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COSTA-LIMA, Juliana Figueirédo. Deteccao do Mycobacterium tuberculosis em amostras
de sangue e urina através da Nested-PCR em unico tubo. 2009. Dissertagao (Mestrado em
Saude Publica) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife,
2009.

RESUMO

A tuberculose ¢ um dos grandes problemas de satide publica mundial devido as suas altas
taxas de morbi-mortalidade e indices de transmissdo, apesar de existir tratamento e medidas
eficazes de controle da patologia. Este controle de disseminacao dé-se principalmente através
do diagndstico precoce e do tratamento adequado. Entretanto as técnicas diagndsticas
utilizadas como padrao-ouro sd@o pouco sensiveis e inespecificas (baciloscopia) ou laboriosas
para obtencdo dos resultados (crescimento lento do bacilo em meio sélido para cultura, pelo
menos 4 semanas). Técnicas moleculares, como a PCR, estdo sendo propostas como
ferramentas auxiliares na deteccdo do bacilo de Koch em amostras clinicas de pacientes
suspeitos de terem TB. Elas geralmente apresentam maior sensibilidade e alta especificidade,
além da rapidez na obten¢@o dos resultados (em média 48h). No presente trabalho, a técnica
molecular avaliada foi a Nested-PCR em tnico tubo (STNPCR), que teoricamente ¢ mais
rapida do que a Nested-PCR convencional e tem menor possibilidade de contaminacdo. Neste
estudo, a STNPCR enquadrou-se no tipo de diagnostico rapido, sensivel e especifico que pode
suprir as lacunas do diagndstico convencional da TB, com a vantagem de utilizar amostras
clinicas ambulatoriais (sangue urina) coletadas em qualquer faixa etaria. A sensibilidade
encontrada em amostras de sangue e urina de pacientes com TB pulmonar variou de 61,02 a
72,23% e em pacientes com TB extrapulmonar a variacdo foi de 72,72 a 82,79%. A
especificidade da STNPCR também em sangue e urina variou de 90,81 a 97,3%. Concluimos
que estes tipos de amostras utilizadas na STNPCR sdo importantes na investigacdo da TB,
principalmente em suspeitas de TB extrapulmonar. A STNPCR pode ser usada como
alternativa diagnostica onde podem ser evitados o uso de processos invasivos e tratamentos
inadequados. Com esta nova ferramenta focos endémicos incipientes de primo-infectados e
infectados recentes podem ser detectados mais rapido, ajudando no controle de transmissao da
doenga.

Palavras chave: Tuberculose — diagnéstico, Reagdo em cadeia da polimerase, Mycobacterium
tuberculosis, Técnicas e Procedimentos de Laboratorio.



COSTA-LIMA, Juliana Figueirédo. Detection of Mycobacterium tuberculosis in blood and
urine samples through the Single tube Nested-PCR. 2009. Dissertation (Master of Public
Health) - Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Recife, 2009.

ABSTRACT

Tuberculosis has been one of the most important problems of public health in the world
because this presents high rates of morbidity and mortality and high rates of transmission
also, even though there is treatment and effective measures to control the disease. The control
of the dissemination is mainly through early diagnosis and appropriate treatment. However
the diagnostic techniques used as the gold standard have low sensibility and are nonspecific
(smear) or they have difficulty to obtain results (slow growth of the bacillus on solid medium
for culture, at least 4 weeks). Molecular techniques such as PCR, are being proposed as
auxiliary tools in the detection of bacillus of Koch in clinical specimens from patients
suspected of having TB. They generally have a higher sensitivity and high specificity, in
addition to the speed in obtaining results (average 48h). In this study, the molecular technique
evaluated was the Single Tube Nested-PCR (STNPCR), which is theoretically faster than the
conventional nested-PCR and has less possibility of cross-contamination. In this study, the
STNPCR fits the kind of rapid diagnosis, sensitive and specific that can fill the gaps of
conventional diagnosis of TB, with the advantage of using outpatient clinical samples (blood
and urine) collected at any age. The sensitivity found in samples of blood and urine of patients
with pulmonary TB ranged from 61.02 to 72.23% and in patients with extrapulmonary TB the
variation was from 72.72 to 82.79%. The specificity of STNPCR also in blood and urine
ranged from 90.81 to 97.3%. We conclude that these types of samples used in STNPCR are
important in the investigation of TB, especially in suspected extrapulmonary TB. The
STNPCR can be used as an alternative diagnosis which invasive procedures and inadequate
treatment can be avoided. With this new tool developed early endemic focus of primary
infection and recent infection can be detected more quickly, helping to control the
transmission of the disease.

Key words: Tuberculosis - diagnosis, Polymerase chain reaction, Mycobacterium
tuberculosis, Laboratory Techniques and Procedures.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

Existem registros de esqueletos fosseis de seres humanos com lesdes 0sseas compativeis com
a tuberculose (TB) encontrados em varias regides do mundo e datados de 5.000 a.C. Essa
enfermidade ¢ uma das mais antigas da humanidade. Hé ainda relatos de esqueletos de 8.000 anos
a.C. acometidos por esta patologia, na Alemanha'?”. A doenca também é conhecida como “Peste
branca”. Hipdcrates foi o primeiro a descrever a tuberculose como tisica, que em grego significa
“derreter-se”, devido ao seu carater consumptivo’.

Apenas em 1882, Robert Koch conseguiu isolar o agente etioldgico da tuberculose, dai a
homenagem ao nome do bacilo (de Koch). Entretanto, mesmo apds a descoberta do agente
etiologico, o controle da tuberculose ficou restrito a medidas de “tratamentos” higi€nico-
dietéticos, repouso em leito e isolamento dos doentes em estabelecimentos especializados, os
chamados Sanatérios’. Normalmente esses Sanatorios eram construidos em locais isolados das
cidades, geralmente em lugares altos, com ‘“clima de montanhas”, pois se acreditava que esta
condicao favorecia a cura.

