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INTRODUGAO

A tuberculose (TB) é uma doenga endémica causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb). Esta doenca constitui um problema de saude publica, visto que acarreta cerca de dois milhdes
de mortes por ano (Selvaraj et al., 2009). No Brasil, a tuberculose leva ao adoecimento cerca de
80.000 pessoas e provoca em torno de 5.000 mortes por ano. Em Goias, no ano de 2005 o total de
casos novos de tuberculose notificados foi de 745, sendo 472 da forma pulmonar bacilifera. Goiania é
um dos municipios do estado que exige atencdo prioritaria do Programa Nacional de Controle de
Tuberculose (PNCT).

O Mtb é um patdgeno intracelular caracterizado por promover uma ampla resposta
imune dos tipos Th1, Th2, Th17, dentre outros (Abebe & Bjune 2009). As células B induzidas tanto
por Th1 como por Th2 respondem produzindo anticorpos que, ativando o sistema complemento, ora
favorecem a entrada do microorganismo na célula, ora induzem sua eliminagdo (Maglione & Chan,
2009). Em infecgbes agudas, as células B atuam na formagdo do granuloma e na imunidade efetiva
contra o bacilo; na fase crénica, atuam na perpetuacdo da resposta imune e na prevengédo da
reativacdo da doenga (Maglione & Chan, 2009). Atualmente, o teste padrao-ouro empregado para o
diagndstico laboratorial da TB baseia-se na demonstragdo de micobactérias nos fluidos corporais,
porém, em razéo de sua baixa sensibilidade (65% - 85%), novos testes baseados na resposta imune
estdo sendo estudados por serem considerados métodos laboratoriais rapidos e de baixo custo
(Singh & Espitia, 2007). Em pacientes com TB, a resposta soroldgica a antigenos de micobactérias
tem sido avaliada principalmente pela técnica de ELISA (Singh & Espitia, 2007).

GroES é uma proteina de choque térmico produzida e secretada pelo Mtb quando este
se encontra em condigcdes de estresse. Este antigeno é conhecido como HSP10 (Boesen et al., 1995)
e possui de 10kDa a 14kDa (Boesen et al.,1995;Kashyap et al.,2010). Sua imunogenicidade j& foi

comprovada, uma vez que é capaz de ser reconhecido por linfécitos de individuos com TB ativa ou



latente (Boesen et al.,1995;Arend et al.,2000). Ja foi demonstrada, em estudo anterior, a importancia
deste antigeno como marcador de diagnostico de tuberculose acitica por permitir a discriminagéo de
individuos com tuberculose acitica de controles negativos (Kashyap et al.,2010). No entanto, ainda
nao foi estudado este padrdo de resposta nos pacientes com TB pulmonar e em seus contatos
intradomiciliares. Neste estudo, foi avaliada a resposta imune humoral de pacientes com tuberculose
pulmonar ativa e seus contatos intradomiciliares (CID) com prova tuberculinica (PT) positiva e
negativa, no momento do diagndstico, por meio de ensaio de ELISA ante o antigeno rGroES do Mtb.
MATERIAIS E METODOS

A populagéo de estudos constituiu-se por pacientes maiores de 18 anos e de qualquer
sexo: diagndstico de tuberculose pulmonar (sintomatologia caracteristica, radiografia sugestiva,
baciloscopia positiva ou negativa), realizado pela equipe médica nos Centros de Assisténcia Integral
a Saude (CAIS) da regiao metropolitana de Goiénia e no Hospital de Doengas Tropicais Anuar Auad
(HDTAA) e por individuos residentes no mesmo domicilio ou lote, frequentadores assiduos de
qualquer sexo ou idade (Contatos).

