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Resumo

7

A tuberculose € uma doencga infecciosa grave caupatiaMycobacterium
tuberculosis podendo acometer todos os 6rgdos, mas em espexiglulmodes.
Apresenta grande incidéncia no mundo e ocorre eiorrpeoporcao em populacdes de
baixas condi¢des socioeconOmicas. A tuberculoséint@n sendo uma das doengas
cronicas mais importantes da histéria da humanidsalretudo nas areas mais carentes
do mundo com grandes repercussdes sociais, poimedeo predominantemente, a
populacdo adulta e produtiva. As estratégias daamiga e controle da tuberculose
incluem fundamentalmente o diagndstico extemporéateecdoenca, o tratamento e
acompanhamento dos casos confirmados. O diagnéptemoce constitui um dos
principais problemas, pois, atualmente ndo ha dispets testes rapidos, adequados e
confiaveis para o diagnoéstico em condicdes de cargubulatoriais. Diante disto, este
trabalho realizou uma analise comparativa entredestes sorolégicos ELISA com
antigenos brutos de PPD e de BCG e o teste imumatografico Hexagon TB com o
antigeno determinado A60 para o diagnostico darculmse. Devido a caracteristicas
imunogénicas dos antigenos e da composicdo da |@gmeisa da doenca, a
reprodutibilidade do ELISA-BCG foi baixa, bem corms parametros soroldgicos de
sensibilidade (33%) e especificidade (61%), cometemdo assim, a identificacao
entre pacientes clinicamente sadios e doentesefddtados também mostraram que o
kit comercial Hexagon TB possui elevada acuracig5®) e € o mais indicado ao
diagnostico da tuberculose, pois identificou melb®iindividuos com tuberculose e os
individuos sadios.

Palavras-chave Tuberculose, imunodiagnostico, PPD, BCG, Hexapgn



Abstract

Tuberculosis is a serious infectious disease cabgddycobacterium tuberculosist
can affect all organs, especially the lungs. Itveha higher incidence in the world and
occurs more often in populations of low socioecoiormonditions. Tuberculosis
remains one of the most important chronic diseasbBaman history, especially in more
deprived areas of the world with great social imipsiace it affects predominantly adult
and productive population. Strategies for surved& and control of tuberculosis
include primarily the belated diagnosis of the dg® the treatment and monitoring the
confirmed cases. Early diagnosis is a major probkante there are no rapid, suitable
or reliable tests available for diagnosis in fielohditions and outpatients. Thus, this
study conducted a comparative analysis of the esgicdl ELISA with crude antigens
PPD and BCG and Hexagon TB immunochromatograplst wath antigen A60
specific for the diagnosis of tuberculosis. Duethie characteristics of immunogenic
antigens and the composition of the desease's Ipreeaof the, the reproducibility of
the ELISA, was low, as well as serological paramsetef sensitivity (33%) and
specificity (61%), thus compromising the identifioa between healthy and sick
patients. The results also showed that the comalekii TB Hexagon has high
accuracy (87,5%) and is better suited for the diagn of tuberculosis, because it
identified better the healthy and the sick indiatiu

Keywords: Tuberculosis, immunodiagnosis, PPD, BCG, Hexagdn T
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1. Introducéo

1.1 A Doenca

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa dedgrancidéncia no mundo e
ocorre em maior propor¢cao em populacdes de baowdighes socioecondmicas e, com
o surgimento da AIDS e de focos multiresistenteqrablema vem se agravando
(WHO/OMS, 2009). Mycobacterium tuberculosis o agente responséavel pela doenca
gue acomete primordialmente os pulmdes em 85% rabgiduos imunocompetentes,
entretanto, naqueles que apresentam comprometirdergstema imunitario, a doenca

frequentemente dissemina-se em outros tecidos (\VWMS/ 2009).

No ano de 1993 a OMS reconheceu a gravidade dudepna e classificou a
tuberculose como uma “situacdo de emergéncia glebgosteriormente, novas metas
foram tracadas para o controle da doenca. As met@sacionais estabelecidas pela
OMS e, pactuadas pelo governo brasileiro, sdo decide 70% dos casos de
tuberculose estimados e cura-los em 85%. As egiagtdéle vigilancia e controle da
tuberculose vém sendo o diagnéstico precoce da ¢dpen tratamento e o
acompanhamento dos casos (WHO/OMS, 2009).

Em 2008 foram 9.4 milhGes de casos registrado maimdnte, destes 1.4
milhdes eram portadores de HIV. O total de Obitesgou a 1.8 milhdes, quase 4500
mortes ao dia. Individuos HIV positivo possuem @ea240 vezes mais chance de
desenvolver tuberculose dentre a populacdo de smmpais (WHO/OMS, 2009).

A StopTB, iniciativa formada por uma rede de orgagdes internacionais, cujo
propdsito € suprimir a tuberculose como problemaaiele publica, revela que o Brasil
€ um dos quatro paises com maior nimero absoluwastes de tuberculose no mundo.
O total de casos no pais em 2007 foi de 114.0Gn&se que cerca de 50 milhdes de



brasileiros encontram-se infectados. Na regido Sadmncentra-se 47% (38.992) dos
casos notificados (StopTB, 2009).

O Estado do Rio de Janeiro e, em particular a eiddal Rio de Janeiro,
evidenciam um quadro alarmante da doenca, ndo $erpen apresentar uma cepa do
bacilo extremamente virulenta (Lazarrini, 2007) srtembém por suas caracteisticas de
ocupacdo do espaco urbano e por consequéncia adg@domde aglomerados e a
concentracdo no espaco intradomiciliar (VicentiG02). Segundo Ruffino (1981), a
cidade do Rio de Janeiro possui caracteristicané@agas, sociais, demograficas e
politico-sanitarias e os processos histéricos dada séo fontes de entendimento destas

caracteristicas.

Historicamente, varios eventos contribuiram paraatoal panorama da
tuberculose no mundo: a) a epidemia de HIV aumeatmntuadamente os casos de
tuberculose, pois na fase inicial da doenca a tuib@se ndo difere da forma usual de
manifestacdo e de reagdo imunitaria. Mas, na feme avancada, a diminuicdo dos
linfécitos T CD4 compromete a ativacdo e o recrutamento de macrsfeegultando
proliferacdo e disseminacdo de bacilos pela c@rsanguinea (Siqueira e Rafful,
1999); b) a deterioracéo das condi¢cdes socioecaaSndie parte da populacdo mundial;
c) a elevacao da taxa de abandono do tratamentobemtulose; d) o aparecimento da
multirresisténcia e e) a falta de interesse da ociade cientifica e dos formadores de

politicas publicas em relacdo a tuberculose (Tex@007).

O diagnoéstico da tuberculose deve ser estabeleoiticbase no reconhecimento
dos sinais e sintomas clinicos sugestivos da doersa dados epidemioldgicos, por
investigacdo laboratorial para demonstracdo dosparaos tecidos pulmonares por
meio de contagem microscoépica do niumero de bagtdosamina (baciloscopia) e/ou o

crescimento do bacilo em meio de cultura (Stitbul®89).

O diagndstico da tuberculose ainda € o principablema da doenca, e dentro
de tais metas o diagndstico da doenca em seusossidigiais, aliados a quimioterapia
e a melhorias de condi¢des de vida, pode contrgara o controle da disseminagcao da
doenca. Entretanto, os atuais métodos e técnicdgmgrosticos apresentam problemas
como, por exemplo, a baixa sensibilidade da bamlgig, o longo tempo de espera das
culturas microbianas e a baixa especificidade dteteutaneo com PPD (Teixeira,
2007).



1.2 Relagao patdégeno-hospedeiro

A familia Mycobacteriaceag2 muito antigae antecede a evolucdo da vida
animal. Inicialmente, era composta por diversastébas saprofitas do solo que
desempenhavam fungdes de decomposicao (Campog, E38% bacilos possuem uma
parede celular com elevado conteudo lipidico. S&sistentes a acdo de agentes
quimicos, mas sensiveis a agentes fisicos, conamliacfo ultravioleta e também ao
calor. OM. tuberculosis¢ um bacilo imovel, ndo esporular, ndo produtotadénas e
aerdbio estrito. Um microrganismo parasita intnaleel facultativo, sendo capaz de
sobreviver no interior de células fagocitarias erester latente por anos. Apresenta
crescimento lento, com tempo de geracdo de atéoPflshsendo necessarias varias
semanas para que as colonias tornem-se visiveisesonde cultura (Almeida, 2001).

Na evolucdo dos mamiferos, o mutahtebovis desenvolveu a capacidade de
parasitar um amplo espectro de animais de sangeeteguCom a proximidade e a
domesticacao dos animais, principalmente os boyvaasyestdo do leite, carne crua ou
mal cozida pode ter sido um elemento importanteetecdo humana com o parasito
(Campos, 1999).

