada doença. 

 

Tabela 4 – Influência do LR na probabilidade pós-teste 

 
LR para resultado 

positivo 
LR para resultado 

negativo 
Efeito na probabilidade 

pós-teste 

> 10 < 0,1 Grande 
5 – 10 0,1 – 0,2 Moderado 
2 – 5 0,2 – 0,5 Pequeno 

1 1 Nenhum 
 

 

10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 A análise estatística foi realizada utilizando os programas Sigma Stat 

(Jandel Scientific) versão 1.0, Win Episcope 2.0 e Prisma versão 5.0. Os 

níveis de significância dos testes foram fixados aceitando um erro tipo 1 de 

5% (α = 0,05). A comparação entre grupos múltiplos para amostras 

independentes foi feita pela análise de variância de Kruskal-Wallis, quando 

os dados eram não paramétricos. A verificação das diferenças entre os 

grupos foi avaliada pelo método de comparação múltiplas de Dunn’s. A 

comparação entre o mesmo grupo em duas situações diferentes foi feita pelo 

teste t pareado, quando os dados eram paramétricos. 
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 54

1. DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO PROTÉICO DO ANTÍGENO DE 

Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) 

 

 Partindo do cultivo “in vitro” de M.tuberculosis (H37Rv) foram obtidos 

cinco diferentes lotes de antígeno como descrito nos itens 3.1 e 3.2 da 

metodologia. O conteúdo protéico foi determinado pelo reagente comercial 

“Bio Rad Dc Protein Assay Reagent”. Os resultados são apresentados na 

Tabela 5  

 

Tabela 5 – Concentração protéica e volume final de cinco diferentes lotes de 
antígenos de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) 
 
 

Extrato antigênico  Concentração (µg/mL) Volume obtido (mL)

Lote 1 2.617,31 2,0 

Lote 2 2.972,00 2,0 

Lote 3 2.301,00 2,5 

Lote 4 2.226,25  2,0 

Lote 5 2.170,00 2,5 
 

 Pelos dados da tabela 5, observamos que os cinco diferentes lotes de 

antígeno de M. tuberculosis apresentaram um rendimento semelhante ao 

considerarmos o volume final obtido e a concentração protéica. 
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2. PERFIS DE PROTEÍNAS DOS DIFERENTES LOTES DE ANTÍGENOS 

POR WESTERN BLOTTING  

 

 Ao avaliarmos o perfil de proteínas por Western blotting, verificamos 

que todos os lotes apresentaram perfis de proteínas semelhantes quando 

comparado com o lote de cepa clínica estocado no nosso laboratório (2002). 

Observamos na Figura 1 que nos diferentes lotes da cepa padrão (H37Rv) 

estão presentes as proteínas de baixa massa molecular situadas entre 45 a 

3,5 kDa. A presença das proteínas com massa molecular estimada em 38, 

30, 26, 16 e 6 kDa são de grande importância na determinação de perfis 

sorológicos. O padrão homogêneo, observado através das frações protéicas 

reveladas, assegura a boa reprodutibilidade dos lotes avaliados.  

 

 

 

PM A B C D E F

45kDa

30kDa

20kDa

14,3kDa

6,5kDa

3,5kDa

 
 
 

Figura 1. Western blotting realizado após separação eletroforética do 
antígeno protéico em gel de poliacrilamida 15% com soro reagente 
(1/100). A – lote de cepa clínica (2002); B, C, D, E, F – lotes 1, 2, 3, 4 e 5 
de M.tuberculosis (H37Rv). PM - Padrão de massa molecular em 
KiloDaltons (kDa). 
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3. WESTERN BLOTTING 

 

 Beck (2003) padronizou o Western-Blotting utilizando antígeno protéico 

total obtido de cepa clínica de M.tuberculosis. Baseando-se nesta 

padronização fizemos um Western-Blotting com a cepa padrão H37Rv. Ao 

final da reação verificamos que a definição das frações protéicas 

reconhecidas pelos anticorpos dos pacientes não foi satisfatória, ou seja, 

não conseguimos definir os perfis de reatividade observados anteriormente 

com as proteínas de baixo peso molecular. Este resultado nos levou a 

reavaliar algumas fases da padronização realizada por Beck (2003). 

 

3.1 Definição da concentração do gel de poliacrilamida 

 

 O perfil de proteínas observado em gel de poliacrilamida 15% mostrou-

se melhor do que no gel 18%, quando avaliamos o perfil das frações 

antigênicas reconhecidas por anticorpos de pacientes com diferentes perfis 

sorológicos. Como o nosso interesse é por proteínas de baixo peso 

molecular (45kDa a 3,5kDa), verificamos também que estas proteínas 

estavam presentes mesmo utilizando um gel de concentração inferior ao 

inicialmente padronizado por Beck (2003). Os resultados são apresentados 

na figura 2. 
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A (18%) B (15%) 

 

 
Figura 2. Western blotting realizado com soros de pacientes com diferentes 
perfis sorológicos (1/100). A – Western blotting após separação eletroforética 
do extrato protéico em gel de poliacrilamida na concentração de 18%. B - 
Western blotting após separação eletroforética do extrato protéico em gel de 
poliacrilamida na concentração de 15%. 

 

3.2 Definição da concentração protéica e do extrato antigênico de 

M.tuberculosis (H37Rv) no Western blotting 

 

 A concentração de 2µg/mm de gel apresentou melhor definição das 

frações antigênicas reconhecidas pelos anticorpos de pacientes com 

tuberculose pulmonar. 

 A utilização de 2ME no tampão de amostra não alterou o padrão de 

corrida apresentado pelas proteínas reconhecidas pelo soro positivo, 

portanto optamos por não utilizá-lo em ensaios futuros devido a sua 

toxicidade. O extrato antigênico aquecido por 5 minutos foi o que apresentou 

os melhores resultados quando testado com soros de pacientes com 

diferentes perfis sorológicos como demonstrado na figura 3. 
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Figura 3. Western blotting realizado após separação eletroforética do extrato 
antigênico (H37Rv) em gel de poliacrilamida 15%, reatividade com soros (1/100) de 
pacientes com diferentes perfis sorológicos (A e B) e formas de tratamento do 
antígeno: 1 e 3 = antígeno sem aquecer; 2 e 4 = antígeno aquecido por 5 minutos. 
PM - Padrão de massa molecular em kiloDaltons (kDa). 

 

 

4. WESTERN BLOTTING PARA PESQUISA DE ANTICORPOS IgG ANTI-

M. tuberculosis 

 

 Utilizando o Western blotting avaliamos a freqüência de 

reconhecimento de anticorpos IgG presentes nos soros dos grupos 

estudados, para as diferentes frações protéicas do extrato antigênico da 

cepa padrão de M.tuberculosis. 

 

4.1 Grupo I: Pacientes com tuberculose pulmonar  

 

 As frações protéicas reconhecidas com maior freqüência pelos 

anticorpos presentes nos soros analisados, foram as de massas moleculares 
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estimadas entre 38 e 6kDa, sendo as regiões de 38, 30, 16 e 6kDa as 

reconhecidas com maior freqüência. 

 Ao analisarmos as frações reconhecidas pelos soros colhidos no pré-

tratamento (1ª colheita), 31 (100%) dos pacientes apresentaram anticorpos 

que reagiram com a região de 38kDa, 24 (77%) reagiram com a região de 

30kDa, 15 (48%) reagiram com a região de 16kDa, 20 (65%) reagiram com a 

região de 6kDa. A região de 26kDa foi a menos reconhecida pelos 

anticorpos dos pacientes (29%). 

 A análise dos soros dos 31 pacientes após dois meses de tratamento 

(2ª colheita), mostrou um aumento de 6% e de 12% no número de pacientes 

que reconheceram as frações protéicas de 26 e 6kDa, respectivamente. No 

término do tratamento (3ª colheita), observamos que o padrão de 

reconhecimento diminuiu para as regiões de 30, 16 e 6kDa e manteve-se o 

mesmo para a regiões de 38 e 26 kDa. (Figura 4) 
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Figura 4. Freqüência de reconhecimento das frações protéicas por anticorpos 
IgG presentes nos soros de pacientes com tuberculose pulmonar colhidas no 
pré-tratamento – 1ª colheita; após 2 meses de tratamento – 2ª colheita; no 
término de tratamento – 3ª colheita. 

 

 

4.2 Grupo II: Indivíduos contactantes 

 

 Entre as 25 amostras de soros de indivíduos contactantes, 19 (76%) 

apresentaram anticorpos IgG para a região de 6kDa, nove (36%) 

apresentaram anticorpos IgG para a região de 16kDa, seis (24%) 

apresentaram reatividade para a região de 38kDa e dois (8%) apresentaram 

reatividade para a região de 30kDa. A ausência de reatividade de anticorpos 

IgG para frações protéicas situadas entre a região de 38 e 6kDa foi 

observada em 6 (24%) indivíduos. Dos 19 pacientes que apresentaram 

anticorpos IgG para a região de 6kDa, 11 apresentaram reatividade para as 

regiões de 38 ou 30 e/ou 16kDa (Figura 5). 
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4.3 Grupo III: Controle 

 

4.3.1 Indivíduos sadios 

 

 Entre os 10 soros de indivíduos sadios analisados, um (10%) 

apresentou anticorpos IgG para as regiões de 38 e 16kDa e outro 

apresentou anticorpos IgG para região de 16kDa (Figura 5). 

 

4.3.2 Indivíduos com outras pneumopatias que não tuberculose 

 

 Entre as 10 amostras de soros de indivíduos com outras pneumopatias, 

três (30%) apresentaram reatividade para a região de 6 kDa e um (10%) 

para a região de 16kDa (Figura 5). 

