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“Una antigua enfermedad aniguila hoy mas gente
gque nunca. La tuberculosis, gue muchos de nosotros
pensabamos gue desapareceria en nuestra época,
retorna amenazadora.

Estamos ante una encrucijada...
Podemos permitir que la epidemia de TBC se vuelva
mais mortifera o actuamos ahora para poner fin a
sufrimientos v muertes.

Estamos ante una encrucijada™......

. Harlem Brundtland, M .D., Director, OMS 1998

XXi



RESUMO

As técnicas mais utilizadas no diagnostico laboratorial de rotina para
tuberculose pulmonar (TBP) apresentam sensibilidade variavel. Diversos testes
de amplificacdo de &cidos nucléicos tém sido propostos para o diagnostico
rapido da tuberculose pulmonar em associacdo com a pesquisa de BAAR,
cultura e o diagndstico clinico. Neste estudo avaliamos o desempenho de um
teste in house de PCR colorimétrico utilizando a sequéncia 1S6110 em
amostras de escarro, lavado brénquio alveolar e aspirado traqueal de 150
pacientes internados com suspeita clinica de TBP em um Hospital Geral
Universitario no periodo de marco a dezembro de 2005. Foi realizada a PCR
colorimétrica em amostras ndo processadas (ANP) e em sedimentos. A
validade do teste foi estimada em comparacdo com a baciloscopia, cultura e
diagndstico clinico de TBP. A sensibilidade do teste in house PCR colorimétrico
foi de 41,93% (ANP) e 48,38% (sedimento) e a especificidade de 98,21%
(ANP) e 97,67% (sedimento) em comparacdo com a cultura. O teste in house
PCR colorimétrico teve uma boa concordancia, kappa = 0,6, em comparacao
com a baciloscopia e kappa = 0,5 quando comparado a cultura. Com respeito
ao diagnostico clinico a sensibilidade foi de 28,6% (ANP e sedimento) e a
especificidade de 98,2% (ANP) e 97,3% (sedimento) Os valores preditivos
positivo e negativo obtidos foram de 83,3% e 81,1% para ANP e de 76,9% e
81,2% para sedimento, respectivamente. O teste in house de PCR
colorimétrico apresentou baixa sensibilidade, mas demonstrou ser altamente
especifico para o diagnostico de TBP, além de apresentar boa concordancia
com os demais métodos utilizados na rotina laboratorial em um Hospital Geral
Universitario para o diagnéstico de TBP. Em relacdo ao diagndstico clinico
observamos alto valor preditivo (positivo e negativo) e alta probabilidade
positiva pos-teste.
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ABSTRACT

The techniques most widely used in the routine laboratory diagnosis of
pulmonary tuberculosis (PTB) show variable sensitivities. Various nucleic acids
amplification tests have been proposed for the rapid diagnosis of PTB in
association with the acid-fast bacillus staining, culture and clinical diagnosis.
We evaluated the performance of an in-house colorimetric PCR test using the
IS6110 sequence in samples of sputum, broncho-alveolar lavage and tracheal
aspirate from 150 patients with clinical suspicion of PTB admitted to a General
University Hospital in the period from March to December 2005. The
colorimetric PCR test was applied to non-processed samples (NPS) and to the
sediment. The validity of the test was estimated in comparison with culture and
clinical diagnosis of PTB. The sensitivity of the in house colorimetric PCR test
was 41.93% (NPS) and 48.38% (sediment) and specificity 98.21% (NPS) and
97.67% (sediment). The in house colorimetric PCR test had a good agreement,
kappa = 0.6, in comparison to the acid-fast staining and kappa = 0.5 when
compared to culture. Considering the clinical diagnosis, sensitivity was 28.6%
(NPS and sediment) and specificity 98.2% (NPS) and 97.3% (sediment). The
positive and negative predictive values were 83.3% and 81.1% for NPS and
76.9% and 81.2% for sediment, respectively. The in house colorimetric PCR
test showed low sensitivity, high specificity and good agreement compared with
acid-fast bacillus staining and culture used for diagnosis of PTB in a routine
microbiology laboratory at a General University Hospital The test also showed
high predictive values (positive and negative) and high positive post-test
probability when the clinical diagnosis was considered.
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A tuberculose é uma doenca grave, mas o tratamento leva a cura, desde
gue o diagnéstico seja feito com rapidez e os medicamentos sejam tomados
regularmente e de maneira adequada. O tratamento correto dos pacientes
baciliferos € prioridade do programa de controle da doenga, pois permite a
guebra da cadeia de transmisséo (Ministério da Saude, 1997).

O raciocinio diagnéstico da tuberculose pulmonar desenvolve-se a partir
do exame clinico, dos dados epidemioldgicos e da interpretacdo dos resultados
de exames complementares. Uma forte suspeita clinica é a condi¢éo sine qua
non para qualquer tentativa de diagnostico precoce da tuberculose (Schluger,
Kinney & Rom, 1994). Sintomas de tosse persistente, febre, dor toracica,
sudorese noturna, perda de peso, inapeténcia e hemoptise sédo todos
sugestivos, mas pouco especificos para a confirmacdo da tuberculose
pulmonar. Devemos estar atentos para 0s grupos de pacientes em que a
tuberculose é mais freqlente, que incluem pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), idosos, etilistas, pessoas vivendo ou residindo
em locais onde a tuberculose é comum, contactantes de pessoas com
tuberculose em atividade, pacientes com neoplasia, diabetes mellitus ou
imunosuprimidos. A partir das informacbes obtidas com a anamnese do
paciente podemos estabelecer o diagndstico clinico-epidemioldgico, e caminhar
na investigagao tentando sua confirmacao (Wolinsky, 1994).

O exame microscopico para o diagnéstico da tuberculose pulmonar € um
componente essencial do Programa de Controle da Tuberculose; ja a cultura é
necessaria para a deteccdo das formas paucibacilares da tuberculose
pulmonar (pacientes imunodeprimidos ou criancas) e das formas

extrapulmonares. Mas ao utilizar a cultura sdo necesséarias em torno de oito
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semanas para o fornecimento do resultado final ao paciente. A realizacdo do
teste de sensibilidade as drogas ou a identificacdo das demais espécies do
género aumenta esse tempo em duas semanas, € no caso de espécimes
biol6gicos com baciloscopia negativa o tempo pode ser mais longo.

Diversos testes de amplificacdo e deteccdo de &cidos nucléicos de
bactérias do complexo M. tuberculosis tém sido propostos para o diagnostico
rapido da tuberculose (alguns disponiveis comercialmente e outros in house). A
verificacdo da validade desses testes é efetuada em comparagdo com a cultura
e ou diagndstico clinico do paciente.

O presente trabalho teve o intuito de avaliar o desempenho de um novo
teste in house de PCR colorimétrico quando aplicado em codi¢Bes de rotina
laboratorial em um Hopital Geral Universitario, estimando a sua validade com

respeito ao diagndéstico clinico de tuberculose pulmonar.
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Historicamente a tuberculose constitui inusitado fendmeno de
interpenetracao cultural com diversas formas da manifestacdo humana, por ter
vitimado cientistas, literatos, poetas, muasicos, pintores e monarcas, interferindo
inclusive no curso politico de paises. Na época anterior a moderna
quimioterapia os tratamentos foram bizarros, danosos, barbaros, romanticos e
eréticos. O pneumotodrax foi o primeiro tratamento racional. Nos sanatérios, 0s
dramas dos doentes, os internamentos por longos anos despersonalizavam 0s
pacientes, criando-se o denominado "Hominis Sanatorialis”. Ap6s a descoberta
do bacilo por Koch, criaram-se a histeria contra o escarro e ambiente propicio
ao charlatanismo. Nas estancias climatéricas, havia aspectos peculiares de
assimilacdo dos tisicos e paralelamente o desencadeamento de quadros
dantescos, de miséria dos doentes amontoados em verdadeiras mansardas.

Os tisidlogos dessa época foram herois idealistas e humanitérios,
ajudando os pacientes e lutando contra a doenca praticamente de méos vazias.

O apogeu da integracao da tuberculose no romantismo, dos dramas e
dos lirismos de tuberculosos célebres ocorreu no século 19 e primeira metade
do século 20, contrastando com a imensa massa humana andnima dizimada

pelo Mycobacterium tuberculosis, cujos sofrimentos permaneceram ignorados

restando apenas frios nUmeros estatisticos (Rosemberg, 1999).

2.1. Epidemiologia
A tuberculose (TB) é uma das doencas mais antigas ja descritas, sendo
gue existem relatos de lesbes tuberculosas observadas em esqueletos datados

de 2000 anos a.C. (Arriaza et al., 1995). Mycobacterium tuberculosis, o agente
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etiolégico da tuberculose, foi isolado e cultivado em 1882, pelo médico aleméo
Robert Koch e chamado desde entéo de bacilo de Koch.

Apesar de antiga, esta doenca possui mecanismos imunopatogénicos
pouco conhecidos. Sabe-se que a bactéria € um patdgeno intracelular
facultativo, que pode sobreviver e reproduzir-se dentro de células fagocitarias,
especialmente nos macrofagos. No trato respiratério, 0s microrganismos
inalados (Figura 1) sdo apreendidos no muco, transportados para a parte
posterior da orofaringe pela acao ciliar e, finalmente, eliminados na maioria dos
casos. No entanto, alguns microrganismos podem atingir os alvéolos e entdo

ser fagocitados por macrofagos locais.

Figura 1. Forma inalatoria de transmissdo da tuberculose em humanos

(Adaptado do Programa para Capacitacion de Laboratorios, México 2000).

Cerca de 10% dos individuos infectados com tuberculose desenvolvem a
doenca ativa ao longo da vida, o restante mantém o bacilo sob a forma latente
(Comstock, 1982; Kato-Maeda et al., 2001). Fatores como a baixa resisténcia

do hospedeiro, o grande numero de bactérias, o grau de ativacdo dos
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macroéfagos alveolares, e a presenca de proteinas e glicolipideos localizados
na parede bacteriana expressos pela micobactéria causam condi¢des para a
doenca progredir.

O bacilo da TB mata mais individuos que qualquer outro agente
infeccioso sozinho. Os ébitos representam 25% de toda a mortalidade evitavel
nos paises em desenvolvimento, onde se registram 95% dos casos e 98% dos
falecimentos causados pela doenca. A maioria dos casos (75%) ocorre no
grupo etario economicamente produtivo (15-50 anos) e é a principal causa de
morte por infeccdo de mulheres jovens. Assim, fatores sociais como condi¢des
precéarias de alimentacdo, transporte, educacdo, moradia (por exemplo,
aglomerados populacionais), sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
movimentos migratorios, envelhecimento da populacdo e a piora na qualidade
dos programas de controle de TB sob a coordenacdo dos gestores publicos
condicionam a maior predisposicdo para a infeccdo (WHO, 2002).

A taxa de mortalidade da tuberculose associada a SIDA é superior
aguela observada na tuberculose isoladamente, independente da contagem de
linfécitos CD4" (Whalen et al., 1995). Como consequiéncia, temos pessoas com
infecgcéo prolongada, sofrendo, morrendo e colocando em risco a populacao, os
profissionais da saude e outros pacientes. Jones e colaboradores (1993)
descreveram uma relagdo entre o grau de imunodeficiéncia, avaliado pela
contagem de CD4", e a apresentacdo clinica e radioldgica da tuberculose. A
presenca de tuberculose extrapulmonar foi mais freqiente nos pacientes com
contagem de CD4" menor que 100 células/mm®. Em geral, pacientes com
contagem de CD4* maior que 200 células/mm® apresentaram doenca com

padrao da tuberculose “classica” do adulto ou pés-primaria, enquanto naqueles
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com contagem menor a apresentacao foi “atipica” para adultos, ou tipica da
doenca priméria, tal qual ocorre nos casos pediatricos.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que em
2006 houve 14,4 milhdes de casos prevalentes de Tuberculose Pulmonar
(TBP) e 1,7 milhdes de 6bitos, sendo que 0,2 milhdes correspondiam ao grupo
de pacientes infectados pelo HIV. Em 2007, 202 de 212 paises notificaram 5,1
milhdes de casos novos, dos quais 2,5 milhdes eram casos baciliferos novos.
Do total, 83% dos casos foram diagnosticados nas regides da Africa, Asia Sul-
oriental e Pacifico Ocidental (WHO, 2008).

O Brasil ocupa o 16° lugar na lista dos 22 paises onde se estima que
ocorram 80% dos casos de TB do mundo. Estima-se uma incidéncia de
60/100.000 hab/ano, dos quais séo notificados apenas cerca de 90 mil casos,
em sua maioria em grandes centros urbanos. O coeficiente de mortalidade, em
2006, foi de 7,8/100.000 /hab/ano; o percentual de deteccao de casos foi igual
a 67% e o de curas, 72% (Duarte, 2006). O Estado de S&o Paulo anualmente
notifica cerca de 21.000 casos, representando em nameros absolutos o maior
contingente de casos do Brasil. No entanto, o coeficiente de incidéncia de
casos do Estado situa-se proximo da média nacional de 44,1 por 100.000
habitantes em 2004. O coeficiente de incidéncia do Estado foi de 43,9 casos
por 100.000 hab/ano e o coeficiente de incidéncia de pacientes baciliferos de
22,5 casos por 100.000 hab/ano (SVS, 2005). No Rio Grande do Sul observou-
se associacao entre fatores de risco, apresentados por cerca de 40% dos
casos, e caracteristicas demograficas e clinico-laboratoriais, obedecendo ao

padréo descrito para regides em desenvolvimento (Mattos et al., 2006).
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O percentual de abandono do tratamento esta em torno de 12% no Pais,
chegando, em algumas capitais, ao valor de 30 a 40%, o que demonstra
elevadas taxas de ndo aderéncia ao tratamento. A avaliacdo do perfil de
resisténcia aos medicamentos anti-TB € realizada em menos de 5% dos casos
diagnosticados. Os fatores limitantes para o controle efetivo da TB estdo
relacionados a baixa efetividade de atuacdo dos servicos de saude em
prevencao, diagnostico, tratamento e a ma qualidade dos mesmos. Somado a
isso, de um lado, hd a auséncia da sociedade civii como parceira no
monitoramento das acgdes governamentais, e de outro, a escassez de
conhecimentos basicos da biologia do bacilo e da relacdo parasito-hospedeiro,
gue poderiam fornecer novos alvos de intervencéo para o controle da TB, como
novas vacinas, novos farmacos e novos métodos diagndsticos.

A OMS espera que as taxas de prevaléncia e mortalidade por TB
publicadas em 1990 (Figura 2a) sejam reduzidas até o 2015 (Figura 2b), meta
gue esta incluida no ODM6 dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio

(ODM) como programa de controle a tuberculose (WHO, 2008).
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Figura 2. Tendéncia a diminuir a incidéncia de TB em 9 regides do mundo*

(Stop TB Working Group, 2008). * Gréfico publicado por WHO, 2002.

2.2. Programa Nacional de Controle da Tuberculose - PNCT

Atualmente, a prevencdo da TB é feita com a vacina BCG, que € a mais
utilizada entre todas as vacinas disponiveis. Entretanto, sua efetividade é
extremamente controversa por variar entre 0% e 80% e apresentar pouco
impacto nos indicadores epidemiolégicos da TB nos adultos, em ambito
mundial (SVS,2002). Torna-se imperioso, portanto, o desenvolvimento de
novas vacinas a luz da tecnologia pés-genoma.

O PNCT tem como propésito fundamental promover o controle da TB no
Brasil. Busca a interrup¢do da transmissao da doenca e a consequente
diminuicdo dos riscos de adoecer e morrer por ela. Para isso, procura
identificar de maneira oportuna todos os doentes de TB, e principalmente os da
forma pulmonar bacilifera (principais transmissores da doenca), garantindo seu

tratamento até o final.
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Toda a populagédo brasileira tem direito ao diagnostico e tratamento
gratuitos no Sistema Unico de Satde. A maioria dos casos ocorre em pacientes
do sexo masculino e em idade produtiva, prejudicando ainda mais as condi¢oes
de vida das familias carentes, maiores vitimas da TB. A pobreza gera a
tuberculose, que gera mais pobreza

(http://portal.saude.gov.br/portal/svs/visualizar texto.cfm?idixt=21446).