Pressupde-se que, inicialmente, os individuos meesisténtes desenvolviam
um quadro semelhante a febre tifoide e levava @dumro disseminador ao Obito
muito rapidamente. Entretanto, 0s sobreviventes nfec¢do primaria e que
posteriormente, desenvolviam tuberculose pulmoreumentava o numero de
individuos potencialmente disseminadores do b#&Cigompos, 1999 apud Osler, 1992).

Ao longo da historia entre as populacbes humamakyenca foi conhecida e
descrita em diferentes culturas. Por ser frequesére membros familiares,
curiosamente chegou a ser considerada hereditgpesar de observacdes empiricas
ocorridas na Europa e Asia antiga se aproximardativamente bem do processo e
explicacdo etiologica da doenca, e sua forma deganser percebida mesmo sem 0s
instrumentos de investigacao e analise necessarmmhecimento oficial da mecéanica
de transmissao da tuberculose somente foi deswit@®culo XVIII e a confirmacao do
patégeno causador da doencaylotuberculosis no final do século XIX, por Kéch
(Souza, 2003).



Analisando a curva epidémica da tuberculose nmrdac da sua histéria,
observa-se uma elevacao rapida, paralela ao pmdesslisseminacdo da infeccéo e
uma diminuicdo na medida em que os hospedeiros suaceptiveis chegam ao oObito.
A epidemia da tuberculose que ocorreu na Europsenolo XVIII desenvolveu-se em
uma populagédo primordialmete selecionada pelatéesi® natural. Sobrevivendo a
infeccdo primaria, desenvolviam formas crénicasisseininavam a doenca em uma
populacdo pobre e aglomerada, vitimas de uma noleaode organizacéo social e do
trabalho, organizada pela Revolucao Industriala&t&995).

Ao se analisar a relacao entre estes dois atorpsodesso da doenca — parasito-
hospedeiro — constata-se um imperativo biol6gioe igevitavelmente levou ambas as
espécies a sobreviverem e alcancarem um estadmyd#ibrio” apds ciclos epidémicos
até amortizar a um estado endémico (Ruffino, 1981).

Do ponto de vista biolégico a interacdo do papasibm o hospedeiro na
tuberculose pulmonar € uma historia de sucessdoNem, o bacilo encontrou abrigo,
alimento e condi¢cdes imunolégicas extremamente réaeis a sua reproducdo e

disseminacéo (Souza, 2003).

1.3 Diagnésticos para TB

O diagnéstico de TB pulmonar baseia-se em algunsefacomo a apresentacao
clinica, achados radiolégicos de térax e tomografimputadorizada de térax, teste
tuberculinico (PPD), exames bacteriol6gicos (bacidpia e cultura para micobactérias
(Bethlemet al, 1995) e testes soroldgicos para pesquisa decangge imunoglobulinas
especificas (Guimaraes, 1978).

O diagnostico para tuberculose significa que ogudeitem doenca sintomatica
devido a lesfes resultantes da resposta imungari. tuberculosissob a forma de
granulomas, normalmente com necrose caseosa cdMmfra e Kumar, 2008).
Entende-se um caso de tuberculose quando ha unengmcbacteriologicamente
confirmado e diagnosticado por um clinico. Em amylto laudo negativo na
baciloscopia para Bacilos Alcool Acidos Resister(8AR), imediatamente leva a
segunda fase, a de cultura por meio Léwensteiredensolido e Middlebrook 7H9 —
liguido, onde se espera, através de isolamentaaEbactérias em amostras de escarro,
lavados e/ou aspirados ou urina, o crescimentoeli@ mmenos 20 colénias em um

periodo que pode chegar até 40 dias de incubagiamé@es, 1978).



Nos casos de tuberculose infantil, a pesquisil dimberculosis feita por meio
do exame de escarro nas criangas capazes de eapeatpartir dos cinco ou seis anos,
ou has menores, atraves do lavado gastrico. O dagastrico s6 deve ser realizado em
pacientes internados, pois requer jejum e poucdlicedte do paciente ao acordar pela

manha, procedimento este que dificulta o diagnd¢8ant’Anna, 1989).

A cultura e a baciloscopia sao preconizadas condodpa ouro para testes de
validacdo. A sensibilidade da baciloscopia podelarsentre 30 a 80% com média de
60%, em pacientes com cultura positiva (AlmeidaQ012@pud Nelson, 1998). A
sensibilidade da baciloscopia nas formas pulmoraeisarias, com grande namero de
bacilos, fica em torno de 80%, enquanto que asdsrmfiltrativas, ndo cavitadas, a
baciloscopia apresenta sensibilidade inferior a 82#enbauret al, 1980).

Na cultura, a sensibilidade varia de 30% a 96%uento a especificidade
mantém-se alta, independentemente do materialsadali em torno de 98,4% a 100%
(Greenbaunet al, 1980).

Outras técnicas para diagnostico da tuberculosens@ios usuais:

1.3.1Teste Radiométrico

O método radiométrico Bactec TB 460 consiste em @istema
semiautomatizaddcton Dickinson Instrument Sys)etmaseado na deteccéoid€Or
liberado pelas micobactérias devido a utilizacacadido palmitico marcado comC

presente no meio de cultura (Bethletral, 1995).

1.3.2Testes Moleculares

A reacédo em cadeia da polimerase (PCR) e suag®asacomo aestedPCR,
tém sido destacadas como técnicas moleculares $soras para o diagnostico rapido
da tuberculose (Assis, 2007). Entretanto, peleeaxdrsensibilidade da técnica, muitas
vezes nao se distingue um paciente infectado ddaente (Swaminathagt al, 1999)
além de serem de alto valor de aquisicao.

1.3.3Testes Soroldgicos
Arloing e Courmont relataram, em 1898, a utilizacloteste de aglutinagao
para o diagnoéstico de TB pulmonar. Posteriormearéigas técnicas soroldgicas foram

propostas para o diagnoéstico sorolégico da tubeseul fixacdo do complemento,



imunodifusdo em gel e ensaios imunoenzimaticompnenhuma delas mostrou-se
atil do ponto de vista clinico (Daniel & Debann887).

Inicialmente descrito por Engvall e Perlmann em 1198 Enzyme-linked
immunosorbent assafeLISA) foi usado como método quantitativo pardededo de
IgG de coelho com fosfatase alcalina (Lequin, 2085ta técnica despertou interesse
pela possibilidade de facil execucdo, baixo custapédez diagndstica nas formas de
TB, enquanto a baciloscopia apresenta limitacoespoc nas formas pulmonares
paucibacilares. O método imunoenzimatico permiteaiar a presenca de anticorpos
IgG (Sant’Anna, 2001) contra antigenos micobactesaio soro de portadores de TB,
contudo, d\.. tuberculosisapresenta estruturas antigénicas comuns a ouprésies de
micobactérias ndo patogénicas, inclusive comund.doovisutilizado na vacina BCG,
portanto, a especificidade da técnica ELISA tambépende da qualidade do antigeno
utilizado (Diaz, 1988).

Inimeros trabalhos na década de 90 apresentamtadkssul relativamente
satisfatorios ao uso de imunoensaios para tubae(Bupta, 1997 e 1995; Delacourt,
1993; Swaminathan, 1999; Cocito, 1991). Artigos snaecentes possuem uma
abordagem incluindo quase sempre em sua populagd@enpes portadores de HIV
(Gupta, 2002; Rosemberg, 2001).

Nabeshimaet at (2005) utilizaram antigenos glicolipidicos (TBGLldgrivados
da parede celular dd.tuberculosiscom o intuito de avaliar a influéncia da vacinacéo
por BCG em adultos através de imunoensaio ELISAbdemhaja reacdo cruzada para
outras espécies deycobacterium este estudo mostrou baixa resposta de IgG anti-

TBGLs a pacientes vacinados e ndo houve influéigiaficante a BCG.

No trabalho de Cocito (1991), foram utilizados copasametros de comparacgao
e monitoramento soroloégico da evolucdo da infeccdomana, 0 ensaio
imunoenzimético (ELISA-A60) e o imunoblot para diagtico de tuberculose
meningitica, e para o monitoramento da respostalacelo teste cutdneo com
tuberculina e com o antigeno A60 em grupos digtinfbservou-se que o A60 funciona
como gatilho para as reacdes celular e humoractigtas nos testes correspondentes,
em pacientes com tuberculose ativa e este aut@omea a sua utilizagcdo para o
acompanhamento desta doenca. Contrariamente, Sathiarin(1999) dd uberculosis

Research Centrena india, pesquisou IgG e IgM em criancas doectstra antigenos



AB0 e o 38kDa utlizando kits de ELISA. Nenhum dis ksados foi considerado eficaz

na clinica.