No ano de 1921, Albert Calmette ¢ Camile Guérin, ambos do Instituto Pasteur, na Franga,
desenvolveram o que seria a primeira vacina antituberculose. Eles obtiveram uma cepa atenuada
do bacilo Mycobacterium bovis e a partir dela criaram a vacina denominada BCG (Bacilo
Calmette-Guérin). Entretanto, inicialmente a vacinagdo foi um desastre, visto que um tergo das
criancas que receberam, via oral, a vacina vieram a falecer porque a cepa utilizada nao estava
devidamente atenuada. Somente 20 anos depois, estudos com a BCG foram retomados®.

Apenas a partir da década de 50, do século passado, com a introducdo da isoniazida, a luta
contra a tuberculose passou a contar com arsenal terapéutico poderoso para o seu controle.
Assim, com medidas mais eficazes de combate, houve uma mudanca radical do perfil
epidemioldgico da doenga. Entretanto apenas o uso da isoniazida e tecnologias apropriadas nao

eram suficientes, era necessario um conjunto de medidas: estrutura sanitdria basica; enfoque
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epidemioldgico; formulagdo e administragdo de um programa de controle eficaz; decisdes
politicas; e participagdo da comunidade’.

Em 1890, Robert Koch anunciou a descoberta de uma substancia, nomeada de Tuberculina,
que formava uma enduracao caracteristica a reagdo em pessoas infectadas com o M. tuberculosis
ao ser inoculado intradermicamente, enquanto os saudaveis ndo apresentavam qualquer reagao.
Portanto, o teste tuberculinico tornou-se de grande importancia para o diagnostico da infecgdo
por tuberculose’. Neste mesmo periodo, ele desenvolveu métodos de coloragio para
identificacao do bacilo, posteriormente aperfeicoados pelo alemao Paul Ehrilich. Esta coloracao
foi a base para o desenvolvimento da coloracdo Ziehl-Nielsen, bastante utilizada até os dias
atuais como uma das formas de diagnéstico de TB'.

No nosso pais a tuberculose surgiu por volta do descobrimento trazida pelos portugueses,
missionarios jesuitas e escravos africanos. Muitos indios que habitavam o Brasil morreram
rapidamente por causa da doenga®. Com a vinda da Familia Real Portuguesa para o Brasil (inicio
do século XIX), o que proporcionou grandes movimentos migratdrios, houve a disseminagdo da
doenca e 1/3 dos 6bitos no pais foram por tuberculose, principalmente na populacio negra’.
Devido ao crescimento urbano e populacional ocorridos nos séculos subseqiientes, a doenga foi
se tornando cada vez mais dificil de ser controlada, assumindo propor¢des epidémicas®.

Em meados do século XIX foram criadas no Pais as primeiras Ligas contra a Tuberculose,
em hospitais filantropicos. Assim, ao longo dos anos novas medidas foram tomadas para tentar
controlar a disseminacao da doenca. No inicio do século XX, Oswaldo Cruz instituiu um plano
de acdo contra a TB, porém conseguiu pouco impacto. Ainda no inicio daquele século, foram
criados os sanatorios, depois a Inspetoria de Profilaxia da Tuberculose, o Servigo Nacional de
Tuberculose, a Campanha Nacional de Controle da tuberculose, os quais tentavam coordenar,
uniformizar e orientar nacionalmente todas as atividades de controle da doenca, por volta dos
anos 40. Em 1927, efetuou-se a primeira vacinagao oral com BCG no pais. Posteriormente, teve
inicio o uso da estreptomicina e da hidrazida e em 1973 foi implantada a vacinag¢do por BCG
intradérmica. Assim, medidas politicas foram tomadas e implantadas com o objetivo de controlar
a disseminagdo, diagnosticar precocemente, tratar e curar o maior nimero de casos. Foi quando
no ano de 1998 foi proposto o Plano Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) com a
introdugdo da estratégia DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course) da Organizagao

Mundial de Saude (OMS)’. O fato é que, as vérias politicas de satide implantadas ao longo da
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historia brasileira, tiveram impactos marcantes em alguns aspectos da epidemiologia da
tuberculose. Algumas com impacto negativamente marcante, porém outras atuaram de maneira

muito positiva.

1.1.3 Tuberculose e a arte

A tuberculose teve um papel importante na historia literaria mundial. Ela influenciou artistas
e escritores durante o Romantismo, como o poeta Americano Edgar Allan Poe, que
frequentemente retratava seus personagens com aparéncia palida e “assombrada”. No Brasil,

tivemos Alvares de Azevedo referenciando a doenca em suas poesias. Nessa época ela ficou

) . 10
conhecida como o “Mal do Século™ .

No Modernismo a tuberculose continuou a ser tema freqiiente. Manuel Bandeira, tuberculoso

desde os 18 anos, escreveu o famoso poema intitulado “Pneumotérax’:

Febre, hemoptise, dispnéia e suores noturnos.

A vida inteira que podia ter sido e que nao foi.

Tosse, tosse, tosse.

Mandou chamar o médico:

- Diga trinta e trés.

- Trinta e trés... trinta e trés... trinta e trés...

- Respire.

- O senhor tem uma escavagao no pulmao esquerdo e o pulmao direito infiltrado.
- Entdo, doutor, ndo ¢ possivel tentar o pneumotorax?

- Ndo. A unica coisa a fazer é tocar um tango argentino.

Em “A Dama das camélias” a tuberculose foi imortalizada como a doenca do amor. O tema
até os dias atuais continua em foco na arte. Na famosa adaptacdo para o cinema de Moulin Rouge,
a tuberculose foi um dos temas tratados em meio a um romance com final tragico por causa da

1
doenca'’.
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1.2 Epidemiologia

Durante muitos séculos, a TB foi considerada uma das maiores causas de morte na populagao.
Atualmente ela continua a ser uma das maiores causas de doenga e morte na populagdo mundial,
sobretudo na Asia e Africa, embora seja uma doenga que tenha cura. A OMS estima que 9,27
milhdes de casos novos ocorreram no ano de 2007 no mundo (139 casos novos por 100.000
habitantes) e 1,32 milhdo de pessoas Human immunodeficiency virus (HIV) negativas morreram
por TB neste mesmo ano. Entre os HIV-positivos, ocorreram 456.000 mortes por TB''. Trata-se
da doenca infecciosa com maiores taxas de mortalidade em adultos, onde a maioria dos casso
ocorre na populagdo economicamente produtiva (entre 15 e 50 anos) e ¢ a principal causa de
morte por infecgdo de mulheres'?.

