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Resumo
Objetivo: Avaliar a acurácia da dosagem de IgA contra o antígeno recombinante HspX no líquido pleural e no 
soro de pacientes com derrame pleural para o diagnóstico de tuberculose pleural. Métodos: Estudo transversal 
de teste diagnóstico. Amostras de líquido pleural e de soro de pacientes com derrame pleural e suspeita de 
tuberculose pleural foram avaliadas para a determinação da densidade óptica de IgA contra HspX utilizando ELISA 
indireto. Resultados: Foram avaliadas amostras de líquido pleural e de soro de 132 pacientes: 97 com tuberculose 
pleural (grupo de estudo) e 35 com derrame pleural por outras causas (grupo controle). A dosagem de IgA em 
líquido pleural foi capaz de discriminar os pacientes com tuberculose pleural dos controles. A sensibilidade do 
teste em líquido pleural e em soro foi, respectivamente, de 69% e 30%, enquanto a especificidade foi de 83% 
e 84%, respectivamente. Conclusões: Os dados sugerem o potencial da utilização deste teste no diagnóstico de 
tuberculose pleural. Estudos com amostras maiores e em diferentes cenários epidemiológicos são necessários. 

Descritores: Derrame pleural; Tuberculose/diagnóstico; ELISA.

Abstract
Objective: To evaluate the accuracy of determining specific IgA to HspX recombinant antigen in pleural fluid 
and serum samples for the diagnosis of pleural tuberculosis in patients with pleural effusion. Methods: This 
was a cross-sectional study. Serum and pleural fluid samples of patients with pleural effusion and suspected of 
having pleural tuberculosis were tested with indirect ELISA in order to determine the optical density of specific 
IgA to HspX. Results: We evaluated serum and pleural fluid samples from 132 patients: 97 diagnosed with 
pleural tuberculosis (study group) and 35 diagnosed with pleural effusion due to other causes (control group). 
The determination of IgA in pleural fluid satisfactorily discriminated between pleural tuberculosis patients and 
control patients. The sensitivity of the test in pleural fluid and in serum was 69% and 30%, respectively, whereas 
the specificity was 83% and 84%, respectively. Conclusions: Our data suggest that this test can be used in the 
diagnosis of pleural tuberculosis. Further studies, involving larger patient samples and different epidemiological 
scenarios, are warranted. 
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Foram incluídos no estudo de forma 
sequencial os indivíduos que atendiam aos 
seguintes critérios de inclusão: idade igual 
ou superior a 12 anos; presença de derrame 
pleural líquido livre, conforme demonstrado por 
radiografia de tórax em decúbito lateral; índice 
de Karnofsky ≥ 60%; e adesão ao estudo através 
da assinatura do termo de consentimento livre 
e esclarecido. Foram excluídos do estudo os 
pacientes com evidência clínica e/ou laboratorial 
de falência renal, cardíaca ou hepática, aqueles 
com história de uso de anticoagulantes ou de 
ácido acetilsalicílico nos 10 dias anteriores 
ao procedimento e aqueles que não tiveram 
diagnóstico confirmado após a investigação e/ou 
que não completaram algum dos procedimentos 
do estudo.

Todos os pacientes foram submetidos a 
entrevista padronizada, exame físico, radiografia 
de tórax em incidência póstero-anterior e 
em decúbito lateral, além de toracocentese, 
biópsia pleural com agulha de Cope e escarro 
induzido (EI). O EI foi realizado conforme 
previamente descrito.(10) O derrame pleural foi 
classificado como exsudato ou não exsudato, 
baseado nos critérios de Light et al.(11) O derrame 
foi considerado linfocítico se a dosagem de 
linfócitos fosse superior a 80%. Uma amostra de 
5 ml de LP, dois fragmentos pleurais e o material 
obtido através de EI foram corados com Ziehl-
Neelsen. As amostras foram cultivadas nos meios 
de Löwenstein-Jensen e de Sabouraud seguindo 
os protocolos padrões.(12) Outros três fragmentos 
pleurais foram corados com H&E, e o LP foi 
corado com Papanicolaou. Todos os espécimes 
com cultura positiva para micobactérias foram 
testados por métodos bioquímicos para distinguir 
M. tuberculosis de outras micobactérias 
causadoras de TB. Aproximadamente 500 µl 
de LP e 500 µl de sangue foram coletados e 
imediatamente congelados a −20°C para a 
posterior realização do teste ELISA. 