Em outro trabalho, Sant’Anna (2001), pesquisou &@-PPD analisando a
relacdo da gravidade da tuberculose infantil fraie resultados obtidos com o ELISA.
Os parametros soroldgicos nao foram informados, asasmidos como semelhante ao
do trabalho de Barrerat al, (1989), que consideraram o ELISA um teste prsaomis

utilizando o mesmo antigeno.
O quadro abaixo resume alguns trabalhos acer&d IBA para tuberculose:

Quadro 1: Resumo dos trabalhos de ELISA para TB.

Padrao
Teste o Antigenos | Anticorpos| Sensibilidade Especificidade &teréncia
uro
Nabeshima,
ELISA Montoux TBGLs 19G 81,1% 95,5%
2005
IgG 48% 91,8% )
ELISA Montoux A60 Cocito, 1991
IgM 89% 100%
A60 IgG 29% 86% ]
Cultura e Swaminathan,
ELISA n IgM 71% 50%
clinica 1999
38kDa IgG 45% 73%
Rv3425 IgG 31,6% 100%
Cultura e 38kDa fo[€] 20,6% 98,2%
ELISA Zang, 2009
BAAR LAM IgG 35,3% 96,5%
Pool IgG 61,8% 93%
IgG 83,3%
Cultura e
ELISA ES-31 IgM 63,3% 86.6% Gupta, 2002
BAAR
IgA 53,3%
Clinica e
ELISA A60 IgA + IgG 91,6% 90% Gupta, 1995
BAAR
Clinica e
ELISA A60 IgM + IgA 75% 92% Gupta, 1997
BAAR
Cultura e Sant’Anna,
ELISA _ PPD IgG N/A N/A
clinica 2001
Cultura e A60 IgG 72,9% 80% )
ELISA Banerjee, 2003
BAAR ES 31 IgG 91,6% 87,5%

TBGLs — Tuberculous Glycolipid Antigens; LAM — Lipcabinomannan (Lipoarabinomanana); BAAR

- Bacilo Alcool Acido Resistente; IgA — ImunoglobwdinA; 1gG — Imunoglobulina G; IgM —

Imunoglobulina M; ES 31 — 31 kDa glycoprotein Exorg-Secretory; ELISA - Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay




1.4 Antigeno BCG

Desenvolvida entre 1906 e 1919 por Camille Calneetflbert Guerin no
Instituto Pasteur em Paris, a BCG (Bacilo de CakretGuérin), originaria de uma cepa
atenuada dd/. bovis(Pereiraet al, 2007), vem sendo utilizada como vacina ha varias
décadas e tem por finalidade evitar que a primogée natural, causada pM.

tuberculosisgvolua para doenca (Bannon, 1999).

Apesar de cobrir 80% da populagdo mundial, airdalébates acerca de sua
eficacia. Estudos de meta-analise de publicac@emarcionais, concluiram que a BCG
protege em 50% para todas as formas de tubercelosatra as formas mais severas,
como a meningite tuberculosa pode chegar 78% diegéo (Bannon, 1999). Esta
variagdo de protecdo pode ser atribuida a divéasoses, como diferengas genéticas de
populacdes, viruléncia dd. tuberculosisdistintas cepas de BCG e dieta (Peretral,
2007).

1.5 O PPD RT-23

Acerca da tuberculina, os primeiros trabalhos ewrpertais foram
desenvolvidos por Koch em 1891. Extraida de urar&rito de culturas bacilares, a
tuberculina bruta era usada como tratamento, nggs ®u valor terapéutico se provou
inexistente. Seu uso, portanto, foi direcionadaapardiagnostico. Na década de 50,
tuberculinas extraidas de purificados Me tuberculosis(PPD RT-23), possibilitou a
quantificacdo e homogenizacao do teste de Montaux @ diagndstico da tuberculose
(Araudjoet al.,1983).

A relacédo entre BCG e o PPD ainda € motivo de npuadicacbes. Uma das
maiores objecfes para a vacinacdo com a BCG, é&sbpmlade dela ndo produzir
apenas protecdo contra a tuberculose, mas tambénde adesenvolver a
hipersensibilidade tuberculinica, dificultando assa utilizacdo da prova de Montoux
para o diagnostico da infeccdo da tuberculose {Aratial, 1983). Segundo Almeida
(2007), resultados falso-positivos neste testeesperados em individuos vacinados nos
altimos 10 anos, e falso-negativos naqueles imwpossidos, portadores de HIV e ou

gue apresentem parasitismo por helmintos.



Hoje o teste de Montoux é usado como ponderadarmEaguimioprofilaxia em
individuos positivos, principalmente aqueles imuwmoprometidos. Em criancas, €
usado como diagndstico auxiliar, uma vez que epiase sempre nao sao bacilieras
(Almeida, 2007).

1.6 O teste imunocromatografico Hexagon TB

Este kit de teste rapido imuncromatografico é pradb na Alemanha pela
GmbH e distribuido no Brasil pela Human do Brasitem por finalidade a detec¢éo
rapida e qualitativa de anticorpos IgG, IgA e Igdtais contraM. tuberculosise outras

micobactérias em soro, plasma ou sangue (Hexagp20UB).

Segundo o fabricante Human GmbH, ha um ajuste msilskdade do teste para
a obtecdo de resultados positivos em pacientes wdrarculose ativa. O teste
geralmente é negativo em pacientes vacinadasit©ff descrito na bula foi ajustado na
faixa de 350 EU/mL (EU=Unidades Arbitraria de EL)S#ara 1gG e IgA e um indice
de absorbancia igual a 1 para IgM em relacdo de tesISA utilizando o mesmo
antigeno A60. Assim, o kit mostrou sensibilidade 8% em pacientes doentes e

especificidade de 90%.

O fabricante ainda resalta que o antigeno usadoéA&gpecifico interespécies,

podendo haver reagdes cruzadas dhravium, M. hansea outras micobactérias.

As limitacdes do teste, advertidas na bula pelodabte, sdo quase as mesmas
alertadas pela Organizacdo Mundial de Saude aodesdestes soroldgicos para
diagnostico da tuberculose ativa: detecgcdo quaktate anticorpos anti-TB nao indica
o titulo de anticorpos nas amostras; amostras abtd inicio da infeccdo podem néao
conter niveis de anticorpos suficientes para anghfe de resultados positivos;
comprometimento do resultado em paciente imunosughos devido ao baixo niumero
de anticorpos e resultado negativo, mas com queléin@co positivo, € exemplo de
limitacdo dos testes sorologicos para TB (Hexad®nZD08).



1.6.1 Antigeno A60

Formado por componentes livres e ligados de ligidiproteinas e
polissacarideos, este antigeno provem de purifgsadd citoplasma dd. bovis Trata-
se de um complexo antigénico separado por imumotdetse bidimensional e
identificado com antigeno A60. E o principal comguie termoestavel da tuberculina
mais antiga (OT) e integrante do PPD. Pertence a familia de polimeros que se
caracterizam por antigenos macromoleculares teténags (TMA) de microrganismos

dos género<CorynebacteriumMycobacteriune Nocardia(Cocito, 1991).
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2. Justificativas

Importantes publicagcdes reconhecem a grande diidal de se estabelecer o
diagndstico da tuberculose, especialmente na irdapela impossibilidade, na maioria
dos casos, de se comprovar bacteriologicamenteeacdp que, em geral, cursa com
pequeno numero de bacilos (Bethletral, 1995; Cavalcantet al, 1998; Guptaet al.,
1997; Sant’Anna, 1989; Sant'Anmd al, 2001; Swaminathamt al, 1999; Van-Lume,
2008; WHO, 2009).

A obtencdo de espécimes clinicos, como o escamogeral, SO é conseguida
apos a idade escolar, pela dificuldade naturaled®ldger expectoracdo em criangas
menores. Ainda hoje, na pratica, o que se dispda gagnosticar tuberculose em
criancas é um conjunto de dados indiretos comodrmastclinica e historia

epidemioldgica de contato, através de um sistenmodiiacdo (Gerhardt al, 1988).

A tuberculose, bem como a hanseniase, as leishsegnientre outras, sdo de
certa forma, ignoradas pelas grandes industriasai@@&uticas e fabricantes de reagentes
para diagnoésticos. Isso se explica por elas a@ingimajoritariamente, as populacdes
menos favorecidas e, portanto ndo auferem lucrosapital privado. Por isso ndo ha
interesse na pesquisa e desenvolvimento de proghatas tratamento e diagndsticos

destas doencas (Cavalcante, 1998).