Ainda segundo a OMS, dos 9,27 milhdes de novos casos, estima-se que 4,1 milhdes (61 casos
por 100.000 habitantes) dos casos novos da doenga foram baciliferos. Estes nimeros também
incluem os casos de co-infeccdo TB-HIV. Os 5 paises que lideram o “ranking” de paises com
maior incidéncia de casos sdo: India, China, Indonésia, Nigéria, e a Africa do Sul"! (Figura 1).

No século XX a TB chegou a alcangar taxas de incidéncia muito baixas na maior parte do
mundo, em suas primeiras oito décadas. Entretanto, a partir da década de 80, com o advento da
infeccdo pelo virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), as taxas de incidéncia,
e, junto com elas, as de mortalidade e morbidade, de tuberculose voltaram a crescer rapidamente.
A doenga que parecia estar em vias de erradicagdo tornou-se um dos maiores problemas de saude
publica da atualidade. Este quadro deve-se principalmente as co-infec¢des com o HIV; as
desigualdades sociais, sobretudo nos paises em desenvolvimento, e suas implicacdes (condig¢des
precarias de moradia, alimentagdo, transporte e educagdo); um crescimento no nimero de idosos
na populacdo e aumento da expectativa de vida; ineficiéncia dos programas de controle da doenca
e 0s movimentos migratorios constantes'*"”.

O Brasil ocupa o 14° lugar no “ranking” da OMS de paises com maiores niimeros totais de
casos incidentes de TB no mundo''. Ja segundo o Sistema de Informacio de Agravos de
Notificacdo do Ministério da Saude (SINAN/MS), em 2008 foram confirmados 53144 casos de
tuberculose, o que significou um coeficiente de incidéncia de 43.78 casos/100.000 habitantes'*.

No ano de 2006 a OMS divulgou um total de 77.632 casos notificados (novos + retratamento) no



Lima, J. F. C. 25

pais, equivalente a 41 casos por 100.000 habitantes, o que torna o Brasil o pais com maior
numero absoluto de casos entre os paises da América do Sul" e dentre todos os paises do mundo,
ele ¢ um dos quatro com maior numero absoluto de casos de tuberculose. Ainda segundo a OMS,
a prevaléncia da doenca (todos os casos/100.000 habitantes) no pais ¢ de 76 casos e a estimativa
para mortes por tuberculose por ano no Brasil ¢ de 8,1 mortes por 100.000 habitantes'*.

O Nordeste ¢ a regido com maior taxa de incidéncia de tuberculose, com 48.7 casos/100.000
habitantes'®. No estado de Pernambuco, foram notificados 3.922 novos casos de tuberculose, em
2008, sendo aproximadamente 4% em criangas ¢ adolescentes (de 0 a 14 anos)'’. O estado foi o
5° em numeros de casos notificados neste ano, ficando atras do estado do Rio de Janeiro, Bahia,
Rio Grande do Sul e Minas Gerais'®. Recife ja foi considerada a capital brasileira com maior taxa
de mortalidade especifica por tuberculose com 9.62 6bitos por 100.000 habitantes em 2004'°. No
Brasil, as taxas de tuberculose nas regides socioeconomicamente menos favorecidas, o Norte € o

o . . 20
Nordeste possuem indicadores mais elevados que nas demais” .
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FIGURA 1: ESTIMATIVA DO NUMERO DE NOVOS CASOS DE TB, POR PAIS, EM 2007.
Fonte: Organizagio Mundial de Saude".
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1.3 Microbiologia

A tuberculose ¢ causada por micobactérias do género Mycobacterium, que por sua vez tem
esta denominagdo porque ocasionalmente se observam crescimentos em forma de filamentos
parecidos com fungos. Entretanto, normalmente essas bactérias sdo vistas a0 microscopico como
um bacilo tipico, sob a forma de bastdes. Elas sdo bastonetes aerdbios, ndo formadores de
esporos”'.

Muitas das caracteristicas dessas micobactérias, como sua coloragao alcool-acido resistente, a
resisténcia a drogas, sua patogenicidade e o longo tempo de geragdo, estdo relacionadas a
estrutura lipidica, peculiar a este género, de sua parede celular. Essa parede ¢ formada, em sua
porcao externa, por acidos micolicos, que forma uma camada cérea, resistente a agua. Devido a
peculiaridade de sua parede celular, as micobactérias conseguem resistir a situacdes adversas
como o ressecamento e algumas drogas antimicrobianas ndo conseguem penetrar por sua
parede”.

Em relacdo a outras bactérias (gram positivas ou negativas), as micobactérias tém um
crescimento mais lento. Isto se deve a dificuldade em que os nutrientes tém de atravessar sua
parede celular espessa. Normalmente demoram semanas para que se consiga visualizar uma

coldnia crescida em meio de cultura especifico para as micobactérias®' (Figura 2).

As micobactérias M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. caprae e M.
pinipedii sdo consideradas como espécies e subespécies do complexo M. tuberculosis. Estas
espécies apresentam varios parametros semelhantes, tais como: homologia antigénica e extratos
antigénicos™>.

Algumas espécies diferentes do complexo M. tuberculosis t€m surgido como patdgenos
importantes (M. smegmatis, M. avium, etc.) com diferentes potenciais de producao de doenca e
com perfis singulares de sensibilidade e resisténcia a drogas antimicrobianas. O aumento de casos
de tuberculose causada por micobactérias atipicas, o aparecimento de uma grande variedade de
focos extrapulmonares da doenga e a positividade em culturas ou baciloscopia em amostras antes
consideradas improvaveis, como fezes e sangue, torna necessario que se padronizem métodos de
diagnostico diferencial e que o médico clinico inclua como suspeita de diagnostico a tuberculose

.~ . . . 22
na avaliacdo de doencas infecciosas de quadro complicado™.
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FIGURA 2: COLONIAS DE M. TUBERCULOSIS CRESCIDAS EM MEIO LOWESTEIN JENSEN.
Fonte: Fotografada pela autora.