Foram diagnosticados com TB pleural 
aqueles indivíduos que apresentaram um ou 
mais dos seguintes critérios: 1. crescimento de 
M. tuberculosis no LP e/ou no fragmento pleural 
e/ou na amostra de escarro; 2. presença de 
granuloma com ou sem necrose de caseificação 
no tecido pleural; 3. presença de derrame pleural 
exsudativo linfocitário, com citologia negativa 
para células malignas, havendo regressão 
completa do quadro clínico e radiológico após 

Introdução

O Brasil é um dos 22 países responsáveis 
por cerca de 80% dos casos de tuberculose 
(TB) no mundo e o detentor do maior número 
de casos da América Latina.(1) A TB se distribui 
em formas pulmonares (cerca de 85%) e 
extrapulmonares (cerca de 14%). Entre os casos 
de TB extrapulmonar, a doença pleural é a mais 
frequente em indivíduos com sorologia negativa 
para HIV.(1,2)

O método diagnóstico de melhor rendimento 
em pacientes com TB pleural é a histologia 
combinada com a cultura de fragmento pleural, 
obtido por biópsia. No entanto, a obtenção de 
fragmento de pleura implica na realização de 
um método invasivo, e a cultura demanda um 
tempo mínimo de três semanas.(3-5) Em função 
disso, testes mais rápidos e que sejam pouco 
ou não invasivos vêm sendo pesquisados para o 
diagnóstico de TB pleural.

Estudos recentes demonstraram que a 
presença do antígeno recombinante HspX 
(rHspX) — Rv2031c — no soro pode se relacionar 
tanto com a TB na sua fase de infecção latente 
quanto na de doença pulmonar ativa.(6,7) Por 
outro lado, já foi demonstrado que, entre as 
várias citocinas induzidas pelo Mycobacterium 
tuberculosis, se encontra a TGF-β, que está 
aumentada em pacientes portadores de TB 
pleural e que está envolvida na regulação da 
resposta imune celular e na indução da produção 
de IgA.(8,9)

Baseado no exposto, foi elaborado um 
estudo com o objetivo de avaliar a acurácia da 
dosagem de IgA contra o antígeno rHspX no 
líquido pleural (LP) e no soro de pacientes com 
derrame pleural, utilizando a técnica de ELISA 
indireta, para o diagnóstico de TB pleural.

Métodos

Foram elegíveis para participar do estudo 
todos os indivíduos atendidos consecutivamente 
no setor de métodos especiais do Instituto de 
Doenças do Tórax da Universidade Federal do 
Rio de Janeiro, entre setembro de 2002 e julho 
de 2007, e que foram encaminhados para a 
realização de toracocentese e biópsia de pleura 
devido a suspeita clínica e radiológica de TB 
pleural. Para este estudo, foi utilizada uma 
amostra de conveniência.
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Os dados foram analisados com os programas 
GraphPad Prism versão 4.02 (GraphPad Software, 
San Diego, CA, EUA) e Microsoft Excel 2003. Para 
a determinação do ponto de corte da densidade 
ótica que permitisse a melhor sensibilidade e 
especificidade dos testes no LP e no soro, foi 
utilizada a curva ROC, considerando como 
melhor ponto de corte aquele mais próximo da 
parte superior esquerda da curva (sensibilidade 
e especificidade de 100%). As medianas foram 
comparadas através do teste de Mann-Whitney.
(14) Adotou-se o nível de significância de 5%.

O projeto foi aprovado pela Comissão de 
Ética do Hospital Universitário Clementino 
Fraga Filho/Instituto de Doenças de Tórax da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Resultados

Foram avaliados 175 indivíduos com 
derrame pleural e suspeita de TB pleural. Desses, 
43 pacientes foram excluídos do estudo: 13 por 
hemólise das amostras e 30 por diagnóstico final 
desconhecido. Portanto, foram selecionados 
132 pacientes, 97 dos quais diagnosticados 
com TB pleural e 35 diagnosticados com outras 
doenças que não TB (câncer metastático, 
insuficiência cardíaca congestiva, insuficiência 
hepática, lúpus eritematoso sistêmico e derrame 
parapneumônico), formando o grupo controle. 
As amostras de soro e de LP desses pacientes 
foram avaliadas. A Tabela 1 mostra o perfil dos 
indivíduos incluídos no presente estudo. Na 
Figura 1, são apresentados os resultados dos 
valores das densidades óticas do teste ELISA 
indireto no soro e no LP. Os níveis de IgA no 
soro (Figura 1a) de pacientes com TB pleural 
foram mais elevados do que no soro de pacientes 
do grupo controle (0,244 ± 0,377 vs. 0,137 ± 
0,174), mas a diferença não foi estatisticamente 
significante (p > 0,05). No entanto, conforme 
apresentado na Figura 1b, a dosagem de IgA 
foi significativamente mais elevada no LP de 
pacientes com TB pleural que no LP de pacientes 
no grupo controle (0,481 ± 0,300 vs. 0,203 ± 
0,204; p < 0,05).