Os kits existentes sdo quase sempre importados e de elestado, e muitos
ainda sado testes para uso em laboratério que demmartdcnicos qualificados,
instrumentos e instalagbes laboratoriais, que elewas custos do diagndstico.
Adicionalmente, devem ser considerados ainda odosuseferentes a coleta,
armazenagem e transporte das amostras e 0s costas sesultantes da demora no

diagnéstico.
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A andlise do desempenho de diferentes antigenosegagns em reacdes
sorologias € fundamental para o desenvolvimentaad®s métodos de diagndstico e
para ampliar o entendimento destas reacfes. AlizedAo da producdo em escala de
kits e de seus insumos estratégicos, aliada as vastatgerpaixa complexidade de
aplicacdo e praticidade do produto, resultard ntedacdo dos custos por teste, que
facilitard o seu emprego na vigilancia e contraetuberculose no Brasil. Entretanto,
esta dissertacdo contribui no sentido de analisgyasametros sorolégicos do ELISA
com antigenos brutos de PPD e de BCG e do testwoommatografico Hexagon TB

com o antigeno determinado A60.

Esta dissertacdo € parte integrante do projetduliedio, Diagndstico da
tuberculose ativa: Desenvolvimento e avaliagcdo pasametros sorolégicos de teste
rapido de fluxo lateralem desenvolvimento e cooperacéo técnica com @empresa
privada BIODEVICES, Instituicdo Cientifica e Teobgica, dotada da competéncia
técnica e operacional, submetido ao edital de Dasemdegligenciadas do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologi€NPQq) n° 34/2008, e teve a
concessao de auxilio aprovada para o seu desemewiio, conforme discriminado:
Custeio (R$ 20.966,00), Capital (R$ 30.300,00nlirando R$ 51.266,00.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Realizar uma analise comparativa entre os testeslogicos ELISA com
antigenos brutos de PPD e de BCG e o teste imumatografico Hexagon TB com o
antigeno determinado A60 para o diagndstico da¢ulmse.

3.2 Objetivos especificos

Verificar se a presenca de anticorpos séricoadigiduos com tuberculose ativa
discrimina a doenca quando comparado a individaosi&/eis (controle negativo),

examinados por meio do ELISA e do imunocromatogoafiexagon TB.

Comparar a reatividade dos antigenos brutos do 8®BCG empregados no
ELISA para deteccéo de anticorpos IgG amyeobacterium spp

Discutir a viabilidade do uso de antigenos brigodgeterminado em apoio ao

diagndstico soroldgico da tuberculose ativa.
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4. Considerac0es éticas

Este trabalho foi apreciado e aprovado pelo Com@éEtica em Pesquisa
CEP/ENSP, com n° de protocolo 140/09.

Neste estudo foram utilizadas amostras séricasadiemes com diagndstico
definitivo de tuberculose. As amostras foram foith@s ao pesquisador responsavel de
uma so vez, sem nenhum identificador, sendo prengmidentificadas por codigo,
excluindo assim, qualquer possibilidade de idera@o dos doadores.

Foi utilizado como critério de inclusdo das anmassiv diagnostico definitivo de
TB (cultura positiva).

Os riscos relacionados a pesquisa sao inexistdetado ao fato das amostras

séricas doadas serem identificadas por codigos meoaé&em a identificacdo pessoal.
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5. Materiais e métodos

5.1 Amostras clinicas

O desenho do estudo foi projetado para realizaa amaliacdo descritiva do
desempenho dos testes sorolégicos ELISA e imunatografia em amostras de
pacientes com tuberculose, utilizando dois grupms.grupo composto por 8 amostras
séricas de pacientes com tuberculose, diagnostadihica e laboratorialmente, e outro
grupo controle, composto por 10 amostras negatolesca e laboratorialmente,

totalizando 18 amostras.

N&o houve discriminacdo de pacientes gestantasarias de corticoides,

imunosuprimidos e ou portadores de HIV em ambag@sos.

As amostras foram fornecidas ao pesquisador regpehde uma sé vez pela
microempresa privada BIODEVICES em conformidade eotrei 1. 10.973, de 2 de
dezembro de 2004 e decrefobib63, de 11 de outubro de 2005, Instituicao (ifiea e
Tecnoldgica, dotada da competéncia técnica e dpaacAs amostras fornecidas néo
possuiam nenhum identificador, sendo previamemrtetiftcadas por cédigo, excluindo

assim, qualquer possibilidade de identificacaodizlores.

5.2 Ensaio Imunoenzimético com Ag PPD (ELISA-PPD) paracomparagéo
de placas Nunc-Imuno™ Plate e FluoroNunc™ Module naeconhecimento de
anticorpos IgG anti-Mycobacterium tuberculosis .

Inicialmente foram testados dois modelos de plactuddo plano para pesquisa
de anticorpos IgG aniM.tuberculosispara padronizacdo da técniddesta etapa foi
utilizado somente o PPD como antigeno bruto.
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Para a sensibilizacdo das placas do ELISA,ull0de PPD (Statens Serum
Institut) foram diluidos em 10 mL de tampao carlof@carbonato pH 9.6. Transferiu-
se 100uL do PPD diluido para cada poco da placa do ELIS#dNImuno™ e
FluoroNunc™ Module adquiridas comercialmente. Imaube em camara umida por 18

horas a 4_.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezesokigdo de lavagem salina
isoténica com fosfato 0,01 M. pH 7.2 (PBS). As atras séricas humanas (soros
controles positivos e negativos) foram diluidas:E0Q@ em solucdo de trabalho (PBS
com 1% de leite em pd desnatado) e distribuida8 (LD para os pogos determinados

da placa de ELISA orientando-se por gabarito.

As placas contendo as amostras diluidas foranmbadas em camara umida a
37C por 45 minutos. Apos 3 lavagens da placa paragamdo material nao ligado, foi
adicionado o conjugado (imunogobulina anti-lgG hoanaonjugada a peroxidase,
Bethyl Laboratories, Inc) diluido a 1:2000 em PRf#ncl% de leite em pd desnatado
(Molico-Nestlé Industrial e Comercial Ltda-MG-Brsi

As placas foram novamente incubadas em camaraale®¥C por 45 minutos.
Apo6s nova etapa de lavagens, foi adicionada\illO@a solucéo reveladora (PHPO,
0,83M, acido citrico 0,33 M, pH 4,9-5,2, Orto-famibdiamina - OPD 0,05M, J@,
7,5%) em cada um dos pocos da reacao. IncubouraaetdB0 minutos, protegido da
luz, a temperatura ambiente e, em seguida, a réacéstabilizada com 5QL/poco de
H,SOx 1N (solucécstop).

A leitura foi realizada em leitor de ELISA Tes#HirELx 800, com filtro de

referéncia de 492 nm e filtro de contraste de 680 n
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5.3 Ensaio Imunoenzimatico com Ag BCG (ELISA-BCG) para pesquisa de
anticorpos IgG.

A realizacdo do ELISA-BCGfigura 1) seguiu os mesmos procedimentos do
item 5.2, substituindo o Ag PPD pela BCG (Fap Indggai8rasileira).

» —= BCG
L placa com antigeno fixado

| __‘ —— |gG Anti-Mycobacterium sp
AN
L

J{a;%__peroxidase conjugada a anti-IgG

I — = Anti-lgG

¥ N

Figura 1: Modelo esquematico do ELISA-BC TB-Tuberculose; 1gG- Imunoglobulina G;
BCG — Bacilo de Calmette-Guérin

5.4 Pesquisa de IgG, IgA e IgM totais com a plataformamunocromatogréfica
Hexagon TB.

Para esta pesquisa foi utilizado o protocolo sdgena bula do fabricante
(Human GmbH).

Para a realizacdo dos exames, deixou-se o0s ineag@mtes atingirem a
temperatura ambiente: as amostras, o dispositiveeste (Conjugado de proteina A;
corante 2,Qg; antigeno de proteina A60; anticorpos anti-pnateA de coelhos;
estabilizante de proteinas e azida sodica 0,05&cfikuente (Tampéao fosfato 20mM,
Cloreto de sbdio 150mM e Azida sédica 0,05%).

Foi identificado cada teste com um namero referaramostra. Em seguida, foi
pipetado 1HL de soro na janela da plataforma situada na jpafedor. Foi adicionado

12QuL do diluente na janela.
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A leitura do resultado foi feita apos 15 minut@egwindo as indicacbes de
interpretacdo da bula.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:

C C C C
T T T T
Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4

NEGATIVO - Fig.1
Somente uma linha vermelho-violeta (C) aparece na parte superior da janela de
resultado mostrando que o teste foi realizado corretamente.

POSITIVO - Fig. 2 e 3

Uma segunda linha vermelho-violeta (T), aparece na parte inferior da janela de
resultado, indicando um resultado positivo para anticorpos TB na amostra.

Mesmo uma linha fraca indica um resultado positivo (fig.3).

Diferencas na intensidade de coloracdo entre as linhas teste e controle podem
ocorrer, mas isto ndo afeta a interpretacdo dos resultados.

INVALIDO - Fig.4
Se a linha controle ndo aparecer, o teste deve ser repetido com um TEST novo.