2.3 - Diagnéstico

O diagnostico clinico precoce da doenca € bastante complicado,
sobretudo quando a TB esta associada a outras enfermidades (infeccdo pelo
HIV, neoplasias malignas, pés-transplante, etc), quando entdo o diagnéstico
laboratorial é de extrema importancia. Entre os métodos utilizados no
diagndstico da TB podemos citar os métodos bacteriolégicos (baciloscopia e
cultura; métodos de deteccdo do crescimento micobacteriano, automatizados
ou ndao); testes imunosorolégicos; prova tuberculinica; métodos radiolégicos e
métodos de biologia molecular (Katoch, 2004).

Nos pacientes em que ha uma suspeita clinica de TB, o primeiro passo
na investigacdo deve ser uma combinacdo de exame radiogréfico de térax e
pesquisa de micobactérias no escarro. Apesar de algumas apresentacdes
radiolégicas serem sugestivas de TB poOs-primaria (velamento nos segmentos
apicais e posteriores do lobo superior, com ou sem cavitagcdes), as
manifestacbes radiologicas da TB s&o geralmente muito variadas, incluindo
cavitagOes, infiltrados alveolares, intersticiais, nodulacdo miliar e derrame

pleural. A apresentacdo radiolégica da tuberculose pode variar mais ainda nos

pacientes infectados pelo HIV. Fraser e colaboradores (1991) descreveram 17
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padrées radiolégicos possiveis para as doencas pulmonares. A tuberculose
pode manifestar-se radiologicamente, através de 12 desses padrbes, o que da
a idéia da pouca especificidade do exame radiolégico convencional para
confirmacédo diagnodstica. O padréo radiologico da TBP, normalmente variavel,
sofre a influéncia dos diferentes graus de imunodeficiéncia impostos pela co-
infeccdo do HIV e na TBP da crianca (Brasil, 1995; Kritski et al., 2000).
Pitchenik & Rubinson (1985) em estudo comparativo e representativo de
pacientes com SIDA em fase avangada, mostraram que 60% destes tinham
adenopatia hiliar ou mediastinal, 29% apresentavam infiltrados localizados nos
tercos meédios e inferiores dos pulmdes e 12% apresentaram exame radioldgico
de térax normal. No grupo de pacientes sem SIDA, a frequéncia destes
achados foi de 3%, 3% e 0%, respectivamente. Além disso, enquanto 67% dos
pacientes sem SIDA apresentaram cavidades pulmonares, nenhum dos
pacientes com SIDA apresentou essa alteracdo. Somente 18% dos pacientes
com SIDA apresentaram velamento apical, comparados com 97% do grupo
sem SIDA.

O diagnéstico clinico definitivo e a identificacdo do microrganismo
causador da infeccdo a partir de amostras clinicas iniciam-se com a analise das
amostras de escarro para identificacdo de bacilos acido-alcool resistentes
(BAAR) que apresenta sensibilidade em torno de 50% (Figura 3) (Chakravorty

et al., 2005).

2.4 - Baciloscopia

“O método bacteriolégico é o recurso mais importante para o diagndstico

e controle de tratamento da tuberculose, pois permite a deteccdo do agente
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etiolégico por meio da baciloscopia e/ou da cultura” (Ministério da Saude,

1994).

Figura 3. Identificacdo de bacilos acido-alcool resistentes pela técnica de
coloragéo Ziehl-Neelsen (Adaptado do Programa para Capacitacion de

Laboratorios, México 2000).

A baciloscopia fundamenta-se na propriedade conhecida como alcool-
acido resisténcia. Por causa da grande quantidade de lipideos na parede
celular das micobactérias, esta, apds ser corada com carbolfucsina, ndo perde
a coloracéo sob a acao de alcool-acido (Wayne & Kubica,1986).

Este exame é apenas presuntivo, pois permite a visualizacdo dos BAAR
presente no espécime em quantidade igual ou superior a 10* bacilos/mL, mas
ndo a sua identificacdo. E efetuado nos esfregacos dos espécimes (direto ou
sedimento) em laminas que depois de secos e fixados sdo corados pelos
métodos de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun. Em alguns laboratérios, adota-se
também o método com Auramina-O. Quando séo utilizados os dois primeiros
métodos, a leitura é realizada em microscopio 6ptico comum usando objetiva

de imersdo. Quando os esfregacos sao corados com Auramina-O, Sao

13
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examinados em microscépio de fluorescéncia com objetiva 40X (Martins,
2000).

A baciloscopia é considerada o exame basico para o diagndstico da
tuberculose pulmonar, sendo indicada para pesquisa direta do bacilo no
escarro, por ser um método simples, de facil implantacédo e de baixo custo. No
caso de outros tipos de espécimes, ha necessidade de cautela ao avaliar
resultados de baciloscopia, pois micobactérias saprofiticas podem estar
presentes transitoriamente (Martins, 2000).

Na execucdo do exame bacteriologico, sdo importantes tanto a
qualidade como o transporte e conservacdo adequados do espécime, assim
como o0 uso de técnicas laboratoriais precisas. Diversos espécimes biologicos
podem ser analisados para deteccdo de M. tuberculosis e de outras espécies
de micobactérias e séo divididos em:

a) originalmente ndo estéries (em razdo da presenca de flora bacteriana)
como escarro, lavado brénquico, lavado gastrico, secrecbes em geral,
fezes, urina, biépsias de pele;

b) originalmente estéreis como sangue, géanglio, secrecdo de ganglio,

biépsia de tecido interno e liquidos pleural, ascitico, sinovial,

cefalorraquidiano (Ministério da Saude,1994).

2.5 - Cultura

Muitos métodos de cultura, seletivos ou ndo, estdo disponiveis para
deteccdo e isolamento de micobactérias (Figura 4). Os meios ndo seletivos
podem ser caldos e meios sélidos com base de ovo ou com base de agar

(Nolte & Metchock, 1995).
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Figura 4. Cultura de M. tuberculosis (Adaptado do Programa para Capacitacion

de Laboratérios, México 2000).

Os caldos mais utilizados sdo o de Middlebrook 7H9 e Dubos Tween
albumina. Atualmente o meio liquido Middlebrook 7H9 é o mais utilizado nos
sistemas semi automatizados ou automatizados e é também utilizado no BBL
Mycobacteria Growth Indicator Tube System® (MGIT) (Becton-Dickinson)
(Hanna et al., 1999).

O meio sélido com base de ovo mais utilizado é o de Lowenstein-Jensen
(LJ); o de Petragnani tem uma concentracado de verde malaquita maior que o
LJ, e é mais adequado para inoculagdo de amostras mais contaminadas. Os
meios com base de &gar sdo mais indicados para deteccdo precoce de
colénias microscopicas sendo possivel detecta-las de 10-12 dias apés a
semeadura (Nolte & Metchock, 1995; Mejia et al., 1999; Palomino & Portales,
2000).

Uma desvantagem dos meios com base de agar em relacdo ao meio LJ
€ a sua durabilidade, ap6s seu preparo, que é no maximo de um més sob

refrigeragcdo. A exposicao a luz podera resultar em deterioragdo com producao
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de formaldeidos, que sao toxicos para as micobactérias (Miliner, Stottmeier &
Kubica, 1969).

O método radiométrico BACTEC TB 460 (Beckton Dickinson
Microbiology System) usa meio liquido contendo &cido palmitico marcado com
14C (Bloom, 1994). O crescimento pode ser detectado em 7 a 15 dias pela
mensuracdo de *CO, O método BACTEC-MGIT 960, comercializado pela
mesma empresa, ndo usa material radioativo e a detec¢do do crescimento é
feita utilizando fluorometria (Hanna et al., 1999; Somoskovi et al., 2003). Ambos
os métodos dependem de aparelhos importados e sao de alto custo.

O isolamento da bactéria em cultura possibilita o uso de provas
bioquimicas para identificacdo das espécies de micobactérias e a realizagdo de
testes de susceptibilidade in vitro para verificacdo da resisténcia da cepa de M.
tuberculosis aos tuberculostaticos A cultura requer de 4-6 semanas devido ao
crescimento lento das micobactérias. Dessa forma a determinacdo da
susceptibilidade as drogas requer de 3-6 semanas adicionais levando a atraso
na emisséo do resultado final.

O International Working Group on Micobacterial Taxonomy (IWGMT) em
1974-1976, aceitou 11 testes altamente reprodutiveis para o uso em estudos
de sistematica do género Mycobacterium e também utilizados nos laboratérios
de Saude Publica para identificacéo de espécies (Wayne et al., 1974; Wayne et
al.,1976). Os testes minimos para identificacdo de micobactérias sao:
crescimento a 25C, 30T, 33T, 37T, 42T e 45C, analise da presenca de
pigmentacéo, resisténcia a isoniazida (INH) (2 e 20 pug/mL), hidrazida do acido
tiofeno-2-carboxilico (TCH) (2 pg/mL), hidroxilamina (HA) (500 pg/mL), acido p-

nitrobenzoico (PNB) (500 pg/mL, cloreto de sodio (CINa) (5%), tiacetazona (20
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pg/ml), acido picrico (0,2%) e acido oleico (250 pg/ml) teste de catalase,
hidrélise do Tween, urease, producdo de niacina, reducdo de nitrato, fosfatase
acida, arilsulfatase, pirazinamidase e atividade da esterease.

No Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz as cepas recebidas
do Estado de Sao Paulo sdo submetidas aos testes de susceptibilidade e
identificagdo da espécie. Os aspectos macroscopicos e microscopicos da
cultura sdo considerados para direcionamento das cepas aos testes
adequados, por exemplo, uma cultura com coldnias rugosas, acromodgenas e
com bacilos formando cordas a microscopia € presuntiva de M. tuberculosis e,
portanto, o isolado é submetido a testes de susceptibilidade as drogas. Séo
utilizados PNB, TCH, INH, Rifampicina (RIF), Etambutol (EMB), Estreptomicina
(SM) e Pirazinamida (PZA). A espécie M. tuberculosis é susceptivel ao PNB e
resistente ao TCH, e com excecdo dos casos resistentes, apresenta
susceptibilidade a EMB, RIF, SM, PZA e INH.

As culturas resistentes a TCH e PNB sdo submetidas a testes para
identificagdo de micobactérias ndo tuberculosas (Chimara et al.,, 2008). Os
testes bioguimicos sdo feitos com as bactérias de cultivos frescos e as
condicbes de realizagdo sao importantes para que 0s resultados sejam
confidveis e reprodutiveis, pois os mesmos variam de acordo com a
concentragdo do substrato, tempo de reagdao, composicdo do tampéo,
comprimento de onda selecionado para detectar a reacdo, reagentes
colorimétricos, etc.

As técnicas sao tradicionais e, portanto, jA ndo se questiona o custo e
beneficio de sua aplicacdo rotineira, porém existem algumas desvantagens. A

identificagc@o requer a semeadura da micobactéria em diversos meios para
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provas de pigmentacdo e de crescimento em diversas temperaturas, para
pesquisa de susceptibilidade a determinadas drogas e para verificacdo da
utiizacdo de substratos quimicos. Para a interpretagcdo do crescimento da
micobactéria em meios com drogas, é necessario um treinamento prolongado
e, mesmo assim, em alguns casos pode ser subjetiva. Varios testes para
identificagdo de uma espécie sado necessarios, o que dificulta a implantacdo da
técnica em laboratorios regionais. A realizagcdo dos testes baseados na
expressdo de certas caracteristicas bacterianas que podem ser variaveis
requer o crescimento abundante da micobactéria em cultura, o que leva em
torno de uma a quatro semanas. A leitura € feita depois de trés semanas da
semeadura nos meios especificos, sendo, portanto, requerido um longo tempo
para obtencao do resultado (Martins, 2000).

Na ultima década, a utilizacdo destes testes tem sido questionada, pois
no momento atual é importante a identificacdo rapida da espécie
micobacteriana para orientar o tratamento, e esses testes s6 fornecem a
identificacdo apds trés a oito semanas (Kusunoki et al., 1991; CDC, 1996;
Shikama et al., 1999).

Springer e colaboradores (1996) mencionaram que 0s métodos
fenotipicos ndo sdo capazes de separar espécies muito similares como as do
Complexo Micobacterium avium (MAC) que contém pelo menos quatro
espécies e é citado por Guerrero e colaboradores (1995) como a “zona
cinzenta” da taxonomia da micobactérias e por Kirschner & Béttger (1992)
como a “dor de cabeca” dos taxonomistas, porque obscurece a interpretagcéo

de estudos médicos e veterinérios de infec¢des causadas por M. avium.
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2.6 - Testes Répidos

Testes imuno-sorologicos para deteccdo rdpida de TB ativa tém sido
propostos, como hemaglutinacédo, fluorescéncia direta, radioimunoensaio e
ELISA, mas até 0 momento ndo se mostraram Uteis do ponto de vista clinico
(Daniel et al., 1987; Alzahrani et al., 2000; Conde et al., 2000).

A prova tuberculinica é usada ainda hoje como método auxiliar no
diagnoéstico da TB, mas, estima-se uma taxa de 25% de resultados falso-

negativos em pessoas com tuberculose ativa (Holden et al., 1971).

2.7 - Técnicas de Biologia Molecular

Os avancgos técnico-cientificos, nas ultimas décadas, deram origem a
varios testes diagndsticos promissores. No entanto, houve muito pouco
progresso no entendimento de como operacionalizar tais técnicas em
condicdes de rotina nos Servigos de Saude, bem como avaliar seu impacto em
termos de custo-efetividade no controle da TB de maneira global.

Partindo-se do pressuposto de que o genoma de qualquer organismo é o
gque de mais especifico existe para sua identificacdo, técnicas de biologia
molecular, especialmente as técnicas baseadas na amplificacdo de acidos
nucléicos, passaram a ser utilizadas para o diagnéstico de diversas doencas,
inclusive para TB, com a vantagem de poderem oferecer o resultado em tempo
muito curto (algumas horas). Os métodos de diagndéstico de TB baseados em
amplificacdo de acidos nucléicos séo:

) Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
i) Amplificacdo mediada por transcricdo (AMT)

i) Amplificacdo baseada na sequiéncia de acidos nucléicos (NASBA)
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iv) Amplificacéo por transferéncia de fita (SDA).
V) Amplificagéo QP replicase

O primeiro desafio para a utilizacdo destas técnicas foi identificar
sequéncias de DNA que poderiam ndo sO separar as micobactérias de outras
bactérias patogénicas, mas que pudessem distinguir entre espécies de
micobactérias. Muitos alvos do genoma das micobactérias foram identificados,
dentre eles podemos citar os genes que codificam as proteinas de 32 kDa
(Soini et al., 1992), 38 kDa (Miyazaki et al., 1993), 65 kDa (Brissoa-Noel et al.,
1989) e os genes dnaJ (Takewaki et al., 1993) e mtp40 (Parra et al., 1991).
Alguns destes genes sdo género ou complexo especificos, e para identificacdo
das espécies seria necessaria a realizagdo de hibridacdo ou uso de enzimas de
restricao.

O alvo mais freqglientemente utilizado para diagndstico molecular é a
sequéncia de DNA denominada 1S6110, sequéncia que tem significado
funcional desconhecido, capaz de auto replicacdo e que pode estar
permanentemente integrada ao genoma do hospedeiro (Eisenach et al., 1990).

A 1S6110 consiste em uma sequéncia de 1.355 pares de bases (pb)
contendo 28 pb idénticos, mas com sequéncia invertida em ambas as
extremidades e é encontrada exclusivamente em cepas pertence ao complexo
M. tuberculosis (M.tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M caprae,
M. canettii, M. pinnipedii) (Thierry et al., 1990).

Durante as Ultimas décadas, tém sido desenvolvidos varios métodos de
deteccdo direta e identificacdo de M. tuberculosis a partir de amostras clinicas.
Esses métodos sao capazes de reduzir o tempo de diagnéstico de semanas

para dias, tendo assim uma grande relevancia nos laboratérios de diagndstico.
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Os testes comerciais com reagentes padronizados sdo submetidos a
aprovacdo pelo Food and Drug Administration (FDA-USA), para que possam
ser usados para diagnéstico e ao estarem disponiveis comercialmente
simplificam a utilizacdo das técnicas moleculares, possibilitando maior
reprodutibilidade de resultado.