Na Tabela 2 são apresentados os valores 
discriminatórios encontrados através da curva 
ROC, tanto para avaliação do teste no soro, 
quanto para a avaliação do teste no LP. Para o 
diagnóstico de TB pleural na amostra estudada, 
a sensibilidade, a especificidade e o valor 
preditivo positivo do teste no LP apresentaram 

o tratamento com rifampicina, isoniazida e 
pirazinamida.

Dessa forma, foram selecionadas 132 amostras 
de soro e de LP de pacientes com derrame pleural 
para o estudo, sendo 97 amostras de pacientes 
com TB pleural e 35  amostras de pacientes 
com outras doenças que não TB (28 pacientes 
com câncer metastático, 1 paciente com 
insuficiência cardíaca congestiva, 2 pacientes 
com insuficiência hepática, 1 paciente com 
lúpus eritematoso sistêmico e 3 pacientes com 
derrame parapneumônico).

A detecção de anticorpos IgA contra o 
antígeno rHspX do LP e do soro foi realizada 
seguindo a técnica ELISA, conforme previamente 
descrito, mas com algumas modificações após 
a padronização.(13) Para a efetivação do ensaio, 
o antígeno foi diluído em tampão carbonato/
bicarbonato (pH = 9,6), em uma concentração 
final de 2,5 µg/ml (50 µl/poço) e incubado por 
18 h a 4°C nas placas de ELISA. Posteriormente, 
acrescentou-se 50 ml de tampão carbonato/
bicarbonato 0,05 M com leite desnatado em 
pó a 1% seguido de incubação por mais 2 h à 
temperatura de 37°C. O soro e o LP foram diluídos 
em PBS e leite desnatado a 0,1% em diluições de 
1/100 e 1/10, respectivamente, e incubados em 
estufa a 37°C (por 2 h para amostras de soro e 
por 24 h para amostras de LP). As placas foram 
lavadas seis vezes com PBS e Tween 20 a 0,05%. 
As soluções contendo os anticorpos anti-IgA 
totais humanos conjugados com peroxidase 
foram diluídas em PBS e leite desnatado a 0,05%, 
em uma diluição final de 1/2.000, distribuídas 
em cada poço (50 µl) e incubadas em estufa a 
37°C por 1 h. Após esse período, as placas foram 
novamente lavadas com PBS e Tween 20  a 
0,05%. O tampão substrato (solução de 5 mg 
de ortofenilenodiamina, 20 µl de peróxido de 
oxigênio e 5 ml de tampão citrato/fosfato pH = 
5,2) foi pipetado e incubado por 15 min e, a 
seguir, 50 µl de solução de ácido sulfúrico 4N 
foram adicionados em cada poço. Os resultados 
dos testes ELISA foram fornecidos em forma 
de valores de densidade óptica, obtidos através 
de um leitor de ELISA (Thermo Lab Systems, 
Franklin, MA, EUA) em comprimento de onda 
de 492 nm. Os procedimentos foram realizados 
no Laboratório de Imunopatologia das Doenças 
Infecciosas do Instituto de Patologia Tropical e 
Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás.
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para M. tuberculosis, que varia de 10% a 20% 
nas diferentes séries.(3,15)