Figura 2 Interpretacdo dos resultados do kit Hexagon TB

5.5 Determinacao dos parametros sorologicos

Os métodos imunoenzimaticos e o imunocromatogrdficam avaliados quanto
as suas qualidades fixas: sensibilidade (S), dspdade (SP) e Acuracia, e suas
qualidades variaveis: valor de predicdo de poddide (VPP) e valor de predi¢do de
negatividade (VPN) (TOMAN, 1981; GUIMARAE& al, 1987).

Os resultados dos testes sorolégicos foram tambénirontados para a
verificacédo co-positividade, co-negatividade codéocia bruta e concordancia ajustada
Kappa

A classificacédo da concordancia segundo coefiei€appaesta discriminada na

quadro 2.

18



Quadro 2: Classificagdo de concordanéiappa

Menor que zero Sem concordéancia
0,00-0,20 Desprezivel
0,21-0,40 Leve

0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Grande
0,81-1,00 Excelente

Fonte: Landis e Koch, 1977

5.6 Avaliagdo estatistica

Os resultados do ELISA-BCG E ELISA-PPD foram eswdbs através de
calculos estatisticos para a construcao dos pam@sreirologicos, levando-se em conta,
as limitagbes de reprodutibilidade da técnica, g tamanho amostral ou pela
qualidade inerente aos préprios antigenos. Paeadiculos foi utilizado software

MedCalc versao 11.2
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6 Resultados

6.1 Analise do kit imunocromatografico Hexagon Th

Foram retiradas 2 amostras do total de 10 paraaregnto de comparacdo e
utilizadas somente 8 amostras de pacientes comaIlIBAAR e cultura postivivas e 8
amostras de pacientes sadios, examinadas e intetpsede acordo com a posologia
indicada pelo fabricante do Hexagon TB. Foram efiids 4 analises para cada uma das

amostras, totalizando 64 andlises.

O kit imunocromatografico Hexagon Th permite a pésa qualitativa de
imunoglobulinas totais (IgG, IgM e IgA), se limidma discriminar amostras positivas

e negativas. Aabela 1 mostra os resultados na integra.

Tabela 1:Resultados dos parametros de sensibilidade, empeaife, acuracia e
valores de predicéo do kit Hexagon TB

Tabela 1.A Tabela 1.B
Analise 1 Analise 2
TB pulmonar Sadios total S=75% TB pulmonar Sadios total S=63%
Positivos 6 0 6 SP=100% Positivos 5 0 5 SP=100%
Negativos 2 8 10 Acuracia=87 5% Negativos 3 8 11 Acuracia=81%
total 8 8 16 VPP=100% total 8 8 16 VPP=100%
VPN=80% VPN=72%
- Tabela 1.C Tabela 1.D
Analise 3
TB pulmonar Sadios total S=75% Analise 4
Positivos 6 0 5] SP=100% TB pulmonar Sadios total S=75%
Negativos 2 8 10 Acuracia=87 5% Positivos ] 0 6 SP=100%
total 8 8 16 WVPP=100% Negativos 2 8 10 Acuracia=87 5%
VPN= 80% total 8 8 16  VPP=100%
VPN= 80%
Analise Global Tabela 1.E
TB pulmonar Sadios total S=7187%
Positivos 23 23 SP=100%
Negativos 9 4 Acuracia=87 5%
total | 32 64  VPP=100%

S=sensibilidade; SP=especificidade, VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo

VPN=T78,05%

20



Com base nos resultados qualitativos das 64 asalifetuadas frente as 16
amostras séricas, os valores dos parametros smaddgara sensibilidade do teste foi
de 0,7187 (71,87%), especificidade de 100%, acudi0,875 (87,5%), valor preditivo
positivo 100% e valor preditivo negativo 78,05%l{éla 1.E).

Figura 3 Exemplo de resultado positivo do kit Hexagon TB

6.2 Interferérencia do PBS-Tween 20 em ensaios stigicos.

Inicialmente as provas imunoenzimaticas realizadese trabalho, se basearam
em procedimentos tradicionais de rotina labordtqgraga sorodiagnéstico de outras
doencas. Os resultados obtidos com os antigend®P@ee BCG foram por demais
inconsistentes no sorodiagndstico da tuberculose &® amostras controle positivo e
negativo. Ao optar pelo preparo do PBS sem tween(J2@ian et al, 2001), os
resultados sorolégicos apresentaram maior intetisida reacdo, melhorando o sinal de

leitura visual.

6.3 Verificacdo da reatividade do ELISA utilizandoduas placas distintas
como suporte da reacao

Foram utilizadas placas produzidas gélanc-Imuno™ Plate e FluoroNunc™
Module de fundo plano para verificacdo da reatividade HtSE. Foi empregado o
PPD como antigeno e a andlise seguiu os procedimeltt item 5.4 anteriormente
descrito. Foi feito a comparacao dos valores dsidade 6tica (DO) mediante exames

de 8 amostras controle positivas e um controletnega

As médias das leituras das pla¢dgoroNunc™ Module foram ligeiramente
maiores e estas escolhidas para a realizacdo gtEs tprogressos. fabela 2e o
grafico 1 mostram os valores absolutos do ELISA.
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Tabela 2: Comparacao das DOs do ELISA-PPD com as placas Nuowmgeo ™

Plate e FluoroNunc™ Module para o sorodiagnéstectutierculose

PPD TB Pulmonar Controle Negativo

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 ND9 MEDIA
PLACA NUNC 1.8 13 17 1,1 06 1,05 0,61 15 2.1 13
PLACA FLUORO 23 14 1,94 1,72 08 1,3 1,05 147 1,78 2,04
MEDIA 2,05 1,35 1,82 1,41 0,7 1,175 083 1,485 1,94

1,67

D= Doentes; ND= Nao Doentes

Gréfico 1: Representacao grafica da comparacdo das DOs dAERPH com as placas Nunc-

Imuno™ Plate e FluoroNunc™ Module para o sorodiaoo da tuberculose

2,5

DO

1,5~

0,5 1
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D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

ND9

@ PLACA NUNC
B PLACA FLUORO

D= Doentes; ND= Nao Doentes

DO = Densidade Otica

6.4 Andlise do ELISA para pesquisa de IgG com antégo PPD e BCG

Apés a escolha da pladduoroNunc™ Module fora feito uma comparacéo
entre a reatividade entre PPD e BCG. Foram utitige®l amostras positivas para TB e
10 amostras de individuos sadios.

Nesta andlise cut-off foi estabalecido pela média das DOs das amostras

negativas em cinco andlises mais ou menos o0 dgmdodo excluindo as leituras

extremagqTabela 3) As amostras que apresentaram leituras extremasmfdnalise 1
(ND1, 9 e 10), anélise 2 (ND 9 e10), andlise 3 (NIp, analise 4 (ND 1 e 10) e analise

5 (ND 10).
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Tabela 3: DO do ELISA-BCG e ELISA-PPD para o sorodiagnéstida

tuberculose em 5 reproducdes

Tabela 3.A DO do PPD entre Doentes

DOENTES
PPD D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 BL
ANALT 049 023 026 0,36 0,33 038 023 008  0,503+-0,17
ANALI 2 0,51 0,43 0,33 0,3 0,27 0,32 0,33 024  048+-018
ANALI 3 0,38 0,42 0,51 0,39 0,35 0,35 0,25 012  042+-0,14
ANALI 4 061 0,51 0,33 0,44 0,37 0,38 023 017  036+-0,12
ANALI 5 0,49 0,53 0,64 06 0,62 072 023 032 0,48+/-0,3

D = Doentes; ANALI = Andlise; BL =Border-line

Tabela 3.B DO do PPD entre Nao Doentes

NAO DOENTES
PPD ND1 NDZ ND3 ND4 ND5 ND6 ND7 NDS ND9 __ ND10 BL
ANALIT 0,79 029 021 0,38 041 0,66 0,18 0,23 0,04 0,009 0,503+-0,17
ANALIZ 044 02 023 037 0,46 06 0,17 0,22 0063 0012 048+ 0,18
ANALI3 039 022 021 0,36 0,71 056 0,21 0,38 0,18 003  042+-0,14
ANALI 4 14 032 022 039 045 043 0,14 0,25 0,16 0044  036+-012
ANALIS 048 0,38 0,37 0,5 0,48 0,64 033 0,42 0,33 007  048+-03

ND = Nao Doentes; ANALI = Analise; BL =Border-line

Tabela 3.C DO do BCG entre Doentes

DOENTES
BCG DA D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 BL
ANALIT 0,85 0.22 0.45 041 0,26 0,46 0,53 037 0520022
ANALI2 107 1,12 117 1,12 1,02 0,73 0,29 0,31  0,84/0,54
ANALI3 053 0,38 0,64 0,55 05 0,82 0,38 08  094/0,64
ANALI4 105 0,59 0,91 0,93 0,44 0,77 0,45 0,89  0,96/0,66
ANALI5S 073 041 0.72 0.66 0.44 06 0,44 0,57  0,82/0,52