 

4.3.3 Doadores de banco de sangue 

 

 Das 37 amostras de soro de doadores de banco de sangue, 

representativos da população geral, 27 não apresentaram reatividade de 

anticorpos IgG para as frações protéicas situadas entre 38 e 6kDa. Com 

relação as 10 amostras que apresentaram reatividade, cinco (13,5%) 

apresentaram anticorpos IgG para a região de 30kDa, duas (5,4%) para a 

região de 26kDa, três (8,1%) para a região de 38kDa. Na figura 5 

apresentamos a freqüência de reconhecimento das frações antigênicas de 
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38, 30, 26, 16 e 6 kDa por anticorpos IgG presentes nos soros dos diferentes 

grupos estudados. 
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Figura 5 Freqüência de reconhecimento das frações protéicas de 38, 30, 26, 16 
e 6kDa por anticorpos IgG presentes nos soros dos diferentes grupos 
estudados. OP = indivíduos com outras pneumopatias; Contatos = indivíduos 
que tiveram contato com paciente tuberculoso ou exposição ocupacional ao 
M.tuberculosis; Sadios = indivíduos sem contato prévio com tuberculose; Banco 
de Sangue = 10 indivíduos doadores de sangue. 

 

Todos os indivíduos pertencentes ao grupo de não tuberculosos, compostos 

por indivíduos sadios, indivíduos com outras pneumopatias, banco de 

sangue e contactantes, diferiram com significância (p<0,0001 – Kruskal-

Wallis) na freqüência de reconhecimento das frações antigênicas, 38, 30, 26, 

16 e 6kDa, em relação ao grupo de pacientes com tuberculose pulmonar. 
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5. DESEMPENHO DO WESTERN BLOTTING NO DIAGNÓSTICO DA 

TUBERCULOSE PULMONAR 

 

 A reatividade de anticorpos IgG para as frações antigênicas de 38, 30, 

26, 16 e 6kDa nos diferentes grupos estudados, mostrou que a 1ª amostra 

de soro dos pacientes apresentou reatividade com pelo menos duas frações 

antigênicas. Enquanto que a maior parte dos indivíduos sadios, doadores de 

sangue e indivíduos com outras pneumopatias, apresentaram reatividade 

para uma fração antigênica.  

 A partir desses dados, quatro critérios foram estabelecidos para 

definirmos os parâmetros de sensibilidade, especificidade, valores preditivos 

positivo e negativo e “Likelihood Ratio” do Western blotting. 

 

1. Reatividade de anticorpos IgG para 4 frações antigênicas; 

 (38kDa ou 30kDa ou 26kDa ou 16kDa ou 6kDa); 

2. Reatividade de anticorpos IgG para 3 frações antigênicas; 

3. Reatividade de anticorpos IgG para 2 frações antigênicas;  

4. Reatividade de anticorpos IgG para 1 fração antigênica; 

 

 Para a análise dos critérios em tabela de contingência 2x2, 

consideramos como negativos os indivíduos pertencentes ao grupo controle 

(n=57), e como verdadeiros positivos os pacientes com tuberculose 

pulmonar com confirmação do diagnóstico pela baciloscopia e/ou cultura do 

escarro, analise do lavado bronco alveolar e/ou biópsia (n=31). Dados 
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detalhados são apresentados no Anexo B. Na tabela 6, apresentamos os 

resultados dos parâmetros sorológicos para os critérios estabelecidos. 

 

Tabela 6 – Parâmetros sorológicos determinados segundo os critérios de 
reatividade estabelecidos. 
 

Reatividade  S (%)  E (%)  VPP (%)  VPN (%)

4 frações antigênicas 45 100 100 77 

3 frações antigênicas  71 100 100 86 

2 frações antigênicas  94 96 94 96 

1 fração antigênica  100 77 70 100 

S – Sensibilidade; E – Especificidade; VPP – Valor Preditivo Positivo; VPN - Valor 
Preditivo Negativo. 

 

 Para o critério de reatividade com quatro frações antigênicas, o 

Western blotting foi positivo em 14 de 31 pacientes com tuberculose 

pulmonar, sensibilidade de 45%. A especificidade encontrada foi de 100%, 

ou seja, dos 57 indivíduos do grupo controle, todos apresentaram resultado 

negativo no Western blotting para a reatividade com 4 ou mais frações 

antigênicas. Os valores preditivos positivo e negativo foram de 100% e 77%, 

respectivamente. 

 Para o segundo critério, reatividade com três frações antigênicas, o 

Western blotting foi positivo em 22 de 31 pacientes com tuberculose 

pulmonar, sensibilidade de 71%, e especificidade de 100% para o grupo 

controle. Os valores preditivos positivo e negativo foram de 100% e 86%, 

respectivamente. 
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 Para o critério de reatividade com duas frações antigênicas, o Western 

blotting apresentou uma sensibilidade de 94%, foi positivo em 29 de 31 

pacientes com tuberculose pulmonar; e uma especificidade de 96%, de 57 

indivíduos sem a doença o teste foi negativo em 55. Os valores preditivos 

positivo e negativo foram de 94% e 96%, respectivamente. 

 Para o quarto critério, reatividade com uma fração antigênica, o 

Western blotting foi positivo em todos os pacientes com tuberculose 

pulmonar, sensibilidade de 100%, e foi negativo em 44 de 57 amostras de 

soros dos indivíduos do grupo controle, especificidade de 77%. Os valores 

preditivos positivo e negativo foram de 70% e 100%, respectivamente. 

 Como observamos na tabela 6, o critério de reatividade com duas 

frações antigênicas foi o que apresentou os melhores parâmetros 

sorológicos quando comparado aos demais, atendendo os requisitos da 

OMS para o diagnóstico sorológico da tuberculose, sendo então definido 

para a análise dos nossos resultados. 

 Na tabela 7 apresentamos os resultados de “Likelihood Ratio” positivo 

e negativo baseados nos resultados de sensibilidade e especificidade 

apresentados na tabela 6 para os diferentes critérios estabelecidos. 
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Tabela 7. Resultados de “Likelihood ratio” positivo (LR +) e negativo (LR -) 

para os critérios estabelecidos. 

 

Reatividade LR + LR - 

4 frações antigênicas 0,5 5,5 

3 frações antigênicas 0,8 2,9 

2 frações antigênicas 24 0,06 

1 fração antigênica 0,43 1,16 

LR + = “Likelihood ratio” positivo; LR - = “Likelihood ratio” negativo 
 
 

Ao analisarmos a tabela 7, observamos que o critério de reatividade para 

duas frações antigênicas foi o que apresentou os melhores índices de 

“Likelihood ratio” positivo (24) e negativo (0,06). Os índices de LR+ e LR - 

são utilizados no Nomograma de Fagan para verificar a probabilidade pós-

teste para uma determinada doença, neste caso a tuberculose pulmonar. Na 

figura 6 apresentamos o Nomograma de Fagan para a utilização dos índices 

de “Likelihood ratio”. 
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Figura 6. Nomograma de Fagan, em azul os índices de “Likelihood ratio” 
positivo (24) e negativo (0,06) para o critério de reatividade com duas 
frações antigênicas no Western blotting. 

 
 

6. QUANTIFICAÇÃO DE INTERFERON-GAMA (IFN-γ) 

 

 Para a quantificação de IFN-γ nas amostras de sangue estudadas foi 

utilizado o reagente comercial QuantiFERON® – TB Gold, como descrito no 

item 6 da metodologia. 

 Dos 31 pacientes com tuberculose pulmonar foi possível realizar o 

teste em 29, em dois pacientes a quantidade de sangue colhido não foi 

suficiente para realizar o teste. Como controles negativos foram avaliados os 

indivíduos do grupo III. Na Tabela 8 são apresentados os parâmetros de 

sensibilidade e especificidade do teste nos grupos estudados. 
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Tabela 8 – Resultados do teste QuantiFERON® – TB Gold (QTF – G) nos 
pacientes com tuberculose pulmonar (doença presente) e no grupo controle 
(doença ausente) 
 

 

DOENÇA  
QFT - G Presente Ausente Total 

Positivo 22 0 22 

Negativo 7 10 17 

Total 29 10 39 
 

 Dos 29 pacientes com tuberculose pulmonar, o teste apresentou 

resultado positivo em 22 pacientes, sensibilidade de 76%; dos 10 indivíduos 

sadios, o teste apresentou resultado negativo nas 10 amostras avaliadas, 

especificidade de 100%. 

 Na Figura 7 apresentamos a resposta individual de IFN-γ produzido 

após o estímulo com os antígenos ESAT-6 e/ou CFP-10 nos grupos 

estudados. 
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Figura 7. Resposta individual de IFN-γ produzido após estímulo com os antígenos 
ESAT-6 e/ou CFP-10 em 29 pacientes com tuberculose pulmonar (a) e em 10 
indivíduos sadios (b). A linha pontilhada representa o ponto de corte (“cut-off”) do 
teste definido pelo fabricante em 0,35 UI/mL.  

 

A determinação do ponto de corte (“cut-off”) do teste em 0,35UI/mL foi 

definido pelo fabricante em estudos realizados no Japão e países da Europa. 

Como podemos observar na Figura 7, os níveis de IFN-γ no grupo controle, 

são mais baixos que os valores observados nos pacientes com tuberculose 

pulmonar.  

 A partir desses dados, foi construída curva ROC para avaliarmos o 

melhor ponto de corte (“cut-off”) do teste, de forma a obtermos o melhor 

índice de sensibilidade sem perda de especificidade. A acurácia do teste 

pode ser avaliada através da área sob a curva ROC.  

 A análise da curva ROC para os antígenos ESAT-6 e/ou CFP-10, 

permitiu verificar que ponto de corte ≥ 0,25 UI/mL de IFN-γ, resultou em uma 
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sensibilidade de 83% (IC 70 – 96,51) e especificidade de 100%, e a área sob 

a curva foi de 90% (IC 85,4 – 95,2) (Figura 8). 

