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AVALIAÇÃO DE BIOMARCADORES SOROLÓGICOS DE SUBCLASSES DE IGG  

AOS ANTÍGENOS RV3353 E RV2034 NA TUBERCULOSE LATENTE E ATIVA EM 

CRIANÇAS E ADOLESCENTES  

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Joyce Teixeira de Noronha 

 
A tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa, geradora de muitos dos problemas 

enfrentados pela saúde pública mundial, por ser a principal causa de morte entre as 
doenças infecciosas. Seu manejo segue desafiador, em especial na faixa etária pediátrica, 
devido ao caráter paucibacilar da doença, limitando a acurácia dos métodos diagnósticos 
disponíveis. Assim, biomarcadores alternativos que possam auxiliar no diagnóstico é uma 
demanda clínica.  Estudos anteriores em adultos, mostraram resposta diferenciada para TB 
ativa versus infecção latente da tuberculose (ILTB) por subtipos de IgG, a diferentes 

antígenos micobacterianos, associados ou não à latência. No presente estudo, propomos 
avaliar a resposta imunológica de dois destes antígenos (Ag) na população pediátrica. Para 
tal, 72 amostras de soro de crianças e adolescentes, com TB ativa, ILTB e controle 
saudáveis expostos a TB (HC) foram avaliados pelo método imunoenzimático (ELISA), 
quanto a imunorreatividade de subclasses de IgG, frente aos Ags Rv3353 e Rv2034, 
associados a TB ativa e à infecção ou latência, respectivamente. Reatividade média elevada 
de IgG1-Rv3353 e IgG3-Rv 3353 na TB, em comparação aos HC, porém sem diferença para 
o grupo ILTB (p>0,5), foram evidenciadas. Interessantemente, reatividade média de IgG4-
Rv2034 foi mais elevada em direção ao grupo HC (p=0,047), sugerindo um fator protetivo 
contra a doença ativa. Em análises da curva ROC, obteve-se sensibilidades (S) moderadas 
para IgG1-Rv 3353 e IgG3-Rv 3353, 40% a 43,2% e baixa para IgG4-Rv 2034 (11,4%), com 
especificidades (Sp) ≥70%. A combinatória dos resultados levou a um aumento da S 
(55,5%), diminundo a Sp (≤63 %). Notavelmente, combinação da positividade dos 
biomarcadores com os testes convencionais mostrou que a sorologia adiciona positividade 
na detecção da TB, principalmente entre aqueles com resultados negativos ao teste de 
rotina dignóstica, e a restringe nos grupos ILTB e HC. Estes biomarcadores, por primeira 
vez descritos em grupo pediátrico, embora se caracterizem imperfeitos como produto alvo 
para indicar suspeitos de TB, têm potencial para auxiliar no diagnóstico da TB ativa. 
Todavia, entre os ILTB e HC, estudo prospectivo é necessário para determinar risco de 
evolução para TB ativa entre os positivos e se a positividade de IgG4-Rv2034 se constitui 
em fator de proteção.  

 
 

Palavras-chave: Tuberculose. Sorologia. Criança. Adolescente. Tuberculose latente, 
Tuberculose ativa. Biomarcadores. ILTB 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

EVALUATION OF SEROLOGICAL BIOMARKERS OF SUBCLASSES FROM IGG 

A TO RV3353 AND RV2034 ANTIGENS IN LATENT AND ACTIVE 

TUBERCULOSIS IN CHILDREN AND ADOLESCENTS  

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL  

 

Joyce Teixeira de Noronha 

Tuberculosis (TB) is an infectious and contagious disease, generating many of the 
problems faced by world public health, as it is the main cause of death among 
infectious diseases. Its management remains challenging, especially in the pediatric 
group, due to the paucibacillary nature of the disease, limiting the accuracy of 
available diagnostic methods. Thus, alternative biomarkers that can help in the 
diagnosis is a clinical demand. Previous studies in adults, showed a differentiated 
response to active versus latent TB infection (ILTB) by subtypes of IgG, to different 
mycobacterial antigens (Ag), associated or not with latency. In the present study, we 
propose to evaluate two of these Ag in the pediatric population. For this purpose, 72 
serum samples from children and adolescents, with active TB, LTBI and healthy 
controls exposed to TB (HC) were evaluated by immunoenzymatic method (ELISA) 
for immunoreactivity of IgG subclasses against Ags Rv3353 and Rv2034, associated 
with active TB and infection or latency, respectively. Elevated mean reactivity of 
IgG1-Rv3353 and IgG3-Rv3353 in TB compared to HC, but with no difference for the 
LTBI group (p>0,5), were evidenced. Interestingly, mean reactivity of IgG4-Rv2034 
was higher towards the HC group (p=0.047), suggesting a protective factor 
against the active disease. In analysis of the ROC curve, moderate sensitivity (S) 
was obtained for IgG1-Rv 3353 and IgG3-Rv3353, 40% to 43.2% and low for IgG4-
Rv2034 (11.4%), with specificities (Sp) ≥70%. The combination of results led to an 
increase in S (55.5%), decreasing the Sp (≤63 %). Notably, the combination of 
biomarker positivity with the tests conventional tests showed that serology adds 
positivity in the detection of TB, especially among those with negative results on 
routine diagnostic tests, and restricts it in the ILTB and HC groups. These 
biomarkers, described for the first time in pediatric group, although they are 
characterized as imperfect as a target product to indicate TB suspects, have the 
potential to aid in the diagnosis of active TB. However, between LTBI and HC, a 
prospective study is needed to determine the risk of progression to active TB among 
positives and whether IgG4-Rv2034 positivity constitutes a protective factor.   

 

Keywords: Tuberculosis. Serology. Child. Adolescent. Latent Tuberculosis. Active 
tuberculosis. Biomarkers. LTBI 
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1 INTRODUÇÃO 

A tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa e importante problema 

de saúde pública mundial, sendo a primeira causa de morte entre as doenças 

infecciosas (1,2). O seu principal agente etiológico é o Bacilo de Koch ou 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb), que integra o Complexo Mycobacterium 

tuberculosis (MTBC) (3). 

Estima-se que 10,6 milhões de pessoas tenham desenvolvido TB ativa em 

2021 (4). Embora o número de casos de TB tenha decrescido em média 1,4 % ao 

ano, desde 2000, nas últimas décadas, esta taxa não é adequada para se atingir 

as metas da Estratégia pelo Fim da Tuberculose (EndTB) da Organização 

mundial da Saúde (OMS) (1-3, 5,6).  

Atualmente, apesar de terapias eficazes, sua associação às más condições 

socioeconômicas e sanitárias, juntamente com a emergência de cepas resistentes 

aos tuberculostáticos, a epidemia do vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), o 

retardo no diagnóstico dos casos novos e, mais recentemente, o impacto da 

pandemia por SARS-CoV-2, representam grande desafio no seu controle global 

(2,7-10). Portanto, é de fundamental importância a detecção precoce dos indivíduos 

doentes e seu completo tratamento, com interrupção da cadeia de transmissão e 

redução da persistência bacteriana e do desenvolvimento de resistência aos 

fármacos. 

Estima-se que 25% da população mundial esteja infectada com o bacilo, 

porém somente 5-15% desses indivíduos evoluem para um quadro de doença 

ativa durante a vida; o restante pode permanecer em estado de infecção latente 

ou eliminar o bacilo através do sistema imune. Esse contingente de indivíduos 

com infecção latente por tuberculose (ILTB) é obstáculo ao controle da TB, pois, 

em algum momento da vida, pode abrir um quadro ativo da doença (1-3,11-14).  

O deficitário controle da TB nas populações com alta carga da doença é 

uma fonte de infecção cada vez maior para o grupo pediátrico, face a sua 

vulnerabilidade (3,6). Estima-se, nos países de baixa endemicidade, uma 

frequência de 5% e, nos países endêmicos, de 10% a 20% do total de casos, mas 

esses números são subestimados, uma vez que não há prioridade nos programas 

de controle para esta população, considerada pouco relevante na cadeia da 
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transmissão de Mtb (12,15,16). Todavia, este paradigma mudou e a OMS 

reconheceu que as crianças com TB adicionam morbidade à TB global, 

colocando-as como alvo no 2012 World TB Day (15,17,18). Por outro lado, STOP TB 

Partnership e END TB, recomendam metas para erradicar as mortes de crianças 

por TB (4,18,19). 

Portanto, frente à complexidade no manejo da TB, se fazem necessárias 

alternativas diagnósticas rápidas, de fácil operacionalidade e de baixo custo, que 

não dependam da presença do bacilo no espécime clínico e que requeiram 

equipamento mínimo, sendo de grande utilidade os estudos de biomarcadores, 

como indicadores de processos fisiológicos ou patogênicos, além de ferramentas 

de avaliação diagnóstica e de monitoramento de resposta a uma intervenção 

terapêutica (20-23). A OMS recomenda que, um teste diagnóstico em suspeitos de 

TB para uso em larga escala, tenha sensibilidade de 90% e especificidade mínima 

de 70% (24).  Também recomenda que possam distinguir TB ativa de ILTB e outras 

pneumopatias e tenham potencial para adaptação para testes rápidos no formato 

POC (point of care test), isto é, realizados no local de atendimento (25).   

Os testes sorológicos, baseados na resposta de anticorpos (Ac), possuem 

potencial para o desenvolvimento de métodos que atendam a estes critérios, 

podendo contribuir para a triagem de novos casos e para o diagnóstico e controle 

da TB/ILTB (26). Entretanto, embora largamente estudados, não estão disponíveis 

na rotina laboratorial para TB; eles variam em uma série de características, como 

a composição do Ag e sua fonte (se nativo ou recombinante), sua composição 

química, seu grau de purificação e o tipo de imunoglobulina detectada (27). Isso 

gera heterogeneidade da resposta imunológica ao reconhecimento de Ag de Mtb, 

resultando em sensibilidades e especificidades inadequadas e baixa 

reprodutibilidade (27-28). A OMS não recomenda nenhum teste sorológico 

comercialmente disponível. Todavia, incentiva as pesquisas na busca de 

melhores biomarcadores (20,24,29-31). 

Assim, é oportuno intensificar as pesquisas por biomarcadores, a fim de 

que sejam aplicados com maior simplicidade ao atendimento do paciente, 

principalmente em crianças, dadas a natureza paucibacilar da doença e as 

limitações de coleta de espécime clínico (especialmente nos menores de cinco 

anos), e que a resposta imune pode variar de acordo com a faixa etária (32,33).  
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Tendo em vista as limitações diagnósticas da TB na faixa etária pediátrica, 

este estudo tem por finalidade investigar a imunorreatividade a antígenos 

micobacterianos, associados à infecção ou latência, por subclasses de igG no 

soro de crianças, de forma a contribuir para o avanço no conhecimento da 

resposta humoral da infecção latente e/ou ativa.  

1.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1.1 ASPECTOS HISTÓRICOS DA TUBERCULOSE  

A TB é conhecida desde o surgimento das primeiras civilizações. Em 

múmias egípcias, de cerca de 3.400 a.C., foram encontradas lesões de 

espondilite (Mal de Pott) que evidenciam a TB. Ossos de coluna vertebral, 

datados de 8000 a.C. mostraram lesões similares (9,34). Os primeiros documentos 

sobre a TB foram encontrados na Índia (3300 a.C) e na China (2300 a.C) (35). 

Apenas em 1819, o médico francês, René Theophile Hyacinthe Laennec, 

identificou sinais patológicos da TB pulmonar, como consolidação, pleurisia e 

cavitação e que a infecção poderia ocorrer em outros tecidos do organismo 

humano (35,36). Chegou a ser considerada uma doença hereditária, tendo em vista 

a relação de maior risco de adoecimento entre integrantes de uma mesma família, 

e se tornou um problema social no decorrer do século XIX. Em 1834, Johann 

Lukas Schönlein cunhou pela primeira vez o termo tuberculose e em 1865, o 

cirurgião militar francês, Jean-Antoine Villemin, provou experimentalmente a sua 

natureza infecciosa, ao inocular um coelho com secreção de uma cavidade 

tuberculosa proveniente de autópsia (7,8,34-36). Finalmente em 1882, o médico e 

microbiologista alemão Hermann Heinrich Robert Koch, descreveu o isolamento, 

cultivo e identificação do bacilo da tuberculose, ou bacilo de Koch (BK), em soro 

animal, por técnica de coloração. Isso representou um marco na luta contra a TB 

e, posteriormente, ele reproduziu a TB inoculando o bacilo em modelos animais 

(35,36). A partir daí, foi possível conhecer a transmissão do bacilo e estabelecer a 

relação entre este e a doença (9,35). Esta sequência investigativa ficou conhecida 

como postulados de Koch, importante no estudo para enquadramento da etiologia 

de qualquer doença infecciosa. 
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1.1.2 SITUAÇÃO EPIDEMIOLÓGICA DA TUBERCULOSE 

 

O manejo da TB na criança é ainda mais desafiador. A doença está 

associada à transmissão recente de Mtb e à falha do controle na comunidade (37). 

Portanto, a confirmação da doença ativa em pediatria alerta para a busca ativa de 

adultos com TB no convívio da criança, juntamente com outros indivíduos 

susceptíveis (38). 

A partir do início do século XXI, o número de casos de TB decresceu em 

média 1,4 % ao ano, entretanto esta taxa não é adequada para se atingir as 

metas da Estratégia pelo Fim da TB (EndTB), isto é, redução da incidência para 

menos de 10 casos por 100 mil habitantes e do número de óbitos em 95% até 

2035; para tal, seria necessária uma redução global de 4 a 5% ao ano, ou ainda, 

uma queda anual de incidência de casos em 17% até 2035 (1-3,5).  

 

1.1.2.1 TUBERCULOSE NO MUNDO 

 

Em 2021 (Figura 1), estimou-se em 10,6 milhões o número dos que 

desenvolveram a TB ativa e em 1,4 milhão os óbitos em decorrência dela (4).  

 

 

 

 

 

Figura 1 – Taxas estimadas de incidência de TB no mundo, 2021 (Global Tuberculosis Report, 
WHO, 2022). 
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A TB acomete mais o sexo masculino, em especial adultos jovens e, em 

2018, estimou-se em 11% a frequência de crianças com TB (<15 anos) (1). 

Estima-se que 55% dos casos até 14 anos não são notificados e que 80% dos 

óbitos por TB na criança ocorrem em menores de cinco anos (2,39,40).  

Os pacientes adolescentes representam maior risco de transmissão da 

doença, especialmente em ambientes fechados e adensados, como escolas e 

domicílios inadequados. Alguns precisam de serviços que incluam apoio 

psicossocial, já que estão em uma faixa etária com desafios específicos, como a 

pressão por aceitação e o medo do estigma, aumento da prevalência de co-

morbidades como a infecção por HIV e comportamentos de risco como etilismo, 

tabagismo ou consumo de outras substâncias, como drogas ilícitas. Assim como 

nas crianças, os casos de TB em adolescentes não são relatados rotineiramente. 

Nos países em desenvolvimento, onde a TB é endemica, as taxas de infecção por 

Mtb entre a população jovem são de 20 a 50%. No entanto, as estimativas não 

são confiáveis,  devido à falta de recursos, levando ao subdiagnóstico e à 

subnotificação de casos de TB na criança (39,41). A OMS estima que, a cada ano, 

aproximadamente 10% de todos os novos casos mundiais de TB ocorrem em 

crianças, com cerca de 200.000 óbitos nas idades de 0-14 anos (14,40,42). A carga 

anual mundial de infecção por Mtb é desconhecida; no entanto, um estudo de 

modelagem matemática estima que 67 milhões de crianças menores de 15 anos 

estão infectadas (41). 

 

 

1.1.2.2 TUBERCULOSE NO BRASIL 

 

No Brasil, em 2021, foram diagnosticados 68.271 casos novos de TB, 

refletindo um coeficiente de incidência de 32 casos/100 mil habitantes (43), que o 

coloca na trigésima posição no ranking dos 30 países com maior carga de TB do 

mundo, os quais são responsáveis por 90% dos casos de TB a cada ano (1,2) 

(Figura 1). Por outro lado, em 2020, juntamente com outros 15 países, foi 

responsável por 93% da redução das notificações da TB no mundo (10). 

Entretanto, é importante notar que 2077 novos casos ocorreram em menores de 

15 anos de idade, dos quais os menores de cinco anos representaram 40,1 % e, 
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destes, mais da metade (21,8%) desenvolveram a forma extrapulmonar da TB, o 

que indica a fragilidade desta faixa etária (43). Em 2018, foram notificados 9,4% de 

casos em menores de 19 anos, com predomínio da forma pulmonar (80,1%). A 

frequência de cura foi de 76,8%, a de letalidade 0,8% e a de abandono foi de 

10,4%.  A distribuição das formas extrapulmonares variou conforme a idade, com 

predomínio de formas meníngea e ganglionar nos menores de um ano, da 

ganglionar nos maiores de um ano e a forma pleural nos adolescentes (44).  

Considerando o período acumulado de 2018 a 2021, a maior parte das 

notificações de ILTB se concentrou na região Sudeste, perfazendo 56,3% do total 

de notificações dos casos tratados no país (43). 

O Brasil organizou o Plano Nacional pelo fim da TB, com recomendações 

para o período de 2021-2025, ajustadas a compromissos internacionais, como a 

Agenda 2030 dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentável, visando diminuir a 

incidência de TB para menos de 10/100 mil hab. e menos de 230 óbitos, até 2035 

(43,45). 

 

1.1.2.3 TUBERCULOSE NO RIO DE JANEIRO 

 

O Estado do Rio de Janeiro (RJ) está entre as unidades federadas com 

maior número de casos de TB no país. Em 2021, a taxa de incidência de TB foi de 

67,4 /100.000 hab. e a taxa de mortalidade foi de 4,4/100.000 hab., ambas 

maiores que as médias nacionais (43). A frequência de casos novos em crianças (< 

cinco anos) foi o segundo (1,4 %) entre os estados da região sudeste, enquanto 

entre os <15 anos foi de 3,4% (43). 

 

1.1.3 AGENTE ETIOLÓGICO DA TUBERCULOSE 

 

As micobactérias são aeróbias ou microaerófilas e  intracelulares 

facultativas, estão incluídas no gênero Mycobacterium, termo sugerido por 

Lehmann e Neumann em 1896, e fazem parte da família Mycobacteriaceae (46,47). 

Apresentam-se em forma de bastonete, são finas e imóveis, ligeiramente curvas e 

medem de 0,5 a 3 μm, não formam esporos, não são capsuladas e se diferenciam 
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das demais por reterem fucsina básica em sua parede celular, a qual não se 

desfaz, mesmo na presença de álcool e ácido; daí a denominação de bacilos 

álcool-ácido resistentes (BAAR) (3,48); classificados de crescimento lento por 

necessitarem de semanas para formar colônias visíveis em meio de cultura in 

vitro (49). Foram descritas ~200 espécies do gênero Mycobacterium; mas as que 

mais frequentemente causam doença em humanos são Mycobacterium 

tuberculosis e Mycobacterium leprae (52) 

Em nova proposta de classificação, baseada no sequenciamento de nova 

geração (NGS), na análise filogenômica por hibridização DNA-DNA (dDDH) e na 

identidade nucleotídica média (ANI), pelos quais se investigou a coerência 

genômica entre as cepas tipo do MTBC (50),  concluiu-se que as espécies 

integrantes do complexo seriam todas variantes de M. tuberculosis com ampla 

variedade de hospedeiros, a saber: M. tuberculosis var. tuberculosis, M. 

tuberculosis var. africanum e M. tuberculosis var. canettii, tipicamente isolados de 

humanos; M. tuberculosis var. bovis, tipicamente isolado de gados, outros bovinos 

ou humanos; M. tuberculosis var. caprae, tipicamente associado a caprinos; M. 

tuberculosis var. microti, tipicamente isolado de ratazanas e outros roedores; M. 

tuberculosis var. pinnipedii, tipicamente isolado de mamíferos marinho; M. 

tuberculosis var. mungi, normalmente isolado de mangustos e M. tuberculosis var. 

orygis, tipicamente isolado de espécies de antílopes (órixes). Embora cada uma 

dessas variantes cause a doença TB no hospedeiro afetado, podem causar pouca 

ou nenhuma doença fora de seu hospedeiro adaptado. Mtb possui parede celular 

rica em lipídios, como os ácidos micólicos e arabinogalactano, o que lhe confere 

baixa permeabilidade e resistência à maioria dos antimicrobianos, além de facilitar 

sua sobrevida nos macrófagos (MΦ) alveolares (3,51). 

 

1.1.4 FISIOPATOLOGIA DA TUBERCULOSE 

 

A TB na infância não é de fácil manejo, pois além de ser paucibacilar, há 

sobreposição de sintomas com outras doenças mais prevalentes na infância (6,16). 

A TB infantil está associada à transmissão recente de Mtb por meio do contato 

frequente com algum caso fonte, o qual elimina aerossóis contendo bacilos, 

geralmente em ambientes próximos à criança como o domiciliar ou escolar (6,52-54). 
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Para as crianças de <10 anos, que geralmente têm vida social mais restrita, é 

possível, e altamente recomendável, a identificação do caso fonte. Tal fato ocorre 

menos frequentemente em adolescentes (> 10 anos) visto que, por estarem em 

uma fase de ampliação do seu convívio social, geralmente frequentam lugares 

fora do âmbito familiar, tendo múltiplos contatos, inviabilizando muitas vezes a 

detecção do caso fonte e elevando o risco de exposição ao bacilo da TB (55,56). 

A inalação de partículas de aerossóis contendo bacilos que penetram nas 

vias aéreas inferiores (57), pode levar ao desenvolvimento de processo inflamatório 

pneumônico localizado, o foco primário de Ghon, descrito pelo patologista 

austríaco Anton Ghon (1866-1936). A partir desse foco, o bacilo se dissemina por 

linfáticos locais para o linfonodo regional (com/sem associação com derrame 

pleural), formando o Complexo primário de Ghon.  Os bacilos são capazes de 

adentrar a circulação sistêmica, através dos linfonodos regionais, com 

disseminação hematogênica, antes que a resposta imune contenha a progressão 

da doença. Daí, podem sobreviver em órgãos-alvo por períodos prolongados ou 

evoluírem para desenvolvimento de doença ativa, dependendo, dentre tantos 

fatores, da dinâmica patógeno-hospedeiro no local de infecção (58,59). Com o 

desenvolvimento da resposta imune, há fibrose progressiva das lesões primárias 

de Ghon que geralmente evoluem para cura, caracterizada pela calcificação da 

lesão primária (complexo de Ranke) (60). A progressão da doença resulta em 

pneumonite focal e espessamento da pleura subjacente. Se a caseificação for 

intensa, o centro da lesão pode se liquefazer, desaguar no brônquio associado e 

causar obstrução, pneumonia, atelectasia e, até evoluir para uma cavidade 

tuberculosa primária residual (41,59,61). 

O período de incubação em crianças, até o desenvolvimento da 

hipersensibilidade cutânea, é geralmente de duas a 12 semanas, mais 

frequentemente de quatro a oito semanas. Quando os bacilos permanecem 

quiescentes, às vezes por anos, caracterizam a ILTB (41,46), e o hospedeiro 

permanece em risco de progressão para a doença ativa ou “reativação” (12). Os 

indivíduos com maior probabilidade de evoluir para TB ativa são aqueles que 

tiveram contato prolongado com um caso de TB ativa, ou seja, mais de seis horas 

por dia (62). 

A TB atinge principalmente os pulmões, com desenvolvimento de complexo 

primário em cerca de 85 a 95% dos casos (14,62); todavia, pode acometer qualquer 
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outro tecido humano em até 15% dos casos, o que constitui as formas 

extrapulmonares (3, 14). A forma pulmonar bacilífera é a mais relevante para a 

saúde pública, por ser a responsável pela manutenção da cadeia de transmissão 

da doença (3). Das pessoas infectadas, cerca de 5% evoluem rapidamente para a 

doença ativa (12), nos primeiros dois a três anos após a infecção (3,13,41,63,64), 

enquanto outros 5 a 10% podem fazê-lo ao longo da vida. As áreas mais 

comumente acometidas são os ápices dos pulmões, fígado, baço, meninges, 

peritônio, linfonodos, pleura e ossos (41). 