ND = Nao Doentes; ANALI = Andlise; BL =Border-line

Tabela 3.D DO do BCG entre Nao Doentes

NAO DOENTES
BCG ND1 ND2 ND3 ND4 ND5 ND& ND7 ND3 ND9  ND10 BL
ANALIT 036 025 0.33 044 06 0,71 0,55 0,22 0,19 0,02 0530,19
ANALI2 035 0,38 0,51 057 1,03 0,83 0,73 05 0,07 0,08 048022
ANALI3 025 0,75 153 143 0,83 1,16 0,89 0,71 0,71 059  042/0,08
ANALI4 052 0,36 0,58 057 0,35 0,43 0,62 0,34 0,37 027 064004
ANALI5 047 047 0,04 0,6 0,29 0,25 0,33 0,24 0,42 04 050044

ND = Nao Doentes; ANALI = Andlise; BL =Border-line

Apéds a determinacado dos indices de D@der linee cut-off os valores foram

transcritos para uma analise resumida na tabelaalf@abela 4)
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Tabela 4: Comparacao dos resultados obtidos no ELISA-PPLISABCG

frente & 18 amostras séricas em 5 reproducdes

N° N® de Analises Positivos (%) Negativos (%) Indeterminados (%)

PPD
N&o Doentes 10 5 12 (24%) 8 (16%) 30 (60%)
Doentes 8 5 14 (35%) 4 (10%) 22 (55%)
TOTAL 18 10
BCG
Néo Doentes 10 5 18 (36%) 5 (10%) 26 (52%)
Doentes 8 5 13 (32,5%) 10 (25%) 17 (42,5%)
TOTAL 18 10

6.5 Discriminacéo entre sadios e doentes pelo ELIS§G para BCG

Entendendo que a avaliacdo dos parametros sorotddependem de arbitracao
dos pontos de corte, a determinacaeulooff foi estabelecida pela mediana de todas as
amostras negativas por cada analise mais ou metesvio padrdo, portanto, caclat-
off somente discriminou doentes e ndo doentes poisankbram feitas 5 analises e o

cut-offocilou de 0,3 a 1,19 dependendo da anélise.

De acordo com os resultados analisados pelos diésréndices de DO, foi feita
a qualificacdo entre positivos, negativos e indeiteados e observado larga variacao
entre tais indices nas mesmas amostras em distinédises. Deste ponto se arbitrariou
os valores limitrofes ddoorder-line para qualificar as amostras que resultaram
indeterminadas como positivas ou negativas e fdetas as devidas comparacgoes,
bem como uma analise globdkpela 6 e 7.

Admitindo os resultados indeterminados, o nUmercedaltados positivos entre
o grupo dos sadios foi de 39,58%, enquanto que engrupo dos doentes foi menor,
13,5%. Os resultados negativos entre os doenteke f87,5% e entre os ndo doentes foi
de 10,41%. O numero de indeterminados foi de 50f¢ @s sadios e 40% para 0s

doentesTabela 5.
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Tabela 5: NUmero de positivos e negativos entre TB pulmdicaentes) e
Controle sadio (ndo doentes) no ELISA-BCG.

Controle sadio

N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 N10 TOTAL
POSITIVO 2 2 1 3 0 4 1 3 3 0 19 (39,58%)|
NEGATIVO 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 5(10,41%)
INDETERMINADO 2 2 3 1 4 1 4 2 2 5 24 (50%)

48
TB pulmonar

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 TOTAL
POSITIVO 4 3 2 1 0 2 1 0 13 (32,5%)
NEGATIVO 0 0 1 2 2 2 2 2 11(27,5%)
INDETERMINADO 1 2 2 2 3 1 2 3 16 (40%)

40
N= amostra negativa; P=amostra positiva

As tabelas abaixoT@bela 6 e 7 destacam os parametros sorolégicos quando
considerado as amostras que resultaram indeterasrano positivas e negativas. Os
valores para os parametros soroldgicos totais m@steas I=N foram respectivamente
para sensibilidade, especificidade, acuracia, VRAPH de: 63%, 61%, 63%, 39% e
53%. E para aquelas com I=P foram: 73%, 12%, 3&8% & 35%.
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Tabela & Parametros soroldgicos considerando os resultadoslégicos

indeterminados como negativos no ELISA-BCG

Tabela 6.A

Tabela 6.B

Tabela 6.C

Tabela 6.D

Tabela 6.E

Tabela 6.F

analise 1 BCG”

POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

analise 2 BCG”

POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

analise 3 BCG”

POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

analise 4 BCG”

POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

analise 5 BCG"

POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

TOTAL
POSITIVO (+)
NEGATIVO (-)

Doentes (+)
2
6

Doentes (+)
3
5

Doentes (+)
2
6

Doentes (+)
5
3

Doentes (+)
1
7

13
27

N&o Doentes (-)

9

N&o Doentes (-)
5
5

N&o Doentes (-)
4
6

N&o Doentes (-)
5
5

N&o Doentes (-)
4
6

20
31

5=25% VPP=66%
SP=90% VPN=60%
Acuracia= 61%

5=38% VPP=37%
SP=50% VPN=50%
Acuracia= 44%

5=25% VPP=33%
SP=60% VPN=50%
Acuracia= 44%

5=63% VPP=62%
SP=50% VPN=62%
Acuracia=55%

5=13% VPP=20%
SP=60% VPN=46%
Acuracia=38%

S=33% VPP=39%
SP=61% VPN=53%
Acuracia=63%

S=sensibilidade; SP=especificidade, VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo
* Indeterminado = Negativo
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Tabela 7 Parametros soroldgicos considerando os resultadoslégicos

indeterminados como positivos no ELISA-BCG

Tabela 7.A

Tabela 7.B

Tabela 7.C

Tabela 7.D

Tabela 7.E

Tabela 7.F

analise 1 BCG* S=63% VPP=38%

Doentes (+) N&o Doentes (-) SP=20% VPN=40%
POSITIVO (+) 5 8 Acuracia=38%
NEGATIVO (-) 3 2

analise 2 BCG™

Doentes (+) N&o Doentes (-) 5=75%  VPP=42%
POSITIVO (+) 6 8 SP=20% VPN=50%
NEGATIVO (-) 2 2 Acuracia=44%

analise 3 BCG™

Doentes (+) N&o Doentes (-) 5=38% VPP=25%
POSITIVO (+) 3 9 SP=10% VPN=16%
NEGATIVO (-) 5 1 Acuracia=22%

analise 4 BCG™

Doentes (+) N&o Doentes (-) 5=100% VPP=44%
POSITIVO (+) 8 10 SP=0% VPN=0%
NEGATIVO (-) 0 0 Acuracia=44%

analise 5 BCG™
Doentes (+) N&o Doentes (-) 5=88%  VPP=41%

POSITIVO (+) 7 10 SP=0% VPN=0%
NEGATIVO (-) 1 0 Acuracia=38%
TOTAL S5=73%  VPP=39%
POSITIVO (+) 29 45 SP=12% VPN=35%
NEGATIVO (-) 1" 6 Acuracia=38%

S=sensibilidade; SP=especificidade, VPP=valor preditivo positivo; VPN=valor preditivo negativo
* Indeterminado = Positivos

Os graficos abaixo destacam a dispersdo pelo da&lddO das amostras

pesquisa de BCG por analise.

para
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Gréfico 2.1: Disperséo das DOs das amostras negativas obiidasISA-BCG
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Gréfico 2.2 Disperséo das DOs das amostras positivas obiw&d ISA-BCG
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6.6 Comparacéao soroldgica do ELISA com o kit HexagoTB

As andlises de comparacdo entre os distintos téstam feitas através do
calculo da copositividade, conegatividade, conaweié bruta, kappa e indice de

reprodutibilidade. Os valores foram estimados a®rando Inderterminado = Negativo
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e Indeterminado = Positivo para o ELISA-BCG. Osdyoa abaixo revelam os valores

para cada analise, bem como, para analise giohbk({a 9 e 10.