 

 

 
Figura 8. Curva ROC para ESAT-6 e/ou CFP-10; o ponto indicado representa 
valor de IFN-γ ≥ 0,25 UI/mL onde se obteve a máxima sensibilidade (83%) sem 
perda da especificidade (100%).  
 

 

Considerando como resultado positivo níveis de IFN-γ ≥ 0,25 UI/mL, o teste 

detectou 24 de 29 pacientes com tuberculose pulmonar e foi negativo nas 10 

amostras de indivíduos sadios. Na Figura 9 apresentamos a resposta 

individual de IFN-γ produzido após o estímulo com os antígenos ESAT-6 

e/ou CFP-10 nos grupos estudados considerando o ponto de corte em ≥ 

0,25 UI/mL IFN-γ. 
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Figura 9. Resposta individual de IFN-γ, produzido após estímulo com os antígenos 
ESAT-6 e/ou CFP-10, em 29 amostras de sangue de pacientes com tuberculose 
pulmonar (a) e em 10 indivíduos sadios (b). A linha pontilhada em azul representa o 
ponto de corte (“cut-off”) em 0,25 UI/mL. 

 

7. ASSOCIAÇÃO DOS RESULTADOS SOROLÓGICOS, 

MICROBIOLÓGICOS E RADIOLÓGICOS. 

 

7.1 Western blotting – Baciloscopia – Cultura 

 

 Considerando como positividade no Western blotting a reatividade de 

anticorpos IgG, presentes nos soros dos pacientes, para duas frações 

antigênicas, apresentamos na tabela 9 os resultados do Western blotting, da 

baciloscopia e cultura do escarro de 31 pacientes com tuberculose 

pulmonar.  
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Tabela 9 – Resultados dos testes Western blotting, baciloscopia e cultura do 
escarro de 31 pacientes com tuberculose pulmonar.  
 

Baciloscopia Cultura Western 

blotting Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total 

Positivo 17 12 29 21 8 29 

Negativo 1 1 2 2 0 2 

Total 18 13 31 23 8 31 
 

 Dos 18 pacientes com resultado positivo na baciloscopia do escarro, 17 

(94%) foram positivos no Western blotting e um paciente apresentou teve 

resultado negativo. Dos 13 pacientes com resultado negativo na baciloscopia 

do escarro, 12 (92%) foram positivos no Western blotting e um paciente foi 

negativo. 

 Dos 23 pacientes com resultado positivo na cultura do escarro, o 

Western blotting foi positivo em 21 (91%) e negativo em dois pacientes. Dos 

oito pacientes com resultado negativo na cultura do escarro, todos foram 

positivos no Western blotting.  

 A análise da positividade da baciloscopia, cultura e Western blotting 

mostrou diferença significativa (p = 0,0055 – Kruskal-Wallis; p<0,05 – 

método de Dunn’s). 

 

7.2. Western blotting – Exame Radiológico 

 

 Dos 31 pacientes com tuberculose pulmonar, 26 (84%) apresentaram 

alterações no exame radiológico. A presença de processo cavitário foi 
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observada em 16 pacientes, e a presença de infiltrado pulmonar foi 

observado em 24 pacientes.  

 A presença de processo cavitário ao exame radiológico relacionou-se 

de forma estatisticamente significante com a presença de reatividade para a 

fração protéica de 38kDa (p = 0,0002 – método de Wilcoxon), não estando 

relacionada com as outras frações protéicas estudadas. Entre os pacientes 

que apresentavam infiltrado pulmonar e processo cavitário, (54%) reagiram 

com a fração protéica de 38kDa.  

 

7.3 QuantiFERON® – TB Gold (QTF - G) – Baciloscopia – Cultura 

 

 Após ajuste do ponto de corte (“cut-off”) do teste QuantiFERON® – TB 

Gold para níveis de IFN-γ ≥ 0,25 UI/mL, comparamos os resultados do teste 

aos resultados da baciloscopia e cultura do escarro de 29 pacientes com 

tuberculose pulmonar (tabela 10). 
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Tabela 10 – Resultados dos testes QuantiFERON® - TB Gold (QTF – G), 
baciloscopia e cultura do escarro de 29 pacientes com tuberculose 
pulmonar. 
 

Baciloscopia Cultura 
QFT - G Positivo Negativo Total Positivo Negativo Total 

Positivo 11 13 24 17 7 24 

Negativo 5 0 5 5 0 5 

Total 16 13 29 22 7 29 
 

 Das 16 amostras com resultado positivo na baciloscopia do escarro, 11 

(69%) apresentaram resultado positivo no QTF – G, quantidades de IFN-γ (≥ 

0,25UI/mL) presente no sobrenadante, e cinco foram negativas. De 13 

amostras com resultado negativo na baciloscopia do escarro, todas 

apresentaram resultado positivo no teste. 

 Das 22 amostras com resultado positivo na cultura do escarro, 17 

(77%) apresentaram resultado positivo no QTF – G e cinco foram negativas. 

De sete amostras com resultado negativo na cultura do escarro, todas 

(100%) foram positivas no teste. 

 Dos cinco pacientes com tuberculose pulmonar que apresentaram 

resultados negativos no teste e positivos na baciloscopia e cultura do 

escarro, um paciente tinha como co-morbidade Leucemia Linfóide Crônica e 

quatro apresentavam contagem de linfócitos inferiores aos valores de 

referência. 

 A análise da positividade da baciloscopia, cultura e QuantiFERON® - 

TB Gold não mostrou diferença significativa (p = 0,05 – Kruskal - Wallis).  
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7.4 QuantiFERON® – TB Gold (QTF – G) – Exame Radiológico 

 

 Foi avaliada se a presença de processo cavitário e infiltrado pulmonar, 

observados ao exame radiológico, estariam relacionados aos resultados 

obtido no teste QTF – G. Todavia, essas associações não foram 

significantes (p>0,05 – método Wilcoxon). 

 

7.5 Western blotting e QuantiFERON® – TB Gold (QTF - G) relacionados 

à Baciloscopia e Cultura de escarro 

 

 Na tabela 11 apresentamos os resultados do Western blotting e 

QuantiFERON® - TB Gold relacionados à associação dos resultados da 

baciloscopia e cultura do escarro de 29 pacientes com tuberculose 

pulmonar. 

 

Tabela 11 – Resultados do Western blotting e QuantiFERON® - TB Gold 
relacionados a associação dos resultados de baciloscopia e cultura do 
escarro de 29 pacientes com tuberculose pulmonar. 
 

WB QTF - G Associação dos resultados 

dos testes microbiológicos Positivo Negativo Positivo Negativo

Baciloscopia + e Cultura + 15 1 11 5 
Baciloscopia - e Cultura + 5 1 6 0 
Baciloscopia - e Cultura - 7 0 7 0 

Total (n =)  27 2 24 5 
+ = resultado positivo; - = resultado negativo; QTF - G = QuantiFERON® – TB Gold 
WB = Western blotting; 
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 Pelos dados apresentados na tabela 11, observamos que dos 16 

pacientes com resultado positivo na baciloscopia e cultura do escarro, 15 

foram positivos no Western blotting e 11 foram positivos no QTF – G. Dos 

seis pacientes com resultados negativos na baciloscopia e positivos na 

cultura do escarro, todos apresentaram resultado positivo no QTF - G e 

cinco foram positivos no Western blotting. Os sete pacientes com resultados 

negativos na baciloscopia e cultura do escarro, todos apresentaram 

resultados positivos no Western blotting e QTF – G. 

 Nos resultados discrepantes, verificamos que os dois pacientes com 

resultado negativo no Western blotting tiveram resultados positivos no QTF – 

G (níveis de IFN - γ de 0,84 e 13,9 UI/mL) e os cinco pacientes com 

resultado negativo no QTF – G, apresentaram reatividade com mais de 2 

frações protéicas no Western blotting. Os resultados dos 29 pacientes nos 

testes Western blotting e QuantiFERON® – TB Gold (QTF- G) são 

apresentados na tabela 12.  

 
Tabela 12 – Comparação dos resultados positivos e negativos dos testes 
Western blotting e QuantiFERON® – TB Gold de 29 pacientes com 
tuberculose pulmonar. 
 

QTF - G  
WB Positivo Negativo Total 

Positivo 22 5 27 

Negativo 2 0 2 

Total 24 5 29 
WB = Western blotting; 
QTF - G = QuantiFERON® - TB Gold 
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 Como observamos na tabela 12, os resultados concordantes foram 22 

de 29 pacientes com tuberculose pulmonar. Cinco pacientes com resultados 

negativos no QTF - G apresentaram resultado positivo no Western blotting e 

os dois pacientes com resultados negativos no Western blotting foram 

positivos no QTF - G. 

 

8. QUANTIFICAÇÃO DE MOLÉCULAS DE ADESÃO CELULAR (ICAM – 1, 

E-SELECTINA, P-SELECTINA) NA EVOLUÇÃO DO TRATAMENTO DA 

TUBERCULOSE PULMONAR. 

 

 Para a quantificação das moléculas de adesão celular no soro dos 

pacientes com tuberculose pulmonar foi utilizado o reagente comercial 

Quantikine® ELISA kits como descrito no item 7 da metodologia. 

 Foi realizado o acompanhamento clínico e laboratorial de 31 pacientes 

com tuberculose pulmonar, destes, 18 pacientes foram selecionados para 

avaliarmos a quantificação das moléculas de adesão celular na evolução da 

terapêutica instituída. 