A infecção primária de TB e suas complicações em bebês e crianças pode 

cursar com disseminação linfo-hematogênica maciça levando à meningite, doença 

miliar ou disseminada, ocorrendo em 0,5 a 2% das crianças infectadas (41). A 

maioria dos casos (>90%) ocorre dentro de um ano (principalmente dois a seis 

meses) após a infecção primária, com maior risco de progressão nessa faixa 

etária (6,41,55). Linfonodos aumentados, clinicamente significativos, ou TB 

endobrônquica podem ocorrer dentro de três a nove meses. Lesões 

osteoarticulares podem se desenvolver geralmente em um ano; lesões renais 

podem ser evidentes cinco a 25 anos após a infecção. Em geral, as complicações 

intratorácicas da infecção primária ocorrem no primeiro ano. A TB que ocorre 

mais de um ano após a infecção primária pode ser uma infecção secundária ao 

crescimento endógeno de bacilos persistentes da infecção primária e 

disseminação subclínica. A reinfecção exógena pode resultar em TB em casos 

raros, mas acredita-se que a maioria dos casos de TB pós-primária ou de 

reativação em adolescentes seja secundária a organismos endógenos. Na 

ausência de complicações precoces, a TB de reativação é rara em bebês e 

crianças pequenas. (41). A linfadenopatia hilar e a doença segmentar subsequente, 

complicando a infecção primária, ocorrem com mais frequência em crianças mais 

novas. Aproximadamente 50% das crianças não tratadas, com menos de um ano 

de idade, desenvolvem linfadenopatia ou lesões segmentares significativas 

radiograficamente, quando comparadas com 24% das crianças de um a 10 anos 

de idade e 16% das crianças de 11 a 15 anos de idade. Por outro lado, crianças 

mais velhas e adolescentes, raramente apresentam complicações da infecção 

primária, mas têm um risco maior de desenvolver TB pulmonar (TBP) de 

reativação na adolescência ou na idade adulta (41). 
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1.1.5 IMUNOPATOGÊNESE NA TUBERCULOSE 

 

As manifestações clínicas da TB se correlacionam com as respostas 

imunológicas do hospedeiro aos antígenos micobacterianos (49). Após a infecção 

por Mtb, a doença pode se manifestar em qualquer época da vida, dependendo 

do equilíbrio entre o patógeno e a imunidade do hospedeiro, principalmente a 

imunidade celular, que é fundamental para a defesa (6,23,66). 

A infecção por Mtb ocorre, principalmente, por via inalatória, por meio da 

aspiração de partículas infectantes <10chamadas Núcleos de Wells, expelidas 

pelos portadores bacilíferos com TBP ao tossir, espirrar ou falar  (57,63). Estas 

contêm bacilos, os quais, ao ultrapassarem os mecanismos de defesa 

inespecíficos das vias aéreas, alcançam os alvéolos e ativam os neutrófilos. 

Essas células são substituídas, em torno de uma semana, por MΦ pulmonares 

residentes. Eles, juntamente com as células dendríticas (DC), apresentam os 

antígenos (Ag), resultantes de fagocitose, a linfócitos T (LT) CD4 e CD8 

circulantes (68); também sinalizam e ativam estas e outras células inflamatórias, 

via citocinas (49,63,64,67-69), iniciando um processo inflamatório inespecífico, 

formando o foco de Ghon (67). Após algumas semanas de infecção, com a 

multiplicação bacilar e a produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interferon gama (IFN-γ), a resposta imune celular se estabelece, com formação de 

granuloma, havendo infiltração de neutrófilos e monócitos, aumento progressivo 

de LT CD4 e CD8 e linfócitos B (LB) que circundam os MΦ infectados, DC, 

células Natural Killer (NK) e fibroblastos; esse mecanismo limita a disseminação 

de Mtb(58) e cria um local para a interação de LT e MΦ ativados pelo IFN-γ, os 

quais agem, facilitando o sequestro de mais bacilos e impedindo sua multiplicação 

(58,68-70). A partir desse foco, Mtb se dissemina por linfáticos locais para o linfonodo 

regional, formando o complexo de Ghon, com ou sem reação pleural. Apesar 

disso, alguns bacilos persistem viáveis por meses a décadas e a doença latente 

pode sofrer reativação, pois os bacilos utilizam uma variedade de estratégias, na 

tentativa de alterar a resposta imune inata, estabelecendo uma infecção crônica 

(58,64). Este processo que se caracteriza por ativação e recrutamento de diversas 

células do sistema imune (MΦ, neutrófilos, DC e linfócitos), além da produção de 

citocinas e outros componentes envolvidos na imunidade inata do hospedeiro 

contra infecções micobacterianas e que resultam em uma resposta imune de 



11 

 

hipersensibilidade do tipo tardia, mediada por células (12,49,63), é avaliada pela 

Prova Tuberculínica (PT) ou os ensaios de liberação de IFN-γ ou Interferon 

gamma release assays (IGRA). O hospedeiro pode abrir um quadro de doença, 

quando há um déficit desta resposta imune, ocorrendo resposta inflamatória 

patológica, com replicação e/ou disseminação da bactéria (63). Indivíduos com 

bacterioscopia negativa, porém com cultura e/ou teste rápido molecular (TRM-TB) 

positivos, também podem transmitir o bacilo (3). Assim, a chance de infecção 

depende de fatores como: infectividade do caso índice, da quantidade e virulência 

do patógeno, da frequência, duração e proximidade do contato, de ambientes 

adensados, com baixa circulação de ar, deficiente exposição à luz solar, dentre 

outros, além de fatores imunológicos e genéticos individuais (3,6,70), com risco 

maior aos < 2 anos, cuja evolução clínica pode se apresentar de forma mais grave 

(61). Com a progressão do granuloma, circundado por mais linfócitos (além de 

outros tipos de células), há necrose e, com o crescimento da população 

bacteriana, os bacilos migram para os gânglios regionais e mediastínicos. Os 

focos metastáticos são a origem tanto da tuberculose extrapulmonar (TBE) quanto 

da TBP de reativação em algumas crianças e em muitos adultos (41). 

A TB é uma doença heterogênea, com diferentes padrões e apresentações 

clínicas, de acordo com a idade e a competência imune (61,67). As crianças podem 

se infectar após apenas 15-20 min de exposição ao Mtb. Nos lactentes e nas 

crianças pequenas, especialmente os < 5 anos, a infecção desencadeia doença 

primária com alta taxa de mortalidade, acometendo frequentemente sítios 

extrapulmonares e, em casos graves, incorrer em uma forma disseminada, a TB 

miliar (6,37,61,67).  A natureza primária e extrapulmonar da TB em lactentes/crianças 

jovens sugere incompetência na contenção de Mtb, por produção e função 

insuficientes de receptores TLR, DC e MΦ, bem como uma capacidade deficiente 

dos LT CD4 para expressar a função efetora Th1 (67).  Acredita-se que as crianças 

pequenas tenham tendência às respostas T helper 2 (Th2), com diminuição do 

tipo Th1 e vias inflamatórias, porque seus LT CD4 migram do timo, sendo 

funcionalmente imaturos, com alterações na diferenciação para células efetoras 

Th2. Isso explicaria por que a maioria das crianças tem pouca resposta aos 

antígenos micobacterianos do PPD e do IGRA (69).  Com a progressiva maturação 

imunológica, o risco de progressão para a doença ativa diminui (41). Portanto, a 

maioria dos adultos possui sistema imunológico mais eficaz contra Mtb e 
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produzindo resposta imune Th1, resultando no sequestro de MΦ infectados em 

granulomas pulmonares e contenção da infecção (67). 

A contribuição dos LB e imunoglobulinas (Ig) na resposta imune contra o 

Mtb ainda precisa ser melhor explorado. Choreño-Parra e colaboradores (2020) 

afirmam que os LB afetam a imunidade mediada por células (IMC), pois auxiliam 

a ativação e a maturação dos LT de memória, por meio de interações variadas, 

dentre elas apresentação de antígenos, sinalização co-estimulatória, produção de 

ampla gama de citocinas e funções efetoras mediadas por anticorpos (Ac) (71,72); 

essas propriedades podem influenciar a função de LT, MΦ, neutrófilos e células 

dendríticas.  Além disso, os LB também regulam a proliferação dos LT durante as 

respostas imunes agudas e participam da manutenção e/ou reativação de suas 

respostas de memória (71-75). 

Os LB passam por um amplo espectro de diferenciação durante seus 

estágios de desenvolvimento, desde o fígado e a medula óssea, até o sangue 

periférico e os tecidos linfoides secundários e granulomas (focos ectópicos), 

evoluindo de células progenitoras a células maduras, com capacidade de 

diferenciação em funções T1 e T2, em células ativadas com capacidade de 

células apresentadoras de antígenos, em células produtoras de Ig (plasmócitos) e 

em células de memória (74). Durante a resposta primária a um Ag, os LB virgens 

podem se transformar em LB efetores, proliferar e sofrer maturação de afinidade 

dentro dos centros germinativos (GC), com o suporte de LT auxiliares (Th), 

recombinação e troca de classe de Ig, via esta que origina LB de memória (MBCs) 

e plasmablastos, os precursores de células plasmáticas (PCs), as quais produzem 

e secretam grandes quantidades de Ac específicos  (71,73). Essa diversidade de LB 

se associa a múltiplas funções efetoras, dependendo do estado de 

desenvolvimento da célula recrutada e dos estímulos antigênicos (74). Os LB 

podem ser encontradas ao lado dos LT em granulomas humanos e há descrição 

de anticorpos no plasma de pacientes com TB, direcionados a um conjunto de 

antígenos extracelulares de Mtb (64). Demonstrou-se que camundongos 

deficientes em LB apresentavam recrutamento neutrofílico elevado e 

imunopatologia pulmonar exacerbada após infecção por Mtb, sugerindo, que os 
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LB podem influenciar o resultado da infecção, moderando as respostas 

inflamatórias (64).  

Os LB são capazes de regular a resposta imune via citocinas, produzindo e 

liberando citocinas específicas após interação com antígenos, LT ou ligantes de 

receptores semelhantes a Toll. Podem secretar citocinas pró-inflamatórias (TNFα, 

IFNγ, IL2, IL6, GM-CSF e CCL3) ou citocinas inibitórias / anti-inflamatórias (IL10 e 

IL17) para regular as respostas dos LT e limitar a infiltração de Th17 e neutrófilos 

(76). As citocinas de função Th1 (IFN-γ e TNF-α) e o Th17 (IL-17) controlam a 

formação de granulomas e regulam a expressão de quimiocinas, modulando, 

assim, o recrutamento e a manutenção de células imunes no local da infecção, 

além de estimular as funções bactericidas de LT e MΦ, aumentando a 

apresentação de Ag e o cross-priming ou sinalização co-estimulatória (75,77). Já as 

citocinas anti-inflamatórias (IL-10 e TGF-β) e Th2 (IL -4 e IL-13) promovem 

respostas humorais e neutralizam as respostas Th1 exageradas, inibindo TNF-α, 

IL-12 (citocina polarizadora Th1) e a expressão de antígeno leucocitário humano 

de classe II, o que limita a apresentação de Ag, o cross-priming e a migração de 

linfócitos Th1 (Th1) em direção aos pulmões (75,77).   

Assim como os LT influenciam a sinalização e o funcionamento dos LB, 

nos órgãos linfoides secundários e terciários, como linfonodos e tecido linfoide 

associado a brônquios (BALT), os LB facilitam a apresentação do Ag aos LT. Eles 

também podem participar do priming dos LT, transferindo Ag 

micobacterianos para as células dendríticas via exossomos e microvesículas 

extracelulares. Igualmente, as interações Fc-FcR podem aumentar a fagocitose 

de Mtb, as funções efetoras de MΦ e de células dendríticas (76).  Vale ressaltar 

que essas interações LB-LT facilitam a ativação e diferenciação de LB em células 

plasmáticas (76). 

 

1.1.5.1 IMUNIDADE HUMORAL   

Os LB possuem função primordial na imunidade mediada por Ac (IAM) ou 

imunidade humoral, que parece desempenhar papel importante nas fases iniciais 

da infecção, quando os MΦ ativados iniciam a fagocitose dos bacilos, cujos 
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antígenos são capazes de estimular resposta de LB, por intermédio de estímulo 

dos linfócitos Th (28). A partir daí, os LB sintetizam Ig capazes de neutralizar / 

inativar produtos de defesa e de degradação de Mtb, estando envolvidos nos 

mecanismos de opsonização, ativação do complemento e citotoxicidade celular, 

mediada por células NK (28,75,77,78,79). A resposta humoral é caracterizada por 

variabilidade de funções, associada a fatores como especificidade do Ag, síntese 

de isotipos de Ig (IgA, IgM e IgG) e suas subclasses, além de modificações pós-

traducionais, como glicosilação (23,75). Esses Ac, ao interagirem com os Ag, cada 

qual com funções específicas e afinidades diferentes para com os receptores 

FcγR, formam complexos imunes. Eles podem se ligar a receptores Fcγ (FcγR), 

estimulatórios e/ou inibitórios, causando modulação das funções imunes celulares 

(73,75), o que gera imunidade efetora diversificada (64,73,75). Os complexos Ag-Ac 

podem levar ao aumento do processamento e apresentação de antígenos para 

linfócitos CD4+ por fagócitos (MΦ ou células dendríticas), resultando em ativação 

aumentada de LT CD4 + auxiliares que, por sua vez, promovem respostas 

citotóxicas de LT CD8 + e células NK (79). 

Na fase inicial, a IgA tem maior participação, e mais tardiamente, destaca-

se a IgG, que possui elevação mais marcante em pacientes com doença em 

atividade, demonstrando papel importante na resposta à agressão pelo 

microorganismo (28). Nos recém-nascidos, há resposta aos antígenos, 

predominando a síntese de IgM; a proteção pela IgG se dá por sua passagem 

transplacentária e a IgA é fornecida principalmente pelo leite materno. Os níveis 

das imunoglobulinas com valores próximos aos adultos ocorrem aos 2 anos de 

idade para IgM, aos 6 anos para IgG e aos 10 anos para IgA (32).  

Vários estudos indicam que o sorodiagnóstico tem o potencial de rastrear a 

progressão da ILTB para doença ativa e alguns relataram que a concentração de 

anticorpos foi mais alta no soro de pacientes com TBP com baciloscopia 

de escarro positiva do que em pacientes com escarro negativo (80). Por outro lado, 

os LB e os componentes imunes a eles associados são capazes de regular a 

resposta do hospedeiro a vários patógenos intracelulares, incluindo Mtb, além de 

modular o nível de reação granulomatosa e a resposta de LT durante a 

patogênese da TB (80,81). Portanto, Mtb pode alterar seu estado fisiológico, de 

acordo com os diferentes estágios da infecção no hospedeiro, o que inclui 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disease-exacerbation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/disease-exacerbation
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alterações na expressão antigênica imunodominante. Dessa forma, a ILTB ou a 

TB ativa poderiam ser detectadas por um perfil específico de anticorpos (80), 

sugerindo que eles possuem diferentes alvos de resposta, uma vez que se 

observou, em modelos animais, que os bacilos, em diferentes estados de 

crescimento durante a infecção pulmonar, expressam diferentes antígenos 

imunodominantes ou alvos; acredita-se que o mesmo ocorra em humanos, ou 

seja, que cada estágio da TB é caracterizado por determinados Ag 

micobacterianos (assinaturas de marcadores específicos) (82). Essas diferenças 

nos Ac para cada estágio poderiam ser resultado de regulação diferencial dos 

genes de Mtb, diferenças de afinidade ou na regulação imune.  

A avidez de anticorpos é variável em pacientes com TB, e foi demonstrado 

que, logo após o tratamento da TB, há aumento na quantidade de anticorpos e 

diminuição na avidez, sugerindo esgotamento da resposta das células B (63). Em 

outro estudo, foram demonstradas frequências de células B circulantes mais 

baixas em indivíduos com TB ativa, sugerindo que essa deficiência ocorre durante 

a replicação do bacilo, conduzindo a uma diminuição da função destas células 

durante a TB ativa; esse fenômeno tem consequências significativas para a 

ativação das células T e pode afetar o resultado da infecção por TB (77). Foi ainda 

demonstrado que os Ac de indivíduos com ILTB podem restringir o crescimento 

intracelular do Mtb de maneira mais bem-sucedida, quando em comparação com 

Ac de pacientes com TB ativa, os quais induzem baixa ativação de atividades 

efetoras em células imunes inatas (71). 

Estudos descrevem que a participação dos LB e Ig na depuração de Mtb é 

muito variável, possivelmente, e em parte, como resultado de diferenças 

genéticas ou ambientais nas populações de estudo. Entretanto, o sistema 

imunológico, incluindo o compartimento de LB, difere entre as espécies e, 

portanto, certos estudos realizados em animais não podem ser completamente 

extrapolados para doenças infecciosas humanas (75). É interessante notar que foi 

descrito que o Ag associado à dormência Rv2659c induziu resposta de IgA em LB 

de memória em casos de ILTB, e que a maior parte dessas subpopulações 

celulares clássicas era produtora de IgA, concluindo que este novo conhecimento 

traz subsídios para o desenvolvimento de novas vacinas contra a tuberculose e 

seu controle (83). Esses fatores corroboram a necessidade de uma avaliação mais 

aprofundada e abrangente das respostas imunes, que incluam função de 
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imunidade celular e humoral (75), visando avanços nas áreas de diagnóstico, 

terapia e prevenção (64). 

1.1.6 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA TUBERCULOSE EM CRIANÇAS E 

ADOLESCENTES 

 

Após a infecção pelo Mtb, a expressão clínica da TB difere entre as faixas 

etárias e nem todos os indivíduos infectados apresentam o mesmo risco de 

desenvolver doenças (41). Cerca de 15 a 25% da doença em crianças menores de 

15 anos é extrapulmonar e as manifestações mais comuns são a linfadenopatia 

(67%), envolvimento do sistema nervoso central (SNC) (13%), doença pleural 

(6%), acometimento miliar/disseminado (5%) e TB óssea (4%) (12).  

A TB se manifesta por uma síndrome infecciosa, normalmente de curso 

subagudo ou crônico, e a maioria dos pacientes apresenta febre, anorexia, 

sudorese noturna, emagrecimento e adinamia, além de sinais e sintomas 

específicos da área acometida (14). Podem ocorrer outros sinais clínicos como 

palidez, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (29). Todavia, apresentação binária 

da TB foi revista recentemente em favor de uma diversidade de manifestações 

clínicas, associadas a cinco estágios categóricos (11), que incluem (Quadro 1): 

cura espontânea com eliminação do bacilo por ação do sistema imune do 

paciente; ILTB, paciente encontra-se assintomático e pode desenvolver TB 

doença (por comprometimento do sistema imunológico) ou desenvolver infecção 

incipiente, a qual pode evoluir para TB doença na ausência de qualquer fator 

desencadeante; doença subclínica, detectada através de alterações radiológicas 

e testes microbiológicos, sem sintomas clínicos compatíveis com TB e, 

finalmente, doença ativa, onde o paciente é sintomático, com alterações 

radiológicas e detectada nos testes microbiológicos; pode ocorrer recuperação 

espontânea em qualquer uma dessas trajetórias clínicas (Figura 2) (11,42).  
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                                          Presença de critério 

 

Categoria 
TB 

 

Exposição 
ao Mtb 

 

Mtb 
viável 

Atividade 
metabólica Mtb 

(curso/ 
progressão 
iminente de 

infecção) 

Anormalidade 
radiográfica 
/evidência 

microbiológica 
de Mtb ativo 

Sintomas 
sugestivos de 
doença ativa 

Infecção 
por TB 

eliminada 
✕     

Infecção 
latente 
por TB 

✕ ✕    

Infecção 
por TB 

incipiente 
✕ ✕ ✕   

Doença 
subclínica 

da TB 
✕ ✕ ✕ ✕  

Doença 
ativa da 

TB 
✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

 
 

Quadro 1 – Definição de critérios para os cinco estados categóricos de tuberculose (Adaptado de 
Drain, 2018). 

 

 

 

 

 Figura 2 – Espectro da Tuberculose, desde a infecção por Mycobacterium tuberculosis à 
doença ativa (pulmonar) (Adaptado de Pai, 2016a). 
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A variação genética e fenotípica das micobactérias, juntamente com a 

interação destas e o sistema imune de seus hospedeiros individuais, pode 

influenciar a patogênese e a progressão da TB (11). 

A TB na criança e na adolescência tem o diagnóstico difícil e desafiador, 

com diferenças na fisiopatologia e na clínica, devido à semelhança e à 

sobreposição sintomática com outras doenças comuns da infância, além da 

dificuldade de confirmação bacteriológica e em virtude de seu caráter paucibacilar 

(6,16,39). Os fatores que influenciam o equilíbrio entre o risco de ILTB e a 

progressão para TB ativa são idade, estado nutricional, vacinação com BCG, 

condições ambientais, virulência da cepa infectante e estado imunológico do 

hospedeiro (6,57). Como as crianças são infectadas pelo contato próximo com um 

indivíduo com diagnóstico de TB bacilífero, a confirmação da doença em pediatria 

é evento sentinela que impõe a identificação do adulto, caso fonte, no 

relacionamento próximo da criança, juntamente com outros indivíduos 

susceptíveis (38).  Muitas vezes a suspeita da TB nessa faixa etária, ocorre em 

uma criança com sintomas inespecíficos e com história de contato com adulto 

bacilífero, assim como em casos de pneumonia que não melhoram com o 

tratamento antimicrobiano para germes comuns; podem ser também 

assintomáticas e confundidas com ILTB (84). Na suspeita de TB, recomenda-se 

avaliar a tríade clássica: tosse crônica, redução do apetite e perda ponderal. 

Geralmente, quando os sintomas são persistentes (e não remitentes), possuem 

valor no diagnóstico da TB em crianças. Ao término da infância e no início da 

adolescência, aparecem formas sintomáticas semelhantes às encontradas em 

adultos (3). Por outro lado, a ILTB acomete parte das crianças expostas, as quais 

podem evoluir com doença, portanto dificultando o controle, pois por não 

apresentarem sintomas, a procura do serviço médico é baixa e métodos de 

identificação, como o centenário e de baixo custo teste cutâneo a tuberculina 

(TCT), também conhecido como Prova Tuberculínica (PT) ou teste do PPD 

(purified protein derivative) ou Reação de Mantoux, tem a desvantagem de 

retorno para leitura favorecendo o absenteísmo diagnóstico (3). 

Do ponto de vista clínico, a TB na infância apresenta sinais e sintomas 

inespecíficos, e às vezes crianças com TBP ativa, no início do quadro, podem ser 

assintomáticas e podem ser confundidas clinicamente com casos de TB latente 
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(3,6,16,38,84). O maior risco de progressão da ILTB para a TB ativa está nos menores 

de cinco anos de idade (principalmente até dois anos), os quais podem 

desenvolver formas extrapulmonares (ex. meningite) ou disseminadas da doença 

(6,37). Nos menores de dois anos de idade, a primoinfecção pode progridir para 

doença grave, sem sintomas prévios significativos, geralmente nos primeiros 12 

meses após o contato com casos de TB ativa, com apresentação semelhante em 

imunossuprimidos (6,54,56). Entre os 2-10 anos, a primoinfecção raramente progride 

para doença grave; e caso sim, há sintomas clínicos significativos. Por fim, nos 

maiores de 10 anos, a primoinfecção geralmente evolui para TB ativa do padrão 

tipo adulto. Nestes casos, a intervenção precoce pode reduzir a possibilidade de 

doença cavitária e de transmissão da doença à comunidade (6). Logo, a infecção e 

o início da doença são geralmente tempo-dependente em adultos e geralmente 

são eventos distintos. Em crianças, os dois estágios se sobrepõem, podendo 

causar confusão ao decidir qual regime de tratamento usar (11,40,41,64).  

A apresentação de TB doença ocorre de duas formas (3,9). A primeira é a 

TB primária, que normalmente ocorre em seguida ao primeiro contato do indivíduo 

com o bacilo, sendo mais comum em crianças e pacientes com condições clínicas  

imunossupressoras. Já a TB pós-primária ou secundária pode ocorrer em 

qualquer idade, sendo mais comum no adolescente e no adulto (3). 

Na TBE, o diagnóstico é frequentemente não confirmado por se tratar de 

uma forma paucibacilar, requerendo exames complementares, por vezes, mais 

invasivos (14). 