Tabela 9: Comparacédo dos parametros do ELISA-B@BsusHexagon TB considerando os resultados

Indeterminados como Negativos

HEXAGON TB
ANALISE 1 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
Tabela 9.A POSITIVO (+) 2 1 3 CoPBxH=66,67%
BCG* CoPHxB= 33,33%
NEGATIVO (-) 4 11 15 CoNBxH=73,33%
i] 12 18 CoNHxB=91,6%
ConBruta= 72%
HEXAGON TB
ANALISE 2 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
POSITIVO (+) 2 6 8 CoPBxH=25%
Tabela 9.8 BCG* CoPHxB= 40%
NEGATIVO (-) 3 7 10 CoNBxH= 70%
5 13 18 CoNHxB= 53,84%
ConBruta= 50%
HEXAGON TB
ANALISE 3 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
Tabela 9.C POSITIVO (+) 2 5 7 CoPBxH=28,57%
BCG” CoPHxB= 33,33%
NEGATIVO (-) 4 7 11 CoNBxH=63,64%
i] 12 18 CoNHxB=583%
ConBruta=50%
HEXAGON TB
ANALISE 4 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
Tabela 9.D POSITIVO (+) 1 5 6 CoPBxH=1657%
BCG” CoPHxB=16,6%
NEGATIVO {-) 5 7 12 CoNBxH=5833%
i] 12 18 CoNHxB=583%
ConBruta=44,4%
HEXAGON TB
ANALISE GLOBAL POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
Tabela 9.E POSITIVO (+) 7 17 24 CoPBxH= 29,16%
BCG” CoPHxB= 30,40%
NEGATIVO (-) 16 32 48 CoNBxH= 66%
23 49 72 CoNHxB=65,30%
* Indeterminados = Negativos ConBruta= 54,16%
CoPBxH= Co-positividade BCG x Hexagon TB Kappa=4350%
CoPHxB= Co-positividade Hexagon TB x BCG IR=17 5%

CoNBxH= Co-negatividade BCG x Hexagon TB
CoNHxB= Co-negatividade Hexagon TB x BCG
ConBruta= Concordancia Bruta
IR= indice de Reprodutibilidade
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Tabela 10: Comparacao dos parametros do ELISA-B@EsusHexagon TB considerando os resultados

Indeterminados como Positivos

HEXAGON TB
ANALISE 1 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
POSITIVO (+) 5 8 13 CoPBxH= 38,46%
Tabela10.A  geg- CoPHxB= 83%
NEGATIVO (-) 1 4 5 CoNBxH= 80%
12 18 CoNHxB= 33,33%
ConBruta= 50%
HEXAGON TB
ANALISE 2 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
POSITIVO (+) 4 9 13 CoPBxH= 30,70%
Tabela 10.B BCG* CoPHxB= 80%
NEGATIVO (-) 1 4 5 CoNBxH= 80%
5 13 18 CoNHxB= 30.76%
ConBruta= 44,4%
HEXAGON TB
ANALISE 3 POSITIVO (+) NEGATIVO ()
POSITIVO (+) 2 10 12 CoPBxH= 16,6%
Tabela 10.C BCG* CoPHxB= 33,3%
NEGATIVO (-) 4 2 6 CoNBxH= 33,3%
6 12 12 CoNHxB= 16,6%
ConBruta= 33,3%
HEXAGON TB
ANALISE 4 POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
POSITIVO (+) 6 12 18 CoPBxH= 33%
Tabela10.0 geg- CoPHxB= 100%
NEGATIVO (-) 0 0 0 CoNBxH= 0%
6 12 18 CoNHxB= 0%
ConBruta= 50%
HEXAGON TB
ANALISE GLOBAL POSITIVO (+) NEGATIVO (-)
Tabela 10.E POSITIVO (+) 17 39 56 CoPBxH= 30,35%
BCG* CoPHxB=73,91%
NEGATIVO (-) 6 10 16 CoNBxH= 62,5%
23 49 72 CoNHxB= 20,40%
* Indeterminados = Positivo ConBruta= 37 5%
CoPBxH= Co-positividade BCG x Hexagon TB kappa=25,96%
CoPHxB= Co-positividade Hexagon TB x BCG IR=27,41%

CoNBxH= Co-negatividade BCG x Hexagon TB
CoNHxB= Co-negatividade Hexagon TB x BCG
ConBruta= Concordancia Bruta
IR= indice de Reprodutibilidade

Os resultados do ELISA-BCG foram confrontados casnresultados de 4
analises das mesmas amostras com o kit imunocrgrafito Hexagon Tb. Para fins de
comparacdo, as amostras classificadas como Indetefas foram qualificadas em
positivas e negativas, e re-analisadas a partiagesspectiva. Rappada analise para
I=N foi considerado moderado (43,5%), enquanto @ueandlise para I=P foi

considerado leve (25,96%).

30



7. Discussao

O presente estudo foi conduzido, inicialmente,apeerificar a relevancia
antigénica do PPD e BCG. Como o BCG apresentoltadss mais consistentes, este
complexo antigénico foi selecionado para a aplieaga ELISA. Posteriormente,
avaliaram-se o0s parametros sorolégicos do ELISA-BC& do teste

imunocromatografico Hexagon TB com antigeno deteaan A60.

Apés a identificacdo da interferéncia do Twenn @8 lavagem das
glicoproteinas do PPD (Juliagt al,2001), foi apriore, estabelecido que o ELISA
utilizado neste trabalho sofreria modifica¢fes.td@do, o Twenn 20 foi excluido da
técnica e utilizado o PBS sem o referido detergeRte outro lado, SantAnna e
colaboradores (1989; 2001) em seus estudiaberculose na infancia: rotina para
diagnostico e tratament@® Relacdo entre o diagnéstico sorolégico (ELISA) e a
gravidade da tuberculose pulmonar na infaner@straram resultados consistentes para
0 uso da técnica ELISA utilizando o PSB-Twenn 2fapalavagem das placas em sua
metodologia, trabalhos estes, utilizados como &efda para a elaboracdo da

metodologia inicial desta dissertacao que sofredeaglas adequacoes.

Apesar deste trabalho apresentar limitagdes nantecao niumero amostral e
ainda possuir distintos objetos de analise em delaps trabalhos de Sant'Anna e
colaboradores (1989; 2001), fica patente a fraagléddos resultados destes autores. As
demais referéncias bibliograficas onde o PPD filizatlo com antigeno em placas de
ELISA, a metodologia descrita ndo especificou catalties o preparo de solugdes, de
modo que néo foi possivel estabelecer comparagéete fao uso de tween 20.

A primeira etapa do trabalho consistiu em seleciauas diferentes placas de
fundo plano para serem usadas nos ELISAs postsribogam, portanto, comparadas as

placas Nunc-Imuno™ Plate e FluoroNunc™ Module. @gamo usado foi o PPD e
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ambas foram analisadas pela avidez da reatividsiddedecida pelo DO. Ndo houve
estabelecimento dout-off e a comparacéo foi meramente descritivéal#ela 2 mostra
os distintos valores da DO e revela que a placar&Nunc™ Module aderiu melhor os

antigenos em relacéo a placa Nunc-Imuno™ Plate.

Comparou-se o0 ELISA-BCG e ELISA-PPD para pesqdesanticorpos 1gG em
amostras de pacientes com tuberculose e individtimecamente sadios. Em
decorréncia dom amostral reduzido do estudo e da baixa reprodidaldie das analises,
a comparacdo dos parametros sorologicos foi detatigente “ndo-significante”. A
tabela 4 mostra a distinta amplitude da DO para BCG e pa®D entre os grupos de
doentes e sadios.

O numero elevado de resultados indeterminadodeadstado pela média de
todas as amostras negativas por cada analise ma®ios 0 desvio padrao, revelou a
dificuldade em discriminar doentes e sadios comaamis antigenos. Esta andlise
mostrou também que o ELISA-BCG foi mais sensivel qiELISA-PPD em funcéo do
namero de positivos identificados no grupo de deseribesconsiderando os resultados
indeterminados, o ELISA-BCG se mostrou ainda maissivel 78%, enquanto para o
ELISA-PPD 60%. Sendo a tuberculose uma doenca clawado potencial de
disseminagdo, o ELISA-BCG sendo mais sensivel, derda com as amostras
analisadas, seria 0 mais indicado, jA que miningigachances de classificar um

individuo doente como sadio.

A discriminacdo entre doentes e sadios com o EiBE4& fora feita
posteriormente utilizando 10 amostras de sadios de &loentes. Realizaram-se 5
repeticbes em distintos dias para se verificarpaodrutibilidade do teste. @rafico 1
revela que as mesmas amostras em analises distiegattaram em elevada diferenca
de DO, seja frente as amostras provenientes deidods sadios, ou doentes. Estes
resultados revelam que o uso de antigenos brutopromete a reprodutibilidade do
testes.

Entendendo I=Ptdbela 7) a sensibilidade global de todas as analises (78%)
expressivamente maior em comparacdo com a sedad®liquando I=Ntgbela 6
(33%), enquanto que os valores de especificidadeostraram expressivamente menor
para I=P (12%) em relacdo a I=N (61%). Comparaselgortanto, tais resultados com

aqueles apresentados pelo kit Hexagon TB, obsewaje a sensibilidade para os
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valores de I=P s@o mais préximos dos observados kielHexagon TB (71%).
Entretanto, kkappa para esta analise se mostrou leve consideraide lroderado para
I=N, o que de certa forma, revela a inconsistémna testes. Esta comparacédo é

reforcada pelo resultado da copositividade entreablen TBvs BCG natabela 10

Os valores preditivos sao influenciados pela pémcda da doenca na
populacdo. Quanto maior a prevaléncia da doengay sexa o valor preditivo positivo
e menor o valor preditivo negativo (Dercksenal, 2000). Entretanto, pela baixa
reprodutibilidade do ELISA-BCG, a prevaléncia deipates com tuberculose no grupo
de amostras analisada neste estudo, apresentchBmiatribuidas que ndo permitiram a

analise de outros parametros estatisticos.