A detecção de imunoglobulinas é 
relativamente simples e tem baixo custo. Em 
função disso, sua avaliação do soro, no LP e 
em outras amostras para o diagnóstico de TB 
tem sido estudada há tempos.(16) O teste ELISA 
é uma técnica sensível, reprodutível, segura, de 
fácil execução e que não requer instrumentos 
sofisticados e caros, o que quer dizer que pode 
ser facilmente realizado em qualquer laboratório. 
No entanto, embora promissores, os estudos com 
antígenos purificados no soro para o diagnóstico 
de TB pulmonar ainda não apresentaram valores 
de acurácia que justificassem sua incorporação à 
prática médica de rotina.(17-20) Da mesma forma, 
na TB extrapulmonar, em uma meta-análise 
realizada em 2007, demonstrou-se que, nos 
ensaios imunoenzimáticos nos quais o LP foi 
avaliado, a sensibilidade dos testes variou de 26% 
a 59%, e a especificidade variou de 81% a 100%.
(21) Os autores concluíram que apesar de rápidos, 
simples e não invasivos, não havia evidências 
que justificassem seu uso no diagnóstico de 
TB extrapulmonar.(21) No entanto, nenhum dos 
testes avaliados naquela meta-análise utilizou 
a dosagem de IgA contra o antígeno rHspX no 
LP. Em outra meta-análise realizada em 2009, 
avaliou-se o desempenho de testes sorológicos 
para TB pulmonar.(22) Em 25 estudos, a média da 
sensibilidade encontrada foi de 40% (variação: 
10-90%), e a média de especificidade foi de 
96% (variação: 48-100%), valores semelhantes 
aos encontrados no teste no soro no presente 
estudo, que foram de 30% (IC95%: 16-49) 
e 84% (IC95%: 74-83), respectivamente. Em 
nosso estudo, contudo, a dosagem de IgA do 
soro contra o antígeno rHspX não foi capaz de 
discriminar os pacientes com TB pleural dos 
controles, sugerindo que a resposta humoral 
sérica não é tão significativa quanto à resposta 
local, ou seja, no LP (Figura 1a).

Em relação ao antígeno utilizado neste 
estudo, rHspX, um estudo preliminar já havia 
concluído, através de ensaio immunoblot, 
que tanto as proteínas de 27 KDa, quanto 
às de 16  kDa (como é o caso de rHspX) são 
reconhecidas no soro de pacientes com TB ativa 
e não reconhecidas no soro de controles sem 
TB ativa.(23) Apesar disso, um estudo anterior 
sugerira uma maior resposta ao antígeno rHspX 
no soro de indivíduos com infecção latente por 

melhor desempenho global do que os valores 
correspondentes do teste no soro. 

Discussão

O ensaio ELISA para a pesquisa da IgA 
no LP contra o antígeno rHspX foi capaz de 
discriminar pacientes com derrame pleural 
devido à TB daqueles pacientes com derrame 
pleural devido a outras doenças. Além disso, 
esse ensaio apresentou sensibilidade de 69%, 
superior à sensibilidade do teste convencional 
para o diagnóstico de TB no LP, que é a cultura 

Figura 1 - Valores de densidade óptica (DO) em 
relação aos níveis de IgA contra o antígeno rHspX em 
amostras de soro (em a) e de líquido pleural (em b) de 
pacientes com tuberculose pleural (TBP) e controles. 
A linha horizontal em cada gráfico representa o ponto 
de corte dos ensaios. *p < 0,05.

Tabela 1 - Características dos pacientes incluídos no 
estudo.
Características Grupo TB 

pleural
Grupo  

controle
(n = 97) (n = 35)

Gênero (M/F) 69/28 21/14
Idade, anosa 33 (16-70) 61 (17-94)
TB: tuberculose. aValores expressos em mediana (variação).



306	 Limongi LCSA, Olival L, Conde MB, Junqueira-Kipnis AP

J Bras Pneumol. 2011;37(3):302-307

o largo intervalo de confiança da sensibilidade 
e da especificidade do teste sugere que o 
tamanho amostral utilizado no estudo talvez 
pudesse ser maior, sobretudo o grupo controle. 
Assim, é importante que estudos semelhantes 
sejam realizados em diferentes cenários 
epidemiológicos, utilizando um tamanho 
amostral maior. Outra limitação do estudo é que 
a rotina de avaliação de pacientes com derrame 
pleural suspeito de TB no nosso hospital não 
inclui a dosagem de adenosina desaminase. A 
falta desse teste para a comparação com o teste 
realizado pode ser considerada uma limitação 
para a avaliação dos nossos resultados.

Em conclusão, o ensaio utilizando o teste 
ELISA indireto para a dosagem de IgA no LP 
contra rHspX de M. tuberculosis foi capaz de 
discriminar os pacientes com derrame pleural 
devido a TB pleural daqueles com derrame 
pleural devido a outras doenças. A boa acurácia 
demonstrada pelo teste sugere fortemente que 
essa linha de pesquisa deva ser continuada. No 
entanto, novos estudos com amostras maiores, 
mais diversificadas e em diferentes cenários 
epidemiológicos são necessários antes da 
incorporação desse teste na prática médica de 
rotina.
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