Os testes disponiveis comercialmente até o momento sdo AMTD® e
EMTD® (Gen-Probe Inc., San Diego, CA), Amplicor® e Cobas Amplicor®
(Roche Molecular Systems, Brancburg, NJ), o ultimo de uma geragdo com
automatizacdo completa, e SDA® (Biosciences, Sparks, Md). Entretanto,
apenas o AMTD®, o Amplicor® e o EMTD® foram aprovados pelo FDA, e
exclusivamente para amostras respiratérias, com baciloscopia positiva. Cabe
ressaltar que o EMTD® foi aprovado para amostras com baciloscopia negativa
também. Todos esses testes foram aprovados para uso em casos com
suspeita clinica de TB pulmonar em pacientes adultos, ndo infectados pelo HIV
e sem tratamento prévio nos 12 meses que antecederam o evento atual (Mello
et al., 2002).

Dependendo do “padrdo ouro” considerado, estudos mostram que a
sensibilidade do PCR varia entre 77% e 95% e a especificidade € maior que
95% em amostras com baciloscopia positiva (Kivihya-Ndugga et al., 2004;
Flores et al., 2005).

Segundo o Center for Disease Control and Prevention - CDC (1996), os
testes de amplificacdo preparados em laboratério (in house) devem ser
utilizados para o diagndstico com muito critério, pois as variaveis sdo inameras,
o que dificulta sua avaliacdo. A padronizacdo da técnica, principalmente da

extragdo do DNA, é fundamental no sucesso dos testes in house. Rossetti e
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colaboradores (1997) padronizaram um método de extracdo de DNA a partir de
amostras clinicas, utilizando silica. O método foi utilizado por outros autores
gue comprovaram sua eficicia para a remocdo de possiveis inibidores da Taq
DNA polimerase presentes no sangue, escarro e outros materiais biol6gicos
(Al-Soud, 2000; Almeda et al., 2000; Boddinghaus, 2001). Por outro lado, a
acuidade da PCR depende da sequéncia alvo escolhida e da realizacdo do
teste em cepas isoladas ou em amostras clinicas. Ogusku e colaboradores, em
2004, selecionaram amostras clinicas de pacientes com suspeita de TBP no
estado de Amazonas e aplicaram a técnica de PCR utilizando primers
especificos para os seguintes alvos: 1S6110 e genes codificadores das
proteinas 65 kDa, 38 kDa e MPB64 e concluiram que o protocolo utilizado no
processamento das amostras clinicas e os primers especificos utilizados para
amplificacao do fragmento de 123pb da sequéncia 1IS6110 demonstraram maior
eficiéncia no diagnéstico de tuberculose pulmonar paucibacilar. Bollela e
colaboradores (1999) utilizaram o0s mesmos primers complementares a
sequéncia 1S6110 no trabalho realizado em 1999, com o intuito de padronizar
uma reacao que pudesse ser realizada (in house) de maneira simplificada e
gue fosse facilmente reproduzida em laboratdrios com recursos minimos para a
realizagao do teste.

A PCR é capaz de detectar até uma cépia de um fragmento de DNA de
M. tuberculosis, como ja foi demonstrado por Eisenach e colaboradores (1990).
Bollela (2000) detectou até 3 bacilos em uma solucdo-padrao o que confirma a
extrema sensibilidade da técnica em amplificar sequéncias genémicas de M.

tuberculosis.
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Sperhacke e colaboradores (2004) no estudo de padronizagcdo de um
método de diagndéstico colorimétrico para TB incluiram controles negativos de
extracdo e amplificacdo, os quais foram processados com as amostras clinicas,
como sugerido por Noordhoek e colaboradores (1996) bem como a utilizagéo
de procedimento operacional padrdo (POP), que possibilita uma melhor
performance dos técnicos e uma confiavel avaliacdo do controle de qualidade
dos métodos que utilizam a amplificacdo de acidos nucléicos.

Existe variacdo da acuracia entre os diferentes laboratérios que utilizam
métodos in house, e alguns estudos indicam que resultados falso-negativos
ocorrem na etapa de deteccdo e nao durante a reacdo da PCR (Suzuki et al.,
1992). Vérios métodos de deteccdo tém sido relatados; os mais usuais
envolvem a eletroforese em gel de agarose utilizando brometo de etidio ou
visualizacdo dos produtos amplificados usando sondas radioativas. Mais
recentemente tém sido utilizados métodos onde o DNA amplificado é detectado
em fase solida com sistemas nao radioativos. Sperhacke e colaboradores
(2003) padronizaram uma metodologia de PCR in house com deteccéo
colorimétrica usando suporte soélido.

Apesar da elevada sensibilidade e especificidade das metodologias
moleculares, a andlise de custo e real contribuicdo na prética clinica merece
um especial destaque. Os custos atuais de ensaios comerciais de amplificacéo
de acidos nucléicos impossibilitam a inclusdo destes no diagnostico de rotina.
Os paises pobres sdo mais sobrecarregados com 0s mais elevados numeros
de casos e, portanto, é pouco provavel que se beneficiem de tecnologias caras.
Percebendo isso, agéncias como a Foundation for Innovantive New Diagnostic

(FIND), a OMS e a Stop TB Working Group for New Diagnostic incentivam as
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iniciativas de criar e implementar novas tecnolégicas acessiveis e disponiveis
em paises em desenvolvimento, para detectar a TB e outras doencas
negligenciadas (Ling et al., 2008).

Em 2001 o custo do teste de amplificacdo de &acidos nucléicos era de
aproximadamente US$50 a US$100 (Schluger et al., 2001). O custo do método
desenvolvido por Sperhacke e colaboradores em 2003 foi estimado em
aproximadamente US$10 para o processamento de 14 amostras clinicas, sem
considerar outros custos ndo relacionados a execuc¢do do teste molecular. O

tempo requerido para o procedimento foi de aproximadamente 8 horas.
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OBJETIVOS

» Avaliar o desempenho do teste in house de PCR colorimétrico no
diagnostico de tuberculose pulmonar quando aplicado em
condicdes de rotina laboratorial em wum Hospital Geral
Universitario;

» Estimar a validade do teste com respeito ao diagnéstico clinico de

tuberculose pulmonar.
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4.1 - Selecao de Pacientes

4.1.1 - Critérios de Incluséo

Todos o0s pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar que
estiveram internados em diferentes unidades do Hospital Sdo Paulo (HSP) e
com amostras (escarro, lavado bronco-alveolar, aspirado traqueal e liquido
pleural) enviadas ao Laboratério Central do Hospital Sdo Paulo (LCHSP) no
periodo de marco a dezembro de 2005 foram incluidas neste estudo. O numero

de amostras coletadas por paciente variou de acordo com a requisi¢do medica.

4.1.2 - Critérios de Exclusao
Pacientes que ndo puderam ser avaliados para a definicdo do
diagnostico (pacientes transferidos para outras unidades de saude, por

exemplo) foram excluidos do estudo.

4.2 Parametros Clinicos e Epidemioldgicos - Coleta de Dados

Os dados foram obtidos através da analise dos prontuarios médicos dos
pacientes solicitados ao Servico de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do
HSP. Foram obtidos dados de anamnese, exame fisico, exames laboratoriais e
radiolégicos de cada prontuario de acordo com ficha clinica adaptada pelos
pesquisadores da Rede de Estudos em Tuberculose do Brasil (REDE-TB)
(Anexo 1). Apés coleta dos dados dos prontuéarios, as fichas clinicas foram
avaliadas por um infectologista.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Paulo-Hospital S&o Paulo (Anexo 2).
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4.3 - Coleta e Armazenamento do Material Biol6gico

Para execucao deste trabalho foram utilizadas 210 amostras (escarro,
aspirado traqueal, lavado brénquio-alveolar e liquido pleural), coletadas pelo
servigco de enfermagem do Hospital Sdo Paulo. As amostras foram enviadas ao
Laboratorio Central do Hospital Sdo Paulo, Secdo de Microbiologia, Setor de
Micobactéria para pesquisa de BAAR e cultura.

As amostras recebidas pelo laboratério foram identificadas e
processadas de acordo com o Protocolo Operacional de Procedimentos (POP)
do laboratério (Anexo 3). Uma aliquota da amostra ndo processada (ANP) e
uma aliquota do sedimento obtido apds descontaminacgéo e centrifugacao (que
denominamos sedimento) foram mantidas congeladas a -20°C até o momento

de sua utilizacao.

4.4 - Baciloscopia e Cultura

Foram realizadas no Laboratério Central do Hospital Sdo Paulo, Secéo

de Microbiologia, Setor de Micobactérias .

4.5 - Procedimentos Moleculares

Para realizagcdo do PCR colorimétrico em placa para deteccdo de M.
tuberculosis, as amostras foram processadas e avaliadas sem o conhecimento
dos resultados de baciloscopia e cultura, assim como da histéria clinica do
paciente. Os protocolos de extracdo de DNA, reagcédo de PCR e deteccdo por
colorimetria em placa foram padronizados e cedidos com o kit fornecidos pela
Dra. Maria Lucia Rossetti e colaboradores, do Centro de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico/Fundacéo de Pesquisa e Producdo em Saude (CDCT-
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FEPPS) contendo todos os reagentes usados nos testes. Todas as etapas

foram realizadas conforme o protocolo descrito em cada Kkit.

4.5.1 - Extracdo de DNA

Preparou-se o Controle Negativo de Extracdo (CNE), calculou-se o
volume de Solugédo de Tampéo (ST) e Solucao hidroalcodlica a ser utilizado de
acordo com o numero de amostras. Uma aliquota de 500 uL de cada amostra
clinica foi centrifugada por 10 min a 1290 g (12000 rpm), o sobrenadante
desprezado e o sedimento foi lavado duas vezes com 200 pL de ST. Os tubos
foram agitados em vortex por 5 seg e centrifugados por 5 min a 1290 g (12000
rpm).

Os tubos foram colocados em termobloco a 100<C por 10 min incluindo o
Controle Positivo de Extracdo (CPE) proporcionado no kit e depois foram
centrifugados por 20 seg. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo
contendo 5 pL de resina de silica e agitado de forma manual e
sequencialmente durante 5 min. Depois da centrifugacdo por 1 min a 1290 g
(12000 rpm) o sobrenadante foi descartado e 200 pL de solugéo hidroalcodlica
foram adicionados ao sedimento que foi entdo agitado manualmente e
centrifugado a 1290 g (12000 rpm) por 1 min. O sobrenadante foi retirado e
descartado, os microtubos foram invertidos sobre papel absorvente até secar a
resina.

Os sedimentos foram ressuspendidos em 33 pL de ST, agitados
manualmente e centrifugados a 1290 g (12000 rpm) por 1 min. O sobrenadante
foi transferido para um microtubo novo previamente identificado, e

armazenados a -20TC até o momento de processar a PCR.
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45.2 - Amplificagdo por PCR da regido IS 6110 de M.

tuberculosis

A reagéo de amplificacdo foi realizada utilizando os primers biotinilados
INS-1CGTGAGGGCATCGAGGTGGC e INS-2 CGCTAGGCGTCGGTGACAAA
derivados da sequéncia de insercdo IS6110 (Hermans et al.,1990). Na etapa
de detecgdo colorimétrica foi utilizada uma sonda aminada complementar ao
produto amplificado. Os primers e a sonda foram sintetizados pela empresa
Invitrogen (Molecular Biology Incorporating Life Technologies™ and ResGen™
Brand).

Os tubos da reacédo foram preparados com 40 pL da MIX-PCR fornecido
no Kit e 10 uL de DNA previamente extraido das amostras e dos controles de
extracdo (CNE e CPE). Dois tubos adicionais foram preparados com 40 puL da
MIX-PCR e 10 pL dos controles de reacdo (Controle Positivo de Reacéo - CPR
e Controle Negativo de Reacéo - CNR).

Os tubos foram colocados no termociclador Gene Amp® PCR System
9700 (Applied Biosystems) programado com as condi¢cdes de amplificacéao
descritas no protocolo que acompanha o kit: desnaturacdo a 94 por 5 min, 35
ciclos a 94T por 2 min, 68T por 2 min, 72T por 2 min, e uma extensao final a
72T por 5 min, estabilizacdo e parada de reacéo a 4<C.

Apéds o término da PCR os microtubos foram guardados a -20C até o

momento da deteccao por gel e placa.
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45.2.1 - Deteccdao dos Produtos Amplificados em Gel de

Agarose

O gel pronto foi proporcionado com o kit. Utilizou-se tamp&o TBE 1X
(n&o incluido no kit) para a eletroforese programando a fonte para 5 volts/cm de
gel por um periodo de aproximadamente 30 min. As amostras foram
preparadas adicionando-se tampao de amostra na proporc¢éo de 1:5 do volume
total. Apds a eletroforese, o gel foi visualizado em transiluminador UV. Para a
confirmacdo do tamanho de fragmentos de DNA utilizou-se padréo de peso

molecular de 100 pb ou de um kb.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose (1,5%). Analise dos produtos de PCR
amplificados a partir do DNA de M. tuberculosis extraido de amostras clinicas.
Padrao de peso molecular de 100 pb; 1 - controle negativo de extragao; 2 -
controle positivo de extracédo; 3 - controle negativo de reacéo; 4 - controle
positivo de reacdo; 5 - amostra positiva; 6 - amostra negativa e 7 - controle

positivo de reacao.
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4.5.2.2 - Detecgao dos Produtos Amplificados por Co  lorimetria
em Placa Amino Link

A etapa de deteccao colorimétrica dos produtos amplificados por PCR foi
realizada no CDCT-FEPPS. Segue um resumo da metodologia utilizada.

A deteccdo dos produtos amplificados biotinilados foi realizada por
hibridizacdo utilizando placa de ELISA. Uma sonda aminada foi previamente
fixada aos micropocos. Etapas de lavagem posteriores a hibridizacado foram
utilizadas. Posteriormente, o conjugado enzimatico estreptavidina peroxidase
foi adicionado. Como revelador da reagdo foi utilizado TMB (3,3,5,5-
tetrametilbenzidina). A reacéo foi interrompida pela adicdo de &cido sulfarico.
Os resultados foram observados através de leitura em equipamento Leitor de
ELISA em comprimentos de onda de 450nm e re-filtro de 620nm.

O valor do controle negativo foi subtraido de cada valor da leitura,

considerando-se resultado positivo a partir de 0,275.

A B

Figura 6. Resultados da deteccdo colorimétrica em placas de ELISA. A)
Visualizacdo dos resultados apds a adicdo do substrato TMB; B) Visualizacéo
dos resultados apos a adicao da solucdo de parada. Nesta etapa foi realizada a

leitura dos resultados em equipamento leitor de placas de ELISA.
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4.6 - Andlise Estatistica dos Dados

O passo inicial da andlise dos dados consistiu na descricdo geral dos
mesmos, a partir de tabela de dados utilizando o programa de planilha
Microsoft Excel e SSPS 13.0 for Windows. Foram construidas tabelas de
contingéncia com os dados de interesse na pesquisa (Agrestil, 2000). Em
seguida, para avaliar as concordancias do ponto de vista estatistico, empregou-
se a estatistica kappa. Foram calculadas a sensibilidade e a especificidade
como medidas de eficacia diagnéstica do PCR colorimétrico com respeito a
cultura. Para estimar a validade do teste com respeito ao diagnéstico clinico
calculamos os valores preditivo positivo e negativo.

Os célculos estatisticos foram realizados utilizando o programa
estatistico DAG_Stat (Kraemer 1992) e o programa estatistico Probabilitas

contido na pagina web http://www.vademecum.com.br/iatros/index.htm.

Utilizamos o nomograma de Fagan para os céalculos de probabilidade pés-teste

(Greenhalg, 1997).
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5.1 - Andlise Descritiva

Neste estudo foram incluidas amostras clinicas de 150 pacientes
internados no Hospital Sdo Paulo, com suspeita clinica de tuberculose, no
periodo de Marco a Dezembro de 2005. Foram coletas amostras clinicas de
todos os pacientes, sendo que para cada caso foi coletada a amostra mais
indicada pelo médico, a saber: escarro, lavado bronco-alveolar (LBA), aspirado
traqueal, ou liquido pleural. Todos os pacientes realizaram pelo menos uma
vez a coleta de amostra, sendo que 42 pacientes realizaram duas, 17
realizaram trés e apenas um Unico paciente realizou quatro coletas. Devido ao
diferente nimero de coletas realizadas pelos pacientes, foram avaliadas no
presente estudo 210 amostras clinicas.