1.4 Historia natural da doenca

A histoéria natural da TB desenvolve-se continuamente, no entanto, podem-se identificar trés
fases: exposicdo, infeccdo e doenga. Existem vérios fatores de risco para infec¢do tuberculosa e
esses fatores podem variar dependendo da faixa etaria do individuo exposto (pediatrica, adulta ou
idosa). Fatores socioecondmicos, geralmente relacionados a pobreza, como desnutri¢do,
aglomerados populacionais e a resultante possibilidade de contato préximo com caso de TB ativa
sd0 os mais conhecidos®*.

Os pulmdes sdo a maior porta de entrada dos bacilos de Koch, que causam um foco de
infeccdo no sitio onde se depositam depois da inalagdo. Se a infec¢do ndo conseguir ser debelada
localmente, pode acontecer uma disseminagdo por via hematogénica dos bacilos, provavelmente
no interior dos macréfagos, para outros 6rgdos ou para o liquido pleural. Ainda pode haver a
disseminagdo através do sistema linfatico, a partir do foco pulmonar (ducto tordcico). Portanto,
tanto por via hematogénica como por via linfatica, focos extrapulmonares da infec¢do podem

acontecer. As manifesta¢des clinicas da doenca dependem do local onde houve a multiplicagao
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dos bacilos. E importante enfatizar que a prevengado contra tuberculose através da vacinagdo com
a BCG s6 ¢ eficaz para proteger os individuos das formas mais graves da doenga, evitando
disseminacdo dela e as formas extrapulmonares®.

Muitos fatores contribuem para a transmissdo da tuberculose: condi¢des de saneamento
populacional, viver em comunidades densamente populosas com condi¢des de moradias
precarias, condi¢cdes ambientais (clima, umidade e calor), o nivel de imunidade do individuo e da
propria populagdo, entre outros. Mesmo sendo uma doenga contagiosa, ndo ¢ facil para o bacilo
encontrar condi¢des favoraveis (intrinsecas ao hospedeiro ou ao ambiente) para invadir o
organismo do hospedeiro e estabelecer a doenga ativa®*?’.

A doenga pode acontecer de duas maneiras, basicamente:

a) durante a fase inicial da infeccdo: excessiva carga bacilar, alto grau de
patogenicidade/viruléncia dos bacilos ou fatores que deprimam a imunidade do hospedeiro.
Nestes casos ha um desequilibrio entre o parasita e o hospedeiro e entdo ¢ estabelecida a TB
priméria alguns meses apés a infecgio™.

b) posterior a fase inicial da infeccdo: ruptura do equilibrio hospedeiro-parasita em
individuos com TB latente, resultando na TB pos-priméria®.

A tuberculose pode ser classificada de 2 modos: TB infec¢do e TB doenca. Sendo esta tltima
subdividida em 2 formas clinicas: TB Pulmonar e TB Extrapulmonar. A TB infec¢do s6 tem
relevancia maior entre as criangas € normalmente s6 ocasiona febre baixa e alguns linfonodos. O
desenvolvimento clinico da tuberculose s6 acontece em 5-10% das pessoas infectadas pelo M.
tuberculosis, em algum momento de suas vidas. A TB pulmonar ¢ a forma mais comum da
doenca pds primdria. Apos a penetracdo do bacilo pelas vias aéreas, eles podem migrar e
multiplicarem-se em qualquer 6rgdo do corpo ainda durante a infeccdo primadria, antes de ser
estabelecida uma resposta imune do hospedeiro, dai se estabelece a forma extrapulmonar da

22
doenga™.
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1.5 Diagnéstico

A confirmagdo do diagnostico convencional da tuberculose ¢ dada através do exame direto
em escarro, pela coloragdo de Ziehl-Neelsen ou pela cultura de escarro ou eventualmente de
sangue e lavado gastrico (em criangas e individuos paucibacilares). Além da sintomatologia
especifica, contato com adulto bacilifero, radiografia de térax compativel com tuberculose,
hemograma com VSH alterado (velocidade de sedimentacao das hemadcias) e teste tuberculinico

de Mantoux reator.

1.5.1 Microbioldgico

No adulto com suspeita de tuberculose, a baciloscopia ¢ largamente utilizada no diagnostico
preliminar e acompanhamento do tratamento apesar de possuir sensibilidade limitada, visto que,
sdo necessarios cerca de 10.000 organismos por mL da amostra para obtencdo de resultado
positivo para bacilo 4alcool-acido resistente, sendo incapaz de diferenciar espécies de
micobactérias, o que pode influenciar na sua especificidade®°. O isolamento e identificagdo do
M. tuberculosis através da cultura ¢ a metodologia que permite a confirmagdo da espécie de
micobactéria, sendo por isto considerada o método padrao ouro. Apresenta uma sensibilidade
maior que a baciloscopia, necessitando de cerca de 10-100 organismos por mL da amostra clinica
para ser positiva. Entretanto, a cultura requer cerca de 3 a 8 semanas para obtencdo do resultado,
levando ao retardo do inicio do tratamento especifico’’>*%.

Na tuberculose infantil, o diagnostico ¢ particularmente dificil. Na literatura reconhece-se a
grande dificuldade de estabelecer o diagndstico da TB na infancia devido a impossibilidade, na
maioria dos casos, de comprovar-se bacteriologicamente a doenga, em geral cursando com
pequeno numero de bacilos. Alguns autores relatam que ndo hd método padrio ouro para o
diagnostico da TB na infincia®’. No entanto, pode-se considerar para o diagnéstico da TB na
crianca um conjunto de dados indiretos (clinicos, epidemioldgicos, achados radioldgicos e teste

tuberculinico de Mantoux) que nao ¢ perfeito na sua definicao.
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Devido ao aumento no numero de casos de infecgdes causadas por micobactérias a partir da
década de 1980°', tornou-se cada vez mais importante a realizagio de diagnosticos rapidos e
precisos. Como o complexo M. tuberculosis ¢ altamente infeccioso, torna-se de fundamental
importancia a precocidade do diagnostico, tanto para o tratamento adequado do paciente, como
para que se evite a disseminag¢do da doenca. Testes diagnosticos voltados para a identificagdo
rapida, sensivel e especifica do agente causador da doenga sdao elementos-chave para o sucesso de

programas de satde.