 Na figura 10 apresentamos as concentrações das moléculas de adesão 

celular ICAM-1; E-selectina e P-selectina, determinadas por ELISA, nas 

amostras de soros de 18 pacientes com tuberculose pulmonar, colhidas no 

inicio do tratamento (1ªC) e no término do tratamento (3ªC). 
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Figura 10: Distribuição das concentrações das moléculas de adesão celular ICAM-1; E-
selectina e P-selectina, determinadas por ELISA, nas amostras de soros de 18 pacientes 
com tuberculose pulmonar, colhidas no inicio do tratamento (1ªC) e no término do 
tratamento (3ªC). A barra horizontal representa à média das concentrações  
 

 Ao analisarmos as concentrações das moléculas de adesão celular s-

ICAM-1, E-selectina e P-selectina nas amostras de soros de 18 pacientes 

com tuberculose pulmonar, colhidas no início do tratamento (1ªC) e no 

término do tratamento (3ªC), observamos diferença estatisticamente 

significante (p = 0,0035 para sICAM-1; p = 0,0124 para E-selectina; p = 

0,020 para P-selectina – teste t pareado). Estes pacientes, no início do 

tratamento, apresentavam alterações radiológicas importantes, como 
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presença de processo cavitário e infiltrado, e número de bacilos presentes 

na microscopia do escarro era superior a 2 cruzes. A diferença observada 

entre a 1ª colheita e 3ª colheita mostra uma boa evolução frente à 

terapêutica instituída. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 



 81

 “Um estado de emergência mundial”! Essa foi a declaração da OMS, 

em 1993, para a situação da tuberculose no mundo. Desde então uma série 

de medidas e metas foram adotadas, incluindo a necessidade da criação de 

parcerias entre indústrias de biotecnologia, grupos de pesquisas, órgãos 

oficiais de saúde e universidades para o desenvolvimento de novas drogas 

terapêuticas e de novos testes de diagnóstico, na tentativa de controlar a 

doença. 

 O diagnóstico precoce e o tratamento rápido e eficiente dos indivíduos 

bacilíferos, com tuberculose pulmonar ativa, são medidas essenciais para a 

redução da morbidade, mortalidade e incidência da tuberculose no mundo. 

 Apesar dos recentes avanços no diagnóstico laboratorial da 

tuberculose nos países da Europa, América do Norte e Japão, a baciloscopia 

permanece como ferramenta principal na detecção e acompanhamento dos 

casos. Desenvolvida a mais de 100 anos, a baciloscopia apresenta uma 

sensibilidade de 40-60% em condições de campo, diminuindo para menos 

de 20% em pacientes co-infectados pelo HIV (WHO 2006). 

 Segundo a OMS, sem ferramentas diagnósticas adequadas não será 

possível controlar a epidemia da tuberculose. O desenvolvimento de novos 

testes de diagnóstico continua fazendo parte do novo planejamento mundial 

de controle da tuberculose para o período 2006-2015 (WHO/HTM/STB 

2006). Parcerias público-privadas como a “Foundation for Innovative New 

Diagnostics” (FIND) foram criadas para integrar pesquisas e o 

desenvolvimento de testes, direcionando-os para a necessidade do paciente 

e condições locais de infraestrutura de saúde. 
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 Cabe ressaltar que o diagnóstico da tuberculose em crianças e em 

pacientes com co-morbidades têm sido difícil, pois nem sempre a doença 

apresenta-se de forma clássica. Estas observações e as limitações 

encontradas nos métodos microbiológicos tradicionais, baciloscopia e 

cultura, levaram ao desenvolvimento de metodologias mais promissoras de 

biologia molecular e imunologia para auxiliar na investigação clínico-

laboratorial da tuberculose humana. 

 Os testes de biologia molecular, apesar dos avanços obtidos, ainda 

são onerosos e complexos para serem aplicados rotineiramente nos países 

mais acometidos pela doença. 

 Muitos estudos estão sendo realizados na tentativa de melhorar o 

desempenho dos testes sorológicos para o diagnóstico da tuberculose 

principalmente por serem testes de fácil execução, rápidos, e passíveis de 

serem implantados nos países em desenvolvimento. Porém, os testes 

disponíveis comercialmente apresentam valores de sensibilidade e 

especificidade abaixo do recomendado pela OMS, em 1997 (sensibilidade e 

especificidade superiores a 80% e 90%, respectivamente). 

 Sabe-se que a resposta imune na tuberculose é ampla e heterogênea, 

podendo variar de indivíduo para indivíduo e ser “fase” específica, ou seja, 

as proteínas expressas, pelo M. tuberculosis, durante a fase de latência 

podem ser diferentes das proteínas expressas durante a doença ativa. 

Portanto, os testes sorológicos apresentariam diferentes índices de 

sensibilidade, dependendo do antígeno utilizado, da classe de 

imunoglobulina pesquisada e da população em estudo. Outro fator que deve 
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ser considerado e que limita a sensibilidade dos testes comerciais são os 

antígenos recombinantes utilizados, que não possuem todos os epítopos 

presentes na proteína nativa, devido às próprias limitações da tecnologia de 

DNA recombinante (processamento transducional) (Gennaro, 2000; 

Samanich et al., 2001; Pai et al., 2006). Diante dessas limitações 

encontradas estão sendo avaliadas como a utilização de suportes sólidos, 

como a membrana de nitrocelulose, na imobilização de componentes 

antigênicos múltiplos para a pesquisa de anticorpos, a pesquisa de 

antígenos circulantes em fluídos biológicos e a detecção de citocinas (IFN-

γ), produzidas por linfócitos T, após estímulo com antígenos específicos de 

M. tuberculosis. 

Analisar criticamente o desempenho do Western blotting para 

pesquisa de anticorpos IgG anti - M.tuberculosis, como ferramenta auxiliar 

no diagnóstico da tuberculose pulmonar, pareceu – nos uma proposta viável, 

além de uma alternativa que poderia melhorar a investigação clínico-

laboratorial da tuberculose humana. Sob este foco iniciamos nosso trabalho.  

 O extrato antigênico proveniente do cultivo de cepa padrão 

H37Rv de M.tuberculosis foi escolhido para a realização deste estudo, por 

ser amplamente utilizado nos trabalhos encontrados na literatura (Laal et al., 

1997; Franco et al., 2001). Utilizando a mesma condição de cultivo, já 

desenvolvida no laboratório para cepa clínica, observamos uma boa 

reprodutibilidade do perfil protéico e um rendimento similar (considerando 

volume final e a concentração protéica) do extrato antigênico, quando cinco 

diferentes lotes foram comparados. 
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 A avaliação do perfil de proteínas por Western blotting, evidenciou 

ainda que todos os lotes apresentavam perfil de proteínas semelhantes 

quando comparado ao lote da cepa clínica (Figura 1). Betts et al. (2000) 

fazendo um estudo comparativo de proteomas de duas cepas virulentas de 

M. tuberculosis (H37Rv e cepa clínica CDC 1551), concluíram que o padrão 

de proteoma era semelhante, e que a cepa padrão H37Rv poderia continuar 

sendo utilizada para estudos de mecanismos da doença, apesar do tempo 

que está sendo mantida no laboratório. 

 Observamos também que nos diferentes lotes de extratos antigênicos, 

estavam presentes as proteínas com massas moleculares estimadas em 38, 

30, 26, 16 e 6 kDa, de grande importância no diagnóstico e determinação de 

perfis sorológicos como definido anteriormente. O padrão homogêneo 

observado na definição das frações antigênicas assegurou uma boa 

reprodutibilidade dos lotes avaliados. 

 Baseando-se em estudos de padronização realizados em nosso 

laboratório por Beck (2003), fizemos o Western blotting com a cepa padrão 

H37Rv, nas mesmas condições, e verificamos ao término da reação que a 

definição das frações protéicas reconhecidas por anticorpos dos pacientes 

com tuberculose pulmonar não foi satisfatória, o que nos levou a reavaliar 

algumas fases dessa padronização. 

 Definimos a concentração do gel de separação em 15% ao 

avaliarmos o perfil de reatividade das frações antigênicas reconhecidas por 

soros de pacientes com diferentes perfis sorológicos, pertencentes a nossa 

soroteca. Na Figura 2 apresentamos os resultados do Western blotting, 
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frente aos soros de pacientes com tuberculose ativa. Verificamos, nas 

condições estabelecidas grande qualidade na definição das frações 

antigênicas de baixa massa molecular, o que garantiu a continuidade do 

trabalho. 

 Outros pontos importantes na padronização do Western blotting foram 

as definições da concentração do extrato antigênico por milímetro de gel e 

sua forma de tratamento para melhor evidenciar as proteínas de massa 

molecular baixa. A facilidade de leitura na identificação das frações 

antigênicas reconhecidas por soros de pacientes com tuberculose em 

diferentes estágios da doença, foi fator determinante da padronização. 

 Outro fator importante que garantiu a reprodutibilidade dos resultados 

durante todo o estudo foi a utilização de um único lote de extrato antigênico. 

Essa observação é muitas vezes negligenciada nas pesquisas e pode refletir 

em erros quando os ensaios são repetidos. 

 Após a definição das condições adequadas para a realização do 

Western blotting, verificamos a freqüência de reconhecimento de anticorpos 

IgG presentes nos soros dos grupos estudados, para as diferentes frações 

protéicas do extrato antigênico da cepa padrão de M. tuberculosis. 

 A freqüência de reconhecimentos das frações antigênicas com 

massas moleculares estimadas em 38, 30, 26, 16 e 6 kDa nas amostras de 

soros dos pacientes colhidas pré-tratamento foi comparada a outros estudos 

descritos na literatura corroborando assim os nossos resultados (Figura 4). 
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 Beck et al. (2005a) verificaram a importância do reconhecimento das 

regiões 38, 26, 16, e 6 kDa por soros dos pacientes com tuberculose 

pulmonar. 