Foram coletados 20 ml de sangue heparinizado de cada individuo no momento do
diagndstico. Foram aplicados intradermicamente 100ul de PPD Rt 23 (Statens Serum Institut,
Copenhagen, Denamark) no antebrago esquerdo de cada contato dos pacientes. A leitura da
induracdo cutanea ocorreu 72 horas apds a aplicacdo e os contatos foram classificados, de acordo
com os parametros estabelecidos pela OMS, em PT positivos (induragéo cutdnea maior ou igual a 10
mm) e PT negativos (induragdo cutdnea menor que 10 mm). Neste estudo, foi utilizado o antigeno
proteico recombinante GroES (rGroES) do Mtb no método de ELISA indireto para pesquisa de
anticorpos anti-rGroES das classes IgM e IgG dos pacientes com doenca ativa e dos contatos. As
leituras dos individuos foram comparadas por meio do fest t de Student, pelo qual foi considerada
significancia p<0,05. As Analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prisma 5.

RESULTADOS

Dos 45 pacientes com tuberculose pulmonar ativa que participaram da pesquisa, 66,66%
(n=30) eram do sexo masculino e 33,33% (n=15), do sexo feminino. A média de idade dos individuos
do sexo masculino foi de 41,1 anos. Desses, 56,66% (n=17) receberam a vacina BCG e 43,33%
(n=13) néo apresentaram cicatriz vacinal; 93,33% (n=28) tiveram RX do torax sugestivo de
tuberculose pulmonar e 6,66% (n=2) néo realizaram o RX do térax; 93,33% (n=28) tiveram resultado
de BAAR positivo e 3,33% (n=1), negativo e somente 3,33% (n=1) ndo foram submetidos a técnica
de BAAR. Todos os pacientes receberam tratamento segundo o esquema 1 (rifampicina, isoniazida e
pirazinamida) para a tuberculose pulmonar.

Entre os pacientes do sexo feminino, a média de idade foi de 43,86 anos. Do total,
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46,66% (n=7) receberam a vacina BCG na infancia e 53,33% (n=8) ndo apresentaram cicatriz
vacinal; 93,33% (n=14) apresentaram RX do térax sugestivo de tuberculose pulmonar e 6,66% (n=1)
nao realizaram RX pulmonar; 66,66% (n=10) tiveram resultado de BAAR positivo; 20% (n=3),
negativo e apenas 13,33% (n=2) ndo foram submetidos a técnica de BAAR. A maioria das mulheres
(n=13) foi submetida ao esquema de tratamento 1; contudo uma delas foi tratada com o esquema
EIR (rifampicina, isoniazida e etambutol) de tratamento para tuberculose pulmonar.

Dos 172 contatos domiciliares dos pacientes com tuberculose pulmonar, que aceitaram
participar da pesquisa, 51,46% (n=88) eram do sexo masculino, ao passo que 49,12% (n=84) eram
do sexo feminino. Com relag&o aos contatos do sexo masculino, a média de idade foi de 31,4 anos.
Desses, 77,27% (n=68) receberam a vacina BCG na infancia, entretanto 22,27% (n=20) nao
apresentaram a cicatriz vacinal. Apds a realizagdo da PT no momento do diagnéstico do caso indice,
52 individuos com idade variando entre 6 e 73 anos apresentaram PT negativa e 36 individuos
apresentaram resultados positivos.

A média de idade dos contatos do sexo feminino, participantes do estudo, foi de 34,6
anos. Neste grupo, 76,19% (n=64) receberam a vacina BCG na infancia e 23,80% (n=20) néo
apresentaram cicatriz vacinal. Apds 72 horas da realizacdo da PT, 44 individuos com idade variando
entre 8 e 80 anos apresentaram PT negativa e 40 individuos apresentaram PT positiva.

Na analise dos anticorpos da classe IgM, observou-se que os CID, PT negativa,
apresentaram niveis de anticorpos da classe IgM especificos para o rGroEs (0,2328 +0,1423)
superiores aos pacientes (0,1931+0,1400) com p= 0,0497. Quando individuos com TB ativa e CID
PT positiva foram comparados, niveis semelhantes de anticorpos da classe IgM especificos do
rGroES foram encontrados (TB = 0,1931 £ 0,1400; CID PT+ (0,2128 £ 0,1510).