1.5.2 Métodos alternativos

Além do padrao classico da doenca (a forma pulmonar), que se desenvolve de maneira lenta,
ha algumas infecg¢des por M. tuberculosis que fogem a este padrdo. Por exemplo, um tipo de
tuberculose disseminada, a miliar, que tem disseminagdo bastante rdpida, principalmente em
pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Dai a progressao deste tipo da
doenca ndo ser mais definida em meses ou anos, € sim em algumas semanas apenas. A
multiplicagdo mais rdpida das micobactérias tanto M. tuberculosis (devido a alguns pacientes
serem imunossuprimidos — diabéticos, ou com co-infec¢des como a SIDA, criancas ou idosos)
quanto as do complexo M. avium-intracellulare resultam em formas clinicas mais graves da
doenca, podendo o paciente desenvolver uma sepse e disseminacao miliar. Além do fracasso em
alguns tratamentos e na emergéncia de cepas resistentes a multiplas drogas®.

Novos métodos de diagndsticos vém sendo implementados e desenvolvidos. Novas técnicas
foram introduzidas na pratica laboratorial nos ltimos anos, tais como o uso de instrumentos
automatizados e semi-automatizados, como o MGIT (BACTEC® 460), que tanto detecta o
crescimento das micobactérias em amostras clinicas em 2 ou 3 semanas, como pode ser um
método para avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos. O uso de meios de cultura liquidos (ndo
automatizados e mais baratos que o MGIT) que também aumenta a velocidade de crescimento
das micobactérias a partir das amostras biologicas. Ainda sao utilizadas inoculagdes de amostras
clinicas em meios de base Agar (meios enriquecidos — 7H9 e 7HI1, principalmente);

cromatografia liquido-gasosa, cromatografia liquida de alta pressdo e espectrometria de massa;
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introdu¢cdo de sondas de 4cidos nucléicos ndo-isotdpicas (para confirmag¢do do cultivo do
complexo M. tuberculosis, de M. avium, M. intracelullare € M. gordonae; ainda existe também a
aplicacdo da tecnologia da reacdo em cadeia da polimerase, a tio conhecida PCR*'. Além de
outros métodos ainda em desenvolvimento, estudo e validagdo, mas todos com a principal
proposta de serem rapidos e com bom desempenho nas diversas amostras clinicas humanas. Os
métodos alternativos citados, normalmente sdo utilizados por centros de referéncias e apenas em
alguns casos especificos, ndo sdo realizados como exames de rotinas. Esses métodos citados
normalmente nao sdo utilizados na rotina para o diagnostico da TB. Eles sio métodos
alternativos, mais caros que os métodos convencionais (baciloscopia pelo método de Ziehl-
Neelsen e cultura em meio s6lido) e disponiveis apenas em alguns centros mais modernos ou de

referéncia.

1.5.3 Diagnostico molecular

Nos dias atuais as pesquisas com o M. tuberculosis t€ém avangado bastante e possibilitam o
conhecimento de sua estrutura genética, o que contribui com o desenvolvimento de novos
métodos moleculares para sua detecgio em culturas ou diretamente de amostras biologicas™ .
Muitos métodos moleculares foram desenvolvidos para tentar suprir as dificuldades de detecgao
de alguns patdgenos infecciosos pelos métodos convencionais.

A Reacgdo em Cadeia de Polimerase (PCR) ¢ uma técnica que permite a sintese enzimatica in
vitro, de seqliéncias especificas de DNA através do uso de dois iniciadores (oligonucleotideos)
que hibridizam fitas opostas de DNA. A PCR ¢ composta de trés etapas basicas: desnaturagao,
anelamento e extensdo™”.

A PCR convencional simples normalmente ¢ ineficiente na detec¢do de alvos moleculares
raros, como ocorre em infec¢cdes com poucos organismos infecciosos (tuberculose paucibacilar,
por exemplo)*®. Ela vem sendo proposta como método diagnéstico alternativo para vérias
doengas infecto-contagiosas, apresentando a vantagem de ser rapida, especifica e

135,36,37,38,39

sensive . Vérios métodos baseados em PCR vém sendo testados para a detec¢dao do M.

. 40,41,42,43 ~ . (o . .
tuberculosis™ " """, A deteccdo de micobactérias em amostras clinicas de naturezas variadas
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pode ser obtida em 24 horas com sensibilidade de uma copia de DNA alvo em uma tnica célula
bacteriana®’. Testes moleculares com alta sensibilidade para a detec¢io de M. tuberculosis é uma
importante ferramenta para o controle e a eventual erradicagdo da doenga no mundo*.

A reamplificacao de produtos de PCR com um segundo par de oligonucleotideos que se ligam
internamente ao local de anelamento do primeiro par, deu origem a Nested-PCR. Diversos
estudos ja descreveram a utilizacdo deste tipo de PCR em duas etapas na deteccao de organismos
infecciosos a partir de espécimes clinicos®”****6*7,

Este método aumenta a sensibilidade da técnica’’, porém apresenta problemas de
contaminagdo, pois os tubos precisam ser abertos para passar o produto de amplificado na 1?
reacdo para o microtubo onde acontecera a 2 reacdo. Portanto, os produtos amplificados na 1*
PCR passam a ser o substrato para a amplificacdo na 2* PCR, com a adicdo de mais reagentes e
neste processo pode haver troca de material amplificado de um tubo para outro (contaminagao
cruzada).