 A reatividade para a região de 30 kDa foi verificada em 24 (77%) 

pacientes. Uma Devi et al. (2003) avaliaram por ELISA a resposta humoral 

de pacientes com tuberculose pulmonar frente ao complexo antigênico 85 

(30 - 32 kDa) e verificaram a presença de anticorpos IgG em 118 de 175 

pacientes com tuberculose pulmonar. Segundo Orme (2001), as proteínas 

pertencentes ao complexo antigênico 85 são secretadas quando temos 

atividade metabólica da micobactéria, o que indicaria atividade do 

microrganismo, com progressão da doença na avaliação clínica do paciente. 

 O antígeno de 38kDa considerado específico para o bacilo da 

tuberculose, sua expressão encontra-se aumentada na presença de 

processos cavitários, onde ocorre o aumento da replicação extracelular da 

bactéria. Anticorpos anti-38kDa têm sido frequentemente detectados nos 

soros de pacientes com tuberculose pulmonar e estão relacionados a 

multiplicação bacilar e a certos eventos patológicos associados à estágios 

avançados da doença (Jackett et al., 1988; Bothamley, 1995; Samanich et 

al., 2001). Verificamos em nosso estudo que a região de 38kDa foi 

reconhecida pelos soros de todos os pacientes com tuberculose pulmonar, 

esses apresentavam processos cavitários observados no exame radiológico, 

multiplicação bacilar (carga bacilar) e hemoptise em alguns pacientes. 

 A fração antigênica com massa molecular estimada em 16kDa foi 

reconhecida pelos soros colhidos pré-tratamento de 48% dos pacientes com 
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tuberculose pulmonar. Estudos realizados por Verbon et al. (1994), Laal et 

al. (1997), mostraram freqüências de reconhecimento similares 50% e 62%, 

respectivamente. Segundo Samanich et al. (2001) essa menor freqüência de 

reconhecimento pode ser devida à presença de imuno-complexos nas 

amostras de soros de pacientes com a doença. A proteína de 16kDa é 

expressa em condições de estresse oxidativo in vitro. Recentemente foi 

descrito o reconhecimento desta proteína por células T (através da detecção 

de IFN-γ) de indivíduos com evidência prévia de infecção por M.tuberculosis. 

Todavia a avaliação clínica e epidemiológica mostrou que esses indivíduos 

eram assintomáticos e não referiram exposição recente ao M. tuberculosis. 

Segundo Demissie et al (2006) estes dados sugerem fortemente que de fato 

a proteína de 16kDa é expressa durante a infecção latente. 

 A região de 6 kDa foi reconhecida pelos soros de 65% dos pacientes 

com tuberculose pulmonar. As proteínas de baixa massa molecular (6 – 12 

kDa) pertencem à família ESAT-6 que são secretadas pelo M. tuberculosis e 

expressas em fase recente da infecção. Estudos têm demonstrado que estas 

proteínas são reconhecidas por células T e reagem com anticorpos de 

pacientes com tuberculose, sendo consideradas antígenos imunodominates 

(Skjöt et al, 2000; Arend et al, 2000; Smith 2003). Está sendo observada 

também uma forte associação entre a resposta in vitro ao antígeno ESAT-6 

(através da detecção de IFN-γ) e progressão tardia da tuberculose em 

indivíduos sadios contactantes de pacientes com tuberculose ativa (Arend et 

al., 2000; Doherty et al., 2002). 
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 Para os indivíduos contactantes avaliados por Western blotting, foi 

verificado que 76% (19/25) apresentaram anticorpos para a região de 6kDa 

e 36% apresentaram reatividade para a região de 16kDa. Esta alta 

freqüência de reconhecimento diferiu da observada por Beck et al. (2005a). 

A análise do perfil desses indivíduos mostrou que dos 19 com reatividade 

para a região de 6kDa, 11 apresentavam reatividade simultânea com as 

regiões de 38 e/ou 30 e/ou 16kDa. 

 Nos indivíduos pertencentes ao grupo controle foi observado uma 

menor freqüência no reconhecimento individual das regiões 38, 30, 26,16 e 

6kDa, a qual foi estatisticamente significante (p<0,05) quando comparada à 

freqüência observada nos pacientes com tuberculose pulmonar (Figura 5). 

Dos 57 indivíduos avaliados apenas dois apresentaram reatividade 

simultânea para duas frações antigênicas (38 e 16kDa; 16 e 6kDa). 

 Comparando a reatividade de anticorpos IgG para as regiões de 38, 

30, 26, 16 e 6 kDa, verificou-se que a 1ª amostra de soro dos pacientes 

apresentava reatividade simultânea com pelo menos duas frações 

antigênicas, enquanto que a maior parte dos indivíduos do grupo controle 

apresentava reatividade para uma fração antigênica. 

 Partindo dessas observações estabelecemos quatro critérios 

(reatividade para quatro, três, duas e uma fração antigênica) para definirmos 

os parâmetros de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e 

negativo e o “Likelihood ratio” do Western blotting, para a pesquisa de 

anticorpos IgG anti – M. tuberculosis. 
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 Cabe relembrar que foram considerados como verdadeiros positivos 

os pacientes com tuberculose pulmonar com confirmação do diagnóstico 

pela baciloscopia e/ou cultura do escarro, pela análise do lavado bronco 

alveolar ou biópsia e como negativos os indivíduos do grupo controle. 

 A reatividade para duas frações antigênicas, entre os critérios 

estabelecidos, foi a que apresentou os melhores parâmetros sorológicos, 

com sensibilidade de 94%, especificidade de 96% e valores preditivos 

positivo e negativo de 94 e 96%, respectivamente (Tabela 6). Estes 

resultados atendem os requisitos da OMS para o diagnóstico sorológico da 

tuberculose (sensibilidade superior a 80% e especificidade superior a 90%). 

 Beck et al. (2005a) ao definirem quatro perfis sorológicos no Western 

blotting, reatividade para 3 frações antigênicas (38, 26, 16 kDa; 38, 26, 6 

kDa e 26, 16, 6 kDa) e reatividade para 4 frações antigênicas (38, 26, 16, 6 

kDa), obtiveram uma sensibilidade de 75% em pacientes com baciloscopia 

positiva e de 30% em pacientes com baciloscopia negativa, com 

especificidade variando de 92 a 100%. 

 Os índices de sensibilidade e especificidade encontrados em nosso 

estudo foram mais altos que os obtidos por Beck et al (2005a). Este 

resultado deve-se ao fato que consideramos como critério de positividade no 

Western blotting a reatividade simultânea, de anticorpos IgG presentes nos 

soros dos grupos estudados, para  duas frações antigênicas, e 

possivelmente pela utilização de cepa padrão H37Rv e as condições 

estabelecidas na padronização do teste. 
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 Na prática clínica, frequentemente, o resultado de um teste é avaliado 

pelos valores preditivos positivo e negativo. Para a reatividade com duas 

frações antigênicas no Western blotting obtivemos um valor preditivo positivo 

de 94% e negativo de 96%. Todavia, estes valores sofrem a influência da 

prevalência da doença na população em estudo. 

 Atualmente os índices de “Likelihood ratio” estão sendo utilizados 

para verificar o real valor clínico de um teste com a vantagem de não 

sofrerem a influência da prevalência da doença, pois são aplicados na 

avaliação individual do paciente. Sabe-se que quanto maior for o valor do LR 

positivo e menor for o valor de LR negativo, melhor será a utilização do teste 

em aumentar ou diminuir a probabilidade de diagnóstico de um determinado 

paciente em relação a uma doença (Hayden e Brown, 1999). Os índices de 

LR positivo e negativo são utilizados no Nomograma de Fagan para verificar 

a probabilidade pós-teste, como demonstrado na Figura 6. 

 Segundo Neves et al. (2004), quase a metade dos casos de 

tuberculose pleural, no Rio de Janeiro, inicia o tratamento sem um 

diagnóstico definitivo. Para discriminar a tuberculose pleural de outras 

causas de efusão pleural, os autores associaram variáveis como: idade, 

dosagem de proteína, porcentagem de linfócitos e dosagem da enzima 

adenosina deaminase (ADA). Associando os resultados das quatro variáveis 

obtiveram um “Likelihood ratio” positivo maior que 10 e um “Likelihood ratio” 

negativo menor que 0,1. Ao considerarem uma probabilidade pré-teste de 

50% para a tuberculose pleural, com o LR positivo maior que 10 a 

probabilidade pós-teste seria maior que 90% indicando a presença da 
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doença e com um LR negativo menor que 0,1 a probabilidade pós-teste seria 

menos de 10% indicando a ausência da tuberculose pleural. 

 Os valores de “Likelihood ratio” positivo e negativo obtidos em nosso 

estudo foram de 24 e 0,06, respectivamente (Tabela 7). Se hipoteticamente 

considerássemos a probabilidade inicial de 40% para a tuberculose 

pulmonar, com um LR positivo de 24, a probabilidade pós-teste seria maior 

que 90% indicando a presença da doença e com um LR negativo de 0,06 a 

probabilidade pós-teste seria menor que 0,5% indicando a ausência da 

doença. 

 Devido a sua aplicabilidade na prática clínica índices de “Likelihood 

ratio” já estão sendo utilizados para melhorar o desempenho dos 

marcadores cardíacos para o diagnóstico e prognóstico em pacientes com 

dissecção aguda da aorta; na avaliação de pacientes com dispnéia na 

unidade de emergência clínica relacionada à possível infarto; em estudos de 

prognóstico para pacientes com AIDS e linfoma não Hodgkin diagnosticados 

na era da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART), em estudos de 

diagnóstico da mononucleose infecciosa (Ebell et al., 2004; Wang et al., 

2005; Bower et al., 2005; Ohlmann et al., 2006). 