Dentre as 210 amostras coletadas a distribuicdo foi de 148 escarros
(70,5%), 47 LBA (22,4%), 14 aspirados traqueais (6,7%) e uma Unica amostra
de liquido pleural (0,5%).

A baciloscopia direta foi realizada em 197 amostras clinicas das 210
incluidas no estudo (93,8%). Os resultados sdo mostrados na Tabela I. Treze
amostras (6,2%) nao foram processadas, uma vez que foi solicitada apenas

cultura.
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Tabela I. Resultado da baciloscopia direta de acordo com o tipo de amostra

Amostra clinica Positivo Negat ivo Total

n (%) n (%) n (%)
Escarro 15 (7,6) 129 (65,5) 144 (73,1)
LBA 2(1,0) 40 (20,3) 42 (21,4)
Aspirado traqueal 1(0,5) 9 (4,6) 10 (5,1)
Liquido pleural 0 (0,0) 1(0,5) 1(0,5)
Total 18 (9,1) 179 (90,9) 197 (100,0)

A PCR colorimétrica da ANP foi realizada com 206 amostras e 4 (1,9%)
nao foram avaliadas por esse método por insuficiéncia de material. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela Il.

Tabela Il. Resultado da PCR colorimétrica da ANP de acordo com o tipo

amostra
Amostra clinica Positivo Nega tivo Total
n (%) n (%) n (%)

Liquido pleural 0 (0,0) 1(0,5) 1(0,5)
Aspirado traqueal 1(0,5) 12 (5,8) 13 (6,3)
Escarro 12 (5,8) 134 (65,0) 146 (70,8)
LBA 3(1,5) 43 (20,9) 46 (23,4)
Total 16 (7,8) 190 (92,2) 206 (100,0)
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A baciloscopia e a PCR colorimétrica também foram realizadas

utilizando-se o sedimento. De todas as 210 amostras, a partir de uma aliquota

do produto descontaminado e concentrado, procedimento este que antecedeu

a cultura. Vinte e quatro (11,4%) amostras apresentaram resultado positivo na

baciloscopia do sedimento, como pode ser visto na Tabela lll.

Tabela lll. Resultado do método baciloscopia do sedimento de acordo com o

tipo de amostra

Amostra clinica Positivo Negativo Total

n (%) n (%) n (%)
Liquido pleural 0 (0,0) 1(0,5) 1(0,5)
Aspirado traqueal 1(0,5) 13 (6,2) 14 (6,7)
Escarro 21 (10,0) 127 (60,5) 148 (70,5)
LBA 2 (1,0) 45 (21,4) 47 (22,4)
Total 24 (11,4) 186 (88,6) 210 (100,0)

Com a PCR colorimétrica realizada a partir do sedimento foram obtidos

19 (9,0%) resultados positivos (Tabela V).
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Tabela IV. Resultado da PCR colorimétrica do sedimento de acordo com o tipo

de amostra

Amostra clinica Positivo Negativo Total

n (%) n (%) n (%)
Liquido pleural 0 (0,0) 1(0,5) 1(0,5)
Aspirado traqueal 3(1,4) 11 (5,2) 14 (6,7)
Escarro 15 (7,1) 133 (63,3) 148 (70,5)
LBA 1(0,5) 46 (21,9) 47 (22,4)
Total 19 (9,0) 191 (90,1) 210 (100,0)

Das 210 culturas realizadas, 7 (3,3%) nédo puderam ser analisadas por

estarem contaminadas e foram descartadas das andlise. A tabela V mostra que

31 (15,3%) culturas foram positivas. Em 29 das culturas foi identificada M.

tuberculosis e em 2 (1,0%) culturas houve crescimento de M. fortuitum e M.

avium respectivamente (Tabela V).

Tabela V. Resultado da cultura de acordo com o tipo de amostra

Amostra clinica Positivo Nega tivo Total

n (%) n (%) n (%)
Liquido pleural 0 (0,0) 1(0,5) 1(0,5)
Aspirado traqueal 1(0,5) 12 (5,9) 13 (6,7)
Escarro *25 (12,3) 117 (57,6) 142 (70,5)
LBA 5(2,5) 42 (20,7) 47 (22,4)
Total 31 (15,3) 172 (84,3) 203 (100,0)

* M. fortuitum e M. avium
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O diagnéstico clinico definitivo de 146 (97,3%) pacientes foi obtido pela
analise dos prontuarios e quatro (2,7%) néo foram localizados. O diagndstico
de 35 (24%) pacientes foi definido como (TBP), dentre os quais 12 (34,3%) nao
apresentaram associagcdo a outra doenca de base, 6 (17,1%) pacientes
apresentaram TBP associado a outra doenca de base (n&o portadores do HIV,
porém com cancer, Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica,DPOC, e Pneumonia,
entre outras) e 17 (48,6%) tiveram diagndstico de TBP associado ao HIV

(Tabela VI).

Tabela VI. Distribuicdo do numero de pacientes de acordo com o diagnostico

clinico
Diagnéstico Pacientes
TBP 12
TBP+ doenca base 6
TBP + HIV 17
Outro diagndstico 111
Total 146

Para construgcéo das tabelas a seguir, nos casos em que 0s pacientes
tiveram coleta de mais de uma amostra, considerou-se s6 um resultado final,
prevalecendo o resultado positivo.

Como poderser visualizado em destaque na Tabela VII, 24(17,5%)
pacientes com diagndstico clinico de TBP associado ou ndo a outras doencas
apresentaram baciloscopia direta negativa. Amostras de 9 pacientes néao

tiveram resultado por ter sido solicitada so cultura.
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Tabela VII. Resultados de baciloscopia direta de acordo com o diagnéstico

clinico

.Diagnéstico Positivo N egativo Total

n (%) n (%) n (%)
TBP 5 (3,6) 7 (5,1) 12 (8,8)
TBP+ doenca base 3(2,2) 3(2,2) 6 (4,4)
TBP+HIV 392,2) 14 (10,2) 17 (12,4)
Outro diagndstico 0 (0,0) 102 (74,5) 102 (74,5)
Total 11 (8,0) 126 (92,0) 137 (100,0)

A PCR colorimétrica da ANP foi realizada nas amostras de 144

pacientes, pois em 2 casos ndo houve material suficiente para a extracao do

DNA. Em destaque, 25 (17,36%) amostras correspondentes ao grupo com

diagnéstico de TBP apresentaram resultado negativo. Em duas (1,3%)

amostras correspondentes a pacientes com outros diagnosticos, o resultado foi

positivo (Tabela VIII).
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TabelaVIll. Resultado da PCR colorimétrica da ANP de acordo com o

diagnoéstico clinico

Diagnéstico Positivo Ne gativo Total

n (%) n (%) n (%)
TBP 6 (4,2) 6 (4,2) 12 (8,3)
TBP+ doenca base 2 (1,4 4 (2,8) 6 (4,2)
TBP+HIV 2 (1,4) 15 (10,4) 17 (11,8)
Outro diagndstico 2(1,4) 107 (74,3) 109 (75,7)
Total 12 (8,3) 132 (91,7) 144 (100,0)

Em relacdo a baciloscopia do sedimento, obtive-se resultado negativo

em 20 (13,6%) amostras de pacientes diagnosticados clinicamente como

portadores de TBP (Tabela IX).

Tabela IX. Resultado da baciloscopia do sedimento de acordo com o

diagnoéstico clinico

Diagnéstico Positivo Ne gativo Total

n (%) n (%) n (%)
TBP 8 (5,5) 4(2,7) 12 (8,2)
TBP+ doenca base 3(2,1) 3(2,1) 6 (4,1)
TBP+HIV 4(2,7) 13 (8,9) 17 (11,6)
Outro diagndstico 0 (0,0) 111 (76,0) 111 (76,0)
Total 15 (10,3) 131 (89,7) 146 (100,0)

Vinte e cinco (17,1%) amostras, referentes ao grupo de pacientes com

diagndstico clinico de TBP, apresentaram resultado negativo ao PCR
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colorimétrico do sedimento. No grupo de pacientes com outros diagndésticos

clinicos, 3 (2,1%) apresentaram resultado positivo (Tabela X).

Tabela X. Resultado da PCR colorimétrica do sedimento de acordo com o

diagnoéstico clinico

Diagnéstico Positivo Negativo Total

n (%) n (%) n (%)
TBP 5 (3,4) 7 (4,8) 12 (8,2)
TBP+ doenca base 3(2,1) 3(2,1) 6 (4,2)
TBP+HIV 2(1,3) 15 (10,2) 17 (11,5)
Outro diagndstico 3(2,1) 108 (74,0) 111 (76,1)
Total 13 (8,9) 133(91,1) 146 (100,0)

No total foram analisadas 146 culturas, das quais duas culturas estavam
contaminadas, restando as 144 apresentadas na Tabela XI. Embora
correspondam ao grupo de pacientes com diagndstico clinico de TBP, 16
(11,1%) culturas apresentaram resultado negativo, como pode ser visto na
Tabela Xl. Por outro lado, duas (1,3%) amostras de pacientes com outro

diagndstico, apresentaram cultura positiva.
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Tabela XI.

Resultado da

diagnoéstico clinico

cultura para

M. tuberculosis de acordo com o

Diagnéstico Positivo Ne gativo Total

n (%) n (%) n (%)
TBP 9 (6,3) 3(2,2) 12 (8,3)
TBP+ doenca base 3(2,1)? 3(2,1) 6 (4,2)
TBP+HIV 7 (4,9) 10 (6,9) 17 (11,8)
Outro diagnéstico 2 (1,4)° 107 (74,3) 109 (75,7)
Total 21 (14,7) 123 (85,4) 144 (100,0)

Cultura identificada como M. fortuitum e °M. avium

Uma informagéo clinica considerada importante foi a ocorréncia de

tratamento prévio ou ndo a internacdo. A Tabela Xl mostra que dos 35

pacientes diagnosticados como TBP isolada ou associada a outra doenca, 12

(34,3%) foram tratados previamente para TBP.

Tabela XIlI. Distribuicdo dos pacientes de acordo com o diagndstico clinico,

considerando a ocorréncia de tratamento prévio ou ndo

Tratamento TBP+ doenga Outro

TBP TBP+HIV Total
Prévio base diagndstico
Sim 4(2,7) 1(0,7) 7 (4,8) 0 (0,0) 12 (8,2)
Nao 8 (5,5) 5(3,4) 10 (6,8) 111 (76,0) 134 (91,8)
Total 12 (8,2) 6 (4,1) 17 (11,6) 111(76,0) 146 (100,0)
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Como pode ser visto na Tabela Xlll, 5 pacientes com diagnéstico de
TBP, 2 com TBP + doenca de base e 7 com TBP + HIV ndo receberam
tratamento prévio e apresentaram resultado negativo na baciloscopia direta.
Dois pacientes com diagnéstico de TBP que receberam tratamento prévio

apresentaram resultado positivo na baciloscopia.

Tabela Xlll. Resultado da baciloscopia direta de acordo com o diagndstico

clinico, considerando tratamento prévio e sem tratamento

Diagnéstico Tratamento prévio  Positivo Negativo  Tot al
sim 2 2 4
TBP nao 3 5 8
Total 5 7 12
sim 0 1 1
TBP+ doenca base nao 3 2 5
Total 3 3 6
sim 0 7 7
TBP+HIV nao 3 7 10
Total 3 14 17
sim 0 0 0
Outro diagndstico nao 0 102 102
Total 0 102 102

Considerando a realizacdo de tratamento prévio, em relagdo ao
resultado da PCR colorimétrica da ANP, pode-se observar que entre 0s

pacientes com diagnéstico de TBP 3 pacientes sem tratamento apresentaram
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resultado negativo, 0 mesmo resultado foi encontrado em 3 pacientes com TBP

+ outras doencas de base e em 8 com TBP + HIV (Tabela XIV).

Tabela XIV. Resultado da PCR colorimétrica da ANP de acordo com o

diagnoéstico clinico, considerando tratamento prévio e sem tratamento

Diagnéstico Tratamento prévio Positivo Negativo Tot al
sim 1 3 4
TBP nao 5 3 8
Total 6 6 12
sim 0 1 1
TBP+ doenga base  nao 2 3 5
Total 2 4 6
sim 0 7 7
TBP+HIV nao 2 8 10
Total 2 15 17
sim 0 0 0
Outro diagndstico nao 2 107 109
Total 2 107 109

Na Tabela XV observamos que 2 pacientes diagnosticados como
portadores de TBP e com TBP + outras doencas de base e 6 pacientes com
TBP + HIV sem tratamento apresentaram resultado negativo para baciloscopia
do sedimento. Ja entre os pacientes que haviam recebido tratamento prévio,

apenas 2 com TBP apresentaram baciloscopia positiva.
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Tabela XV. Resultado da baciloscopia do sedimento de acordo com o

diagndéstico clinico, considerando ocorréncia de tratamento prévio ou ndo

Diagnéstico Tratamento prévio  Positivo  Negativo  Tot al
sim 2 2 4
TBP nao 6 2 8
Total 8 4 12
sim 0 1 1
TBP+ doenca base nao 3 2 5
Total 3 3 6
sim 0 7 7
TBP+HIV nao 4 6 10
Total 4 13 17
sim 0 0 0
Outro diagndstico nao 0 111 111
Total 0 111 111

Entre os resultados negativos encontrados na PCR colorimétrica do

sedimento, verificou-se que, entre 0s pacientes sem tratamento prévio, 4

tinham TBP, 2 apresentavam TBP + doenca de base e 8 foram diagnosticados

como TBP + HIV. Resultado positivo foi observado em apenas 1 paciente que

apresentava TBP e havia realizado tratamento prévio (Tabela XVI).
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Tabela XVI. Resultado da PCR colorimétrica do sedimento de acordo com o

diagndstico clinico, considerando tratamento prévio e sem tratamento

Diagnéstico Tratamento prévio Positivo Negativo  Tot al

sim 1 3 4

TBP nao 4 4 8
Total 5 7 12

sim 0 1 1

TBP+ doenca base nao 3 2 5

Total 3 3 6

sim 0 7 7

TBP+HIV nao 2 8 10
Total 2 15 17

sim 0 0 0
Outro diagndstico nao 3 108 111
Total 3 108 111

Quanto aos resultados da cultura, houve auséncia de crescimento de

micobactérias no material de 1 paciente com TBP, 2 com TBP + doenca de

base e 5 com TBP + HIV os quais ndo haviam recebido tratamento prévio. Por

outro lado a cultura apresentou-se positiva para amostras de 2 pacientes com

TBP e 2 com TBP + HIV que haviam recebido tratamento prévio e no material

de 2 pacientes com outro diagndstico e sem tratamento para TBP (Tabela

XVII).