Na analise dos anticorpos da classe IgG, os individuos com tuberculose ativa
apresentaram niveis superiores desses anticorpos, especificos do rGroES, (0,2034 £ 0,2142),
quando comparados aos niveis encontrados nos CID PT- (0,1211 + 0,1456), com p=0,0168. Com
base nestes resultados, obteve-se sensibilidade de 78,38% (IC 95% de 61,79% a 90,17%) e
especificidade de 31,76% (IC 95% de 22,08 % a 42,76%), para um Cut-off de 0,0520. Para este teste
ELISA, a area sobre a curva (AUC) foi de 0,6367. No entanto, os individuos com tuberculose ativa
apresentaram niveis de anticorpos da classe IgG especificos do rGroES (0,2034 + 0,2142)
semelhantes aos CID PT+ (0,1673 £ 0,1815).

DISCUSSAO

A analise dos dados obtidos neste estudo demonstra que a maioria dos individuos com

TB ativa era do sexo masculino. De acordo com a OMS, a TB afeta mais homens do que mulheres

em razéo do dinamismo dos individuos do sexo masculino (WHO,2006). Além disso, a maioria dos
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individuos com TB ativa era vacinada com BCG, j& que havia a presenca da cicatriz vacinal, porém a
cobertura vacinal descrita em nossa populagdo de estudo foi inferior ao esperado pela OMS no
Brasil. Alguns individuos vacinados com BCG né&o induzem a formagdo de uma cicatriz vacinal,
provavelmente por uma resposta preferencial do tipo Th2 em detrimento da Th1 que seria a
esperada (Yenny et al.,2010). Em infecgbes pelo Mtb, a resposta imune humoral induzida por
linfocitos Th2 impede respostas imunes exacerbadas que possam prejudicar o hospedeiro, sendo,
muitas vezes, uma resposta reguladora. Estes anticorpos especificos do agente bacteriano parecem
conferir pouca ou nenhuma imunidade protetora contra a micobactéria (Bonato et al.,1998). Os
anticorpos irdo opsonizar o Mtb e suas proteinas secretadas, facilitando seu reconhecimento pelas
células do sistema imune (Flynn & Chan,2001). H& muito tem sido estudado o papel dos anticorpos
na resposta imune humana a tuberculose com o intuito de utiliza-los em seu diagndstico laboratorial
(Jackett et al.,1988).

Os niveis plasmaticos de IgM anti-rGroES, em individuos PT negativa, foram superiores
aos pacientes com TB, havendo diferenca estatistica significativa entre os dois grupos (p=0,0497).
Segundo Chua-Intra et al. (2002), o antigeno GroES é conservado entre espécies e seus homologos
estdo presentes em células procariotas, 0 que poderia explicar a detec¢do de anticorpos IgM em
nosso grupo de contatos PPD negativos. Entretanto, € importante salientar que a identificagdo de
infeccdo por M. tuberculosis entre os contatos de pacientes tuberculosos baciliferos é muito dificil,
uma vez que a negatividade da PT pode estar associada a uma janela de reconhecimento
imunolégica e ndo, necessariamente, evidenciar uma auséncia de infecgéo (Zang et al., 2010).

Ao contrario, foram verificados niveis plasmaticos superiores (p=0,0169) de anticorpos
IgG anti-rGroES nos individuos TB em relagdo aos seus CID PT negativa, sugerindo que este
antigeno pode discriminar estes dois grupos quando se avalia a presenca de IgG. Estes achados
concordam com Young & Garbe (1991) e Boesen et al. (1995), os quais relatam que o GroES é um
antigeno imunodominante do Mtb capaz de provocar forte resposta de células B em individuos
infectados e forte resposta de células T nas primeiras fases da doenca.

Quando se avalia a produgéo de anticorpos da classe IgG anti-GroES do Mtb, verifica-se
que o antigeno testado é capaz de discriminar individuos com TB ativa de seus contatos com PT
negativa. Portanto, este antigeno poderia ser integrado a um teste para fins de triagem de individuos
com tuberculose pulmonar.
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