 A reposta imune mediada por células é de grande importância para 

controlar a progressão da doença e eliminar o patógeno. Como o 

M.tuberculosis é um microrganismo intracelular, avaliar se a células T dos 

pacientes foram expostas e sensibilizadas por antigos específicos deste 

patógeno forneceria uma metodologia alternativa para o diagnóstico da 

tuberculose humana (Andersen et al., 2000). 
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 Para tanto, está sendo utilizado à quantificação de IFN – γ, produzido 

por células T, após estímulo com antígenos específicos de M. tuberculosis 

(ESAT-6 e CFP-10). Utilizando o reagente comercial QuantiFERON® - TB 

Gold verificamos os parâmetros de sensibilidade e especificidade em 29 

pacientes com tuberculose pulmonar e em 10 indivíduos sadios. 

Considerando o ponto de corte (“cut-off”) estabelecido pelo fabricante em 

níveis de IFN-γ ≥ 0,35 UI/mL, obtivemos uma sensibilidade de 76% e 

especificidade de 100% (Tabela 8), inferiores aos definidos pela OMS para o 

diagnóstico da tuberculose. Nossos resultados estão de acordo com estudos 

realizados por outros pesquisadores (Lee et al., 2006; Ferrara et al., 2006; 

Tsiouris et al., 2006; Dewan et al. 2007). 

 As diferentes situações epidemiológicas da tuberculose no mundo e a 

exposição da população a diferentes microrganismos devem ser levadas em 

consideração na avaliação de novas metodologias para o diagnóstico de 

doenças. Analisando os resultados do QuantiFERON® - TB Gold verificamos 

que os níveis de IFN-γ nos indivíduos sadios eram significativamente 

inferiores aos dos pacientes, o que nos levou a estudar um novo ponto de 

corte. Utilizando a curva ROC determinamos o melhor ponto de corte em 

níveis de IFN-γ ≥ 0,25 UI/mL resultando em uma sensibilidade de 83% sem 

a perda de especificidade (Figura 7).  

 Após a definição dos parâmetros sorológicos (sensibilidade e 

especificidade) para a detecção de IFN-γ e IgG anti – M.tuberculosis por 

Western blotting, comparamos os resultados obtidos com os resultados dos 

testes microbiológicos. 
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 Considerando como positividade no Western blotting a reatividade de 

anticorpos IgG para duas frações antigênicas (38 ou 30 ou 26 ou 16 ou 

6kDa), verificamos que dos 18 pacientes com resultado positivo na 

baciloscopia do escarro, o Western blotting foi positivo em 17 (94%). Dos 13 

pacientes com resultado negativo na baciloscopia do escarro 12 (92%) foram 

positivos no Western blotting (Tabela 9). Os resultados obtidos diferiram com 

significância (p<0,05). 

 Estudos sobre a sensibilidade do Western blotting na detecção de 

pacientes tuberculosos com baciloscopia positiva e negativa são escassos 

na literatura, o que nos levou a discutir os nossos resultados em função das 

informações clínicas e laboratoriais dos pacientes e do conhecimento 

literário do diagnóstico da tuberculose pulmonar. 

 Ao analisarmos os resultados do Western blotting e da cultura do 

escarro, observamos que dos 23 pacientes com resultado positivo na 

cultura, 21 (91%) foram positivos no Western blotting e dos oito pacientes 

com cultura do escarro negativa, todos (100%) foram positivos no Western 

blotting (Tabela 9). A diferença observada foi significante (p<0,05). 

 Dois pacientes que foram considerados negativos no Western blotting, 

apresentaram apenas reatividade para uma fração antigênica, insuficientes 

para serem considerados como positivo pelo critério estabelecido. Todavia 

fica claro que esta é uma situação peculiar que pode ser reavaliada se fortes 

evidências clínicas, epidemiológicas e laboratoriais mostrarem tendência da 

doença nos indivíduos investigados. 
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 Os dados mostram que o Western blotting auxiliou no esclarecimento 

de 22% dos casos onde os achados clínicos e radiológicos eram 

compatíveis com tuberculose e a baciloscopia e cultura eram negativas. 

 Ao associarmos os resultados do Western blotting às alterações 

radiológicas, observamos que a presença de processo cavitário relacionou-

se de forma estatisticamente significante com a presença de anticorpos IgG 

para a região de 38kDa não estando relacionado com as outras frações 

antigênicas estudadas. Estes resultados também foram observados por 

outros pesquisadores (Samanich et al., 2001; Davidow et al., 2005). 

 Dos 31 pacientes com tuberculose pulmonar selecionados no nosso 

estudo foi possível realizar o teste QuantiFERON® - TB Gold em 29 

pacientes como mencionado na seção de resultados deste trabalho.  

 Considerando o ponto de corte do teste em níveis de IFN-γ ≥0,25 

UI/mL, verificamos que dos 29 pacientes com tuberculose pulmonar 

analisados pela baciloscopia do escarro e pelo QuantiFERON® – TB Gold, 

16 foram positivos na baciloscopia (sensibilidade de 55%) e 24 foram 

positivos no QuantiFERON® – TB Gold (sensibilidade 83%). 

 Ravn et al. (2005) quando avaliaram 35 pacientes com tuberculose 

pulmonar ativa, também verificaram que o teste QuantiFERON® - Tb Gold 

apresentou uma positividade de 83% (29/35) enquanto que a baciloscopia foi 

positiva em 16 de 35 pacientes com tuberculose pulmonar ativa (46%). 

 Analisando os resultados do QuantiFERON® – TB Gold em 

comparação com os resultados da cultura verificamos que em 22 pacientes 

com resultado positivo na cultura do escarro, 17 (77%) foram positivos no 
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teste e cinco foram negativos. Os sete pacientes com resultado negativo da 

cultura, todos apresentaram resultados positivos no QuantiFERON® - TB 

Gold. 

 Dos cinco pacientes com resultados positivos na baciloscopia e 

cultura e negativos no QuantiFERON® - TB Gold, um paciente tinha como 

co-morbidade Leucemia Linfóide Crônica e um apresentava contagem de 

linfócitos inferior aos valores de referência (1000 – 4500 linfócitos por 

microlitro). Com relação aos outros três pacientes, verificamos que 

apresentavam alterações radiológicas (presença de cavitação e/ou infiltrado) 

com baciloscopia positiva (2 e 4 cruzes) e ainda um paciente referiu 

hemoptise, essas informações sugerem doença mais avançada. 

 O seqüestro de células T no local de infecção, a inibição da resposta 

de células T por citocinas (TGF-β) liberada por macrógafos infectados são 

alguns fatores que podem explicar a fraca resposta de linfócitos T associada 

à doença mais avançada. Outro aspecto a ser considerado é que alguns 

epítopos da proteína ESAT-6 têm a sua apresentação restrita algumas 

moléculas de HLA (Ravn et al., 1999; Pathan et al., 2001; Silva, 2005; Ravn 

et al., 2005, Kobashi et al., 2006). 

 Neste sentido, à ausência de contagem diferencial de linfócitos T 

(CD4+ e CD8+) e de dados referentes à tipagem de HLA dos pacientes, 

limitaram uma melhor análise dos nossos resultados negativos no 

QuantiFERON® - TB Gold. 

 Contudo, a análise geral dos dados mostra que o QuantiFERON® - TB 

Gold auxiliou no esclarecimento de 24% dos casos onde os achados clínicos 
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e radiológicos eram compatíveis com tuberculose e a baciloscopia e cultura 

eram negativas. 

 A associação dos resultados dos testes microbiológicos tradicionais 

(baciloscopia e cultura) aumenta a sensibilidade na detecção dos casos. 

Estudos recentes têm avaliado o quanto os novos testes associados aos 

testes microbiológicos tradicionais aumentam a sensibilidade na detecção 

dos casos contribuindo para o controle da doença (Ravn et al., 2005). 

 Com esse objetivo, associamos os resultados da baciloscopia e 

cultura do escarro de 29 pacientes com tuberculose pulmonar para 

verificarmos o quanto o Western blotting e o QuantiFERON® – TB Gold 

auxiliaram no diagnóstico da tuberculose pulmonar.  

 Dos 16 pacientes com resultados positivos na baciloscopia e cultura, 

94% e 69% apresentaram resultados positivos no Western blotting e 

QuantiFERON® – TB Gold, respectivamente (Tabela 11). Dos seis pacientes 

com resultados negativos na baciloscopia e positivos na cultura, 100% foram 

positivos para detecção de IFN-γ e 83% foram positivos no Western blotting. 

Nos sete casos negativos na baciloscopia e cultura do escarro, todos 

apresentaram resultados positivos no Western blotting e no QuantiFERON® 

– TB Gold. 

 A análise dos resultados mostrou que o Western blotting e o 

QuantiFERON® - TB Gold detectaram 41% e 45 % mais casos que a 

baciloscopia, respectivamente. Um ponto de extrema importância foi à 

positividade do Western blotting e QuantiFERON® TB – Gold nos pacientes 

que apresentavam resultados laboratoriais de baciloscopia e cultura 
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negativos. Nesta situação os testes foram 100% sensíveis e totalmente 

compatível com a clínica e RX dos pacientes. 

 Como mencionado anteriormente, tivemos cinco pacientes com 

resultados negativos para a detecção de IFN-γ e positivos na baciloscopia e 

cultura e Western blotting. Dois pacientes com resultados positivos na 

baciloscopia e/ou cultura foram negativos no Western blotting, ambos 

apresentaram resultados positivos no QuantiFERON® - TB Gold (Tabela 12). 

Além dos testes Western blotting e QuantiFERON® – TB Gold se 

complementarem, auxiliando no diagnóstico da tuberculose pulmonar, se 

associarmos o Western blotting ou QuantiFERON® TB - Gold com a 

baciloscopia à sensibilidade seria superior a 95% e quando associados à 

cultura atingiriam sensibilidade de 100%. 