A TB pleural é a forma mais comum de TBE, exceto nos pacientes vivendo 

com HIV (PVHIV), crianças e mulheres, onde a TB ganglionar é mais frequente 

(15,17). Há também acometimento de região osteo-articular, principalmente coluna 

cervical, região coxofemoral, joelhos e tornozelos e a apresentação mais grave, a 

TB meningoencefálica, de difícil diagnóstico (14). 

A maioria dos infectados por Mtb não evolui para doença ativa, todavia 

podem manter bacilos viáveis em estado latente (não replicantes), em ambiente 

intracelular, a ILTB (3,6,85), um estado de resposta imune persistente à estimulação 

pelos antígenos micobacterianos (3,6,37). A infecção prévia por Mtb não evita o 

adoecimento, comprovando que a doença não confere imunidade e recidivas 

podem ocorrer (3). 
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Portanto, as crianças desempenham um papel importante na transmissão 

da TB, porque abrigam uma infecção parcialmente curada que permanece latente, 

apenas para reativar como TBP contagiosa muitos anos mais tarde sob pressões 

sociais, emocionais e fisiológicas ou imunológica, que surgem durante a 

adolescência, a gravidez, a velhice ou o déficit da resposta imune. Assim, 

crianças infectadas com Mtb constituem um reservatório de TB de longa duração 

na população (41). 

 

1.1.7 DIAGNÓSTICO DA TB NA CRIANÇA 

As características próprias da TB na infância, isto é, sua natureza 

paucibacilar, além da incapacidade de expectoração voluntária, dificultam o 

diagnóstico (3,14,16). No Brasil, seu diagnóstico se baseia, inicialmente na 

combinação de critérios clínico-epidemiológicos, através de cuidadosa anamnese, 

e é complementada por testes baseados na resposta imune, exames radiológicos 

e exames microbiológicose moleculares, além de exames histopatológicos(3,14). 

Nos testes baseados na resposta imune, a centenária PT é realizada 

utilizando-se o composto Tuberculina PPD R23, que demarca uma reação de 

hipersensibilidade do tipo tardia aos antígenos micobacterianos, tendo como 

ponto de corte o valor de 5 mm no Brasil, considerando como positivo quando ≥ 

5mm (3,6,14,37). A sensibilidade deste método varia de 50 a 70% nos pacientes com 

quadro clínico sugestivo de TB e de 75 a 85% naqueles com TB confirmada, 

sendo baixa em pacientes imunocomprometidos (45%). A especificidade varia de 

95 a 100% nas crianças não vacinadas e de 49 a 65% nas vacinadas (56,86,87). 

Tem por limitação, além a necessidade de retorno para leitura, menor 

especificidade, reação cruzada com a vacinação por BCG (quando aplicado em 

menos de três anos após a vacina) e com infecção prévia por MNT 

(3,14,16,49,56,86,88,89). 

Os IGRAs avaliam a resposta imune mediada por células do sangue, in 

vitro, a partir da mensuração de IFN-γ liberado por linfócitos T estimulados por 

antígenos específicos de Mtb (ESAT- 6, CFP -10 e TB 7.7) para a versão 

comercial QuantiFERON-TB Gold In-Tube® (QFT-GIT) e a versão mais recente, e 

descrita mais sensível, QuantiFERON-TB Plus® (QFT-Plus), contendo apenas o 

ESAT-6 e CFP10 (TB1), que induzem resposta de células T CD4+, adicionado de 
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outros peptídeos (TB2) que induzem resposta das células T citotóxica CD8+ (90). 

Tem a vantagem de requerer uma única visita e ser mais específico, não 

produzindo reação cruzada com a vacinação BCG e infecção prévia por MNT. 

Todavia, ainda é de elevado custo e demanda estrutura laboratorial para sua 

realização, além de produzir resultados indeterminados (4 a 10%) e menor 

sensibilidade (3,14,65,86,89,91). Nas crianças com quadro clínico suspeito de TB, a 

sensibilidade varia de 60 a 80% e naquelas com TB confirmada de 80 a 85%, 

sendo baixa em pacientes imunocomprometidos (cerca de 45%). A especificidade 

está em torno de 89 a 100% nas crianças vacinadas e varia de 90 a 95% 

naquelas não vacinadas (3,23,56,87). Segundo o manual de recomendações de 

controle da TB, do Ministério da Saúde (3) (2019), os IGRAs não devem ser 

aplicados para crianças < dois anos de idade, pela baixa sensibilidade, 

principalmente sob condições imunossupressoras. 

Segundo o Consenso da Sociedade Brasileira de Pneumologia e 

Tisiologia(14) (2021), a PT e o IGRA são os métodos disponibilizados pelo Sistema 

Único de Saúde (SUS) na investigação da ILTB nas unidades de saúde públicas. 

O IGRA liberado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) é o 

QFT-GIT (3,15), para o rastreio em crianças de dois a 10 anos de idade (92). Ambos 

podem ser utilizados como métodos na investigação da ILTB, e uma vez excluída 

a presença de TB ativa, recomenda-se o tratamento preventivo para a ILTB (3,93). 

Porém, tem por desvantagem serem incapazes de diferenciar ILTB da forma ativa 

da TB e de prever a evolução de uma para a outra (14), além de possuírem 

sensibilidade limitada em crianças (particularmente nos menores de cinco anos de 

idade) e pacientes imunocomprometidos (3,16,41,54,86,91,93,94). 

A radiografia de tórax (R-X) é o método de avaliação inicial, devido à sua 

facilidade de execução, acessibilidade, baixo custo e baixa dose de radiação, 

além de ser o principal exame de triagem em crianças com suspeita de TB (14,23). 

Apresenta baixa especificidade diagnóstica, mas é útil na avaliação da 

apresentação da doença, no diagnóstico diferencial, na busca de co-

morbidades/complicações e no seguimento terapêutico (14). O RX de tórax deve 

ser solicitado em todas as crianças e adolescentes com suspeita de TB e pode 

estar alterado antes mesmo do aparecimento dos sintomas clínicos (3). Na criança, 

onde é maior a dificuldade em se estabelecer o diagnóstico bacteriológico, os 

métodos de imagem ganham mais relevância. Nos pacientes menores de 10 anos 



22 

 

de idade, predominam as imagens compatíveis com a TB primária ou o complexo 

primário, com consolidações parenquimatosas, segmentares ou lobares, além de 

linfadenopatias, especialmente hilares, para-traqueais e em região subcarinal 

(14,65). A linfadenopatia regional é a marca radiológica da infecção primária na 

infância (6,14,37,95). Nos menores de cinco anos de idade, especialmente os 

menores de dois anos, se evidencia imagens miliares (infiltrados micronodulares 

ou nodulares difusos) e características de pneumonia crônica. Na adolescência 

(10-19 anos de idade), o aspecto radiológico é o de TB pós-primária ou do tipo 

adulto, com acometimento predominantemente no terço superior ou no segmento 

superior do lobo inferior de ambos os pulmões, muitas vezes mostrando 

cavitações (3,6,95).  

Entre os achados radiológicos, a adenopatia hilar, com ou sem compressão 

brônquica, é considerada sugestiva de TB primária nas crianças. Eventualmente, 

são observadas imagens cavitárias associadas ao padrão de disseminação 

brônquica e padrão difuso/ miliar, bem como comprometimento de outros locais, 

como a pleura (14). Porém, estas apresentações não são patognomônicas e outras 

como condensação, imagens cavitárias, infiltrado difuso e derrame pleural 

comumente se confundem com outras causas de acometimento pulmonar (14,23,66). 

Há também acentuada variação inter observacional do exame, com a 

especificidade em torno de 74% e sensibilidade de 39% (14,95). Na TB secundária 

ou de reinfecção, das manifestações radiográficas possíveis, destacam-se as 

formas incipientes, nodulares, pneumônicas, cavitárias, pseudotumorais e 

extrapulmonares, principalmente em lobos superiors (15). Nos casos em que há 

dificuldade na avaliação da radiografia simples, e quando é possível, a tomografia 

de tórax (TC) pode ser indicada, por ser mais sensível e específica do que o RX, 

devendo ser realizada em pacientes sintomáticos respiratórios com alterações 

mal definidas ou duvidosas nos quais o contexto clínico-epidemiológico leva à 

suspeita de TB (14), especialmente nos casos de adenomegalias hilares com ou 

sem compressão brônquica e abdominais (3,16,23,56),  sendo igualmente útil nos 

casos duvidosos de nódulos, cavidades, adenopatias intratorácicas ou outras 

alterações traqueobrônquicas, como espessamento das paredes, dilatação (56). 

Também se recomenda a ultrassonografia (USG) de tórax, em casos de suspeita 

de adenopatias intra-abdominais, como também no derrame pleural infrapulmonar 

(em substituição à incidência em decúbito lateral (Hjelm-Laurell) (14,56).  A maioria 
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das crianças parece desenvolver sinais radiológicos após a infecção por M. 

tuberculosis, incluindo 60-80% das crianças com menos de dois anos de idade (6). 

Os exames microbiológicos são realizados através de bacterioscopia 

com pesquisa do bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), pelo método de Ziehl-

Nielsen (ZN) e de cultura in vitro do espécime clínico. Quando positivos, 

confirmam a TB ativa em pacientes adultos, com quadro clínico sugestivo de TB, 

e em sintomáticos respiratórios (3). A baciloscopia, é o teste mais simples, rápido e 

de baixo custo. Apresenta sensibilidade de cerca de 80%, reduzindo para 20-

60%, nos casos de coinfecção com HIV (3,14). Porém, na faixa etária pediátrica, 

devido à natureza paucibacilar, aliada à dificuldade de expectoração voluntária, a 

sensibilidade da baciloscopia e da cultura diminui para 15-30% e 50% 

respectivamente (3). A microscopia de fluorescência pode incrementar a 

capacidade de detecção do bacilo em 10%, o que também se pode ser obtido, 

com a microscopia convencional, após centrifugação e/ou sedimentação do 

escarro (14). Nas situações de incapacidade de produção de escarro, a técnica de 

indução de escarro com solução salina hipertônica é útil. O material também pode 

ser obtido por meio de broncoscopia com lavado broncoalveolar (LBA) e nos 

casos suspeitos de TBE, a baciloscopia do material obtido também é indicada, 

apesar de menos sensível. Na TB ganglionar, o diagnóstico é realizado através de 

aspirado por punção por agulha ou ressecção ganglionar; na TB pleural, o líquido 

pleural apresenta-se com baixo rendimento para a pesquisa de BAAR (< 5%), em 

contraste com o empiema tuberculoso, cujo rendimento da baciloscopia é alto. A 

pesquisa dos níveis de adenosina desaminase (ADA), se constitui em alternativa 

fácil e rápida para diagnóstico da TB pleural no líquido pleural em adultos, 

apresentando sensibilidade e especificidade altas, de 88-90% e 83-92% 

respectivamente (14,58). Em crianças mais jovens, recomenda-se coleta de 

amostras de lavado gástrico, se possível, ou amostras de escarro induzido, 

lavado broncoalveolar, swab laríngeo e aspirado nasofaríngeo (3,6,23,37,38). 

A cultura é considerada “padrão-ouro”, é sensível (80%) e específica (98%) 

nos espécimes do adulto; permite isolamento e especiação de micobactérias, 

além de avaliar a sensibilidade aos fármacos, todavia é morosa e laboriosa (3,14).  

Na faixa etária pediátrica, a sensibilidade da cultura é mais baixa, variando de 7-

40% (37). Os métodos para cultura que utilizam a semeadura em meios sólidos, 

como o Löwenstein-Jensen e o Ogawa-Kudoh, são os mais comumente utilizados 
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por apresentarem a vantagem de ter menor custo e um baixo índice de 

contaminação. A partir do crescimento de micobactérias, é necessária a 

complementação com teste de especiação e teste de sensibilidade a 

antimicrobianos, por métodos bioquímicos, fenotípicos ou por técnicas 

moleculares (3,14). É utilizada também na suspeita de TBE e, para avaliação de 

resistência aos fármacos, testam-se estreptomicina, isoniazida, rifampicina, 

etambutol e pirazinamida (14). 

Os testes rápidos moleculares para TB (TRM-TB ou GeneXpert®) são 

baseados na amplificação de ácidos nucleicos para detecção de Mtb e também 

são úteis na triagem de cepas resistentes à rifampicina, através da técnica de 

reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Na TB pulmonar, em 

criança, possui sensibilidade limitada de cerca de 66 %(37,96), mas o custo 

elevado, necessidade de estrutura e pessoal qualificado, dificuldades de 

operacionalidade para utilização em campo ou local de triagem dos pacientes 

minimiza seu uso diagnóstico, assim como detecção de bacilos mortos ou 

inviáveis, impossibilita seu uso no diagnóstico dos casos de reingresso após 

abandono do tratamento e/ou nas recidivas (3). O teste é rápido, com resultado 

disponível em média de 2 horas, a partir de uma amostra de escarro, e 

sensibilidade de 90% em adultos (14). É indicado para o diagnóstico de casos 

novos de TBP e laríngea em adultos e adolescentes, em amostras de escarro 

espontâneo, escarro induzido, LBA e lavado gástrico, como também no 

diagnóstico de TBE em líquor, gânglios linfáticos e macerado de tecidos. O 

GeneXpert® MTB/RIF foi avaliado em 13 estudos que incluíram um total de 3.347 

espécimes para o diagnóstico de TB pulmonar pediátrica, e mostrou sensibilidade 

que variou de 55 a 90% para escarro expectorado, de 40 a 100% para escarro 

induzido, e de 40 a 100% para lavagem gástrica ou aspirado (97). Uma versão 

atualizada da técnica, o GeneXpert Ultra ou Xpert MTB/RIF Ultra, tem se 

mostrado mais sensível em crianças (63% a 67%) e alta especificidade (96% a 

100%), sugerindo possível alternativa de diagnóstico, principalmente, em PVHIV, 

menores de 10 anos e na TBE, embora os estudos ainda sejam divergentes no 

grupo imunossuprimido (98,99). 

Os métodos histopatológicos também auxiliam no diagnóstico de casos 

de TB pulmonar e extrapulmonar, por meio de fragmentos de tecidos, cuja lesão 

se apresenta, usualmente, como granuloma com necrose de caseificação, 
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composto por histiócitos epitelioides, células gigantes multinucleadas e 

linfócitos(15). Os granulomas sem necrose central podem fazer diagnóstico 

diferencial com outras doenças granulomatosas (12,14). No diagnóstico da TB 

pleural, pode ser um aliado, juntamente à baciloscopia, aos testes moleculares e 

à cultura, pois a presença de granulomas pode ocorrer entre 50-97% dos casos, 

mesmo com positividade de culturas oscilando entre 40-80%. A ausência de 

BAAR positivo, pode dificultar o diagnóstico de TB ganglionar, uma vez que os 

granulomas podem estar presentes em outras doenças. Para tal, se faz 

necessária a complementação com cultura (positiva entre 50-90%) e métodos 

moleculares a partir do macerado do material biológico. Outras apresentações 

incluem granulomas intestinais (especialmente ileocecais), cutâneas 

(acompanhadas de áreas de vasculite) e ósseas (14).  

Em 2002, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose do MS do 

Brasil propôs um sistema de pontos para o diagnóstico de TB em crianças e 

adolescentes, negativos à baciloscopia ou com TRM-TB não detectado. Através 

de um algoritmo dos parâmetros estado nutricional, achados clínico-radiológicos, 

avaliação da PT e história epidemiológica de contato (sem envolver a confirmação 

bacteriológica), classifica a TB pulmonar como “pouco provável” (≤25 pontos), 

“possível” (entre 30 e 35 pontos) e “muito provável” (≥40 pontos). Para cada 

pontuação, são, então, preconizadas diferentes recomendações: quando a soma 

de pontos for ≥ 40 pontos, recomenda-se iniciar o tratamento para TB; para 30-35 

pontos, orienta-se iniciar tratamento, a critério médico; e para soma < 25 pontos, 

recomenda-se prosseguir com a investigação (3,14). Em ponto de corte entre 30 e 

40, o teste aumenta a sensibilidade diagnóstica (de 58 para 89%), mas diminui a 

especificidade (de 86 para 70%) (3,14). Houve modificações no sistema de 

pontuação ao longo do tempo, com relação à interpretação da PT, a qual indica 

infecção por Mtb, se houver enduração ≥ 5 mm, mesmo nos pacientes vacinados 

com BCG ao nascer. A versão atual está no Manual de Recomendações para o 

Controle da Tuberculose no Brasil, de 2019, e foi resumida no Quadro 2. 
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Quadro clínico Quadro 
radiológico 

Contato de 
adulto com 
tuberculose 

PPD (ou PT) Estado 
nutricional 

Febre ou 
sintomas como 
tosse, adinamia, 
expectoração, 
emagrecimento, 
sudorese > 2 
semanas (15 
pontos) 

Adenomegalia hilar 
ou padrão miliar 
Condensação ou 
infiltrado (com ou 
sem escavação) 
inalterado > 2 
semanas 
Condensação ou 
infiltrado (com ou 
sem escavação) > 
2 semanas 
evoluindo com 
piora ou sem 
melhora com o uso 
de antibióticos para 
germes comuns 
(15 pontos) 

Próximo, nos 
últimos dois 
anos (10 
pontos) 

PPD entre 5-
9 mm (5 
pontos)  

 
 
 
 
 

PPD ≥ 10 
mm (10 
pontos) 

Desnutrição 
grave (5 pontos) 

 
Assintomático ou 
com sintomas < 2 
semanas (0 
pontos) 

 
Condensação ou 
infiltrado de 
qualquer tipo < 2 
semanas (5 
pontos) 

 
Ocasional ou 
negativo (0 
pontos) 

 
 

 
 

 
 

Infecção 
respiratória com 
melhora após uso 
de antibióticos 
para germes 
comuns ou sem 
antibióticos (10 
pontos) 

 

 
 

Radiografia normal 
(5 pontos) 

 
 

Ocasional ou 
negativo (0 
pontos) 

 
 

PT < 5 mm 
(0 pontos) 

 
 

Peso ≥ percentil 
10 (0 pontos) 

 

Quadro 2 – Diagnóstico da tuberculose pulmonar em crianças e adolescentes com baciloscopia 
e/ou teste rápido negativos (Adaptado de Silva, 2021). 
 

Existe um perfil de risco distinto de TB entre as crianças, sendo que as 

mais novas e os adolescentes têm maior risco de progressão de infecção para 

doença, do que crianças entre 5 e 10 anos de idade (41). Atenção deve ser dada 

aos casos-índices que apresentam bacterioscopia negativa, com cultura e/ou 

TRM-TB positivos, pois também podem transmitir o bacilo (3). Logo, é importante 

identificar os ILTB, visto que o uso de isoniazida (H) por seis meses, conforme 

normas do Ministério da Saúde (MS), diminui o risco de progressão da TB 

infecção (latente) para TB doença (3). Tomando em consideração a Nota 

Informativa Nº 5/2021, do MS, outras opções seriam o uso da rifampicina por 4 

meses (em 120 doses diárias) ou a rifapentina/isoniazida por 12 semanas, com 

tomada semanal (88). 
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1.1.8 ESTRUTURA DE ALGUNS ANTÍGENOS DA MICOBACTÉRIA COM 

RELEVÂNCIA DIAGNÓSTICA 

 

A sequência completa do genoma de Mtb foi descrita em 1998 e inclui 

cerca de 4 milhões de pares de bases e 4000 genes, em parte, ainda não 

caracterizados ou desconhecidos (46,48,100). Estudos de genômica comparativa em 

cepas virulentas de Mtb, M. bovis, avurulento Mbv BCG e Mtb H37Ra demonstrou 

a presença de 16 regiões de diferença (RD) entre estes microrganismos (101).  

Este sistema secretório atua na patogênese de Mtb em várias vias desde a 

virulência até a imunorregulação. Estas regiões codificam para 129 antígenos 

associados.  A RD1 (codifica para 11 proteína), a RD2 (codifica para 13 proteínas) 

e a RD3 (codifica para 12 proteínas), as quais foram encontradas ausentes 

comparando Mtb H37Rv e várias cepas de M. bovis BCG (102).  O locus RD1, que 

abrange os quadros de leitura abertos Rv3871 a Rv3879c, está preservado 

essencialmente nas cepas patogênicas Mtb, M. africanum e M. bovis, e ausente 

em cepas vacinais de M. bovis ou Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e na maioria 

das MNT, indicando que, talvez, este tenha sido o evento de deleção primário 

responsável pela atenuação de M. bovis(101,103-105). Entre os principais antígenos 

do locus RD1, estão o alvo antigênico secretório precoce-6 (ESAT-6) e a proteína 

de filtrado de cultura-10 (CFP-10), codificados pelos genes Rv3874 e Rv3875 

(Figura 3), respectivamente, e expressas precocemente na infecção por Mtb(105-

107).  

 

 

 
Figura 3 – Organização dos genes codificadores dos antígenos ESAT-6 e CFP10, entre outros, na 
região de diferença 1 (RD1) de Mycobacterium tuberculosis (Adaptado de Berthet, 1998). 

 

O ESAT-6 é a proteína mais caracterizada dentro da região RD1 e foi 

proposta como ferramenta de diagnóstico de infecção por Mtb, especialmente nos 
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países em desenvolvimento, juntamente com o CFP-10, dada a importância de 

sua secreção na virulência micobacteriana (104). Este peptídeo é essencial para 

evitar a união fagossoma-lisossoma e a apoptose (morte celular programada), 

permitindo, assim, a entrada do bacilo no citoplasma(62). Entretanto, ambos os 

antígenos são expressos nas MNT M. kansasii, M. szulgai, M. flavescens e M. 

marinum, das quais apenas a primeira induz patologia similar ao Mtb, mas como é 

rara de ocorrer não desafia a especificidade destes antígenos para Mtb nos 

IGRAs comerciais. 

O antígeno 16-kDa alfa-cristalina (acr, Rv2031c, hspX, 14 kDa antigen, 

HSP16.3), codificado pelo gene Rv2031c localizado no operon Rv2028c-2031c e 

que atua como principal regulador do operon(108) (Figura 4),  é descrito como 

fortemente imunogênico para células T e B, sendo indutor de produção de 

anticorpos(109). É a proteína dominante produzida por Mtb durante o estágio 

latente da infecção, sendo essencial para a replicação bacteriana no interior dos 

MΦ, para a manutenção da estabilidade proteica do bacilo e recomendado como 

um dos antígenos componentes nas estratégias de vacinas, visando respostas 

imunes protetoras contra a infecção primária por Mtb, bem como contra a 

reativação da ILTB (105,110,111). Todas as quatro proteínas codificadas no operon 

são idênticas no M. bovis e, portanto, corroboram a coevolução próxima destas 

duas espécies do MTBC. 

 

 

Figura 4 – Representação esquemática da organização do operon Rv2028C–Rv2031, onde o 
gene Rv2031c é o principal regulador. Localização em kb no genoma entre 2000 e 2500 
(Adaptado de Mushtaq, 2015). 

 

A lipoproteína glicosilada transportadora de fosfato periplasmático 1 (PstS1 

ou 38kDa), codificada pelo gene Rv 0934, é caracterizada como uma adesina, se 

liga ao receptor de manose do macrófago e promove a fagocitose, além de induzir 

repostas Th1(112,113) e expressão diferencial de interferon γ (IFN-γ) entre TB, ILTB 

e expostos ao Mtb, sugerindo potencial na imunidade protetora e no diagnóstico 

(114,115). Em estudo de acompanhamento de 120 participantes com ILTB, 

observou-se que a combinação PstS1:CFP10 mostrou níveis de resposta de IFN-



29 

 

γ semelhante a CFP-10-ESAT6. Foi sugerido que essa estimulação é maior em 

pacientes com ILTB do que naqueles com TBP, portanto com potencial antigênico 

na detecção de ILTB (116). 