48




RESULTADOS

Tabela XVII. Resultado da cultura de acordo com o diagnéstico clinico,

considerando tratamento prévio e sem tratamento

Diagnéstico Tratamento prévio  Positivo Negativo  Tot al
sim 2 2 4
TBP nao 7 1 8
Total 9 3 12
sim 0 1 1
TBP+ doenca base nao 3 2 5
Total 3 3 6
sim 2 5 7
TBP+HIV nao 5 5 10
Total 7 10 17
sim 0 0 0
Outro diagndstico nao 2 107 109
Total 2 107 109
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Tabela XVIII. Resumo dos resultados das analises descritas

Amostras TBP Amostras TBP Pacientes com Pacientes sem Total de
Método de Andlise Resultado positivas negativas TBP TBP amostras
n° % (%T) n° % (%T) n° % (%T) n° % (%T) n° %
Positivo 18,0 33,3 (09,1) 0,0 0,0 (0,0) 11 31,4 (5,6) 0,0 0,0 (0,0) 18,0 9,1
Baciloscopia direta .
Negativo 36,0 66,7 (18,3) 140 100,0 (71,1) 24 68,6 (12,2) 102 91,9 (51,8) 179 90,9
Total 54,0 100,0 (27,4) 140 100,0 (71,1) 35 100,0 (17,8) 111* 100,0 (56,3) 197 100,0
Positivo 14,0 25,5 (06,8) 02 01,3 (1,0) 10 28,6 (4,8) 02 01,8 (01,0) 16,0 7,8
PCR colorimétrica do ANP .
Negativo 41,0 74,5 (19,9) 145 96,0 (70,4) 25 71,4 (12,1) 107 96,4 (51,9) 190 92,2
Total 55,0 100,0 (26,7) 151* 100,0 (73,3) 35 100,0 (16,9) 111* 100,0 (53,9) 206 100,0
Positivo 24,0 43,6 (11,4) 0,0 0,0 (0,0) 15 42,9 (7,1) 0,0 0,0 (0,0) 24,0 11,4
Baciloscopia do .
Negativo 31,0 56,4 (14,8) 151 100,0 (71,9) 20 57,1 (9,5) 111 100,0 (52,9) 186 88,6
sedimento
Total 55,0 100,0 (26,2) 155* 100,0 (71,9) 35 100,0 (16,6) 111 100,0 (52,9) 210 100,0
Positivo 16,0 29,0 (07,6) 03 1,9 (1,4) 10 28,6 4,7) 03 02,7 (01,4) 19,0 9,0
PCR colorimétrica do .
Negativo 39,0 71,0 (18,6) 148 95,48 (70,5) 25 71,4 (11,9) 108 97,3 (51,4) 191 91,0
sedimento
Total 55,0 100,0 (26,2) 155* 100,0 (73,8) 35 100,0 (16,6) 111 100,0 (52,9) 210 100,0
Positivo 29,0 52,7 (14,3) 02 1,3 (01,0) 19 54,3 (9,3) 02 01,8 (01,0) 31,0 15,3
Cultura .
Negativo 24,0 43,6 (11,8) 144 97,3 (70,9) 16 45,7 (7,8) 107 96,4 (52,7) 172 84,3
Total 55,0 100,0 (27,1) 148* 100,0 (72,9) 35 100,0 (17,2) 111* 100,0 (54,7) 203 100,0

*A soma néao corresponde ao total uma vez que nesses casos algumas amostras ndo foram processadas

, por falta de material.
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Os resultados negativos da baciloscopia direta e baciloscopia do
sedimento correspondem a 86,3% (126/146) e 89,7% (131/146) dos pacientes,
respectivamente. Além disso, 85,4% (123/144) dos pacientes também
apresentaram culturas negativas. Com base nos dados clinicos conclui-se que
apenas 23,9% (35/146) dos 150 pacientes incluidos no nosso estudo,
apresentaram alguma forma de TBP (Tabela XIl).

Quando os resultados dos testes microbioldgicos foram analisados em
relacdo aos pacientes com diagndstico clinico de TBP (35/146), 68,6% (24/35)
dos resultados de baciloscopia direta, 57,1% (20/35) da baciloscopia do
sedimento e 45,7% (16/35) da cultura foram negativos.

Os resultados das 210 amostras analisadas foram negativos em 90,1%
(179/197), 88,6% (186/210) e 84,3% (172/203) em relacdo a baciloscopia
direta, do sedimento e cultura, respectivamente.

A andlise de 206 ANP e 210 sedimentos por PCR colorimétrica
apresentou resultados negativos em 92,2% (190/206) e 91,0% (191/210),
respectivamente. Em relagdo ao numero de pacientes (n=146), foram obtidos
88,6% e 84,3% resultados negativos para a PCR colorimétrica da ANP e do
sedimento, respectivamente. Se considerarmos ainda apenas os 35 pacientes
com diagnostico clinico de TBP, os resultados negativos foram de 71,4%

(25/35) para ambos os experimentos (Tabela XVIII).

5.2 - Andalise Correlacional

Comparando a baciloscopia direta com a PCR colorimétrica, podemos
observar que houve uma pequena discrepancia entre os resultados. Como

podemos observar em destaque na Tabela XIX a baciloscopia apresentou 7
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resultados positivos, ndo detectados pela PCR colorimétrica e a PCR
colorimétrica apresentou 5 resultados positivos ndo detectados na baciloscopia

direta.

Tabela XIX. Distribuicdo das amostras com relagcdo as avaliagcbes pelos

métodos de PCR colorimétrica e baciloscopia direta

Baciloscopia direta . .
Positivo Negativo Semresultado Total

PCR colorimétrica

Positivo 11 5 0 16
Negativo 7 170 13 190
Sem resultado 0 4 0 4

Total 18 179 13 210

A Tabela XX também demonstra uma pequena diferenca entre os
resultados da baciloscopia do sedimento versus PCR colorimétrica. Essa

diferenca € observada para os resultados negativos.

Tabela XX. Distribuicdo das amostras com relacdo as avaliagdes pela PCR

colorimétrica e baciloscopia do sedimento

Baciloscopia do sedimento . .
Positivo Negativo Total
PCR Colorimétrica
Positivo 15 4 19
Negativo 9 182 191
Total 24 186 210
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A comparagédo entre a PCR colorimétrica da ANP versus cultura e PCR
colorimétrica do sedimento versus cultura podem ser observados na Tabelas

XXI e XXII, respectivamente.

Tabela XXI. Distribuicdo das amostras com relagcdo as avaliagcbes pelos

métodos de PCR colorimétrica da ANP e da cultura

Cultura
Positivo  Negativo Contaminada  Total
PCRc. ANP
Positivo 13 3 0 16
Negativo 18 165 7 190
Sem resultado 0 4 0 4
Total 31 172 7 210

Tabela XXII. Distribuicdo das amostras com relagcdo as avaliacdes pelos

métodos de PCR colorimétrica do sedimento e da cultura

Cultura - ) )
Positivo Negativo Contaminada  Total
PCRc sedimento
Positivo 15 4 0 19
Negativo 16 168 7 191
Total 31 172 7 210
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5.3 - Andlise Inferencial

Considerando as 210 amostras, de acordo com o critério da estatistica
Kappa, podemos afirmar que a PCR colorimétrica, tanto da ANP como do
sedimento, apresenta uma boa concordancia com respeito a cultura (Tabelas

XXII e XXIV).

Tabela XXIll. Resultados do estudo de concordancia entre a PCR colorimétrica

da ANP e os outros testes

Kappa Intervalo de confianca
B. direta 0,6131 0,4130 0,8132
Cultura 0,5 0,3247 0,6829

Tabela XXIV. Resultados do estudo de concordancia entre a PCR colorimétrica

do sedimento e 0s outros testes

Kappa Intervalo de confianca
B.sedimento 0,6637 0,4940 0,8334
cultura 0,5481 0,3191 0,6977

A especificidade da PCR colorimétrica (ANP e sedimento) em relacdo a
cultura foi de 98%. Essa estimativa pode ser visualizada nas Tabelas XXV e

XXVI, respectivamente. Outro resultado relevante que ainda podemos verificar
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nestas tabelas é que a sensibilidade para a PCR colorimétrica da ANP e

sedimento em relacéo a cultura foi de 41% e 48%, respectivamente.

Tabela XXV. Medidas de eficacia diagnéstica da PCR colorimétrica da ANP em

relacéo a Cultura

Estimativa Intervalo de confianca
Especificidade 0,9821 0,9487 0,9963
Sensibilidade 0,4193 0,2485 0,6092

Tabela XXVI. Medidas de eficacia diagndstica da PCR colorimétrica do

sedimento em relagéo a Cultura

Estimativa Intervalo de confianca
Especificidade 0,9767 0,9415 0,9931
Sensibilidade 0,4838 0,3015 0,6694

A concordancia do teste PCR colorimétrico com respeito ao diagnéstico
clinico de TBP é fraca (kappa=0,34 e 0,33 com IC=[0,1677-0,5205 e 0,1522-
0,5070], respectivamente) tanto para a PCR colorimétrica da ANP quanto para

a PCR colorimétrica do sedimento (Tabela XXVII).
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Tabela XXVII. Resultado do estudo de concordancia entre os testes utilizados

e o Diagnostico Clinico de TBP

Kappa Intervalo de confianca
B. direta 0,406 0,2320 0,5793
PCR colorimétrica da ANP 0,344 0,1677 0,5205
B. sedimento 0,533 0,3646 0,7010
PCR colorimétrica do sedimento 0,330 0,1522 0,5070
Cultura 0,607 0,4475 0,7664

Em relacdo ao diagnéstico clinico de TBP observamos que os resultados
de sensibilidade (28,6%), especificidade (98,2%) tanto para a PCR
colorimétrica da ANP como para o sedimento. Os valores preditivo positivo
foram de 83,3% e 76,9% para a PCR colorimétrica da ANP e sedimento e o0s
valores preditivo negativo foram de 81,1% e 87,0%, respectivamente para

ambos os testes (Tabela XXVIII).
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Tabela XXVIIl. Medidas de eficacia diagnostica dos métodos utilizados no

estudo em que a Prevaléncia TBP foi de 23,9%

(35/146)*.
o) 2
< —_ > %] '
S S = g 3 ©
< 2 2 o g £
: g E 53 s 88 g E y
, E R =S o= RS Sy NP = g
Métodos = 8 2% g < =g 3 7 N
3 5 © 53 = 3 < < S
i) L o T = iS) Re) =
2 2 * > g S S
& w ) 3 a
> a
Propor¢éo de Proporgao Seresultado Seresultado (Prevaléncia) Propor¢éo de Quantas vezes é | Grau de
individuos de positivo, qual negativo, qual proporgéo de chance do teste testes provavel encontrar | concordancia
doentes com individuos probabilidade do probabilidade pessoas com a estar correto verdadeirame resultado + em (0,2=pobre
teste positivo sadios com paciente ter do paciente ndo doenca em nte.positivo e pessoas doentes 0,21-0,4=
Conceito da analise teste realmente a ter a doenga estudo, em uma verdadeirame comparado com fraca;
estatistica negativo doenca populagéo de nte negativo, nédo doentes ou — 0,41-0,6=
risco em relagdo o em nao doentes moderada;
total de comparados com 0,61-0,8=
resultados doentes boa;
>0,8=muito
boa)
Vr(+) =S/1-E
. Positivo atd/atb+c Vr(-) =1-S/E Po-P
formulas alatc dib+d | alatbx100 | did+cx100 | a+clatb+ctd . () =1 o- Pe
Negativo +d Positivo /1- Pg
Negativo
Baciloscopia
; P 31,4 100,0 100,0 81,0 25,5 - - 82,5 - 0,70 0,41
direta
PCRc da ANP 28,6 98,2 83,3 81,1 24,3 83,3 18,9 81,3 15,6 0,70 0,34
Baciloscopia
sedimento 42,9 1000 100,0 84,7 24,0 - - 86,3 - 0,60 0,53
PCR c do
sedimento 28,6 97,3 76,9 81,2 24,0 76,9 18,8 80,8 10,6 0,70 0,33
Cultura 54,3 98,2 90,5 87,0 24,3 90,5 13,0 87,5 29,6 0,47 0,61

* resultado valido para o grupo de pacientes incluidos neste trabalho. Céalculos baseados em: http://www.vademecum.com.br/iatros/index.htm
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A prevaléncia de TBP, para o nosso grupo de pacientes, foi de 23,9%
este € um indice importante porgue nos ajuda a compreender melhor o
desempenho do teste sob o prisma da clinica uma vez que a sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN podem variar de acordo com a prevaléncia do local.

A razdo de verossimilhanca ou Likelihood Ratio (Vr ou LR) é uma
ferramenta importante para a pratica clinica e laboratorial na analise de um
teste diagnostico, definida como a possibilidade do resultado de um teste em
particular para uma pessoa com a doenca de interesse, dividido pela
probabilidade daquele resultado de teste para uma pessoa sem a doenca de
interesse. A aplicacdo na clinica fica facilitada quando se usa o nomograma de
Fagan (Figura 7) que permite estimar a probabilidade pos-teste (83.3% e
76,9%) quando determinada a probabilidade pré-teste (24.3% e 24,0%) e Vr
(15,9 e 10,6). Ajuda a definir quantas vezes aumentou ou diminuiu a chance do
paciente que tem um teste positivo ou negativo realmente ser portador da

doenca em questao.
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Figura 7. Nomograma de Fagan
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6. DISCUSSAQO
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A deteccao rapida e precisa de M. tuberculosis tem um forte impacto no
cuidado e tratamento de pessoas infectadas e no controle da tuberculose na
populagdo. Ante o crescente numero de casos de tuberculose multiresistente a
drogas, o CDC (1992) definiu, no inicio da década de 90, alguns objetivos para
o diagndstico microbioldgico da TBP, que incluem: a comunicacdo do resultado
da baciloscopia ao clinico em 24 horas; detecgcdo do BAAR em 14 dias por
cultura ; identificacdo da espécie em 17 a 21 dias e disponibilidade do resultado
do teste de sensibilidade aos antimicrobianos em 28 dias.

Também o isolamento dos pacientes internados com TBP ativa é
importante para evitar a transmissao da tuberculose hospitalar. Recomenda-se
dentro da instituicAo o isolamento de todos o0s pacientes potencialmente
contagiosos em quarto-leito individual o com pressédo negativa. Os doentes
devem permanecer em isolamento até que sejam obtidos 3 resultados
negativos da baciloscopia ou até que apresentem boa resposta clinica ao
tratamento além de 3 baciloscopias negativas (Wisnivesky et al., 2005).

A aplicacdo destas orientagbes tem-se traduzido em diminuicdo da
transmissao de tuberculose em algumas instituicdes. A diminui¢cdo das taxas de
TBP nos EUA e menores taxas de hospitalizacdo de pessoas com tuberculose
conduziram a baixa prevaléncia de TBP entre doentes isolados por causa da
suspeita da doenca. Embora seja elevado o numero de isolamentos de doentes
com baixo risco de TBP, a identificagdo demorada dos pacientes com TBP é
um grande problema.

E comum a identificagdo de pacientes com TBP pelos resultados da

baciloscopia, porém a sensibilidade deste teste ndo é alta (50-60%) (Chan et
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al., 2000) e ja foi reportada a transmissdo de TBP por pacientes com
baciloscopia negativa (Anderson et al.,1995; Behr et al., 1999).

A utilizacé@o de recursos rapidos e eficientes na identificagdo dos doentes
com baixo risco de TBP poderia ajudar a reduzir os custos hospitalares. Esses
critérios devem basear-se na presenca de fatores de risco, achados fisicos e
radiografia toracica, embora se deve considerar que a associacdo de TBP com
SIDA trouxe profundas modificagbes nas caracteristicas de apresentacdo da
doenca. O diagnostico da tuberculose em pacientes com SIDA é geralmente
mais dificil do que no paciente imunocompetente, pela rapida evolucédo e
apresentacdo menos caracteristica. Por isso, varios casos sdo diagnosticados
tardiamente, e muitas vezes ndo se confirma o diagnostico (Kramer et al.,
1990); além do mais a infeccdo pelo HIV esteve presente em mais de 80% de
6 surtos de tuberculose multiresistente a drogas ocorridos em 1990 a 1992, nos
EUA (Ellner et al., 1993).

Nos casos de suspeita de tuberculose extrapulmonar, além desses
testes, sdo utilizados também métodos anatomo-patoldgicos, citolégicos,
sorolégicos, bioquimicos e de biologia molecular, conforme a disponibilidade
nos servigos de saude e laboratorios de referéncia (Ministério da Saude, 1994;
Ministério da Saude, 1997).

A baciloscopia é 0 exame mais empregado na rotina diagnéstica da
tuberculose em funcédo da sua simplicidade, rapidez e baixo custo (Ministério
da Saude, 1997). A baciloscopia tem algumas limitacdes, dentre as quais
podemos citar o grande namero de bacilos necessario para a positividade do
teste. O exame sO é positivo em amostras com pelo menos 10.000 bacilos/mL,

0 que limita a sensibilidade do teste. Consequentemente se deduz que apenas
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lesbes razoavelmente extensas, com grande populacdo bacilar, podem
apresentar baciloscopia positiva. Outro inconveniente € o fato de o resultado
apenas identificar o microrganismo como BAAR, portanto, a interpretagcéo
dependera da prevaléncia da tuberculose e de outras micobacterioses no local
onde o teste é empregado, visto ser ele incapaz de diferenciar espécies de
micobactérias, o que pode influenciar negativamente na sua especificidade
(Ministério da Saude, 1994).