Possivelmente, a dificuldade de discriminacdoeemtdividuos doentes e nao
doentes por intermédio do ELISA-BCG se explica pelterogeneidade dos epitopos e
glicoproteinas presentes no corpo bacilarMlobovis, mesmo na forma atenuada da
BCG. Em comparagdo aos resultados observados néldgagon TB, a elevada
sensibilidade e especificidade descrita pelo fabte (Hexagon TB, 2008), e de certa
forma, seguida pelos resultados deste estudo, esugee o uso de antigenos
determinados como o A60 seja mais indicado pargumss de anticorpos ari-

tuberculosis

As reacOes cruzadas para outros gruposMgeobacterium com elevada
descricdo na literatura (Texeir, al, 2007; Juliaret al, 2001; Rajeveluet al, 2006;
Dubdn, 1993; Almeida, 2007; Van-lume, 2008; Delaotadl993; Swaminathan, 1999),
também podem explicar a positividade em algumasstaa® entre os ndo doentes.
Entretanto, a maior relevancia para tais resultadem o fato das amostras serem
provenientes da cidade do Rio de Janeiro, umaaegide a tuberculose € endémica
(Lazzarini, 2007; STOP TB, 2009). Sendo assim,anck de que estes pacientes sejam
infectados é relativamente elevada, comprometeratugicia do ELISA, sendo a IgG
uma imunoglobulina de resposta crbnica ou marcadl@aresposta poés-vacinal,

portanto, inadequada para discriminar um individoente de um infectado.

Apesar do kit Hexagon Tb fazer também pesquisigblle em alguns estudos
como os de Gupta e colaboradores (2002), esta ghundina se mostrou insatisfatéria
para o uso clinico. Isto pode estar associadotaadfaque a tuberculose € uma doenca

com caracteristicas clinicas cronicas, portantgaaiente doente, somente apresentaria
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este anticorpo, de forma a ser pesquisado, narf@ss da doencga. Tendo em vista que
muitos dos pacientes, somente procuram 0 Servigmdyu apresentam um quadro
clinico mais avancado, é razoavel afirmar que @stanoglobulina ndo oferece

seguranca na discriminacdo da doenca, ja que eafésica os niveis séricos de IgM

seriam praticamente vestigiais.

Por mais paradoxal ou ambiguo que as afirmacdesmaxrerca da pesquisa da
IgG e IgM possam parecer, tais resultados podenexgicados em virtude di.
tuberculosismanter um nivel de infeccdo latente, que podedsenonstrada pela
pesquisa da IgG, mas néo o suficiente a pontotdawdar uma resposta de fase aguda

marcada pela IgM.

Apesar dos inumeros testes rapidos existentes aoanp apresentarem
excelentes resultados para o diagnéstico da TB,jmstdrio da Saude do Brasil e a
OMS ndo preconiza o0 uso destas técnicas na rotim@acinica da tuberculose. Parte-se
do pressuposto que as razbes, mesmo que aindatafinente claras, se baseiem na
heterogeneidade das popula¢gdes que constituemdoogda prevaléncia da doenca em
distintos locais. De certa forma, € razoavel acejtee ainda ndo haja um conjunto de
trabalhos e, mesmo uma meta-analise que incluagetinos no estudo, que considere
as variaveis sociais-econémicas, bioldgicas e iisi® do processo saude-doenca,
entendendo a vunerabilidade, seja ela individuaktiva ou pragmatica, que distintos

grupos estao expostos em diferentes graus.

Portanto, acredita-se que a inclusédo destas edsiaa elegibilidade dos grupos
e populacdes para a pesquisa sorolégica na TBosegne para a adocao definitiva
deste diagndstico por parte das agéncias de certeotloencas. Por outro lado, apesar
deste trabalho abordar uma perspectiva biolégicdodaca, ndo se pode deixar de lado
0 entendimento de que e a terapéutica restritaagmaistico e uso de medicamentos, ou
mesmo abordagens massivas e ousadas como DOTS8) asjdinicas formas de
combate a doenca. Como também ja fora apresentad®ugfino (1981), entender que
as doencas ocorrem em uma relacdo espaco-tempué@niental para o controle da

tuberculose.

Abordagens das doencas transmissiveis por umaegotitsa da ocupacao do
territério, da historicidade e situacdo social, cono trabalho de Kawa e Sabroza

(2002) para leishmaniose no Rio de Janeiro, amptiaemtendimento do processo de
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transmissdo, bem como agregam valor na formulagd@stratégias de controle e
formulacdo de politicas publicas de diagnésticm&mento de outros agravos.

As comparacbes entre distintas abordagens sotaBgpara tuberculose
permitem melhorar 0 entendimento das nuances doegso imunopatoldgico da
doenca. Por décadas o desconhecimento do mecanismnitario atrasou o
entendimento da relacdo patdgeno-hospedeiro e @usequéncia, o diagnostico e
possiveis formas de tratamentos e profilaxia. Mas,ultimos 30 anos, novas pesquisas
em imunodiagnostico trazem luz a este processwvesremtigenos de maior relevancia
agregam valor a acuréacia das técnicas sorologitzen(et al, 2009; Texeiraet al,
2007; Julianet al, 2001; Rajeveluet al, 2006; Dubén, 1993; Almeida, 2007; Van-
lume, 2008; Delaocourt, 1993; Swaminathan, 1999).

N&o had no mercado acesso irrestrito a insumosss&gees a composicado de
novas técnicas e plataformas de diagnéstico paraesiculose. Antigenos determinados
sdo, quase sempre, de uso exclusivo da indusitiadp; n&o sendo acessiveis as

instituicdes de pesquisas publicas.

E imprescindivel o conhecimento da populacdo dedest os detalhes que
compdem as variaveis na formagédo da prevaléncialiaculose. Este estudo revela
gue com o devido conhecimento acima citado, a egielpara TB pode ser usada na

triagem de pacientes em clinica.

7.1 LimitagOes do estudo

As amostras usadas no estudo para formacao dossgde sadios e doentes néo
discriminam raca, idade, portadores de HIV, diaoéti usuarios de corticéides de uso
prolongado, gravidas e hansénicos. Também naorifério de exclusdo ou incluséao,

amostras com resultados positivos ou negativostpata de Montoux.

Todas estas categorias acima citadas podem tadegrafluéncia nos testes
sorolégicos para tuberculose, o que até certo p@&@ implicacbes temerarias nos
resultados do ELISA.

Fundamentalmente, para resultados mais conclygaiscritérios de inclusao e
exclusao, principalmente de HIV positivo, testeMiantoux e idade, se faz necessario.
Entretanto, pelas dificulades institucionais e tapfio de tempo, a obtencdo das
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amostras ndo se concretizou da maneira como feopizada no desenho inicial do

estudo.

O tamanhcamostral caracteriza o desenho do estudo em desceicluindo,
desta forma, qualquer intencdo de se estabelepezsentatividade da populacdo de
inferéncia. Sendo assim, pode-se atribuir a estsedacdo, um valor estatistico “néo-
significativo”, mas que por outro lado, pode agregavada significancia em estudos de
intervencao clinica ou para pesquisas futuras, ceste trabalho se propde, por ser
parte inicial do projetdesenvolvimento e avaliacdo dos parametros sorot®gde

teste rapido de fluxo lateral.

Apesar de se entender que ha uma relagéo invetreacearro e o tamanho das
amostras (amostras “grandes” estdo associada®a ‘pequenos” e vise e versa), a
magnitude do erro neste estudo, que possam sbuidas ao tamanho amostral, &

desprezivel tendo em vista as hipéteses iniciaisesenho do estudo.

A determinagdo de parametros sorologicos conBayaira reproduzir a verdade

dos fatos, foi comprometida pela auséncia de repitmlidade das analises.

As distintas padronizacdes da técnica do ELIS#a paberculose, sugeridas e
apresentadas pelas literaturas descritas nestdhoalsugere limitagdes na comparagéo
dos resultados.

36



8. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos neste trabalh@-smodlizer que, apesar das
limitacbes do estudo, antigenos brutos como a BCG BPD né&o discriminam
individuos doentes de sadios e, portanto, ndo deesmsados como imunorreagentes

em técnicas para diagnéstico soroldgico da tubeseudtiva.

O kit comercial Hexagon TB possui elevada acuréc& o mais indicado ao
diagndstico da tuberculose, pois identifica melbsrindividuos com tuberculose e os
individuos sadios e pode ser usado na clinica aa Hde leito como triagem de

pacientes.
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