Genes associados à latência foram descritos como sendo expressos na 

adaptação à hipóxia e às baixas concentrações de óxido nítrico, nutrientes e pH, 

em correlação com os eventos que provavelmente ocorrem com os bacilos 

contidos nos granulomas tuberculosos (109,117,118). Esta dormência de Mtb no 

hospedeiro em meio adverso é atribuída à sua sofisticada capacidade de evadir-

se da resposta imune, permitindo sua indefinida persistência. As principais 

estratégias adotadas por Mtb para manter sua fase de latencia incluem 

manifestação imunológica [manipulação do receptor toll-like (TLR), citocina e 

função da célula imune] e bioquímica (desenvolvimento de resistência a 

intermediários reativos). Ensaios in vivo e in vitro indicam o gene regulador ou 

DosR (dormancy survival regulon) como  principal durante o estágio de latência 

de Mtb, o qual, por sua vez é regulado pela mesma  proteína reguladora de 

resposta DosR; ele ativa a expressão gênica de 48 proteínas, dentre estes, os 

antígenos Rv2029c, Rv2031c, Rv2628, Rv2034 e Rv3353 (109,118-124). Entretanto, 

uma vez que Mtb sai da condição hipóxica, o regulon DosR é também crítico para 

a rápida multiplicação bacilar por meio de fatores promotores de ressuscitação 

(Rpf).  

O Rv2029c (pfkB) é membro do regulon Dos e é regulado positivamente 

durante a hipóxia e em MΦ, é um gene não essencial para o crescimento de M. 

tuberculosis in vitro ou in vivo e codifica uma proteína que funciona como uma 6-

fosfofrutoquinase (PfkB), estando envolvida na glicólise, convertendo o açúcar-1-

P em açúcar-1, 6-P (125).  Em estudo de Leyten e colaboradores (126) (2006), 

envolvendo resposta de linfócitos T a proteínas codificadas pelo DosR, observou-

se que havia maior resposta de IFN-γ em indivíduos PPD + com relação àqueles 

que desenvolveram TB ativa (dentre eles, os antígenos Rv 2029 e Rv 2628). Essa 

seria uma indicação de que os indivíduos PPD + reconhecem mais antígenos de 

latência. O mesmo estudo mostrou respostas mais pronunciadas de IFN- ao 

antígeno CFP-10 (secretado durante replicação ativa do Mtb) em indivíduos com 

TB ativa. 

Por outro lado, o Rv 2034 é descrito ser um regulador transcricional 

envolvido na regulação do metabolismo lipídico, na adaptação à hipóxia e 
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estresse nutricional em Mtb, sendo, portanto, um gene regulador do Dos R (127). 

(Figura 5) 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática da sequência da região promotora Rv 2034 (Adaptado de 
Gao, 2012). 

 

O Rv 3353 é um gene cujo produto protéico ainda não foi identificado, mas 

resposta de IFN-γ foi demonstrada em indivíduos TCT+/IGRA+, mostrando 

indiretamente que a proteína é conhecida do sistema imune do hospedeiro 

durante a infecção por micobactérias. Sua expressão foi demonstrada 12,44 

vezes aumentada em Mtb com 24 horas em estado de supressão nutricional, 

enquanto ambos, Rv2034 and Rv3353, foram expressos in vivo durante infecção 

experimental em modelo animal (128,129). 

Portanto, todos estes antígenos representam um interessante candidato a 

vacina, bem como possível biomarcador de TB.   

1.1.9 BIOMARCADORES E TUBERCULOSE  

 

No contexto desafiador do manejo da TB, testes POC seriam desejáveis 

para auxiliar no diagnóstico ou triagem de TB/ILTB, com dosagem única de 

biomarcadores, por intermédio de dispositivos portáteis, em diversos espécimes 

clínicos não-respiratórios como sangue, urina e ar exalado, dentre outros, para o 

atendimento inicial dos pacientes com suspeita de TB (26).  

Anticorpos específicos e citocinas, dentre outras moléculas, com potencial 

expressão diferencial entre indivíduos sadios, infectados e doentes, podem ser 

úteis para melhor compreensão da fisiopatologia da doença. Podem ainda, ter 

aplicabilidade no diagnóstico e para monitorar o tratamento, especialmente na 

faixa etária infanto-juvenil (23,26,32,64,93), dado o potencial de realização do 

diagnóstico de forma mais rápida e precisa em uma faixa etária que usualmente 

apresenta lesões paucibacilares e testes bacteriológicos negativos; similarmente 
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o observado em pacientes coinfectados TB-HIV (26,130). A identificação precoce 

dos indivíduos com ILTB é importante, visto que se pode implementar terapia 

preventiva, para redução do risco de sua progressão para TB doença e que seu 

uso na infância deve levar em consideração o sistema imune, cuja atividade difere 

com a faixa etária (23).  

A obtenção de biomarcadores acurados e de simples operacionalidade na 

TB permanece um grande desafio, a despeito de inúmeros estudos e do 

sequenciamento do genoma micobacteriano, pois nenhum até o momento, 

embora muitos tenham potencial, se caracteriza como POC, quer sejam 

microbiológicos, imunológicos ou transcriptômicos (Quadro 3) (131-133).  

Biomarcadores          Urina 

            Sangue 

Não estimulado      Estimulado 
Hálito 

M. tuberculosis LAM*, Ag 85b# 

DNA 

DNA, Ag 85b# 

 

  

Hospedeiro IP10 

MicroRNA, Perfis 

metabolômicos e 

proteômicos, IP10, 

Assinaturas 

transcripcionais e 

metabólicas 

Caracterização 

fenotípica de 

células ativadas 

por fluorescência, 

ELISA 

Assinaturas 

transcricionais 

 

Compostos 

orgânicos 

voláteis 

(VOCs) 

 
Quadro 3 – Biomarcadores com potencial para diagnóstico point of care (POC) da tuberculose. 

                  

                 *Único disponível no formato POC para detecção do antígeno micobacteriano 

lipoarabinomanana (LAM), presente na urina do hospedeiro.   

# Ag85 é uma família de três proteínas (Ag85A, Ag85B e Ag85C) com atividade 

enzimática, que liga ácidos micólicos ao arabinogalactano da parede celular (Adaptado de García-

Basteiro, 2017). 

O predomínio de testes mais elaborados tem limitado sua efetiva 

implantação nos setores básicos ou deficitários de saúde pública, retardando o 

diagnóstico e o controle da TB, mostrando a necessidade de ofertas diagnósticas 

variadas para auxiliar a erradicação da TB. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycolic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arabinogalactan
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1.1.9.2. As Imunoglobulinas (Ig) 

Anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (Ig) são glicoproteínas heterodímicas, 

sintetizadas por LB ativados, compostas por duas cadeias pesadas (H) e duas 

leves (L). Elas são separadas funcionalmente em domínios variáveis (V) que se 

ligam a antígenos e domínios constantes (C) que especificam funções efetoras, 

como ativação do complemento ou ligação a receptores Fc (fração cristalina) (134) 

(Figura 6). São definidos pelos isotipos de cadeias pesadas (H) (µ, α, δ, γ e ε). Em 

humanos, existem cinco diferentes isotipos de Ig (134), cujas funções estão 

descritas no Quadro 4.  

 

Figura 6 – Representação esquemática da estrutura e glicolização das imunoglobulinas (Adaptado 
de Schroeder e cols, 2010). 

                                  

O Quadro 4 apresenta os isotipos de anticorpos e os correlaciona com 

suas funções. 

 

 IgA (α) IgD (δ) IgE (ε) IgG (γ) IgM (µ) 

Localização 

Saliva, 
lágrimas, 

muco, leite 
materno e 

fluido 
intestinal 

Sangue, 
superfície 

dos 
linfócitos B 

Pele, pulmões e 
membranas 

mucosas 

Sangue e nos 
fluidos dos 

tecidos 

Sangue e no 
sistema 
linfático 

Função 

Protege 
contra 

patógenos 
ingeridos e 

inalados 

Pouco 
clara, 

acredita-se 
que 

suporta a 
maturação 

e a 

Associadas as 
manifestações 

alérgicas, e 
resposta 

protetora contra 
parasitas 

Ajudam na 
resposta 

protetora às 
infecções 
virais e 

bacterianas 

Primeira linha 
de defesa 

contra 
infecções. 

Papel 
importante na 

regulação 
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ativação 
dos 

linfócitos B 

imunológica. 

 

Quadro 4 – Isotipos de anticorpos e suas funções (Adaptado de Schroeder e cols, 2010). 
 

A IgG corresponde a 70-75% das proteínas do soro, sua plasticidade 

permite realizar todas as funções das moléculas de imunoglobulinas. Está 

presente no soro em quatro subclasses e diferem em abundância: IgG 1 (65%), 

IgG 2 (22%), IgG 3 (7%) e IgG 4 (4%) (135). Apesar de apresentarem ~ 90% de 

similaridade em sua sequência de aminoácidos, as diferenças são suficientes 

para lhes conferir singularidades em relação a ligação antígeno-anticorpo, meia 

vida, transporte placentário, ativação do complemento e células efetoras. Apenas 

a IgG4 não fixa complemento nem faz opsonização (134).  

A glicolização das imunoglobulinas é importante na ligação a receptores Fc 

(FcγR) em células efetoras, bem como mediadores imunológicos. Quando as 

sequências de IgG são mutadas de tal forma que a glicosilação é eliminada, há 

redução ou nenhuma ligação da IgG glicosilada a FcγR. Isso levou à sugestão de 

que o N-glicano em Asn297 era crítico para o envolvimento de IgG com FcγR (134) 

(Figura 6). As diferenças são definidas porque os isotipos e subclasses de 

anticorpos interagem diferencialmente com três classes de receptores FcγR das 

células, determinando variedade de células efetoras ativadas e sua resposta 

imune.  IgG1 e IgG3 ligam-se a todas as três classes FcγR. A IgG4 liga-se apenas 

a FcγRII e III, embora significativamente mais fraca do que a ligação de IgG1. E 

IgG2 liga-se apenas a FcγRII (134,135).  

Embora exista similaridades na resposta imune das suclasses, diferenças 

são evidênciadas, tais como IgG1 e IgG3 respondem predominantemente a Ag 

proteicos, enquanto IgG2 e IgG4 a Ag polissacarídeos. Portanto, diferenças na 

natureza de determinados Ags induzem predominância de subclasses diferentes 

da esperada, e isto é motivo de investigações associadas a proteção e desenhos 

vacinais (135).  

Vários estudos demonstram a relevância da imunidade humoral na TB, que 

continua sob investigação, todavia, embora largamente estudados no diagnóstico 

da TB, os testes sorológicos não estão disponíveis na rotina laboratorial, devido à 

heterogeneidade da resposta imunológica ao reconhecimento de Ag de Mtb, o 

que gera sensibilidades e especificidades inadequadas e baixa reprodutibilidade 
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(27,28). A OMS não recomenda nenhum teste sorológico comercialmente disponível 

(29,30), mas incentiva as pesquisas na busca de biomarcadores melhores (24). 

Achkar & Ziegenbalg (32) (2012) revisaram 23 estudos sobre uso da 

sorologia como método diagnóstico na TB na faixa etária pediátrica e observaram 

grandes variações entre os níveis de anticorpos, bem como as taxas de 

sensibilidade (14 a 85%) e especificidade de (86 a 100%). Foram, entretanto, 

encontradas dificuldades na comparação dos resultados por diferenças na 

metodologia, tais como: idade dos pacientes, composição antigênica isolados ou 

combinados, uso de kits comerciais ou métodos in house e forma clínica de TB 

apresentada pelos pacientes nas pesquisas (confirmada, não confirmada e 

improvável). Assim, é oportuno intensificar pesquisas por biomarcadores, os quais 

devem ser submetidos à avaliação, aplicados com maior simplicidade ao 

atendimento do paciente, principalmente em crianças com TB, em decorrência da 

natureza paucibacilar da doença e pelas limitações de coleta de espécime clínico, 

especialmente nos menores de cinco anos, uma vez que a resposta imune pode 

variar de acordo com a faixa etária (32). Nonyane e colaboradores (24) (2018), 

avaliando um painel multiplex de antígenos (Ag) de Mtb para sorodiagnóstico de 

TB na criança não infectada pelo HIV, observaram que as diagnosticadas com TB 

ativa apresentaram respostas sorológicas variáveis (com relação à idade).  

Sugeriram que isto se devia aos Ac maternos e à posterior maturação das 

respostas dos LB durante a infância, nas diferentes manifestações da TB, o que 

pareceu ser mais evidente no grupo de participantes maiores de cinco anos. 

Proteína altamente imunogênica, como a PstS1, teve seu potencial 

diagnóstico na ILTB em adultos, para detecção de IFN-γ e subclasses de IgG, a 

partir de uma construção contendo peptídeos da proteína, fusionados ao antígeno 

micobacteriano CFP10 (PstS-1(285-374):CFP10), e demonstrou sensibilidade e 

especificidade similares ao complexo proteico internacionalmente utilizado ESAT-

6:CFP-10(136), além de alta reatividade de IgG2 em ILTB (81). Schmidt e 

colaboradores (137) (2020) descreveram estudo em crianças e adolescentes, em 

que a reatividade diferencial de IgG anti-Mce1A (proteína de parede celular de 

Mtb) poderia ser utilizada para distinguir a TB com baciloscopia positiva da ILTB 

com sensibilidade de 74% e especificidade de 64%, inclusive em menores de 

cinco anos.  
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Em estudos de resposta imune mediada por subclasses de IgG, realizados 

com antígenos associados à latência, observou-se em especificidade ≥90%, 

sensibilidade variando de alta a moderada para detecção de TB em adultos para 

IgG2 (86,7%) e IgG1-Rv3353 (69,2%), e IgG1-PstS1(285-374): CFP10 (53,3%). Foi 

evidenciado pela primeira vez, níveis mais elevados de IgG2-PstS1(285-374): CFP10 

e IgG2-Rv3353 em indivíduos com ILTB vs controles expostos não infectados, em 

comparação com a imunorreatividade menor ou ausente entre indivíduos com TB 

(81). Outro antígeno associado à latência, Rv2628, foi descrito por estimular forte 

resposta em indivíduos infectados remotamente, sugerindo diferenciar infecção 

recente de remota, além de mostrar alguma associação à proteção contra TB(117). 

No estudo de Araújo e colaboradores (81) (2018), as IgG1-Rv2628 e -Rv2034 

mostraram imunorreatividade associada a TB, enquanto as de IgG3-Rv2029 e -

Rv2031 estavam associadas a ILTB. Embora já se tenha observado alta 

reatividade de IgG1 para os antígenos Rv3353, Rv2628 e Rv0867, houve redução 

após início do tratamento, sugerindo que este seja um potencial biomarcador da 

eficácia do tratamento (138). Pouco se conhece sobre a relevância dos subtipos de 

imunoglobulinas, induzidos pela maioria destes antígenos na TB/ILTB da criança.  

Assim, o presente estudo propõe conhecer a imunorreatividade de 

subclasses de IgG, frente a antígenos micobacterianos, associado à latência ou a 

fase de crescimento ativo, estudo este raro, considerando a população pediátrica. 

1.2 JUSTIFICATIVA  

O diagnóstico da TB em crianças e adolescentes possui limitações, como a 

difícil distinção entre ILTB e TB ativa, por inespecificidade de apresentação clínica 

e das alterações radiológicas, além de sua característica paucibacilar, que 

compromete os resultados dos testes microbiológicos. 

Visando o controle da TB, dentre várias ações, são imprescindíveis 

pesquisas direcionadas a métodos diagnósticos acurados, de baixo custo e de 

fácil operacionalidade e que possam ser realizados em diferentes espécimes 

biológicos, pois os testes moleculares, embora promissores, têm limitações no 

diagnóstico da TB ativa na criança. Na criança, testes sorológicos são desejáveis 

por preencher estes critérios, mas a acurácia é importante e deverá apresentar 

características de perfil de produto alvo, definido pela Organização Mundial da 
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Saúde (OMS) para o diagnóstico, triagem de suspeitos de TB ou monitoramento 

de tratamento de TB (24,139). Na ILTB, a acurácia do biomarcador deve estar 

associada à identificação daqueles em maior risco de adoecimento, isto é, 

crianças contactantes de TB, assintomáticas, sem alteração radiológica suspeita 

de TB, infecção pelo HIV ou outra morbidade imunossupressora. Sem avanços 

que prevejam o desenvolvimento de TB ativa e da ILTB, a fim de proporcionar o 

tratamento precoce e evitar evolução para doença ativa e transmissão, não 

seremos capazes de erradicar adequadamente os focos de TB e alcançar a 

estratégia da OMS, que é reduzir as mortes por TB a zero nas próximas décadas 

(5,19). A OMS reconhece que a TB, na criança, adiciona dificuldades no controle da 

TB, pois o manejo diagnóstico da doença é desfavorável e os pacientes com ILTB 

poderão, em algum momento, abrir quadro de TB doença. Logo, o presente 

estudo, utilizando moléculas antigênicas de Mtb, associadas à latência e/ou à 

infecção, pode contribuir na identificação de biomarcadores do soro em criança, 

visto que os estudos nesta população são raros. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

Estimar a imunorreatividade de subclasses de IgG a antígenos 

micobacterianos, associados à latência ou fase de crescimento ativo (Rv2034 e 

RV3353, respectivamente) em soros de crianças e adolescentes diagnosticados 

com TB ou ILTB, e controles, utilizando teste convencional imunoenzimático in 

house. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar a imunoreatividade dos subtipos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4  

 Estimar a sensibilidade e a especificidade dos testes imunoenzimáticos “in 

house” 

 Correlacionar a resposta imune humoral com as características demográficas e 

clínicas dos participantes 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 DESENHO DE ESTUDO  

Trata-se de estudo de corte transversal.  

3.2 DADOS, COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS 

Os soros utilizados neste estudo, foram previamente obtidos da tese de 

doutorado defendida no Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Médicas/Faculdade de Medicina/ Universidade Federal Fluminense (UFF), Rio de 

Janeiro (RJ), intitulada “Biomarcadores séricos: ferramenta para o diagnóstico 

diferencial entre tuberculose latente e tuberculose pulmonar em crianças e 

adolescentes” (23). Os pacientes considerados elegíveis, para o estudo prévio, 

responderam um questionário eletrônico (Magpi®), para a coleta de dados 

sociais, epidemiológicos e demográficos. Em seguida foi realizada coleta de 2 ml 

de sangue venoso periférico por profissional experiente, preferencialmente no 

momento da definição do caso. Os espécimes foram transportados para o 

Laboratório Multidisciplinar de Apoio à Pesquisa em Nefrologia e Ciências 

Médicas (LAMAP) da Universidade Federal Fluminense (UFF), para 

processamento por centrifugação a 3500 RPM por 5 min, seguida de retirada dos 

soros, que foram depositados em microtubos de 30 µL, em diferentes alíquotas, e 

estocados em freezer -80ºC. As alíquotas foram transferidas ao Laboratório de 

Microbiologia Celular (LAMICEL)/IOC/FIOCRUZ e mantidos a -20°C, sem sofrer 

sucessivos congelamento e descongelamento, até a hora do uso.  Todos os 

experimentos foram realizados no LAMICEL.  

3.3 ORIGEM DOS SOROS 

Os soros foram previamente obtidos de participantes, atendidos em 

diferentes instituições de saúde: Hospital Universitário Antônio Pedro 

(HUAP/UFF), Instituto Nacional de Saúde da Mulher, da Criança e do Adolescente 

Fernandes Figueira (IFF)/Fiocruz – Rio Janeiro, RJ, Ambulatório de TB, PS Jorge 
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David (PSJD)- Nilópolis, Ambulatório de TB - Polo Sanitário Hélio Cruz (PSHC) e  

Polo Sanitário Washington Luiz (PSWL)– São Gonçalo, Ambulatório de TB, PS 

integrante do programa de controle da TB da Secretaria de Saúde de Itaboraí 

(PS/SSI), Hospital Municipal Getúlio Vargas Filho (HGV) - Niterói (unidade de 

internação pediátrica), Ambulatório de Tisiologia do Centro Municipal de Saúde de 

Duque de Caxias (CMSDC).  

3.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Participantes de zero a 19 anos, de ambos os sexos, com as seguintes 

características: Contatos de pacientes com TB sintomáticos ou não e pacientes 

sintomáticos com suspeita clínico-radiológica de TB e diagnosticados de acordo 

com as normas estabelecidas pelo Ministério da Saúde (3).  

3.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Participante que inicialmente recebeu o diagnóstico de TB, mas que 

durante o acompanhamento pelas equipes das unidades de saúde teve troca de 

diagnóstico. 

3.6 PERÍODO DO ESTUDO 

Os espécimes clínicos foram coletados nas instituições descritas no item 

6.2, no período de 01/09/2014 a 30/06/2017. 

3.7 POPULAÇÃO DE ESTUDO 

Crianças e adolescentes recrutados, os quais foram avaliados por médicos 

assistentes e submetidos a exames de rotina, para detecção ou exclusão de TB 

ativa, nas unidades participantes do estudo prévio. 
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3.8 POPULAÇÃO ELEGÍVEL 

Crianças (zero a 9 anos, 11 meses e 29 dias) e adolescentes (10 a 19 

anos), com TB ativa, ILTB ou controles, recrutados nas unidades de origem, e 

fontes dos soros coletados no estudo prévio. Considerou-se a adolescência como 

o período de vida entre 10 e 19 anos de idade, segundo a definição da OMS (140). 

3.8.1 PARTICIPANTES COM TUBERCULOSE 

No estudo prévio, as crianças e os adolescentes com sintomas suspeitos 

de TB e/ou com história de contato com adultos com TB, foram avaliadas nas 

respectivas clínicas de atendimento. Foram diagnosticados com TB pulmonar ou 

extrapulmonar aqueles com história de febre, tosse seca ou produtiva, dor 

torácica, desconforto respiratório, sudorese noturna e/ou perda de peso, com 

diagnóstico clínico, radiológico e/ou laboratorial (positivos para PT, e/ou BAAR, 

e/ou cultura e/ou TRM) e aqueles que receberam o diagnóstico de TB através do 

sistema de pontuação do Ministério da Saúde (141). Os pacientes TB foram 

classificados em TB confirmada, se a cultura e/ou o TRM-TB foram positivos em 

algum espécime clínico e TB não confirmada, quando esses testes foram 

negativos ou não realizados, conforme os critérios de Graham (33) e, ainda, 

subclassificados em "TB BACT+” quando algum exame bacteriológico (BAAR 

e/ou TRM e/ou cultura) foi positivo, visto que um exame BAAR+, associado a 

quadro clínico, epidemiológico, imunológico e radiológico, tem a probabilidade 

maior de ser TB. Para o presente estudo foram incluídas amostras de soro de 32 

participantes com TB pulmonar e 13 amostras de participantes com TB 

extrapulmonar. 

3.8.2 PARTICIPANTES COM ILTB 

Participantes com história de contato para TB, assintomáticos, com 

radiografia de tórax normal e prova tuberculínica positiva (PT ≥ 5mm e PT ≥ 

10mm de acordo com a idade, o estado de imunossupressão e o status de 

vacinação BCG (141). Para o presente estudo, estavam disponíveis 14 soros. Vale 

ressaltar que, no período da tese que gerou as amostras para este estudo, o MS 

considerava como resposta positiva, a medida da induração igual ou maior do que 
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5 mm para os pacientes não vacinados com o BCG ou vacinados há mais de dois 

anos, e igual ou maior a 10 mm, naqueles vacinados há menos de dois anos (141). 

 

3.8.3 PARTICIPANTES CONTROLES SAUDÁVEIS 

Participantes com história de contato para TB, com radiografia de tórax 

normal e PT negativa. Para o presente estudo, 13 soros eram de participantes 

com estas características, aqui designados de HC.  

3.9 PREPARO DE POOLS DE SOROS PARA PADRONIZAÇÃO DO ELISA, IN 

HOUSE (ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) 

Inicialmente, para a padronização do ELISA, pool contendo 14 soros de 

crianças com TB confirmada (pool +) e pool de 18 assintomáticos, sem história de 

TB conhecida e com PT negativa (pool -), provenientes da soroteca do LAMICEL, 

foram preparados. Os pools foram preparados com 30 µL de cada um dos soros 

dos respectivos grupos. Estes foram também utilizados para controle dos 

resultados dos experimentos, sendo aplicado em cada placa de ensaio. 

3.10  ANTÍGENOS 

Antígenos recombinantes de Mtb, associados à latência e fase ativa de 

crescimento (Rv2034 e Rv3353), foram produzidos em Escherichia coli, e doados 

pelo Dr. Tom Ottenhoff (Leiden University Medical Centre, The Netherlands).  