A sensibilidade e especificidade da baciloscopia tém sido avaliadas
periodicamente em varias revisbes e, embora seus valores variem
consideravelmente nos diferentes estudos, é claro que a baciloscopia continua
sendo um passo imprescindivel na avaliacdo diagnéstica da tuberculose
(Chakravorry et al., 2005). Levy e colaboradores (1989) num estudo de 2560
escarros provenientes de 727 pacientes do Hospital Hilbrow reportaram
sensibilidade de 53,1% e especificidade de 99,8%, com valor preditivo positivo
de 98,5%. Gordin & Slutkin (1990) revisando os resultados de baciloscopia no
Hospital Geral de S&o Francisco encontraram sensibilidade variando entre
45,75 e 55,3% num periodo de 8 anos. A especificidade sempre foi de 99%, e o
valor preditivo positivo ficou entre 91,5% a 98% no periodo estudado.

Kim e colaboradores (1984) demonstraram sensibilidade de até 74,4%,
uma vez que 727 de 977 pacientes com tuberculose pulmonar tiveram
baciloscopia positiva antes de iniciar o tratamento.

A sedimentacdo combinada com a citocentrifugacdo aumenta a
sensibilidade na deteccdo dos bacilos acido-alcool resistentes nos esfregacgos
de escarro. Fodor (1995) estudou a eficacia da sedimentacdo combinada com

a citocentrifugacdo do escarro na preparagao de esfregaco para a deteccao de
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micobactérias. Obteve 32 esfregacos positivos para BAAR, sendo que em 26
casos os resultados foram melhores que com a baciloscopia direta. Encontrou-
se mais bacilos em 20 casos, e em 6 casos o resultado foi positivo s6 com o
método de citocentrifugacdo. A diferenca no nimero de bacilos foi de 100 a
200 vezes em 5 amostras e de 10 vezes em 12 amostras comparadas com a
baciloscopia direta concluindo que a técnica aplicada é adequada para o cultivo
e para a baciloscopia a partir do mesmo sedimento.

Em nosso estudo na rotina laboratorial de um Hospital Geral
Universitario sem selecé@o prévia dos pacientes por critério clinico, no total de
210 amostras obtivemos positividade em 33,3% na baciloscopia direta e 31,4%
guando consideramos as amostras dos pacientes com diagndstico clinico de
TBP. Por outro lado, a positividade na baciloscopia do sedimento foi de 43,6%,
e 42,9%, respectivamente. Nossos resultados da baciloscopia do sedimento
confirmam os achados da literatura em que a deteccdo de BAAR é mais
eficiente que a observada com a baciloscopia direta.

De acordo com a literatura, variacdes observadas nos resultados da
baciloscopia podem ser explicadas pela apresentacdo da doenca (cavitaria ou
miliar), espécie de micobactéria e sua prevaléncia, eficacia da
descontaminag&o e concentragdo, espessura e extensdo do esfregaco, tipo de
coloracéo, descoloracao, o treino e a experiéncia de quem vai avaliar a lamina
(Pfaller, 1994). Wobeser e colaboradores (1996) em estudo de 1480 espécimes
no Canada, evidenciaram crescimento de micobactérias em 218, o que
representa 14,7%. Deste total, 170 (78%) foram isolados de escarro ou lavado
broncoalveolar e, destes espécimes, 63 (37%) foram positivos na baciloscopia.

Das 63 amostras clinicas com baciloscopia e cultura positivas, em 40 (63%) foi
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isolado M. tuberculosis, em 15 (24%) MAC, e 8 (13%) outras micobactérias.
Portanto, numa regido onde 37% das amostras respiratorias positivas a
baciloscopia sdo micobactérias ndo tuberculosas, a especificidade e o valor
preditivo positivo deste teste podem estar comprometidos.

Greenbaum e colaboradores (1980) reportaram baciloscopia positiva em
52% dos pacientes com cavitacdes e 32% entre aqueles com infiltrados locais.
Klein e colaboradores (1989) demonstraram que a sensibilidade da
baciloscopia em pacientes com SIDA foi de 45% contra 81% no grupo controle
sem SIDA. Tem sido reportado um menor rendimento da baciloscopia em
pacientes infectados pelo HIV e espera-se que a sensibilidade seja menor
guanto maior a imunodepressao (Klein et al.,, 1989; Daniel, 1990). Smith e
colaboradores (1994), no entanto, desafiam esse conceito, com resultados que
mostram a mesma sensibilidade da baciloscopia para 100 infectados pelo HIV
e 76 nao infectados (60% e 57%, respectivamente).

Nas tabelas XII e XllI mostramos que 10 das baciloscopias diretas
apresentaram resultado negativo. No grupo de pacientes, 34,3% (12/35)
estavam em tratamento ou o receberam previamente, o que poderia estar
contribuindo para uma baixa sensibilidade da baciloscopia.

A demonstracdo de BAAR pela microscopia direta no escarro é
altamente sugestiva de tuberculose pulmonar, no entanto, a confirmacéo
depende do cultivo do M. tuberculosis nagquela amostra. Ambas as técnicas
estdo sujeitas a erro do tipo falso positivo ou falso negativo. Apesar da alta
sensibilidade, a cultura pode néo detectar até 20% dos bacilos em amostras de
casos de tuberculose (Ling, 2008). Varios fatores podem estar relacionados

com essa ocorréncia, dentre eles podemos destacar amostras com menos de
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10 a 100 bacilos/mL, que geralmente sdo negativas no cultivo. A
descontaminagdo com soda pode inviabilizar o crescimento dos bacilos; a
contaminacdo com fungos e bactérias de crescimento rapido, 0 uso prévio de
drogas tuberculostaticas e problemas técnicos e operacionais também podem
interferir no desempenho da cultura. De acordo com 0s nossos resultados, a
sensibilidade da cultura considerando o total de amostras foi de 52,7% e
segundo o diagndstico clinico de TBP foi de 54,3%.

Em uma pesquisa realizada no setor de Microbiologia do Laboratdrio
Central do HSP, Machado (1998) avaliou o desempenho do meio de cultura
liquido (MGIT) e do meio sélido (LJ) e concluiu que a média de tempo para
deteccdo de micobactérias em escarro utilizando MGIT foi significantemente
menor quando comparada a do LJ, embora a sensibilidade e a especificidade
fossem similares para ambos os testes.

A sensibilidade da cultura varia entre 80% e 100%, e a especificidade de
98% a 100% (Bollela, 1999). O cultivo do M. tuberculosis também pode ser
afetado pela apresentagcdo clinica da doenca. Por outro lado, podemos ter
resultados falsos-positivos na cultura, implicando em queda na especificidade
da técnica. A ocorréncia deste fato pode decorrer da contaminagdo da amostra
com M. tuberculosis, manipulacdo indevida apdés a coleta, manuseio da
amostra no laboratério ou por erro na identificacdo das amostras.

A leitura da cultura e o fornecimento dos resultados positivos devem ser
efetuados semanalmente. Em raz&o do crescimento lento das micobactérias
(geralmente em torno de 30 dias), a duragéo do processo desde o recebimento
da amostra até o fornecimento do resultado positivo ou negativo da cultura

7

efetuada com métodos tradicionais € de quatro a seis semanas e a

66




DISCUSSAO

determinacdo da sensibilidade as drogas antituberculosas e ou a identificagédo
da espécie isolada pode adicionar de trés a oito semanas ao processo
(Ministério da Saude, 1994; Collins et al., 1997).

Em nosso estudo, as 210 amostras foram submetidas a cultura, das
quais 31 resultaram positivas, representando total de 15,3%. E importante
ressaltar que dos 35 pacientes com TBP, 12 estavam usando drogas
tuberculostaticas ou a usaram num intervalo curto de tempo antes da coleta
das amostras clinicas. Além disso, 7 (3,3%) culturas estavam contaminadas,
impedindo a sua avaliagcado adequada.

As técnicas convencionais e as alternativas discutidas mostraram
grandes limitacBes para atingir o objetivo do diagnostico rapido e preciso
(Pfaller, 1994). Brisson-Noel e colaboradores (1991) reportaram que em 514
amostras variadas (escarro, aspirado gastrico, liquido pleural, urina, liquor)
97,3% tiveram resultados de PCR concordantes com os dados microbiol6gicos
e/ou clinicos. Os autores analisaram uma grande variedade de espécimes, mas
ndo foi informado quais foram os critérios clinicos utilizados para a definicdo da
tuberculose.

Clarridge Ill e colaboradores (1993) avaliaram 5000 espécimes clinicos
diferentes quanto a presenca de micobactérias usando como DNA alvo o
elemento 1S6110. Os resultados foram comparados com os da cultura
resultando em sensibilidade de 83,5%, especificidade de 99% e valor preditivo
positivo de 94,2%. A sensibilidade da PCR em amostras com baciloscopia
negativa e cultura positiva foi de 62%. Outros trabalhos foram desenvolvidos,
tendo como alvo o elemento 1S6110 (Abe et al., 1993; Forbes & Hicks, 1993;

Miyazaki et al., 1993; Nolte et al., 1995; Beige et al.,1995), sendo que a
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sensibilidade da PCR oscilou entre 74 e 98%, e a especificidade entre 66 e
100%.

Na tentativa de otimizar os resultados da PCR, principalmente nas
amostras paucibacilares, Forbes & Hicks (1994) descreveram a deteccédo de M.
tuberculosis diretamente em meio de cultura 12B do BACTEC 460. Os
resultados mostraram sensibilidade de 100% e especificidade de 99,7%. E
importante ressaltar que 42% das culturas apresentaram resultados de
baciloscopia negativo, mas apresentaram resultados positivos na PCR.

Sperhacke e colaboradores (2004) analisaram 80 amostras clinicas
(pulmonares e extrapulmonares) usando PCR colorimétrico in house (PCR dot-
blot). A deteccao do produto amplificado foi feita por hibridizagdo com sonda
marcada com biotina em suporte sélido (membrana de nitrocelulose) e com a
visualizacdo do produto amplificado por migracdo em gel de agarose. Os
autores consideraram como padrdo ouro a cultura combinada com achados
clinicos e verificaram sensibilidade de 90% e 95% para deteccdo em gel
agarose e membrana, respectivamente e especificidade de 97% para ambas as
formas de deteccdo. Assim, concluiram que os resultados de sensibilidade e
especificidade obtidos com a PCR dot-blot justificavam estudos subsequientes
de efetividade e posterior avaliacdo de sua real aplicabilidade na rotina de
diagndstico na rede de saude publica.

A utilizacéo de técnicas moleculares no diagndstico da tuberculose tem
atraido grande interesse, particularmente pela possibilidade de reducdo do
tempo necessario para deteccdo e identificagdo do M. tuberculosis em
espécimes clinicos. A disparidade entre o rendimento da baciloscopia e da

cultura de escarro indica que o numero consideravel de diagndéstico potencial
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de tuberculose, em amostras de escarro, ndo tem sido feito ou tém demorado
em demasia, por falta de ensaios mais rapidos e sensiveis (Schluger, 1996).

O significado funcional das sequiencias de DNA néao é relevante para seu
uso como alvo de amplificacdo na PCR, desde que seja especifica do
organismo que se pretende estudar. O elemento 1S6110 foi encontrado
somente em bactérias do complexo M. tuberculosis (M.tuberculosis, M. bovis,
M. microti e M. africanum). Tanto M. tuberculosis quanto M. bovis podem
causar tuberculose em humanos. No entanto, as rotas de infeccdo e a
apresentacao clinica geralmente sdo diferentes, sendo que a doenca causada
por M. tuberculosis € muito mais prevalente. IS6110 tem uma Unica cépia na
maioria das cepas de M. bovis e até 18 coOpias em algumas cepas de M.
tuberculosis (Van Soolingen et al., 1993), porém raros isolados no sudeste
asiatico ndo possuem esta sequencia de inser¢do no seu genoma (Yuen et al.,
1993). Outros alvos de amplificacdo para PCR sao possiveis e com vantagens
tedricas. Tem sido comum o uso de sequencias de rRNA como alvo de
amplificacdo podendo ser transcritas reversamente a um DNA como alvo da
PCR (Boddinghaus et al., 1990).

Um dos primeiros trabalhos sobre a aplicacdo da PCR no diagnéstico da
tuberculose diretamente no escarro foi feito por Eisenach e colaboradores
(1990), com a amplificagédo de um fragmento de 123 pares de bases da regiédo
IS6110 em 162 amostras. A sensibilidade e especificidade encontradas foram
de 96%. O trabalho demonstrou que a PCR foi capaz de diagnosticar
efetivamente casos de tuberculose pulmonar, além da capacidade de

diferenciar M. tuberculosis das micobactérias ndo tuberculosas. Uma limitacdo
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deste trabalho foi nédo ter incluido grande numero de amostras com
baciloscopia negativa e cultura positiva.

Trabalhos publicados para analisar a sensibilidade a especificidade da
PCR no diagnostico de TBP foram elaborados a partir de amostras de
pacientes com diagndstico definido (Cheng et al., 2004).

Recentemente, Scherer e colaboradores (2007) avaliaram o
desempenho dessa PCR in house (PCR dot-blot) para diagnosticar TBP a partir
de amostras de escarro com resultado de baciloscopia negativa em pacientes
portadores do HIV e com alta suspeita de TBP, obtendo 90% de sensibilidade e
71% de especificidade. Os resultados encontrados por esses autores estdo de
acordo com a literatura, mostrando que o0s métodos moleculares podem
contribuir de forma efetiva para o diagndéstico de TBP nestes pacientes.

Tanto Sperhacke e colaboradores (2004) como Scherer e colaboradores
(2007) avaliaram a eficacia da PCR in house tendo como foco a detecgédo dos
produtos amplificados através de colorimetria em suporte solido. No nosso
trabalho, usando o mesmo protocolo de PCR in house padronizado por
Sperhacke, a detec¢éo dos produtos amplificados foi feita em placa amino link,
para avaliar sua aplicabilidade na rotina diagnéstica da rede de saude publica.
Este trabalho é o primeiro a apresentar a aplicabilidade do teste na rotina de
um Hospital Geral Universitario.

Quando comparamos o0s resultados laboratoriais relacionados ao
diagndstico clinico verificamos que dos 111 (76,0%) pacientes com outro
diagnéstico clinico (diferente de qualquer apresentacdo de TBP) 2 (0,01%)
pacientes apresentaram resultado positivo na PCR colorimétrica da ANP sendo

gue nas baciloscopias e cultura os resultados foram negativos.
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Por outro lado, 3 pacientes apresentaram resultado positivo na PCR
colorimetrico do sedimento sendo que com o0s outras métodos o resultado foi
negativo (Apéndice 4). Dois pacientes apresentaram resultado positivo na
cultura com resultados negativos com 0s outros métodos utilizados. Dentre os
grupos com diagnoéstico de TBP associado ou ndo a outra doenca, 0S
resultados dos outros métodos aplicados nas amostras foram negativos nos
pacientes n® 11, n° 30, n°® 123 e n® 124 (Apéndices 1 e 2). Encontrou-se ainda
resultados negativos com pelo menos um dos métodos, nos seguintes
pacientes: n° 64, n° 94, n® 102, n°® 104, n°® 131 e n°® 136 (Apéndices 1 e 2).

Resultados falso-positivos foram observados na seguinte proporcao:
1,8% para a PCR colorimétrica da ANP e cultura e 2,7% na PCR colorimétrica
do sedimento. Os resultados falso-negativos foram mais discrepantes em todos
0s métodos, como se segue: 68,6% na baciloscopia direta, 71,4% na PCR
colorimétrica da ANP e do sedimento, 57,1% na baciloscopia do sedimento e
45,7% na cultura. Para evitar esses problemas varios autores recomendam
monitorar as seguintes situacdes: a) inibicdo da Taq polimerase, b) distribuicdo
ndo homogénea dos bacilos nas amostras paucibacilares, c) volume e
guantidade dos espécimes analisados (Martins, 2000).