A Nested-PCR em tnico tubo ou Single tube Nested-PCR (STNPCR) ¢ mais rapida do que as
técnicas de Nested-PCR convencionais € com menor possibilidade de contaminagao, pois as duas
reacoes de PCR ocorrem seguidamente, ou seja, os produtos amplificados na primeira servem de
molde para a segunda reacdo, sem haver abertura nem troca de tubos ou adi¢do de novos
reagentes35. As maiores vantagens da STNPCR em relagdo a PCR convencional ¢ a rapidez, a
reprodutibilidade e um menor risco de contaminacdo. Portanto, a STNPCR enquadra-se num tipo
de diagndstico rapido, com possibilidade de maior sensibilidade e especificidade.

A sensibilidade da NPCR em amostras de sangue para deteccdo do M. tuberculosis
teoricamente ¢ melhor que a da STNPCR, porque esta ¢ mais susceptivel a inibidores da reagdo
do que a Nested-PCR convencional, onde os possiveis inibidores presentes na 1* reacdo vao ser
mais diluidos com a adi¢ao de novos reagentes na 2* reagdo de PCR*™*. Por outro lado, a Nested-
PCR convencional, utilizando 2 tubos, tem um risco de contaminag¢do cruzada maior e a
STNPCR minimiza esse risco de contaminagdo cruzada por ndo haver abertura dos tubos entre a
1*ea?2? rea(;5048.

O alvo escolhido para ser utilizado foi a sequéncia de inser¢do IS6110, sendo esta parte de um
transposon de 1350 pb. Acreditava-se que esta sequéncia de inser¢do estava presente
exclusivamente no genoma das micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis™".

Entretanto, atualmente alguns estudos j& demonstram algumas micobactérias atipicas apresentam
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2,53
7. Apesar de em

regides do DNA homoélogas ao IS6110 presente no complexo M. tuberculosis®
alguns estudos ja se demonstrar que o IS6110 ndo faz parte exclusivamente do genoma do
complexo M. tuberculosis, esta regido continua sendo vastamente utilizada como marcador
molecular para diagnéstico de TB. No entanto, se os experimentos com IS6110 forem realizados
por pessoal devidamente qualificado num laboratorio convenientemente equipado, a sensibilidade
e especificidade da PCR podem ser altas™.

No genoma do M. tuberculosis sao encontrados de 10 a 12 cépias dessa sequéncia € no M.
bovis apenas de 1 a 3 copias sdo encontradas. Um estudo de Cave e colaboradores™ com
endonucleases, mostrou que a sequéncia IS6110 permanece conservada através das cepas e
geracdes. Em outras espécies de micobactérias que ndo sdo do complexo, esta sequéncia nao ¢
encontrada®.

O proposito deste trabalho ¢ analisar a viabilidade da STNPCR como uma ferramenta que
possa auxiliar no diagnostico da TB avaliando seu desempenho em amostras clinicas de facil
coleta e disponibilidade em todos os tipos de doentes (adultos, criangas ou idosos; portadores ou
nao de HIV; com ou sem co-morbidades) e formas clinicas da doenga (TB pulmonar ou
extrapulmonar). Esperamos conseguir desenvolver um método com uma sensibilidade de
deteccdo maior que a da cultura e especificidade em amostras de sangue e urina acima de 90%,
com a vantagem de a técnica ser rapida frente aos métodos convencionais de diagndstico, haja
vista as inumeras dificuldades encontradas no diagnodstico dessa doenca, mesmo em dareas
endémicas como Pernambuco. Por outro lado, sdo raros os estudos no que se refere ao
diagnodstico molecular da tuberculose utilizando amostras extrapulmonares principalmente em

casos com baciloscopia negativa.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante das dificuldades e demora na confirmacao dos resultados laboratoriais convencionais,
verifica-se que ha uma lacuna na obtencdo de um diagnéstico eficiente da tuberculose, sobretudo
nas formas paucibacilares e extrapulmonares.

Nosso propdsito foi realizar um estudo com pacientes suspeitos de tuberculose (pulmonar ou
extrapulmonar, estando ela ativa em ambos 0s casos) para 0s quais 0s exames convencionais nao
foram suficientes para o diagndstico. Avaliamos uma técnica molecular baseada no sistema de
PCR* em duas espécimes bioldgicas diferentes (sangue e urina) como método auxiliar na
confirmacao da doenca.

Esperou-se que a andlise da STNPCR como alternativa diagnostica pudesse vir contribuir
para que se evitem processos invasivos e tratamentos inadequados, € que esta nova ferramenta
consiga detectar focos endémicos incipientes de pacientes primo-infectados, com infecgdo
latente, além dos doentes. Portanto, a possibilidade de um diagndstico precoce e eficaz

certamente ird interferir na quebra da transmissao do agente patoldgico e no controle da doenga.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Existe um teste diagndstico rapido e com bom desempenho que possa auxiliar a conduta
clinica de pacientes com suspeita de tuberculose, sobretudo nas formas graves e paucibacilares

utilizando amostras clinicas de coleta pouco invasivas e ambulatoriais?
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4 HIPOTESE

A STNPCR consiste em uma técnica rapida, reprodutivel e apresenta um bom desempenho na
deteccao do M. tuberculosis em amostras de sangue e urina de pacientes com TB pulmonar e
extrapulmonar. Ela pode ser utilizada como um método diagndstico auxiliar para tuberculose,
sobretudo nas formas que apresentam dificuldade na detec¢do do bacilo através dos métodos

convencionais (baciloscopia e cultura).
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Padronizar de técnica molecular baseada em PCR para a deteccao rapida do Mycobacterium

tuberculosis em amostras de sangue e urina de pacientes com suspeita da doenca.

5.2 Especificos

a) Otimizar como método diagnostico para TB a técnica de Nested-PCR em um unico tubo,
utilizando como alvo a seqiiéncia de inser¢ao 1S6110.

b) Avaliar a especificidade, sensibilidade e valores preditivos positivo e negativo da STNPCR na
deteccdo do M. tuberculosis em amostras de sangue e urina de pacientes com suspeita de TB

pulmonar e extrapulmonar ativa.
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6 METODOS

6.1 Aspectos gerais

A pesquisa foi realizada no Laboratéorio de Imunoepidemiologia (Departamento de
Imunologia) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ (CPqAM). Trata-se de um
estudo prospectivo em relacdo ao seguimento clinico do paciente e analitico. A casuistica foi
composta por individuos de ambos os sexos, sem restri¢ao de idade, provenientes de ambulatorio
e enfermaria do Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), do
Hospital Bardo de Lucena (HBL), do Hospital Geral Otavio de Freitas (HGOF) e do Instituto
Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP). As amostras clinicas foram coletadas no
periodo de julho de 2006 a dezembro de 2008. E todos os participantes foram submetidos a um
questionario epidemiologico e de historico pessoal (Anexo A) sendo esses dados posteriormente

inseridos num banco de dados, para andlise estatistica.