 Complementando o nosso estudo na busca de evidências 

laboratoriais que pudessem auxiliar a investigação clínica estudamos o papel 

das moléculas de adesão. Observamos que muitos pesquisadores têm 

avaliado se as formas solúveis das moléculas de adesão celular (ICAM-1, 

VCAM-1 e selectinas) presentes nos soros de pacientes com tuberculose 

pulmonar poderiam auxiliar no diagnóstico da doença, na avaliação 

prognóstica dos pacientes frente à terapêutica instituída e se estariam 

associadas com severidade da doença (Lai et al., 1993; Shijubo et al., 1993; 

Demir et al., 2002; Mukae et al., 2003). 

 Lai et al. (1993) avaliaram se as moléculas de adesão (ICAM-1, 

VACM-1 e E-selectina) poderiam ser utilizadas como marcadores de doença 

ativa em 34 pacientes com tuberculose. Os autores sugerem que as 
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elevadas concentrações de ICAM-1 poderiam ser úteis como marcadores de 

doença ativa. 

 Demir et al. (2002) avaliaram os níveis da molécula de adesão celular 

ICAM-1, em 30 pacientes com tuberculose pulmonar antes e após o 

tratamento. Os autores verificaram que houve uma diminuição significativa 

nos níveis de ICAM-1 nos soros de todos os pacientes após o término do 

tratamento, sugerindo que a detecção de ICAM pode ser útil no seguimento 

dos pacientes. 

 Mukae et al., em 2003, verificaram se as moléculas de adesão celular 

(ICAM-1, VCAM-1, E, P e L- selectinas) presentes nos soros dos pacientes 

com tuberculose pulmonar refletiam severidade da doença. Segundo os 

autores elevadas concentrações de ICAM-1, P e E-selectinas 

correlacionaram com extensão de lesão pulmonar e com alta carga bacilar 

(número de bacilos estimados na baciloscopia), podendo estar relacionadas 

com severidade da doença. 

 Com mesmo intuito, inicialmente avaliamos os 31 pacientes com 

tuberculose pulmonar e verificamos a presença de elevadas concentrações 

das moléculas de adesão celular (ICAM-1, E e P-selectinas), as quais foram 

mais significativas nos pacientes que apresentavam alterações radiológicas 

e/ou resultado da baciloscopia superior a 2 cruzes (dados não mostrados). 

 Partindo desses resultados preliminares selecionamos 18 pacientes 

que apresentavam alterações radiológicas importantes e/ou apresentavam 

resultado na baciloscopia superior a 2 cruzes para verificarmos os níveis 



 99

séricos das moléculas de adesão celular (ICAM-1, E-selectina e P-selectina) 

durante a evolução do tratamento. 

 Ao compararmos as concentrações séricas das moléculas de adesão 

celular no início (1ª colheita) e após o término do tratamento (3ª colheita) 

(Figura 9), verificamos uma diminuição significativa (p<0,05), sugerindo que 

a detecção/quantificação das referidas moléculas de adesão celular pode ser 

sim útil no seguimento dos pacientes. Este estudo apesar de inicial, 

evidenciou uma boa evolução dos pacientes à terapêutica instituída.

 Como mencionado anteriormente, observamos elevadas 

concentrações de ICAM-1, P e E- selectinas nos pacientes com presença de 

processos cavitários e infiltrados ao exame radiológico e nos indivíduos com 

alta carga bacilar, mostrando que elevadas concentrações dessas moléculas 

poderiam estar associadas a doença mais avançada, conforme já descrito, 

em 2003, por Mukae et al. 

 Entretanto pensamos que seriam necessários mais estudos para a 

avaliação dessas moléculas de adesão na prática clínica para, então, serem 

efetivamente utilizadas monitoramento da doença frente à terapêutica 

instituída. 
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1- A associação dos resultados do Western blotting e do QuantiFERON® 

- TB Gold com a baciloscopia forneceu índices sensibilidade superior 

a 95% e quando associados à cultura índice de sensibilidade de 

100% 

 

2- O Western blotting apresentou índices sensibilidade de 94% e 

especificidade 96% no diagnóstico da tuberculose pulmonar, 

auxiliando em 41% na detecção de casos com baciloscopia negativa. 

 

3- O QuantiFERON® - TB Gold apresentou índices sensibilidade de 83% 

e especificidade de 100%, após ajuste do limiar de reatividade. 

 

4- A diminuição significativa das concentrações das moléculas de 

adesão celular (ICAM-1, E-selectina e P-selectina) presentes nos 

soros de 18 pacientes com tuberculose pulmonar, colhidos no início e 

no final do tratamento, sugeriu um bom prognóstico frente à 

terapêutica instituída. 
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ANEXO A – Informações clínicas e laboratoriais dos pacientes com 
tuberculose pulmonar  

 
 

N Sexo Idade Baciloscopia Cultura Caverna Infiltrado Sintomas Hemoptise Contato com TB
1 M 25 4+ Mtb N/A N/A 1 N N/A 
2 M 49 4+ Mtb N S N/A N N/A 
3 M 26 N Mtb N N N/A N N/A 
4 M 66 4+ Mtb S N 1 N N/A 
5 M 21 4+ Mtb N S 2 N N/A 
6 M 34 2+ Mtb S S 3 N S 
7 M 40 N Mtb N N 2 N S 
8 M 42 N Mtb S S 1 N N/A 
9* F 42 N negativo* N S 7 N S 
10* M 24 N negativo* N S 3 S N/A 
11 M 23 N Mtb N/A N/A 1 N S 
12 M 68 2+ Mtb S S 6 N N/A 
13 M 46 4+ Mtb S S 6 N S 
14 F 26 N Mtb S S 2 N N/A 
15 M 55 4+ Mtb S N N/A N N/A 
16 M 40 4+ Mtb S S 2 S S 
17 M 50 2+ Mtb N S 12 N N/A 
18 F 42 3+ Mtb N S 8 N N/A 
19* F 65 1+ negativo* N S 2 N N/A 
20 F 49 1+ Mtb S S <1 N N/A 
21* F 35 N negativo* S S 4 N N/A 
22 F 34 4+ Mtb S S 2 S S 
23* F 29 N negativo* S S 2 S S 
24* M 30 N negativo* S S N/A S N/A 
25* M 41 N negativo* N S N/A S N/A 
26* F 38 N negativo* N N 4 N S 
27 M 53 4+ Mtb N S N/A N N/A 
28 F 37 N Mtb S S <1 N N/A 
29 F 21 1+ Mtb S S N/A N N/A 
30 F 41 3+ Mtb S S 2 N N/A 
31 M 19 2+ Mtb N S 1 S S 

*Diagnóstico de tuberculose confirmado por análise do lavado bronco alveolar ou biópsia 
Sintomas - meses 
N/A - sem informação 
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ANEXO A – Informações clínicas e laboratoriais dos pacientes com 
tuberculose pulmonar (continuação) 

 
 

N PPD Co-morbidade Leucócitos** Linfócitos** 
% 

Linfócitos 
Western 
blotting 

QTF ≥0,25 
UI/mL 

1 N/A tabagista N/A N/A N/A 38,30,26,6 positivo 
2 N/A N/A 8,42 0,9 11,2 38,26,16,6 positivo 
3 N/A N/A 14,09 2,1 14,8 38 positivo 
4 N/A  alcoolismo 13,08 10 10,7 38,30,26,6 positivo 
5 N/A N/A 16,16 0,9 5,6 38,30,26 negativo 
6 N/A N/A 14 2,5 17,6 38,16,6 negativo 
7 negativo hipotireoidismo 7,23 1,1 14,6 38,30,16,6 positivo 
8 N/A anemia ferropriva 13,52 3 22,3 38,30 positivo 
9* N/A N/A 14,21 2,3 16,3 38,6 positivo 
10* negativo tabagista 12,22 3,2 25,9 38,30,16,6 positivo 
11 N/A N/A 11,16 2,1 18,7 38,30,16 positivo 
12 N/A alcoolismo 6,82 1,3 18,3 38,30 Não realizado 
13 N/A alcoolismo 10,55 1,8 16,9 38,30,26,16,6 negativo 
14 20 N/A 8,33 1,1 13 38,30 positivo 
15 N/A LLC 63,3     38,30,16,6 negativo 
16 N/A tabagista 10,83 1,7 16 38,30,6 positivo 
17 N/A linfoma Hodgkin 9,56 0,5 5,4 38 positivo 
18 N/A S.Jögren  8,44 1,9 22,6 38,6 positivo 
19* N/A N/A 5,88 2 33,8 38,30,6 Não realizado 
20 15 diabetes 9,43 3,6 38,1 38,30,16 positivo 
21* N/A gastrite N/A N/A N/A 38,30,16,6 positivo 
22 N/A N/A 5,85 1,3 21,7 38,30,16,6 positivo 
23* N/A N/A N/A N/A N/A 38,30,16,6 positivo 
24* N/A N/A 9,6 2 21,1 38,30,26,6 positivo 
25* N/A N/A 10,19 1,5 14,9 38,30,26,16 positivo 
26* 18 depressão 9,55 2,1 21,5 38,16,6 positivo 
27 N/A albinismo, gota 6,21 0,5 8,2 38,30,6 positivo 
28 20 N/A 8,61 2,3 26,6 38,30,26,16,6 positivo 
29 N/A N/A 10,23 1,9 18,9 38,30 positivo 
30 N/A AR 6,93 2 28,4 38,30 positivo 
31 N/A N/A 12,78 1,7 13,2 38,30,26,16,6 negativo 

*Diagnóstico de tuberculose confirmado por análise do lavado bronco alveolar ou biópsia 
** contagem leucócitos e linfócitos expressa em: mil / mm3 
N/A - sem informação 
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ANEXO B – Tabelas de contingência 2x2 para cada critério avaliado no 
Western Blotting 

 

Reatividade anticorpos IgG para 4 frações antigênicas 

Doença  

Teste Presente Ausente 

 

Total 

Positivo 14 0 14 

Negativo 17 57 74 

Total 31 57 88 

 

 