Saboor e colaboradores (1992) relataram resultados de PCR positivo
para M. tuberculosis em pacientes com sarcoidose e salientaram que esta é
uma doenga granulomatosa de causa ndo definida, mas com caracteristicas
histolégicas similares a da tuberculose. Mitchell e colaboradores (1992) em um
estudo sobre deteccdo de rRNA de micobactérias em sarcoidose sugeriram

gue um agente micobacteriano poderia contribuir para a patogenia da doenca.
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Possiveis resultados falso-positivos ja foram relatados por Reischl e
colaboradores (1998) em amostras extrapulmonares de pacientes com suspeita
de TB, porém com diagnéstico clinico de cancer e em pacientes que faziam
uso de quimioterapicos. Outros autores também relataram resultados falso-
positivos presentes em espécimes de bidpsia de pulmdo e linfonodos e
aspirados provenientes de pacientes com leucemia, cancer ou pacientes
imunocomprometidos (coinfectados com HIV, transplantados, e tratados com
corticosterdides). Estes sitios como pulmédo e linfonodos podem albergar M.
tuberculosis na sua forma latente, onde a reativacdo e a replicagdo sao
favorecidas em pacientes com este perfil (Hellyer et al., 1996; Honoré-
Bouakline et al., 2003).

As reacdes de PCR colorimétrica da ANP e do sedimento, apresentaram
resultados positivos nas amostras de 10 pacientes (4,8% e 4,7,
respectivamente). O teste apresentou sensibilidade de 28,6% [indice de
confianca (IC)= 13,6-43,5], nas reacbes preparadas sobre ANP e sedimento.
Com relacdo a especificidade apresentou melhor resolugéo [98,2%, IC= 95,6-
100,7] nas reagbes realizadas com sedimento. Conclui-se que a PCR
colorimétrica é pouco sensivel, mas muito especifica e tem acuracia de 81,3%
e 80,8% para as reacOes sobre ANP e sedimento, respectivamente (Tabela
XXVIN).

A estimativa de individuos realmente portadores de TBP, calculada pelo
valor preditivo positivo foi de 83,3% (PCR colorimétrica de ANP) e 76,9% (PCR
colorimétrica do sedimento) (IC= 54,0-104,4) e a estimativa de individuos
realmente negativos foi calculada pelo valor preditivo negativo que resultou em

81,1% (IC=74,4-87,8), para a ANP e sedimento em ambos os célculos.
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A razado das probabilidades ou de verossimilhanca (Vr) que indica a
possibilidade do resultado do teste apresentar o resultado mais condizente com
a verdade foi de Vr positivo=15,6 e 10,6, respectivamente para teste sobre
ANP e sedimento. Quanto maior o valor de Vr positivo, maior a sua capacidade
de diagnosticar a doenca em pacientes com teste negativo, sendo considerado
bons os valores superiores a 1,0, valores entre 1,0 e 0 diminuem a
probabilidade da doenca, e quanto mais préxima de zero for a VR negativo
para a presenca do achado, mais forte o argumento contra a doenca.

A fim de proporcionar dados mais substanciais sobre a validade
diagndstica de um teste, atualmente, recomenda-se que além dos valores de
especificidade e sensibilidade, sejam calculados a razdo de probabilidade
(likelihood ratio) e as probabilidades pré e pos-teste. A razdo de probabilidade
indica 0 numero de vezes que 0 exame é positivo entre portadores da doenca
em questao, em relacdo a falsos positivos. A probabilidade pré-teste estima a
chance do exame ser positivo levando-se em consideragdo a prevaléncia.
Considera-se dessa forma que quando o teste de PCR colorimétrica foi
realizado com a ANP as chances de que um paciente com teste positivo,
aumentou de 24,3% para 83,3,% (Figura 7).

Os indices de positividade do teste in house PCR colorimétrico foram
menores para diagnostico de TBP com respeito aos outros testes (cultura e
baciloscopia) (p=0,00), conforme verificado pelo teste do X? (dados n&o
mostrados). Uma vez que o valorde p nao foi significativo o valor do coeficiente
kappa, considerando o total de amostras clinicas apresentou boa concordancia
(kappa = 0,6 e 0,5 para PCR colorimétrica ANP e PCR colorimétrica do

sedimento, respectivamente), mas quando calculamos a concordancia do teste
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com respeito ao diagnostico clinico de TBP obteve-se fraca concordancia.
(coeficiente kappa = 0,41 e 0,33 para PCR colorimétrica ANP e PCR
colorimétrica do sedimento, respectivamente).

Atualmente € possivel adquirir kits comerciais, para realizar o
diagnéstico de tuberculose pela técnica de PCR, no entanto o custo desses kits
€ elevado. A implementacdo da PCR in house, além de diminuir o custo,
introduz o uso de novas tecnologias que possibilitam avancos no estudo das
micobactérias, considerando as inumeras aplicacbes que podem oferecer,
como por exemplo, em estudos de susceptibilidade as drogas do M.
tuberculosis, pesquisa epidemiolégica e molecular de surtos, testes
diagnosticos e avaliacdo da resposta ao tratamento, entre outras. Ainda, se
considerarmos o custo da internacdo de um paciente sem diagndstico e o risco
de transmissédo da doenca, principalmente no ambiente hospitalar, a PCR tera
boa relacdo custo-beneficio se bem indicada (Bollela, 2000).

Kritski e colaboradores (1998) afirmaram que a interpretacdo clinica de
um resultado de PCR positivo para TB no escarro, bem como a sua utilidade
em outros tipos de espécimes clinicos ainda ndo estariam bem estabelecida.
Se interpretarmos os resultados de acordo com a doenca pré-teste 0s
pacientes com elevada suspeita clinica de TBP, com baciloscopia direta
negativa e teste PCR positivo, teriam indicacdo de inicio de terapia anti-TB, de
isolamento respiratério (quando internados em hospital geral) e avaliagdo dos
contatos intradomiciliares. Nos casos com baixa suspeita clinica de TBP,
exame baciloscépico positivo e teste PCR negativo, deve-se realizar

investigacdo maior na diregdo de uma micobactéria ndo tuberculosa.
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Em 1998, Foulds e O'Brien pronunciaram-se no programa global de
tuberculose da WHO com o objetivo de estimular e facilitar os estudos de
novos testes para o diagnéstico da tuberculose. Como este programa enfatiza
a implementacdo do diagnostico da tuberculose paucibacilar. Martins e
colaboradores (2000) sugeriram estudos regionais, em grupos especificos de
pacientes, para definir as situacdes em que seria util implantar a técnica de
amplificacdo de &cidos nucléicos. Os laboratérios funcionariam como centros-
pilotos e deveriam ser de nivel Il ou lll, conforme indicado no “Workshop”
relatado pela American Thoracic Society (1997). Estes deveriam possuir area
exclusiva para os testes de amplificacdo de &cidos nucléicos e contar com
profissionais para atuar na é&rea de isolamento, identificacdo e teste de
sensibilidade de micobactérias e outros profissionais para realizar os testes de
amplificacdo de acidos nucléicos.

De acordo com Bollela (2000), a PCR deve ser considerada e estaria
indicada em algumas situagdes, tais como pacientes com forte suspeita de TBP
em que foi preciso internagdo para confirmacdo diagndstica, pacientes graves,
especialmente com SIDA, com suspeita de tuberculose, pacientes
paucibaciliferos em que se considere o inicio da terapéutica empirica,
pacientes infectados pelo HIV, particularmente aqueles com niveis de células
CD4" menores que 100 células/mm?, em que, apesar da baciloscopia positiva,
exista duvida entre infeccdo por M.tuberculosis e /ou outras micobactérias.

E importante lembrar que a sensibilidade e especificidade do teste
diagndstico ndo dependem da populagéo, ou localidade em que o teste sera
utiizado, pois sdo caracteristicas do teste. Se realizado conforme

padronizagdo, espera-se resultados reprodutiveis e constantes. No entanto, 0s
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valores preditivos positivo e negativo sdo variaveis dependentes da prevaléncia
da doenca na populacdo onde o teste serd empregado. O conhecimento sobre
essa questdo é fundamental na avaliacdo de um teste que se pretenda
implantar na rotina diagnostica da doenca (Arias et al., 2007).

Quando se analisa um novo método, o desempenho do teste padrao é
um parametro critico. Para a detec¢cdo do M. tuberculosis, a cultura pode ser
considerada o “gold standard”, por ter especificidade de 100% e sensibilidade
de aproximadamente 90% (Bates, 1979). No entanto em nosso caso a
sensibilidade da cultura foi de 54,3% e especificidade de 98,2% quando
considerado o diagnéstico clinico. Este trabalho demonstrou que um teste de
PCR colorimétrico foi capaz de detectar (em amostras clinicas pulmonares, em
gue poderiam estar presentes varias substancias inibidoras da PCR) 28,6%
das amostras com especificidade de 98,2% e 97,3% quando aplicado na ANP e
sedimento, respectivamente.

As técnicas de PCR para diagnéstico de micobactérias se constituem em
metodologias importantes para o diagnéstico da TBP, uma vez que 0S
beneficios da rapidez com que podem identificar um caso justificam a sua
implantacdo e uso rotineiro, associada aos métodos classicos, em unidades
com alta demanda e em pacientes com TBP de dificil diagnéstico.

Nossos resultados demonstraram que a técnica de PCR in house com
deteccdo colorimétrica € importante como complemento para o diagnostico da
tuberculose, pois apresenta resultados de sensibilidade adequados quando
comparados com a baciloscopia e/ou cultura e possibilita maior rapidez no
resultado. Este teste poderia ser Util para implementar o diagnostico rapido da

tuberculose paucibacilar, que geralmente apresenta, baciloscopia negativa.
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7. CONCLUSOES
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» O teste in house de PCR colorimétrico apresentou uma boa
concordancia com os métodos de bacterioscopia e cultura
utilizados na rotina laboratorial em um Hospital Geral Universitario
para o diagnéstico de TBP, com baixa sensibilidade e alta
especificidade;

» O teste in house de PCR colorimétrico em relagdo ao diagndstico
clinico evidenciou boa acuracia, elevados valores preditivos

(positivo e negativo) e alta probabilidade positiva pos-teste.
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Anexo 1. Protocolo Clinico

‘s Universidade Federal de S&o Paulo

Escola Paulista de Medicina

Hospital S&o Paulo
Ficha de Acompanhamento/ TB

Paciente: RH:
Sexo: M F Idade: an os Enfermaria:
Admissé&o no PS: Horério: Transferéncia: local ?
amostras colhidas
1%, fonte Data solicitacéo: Data coleta: Data resultado:
BAAR: (+) () Cultura: (+) (9 identificacao
2% fonte Data solicitacéo: Data coleta: Data resultado:
BAAR: (+) () Cultura: (+) (9 identificagao
3% fonte Data solicitagéo: Data coleta: Data resultado:
BAAR: (+) () Cultura: (+) (9 identificacao
Isolamento respiratorio 0 1 9
Inicio da terapéutica : /] Drogas :
Co-morbidades e habitos : 0 1 9
Etilismo 019 Tabagismo 019 DM SN I 0109
UDEV 019 Corticoterapia 0109 TX — especificar 019
imunossupresora
HIV colhido (0 1 9) Positivo (0 1 9) em [ |/ Uso ARV (019
Quais:
CD4: em [ |/ CV: ou Log em [ |/
Doenga oportunista associada ao HIV:
Queixa principal: e tempo em semanas
Tosse 019 Febre 019 Hepatoesplenomegalia0 1 9
Expectoracéo 019 Sudoresenoturna 0 1 9 SNC 019
Hemoptise 019 Cefaléia 019 Irritacdo meningea 0109
Emagrecimento 019 Confusao 019 Outros:
Dispnéia 019 Adenomegalia 019
PPD realizado 019 Se realizado: mm
Forma Clinica
Disseminada 019 Pulmonar bacilifera 019 Pulmonar néo bacilifera 0 1 9
Uro-genital 019 SNC 019 Ossea 019
Ganglionar 019 Pleural 019 Articular 019
Pulmonar miliar 019 HMC 019 Outra 019
Diagnostico :
Baciloscopia 019 Baciloscopia e Cultura 019 Anatomo patolégico 01 9
Cultura 019 Clinico - tto de prova 019 Exames / imagem 019
QC /imagem 019
RX:
Normal 019
Caverna 019
Padréo Tipico Padré&o Atipico Padrdo Compativel
Anatomo — Patolégico: 019
Inflamatério inespecifico 019 Granuloma sem necrose caseosa 019
Granuloma com necrose caseosa 019 Outro
Evento atual :
Primeiro episoédio 0 1 9 Falhaterap. 0 1 9 Tto apds abandono 019 Novo episédio 0 1 9
gdo gdo gdo Qdo
Complicag6es durante a internacdo : descrever
Data da Alta : Obito: 0 1 Data do 6bito: /|
Preenchido por: Data: /]
Observacao 0 sim 1 ndo 9 ignorado
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Anexo 2. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UNIFESP

Univarsidade Federal de 530 FPaulo Corité de Elica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital 580 Paulo

Séo Paulo, 19 de novembro de 2004.
CEP 1425/04

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) MARTHA GABRIELA CELLE RIVERO
Disciplina/Departamento: Doencas Infecciosas e Parasitarias/Medicina da
Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Padronizagdo e avaliacdo da polimerase chain reaction (PCR) colorimétrico

para diagnéstico de tuberculose”,

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S840 Paulo ANALISOU e APROVOU
o0 projeto de pesquisa acima referenciado.

Conforme resoluc&o 196/96 do Conselho Nacional de Satide s&o deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstancias a inclusao
de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds analise das mudancas
propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 18/maio/2005.

5. Apresentar segundo relatério parcial em 14/novembro/2005.

Atenciosamente,

/i/
| A\ :\/[//\‘
V)

A~

l
Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital S&o Paulo

"Ressaltamos gue € de essencial importdncia que seja verificado, antes da divulgagio dos processos efou resultados obtidos nesta pesquisa, se
0s mesmos sdo potencialmente patentedveis ou passiveis de outras formas de protecao intelectualindustrial. A protegéo por meio do depésito de
patente, ou de outras formas de protegdo da propriedade intelectual, evita a acdo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da
publicagéo dos resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&o Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Anexo 3. Protocolo e POP do Setor de Micobactérias da Secdo de

Microbiologia do Laboratorio Central do Hospital Sdo Paulo — HSP

BACILOSCOPIA

Principio da Metodologia

As micobactérias possuem uma parede celular constituida de acidos micélicos
resistentes a descoloragédo por alcool-acido, elas possuem uma notéavel propriedade:
dificilmente tomam os corantes basicos de anilina, mas, uma vez coradas, fixam-nos
de tal forma que n&o se descoram pela agéo diferenciadora do &lcool-4cido (&lcool e
acidos numerais fortes diluidos). Essa é a propriedade que se conhece por alcool-
acido resistente.

Essa coloracdo € o método mais rapido para a deteccdo de micobactérias em
amostras clinicas.

Tipo de amostras

As amostras sdo obtidas de material organico do trato respiratério inferior, tecidos,
liquidos em geral, fezes, linfa de I6bulo de orelha, mucosa nasal, lavado gastrico,
escarro, liquidos organicos, bidpsias de tecidos e urina.

Rejeicdo

Frasco com salivas.

Liberacéo do resultado:

Resultado negativo: ndo foram observados bacilos &lcool-4cido resistentes na amostra
analisada. Reportar: Pesquisa de BAAR negativa.

Resultado positivo: presenca de bacilos alcool-acido resistentes na amostra analisada.

(consultar Tabela 1).

Tabela 1. Guia para liberacéo do resultado pela Coloracdo Ziehl-Neelsen.

Ziehl-Neelsen Resultado

0/100 campos N&o foram encontrados BAAR em 100 campos observados.

menos de 1 bacilo/100 campos |+ Presenga de menos de 1 BAAR em 100 campos

observados.
1 a 10 bacilos/50 campos ++ Presenca de 1 a 10 BAAR em 50 campos observados.
Mais de 10 bacilos/20 campos |+++ Presenga de mais de 10 BAAR em 20 campos
observados.

PETROFF

Principio do Teste

A digestdo do material permite a concentragdo do BAAR por sedimentacdo e a
descontaminacdo permite o crescimento sem altera¢do do pH do meio.