3.11 ELISA 

A padronização e os posteriores ensaios foram desenvolvidos de acordo 

com Araújo et al (81) (2018) para monitorar a presença de Ac. Flat Botton 

imunoplate C96 (Nunc, Maxisorp, Thomas Sci, USA) foram adsorvidas com 50L 

do antígeno em quatro concentrações 0,5, 1, 2 e 2,5g/ml, diluído em tampão 

carbonato–bicarbonato pH9,6 (NaHCO3 15mM; Na2CO3 15mM). Em seguida, as 

placas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC, durante duas horas e 
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posteriormente lavadas, por 3 vezes seguidas, com 200L de tampão fosfato-

salino, contendo 0,05% de tween20 (Sigma. USA) (PBST) pH7,4 (NaCl 9,92mM, 

Na2HPO4 90mM; NaH2PO4 18,98mM; 0,05% Tween 20). Após as lavagens, foi 

realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação dos poços. Para isto, foi 

adicionado 100L do tampão de bloqueio (PBST 0.01% + 5% de soroalbumina 

bovina) e as placas foram incubadas a 37ºC, em câmara úmida, por duas horas. 

Seguindo-se de nova etapa de lavagem, foram adicionados, em duplicata, 50L 

do pool de soros de pacientes com TB, com ILTB e controles sem exposição à 

TB, diluídos em concentrações que variaram entre 1:2 a 1:1.1280 e incubadas 

durante 1h a 37ºC em câmera úmida, seguido da etapa de lavagem descrita 

acima. Na etapa seguinte, foram adicionados individualmente 50L de anticorpo 

anti-humano IgG 1, IgG2, IgG3 ou IgG4 (Invitrogen - MA, USA), conjugado à 

peroxidase em diferentes concentrações 0,25; 0,5 e 1g/ml, nos respectivos 

poços. As placas foram incubadas em câmara úmida, a 37ºC, por 1h e, em 

seguida, foi realizada a lavagem das placas. A etapa de revelação consistiu na 

adição de 50L de substrato TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine), seguido de 

incubação por 30 minutos, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reação 

foi interrompida mediante adição de 50L de solução de ácido sulfúrico 2,5N 

(H2SO4), procedendo à leitura das absorbâncias com filtro de 450 nm no leitor de 

placas (BioTek Instruments U.SA). Após padronização das variáveis Ag, Ac e 

conjugados, foram realizados os testes de avaliação dos soros, individualmente, 

na concentração ideal definida. Pool de soros de TB ou ILTB foram adicionados 

às placas dos diferentes testes, para controle de variabilidade inter-experimental. 

Um controle branco (Blank) foi aplicado em cada placa e a densidade óptica (DO) 

não ultrapassava de 0,1, caso contrário é considerado erro operacional e os 

testes eram repetidos.  

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

O banco de dados contendo as informações demográficas, clínicas e 

epidemiológicas dos participantes para este estudo foi obtido de acordo com o 

item 3.1 usando o software Excel e as características da população foram 

analisadas. Para as análises estatísticas e a construção dos gráficos foram 
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utilizados os softwares SPSS 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) e GraphPad Prism6.0 

(GraphPad Software Inc.CA, USA para Windows.  Para os ensaios de 

padronização, os resultados foram avaliados em média e para escolha do melhor 

resultado a ser utilizado no estudo foi realizado o teste de Mann-Whitney para 

comparar as distribuições das densidades óticas (DO) entre os pools de TB e 

controles; p<0,05 foi considerado significativo.  Foram utilizados testes não-

paramétricos para comparações da média das densidades óticas (DO) obtidas 

entre mais de dois Grupos (Mann Whitney) e de 3 grupos (Kruskal-Wallis), com 

correção de Dunn. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 

As positividades dos ensaios para as diferentes proteínas de Mtb foram 

calculadas através da Curva ROC (Receiver Operating Curve) para obtenção dos 

melhores pontos de corte (cut-off) para os testes, baseados nas melhores 

sensibilidades e especificidades. Análise combinatória dos resultados das 

diferentes proteínas aqui testadas foi realizada, a fim de avaliar se a combinação 

dos resultados favoreceu a sensibilidade, sem alterar a especificidade do teste.  

3.13 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal Fluminense (CEP-UFF) em 10 de agosto de 2015, sob o número CAAE 

45470115.0.0000.5243 e a aprovação se encontra em anexo (Anexo 1).  No 

estudo prévio, após a aplicação do TCLE, com assinatura e a devida autorização 

pelos responsáveis legais e maiores de 18 anos e também dos termos de 

assentimento livre e esclarecido (TALE) pelos participantes com idade entre sete 

e 18 anos que tinham conhecimento do seu diagnóstico, foi aplicado um 

questionário eletrônico (e-questionário na plataforma MagPi ®), para pesquisa de 

dados epidemiológicos, clínicos e laboratoriais. Para assegurar a 

confidencialidade dos participantes, todos os TCLE, os TALE e os arquivos 

eletrônicos, foram mantidos trancados, quando não estivessem em uso pela 

equipe envolvida no projeto. O banco de dados foi elaborado sem a identificação 

nominal dos participantes, e desta forma, foram mantidos o sigilo ou anonimato e 

a confidencialidade das informações durante todo o trabalho.  
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4 RESULTADOS 

4.1 CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS E LABORATORIAIS 

Das 79 amostras disponíveis para análise, sete mostraram volumes 

insuficientes e foram excluídas, perfazendo um total de 72 amostras de soro, 

efetivamente incluídas no estudo. Destas, 45 (63%) foram diagnosticados com TB 

ativa, 14 (19%) com ILTB e 13 (18%) foram classificados como contatos de caso 

índice (HC), sem nenhuma evidência diagnóstica de infecção/doença ativa, 

embora nenhum acompanhamento tenha sido realizado.  Todos os soros foram 

ensaiados quanto a presença de Ac das subclasses da IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4), de acordo com a padronização realizada, no reconhecimento dos 

antígenos Rv3353 e Rv2034 (Figura 7). 
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Figura 7 – Fluxograma da população de 72 crianças e adolescentes, provenientes de estudo 
prévio (23), cujos soros foram analisados no presente estudo. 
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Na Tabela 1, estão descritas as principais características demográficas, 

clínicas e laboratoriais dos participantes do estudo. Os pacientes com TB 

apresentavam média de idade maior, porém a maioria com distribuição similar nas 

faixas de < 5 anos (42,2 %) e de >10 anos (46,7 %), sem significância estatística 

entre os grupos (p = 1,0).  Os ILTB compõem o grupo mais jovem em média de 

idade e a faixa etária mais jovem (< 5 anos) representou 35,7 % dos casos, 

enquanto para o grupo HC, predominaram (53,8%) participantes com idades entre 

5 e 10 anos, faixa etária menos representada entre os TB (11,1%).  Aliás, 

contrariamente a TB, o grupo HC foi menos respresentado entre os < 5 anos. Não 

houve diferença significativa, quanto ao gênero entre os grupos. A sorologia para 

HIV estava disponível apenas para o grupo TB e considerando os que tinham 

resultados informados 15,4 % (6/ 39) eram positivos. A TB pulmonar foi 

predominante (71,1%) enquanto, entre os que desenvolveram TB extrapulmonar, 

a forma ganglionar foi diagnosticada em 46,1% (6/13), seguida da TB 

osteoarticular (30,8%, 4/13), pleural (15,4%, 2/13) e miliar (7,7 %; 1/13). É 

interessante notar que apenas metade das crianças com TB informaram história 

de contato prévio com TB (51,1 %) e um adolescente tinha história de tratamento 

prévio para TB, entretanto em 100% dos ILTB e HC, o contato era conhecido.   

A dificuldade diagnóstica da TB na população do estudo é confirmada pela 

frequência de apenas 26,67% dos casos de TB foram confirmados, segundo os 

critérios de Graham (2015) (33). Os testes diagnósticos de rotina empregados para 

a classificação da TB ativa não foram realizados em todos os casos suspeitos de 

TB, a frequencia de testes não realizados variou de 22,2 % a 42% 

(microbiologicos e PT), passando a 46,6 % para o score clínico e 68,9% para o 

TRM. Entre os testes realizados, os mais aplicados foram os microbiológicos, 

seguidos da PT, pontuação no score clínico, e o TRM. A PT utilizada para 

detectar os infectados retornou positivo em 100 % (14/14) dos classificados como 

ILTB e 100% negativa (13/13) nos classificados como HC, embora relatando 

contato conhecido com TB (Tabela 1). Dos pacientes que realizam os testes 

microbiológicos, os mais utilizados na prática clínica para confirmação etiológica, 

>60% resultaram negativos (Tabelas 1 e 2).  
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Tabela 1 – Características demográficas, clínicas e laboratoriais dos pacientes 
com tuberculose e cujos espécimes clínicos foram utilizados neste estudo. 
 

                                   Número (%) 

Variáveis  TB 

45 (63) 

ILTB 

14 (19) 

HC 

13 (18) 

P valor 

Média de idade 8a6m 6a4m 7a5m 0,612 

Faixa etária (anos)  12   

   0 - <5  19 (42,2) 5 (35,7) 2 (15,4) 1,000 

5 – 10 5 (11,1) 4 (28,6) 7 (53,8) 1,000 

>10 21 (46,7) 3 (21,4) 4 (30,8) 1,000 

     

Gênero     

       Masculino 22 (48,9) 8 (57,15) 6 (46,15)  

       Feminino 23 (51,1) 6 (42,85) 7 (53,85)  

     

Sorologia HIV     

Positivo 6 (13,3) - -  

Negativo 39 (86,7) - -  

 

Infecção Locorregional     

TB pulmonar 32 (71,1) - -  

TB extra 13 (26,7) - -  

   TB ganglionar 6 (46,1) - -  

      TB ostearticular 4 (30,8) - -  

   TB pleural 2 (15,4) - -  

     TB miliar 1 (7,69)    

     

História de Contato 

conhecido 

 

23 (51,1) 14 (100) 13 (100)  

 Número de testes realizados/total   

Diagnóstico 

Laboratorial 

    

  PT    26/45 (57,7) 14/14 (100) 13/13 (100)  

     

NR   19/45 (42,2) 0 0  

Microbiologico     

BAAR    35/45 (77,8) - -  

NR   10/45 (22,2) - -  
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Cultura 27/45 (60) - -  

NR 18/40 (40) - -  

     

TRM 

 NR 

  14/45 (31,1) 

  31/45 (68,9) 

- 

- 

-  

     

Pontuação no score 

clínico 

24/45 (53,3) -            -  

NR 21/45 (46,7) - -  

         

TB: Tuberculose; ILTB: infecção latente por tuberculose; HC: controle saudável; PT: Prova 

tuberculina; +: postivo. -: negativo; NR: não realizado; BAAR: bacilo álcool ácido resistente; TRM: 

teste rápido molecular (baseado na reação em cadeia da polimerase em tempo real).  

 

A Tabela 2 mostra a frequência de resultados de cada teste diagnóstico de 

rotina utilizado, estratificados de acordo com a faixa etária dos pacientes com TB. 

A alta frequência dos exames laboratoriais não realizados é preocupante, sendo o 

mais sofisticado, TRM (RT-PCR) o menos aplicado. Quanto aos testes 

microbiológicos, BAAR e cultura, a faixa etária menos beneficiada foi a de 

crianças menores (0-5 anos), com 90,9 % e 84,6 % dos casos negativos, seguida 

das crianças maiores (5-10 anos), em 75 % e 66,7 %, respectivamente. Já os 

adolescentes (10 a 19 anos), foram os que mais se beneficiaram com os exames 

por pesquisa de BAAR (60%) e cultura (63,6%), comparados aos mais jovens. Por 

outro lado, o teste baseado na resposta imune a PT (84,6 %) foi o que mostrou 

maior frequência de positividade no grupo dos TB menores de 5 anos.  

Analisando a população de TB em geral, e que realizou os exames laboratoriais, 

apenas a PT alcançou frequência de positividade >60%, decrescendo para o TRM 

(43 %), BAAR (40 %) e cultura (37 %). 
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Tabela 2 – Frequência de positividade dos testes diagnósticos dos participantes 
com tuberculose, estratificados de acordo com a faixa etária (em anos) 

TB: Tuberculose; PT: Prova tuberculínica; N: número de casos; NR: não realizado; BAAR: bacilo 

álcool ácido resistente; TRM: teste rápido molecular (baseado na reação em cadeia da polimerase 

em tempo real). 

 

Os casos de TB considerados confirmados foram aqueles que mostraram 

positividade para o exame de cultura e/ou TRM. Um total de 12/45 (26,7%) foram 

assim classificados, dos quais a cultura positiva ocorreu em sua maioria nos 

casos de pacientes adolescentes (n = 7), decrescendo em positividade para as 

crianças menores de cinco anos (n=2) e na faixa etária entre 5 e 10 anos (n = 1); 

o TRM foi positivo em seis casos, dos quais três eram menores de 5 anos e três 

eram adolescentes (Tabela 2).  

Na análise cumulativa de resultados dos testes diagnósticos realizados, e 

estratificados de acordo com a faixa etária (Tabela 3), observou-se que, de seis 

indivíduos adolescentes (10 a 19 anos) com PT+, BAAR confirmou diagnóstico 

em 3 casos; o mesmo ocorreu com as associações PT+/Cultura+ e PT+/TRM+. 

Não houve positividade de PT na faixa de 5 a 10 anos. O diagnóstico foi 

confirmado, pelos quatro testes diagnósticos, em dois adolescentes. De 11 

Exames Resultados por faixa etária (em anos) nos pacientes diagnosticados com TB 

Número (%) 

PT 0 < 5 5 < 10 10 a 19  Todos com exame realizado 

 N = 19  N = 5 N = 21  

Positiva 11 (84,6) 0 (0) 6 (66,7) 17/26 (65,4) 

Negativa 2 (15,4) 4(100) 3 (33,3)   9/26 (34,6) 

NR 6  1  12  

BAAR     

Positiva 1 (0,9) 1 (25) 12 (60) 14/35 (40) 

Negativa 10(90,9) 3 (75) 8 (40) 21/35 (60) 

NR 8 1  1   

Cultura     

Positiva 2 (15,4) 1(33,3) 7 (63,6)   10/27 (37) 

Negativa 11(84,6) 2(66,7) 4 (36,4)   17/27 (63) 

NR 6  2  10   

TRM     

Positiva 3 (37,5) 0 (0) 3 (60) 6/14 (43) 

Negativa 5 (62,5) 1 (100) 2 (40) 8/14 (57) 

NR 11  4  16   
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crianças menores de cinco anos, com PT+, TRM confirmou diagnóstico em um 

caso. De 12 indivíduos adolescentes com BAAR+, a cultura confirmou diagnóstico 

em cinco deles e TRM, em dois. Houve sobreposição de positividade para os 

testes de cultura e TRM em 4 amostras: duas em menores de 5 anos e 2 em 

adolescentes.  

Embora a utilização de múltiplos testes aumente a acurácia diagnóstica 

para o grupo adolescente, os menores de 10 anos foram pouco beneficiados. 

 

 

Tabela 3 – Frequência cumulativa dos testes imunológico, microbiológicos e 
molecular dos participantes com tuberculose, estratificados de acordo com a faixa 
etária (em anos) 

PT: Prova tuberculínica; NR: não realizado; BAAR: bacilo álcool ácido resistente; TRM: teste 

rápido molecular (baseado na reação em cadeia da polimerase em tempo real). 

4.2 REATIVIDADE DE BIOMARCADORES DE SUBCLASSES DE IGG AOS 

ANTÍGENOS RV3353 E RV2034 

 

A padronização dos testes de ELISA foi realizada com pools de soros de 

criança diagnosticadas com TB (pool +, n=14) ou sem história de TB conhecida e 

com PT negativa (pool-, n=18), provenientes da soroteca do LAMICEL. Para 

otimização do teste quanto a reatividade diferencial entre os pools e melhor 

linearidade das curvas, estes, bem como os antígenos (Rv3353 e Rv2034) e 

conjugados (anti-IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) foram ensaiados em diferentes 

concentrações e diluições.  As melhores parametrizações obtidas estão descritas 

na Tabela 4 para as concentrações de antígeno e fatores de diluição de anticorpo 

Resultados cumulativos 

Por faixa etária (anos) 

         Número de positivos/total (%) 

0 - < 5 5 - < 10 10 a 19 

PT/BAAR+ 0/8 0/3 3/6 (50) 

PT/Cultura+ 0/8 0/3 3/6 (50) 

PT/TRM+ 1/8 (12,5) 0/3 3/6 (50) 

BAAR/Cult+ 0/1 0/1 5/12 (41,7) 

BAAR/TRM 0/1 0/1 2/12 (16,7) 

Cultura/TRM+ 2/2 0/1 2/7 (28,6) 

PT + BAAR + Cultura +TRM 0/0 0/0 2/2 (100) 
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secundário (conjugado) e de espécime clínico que foram utilizados para os 

ensaios individualmente. As reatividades obtidas na padronização de IgG2 não 

foram satisfatórias, pois geraram baixos valores de densidade óptica (DO) e sem 

discriminação significativa entre os pools + e -, portanto, não prosseguimos com 

os testes para esta subclasse de IgG. O mesmo ocorreu para a IgG4, que 

apresentou reatividade insatisfatória para o antígeno Rv3353, e com IgG1 e IgG3, 

com relação ao antígeno Rv2034. As subclasses de IgG que tiveram performance 

diferencial entre os pools foram as IgG1- e IgG3-Rv3353 e a IgG4-Rv2034 

(Tabela 4 e Figura 8). 

 

Tabela 4 – Melhores resultados da padronização do ELISA em amostras de soro 
de pacientes com tuberculose ou pool + (TB) e pool – (saudáveis). 

 

                

 

 

 

 

 

            -: ausência de reatividade diferencial 

 

 IgG1 IgG3 IgG4 

Rv3353 0,5ug/mL 0,5ug/mL   - 

     Soro 1:8 1:8   - 

     Anticorpo Secundário  1,0ug/ml 1,0ug/mL   - 

    

Rv2034 - - 2,5ug/mL 

     Soro   1:8 

     Anticorpo Secundário    1,0ug/mL 
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Figura 8 – Parametrização ou otimização do ELISA 
Diluições seriadas de pools de soros de crianças com tuberculose pulmonar (pool +) e indivíduos 
saudáveis com prova tuberculinica negativa (pool-), diluídos seriadamente de 1:2 a 1:16, 
utilizando os antígenos, A) Rv3353 (0,5 μg/mL), na detecção de subtipo IgG1 1ug/ml; B) Rv3353 
(0,5 μg/mL), na detecção de subtipo IgG3 (1ug/ml) e C) Rv2034 (2,5 μg/mL), na detecção de 
subtipo IgG4 1ug/ml. 

 

 

Os soros dos diferentes grupos de criança foram ensaiados 

individualmente utilizando a parametrização descrita na Tabela 5. Analisando as 

médias das densidades óticas das amostras testadas, notamos que as IgG1- e 

IgG3-Rv3353 foram mais elevadas no grupo de TB ativa, embora sem diferença 

significativa, comparado aos grupos ILTB e HC (p>0,071). A IgG4-Rv2034 

mostrou reatividade média mais elevada para os grupos ILTB, aumentando em 

direção ao grupo HC (p= 0,047).   
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Tabela 5 – Parâmetros de validade do teste de ELISA para a detecção dos 
subtipos do anticorpo IgG contra os Ag micobacterianos Rv 3353 e Rv 2034, em 
soros de crianças com tuberculose (TB), infecção latente por M. tuberculosis 
(ILTB) e de indivíduos sadios contatos saudáveis (HC). 
 

       TB    ILTB      HC TB x ILTB* TB x HC* HC x ILTB*

IgG1-

Rv3353
N = 45 N = 14 N = 13 0,32 0,527 0,765

237,2 ±291,1 140,4± 109,5 165,8±126,8

[149,7±149,7] [77,15±203,6] [89,21±242,4]

IgG3-

Rv3353
N = 44 N = 14 N = 13 0,071 0,648 0,422

156,2±157,5 95,14±44,74 131,6±77,48

[108,3±204,1] [69,31±121,0] [84,76±178,4]

  IgG4-

Rv2034
N = 44 N = 14 N = 13 0,342 0,047 0,641

812,0±874,3 1113 ±1010 1362±874,5

[546,1±1078] [530,5±1696] [833,2±1890]

ELISA
(Número) 

Média de DO ± DP [IC (95%)]
P valor

 
N: número de amostras, : média; DP: desvio padrão; IC95%: intervalo de confiança no percentil 

95. *valor p de acordo com teste Mann Whitney.  

 

Considerando a imaturidade das crianças mais jovens em desenvolver 

resposta imune efetiva, em virtude de um sistema imunológico em 

desenvolvimento, os menores de cinco anos correm maior risco de desenvolver 

formas graves de TB e, por isso, analisamos as reatividades médias diferenciais 

das subclasses de IgG1- e IgG3-Rv3353 e IgG4-Rv2034 nos grupos TB, ILTB e 

HC, estratificados quanto a faixa etária.  Não foi evidenciado diferença 

significativa entre as médias dos grupos testados, entretanto, observa-se que 

IgG1-Rv3353 tende a reatividade média mais elevada nos adolescentes com TB e 

ILTB, enquanto os HC tendem a maior reatividade média na faixa etária de 5 a10 

anos. É interessante notar que a IgG4-Rv2034 tende a maior reatividade média 

nas crianças mais velhas com ILTB (> cinco anos), perfil este acompanhado pelos 

HC, porém em menor intensidade. Similarmente, as crianças com TB na faixa 

etária entre 5 e 10 anos e as HC menores de cinco anos, tendem, em média, a 

maior reatividade por IgG4-Rv2034, enquanto as crianças mais jovens (0-< 5 

anos) e os adolescentes do grupo TB apresentam menor média de resposta 

imune (Tabela 6), sugerindo exercer um efeito protetor nos ILTB e HC. A ausencia 
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de significancia estatística, provavelmente, se deve ao pequeno número de 

amostras testadas. 
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Tabela 6 – Resposta imune humoral, expressa em média e desvio padrão, pelas subclasses IgG1, IgG3 e IgG4 respondedores aos 
antígenos micobacterianos (Rv3353 e Rv2034), em amostras de soros de crianças com tuberculose (TB), infecção latente por M. 
tuberculosis (ILTB) e indivíduos saudáveis, contatos recentes de casos-fonte de TB (HC), estratificados de acordo com a faixa etária. 

N: número de amostras, : média; DP: desvio padrão; TB = Tuberculose, ILTB = Infecção latente por Tuberculose, HC = controles assintomáticos, * teste Mann-

Whitney; ** teste kruskal-wallis. 

 

 

 

Biomarcador 

Faixa 

etária 

(anos) 

±DP   

P valor* 

Inter Grupos 

 

P valor** 

Intra Grupos 
N TBa N ILTBb N HCc 

 

 

 

IgG1-Rv3353 

 

0 - <5 

 

19 

 

227,5±220,8d 

 

6 

 

109,8± 45,95g 

4  

116,5±45,38j 

(a x b) 0,1722 

(a x c) 0,4979 

(b x c) 0,8095 

 

 

(d x e x f) 0,303 

(g x h x i) 0,288 

(j x l x m) 0,345 

 

5-10 

 

5 

 

228,7±135,2e 

 

4 

 

137,0±23,56h 

6  

236,8±156,9l 

(a x b) 0,3968 

(a x c) >0,9999 

(b x c) 0,5619 

 

>10-19 

 

21 

 

248,0±372,4f 

 

3 

 

241,2±223,2i 

3  

94,33±63,38m 

(a x b) 0,5613 

(a x c) 0,1749 

(b x c) 0,4000 

 

 

 

 

 IgG3-Rv3353 

 

0 - <5 

 

18 

 

199,4±224,0d 

 

6 

 

103,1±56,31g 

 

4 

 

121,4±78,90j
 

(a x b) 0,2854 

(a x c) 0,5468 

(b x c) 0,8952 

 

 

(d x e x f) 0,444 

(g x h x i) 0,970 

(j x l x m) 0,613 

 

5-10 

 

5 

 

119,5±79,45e 

 

4 

 

75,88±15,63h 

 

6 

 

166,7±83,42l 

 

(a x b) 0,3968 

(a x c) 0,3652 

(b x c) 0,1143 

 

>10-19 

 

21 

 

 

127,9±80,97f 

 

3 

 

78,33±16,69i 

 

3 

 

106,5±78,44m 

(a x b) 0,3105 

(a x c) 0,3182 

(b x c) 0,7000 

 

 

 

 

IgG4- Rv2034 

 

0 - <5 

 

18 

 

753,3±845d 

6  

969,6±997,8g 

4  

1160±876,7j 

(a x b) 0,9357 

(a x c) 0,2269 

   (b x c) 0,6095 

 

 

(d x e x f) 0,441 

(g x h x i) 0,321 

(j x l x m) 0,979 

 

5-10 

 

5 

 

1165±751,0e 

4  

1702±1045h 

6  

1404±859,6l 

(a x b) 0,1905 

(a x c) 0,1905 

(b x c) 0,5152 

>10-19 21 778,0±942,3f 3 1612±1207i 3 1085±1165m (a x b) 0,1685 

(a x c) 0,3488 

(b x c) 0,7000 
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Os padrões de dispersão das DO individuais nos ensaios de IgG1 e IgG3-

Rv3353, e IgG4-Rv2034, representados em média com intervalo de confiança de 

95%, nos diferentes grupos de soros arrolados no estudo, estão mostrados nas 

Figuras 9, 10 e 11.   