6.2 Classificacio dos pacientes

Os pacientes que foram considerados suspeitos de ter TB foram aqueles que procuraram o
servico de saude (nos hospitais participantes da pesquisa) e apresentaram dois ou mais dos
seguintes sintomas - perda de peso, imagem radioldgica sugestiva de TB, teste tuberculinico de
Mantoux reator (> 10mm), tosse por mais de 15 dias, febre prolongada ndo esclarecida, historico
de contato com adulto bacilifero, sobretudo nos menores de 15 anos de idade.

Os pacientes inicialmente suspeitos, apds definicdo diagnodstica, foram agrupados ou
classificados como segue:

a) TB doenca: individuos que confirmaram a doenga através da detec¢do do M. tuberculosis em
amostra clinica, através de exame direto (baciloscopia positiva para BAAR) ou cultura. E, nos
casos onde esses exames convencionais deram negativos, ou nao foi possivel realizé-los,

foram considerados casos de TB aqueles individuos com quadro clinico ou radiologico
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b)

compativel com TB ativa, com teste tuberculinico reator ou que tiveram boa resposta ao
tratamento especifico.

TB infeccdo: sem manifestagdes clinicas e radiologicas da doenca; exames bacteriologicos
(quando possivel) negativos; teste tuberculinico positivo (= 10mm) — em criangas ndo
vacinadas com BCG ou vacinadas ha mais de dois anos ¢ > 15 mm em criangas vacinadas
com BCG ha menos de dois anos™, e historia de contato com adulto portador de tuberculose
bacilifera;

TB descartada: pacientes nos quais foi afastada a presenga de TB por falta de dados clinicos,
epidemioldgicos, laboratoriais suficientes que permitissem confirmar o diagndstico. Ou ainda,
naqueles com auséncia de melhora clinica apos inicio do tratamento especifico, desde que nao

seja verificada resisténcia aos bacteriostaticos utilizados.

Além disso, foi incluido um grupo controle, denominado de Sem TB, que foram os

individuos saudaveis. Portanto, todos apresentaram cicatriz vacinal de BCG, teste tuberculinico

de Mantoux nao reator, auséncia de manifestagdes clinicas, epidemiologicas e laboratoriais nao

compativeis com TB e auséncia de contato com adulto bacilifero.

6.2.2 Critérios de definicio de caso de TB (Pulmonar ou extrapulmonar) - Padrao ouro

. e . e . y -156 oK
O diagnoéstico foi dado de acordo com o Ministério da Satde do Brasil™ e os critérios

modificados da Sociedade Toracica Americana®’: através da presenca do M. tuberculosis na

baciloscopia ou cultura. No entanto, se esses exames forem negativos (situagdo muito comum na

TB infantil e formas paucibacilares da doenga), a elucidacao diagnoéstica foi baseada nos critérios

clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais e melhora clinica evidente apods inicio da terapéutica

especifica

56,57 ,58
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6.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes sabidamente portadores de HIV/SIDA; portadores de doencgas
cronicas como: nefropatias, cardiopatias e fibrose cistica; ou que estivessem em uso de
corticosterdide ou drogas imunossupressoras por mais de 15 dias e outros tipos de pneumopatias

cronicas.

6.4 Critérios de perda

Pacientes que faleceram durante a pesquisa antes da definicdo diagndstica; que, por vontade
propria, desistiram de participar do estudo ou aqueles que ndo retornaram ao hospital para
acompanhamento clinico. Ainda foram excluidos pacientes que tiveram sua ficha clinica-
epidemioldgica da pesquisa preenchida de maneira incompleta; cujas amostras coletadas foram
contaminadas ou insuficientes para o processamento no laboratorio e repeticdo da extracdo de

DNA ou STNPCR (quando negativa na primeira vez).

6.5 Coleta e descontaminacido das amostras biologicas

a) Sangue: 5,0mL de sangue dos adultos e criancas com mais de 5 anos e 2,5mL dos
menores de 5 anos por pungio venosa usando tubos (Vacutainer®, Becton and Dickson,
England) contendo EDTA, mantendo-os a temperatura ambiente (de 25 a 30°C) até serem

processadas no CPqAM (isolamento dos leucocitos e extragao).
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b)

Urina: 30 mL de urina dividida em 3 coletas consecutivas ¢ diarias em tubos secos
estéreis (10 mL) de cada paciente. As amostras de urina foram coletadas apos
higienizacao pessoal prévia e descarte do primeiro jato. Em lactentes menores de 2 anos
ou pessoas sem controle de micgdo, as coletas foram feitas através de saco coletor. As
amostras poderiam ser armazenadas em geladeira até serem entregues as 3 juntas ao
Laboratério de Imunoepidemiologia. No laboratério do CPqAM foi feito um pool
(centrifugagdo em tubo para centrifuga de 50 mL dos 30 mL juntos das urinas de cada
paciente por 20min a 3000rpm) com as trés urinas que em seguida foi descontaminado
segundo o protocolo de Petroff™”*°.

Escarro: Foram coletados 1-5 ml de escarro obtido através eliminagdo espontanea em tubo
seco rosqueado e estéril, em uma Uunica amostra com o paciente em jejum, ao acordar.

Liquido Pleural: Foram coletados de 2-10 ml do liquido pleural em tubo contendo

anticoagulante EDTA, dos pacientes internados que houvesse necessidade dessa coleta.

Lavado bronco-alveolar: Foram coletados de 2-10ml de liquido bronco-alveolar seguindo

o procedimento padrdo de coleta do hospital onde o paciente estivesse sendo
acompanhado.