Critérios de Rejeigdo da Amostra:

Escarro [1 saliva ou em temperatura ambiente por mais de 6 horas.

Urina [ urina de 24 horas ou em temperatura ambiente por mais de 6 horas.
Biopsia 1 em formol ou em temperatura ambiente por mais de 6 horas.
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Lavado brénquico alveolar [1 em temperatura ambiente por mais de 6 horas.

Liquidos organicos 1 em temperatura ambiente por mais de 6 horas.

SecrecOes em geral [1 em temperatura ambiente por mais de 6 horas.

Secrecdes em culturete.

Liquidos organicos, sangue e medula éssea 1 em frasco Bactec de aerdbio ou
anaeroébio.

CULTURA E IDENTIFICACAO (NIACINA)

Procedimento (passo a passo):

- Os frascos de meio LJ ficam na estufa por 8 semanas e as leituras sao feitas uma
vez por semana até completar 2 meses.

- Observar se tem crescimento, caso tenha, separar  para identificac&o e repicar.

- Fazer uma lamina de Ziehl Neelsen da coldnia para observar se € bacilo alcool 4cido
resistente.

- Crescimento sugestivo de micobactéria: colénia bege a palha e com tempo de
crescimento a partir de 3 semanas.

Fazer o teste de niacina:

Procedimento:

a) adicionar 1mL de &gua destilada estéril no tubo de LJ com 4 semanas de
crescimento, fazendo alguns cortes no meio com auxilio da alga, a fim de favorecer a
liberacéo da niacina;

b) deixar o tubo em posi¢cdo horizontal durante 10 minutos, e apds este periodo,
transferir 0,6 mL, desta solugéo (procure ndo aspirar colénia) para um tubo com tampa
de rosca, de 90x120 mm;

c) introduzir a fita de niacina na suspensdo, com a parte plastica para cima. Agitar
suavemente o tubo na vertical, mantendo-o nesta posi¢édo durante 20 minutos;

d) realizar a leitura, observando a mudanca de coloracdo na suspensdo: o
aparecimento de coloracdo amarela indicara teste positivo (fazer juntamente com o
teste um controle positivo e um negativo: para o controle negativo ATCC M. bovis;
para o controle positivo usar a cepa ATCC 25177 M. tuberculosis;

e) o teste de niacina deve ser realizado em tubo hermeticamente fechado, a fim de
evitar a saida de cloreto crianogénico, que € um gas volatil e constitui um dos
principais elementos da reacéo.

Leitura do teste da niacina:

Depois do tempo esperado, realizar a leitura, observando a mudanca de coloracdo na
suspensdo. O aparecimento de coloracdo amarela indica teste POSITIVO, e
transparente NEGATIVO.

Teste Positivo: Mycobacterium tuberculosis

Teste Negativo: Micobactérias ndo complexo M. Tuberculosis.
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Apéndice 1. Grupo de pacientes com diagndstico clinico de TBP sem associacdo a outras doencas

Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do Tratamento
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico prévio

4 0 0 0 0 0 0 4 TBP 1

8 0 0 0 0 0 0 4 TBP 1
20 1 0 0 0 0 0 4 TBP 1
30 1 1 1 1 1 0 . TBP 1
64 1 1 0 1 0 0 4 TBP 1
65 0 0 0 0 0 0 4 TBP(reativada) 0
94 1 0 1 1 0 0 4 TBP 1
102 1 1 0 0 0 0 4 TBP 1
104 0 0 0 1 0 0 4 TBP 1
124 1 1 1 1 1 0 4 TBP(reativada) 0

4 TBP tratada ha 3

131 1 1 0 1 0 0 meses 0
136 0 1 1 1 1 0 4 TBP(reativada) 0

0: resultado positivo; 1: resultado negativo; 4: diagnéstico clinico de TBP

n° 30 e n°® 124, que de acordo com a ficha clinica tiveram antecedente de TBP tratada em 1998 e 2003, respectivamente.
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Apéndice 2. Grupo de pacientes com diagndstico clinico de TBP associado a outras doencas

Tratame
Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do nto
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura |Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico prévio
11 1 1 1 1 1 0 2 TBP+DPOC 1
28 0 1 0 1 0 0 2 TBP \neoplasia pancreas 1
33 0 0 0 0 0 0 2 TBP/DPOC/Pneumonia 1
TBP/pancreatite

84 0 2 cronica/diabetes 1
123 0 2 TBP /linfoma de hodgkin
139 0 2 TBP/ TBganglionar 1

0: resultado positivo; 1: resultado negativo; 2: diagnostico clinico de TBP associado a outras doencas

0 paciente n° 11, diagnosticado como DPOC e sequiela de TBP (primeiro episédio em 1992);

0 paciente n°28 apresentou resultado da PCR colorimétrica (ANP e sedimento) mas com cultura positiva que foi
identificada com Mycobacterium fortuitum. No momento da internagdo apresentava tosse, dispnéia e adenomegalia. O
Rx de térax demonstrou infiltrado intersticial nodular difuso e pneumotérax; com o suporte de exames especificos foi
diagnosticado como sepse grave, pneumonia hospitalar e TBP;

0 paciente n° 84, género masculino, de 52 anos, etilista, tabagista foi internado por apresentar tosse, expectoracao
emagrecimento, dispnéia e febre. O Rx de térax revelou grande cavitacdo, sugestiva de TBP, foi diagnosticado como

portador de pancreatite, diabetes e TBP;

106




APENDICES

e 0 paciente n°123, diagnosticado com Linfoma de Hodgkin e com inicio de tratamento para TB em agosto de 2005 sendo
que foi incluido no estudo na internagao de setembro 2005;

e 0 paciente 139 foi internado por apresentar emagrecimento, dispnéia, febre, sudorese noturna, cefaléia e adenomegalia
cervical. O Rx de térax mostrou alargamento mediastinal e infiltrado pulmonar reticular difuso. Foi solicitada biopsia de
ganglio cervical, que foi positiva para presenca de BAAR; para amostra de escarro s6 a PCR colorimétrica da ANP
apresentou resultado negativo;
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Apéndice 3. Grupo de pacientes com diagndstico clinico de TBP associado a infeccéo pelo HIV

Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do Dx. TBPHIV Tratamento
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura | TBP +/- Dx.clinico prévio
12 1 1 1 1 1 0 3 TBP/SIDA 1
15 1 1 1 1 1 0 3 TBP/SIDA 1
40 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/TBP /Pneumonia 0
49 0 0 0 0 0 0 3 TBP/TB ganglionar/SIDA 1
60 1 1 0 1 0 0 3 TBP/SIDA/HCV 1
66 1 1 1 1 1 0 3 TBP/SIDA 0
68 1 1 1 1 0 0 3 SIDA/TBP/pneumonia 0
69 0 0 0 0 0 0 3 SIDA/TBP 1
71 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/TBP 1
80 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/TBP 1
101 1 1 1 1 0 0 3 SIDA/TBP 0
109 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/TBP /Meningite 0
SIDA/HCV/HTLV/TBP em
111 1 1 1 1 1 0 3 tratamento 0
121 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/TBP 0
128 1 1 1 1 0 0 3 SIDA/TBP/TB gnglionar 1
143 1 1 1 1 1 0 3 SIDA/HBVC/TBP 1
147 0 1 0 1 0 0 3 SIDA/TBP 1

0: resultado positivo; 1: resultado negativo; 3: diagnéstico clinico de TBP + HIV
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0s pacientes n° 12, n® 15, n° 40, n° 66, n° 71, n° 80, n° 109, n° 111, n° 121, n° 143 constituem um grupo que tém em
comum serem portadores de HIV, apresentarem no momento da internacdo outras infecgcdes e TBP diagnosticada.
Alguns dos casos tiveram tratamento interrompido por complicacfes hepéticas;

e 0s pacientes n° 60, n°® 68, n° 101, n°® 128, n® 147 que tém em comum serem portadores do HIV com diagndstico

anterior de TBP e que quando foram internados apresentavam outra infeccdo concomitante com TBP.
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Apéndice 4. Grupo de pacientes com outros diagndsticos clinicos

Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico Tratamento prév  io
1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
Insuficiencia renal
2 1 1 1 1 1 1 aguda 1
3 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
5 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
Insuficiciéncia renal
6 1 1 1 0 1 1 1 crbnica 1
7 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
9 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/pneumonia 1
Neoplasia
10 1 1 1 1 1 1 1 pulmonar 1
13 1 1 1 1 1 1 1 Linfoma ndo-Hodgkin 1
Aneurisma Aorta
14 1 1 1 1 1 1 1 Abdominal 1
16 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
linsuficiémcia
17 1 1 1 1 1 1 1 Cardiaca 1
18 1 1 1 1 1 1 1 Espondilite aquilosante 1
19 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
21 1 1 1 1 1 1 1 Cisto intracerebelear 1
22 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
23 1 1 1 1 1 1 1 Linfoma de Hodgkin 1
24 1 1 1 1 0 1 1 Tumor de laringe 1
25 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de prostata 1
26 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
27 1 1 1 1 0 1 1 SIDA/TBganglionar 1
29 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
31 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/PNF 1
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Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico Tratamento prév  io
32 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de préstata. 1
34 1 1 1 1 1 1 1 Bronquiolite 1
36 1 1 1 1 1 1 1 Thb gantiglionar 1
37 1 1 1 1 1 1 1 TB urogenital 1
38 1 1 1 1 1 1 1 Isuficiéncia cardiaca 1
39 1 1 1 1 1 1 1 Bronquiectasia 1
41 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de bexiga 1
42 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/pneumacistose 1
43 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Pneumocistose 1
44 1 1 1 1 1 1 1 Sepsis 1
45 1 1 1 0 1 1 1 DPOC 1
46 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
47 1 1 1 1 1 1 1 Broncoespasmos 1
Insuficiencia renal
48 1 0 1 1 1 1 1 crénica/pneumonia 1
50 1 1 1 1 1 1 1 Porfiria 1
51 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Sepse 1
52 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
53 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
54 1 1 1 1 1 1 1 Sepse 1
55 1 1 1 1 1 1 1 LUpus/pneumonia 1
56 1 1 1 1 1 1 Insuficiéncia cardiaca 1
57 1 1 1 1 1 1 1 TBurogenital/ sepse 1
58 1 1 1 1 1 1 1 Bronquite 1
59 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
61 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1
62 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
63 1 1 1 1 1 1 Lupus 1
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Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico Tratamento prév  io
67 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
Hemorragia digestiva
70 1 1 1 1 1 alta 1
72 1 1 1 1 1 1 1 SIDA 1
73 1 1 1 1 1 1 1 SIDA 1
74 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Asma 1
75 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de ovario 1
76 1 1 1 1 1 1 1 TB pleural 1
Laringotragueo
77 1 1 1 1 1 1 1 bronquite 1
78 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Pneumocistose 1
79 1 1 1 1 1 1 Asma 1
81 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1
82 1 1 1 1 1 1 1 Asma 1
83 1 1 1 1 1 1 1 Linfoma de Hodgkin 1
85 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Pneumonia 1
86 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1
87 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
88 1 0 1 1 1 1 1 Neoplasia de laringe 1
89 1 1 1 1 1 1 1 Pneumectomia 1
90 1 1 1 1 1 1 1 Bronquiectasia 1
91 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1
SIDA+TB
92 1 1 1 1 1 1 gaglionar(M.avium) 1
93 1 1 1 1 1 1 1 Diabetes 1
Isuficiéncia renal
95 1 1 1 1 1 1 1 cronica 1
96 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1
97 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/pneumonia 1
98 1 1 1 1 1 1 sepse 1
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Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico Tratamento prév  io

99 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia hepaica 1

100 1 1 1 1 1 1 1 Isuficiéncia cardiaca 1

103 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1

105 1 1 1 1 1 1 Insuficiéncia cardiaca 1

106 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1

107 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/TB gnaglionar 1
Insuficiéncia renal

108 1 1 1 1 1 1 1 cronica 1

110 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1

112 1 1 1 1 1 1 1 Ppneumectomia 1

113 1 1 1 1 1 1 1 DPOC 1

114 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1

115 1 1 1 1 1 1 1 SIDA// Choque séptico 1

116 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1

117 1 1 1 1 1 1 1 Linfoma de Hodggkin 1

118 1 1 1 1 1 1 1 Lobectomia pulmonar 1

119 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1

HIV/

120 1 1 1 1 1 1 1 Pneumoacistose 1

122 1 1 1 1 1 1 1 Bronquiectasia 1

125 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/Pneumoacistose 1

Hepatite auto-
129 1 1 1 1 1 1 1 imune/pneumonia 1
130 1 1 1 1 1 1 1 Lapus 1
SIDA/INeoplasia

132 1 1 1 1 1 1 1 urogenital. 1

133 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
Insuficiéncia renal

134 1 1 1 1 1 1 1 cronica 1
Leucemia mieldide

135 1 1 1 1 1 1 aguda/ sepse 1
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Baciloscopia colorimétrico Baciloscopia colorimétrico do
Paciente direta ANP sedimento sedimento Cultura Dx.TBP TBPHIV+/- Dx.clinico Tratamento prév  io
137 1 1 1 1 1 1 1 Pneumonia 1
140 1 1 1 1 1 1 1 SIDA/pneumacistoseT 1
SIDA/Abcesso
141 1 1 1 1 1 1 1 hepético 1
142 1 1 1 1 1 1 1 Embolia pulmonar 1
144 1 1 1 1 1 1 1 Neoplasia de pulmao 1
estenose de
145 1 1 1 1 1 1 1 traquéia/sepse 1
146 1 1 1 1 1 1 1 SIDA 1
148 1 1 1 0 1 1 1 DPOC 1
149 1 1 1 1 1 1 1 LUpus/sepse 1
150 1 1 1 1 1 1 Pneumonia/ sepse 1

0: resultado positivo; 1: resultado negativo; 1: diagnéstico clinico ndo TBP

paciente de n°® 6 género masculino, 56 anos, tabagista internado por apresentar tosse, expectoracao, dispnéia e febre. Foi
solicitado baciloscopia que resultou negativa e Rx com de discreto infiltrado na base pulmonar Esquerda. Odiagnostico final
foi de sepse, com foco pulmonar, e Insuficiéncia Respiratoria,

paciente n° 24, género masculino, de 61 anos com diagndstico de tumor na corda vocal esquerda;

paciente n® 27, género feminino, de 26 anos, portadora do HIV, internada por apresentar febre, adenomegalia e
emagrecimento. A baciloscopia resultou negativa e 0 Rx de torax revelou presenca de infiltrado intersticial bilateral e
velamento da base pulmonar esquerda, sendo o diagnéstico final de Tuberculose Ganglionar (TBG+SIDA);

paciente n° 45 género feminino de 80 anos, foi internada por apresentar tosse, dispnéia, edema de membro inferiores.

Solicitou-se baciloscopia que resultou negativa. Este resultado complementado com outros exames especificos levou ao
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diagndstico final de Pneumonia, Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC), Diabetes Mellitus e Insuficiéncia Renal
Cronica;

0 paciente n° 48, género masculino, 34 anos, etilista, tabagista e usuario de drogas foi internado por apresentar tosse,
dispnéia e febre. Foi solicitado, além da baciloscopia, o0 exame de sorologia para HIV que resultou negativo, Rx de torax
evidenciando cardiomegalia e Tomografia Computadorizada de Térax com laudo de infiltrado peribrénquico-vascular. O
diagndstico conclusivo foi de Pneumonia com Insuficiéncia Respiratoria;

0 paciente n° 88, género masculino, 46 anos, etilista, tabagista foi internado por apresentar abscesso cervical, tosse,
expectoracdo, emagrecimento, febre, cefaléia, adenomegalia. Com antecedente de laringectomia total foi solicitada
baciloscopia de escarro que resultou negativa. O diagnostico clinico foi de Cancer de laringe;

paciente n° 148, género masculino, 64 anos, tabagista em uso de corticosteréides no momento da internacdo apresentou
tosse e febre sendo diagnosticado Enfisema pulmonar. Solicitou-se baciloscopia que resultou negativa e o diagndéstico final
foi de Ulcera duodenal, broncopneumonia e DPOC.
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