Para IgG1-Rv3353, os soros mais hiper-reativos estão associados ao grupo 

TB, produzindo maior dispersão. Interessantemente, os HC apresentam grupo de 

soros mais reativos que ILTB. Ao proceder a avaliação da dispersão da DO, 

estratificada por apresentação clínica, a TBp apresenta maior número de soros 

hiper-reativos, já os TBe produziram perfil de reatividade similar aos do HC. 

Entretanto não foi encontrada diferença significativa entre os grupos. 

                                                

 

Figura 9 – Distribuição da resposta humoral de IgG1-Rv3353, expressa em densidade óptica. 
Comparados com os ILTB e HC, os soros de TB mostram reatividade aumentada de IgG1-Rv3353. 
Distribuição da resposta humoral de IgG1-Rv3353, expressa em densidade óptica individual no soro 
de tuberculose (TB ●), infecção latente por M. tuberculosis (ILTB ■) e contactantes domésticos (HC 
▲). Os TB são apresentados estratificados por forma clínica pulmonar (TBp ▼) e extrapulmonar (TBe 
♦). Barras: média com 95%IC. Retas: #p=0,085 (TB vs HC). D.O. densidade ótica x 1000 

 

 

Para a IgG3-Rv 33535, embora o perfil de reatividade individual seja similar a 

IgG1 para os grupos, este produz reatividades de menor intensidade e menor 

número de soros hiper-reativos. A reatividade média foi maior quando direcionada ao 

TB vs ILTB (p=0,071), embora de significância borderline, possivelmente devido ao 

número baixo de amostras testadas, mas os HC foram mais reativos que os ILTB, 
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embora sem diferença significativa. Na dispersão individual de DO produzida por 

apresentação clínica, a TBe exibe um perfil de intensidade de resposta que 

acompanha a produzida pelos HC (Figura 10), porém não há diferença 

estatisticamente significativa vs TB. 
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Figura 10 – Distribuição da resposta humoral de IgG3-Rv3353, expressa em densidade óptica. 
Comparados com os ILTB e HC, os soros de TB embora mostrem intensidade aumentada de IgG3-
Rv3353, esta é menor que a observada para IgG1. Distribuição da resposta humoral de IgG3-Rv3353, 
expressa em densidade óptica individual no soro de tuberculose (TB ●), infecção latente por M. 
tuberculosis (ILTB ■) e contactantes domésticos (HC ▲). Os TB são apresentados estratificados por 
forma clínica pulmonar (TBp ▼) e extrapulmonar (TBe ♦). Barras: média com 95%IC. P = 0,071 (TB 
vs ILTB). D.O. densidade ótica x 1000 

 

 

Para a IgG4-Rv 2034, o perfil bimodal de intensidade de DO é observado para 

todos os grupos e com reatividade individual crescente e significante do grupo TB 

para o grupo HC (p=0,0478). Interessantemente, este perfil de resposta não foi 

observado para IgG1 ou IgG3-Rv3353. Este padrão distinto, aumentado em direção 

ao HC, pode estar associado a uma resposta protetora e diminuição da resposta 

poderia estar relacionada com mudança no espectro clínico da infeção por Mtb. 

Observamos que, entre aos HC com D.O > 1000, 55,5 % (5/9) apresentavam 

significante positividade acima do cutoff também para IgG1/IgG3-Rv3353 (p=0,021), 
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enquanto entre os que apresentavam reatividade de D.O < de 1000, 7,7 % (1/13) foi 

positivo para IgG1/IgG3-Rv3353.  Relação similar foi evidenciada para os ILTB (3/7, 

43% e 1/7, 14,3 %, p=0,559), porém sem diferença significativa. Entretanto, estudo 

prospectivo seria necessário para melhor compreensão destes resultados. 
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Figura 11 – Distribuição da resposta humoral de IgG4-Rv2034, expressa em densidade óptica. 
Comparado com o HC, os soros de TB mostram intensidade diminuida de IgG4-Rv2034. Distribuição 
da resposta humoral de IgG4-Rv2034, expressa em densidade óptica individual no soro de 
tuberculose (TB ●), infecção latente por M. tuberculosis (ILTB ■) e contactantes domésticos (HC ▲). 
Os TB são apresentados estratificados por forma clínica pulmonar (TBp ▼) e extrapulmonar (TBe ♦). 
Barras: média com 95%IC. P = 0,0478 (TB vs HC). D.O. densidade ótica x 1000. 

 

 
Considerando que em sorologia, a resposta imune em imunossuprimidos 

diminui para muitos antígenos, analisamos reatividade das subclasses de IgG 

quanto a sorologia para HIV, entre os pacientes com TB (Tabela 7).  A média de 

IgG4-Rv2034 foi significativamente mais elevada no grupo HIV- (859,63±880,85 x 

440,10±807,2, p = 0,021). Entretanto para IgG1 e IgG3-Rv3353, não foram 

encontadas diferenças de reatividades média (p > 0,693). 
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Tabela 7 – Reatividade média dos biomarcadores IgG1- e IgG3-Rv3353 e IgG4-
Rv2034, obtidos por ELISA, de acordo com o status sorológico para o vírus da 
imunodeficiência humana (HIV). 

 

            

 

 

 

 

 

         N: número de amostras, : média; DP: desvio padrão 

 

 

As reatividades médias diferenciais das subclasses para os antígenos Rv3353 

e Rv2034 foram analisadas de acordo com o gênero do doador dos soros. Os soros 

dos pacientes TB masculino foram significativamente mais reativos por IgG3-Rv3353 

comparados ao ILTB (p=0,0002) (Tabela 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ELISA 

 HIV status sorológico  

±DP 

P valor 

 Positivo   Negativo  

 N  N   

IgG1-RV3353 6 180,17±135,17 39 249,95±308,4 0,961 

IgG3-RV3353 5 170,2±161,66 39 154,4±158,03 0,693 

IgG4-RV2034 5 440,10±807,2 39 859,63±880,85 0,021 
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     Tabela 8 – Reatividade média dos biomarcadores IgG1- e IgG3-Rv3353 e IgG4-Rv2034, obtidos por ELISA, de acordo com o 
gênero. 

 

N: número de amostras, : média; DP: desvio padrão; TB = Tuberculose, ILTB = Infecção latente por Tuberculose, HC = controles assintomáticos, * teste 

Mann-Whitney; ** teste kruskal-wallis 

 

          Reatividade de subclasses de IgG expresso em ±DP  

P valor* 

Inter Grupos 

 

P valor**  

Intra Grupos 

Biomarcador Gênero N TBa N ILTBb N HCc   

IgG1-Rv3353 M 22 325,3±386,6d 8 114,2±32,76f 6 236,9±156,7h (a x b) 0,163 

(a x c) 0,890 

(b x c) 0,1921 

 

 

 

(d x e) 0,133 

(f x g) 0,652 

(h x i) 0,101 F 23 152,9±107,8e 6 175,3±164,6g 7 104,9± 47,78i (a x b) 0,9044 

(a x c) 0,2294 

(b x c) 0,5245 

 

IgG3-Rv3353  

        

 

 

M 22 184,0±207,0d 8 115,8±50,24f 6 190,9±77,81h (a x b) 0,9194 

(a x c) 0,0995 

 (b x c) 0,1419 

 

 

 

(d x e) >0,999 

(f x g) 0,0027 

(h x i) 0,0233 F 22 128,4±79,61e 6 67,58±8,680g 7 80,71±20,51i (a x b) 0,0002 

(a x c) 0,0631 

 (b x c) 0,5152 

 

IgG4-Rv2034  

         

 

 

(d x e) 0,0946 

(f x g) 0,2891 

(h x i) 0,6154 

M 22 1045±935,6d 8 815,9±905,1f 6 1537±665,9h (a x b) 0,707 

(a x c) 0,2139 

(b x c) 0,1419 

 

F 22 578,5±758,8e 6 1510±1083g 7 1211±1050i (a x b) 0,1122 

(a x c) 0,1647 

(b x c) 0,5245 
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Observou-se, ainda, tendência de maior reatividade média de IgG4-Rv 

2034 no grupo que tiveram a TB confirmada (903,750±929,549 X 

777,531±865,592), por algum dos testes microbiológicos ou moleculares, 

comparado ao grupo TB não confirmado, porém sem diferença significativa 

para nenhum dos biomarcadores (p ≥0,693) (Tabela 9).  

 

 

Tabela 9 – Reatividade média dos biomarcadores IgG1- e IgG3-Rv3353 e 
IgG4-Rv2034, obtidos por ELISA, de acordo com a presença ou ausência de 
confirmação diagnóstica da tuberculose (TB) na criança. 

TB confirmada: ao menos um teste microbiológico ou molecular positivo; N: número de 

amostras; : média; DP: desvio padrão. 1Teste de Mann-Whitney. 

 

O sistema de pontuação é uma ferramenta diagnóstica, baseada em 

algoritmos, para auxiliar no diagnóstico da TB na criança; assim, as 

reatividades médias dos marcadores aqui ensaiados, foram avaliados quanto à 

pontuação de score clínico, calculado para os participantes com TB pulmonar 

abaixo de 10 anos e nos adolescentes com BAAR- ou não realizado. 

Notadamente, a reatividade média de IgG4-Rv2034 foi significativamente mais 

elevada entre os casos de TB pontuados pelo score clínico como “muito 

provável” comparado ao score clínico “possível” (978,83±870,44 x 

95,00±19,4079, p=0,022), mas não ao “pouco provável” (p>0,100). A IgG1-

Rv3353 tende a produzir média de reatividade similar, porém sem diferença 

significativa (p=0,074). As análises no grupo “pouco provável” ficaram 

comprometidas por conter uma única amostra, assim embora IgG3-Rv3353 

apresente reatividade alta em relaçao aos outros dois scores, não é possivel 

fazer maiores inferências (Tabela 10).  

 

 

ELISA    

 Diagnóstico de TB  

±DP 

 

p valor1 

N confirmada  não confirmada  

      

IgG1-Rv3353  12 316,92±473,382 33 208,18±190,338 0,939 

IgG3-Rv3353  12 137,92±101,487 32 163,06±174,864 0,732 

IgG4-Rv2034  12 903,750±929,549 32 777,531±865,592 0,693 
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Tabela 10 – Reatividade média, expressa em média ± desvio padrão ( ±DP), 

dos biomarcadores IgG1- e IgG3-Rv3353 e IgG4-Rv2034, obtidos por ELISA, 
de acordo com o score do sistema de pontuação, no grupo TB. 

TB: Tuberculose; aPouco provável, bPossível, cMuito provável, N: número de amostras, : 

média; DP: desvio padrão. 1Teste de Mann-Whitney. 

 

Quando realizada a avaliação das reatividades médias diferenciais dos 

biomarcadores de estudo, quanto aos diferentes testes diagnósticos de rotina 

aolicados ao grupo TB, observou-se que apenas a IgG4-Rv2034 mostrava 

diferença significativa, quando os soros eram de pacientes com BAAR+ em 

comparação aos BAAR- (1065±1019 x 645,0±814,5, p = 0,05). Perfil similar foi 

evidenciado para as amostras cultura + vs cultura – (1043±961,3 vs 

654,8±794,5), porém sem diferença significativa (p = 0,33). 

 

ELISA 

 Diagnóstico da TB pelo Score clínico do sistema de pontuação 

em ( ±DP)   

 

p valor1 

N Pouco 

provávela 

N Possívelb N Muito 

provávelc 

        

IgG1-

RV3353  

1 151,50 5 117,70±63,398 18 264,08±374,94 (a x b) 0,380 

(a x c) 0,584 

(b x c) 0,074 

IgG3-

RV3353  

1 457,00 4 113,38±51,427 18 166,39±217,73 (a x b) 0,157 

(a x c) 0,144 

(b x c) 0,932 

IgG4-

RV2034  

1 70,500 4 95,00±19,4079 18 978,83±870,44 (a x b) 0,157 

(a x c) 0,100 

(b x c) 0,022 



63 

 

 

Tabela 11 – Reatividade média, expressa em média ± desvio padrão (DP), dos biomarcadores IgG1- e IgG3-Rv3353 e IgG4-
Rv2034, obtidos por ELISA, de acordo com os testes laboratoriais utilizados para diagnóstico no grupo TB. 
 

        BAAR: Bacilo álcool-ácido resistente; TRM: Teste rápido molecular; N: número de amostras, : média; DP: desvio padrão.

  Reatividade média ± desvio padrão ( ±DP) em relação ao diagnóstico laboratorial  

Exames N IgG1-Rv3353   

 

p valor N IgG3-Rv3353  p valor N IgG4-Rv2034 p valor 

          

BAAR+ 14 262,8±431,3 0,30 14 146,5±92,95 0,43 14 1065±1019 0,05* 

BAAR – 

 

21 238,5±240,8  20 169,0±214,9  20 645,0±814,5  

          

Cultura + 

 

10 

 

359,9±511,4 

 

>0,9 

 

10 

 

150,8±107,1 

 

0,58 

 

10 

 

1043±961,3 

 

0,33 

Cultura – 

 

17 231,4±227,1  16 183,1±237,0  16 654,8±794,5  

TRM+ 6 98,00±26,32 0,39 6 81,67±13,91 0,51 6 493,2±733,8 0,90 

TRM- 8 188,9±116,1  7 147,4±142,6  7 552,6±676,4  
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4.3 ANÁLISE DA CURVA ROC (RECEIVER OPERATING CHARACTERISTIC) 

Posto que diferenças foram observadas nas análises quantitativas, nós 

avaliamos os resultados qualitativos através de análise de curva ROC (Receiving 

Operating Characteristic). Comparamos HC versus TB, TB versus ILTB, ILTB versus 

HC e TB versus ILTB/HC, a fim de observar possível potencial discriminatório entre 

esses grupos. Os resultados se encontram na Tabela 12, a qual apresenta os 

valores de AUC (Area Under Curve ou área sob a curva), DO e as sensibilidades 

obtidas, tomando como parâmetro o perfil de produto-alvo (PPT) para testes de 

triagem ou referência. As maiores AUROC e sensibilidade foram obtidas para os 

ensaios de IgG3-Rv3353 [0,662 (0,51-0,82) e 50%)] e [0,604 (0,467-0,741) e 43%] 

para TB x ILTB e TB x ILTB/HC, respectivamente, com especificidade de 85,7 % e 

71,4%. A IgG1-Rv3353, embora com menor AUROC [0,589 (0,43-0,74)] apresentou 

sensibilidade ligeiramente maior que IgG3 (51%) para TB, mantendo a mesma 

especificidade (71,4%) na identificação de TB x ILTB. Para os outros ensaios 

menores AUROCs (<0.58) e sensibilidades (≤40 %) foram evidenciadas (Tabela 12).  
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Tabela 12 – Eficiência da resposta imunes de subtipos de IgG, aos biomarcadores 
Rv 3353 e Rv 2034. 
 

Imunorreatividade 

TPP para triagem em comunidade ou teste de referência 
para identificar pessoas com suspeita de TB 

Sensibilidade (≥90%) e especificidade (≥70%) mínimas 

Antígenos 
TB Rv3353 Rv2034 
(TB vs HC) IgG1 IgG3 IgG4 
AUROC (95% IC) 0,559 (0,38-0,74) 0,543 (0,35-0,74) 0,318 (0,15-0,48) 
  TB (n) 45 44 44 
  HC (n) 13 13 13 

P 0,520 0,641 0,048 
Sensibilidade  17/45 (37,8) 10/44 (22,7) 5/44(11,4) 
Especificidade 3/13 (76,9) 3/13 (76,9) 3/13(76,9) 
Cutoff 180,75 199,50 2122,00 
    
TB Rv3353 Rv2034 
(TB vs ILTB) IgG1 IgG3 IgG4 
AUROC (95% IC) 0,589 (0,43-0,74) 0,662 (0,51-0,82) 0,414 (0,23-0,60) 
  TB (n) 45 44 44 
  HC (n) 14 14 14 

P 0,318 0,071 0,336 
Sensibilidade  23/45 (51,1) 22/44 (50) 5/44 (11,4) 
Especificidade 4/14 (71,4) 2/14 (85,7) 4/14 (71,4) 
Cutoff 137,25 102,75 2062,75 
    
TB Rv3353 Rv 2034 
(TB vs ILTB/HC) IgG1 IgG3 IgG4 
AUROC (95% IC) 0,574 (0,440-0,709) 0,604 (0,467-0,741) 0,368(0,230-0,506) 
  TB (n) 45 44 44 
  HC (n) 27 27 27 

P 0,292 0,142 0,063 
Sensibilidade  18/45 (40) 19/44 (43,2) 5/44 (11,4) 
Especificidade 6/27 (77,8) 7/27 (74,1) 7/27 (74,1) 
Cutoff 169,00 109,25 2122 
    
ILTB Rv3353 Rv 2034 
(ILTB vs HC) IgG1 IgG3 IgG4 
AUROC (95% IC) 0,464 (0,23-0,69) 0,407 (0,17-0,64) 0,445 (0,22-0,67) 
  TB (n) 14 14 14 
  HC (n) 13 13 13 

P 0,752 0,409 0,115 
Sensibilidade  1/14 (7,1) 1/14 (7,1) 4/14(28,6) 
Especificidade 0/13(100) 2/13(84,6) 2/13(84,6) 
Cutoff 491,5 211,5 2209,75 

AUROC: área sob a curva ROC; IC95%: intervalo de confiança no percentil 95; n: número de 

amostras testadas; P: valor de p para significância estatística; TB: Tuberculose; ILTB: Infecção latente 

por Tuberculose; HC: controles assintomáticos. 

 

As curvas ROC para os ensaios IgG1- e IgG3-Rv3353, e IgG4-Rv2034, estão 

apresentadas na Figura 12.  
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A)                                                                      B) 

                                   

                             C) 

  

 

 

Figura 12 – Curva ROC para os ensaios A) RV 3353-IgG1, B) Rv 3353 IgG3 e C) Rv2034 IgG4. 
 

 

 

Considerando que o reconhecimento de multiplos antígenos pode variar entre 

os indivíduos, analisamos as reatividades dos biomarcadores combinados (Tabela 

13). Utilizando o cutoff calculado sobre TB vs ILTB/HC (Tabela 12), observa-se que 

a combinatória dos resultados de IgG1 e IgG3-Rv3353 aumenta a sensibilidade 

(55,5 %), porém diminui a especificidade (63%); todavia, é interessante notar que os 

biomarcadores não reconhecem <30% dos ILTB e >40% dos HC. O antígeno Rv 

3353 é expresso durante a multiplicação do bacilo e os resultados obtidos podem 

indicar que estas crianças, embora assintomáticas, estariam em fase replicativa de 

Mtb. Entretanto, ao adicionar a positividade de IgG4-Rv2034, não há aumento da 

sensibilidade, e considerando que a reatividade aumenta na direção do HC, a 

resposta aumentada para expostos e latentemente infectados poderia estar 

associada a proteção. Entretanto, estudos prospectivos são necessários para 

esclarecer esta hipótese. 

AUC 0,574 

S 40% 

E 77,8% 

Cut Off 169,00 

AUC 0,604 

S 43,2% 

E 74,1% 

Cut Off 109,00 

AUC 0,368 

S 11,4% 

E 74,1% 

Cut Off 2122 
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Tabela 13 – Sensibilidade (S) e especificidade (Sp) dos resultados combinatórios de 
IgG1 e IgG3-Rv3353 e IgG4-Rv2034 no soro de crianças com tuberculose (TB), 
infecção latente (ILTB) e contatos exposto assintomáticos (HC). 

TB: Tuberculose; ILTB: Infecção latente por Tuberculose; HC: controles assintomáticos; S: 
sensibilidade; Sp: especificidade 

 

Em seguida, analisamos os dados referentes à positividade das amostras aos 

biomarcadores IgG1 e IgG3-Rv3353, e IgG4-Rv2034 (Tabelas 14, 15 e 16), de 

acordo com as variáveis do estudo. Para IgG1-Rv3353, maior frequencia de testes 

positivos foram evidenciados entre as crianças com TB de 5-10 anos (62, 5%); 

entretanto, foi surpresa encontar frequencia quase similar (57,1 %) no grupo HC, 

mas não para ILTB (25 %). Nas faixas etárias polares (<5 anos e >10 anos), mais de 

um terço das amostras (>33%) foram positivas na TB, e na ILTB apenas para os 

adolescentes. Já a IgG3-Rv3353 aumentou a positividade nestas faixas etárias 

polares (53,3 % e 47, 6 %, respectivamente), inclusive entre os HC (50 % e 25 % vs 

0% na IgG1). Por outro lado, enquanto a IgG4-Rv2034 mostra positividade diminuida 

para todas as faixas etárias do grupo TB, quando comparada ao Rv3353, ILTB (2/3; 

66,7%) e HC (1/2; 50%) tendem a produzir maior número de positivos, 

principalmente nas faixas polares >10 anos e <5 anos, respectivamente. Entretanto, 

o número baixo de amostras testadas compromete a análise. 

Nota-se que os indivíduos do sexo masculino do grupo TB e HC tendem a ser 

positivos para o Rv3353, enquanto os do sexo feminino no grupo ILTB é que tendem 

a reatividade positiva para Rv2034. Não houve diferença significativa de positividade 

para o Rv3353 entre os TB HIV+ vs HIV-, porém os poucos positivos para IgG4-

Rv2034 estavam associados ao HIV-. A IgG3-Rv3353 foi que melhor contribuiu para 

identificar as diferentes formas clínicas da TBE, mas nenhum dos testes detectou a 

forma TB miliar. A IgG1-Rv3353 tende a ser mais positiva entre os PT com resultado 

negativo (66, 7 %), enquanto IgG3-Rv3353 tende a ser mais positiva entre os BAAR 

 Número de positivos (%)  

S/Sp (%) ELISA Combinatória de 

resultados 

TB 

N=45 

ILTB 

N=14 

HC 

N=13 

IgG1/IgG3-Rv3353 25 (55,5)   4 (28,5) 6 (46,2) 55,5/63 

IgG1/IgG3-Rv3353/IgG4-

Rv2034 

25 (55,5)   6 (42,8) 8 (61,5) 55,5/48 
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e cultura+ (50 %).  A IgG1 e IgG3-Rv3353 tendem a positividade entre os TRM- (50 

% e 28, 6%). Todos os Ags tendem a maior positividade entre os TB não 

confirmados, com maior positividade para o IgG1 (42,4 %) e IgG3 (43,7 %) -Rv3353, 

quando comparados ao IgG4-Rv2034 (12,5 %). É interessante notar que quanto ao 

score clínico, que é utilizado para auxiliar no diagnóstico da TBP na criança, os 

biomarcadores aqui analisados diferem quanto a sua positividade, pois a IgG1-3353 

é mais positiva (55,5 %) naqueles com pontuação associada a TB “muito provável”, 

enquanto a IgG3-Rv3353, embora detectando 38,9 % destes, parece ter mais 

positividade associada aos outros scores de menos probabilidade de TB, tais como 

“não se aplica” (NSA) (42,8 %), “possível” (50 %), “pouco provável” (100%). A IgG4 

contribui com menos soros positivos, que se concentra nos NSA (14,3 %) e “muito 

provável” (11,3 %).  Nenhum desses achados apresentou significância estatistica, o 

que pode ser explicado pelo baixo número amostral. 
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Tabela 14 – Distribuição de imunorreatividade de IgG1-Rv3353 de acordo com as 
variáveis de estudo. 
 