Reatividade anticorpos IgG para 3 frações antigênicas 

Doença  

Teste Presente Ausente 

 

Total 

Positivo 22 0 22 

Negativo 9 57 66 

Total 31 57 88 

 

Reatividade anticorpos IgG para 2 frações antigênicas 

Doença  

Teste Presente Ausente 

 

Total 

Positivo 29 2 31 

Negativo 2 55 57 

Total 31 57 88 

 

Reatividade anticorpos IgG para 1 fração antigênica 

Doença  

Teste Presente Ausente 

 

Total 

Positivo 31 13 44 

Negativo 0 44 44 

Total 31 57 88 

 

 

VPP = 14 / 14 = 100% 

VPN = 57 / 74 = 77% 

LR + = 0,45 / 1 – 0,1 = 0,5

LR – = 1 – 0,45 / 0,1 = 5,5 
VPP = 22 / 22 = 100% 

VPN = 57 / 66 = 86% 

LR + = 0,71 / 1 – 0,96 = 0,8 

LR – = 1 – 0,71 / 0,1 = 2,9 
 

VPP = 29 / 31 = 94% 

VPN = 55 / 57 = 96% 

LR + = 0,94 / 1- 0,96 = 24 

LR – = 1- 0,94 / 0,96 = 0,06
VPP = 31 / 44 = 70% 

VPN = 44 / 44 = 100% 

LR + = 0,1 / 1 – 0,77 = 0,43 

LR – = 1 – 0,1 / 0,77 = 1,16 
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HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA 

 FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
_________________________________________________________________ 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL LEGAL 
 

1. NOME DO PACIENTE : 
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº :                               SEXO : M (   ) F (   ) 
DATA NASCIMENTO: 
ENDEREÇO:                                                                      Nº:            APTO: 
BAIRRO:                                                                           CIDADE: 
CEP:                                                                                 TELEFONE:  
 

2.RESPONSÁVEL LEGAL : 
NATUREZA:  
(grau de parentesco, tutor, curador etc.)  
DOCUMENTO DE IDENTIDADE::                                   SEXO:  M(   )   F(   ) 
DATA NASCIMENTO: 
ENDEREÇO:                                                                   Nº              APTO: 
BAIRRO:                                                                         CIDADE:  
CEP:                                                                               TELEFONE:  

 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA CLÍNICA 

 
1. TÍTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:  

Padronização, Desenvolvimento e Aplicação de métodos imunológicos para a pesquisa de 

antígenos de Mycobacterium tuberculosis e correlação com fatores pró e anti inflamatórios 

decorrentes de resposta imune do hospedeiro frente a micobactéria para avaliação prognostica 

dos pacientes. 

 
2. PESQUISADOR: Farmacêutica e Bioquímica Kelly Aparecida Kanunfre 

CARGO/FUNÇÃO: Pós-graduanda - Doutorado INSC. CONS. REG. FARM. No: 30011  

UNIDADE DO HCFMUSP:  

 
3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

   SEM RISCO:               RISCO MINÍMO:   X           RISCO MÉDIO: 

    RISCO BAIXO:                RISCO MAIOR:   

 

4.DURAÇÃO DA PESQUISA :30 meses 

 

III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU 
REPRESENTANTE LEGAL  
Você está sendo convidado(a) a participar como voluntário(a) em uma pesquisa para a 

padronização e desenvolvimento de testes sorológicos para o diagnóstico rápido e específico 



da tuberculose humana, infecção causada pelo bacilo de M. tuberculosis. Antes de decidir se 

quer ou não participar, você precisa compreender o objetivo do estudo, como sua participação 

poderá ajudá-lo, os riscos decorrentes de sua participação e o que é esperado de você durante 

o estudo. 

 

SEUS DIREITOS 
Este termo de consentimento livre e esclarecido explica a pesquisa, porém o pesquisador 

responsável  pelo projeto também poderá ler com você e dar as explicações, assim como 

poderá responder a qualquer dúvida que você venha a ter. Se você concordar em participar, 

você será solicitado(a) a assinar este termo de consentimento livre e esclarecido e receberá 

uma cópia para guardar. Ninguém pode forçá-lo(a) a participar deste estudo. Mesmo se 

concordar em participar agora, você poderá mudar de idéia e retirar seu consentimento a 

qualquer momento, sem qualquer prejuízo a assistência a que tenha direito. Por favor, tenha 

certeza de ter revisado completamente este documento e de perguntar quaisquer dúvidas que 

lhe ocorram antes de assinar o mesmo. 

 

OBJETIVOS DA PESQUISA 
O objetivo do estudo é padronizar testes de laboratório, para diagnóstico de pessoas infectadas 

com o bacilo da tuberculose. Com o resultado será possível iniciar  rapidamente o tratamento 

das pessoas que se encontrarem com a doença ativa, contendo a sua transmissão. Serão 

também avaliadas as pessoas que mantiverem contato com o doente, para verificar provável 

contaminação. 

 

Serão coletadas amostras de soro de 100 pacientes. 

Grupo A: 50 pacientes com tuberculose pulmonar comprovada por exames clínicos e 

laboratoriais. Esses pacientes serão acompanhados durante a evolução do tratamento. 

Portanto, as amostras de soros serão coletadas antes do início do tratamento, após dois 

meses, após seis meses; totalizando três coletas. 

Grupo B: 50 pacientes com outras doenças do pulmão, que não seja tuberculose 

Para verificação de índice de contaminação serão coletadas amostras de soro de contactantes 

(familiares dos pacientes que se dispuserem a participar do estudo). 

Como controle dos testes serão utilizadas amostras de soro de doadores de sangue (N=300). 

 
PROCEDIMENTOS 
Se você concordar em participar deste estudo, você será submetido(a) a uma entrevista a 

respeito das doenças que já teve, um exame clínico, exames de sangue. 

Durante a pesquisa, serão retiradas amostras de sangue. Essas amostras serão usadas para 

verificar a presença de componentes antigênicos de micobactérias e anticorpos formados 

contra o bacilo da tuberculose. A presença destes anticorpos pode indicar se você entrou em 



contato, de alguma forma, com o agente causador da Tuberculose. Caso você esteja com 

tuberculose ativa, será necessário solicitar a presença das pessoas que convivem com você, 

para que estas sejam examinadas, para verificar se elas também estão com a doença.  

 

DESCONFORTOS E RISCOS 
O sangue será coletado dentro das normas de segurança e dentro das dependências do 

hospital ou laboratório, com risco mínimo para você. 

 

BENEFÍCIOS 
Você estará colaborando para a realização de um teste que poderá auxiliar, no futuro, o 

diagnóstico da tuberculose. Este estudo não trará benefício direto para você. 

 

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO 
SUJEITO DA PESQUISA: 
1. Você terá a garantia, a qualquer tempo, que receberá as informações sobre os 

procedimentos, riscos e benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para o esclarecimento de 

qualquer dúvida. 

2. Você não terá custos adicionais ao participar deste estudo. Todos os custos da consulta, dos 

profissionais médicos e enfermeiros e exames laboratoriais que forem parte deste estudo serão 

fornecidos gratuitamente. Você ou seu provedor de assistência médica serão responsáveis por 

quaisquer outros custos de assistência médica. 

3. As pessoas envolvidas neste estudo, inclusive médicos e investigadores, terão acesso aos 

prontuários de forma que possam acompanhar o progresso da pesquisa. Não haverá nomes 

nem outra identificação dos pacientes em nenhum relatório ou publicação do estudo. Toda a 

informação médica adquirida durante este estudo será tratada como confidencial e será apenas 

dada a conhecer aos investigadores. Só os dados anônimos serão usados para possível 

publicação em publicações científicas. 

4. Disponibilidade de assistência no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP, 

por eventuais danos à saúde, decorrentes desta pesquisa. 

 
V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS PELO 
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE 
INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS. 
Caso você apresente algum evento fora de seu período avaliação, você deverá entrar em 

contato com os investigadores e coordenadores deste projeto de pesquisa. Os investigadores 

são os Dr. Antonio Walter Ferreira, ou Kelly Aparecida Kanunfre, pelos telefones: 3085-0416 

(horário comercial) ou 3062-2751. 



Este termo de consentimento foi aprovado pela Comissão de Ética do Hospital das Clínicas da 

FMUSP, que é um grupo de pessoas que avaliam e aprovam ou não pesquisas ou estudos que 

envolvam pessoas. Este grupo de pessoas também avaliam o andamento do estudo. 

 

VI. OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

Nenhuma 

VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 
Apenas voluntários serão incluídos como participantes neste estudo.  

Recebi e li as informações relativas a este estudo. O desenho e o objetivo do estudo foram 

explicados de forma adequada, tive ampla oportunidade para fazer perguntas que foram 

respondidas satisfatoriamente. Estou ciente dos possíveis riscos (para a minha saúde e bem 

estar) envolvendo a minha participação neste estudo. Recebi uma cópia deste termo de 

consentimento livre e esclarecido, estou ciente que posso abandonar este estudo em qualquer 

altura, sem para isso dar razão e sem que isso tenha conseqüência negativa para o meu 

tratamento futuro. Consinto que se envie uma carta ao meu médico acerca da minha 

participação neste estudo, se for o caso. Consinto em participar deste estudo como descrito 

neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

Quando você assinar na linha abaixo, isto significa que concorda em participar da pesquisa 

descrita acima. É preciso que a sua assinatura seja obtida antes da realização de qualquer 

procedimento do estudo. 

 

Data :               Hora:                  

___________________________________________ 

Assinatura do paciente 

 

Data:                Hora:                   

__________________________________________ 

Assinatura do responsável, quando pertinente 

 

Data:               Hora:                   

__________________________________________ 

Assinatura do investigador do estudo (nome e carimbo) 

 

Data:               Hora:                   

____________________________________________ 

Assinatura do coordenador do estudo (nome e carimbo) 
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