Variáveis  Número de positivos para IgG1-Rv3353/total (n%) 
TBa ILTBb HCc 

    
Idade (anos) 18/45 (40) 2/14 (14,3) 4/13 (30,7) 

        0 - >5  6/16 (37,5) 0/5 (0) 0/2 (0) 
        5-10  5/8 (62,5) 1/4 (25) 4/7 (57,1) 
        >10 7/21 (33,3) 1/3 (33,3) 0/4 (0) 
Gênero    
        Masculino 11/22 (50) 0/8 (0) 3/6 (50) 
        Feminino 7/23 (30,4) 2/6 (33,3) 1/7 (14,3) 
Sorologia HIV    
         Positivo 2/6 (33,3)   
         Negativo 16/39 (41)   
Forma clínica    
TB Pulmonar 15/32 (46,9)   
TB Extrapulmonar  3/13 (23,1)   

TB linfonodo 2/6 (33,3)   
       TB osteoarticular 1/4 (25)   

          TB pleural 0/2 (0)   
          TB miliar 0/1 (0)   
Análises laboratoriais    
        PT    
           Positivo 8/17 (47)   
           Negativo 6/9 (66,7)   
BAAR    
           Positivo 4/14 (28,6)   
           Negativo 8/21 (38,1)   
           NR 6/10 (60)   
Cultura    
           Positiva 4/10 (40)   
           Negativa 7/17 (41,2)   
           NR 7/18 (38,9)   
TRM    
           Positivo 0/6 (0)   
           Negtivo 4/8 (50)   
           NR 14/31 (45,2)   
Diagnóstico 
confirmado 

   

  TB confirmado 4/12 (33,3)   
    TB não confirmado 14/33 (42,4)   

Score clínico    
        NSA 7/21 (33,3)   

        Pouco provável 0/1 (0)   
        Possível 1/5 (20)   
        Muito provável 10/18 (55,5)   

P: Número de positividades nas amostras; N: número de amostras; aTB = Tuberculose, bILTB = Infecção 
latente por Tuberculose, cHC = controles assintomáticos, PT: Prova tuberculínica; NR: não realizado; BAAR: 
Bacilo alcool-ácido resistente; TRM: Teste rápido molecular 
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Tabela 15 – Distribuição de imunorreatividade de IgG3-Rv3353 de acordo com as 
variáveis de estudo. 
 

Variáveis  Número de positivos para IgG3-Rv3353/total (%) 
TBa ILTBb HCc 

    
Idade (anos) 19/44 (43,2) 2/14 (14,3) 5/13 (38,5) 
        0 - >5  8/15 (53,3) 1/5 (20) 1/2 (50) 
        5-10  1/8 (12,5) 0/4 (0) 3/7 (42,8) 
        >10 10/21 (47,6) 0/3 (0) 1/4 (25) 
Gênero    
        Masculino 11/22 (50) 2/8 (25) 5/6 (83,3) 
        Feminino 8/22 (36,3) 0/6 (0) 0/7 (0) 
Sorologia HIV    
         Positivo 2/5 (40)   
         Negativo 17/39 (43,6)   
Forma clínica    
TB Pulmonar 16/31 (51,6)   
TB Extrapulmonar  3/13 (23,1)   

TB linfonodo 1/6 (16,7)   
       TB osteoarticular 1/4 (25)   

          TB pleural 1/2 (50)   
          TB miliar 0/1 (0)   

Análises laboratoriais    
        PT    
           Positivo 8/17 (47,1)   
           Negativo 4/9 (44,4)   
BAAR    
           Positivo 7/14 (50)   
           Negativo 7/20 (35)   
           NR 5/10 (50)   
Cultura    
           Positiva 5/10 (50)   
           Negativa 5/16 (31,2)   
           NR 9/18 (50)   
TRM    
           Positivo 0/6 (0)   
           Negtivo 2/7 (28,6)   
           NR 17/31 (54,8)   
Diagnóstico confirmado    

  TB confirmado 5/12 (41,7)   
    TB não confirmado 14/32 (43,7)   

Score clínico    
        NSA 9/21 (42,8)   

        Pouco provável 1/1 (100)   
        Possível 2/4 (50)   
        Muito provável 7/18 (38,9)   

P: Número de positividades nas amostras; N: número de amostras; aTB = Tuberculose, bILTB = Infecção 
latente por Tuberculose, cHC = controles assintomáticos, PT: Prova tuberculínica; NR: não realizado; BAAR: 
Bacilo alcool-ácido resistente; TRM: Teste rápido molecular 
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Tabela 16 – Distribuição de imunorreatividade de IgG4-Rv2034 entre as variáveis de 
estudo. 
 

Variáveis Número de positivos para IgG4-Rv2034/total (%) 
TBa ILTBb HCc 

    
Idade (anos) 5/44 (11,7) 4/14 (28,6) 3/13 (23,1) 
        0 - >5  2/15 (13,3) 1/5 (20) 1/2 (50) 
        5-10  0/8 (0) 1/4 (25) 1/7 (14,3) 
        >10 3/21 (14,3) 2/3 (66,7) 1/4 (25) 
Gênero    
        Masculino 3/22 (13,6) 1/8 (12,5) 1/6 (16,7) 
        Feminino 2/22 (9,1) 3/6 (50) 2/7 (28,6) 
Sorologia HIV    
         Positivo 0/5 (0)   
         Negativo 5/39 (12,8)   
Forma clínica    
TB Pulmonar 5/31 (16,1)   
TB Extrapulmonar  0/13 (0)   

TB linfonodo 0/6 (0)   
       TB osteoarticular 0/4 (0)   

          TB pleural 0/2 (0)   
          TB miliar 0/1 (0)   

Análises laboratoriais    
        PT    
           Positivo 2/17 (11,8)   
           Negativo 1/9 (11,1)   
BAAR    
           Positivo 3/14 (21,4)   
           Negativo 1/20 (5)   
           NR 1/10 (10)   
Cultura    
           Positiva 1/10 (10)   
           Negativa 1/16 (6,25)   
           NR 3/18 (16,7)   
TRM    
           Positivo 0/6 (0)   
           Negtivo 0/7 (0)   
           NR 5/31 (16,1)   
Diagnóstico confirmado    

  TB confirmado 1/12 (8,3)   
    TB não confirmado 4/32 (12,5)   

Score clínico    
        NSA 3/21 (14,3)   

        Pouco provável 0/1 (0)   
        Possível 0/4 (0)   
        Muito provável 2/18 (11,1)   

P: Número de positividades nas amostras; N: número de amostras; aTB = Tuberculose, bILTB = Infecção 
latente por Tuberculose, cHC = controles assintomáticos, PT: Prova tuberculínica; NR: não realizado; BAAR: 
Bacilo alcool-ácido resistente; TRM: Teste rápido molecular 

 
 

A partir do cut off definido de TB X ILTB/HC (Tabela 12), foi realizada análise 

combinatória entre as positividades aos testes para diagnósticos da TB, 

principalmente os mais rápidos de serem realizados (Tabela 17), objetivando avaliar 
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se o teste de ELISA poderia ser utilizado como adjuvante, auxiliando na triagem de 

TB.  Observou-se que, apesar do N amostral reduzido, os ensaios de IgG1- e IgG3-

Rv3353 e IgG4-Rv2034 demonstram capacidade de adicionar positividade na 

identificação da TB, principalmente na forma clínica pulmonar, quando em 

combinação com outras ferramentas diagnósticas rápidas PT e BAAR. Embora o 

ELISA aqui desenvolvido adicione positividade aos testes com cultura-, este é 

laborioso e moroso.  Nota-se, de modo especial, agregação de positividade de IgG1 

e IgG3-Rv 3353, quando é realizada a análise combinatória com os testes 

diagnósticos de rotina que obtiveram resultados negativos ou não realizados (Tabela 

17). Observa-se também que combinando os resultados de IgG1- e IgG3-Rv3353, 

há aumento da positividade, sugerindo que a combinação destes biomarcadores em 

um teste de triagem, seria útil no diagnóstico da TB. 
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Tabela 17 – Sensibilidade dos testes diagnósticos de rotina na TB da criança 
combinado com a sensibilidade do ELISA IgG1- e IgG3-Rv3353, e IgG4-Rv2034. 
 

Exames              Numero de positivos / total (%) 

                     Rv3353 Rv2034 

  IgG1 IgG3 IgG4 

Total PT + 17/26 (65,4)    

           

Positivo TBP 

 
13/26 (50) 7/26 (27,9) 6/26 (23) 2/26 (8,7) 

PT+/IgG1/IgG3-Rv 3353  9/26 (34,5)  

PT+/IgG1/IgG3-Rv 3353/IgG4-
Rv2034 
 

9/26 (34,5) 

Positivo TBE 
 

4/26 (15,4) 1/26 (3,8) 2/26 (8,7) 0/26 (0) 

PT+/IgG1 e IgG3-Rv 3353  2/26 (7,7)  

PT+/IgG1/IgG3-Rv 3353/IgG4- 
Rv2034 

2/26 (7,7) 

   

Negativo TBP 

 
6/26 (23) 4/26 (15,4) 3/26 (11,5) 1/26 (3,8) 

PT-/IgG1/ IgG3-Rv 3353+  5/26 (19,2)  

PT-/IgG1/IgG3-Rv3353/IgG4 
Rv2034+ 

5/26 (19,2) 

   

Negativo TBE 

 
3/26 (11,5) 2/26 (7,7) 1/26 (3,8) 0/26 (0) 

PT-/IgG1/ IgG3-Rv 3353+  2/26 (7,7)  
PT-/IgG1/IgG3-Rv3353/IgG4 
Rv2034+ 

2/26 (7,7) 

        
Total PT/IgG1/ IgG3-Rv 3353+                  24/26 (92,3) 

 
 

 

Total PT/IgG1/IgG3-
Rv3353/IgG4Rv2034+ 

24/26 (92,3) 
 

     
NR TBP 

 
13/19 (68,4) 4/19 (21) 7/19 (36,8) 2/19 (10,5) 

PTNR/IgG1 e IgG3-Rv 3353+  7/19 (36,8)  

PTNR/IgG1/IgG3-
Rv3353/IgG4-Rv2034+ 

 

7/19 (36,8) 

NR TBE  6/19 (31,6) 0/19 (0) 0/19 (0) 0/19 (0) 
     
     PT/ELISA 
 

 27/45 (60) 26/44 (59) 20/44 (45,4) 

PT/IgG1 e IgG3-Rv 3353+ 

 
 31/44 (70,4)  

PT/IgG1/IgG3-Rv3353/IgG4-
Rv2034+ 

 31/44 (70,4)  
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  Total BAAR +   14/35 (40)    
     

Positivo TBP 
 

 11/35 (31,4) 4/35 (11,4) 6/35 (17,1) 0/35 (0) 

BAAR+/IgG1 e IgG3-Rv 3353  7/35 (20)  

BAAR+/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

7/35 (20) 

Positivo TBE 
 

 3/35 (8,6)  0/35 (0) 1/35 (2,8) 0/35 (0) 

BAAR+/IgG1 e IgG3-Rv 3353  1/35 (2,8)  

BAAR+/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

1/35 (2,8) 

Negativo TBP 
 

11/35 (37,1)  6/35 (17,1) 5/35 (14,3) 1/35 (2,8) 

BAAR-/IgG1 e IgG3-Rv 3353  9/35 (25,7)  
BAAR-/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

9/35 (25,7) 

Negativo TBE  
 

 8/35 (22,8)  2/35 (5,7) 2/35 (5,7) 0/35 (0) 

BAAR-/IgG1 e IgG3-Rv 3353  2/35 (5,7)  
BAAR-/IgG/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

2/35 (5,7) 

Total BAAR/IgG1 e IgG3-Rv 
3353+ 

 

25/44 (56,8) 

Total BAAR/IgG1/IgG3-
Rv3353/IgG4-Rv2034+ 

25/44 (56,8) 

   
NR TBP 

 
 8/10 (80)  5/10 (50) 5/10 (50) 1/10 (10) 

BAARNR/IgG1 e IgG3-Rv 3353  6/10 (60)  
BAARNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

6/10 (60) 

NR TBE 
 

 2/10 (20)  1/10 (10) 0/10 (0) 1/10 (10) 

BAARNR/IgG1 e IgG3-Rv 3353  1/10 (10)  
BAARNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

 

1/10 (10) 

     BAAR+/ELISA+ 
 

 28/45 (62,2) 26/44 (59) 17/44 (38,6) 

BAAR/IgG1 e IgG3-Rv 3353 
 

 32/44 (72,7)  

BAAR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

32/44 (72,7) 
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Cultura 
 

 10/27 (37)    

Positivo TBP 
 

7/27 (25,9) 3/27 (11,1) 4/27 (14,8) 1/27 (3,7) 

Cultura+/IgG1 e IgG3-Rv 3353  4/27 (14,8)  
Cultura+/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

4/27 (14,8) 

Positivo TBE 
 

3/27 (11,1) 1/27 (14,8) 4/27 (14,8) 0/27 (0) 

Cultura+/IgG1 e IgG3-Rv 3353  4/27 (14,8)  
Cultura+/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

4/27 (14,8) 

   
Negativo TBP 

 
10/27 (37) 7/27 (25,9) 3/27 (11,1) 1/27 (3,7) 

Cultura-/IgG1 e IgG3-Rv 3353  8/27 (29,6)  
Cultura-/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

8/27 (29,6) 

    
Negativo TBE 

 
7/27 (25,9) 1/27(3,7) 2/27 (7,4) 0/27 (0) 

Cultura-/IgG1 e IgG3-Rv 3353  2/27 (7,4)  
Cultura-/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

2/27 (7,4) 

NR TBP 
 

15/18 (83,3) 6/18 (33,3) 9/18 (50) 3/18 (16,7) 

CulturaNR/IgG1 e IgG3-Rv 
3353 

 9/18 (50)  

CulturaNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

9/18 (50) 

NR TBE 3/18 (16,7) 1/18 (5,5) 0/18 (0) 0/18 (0) 
     
CulturaNR/IgG1 e IgG3-Rv 
3353 

 1/18 (5,5)  

CulturaNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

1/18 (5,5) 

    Cultura+/ELISA+ 
 

 25/45 (55,5) 24/44 (54,5) 14/44 (31,8) 

Cultura/IgG1 e IgG3-Rv 3353 
 

 30/44 (68,1)  

Cultura/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

30/44 (68,1) 
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TRM  
 

6/14 (42,8) 
 

  

Positivo TBP 
 

3/14 (21,4) 0/14 (0) 0/14 (0) 0/14 (0) 

Positivo TBE 
 

3/14 (21,4) 0/14 (0) 0/14 (0)) 0/14 (0) 

Negativo TBP 
 

7/14 (50) 5/14 (35,7) 2/14 (14,3) 0/14 (0) 

TRM-/IgG1 e IgG3-Rv 3353  5/14 (35,7)  
TRM-/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

5/14 (35,7) 

Negativo TBE 
 

1/14 (7,1) 0/14 (0) 0/14 (0) 0/14 (0) 

NR TBP 
 

22/31 (71) 11/31 (35,5) 14/31 (45,2) 5/31 (16,1) 

TRMNR/IgG1 e IgG3-Rv 3353  15/31 (48,4)  
TRMNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4-Rv2034 

15/31 (48,4) 

NR TBE  
 

9/31 (29) 3/31 (9,7) 3/31 (9,7) 0/31 (0) 

TRMNR/IgG1 e IgG3-Rv 3353  4/31 (12,9)  

TRMNR/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4-Rv2034 
 

4/31 (12,9) 

    TRM+/ELISA+ 
 

 25/45 (55,5) 25/44 (56,8) 20/44 (45,4) 

TRM+/IgG1 e IgG3-Rv 3353 
 

 25/44 (56,8)  

TRM+/IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 

25/44 (56,8) 

    

BAAR-/Cultura+  4/21 (19)    

         / TBP Cultura+ 2/21 (9,5) 1/21 (4,8) 1/21 (4,8) 0/21 (0) 
BAAR-/Cultura+ IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 1/21 (4,8)  

BAAR-/Cultura+ IgG1/IgG3-
Rv 3353/IgG4Rv2034 
 

1/21 (4,8) 

         / TBE Cultura+ 2/21 (9,5) 1/21 (4,8) 1/21 (4,8) 0/21 (0) 
BAAR-/Cultura+ IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

1/21 (4,8) 

BAAR-/Cultura+ IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

1/21 (4,8) 

BAAR-/Cultura- 12/21 (57,1)    

         /TBP Cultura - 8/21 (38) 5/21 (23,8) 3/21 (14,3) 1/21 (4,8) 
BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 6/21 (28,6)  

BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 
 

6/21 (28,6) 

        /TBE Cultura - 4/21 (19) 1/21 (4,8) 1/21 (4,78 0/21 (0) 

BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 1/21 (4,8)  

BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

1/21 (4,8) 
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BAAR-/CulturaNR  
 

4/21 (19)    

     / TBP Cultura NR 3/21 (14,3) 0/21 (0) 1/21 (19) 0/21(0) 
BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 1/21 (4,8)  

BAAR-/Cultura- IgG1 e IgG3-
Rv 3353 
 

1/21 (4,8) 

     / TBE Cultura NR 1/21 (4,8) 0/21 (0) 0/21 (0) 0/21(0) 
     
BAAR-/TRM +  3/21 (14,3)    
     
         / TBP TRM+ 1/21 (4,8) 0/21 (0) 0/21 (0) 0/21 (0) 
         / TBE TRM+ 2/21 (9,5) 0/21 (0) 0/21 (0) 0/21 (0) 
     
BAAR-/TRM-  7/21 (33,3)    

         / TBP TRM-  4/21 (19) 2/21 (9,5) 0/21 (0) 
BAAR-/TRM-/ IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 5/21 (23,8)  

BAAR-/TRM-/ IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

5/21 (23,8) 

         / TBE TRM- 

 

 0/21 (0) 0/21 (0) 0/21 (0) 

BAAR-/TRMNR                         10/21 (47,6)    
     
         / TBP TRMNR 5/21 (23,8) 2/21 (9,5) 1/21 (4,8) 1/21 (4,8) 
BAAR-/TRM-/ IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 2/21 (9,5)  

BAAR-/TRM-/ IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

2/21 (9,5) 

         / TBE TRMNR 5/21 (23,8) 2/21 (9,5) 2/21 (9,5) - 
BAAR-/TRM-/ IgG1 e IgG3-
Rv 3353 

 2/21 (9,5)  

BAAR-/TRM-/ IgG1/IgG3-Rv 
3353/IgG4Rv2034 
 

2/21 (9,5) 

IC95% = intervalo de confiança no percentil 95; TBP: Tuberculose pulmonar; TBE: Tuberculose 
extrapulmonar; PT: Prova tuberculínica; NR: não realizado; BAAR: Bacilo alcool-ácido resistente; 
TRM: Teste rápido molecular; NA: Não avaliado. 

 

Vale ressaltar que a sensibilidade dos testes variou de baixa a moderada, o 

que explicaria a baixa identificação entre os testes diagnósticos positivos. A adição 

de positividade, quando da associação dos ensaios ELISA com PT negativa ou não 

realizada, alerta para a necessidade de avaliação prospectiva, pois pode se tratar de 

casos ILTB ou HC em progressão silenciosa de estágio de doença. 

 

Para as amostras TBP, também foi realizada análise combinatória entre os 

ensaios Rv 3353 e Rv 2034 e o score de pontuação. Observa-se que os ensaios 
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sorológicos não agregam positividade, exceto para o score classificado como 

“possível” (de 20,8% para 25%), além de apresentar reatividades naqueles em que o 

score não foi realizado (Tabela 18). 

 

Tabela 18 – Sensibilidade do score de pontuação na TB da criança, combinado com 
a sensibilidade do ELISA IgG1- e IgG3-Rv3353, e IgG4 -Rv2034. 

N/T= número de classificados pelo score de pontuação/total; NR: não realizado 

 

 

Score de 

Pontuação 

                                                Numero de positivos/total (%)  

N/T 

 

Rv3353 Rv2034 Combinatória 

IgG1 IgG3   IgG4  

Pouco Provável 1/24 (4,2) - 1/24 (4,2) - 1/24 (4,2) 

Possivel 5/24 (20,8) 1/24 (4,2) 2/24 (6,2) - 6/24 (25) 

Muito provável 18/24 (75) 10/24 (41,7)  7/24 (29,2) 2/24 (8,3) 12/24 (50) 

NR 21/45 (28,1) 6/45 (13,3) 8/44 (18,2) 2/44 (4,5) 9/45 (20) 
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5 DISCUSSÃO 

Um efetivo controle da tuberculose depende de diagnóstico precoce e 

tratamento adequado. O tema é controverso e ainda requer investigações, face à 

diversidade de apresentação clínica da TB e da heterogeneidade de resposta imune 

a variados antígenos micobacterianos. Davidow e colaboradores (82) (2005) 

descrevem que a infecção por Mtb passa por várias fases, inclusive de adaptação do 

bacilo ao sistema imune do hospedeiro, quanto ao seu metabolismo e perfis de 

transcrição de antígenos ao longo da infecção. Isso pode influenciar na diversidade 

de respostas imunes de cada indivíduo, com geração de diferentes perfis de Ac, 

mesmo que as vezes possam parecer antagônicos, como a presença de Ac que 

parecem ter atividade protetora, na fase ativa. Sabe-se que os pacientes com TB 

apresentam Ac IgG reativos contra diversos Ag específicos de Mtb. Portanto, o 

conhecimento sobre a modulação da resposta imune humoral nos diferentes 

estágios de evolução clínica da TB pode contribuir para o desenvolvimento de novas 

ferramentas diagnósticas e para o controle da doença. O conhecimento da resposta 

imune humoral da faixa etária pediátrica, frente a antígenos micobacterianos, 

significa um importante avanço, uma vez que o diagnóstico da TB nesta população é 

complexo, pois as crianças desenvolvem formas paucibacilares de TBP e podem ter 

dificuldade em expectorar (61), o que compromete a investigação diagnóstica. No 

presente estudo, apenas 26,7% dos casos de TB foram confirmados, segundo os 

critérios de Graham (33). O baixo número de casos confirmados pode ser atribuído ao 

fato de crianças menores desenvolverem formas paucibacilares da doença (3).  

Na Tabela 2, onde descrevemos a distribuição das características 

diagnósticas dos participantes classificados como TB ativa (infelizmente nenhum 

outro teste diagnóstico foi realizado nos grupos ILTB e HC, que não a PT), observa-

se frequência elevada de crianças, cujos testes diagnósticos resultaram negativos 

(36 % - 63 %) ou que não foram realizados (22% - 69%). Isto corrobora o quanto é 

desafiador o diagnóstico da TB na faixa etária pediátrica, especialmente nos 

menores de cinco anos (3). Entretanto, como no período de 2014 e início de 2015, 

houve desabastecimento do PPD por interrupção da produção da proteína PPD 

RT23, utilizada para a realização da PT, pelo laboratório dinamarquês, isto em parte 
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comprometeu a avaliação diagnóstica dos participantes do projeto anterior pela PT 

(142,143), refletindo em nosso estudo.  

 Portanto, esforços devem ser contínuos para compreender a produção de Ac, 

não só na doença ativa, como também em outros estados categóricos da TB (ILTB, 

infecção incipiente e doença subclínica), aos diferentes Ag micobacterianos 

específicos, o que, entre outras informações, poderia contribuir para explorar novos 

testes, visando o diagnóstico precoce da TB. Entretanto, os estudos de triagem de 

potenciais biomarcadores para auxiliar no diagnóstico precoce da TB devem 

contemplar moléculas secretadas durante a doença ativa, bem como nos espectros 

de infecção. No presente estudo, avaliamos dois antígenos pela primeira vez, um 

preferencialmente expresso na multiplicação do bacilo (Rv3353) e o Rv2034, 

expresso na fase de latência, quanto ao reconhecimento por subclasses de IgG, 

biomarcadores ainda pouco explorados nos estudos da TB em crianças. 

Analisando as médias das DO das amostras testadas, nossos resultados 

indicam que amostras de participantes com TB apresentaram níveis mais elevados 

de anticorpos específicos para IgG1-Rv3353 e IgG3-Rv3353, em comparação com 

os HC, porém sem diferença significativa para o grupo ILTB. Por outro lado, as 

médias dos grupos TB e HC, foram significativamente diferentes (p = 0,04) para o 

biomarcador IgG4-Rv2034, que aumentou em direção ao HC. Nota-se na Figura 11, 

de dispersão das DOs, um agrupamento de amostras hiper-reativas, para todos os 

grupos, inclusive para o grupo HC, onde a média é mais elevada. Estas amostras 

influenciaram nos resultados, sugerindo que esses níveis mais altos representariam 

algum grau de proteção em relação à infecção e adoecimento por Mtb; a maioria 

destes casos já possuia IgG1/3-Rv3353 elevados, sugerindo estarem infectados, 

mas com resposta protetora. Entretanto, não havia maiores informações disponíveis 

sobre a clínica e os dados radiológicos destes casos hiper-reativos. Portanto, 

maiores estudos devem ser realizados de forma prospectiva, a fim de acompanhar a 

evolução clínica destas crianças hiper-reativas para IgG4-Rv2034 e a modulação 

destes aliados as IgG1 e IgG3-Rv3353, antigeno de multiplicação ativa. 

A análise da curva ROC não demonstrou bom desempenho dos antígenos 

Rv3353 e Rv2034, com sensibilidades baixas a moderadas, e especificidade >70%. 

Para um produto alvo para triagem em suspeitos de TB, IgG1 e IgG3-Rv3353 se 

mostram imperfeitos, pois, embora alcancem especificidade recomendada para o 
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teste (≥70 %), a sensibilidade foi moderada. De fato, foram observadas positividades 

entre os grupos ILTB e HC ao Rv3353, antígeno associado à multiplicação 

bacteriana. Não sabemos se esses grupos estariam se movendo de maneira 

silenciosa entre os espectros de evolução da infecção por Mtb, e, portanto, esse 

marcador teria potencial em detectar indivíduos realmente infectados latentemente, 

de forma a constituir-se em teste adjuvante na triagem de casos com maior risco de 

evolução para doença ativa. As amostras do grupo HC parecem apresentar 

dinâmica de ILTB, o que justificaria as altas DO observadas. Uma das hipóteses 

para esse achado seria a possibilidade de que esses grupos tenham recebido maior 

carga bacilar ou tenham sido submetidos a vários contatos, portanto maior estímulo 

antigênico, o que os colocaria em um estágio de maior risco de progressão para a 

TB subclínica ou TB ativa. Outra possibilidade seria que esse estímulo teria levado à 

maior produção de Ac protetores, os quais estariam impedindo uma mudança de 

classificação clínica, especialmente no grupo HC. Jacobs e colaboradores (31) (2016) 

descreveram que altos títulos de IgG contra a proteína PPD foram observados em 

indivíduos com exposição persistente, porém com PT negativa e que estudos 

realizados com indivíduos controles saudáveis de países de alta carga apresentaram 

reatividade alta de anticorpos ao Mtb, o que sugeriria uma característica protetiva, 

por limitação da disseminação do bacilo. Estes autores descrevem que 90% dos 

indivíduos com TB têm títulos elevados de imunoglobulina sérica contra Ag 

micobacterianos, no momento da apresentação clínica, com variação individual (31). 

Parte dos indivíduos expostos a infecção por Mtb são capazes de efetivamente 

eliminá-la (11) e desenvolver uma resposta imune contra alguns Ag, mesmo sem 

resposta positiva na PT. Nossos resultados também podem indicar produção de Ac 

específicos contra os antígenos, em indivíduos com investigação diagnóstica 

convencional negativa pela PT.  

Isso corrobora a necessidade de futuros estudos, que avaliem correlação 

entre maiores níveis séricos de subclasse de IgG, com maior risco de adoecimento. 

Além disso, seria conveniente o acompanhamento clínico e laboratorial, com 

dosagens sorológicas prospectivas, para a detecção de uma possível mudança de 

categoria clínica ou verificação do declínio gradual de Ac, após eliminação do bacilo 

pelo hospedeiro. Menon e colaboradores (144) (2018) descrevem que indivíduos 

saudáveis podem ser imunes após o contato com pacientes com TB e que a 
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natureza da resposta imune gerada pela infecção por Mtb, contribuiria para 

determinar adoecimento ou não. Estudos de desenho prospectivo contribuiriam para 

o melhor conhecimento da modulação da resposta imune na faixa etária pediátrica. 

As  reatividades específicas de imunidade humoral aos Ag micobacterianos 

Rv3353 e Rv2034 foram similares às observadas em outro estudo de 2018, em 

adultos (81). Araújo e colaboradores observaram maior tendência a elevação dos 

subtipos IgG1- e IgG3-Rv3353, no grupo TB. Outros estudos descrevem uma 

predominância de IgG1 e IgG3 geradas contra M. leprae e Mtb, entre indivíduos com 

TB ativa (123,145). Os indivíduos ILTB também demonstraram, com significância 

limítrofe, níveis menos elevados de IgG3-Rv3353, quando comparados com os 

casos de TB (P = 0,071). As crianças com TB ativa apresentaram níveis de IgG1-

Rv3353 mais altos, embora sem diferença estatística significativa, em comparação 

com o grupo HC (P = 0,320) e ILTB (P = 0,527).   

A PT é o teste recomendado e disponível no SUS como ferramenta para o 

diagnóstico de ILTB e como auxiliar no diagnóstico de TBP em crianças (3,141). A PT 

foi positiva em quase 65% dos casos de TB que realizaram o teste, o que está 

dentro da faixa de sensibilidade descrita para a PT. A sensibilidade deste método 

varia de 50 a 70% nos pacientes com quadro clínico sugestivo de TB e de 75 a 85% 

naqueles com TB confirmada, sendo baixa (45%) em pacientes 

imunocomprometidos. A especificidade varia de 95 a 100% nas crianças não 

vacinadas e de 49 a 65% nas vacinadas (56,86,87). Entretanto, a combinatória dos 

resultados da PT/IgG1/IgG3Rv3353 aumentou a positividade neste grupo para 

70,4%.  

Os testes bacteriológicos, como pesquisa do BAAR e cultura de escarro, têm 

baixo rendimento nos casos de TB pediátrica (3,6,16). O mesmo ocorreu na população 

aqui estudada, onde a baciloscopia foi positiva em 40% e a cultura em 37% dos 

casos em que os testes foram realizados. O teste TRM (RT-PCR), cujos resultados 

são fornecidos mais rapidamente, contribuiu para o diagnóstico de TB ativa em 43% 

dos participantes (Tabela 2). A combinatória dos resultados dos testes BAAR ou 

TRM com a IgG1/IgG3-Rv3354 também aumentou a sensibilidade para 72,7 % e 

56,8 %. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/humoral-immunity


83 

 

 

A investigação da história de contato é importante em crianças, 

especialmente nos menores de 5 anos (55), porém só foi conhecida em 51,1% dos 

casos de TB, mas foi identificada em 100 % dos ILTB e HC. 

Houve diferença significativa entre os gêneros masculino e feminino do grupo 

TB para a reatividade média de IgG3-Rv3353, com relação ao grupo ILTB (p = 

0,0002), o que não ocorreu para os outros biomarcadores. Quanto à sorologia HIV, 

somente descrita para o grupo TB, IgG4-Rv2034 foi significativamente mais elevada 

no grupo soronegativo (p = 0,021). 

É importante mencionar que no projeto inicial, onde amostras de soros e 

dados dos pacientes foram coletados (23), as radiografias de tórax não foram 

utilizadas em análise, pois não foram revisadas pela equipe de pesquisa, à época do 

estudo. Também ressaltamos que, de acordo com o mesmo estudo, todos os 

participantes incluídos haviam sido vacinados, impossibilitando a avaliação da 

influência da vacinação BCG, nos níveis de subclasses de IgG, aos antígenos 

testados. Igualmente, não foi avaliada influência de possíveis infecções prévias por 

MNT. 

Até o momento, não foram encontradas publicações relacionadas à TB em 

crianças, que tenham avaliado a imunorreatividade de IgG e seus subtipos para os 

Ag micobacterianos Rv2034 e Rv3353. Em estudo de 2017, realizado em adultos, os 

casos de TB ativa apresentavam perfil imunodominante de IgG1 para os Ag 

associados à latência ESAT6:CFP10, Rv2628, Rv2034 e Rv2029 e às proteínas 

quiméricas PstS1(285- 374):CFP-10 e Rv3353, por ele estudados(72); 

contrariamente, os autores observaram baixa produção de IgG2 para os Ag 

PstS1(285-374):CFP10, Rv3353 e de subclasse IgG3 para Rv2034 nos casos de 

TB, quando comparados aos controles, sugerindo uma possível função protetora 

nestes últimos(72). Em nosso estudo, que contemplou amostras de pacientes em 

faixa etária pediátrica, a subclasse IgG2 não apresentou bons resultados na etapa 

de padronização e não foi utilizada para os nossos Ag, assim como a subclasse 

IgG3 não foi ensaiada para o Ag Rv2034. 

Entretanto, em um estudo de 2016, Mattos e colaboradores (123) mostraram 

potencial diagnóstico para detecção de TB, na titulação de IgG1 contra um painel de 

antígenos micobacterianos (Rv0717, Rv0867, Rv1733, Rv1737, Rv2029, Rv2389, 

Rv3353, ESAT6 e CFP10), em adolescentes mais velhos e adultos, com grande 
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variação de sensibilidade e especificidade; todavia, não se investigou o perfil de 

imunorreatividade desses anticorpos na ILTB. Como em nosso estudo, os níveis de 

IgG1 foram mais elevados nas amostras TB ativa para o Ag Rv 3353; Rv 2024 não 

foi estudado no ensaio de 2016(123). Já Araújo e colaboradores (81), em ensaio de 

2018, utilizaram amostras de sangue de ILTB e casos de TB ativa para avaliar o 

perfil de imunorreatividade das subclasses de IgG contra os antígenos associados a 

latência Rv2029c, Rv2031c, Rv2034, Rv2628, ESAT6:CFP10, e às proteínas 

quiméricas PstS1 (285-374):CFP10 e Rv3353. No grupo de TB ativa, os níveis de 

IgG1-Rv3353 foram mais elevados, seguidos dos níveis de IgG3-Rv3353, resultado 

este similar aos obtidos em nosso grupo de crianças. Entretanto, contrariamente, os 

resultados de IgG4-Rv2034, em nosso estudo, mostraram reatividade média que 

aumenta do grupo TB para o ILTB e HC, ao passo que, no estudo de 2018, esta 

subclasse de IgG não apresentou resultados descrimitatórios entre os grupos e, 

portanto, não foi analisada. Entre os grupos testados por Araújo e col, em adultos, a 

IgG1-Rv3353 apresentou aumento significativo de reatividade média entre TB vs 

ILTB e HC, enquanto IgG2 mostrou-se em média significativamente diminuída na TB 

vs ILTB/HC e a IgG3 não mostrou diferença entre os grupos, embora reatividade 

média mais elevada entre os ILTB/HC vs TB (81). De maneira similar, em nosso 

estudo, IgG1-Rv3353 apresentou reatividade média aumentada na TB vs ILTB/HC, 

embora sem diferença significativa e diferentemente dos adultos, as crianças 

apresentaram reatividade média mais elevada, com significância borderline para 

IgG3-Rv 3353, entre TB vs ILTB (p = 0,071), mas não para HC. Portanto, em 

crianças, pode haver diferenças na produção de determinados subtipos de IgG, 

quando comparados ao adulto, enquanto outros subtipos são produzidos 

similarmente para o mesmo antígeno.  

Mc Lean e colaboradores (135) (2019) descrevem que, à medida que a carga 

de Mtb aumenta, há aumento nas respostas de isotipos IgG específicos, com 

elevação de subclasses de IgG1 e IgG3.  

 Em nosso estudo, IgG1 e IgG3-Rv3353 apresentaram, no geral, positividades 

moderadas, mas é interessante observar que a positividade está direcionada em 

mais de 60 % para os grupos de crianças <10 e mais de 50% em < cinco anos, que 

são grupos com imaturidade imunológica, o que não ocorreu para IgG4-Rv2034 

(≤14,3 %). Vale lembrar que existe um perfil de risco distinto de TB entre as 
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crianças, sendo que as mais novas e adolescentes têm maior risco de progressão 

de infecção para doença, do que crianças entre 5 e 10 anos de idade (41). O 

biomarcador IgG3-Rv3353 foi o que apresentou maior positividade nas diferentes 

formas clínicas extrapulmonares, porém nenhum biomarcador detectou a forma 

clínica miliar. Ainda que IgG1- e IgG3-Rv3353 tenham mostrado positividade similar 

ao TB, surpreendentemente, esta ocorreu no grupo HC, todavia, o número de 

amostras testadas foi muito baixo, o que compromete a análise. Senol e 

colaboradores (146) (2009) descrevem que os perfis de Ac diferem entre crianças e 

adultos, pois são o reflexo da imaturidade do sistema imune que está em 

desenvolvimento. Assim, as crianças com TB tendem a menores títulos de Ac, os 

quais aumentam com a idade, como resultado da maturação imunitária, bem como 

do aumento da frequência de exposição ao bacilo. Entretanto, em nosso estudo as 

faixas polares (< cinco anos e >10 anos) mostraram frequência de positividades 

mais elevadas e similares em resposta a IgG3-Rv3353, sugerindo estar associado 

ao biomarcador utilizado.  

Achkar & Ziegenbald(32) (2012) revisaram 23 artigos sobre avaliação da 

sorologia como método complementar para o diagnóstico de TB na infância e 

encontraram variação na sensibilidade (14 a 85%) e especificidade (86% a 100%), o 

que deve ser estímulo para novas pesquisas, face às dificuldades encontradas no 

campo do diagnóstico de TB na faixa etária pediátrica. A alta variabilidade na 

acurácia dos testes sorológicos pode ocorrer por fatores como: genética do 

hospedeiro, exposição a micobactérias ambientais, heterogeneidade da resposta de 

reconhecimento de antígeno dos indivíduos infectados por Mtb, em virtude da 

gravidade da doença, de cepa do bacilo, da imunidade e estado de saúde do 

paciente, além da taxa de endemicidade da TB na região (147,148).  

A TB apresenta aspectos clínicos, laboratoriais e radiológicos diferentes nas 

crianças menores de 10 anos, quando em comparação com os adolescentes e 

adultos (61). O mesmo se pode afirmar quanto ao desenvolvimento imunológico, que 

difere entre as idades (23). Questiona-se o quanto essas características teriam 

influenciado o resultado das análises, pois, no presente estudo, os biomarcadores 

IgG1-Rv3353, IgG3-Rv3353 e IgG4-Rv2034 não se mostraram úteis para discriminar 

TB de ILTB, embora mostrassem algumas tendências. Para o biomarcador Rv2034 

(Tabela 10), quando se avaliou a resposta sorológica de acordo com o score clínico 
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por pontuação, observou-se tendência à maior reatividade média no grupo “TB muito 

provável” (978,83±870,44), quando comparado ao grupo “TB pouco provável 

(70,500), mas como este grupo é composto de apenas uma amostra, não 

apresentou significância estatística (p = 0,100) como a obtida para o grupo “possível” 

(95,00±19,4079) (p = 0,022). 

No grupo ILTB, embora todos os ensaios tenham apresentado baixa taxa de 

positividade comparada a TB, foram observados níveis de anticorpos elevados que 

aumentam em direção ao HC, para IgG3-Rv3353 e, principalmente, IgG4-Rv2034, 

onde ocorreu diferença significativa apenas entre TB vs HC, mas não entre ILTB vs 

HC (Tabela 5). Hoff e colaboradores (149) (2007) descrevem que respostas 

significativas de anticorpos não se restringem a pacientes com TB, particularmente 

em áreas endêmicas, com altos níveis de exposição ao bacilo. Subentende-se que 

indivíduos ILTB abrigam menor carga bacilar que aqueles com TB, gerando menor 

quantidade de anticorpos. Em nosso estudo, nenhum ensaio imunodiagnóstico 

isolado obteve desempenho satisfatório na discriminação desses grupos. Porém, 

considerando que os ILTB e HC não foram monitorados clínica e imunologicamente, 

não temos como saber a evolução destes casos.  Estudos prospectivos são 

necessários para monitorar a modulação da resposta imune e clínica, visando 

melhor conhecimento do significado destes biomarcadores no espectro da TB. 

A Tabela 12 analisou se as reatividades obtidas nos ensaios 

imunoenzimáticos são suficientes para alcançar o TPP ideal para testes de triagem 

em suspeitos de TB e notou-se que, apesar das sensibilidades se mostrarem de 

baixas a moderadas (11,4 – 42,3%), a especificidade mínima foi alcançada, (≥ 70%) 

e houve maiores tendências de modulação da resposta imune de IgG1 e IgG3 - Rv 

3353 para o grupo TB. A AUROC mais elevada foi observada para a associação TB 

vs ILTB [0,662 (0,51-0,82)], tendo fornecido maiores positividades. Porém, tendo em 

vista que os grupos ILTB e HC foram ambos expostos a TB, optou-se por usar o cut 

off definido para TB vs ILTB/HC, para avaliar se a combinatória dos resultados dos 

diferentes biomarcadores testados poderia aumentar a sensibilidade do teste. Assim, 

em análise global, a combinatória dos resultados de IgG1/IgG3-Rv3353 aumentou a 

sensibilidade do teste para 55% e identificou 33,3% a 60% de amostras TB, quando 

associados com um ou mais testes diagnósticos negativos, utilizados na rotina. 

Portanto, a combinatória destes biomarcadores tem potencial para agregar 
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positividade aos testes negativos na rotina. Considerando que a sorologia pode ser 

facilmente formatada para ferramenta diagnóstica simples, de uso no local de 

atendimento (POC), poderia ser útil na triagem inicial, juntamente com a PT, por 

exemplo. Poderíamos colocar uma objeção nesta sugestão, pelo fato de os testes 

agregarem positividade aos TB com resultado negativo para os testes PT e BAAR, 

porém com positividade também nos grupos não TB. Para tal objeção, faríamos a 

seguinte análise: as crianças com sorologia positiva e/ou score clínico de pontuação 

seriam encaminhados para tratamento de acordo com a decisão médica. Os outros 

casos soropositivos seriam monitorados e tratados, à medida que os resultados dos 

testes BAAR e/ou cultura e/ou TRM se positivassem também. Os casos restantes de 

sorologias positivas, porém sem confirmação por outros testes e sem clínica 

sugestiva, seriam monitorados sorologicamente, visando avaliar modulação da 

resposta imune e evolução clínica. Sem dúvidas, antes da aplicação prática destes 

biomarcadores, um estudo prospectivo deverá ser realizado para conhecer como 

eles são modulados ao longo do tratamento dos TB, entre os ILTB (na progressão 

ou não para TB) e nos HC. 

Portanto, o nosso estudo possui limitações, como o tamanho amostral e a 

inexistência de amostras coletadas prospectivamente, fatos cruciais para impactar 

negativamente no potencial desses marcadores em auxiliar o controle da TB na 

criança. A sorologia, com certeza, tem sido muito explorada no diagnóstico da TB, 

entretanto, os sucessos são muito limitados e isto se deve, provavelmente, à falha 

em utilizar biomarcadores mais apropriados; para tal, uma maior variedade de 

antígenos deve ser explorada.  O nosso estudo com crianças limitou-se a dois 

antígenos, que ainda não tinham sido ensaiados neste grupo populacional, 

contribuindo para um melhor conhecimento da resposta imune por subclasses de 

IgG a estes marcadores. Entretanto, novos antígenos de latência foram descritos e 

investigações adicionais são necessárias para selecionar outros marcadores com 

reatividade diferencial para as subclasses de IgG na TB/ILTB, na faixa etária 

pediátrica. 

Embora os subtipos de IgG para os Ag estudados, não tenham atendido aos 

critérios de OMS para TPP, ainda que imperfeitamente, foram capazes de 

demonstrar perfis específicos de imunorreatividade entre os grupos TB, ILTB e HC e 

agregar positividade entre os testes de rotina que resultaram negativos. Assim, as 
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subclasses de IgG também podem ser consideradas na avaliação da acurácia de 

novos testes sorodiagnósticos adjuvantes para investigação diagnóstica de infecção 

por Mtb.  
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6 LIMITAÇÕES 

O estudo tem várias limitações, as quais abordaremos a seguir. 

O reduzido tamanho de amostra pode explicar a falta de resultados 

estatisticamente significativos para a comparação de IgG1- e IgG3-Rv3353, e IgG4-

Rv2034, entre os grupos HC, ILTB e TB.  

O número reduzido de soros também limita a avaliação do potencial da 

sorologia em crianças estraticadas em idades mais jovens, tais como: menos de 1 

ano, de 1 a 2 anos, de 2 a 5 anos, de 5 a 10 anos, e >10 anos.   Tal análise de 

subgrupo deve ser privilegiada, uma vez que a resposta imune humoral não 

amadurece para níveis adultos até cerca de 5-6 anos de idade. Bebês com menos 

de 2 anos de idade têm respostas de IgG consideravelmente mais baixas para 

antígenos polissacarídeos, por exemplo, do que crianças com mais de 2 anos de 

idade. Por outro lado, durante o primeiro ano de vida, é provável que a IgG sérica 

reflita os Ac maternos transferidos in utero.  

O número limitado de crianças imunossuprimidas limita a avaliação sorológica 

nesse grupo. Deve considerar também que a apresentação clínica da TB varia de 

acordo com a idade, com maiores taxas de disseminação na primeira infância e uma 

apresentação mais adulta em adolescentes.  

Outra limitação importante é o deficiente histório clinico-epidemiológico dos 

grupos aqui estudos, limitando a análise dos dados sorológicos. Entretanto, os 

resultados são representativos da população estudada, com a vantagem de 

apresentar os resultados da distribuição das DOs de Ac presente em cada um dos 

pacientes, portanto mostrando que a resposta de Ac não obedece a uma distribuição 

normal; tal observação fica limitada, quando os resultados somente são 

apresentados por média e DP dos grupos. 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

7 PERSPECTIVAS 

É de fundamental importância um estudo prospectivo, utilizando estes 

biomarcadores, bem como outros antígenos de latência.  

Também se faz necessário utilizar número de amostras de pacientes e 

controles equitativamente estratificados por limites de idade mais restritos. 
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8 CONCLUSÕES 

 Amostras TB apresentaram níveis mais elevados de anticorpos específicos 

IgG1-Rv3353 e IgG3-IgG3-Rv3353, em comparação com controles saudáveis, 

porém sem diferença significativa para ILTB. 

 As análises de curva ROC mostraram sensibilidades entre 11,4 e 43,2%, 

fixando a especificidades >70%, o que os torna imperfeitos com base no perfil 

de produto-alvo, recomendado pela OMS para testes de triagem (S ≥ 90% e 

Sp ≥ 70%). 

 Entretanto, estes biomarcadores, ao detectarem os ILTB em frequência 

menor, comparado ao resultado da PT, precisam ser avaliados em estudo 

prospectivo, para elucidar se estariam em maior risco de progressão para TB 

ativa ou os níveis de Ac diminuiriam, sugerindo erradicação dos bacilos. 

 A IgG3-Rv3353 detectou mais de 50% dos pacientes < cinco anos, enquanto 

a IgG1 foi mais reativa no grupo entre 5 e 10 anos (62,5 %), 

 Os testes são limitadamente robustos, mas adicionaram positividade para 

triagem de suspeitos de TB, quando combinados a outros testes rápidos de 

rotina. 

 Isto se reveste de importância, já que o ELISA pode ser facilmente formatado 

para POC e, portanto, com potencial para ferramenta rápida e de fácil 

execução no manejo da triagem dos suspeitos de TB, na prática clínica. 

 Com certeza, este estudo contribui para lançar luz sobre um ponto ainda 

pouco claro no diferencial da resposta imune da TB na criança, uma vez que, 

pela primeira vez, suclasses de IgG foram avaliadas quanto à reatividade para 

dois antígenos micobacterianos, relacionados ou não a latência em TB. 

 Conclui-se que, apesar das limitações deste estudo, os resultados 

apresentam imunorreatividades distintas em diferentes fases da TB, para a 

faixa pediátrica, sugerindo que a detecção de subclasses de anticorpos 

específicos pode representar uma ferramenta útil no diagnóstico da TB ativa.  

 Devido aos desafios no diagnóstico da TB pediátrica, a sorologia continua 

sendo uma abordagem diagnóstica atraente.  Estudos futuros com diferentes 

antígenos micobacterianos, que possam agregar positividade aos aqui 
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estudados, e avaliados prospectivamente, contribuiria para melhor 

conhecimento da resposta imune na TB da criança.  
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