Liquor e outros fluidos bioldgicos: Foram coletados de 2-10 ml em uma tnica mostra em

tubo seco e estéril e armazenados em geladeira até serem processados no CPqAM.

Todos os espécimes biologicos foram coletados antes do inicio de qualquer tratamento

especifico para tuberculose. Apds a coleta, as amostras foram enviadas ao CPqAM num prazo

maximo de 4h e estocadas entre 4 a 8° C, por ndo mais que 24 horas e descontaminadas pelo

Método de Petrof 0’61, exceto sangue (que foi mantido a temperatura ambiente por no maximo
gue (q p p

24h, sem descontaminar, e depois submetido a separacao de células) e liquor.

6.6 Isolamento de Leucdcitos

Apb6s o recebimento do tubo com sangue, sem congelar, ele pode ser guardado em

temperatura ambiente até ser processado. Entdo diluiu-se 4 mL do sangue em 4 mL de PBS (pH =

7,2) em tubo Falcon® de 15 mL.
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Em outro tubo Falcon® (15 mL), adicionaram-se 3mL de Ficoll Histopaque® gelado. O sangue
homogeneizado com PBS foi adicionado ao tubo com o Ficoll lentamente pela parede do tubo
com cuidado para ndo misturar e centrifugado por 30 min a 200rpm. Apds centrifugacao retirou-
se o plasma (1* camada) e o anel de células brancas. Dividiu-se a amostra em dois criotubos com

tampa rosqueada, que foram congelados a -70°C até seu uso na extragao.

6.7 Fluxograma das amostras clinicas

Coleta de amostras biolégicas dos pacientes com suspeita de TB
Sangue: 3,0-5,0ml em tubo ¢/ EDTA. Acondicionar em temperatura
ambiente por até 24h;

- Urina: Trés coletas em dias consecutivos em tubo seco (assepsia local e
AMBULATORIO m—p | descarte do 1° jato). Coletar cerca de 10ml de urina por dia (tubo

OU ENFERMARIA rosqueado estéril, coletor ou sonda). Acondicionar a +4°C

* Nas criangas sem controle do esfincter: pode coletar a urina em 3

momentos diferentes do mesmo dia.

/ N\

Sangue (amostra fresca): separagdo da camada Urina: descontaminagdo pelo método Petroff.

leucocitaria e plasma (Ficoll Histopaque).

Processo de extragdo e purificagdo do DNA
gendmico das amostras dos pacientes.

l

STNPCR para a detecgdo especifica do
DNA do Mycobacterium tuberculosis.

e

Realizacdo de eletroforese
para visualizagdo do DNA.

FIGURA 3: FLUXOGRAMA DA COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS CLINICAS.
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6.8 Cultura de M. tuberculosis

6.8.1 A partir de cepa de referéncia H37Rv

A partir de um tubo com culturas ja crescidas da cepa de referéncia de M. tuberculosis
(H37Rv), com uma al¢a de semeio descartavel, rasparam-se algumas colonias do meio que foram
diluidas em outro tubo rosqueado estéril contendo 0,5mL de dgua milli-Q estéril e de 5 a 8
pérolas de vidro. Repetiu-se este passo até obter uma turvagdo razoavel. Em seguida, as colonias
foram agitadas em vortex por aproximadamente Imin até formar uma “massa” branca de
bactérias. Apos formar essa massa densa de colonias, foi adicionado mais 0,5 mL de dgua milli-Q
estéril. Num terceiro tubo rosqueado estéril, foram colocados 3 mL de 4gua milli-Q estéril. Com
uma pipeta de Pasteur, algumas gotas da suspensdo bacteriana do segundo tubo foram diluidas no
3° tubo até este obter uma turvacao equivalente a do tubo n° 1 da Escala de Mc Farland. A partir
desta diluicdo, que equivale a 3x10° bactérias por mL, foram feitas dilui¢des consecutivas de
fator 10 para posterior avaliagdo da sensibilidade da cultura de M. tuberculosis em meio
Lowenstein-Jensen. Todos os meios de Lowenstein-Jensen simples foram preparados pela equipe

do Lab. de Imunoepidemiologia do CPqAM/FIOCRUZ.

6.8.2 A partir de amostras clinicas

Apos descontaminagdo das amostras, exceto do sangue, o sedimento foi ressuspendido em 2
mL de dgua estéril. Em seguida, com pipeta de Pasteur, foram semeadas de 3 a 4 gotas (0,2 mL)
do sedimento em 2 tubos de meio simples de Lowenstein-Jensen, em mais um tubo de meio
Lowenstein-Jensen com 4cido para-nitrobenzdico (PNB) e num terceiro tubo com meio

Lowenstein-Jensen e hidrazida do acido tiofeno (TCH). Os tubos foram colocados em estufa a
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37°C e lidos uma vez por semana até a 8" semana, ou antes, assim que houvesse crescimento de
colonias em algum dos tubos, de acordo com as normas do Manual de Bacteriologia da

Tuberculose®!.

6.9 Extracio do DNA

6.9.1 Cepa de referéncia (H37Rv) de M. tuberculosis

Extracdo utilizando o kit Genomic Prep cells and tissues (Amershan Biosciences®, Suécia),

seguindo o protocolo do fabricante.

6.9.2 Em amostras clinicas

Uma aliquota de 500ul da amostra previamente preparada (itens 6.5 ou 6.6) foi centrifugada a
13000 rpm por 10 min e acrescida de 3 lavagens com tampao Tris-EDTA (TE). O sedimento foi
ressuspendido em 100ul de TE 1x e aquecido em termobloco a 100°C por 10 min. Apos
centrifugac¢do, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubotubo e adicionado 5pul de
resina (Sephaglas BandPrep Kit, Amersham Pharmacia Biotech) mais 2 vezes o volume final de
Iodeto de Sodio (0,9g/mL) e manualmente agitado por 5 min. Em seguida foi incubado a
temperatura ambiente por mais 5 min. Os tubos foram centrifugados por 1 min, descartando o
sobrenadante e adicionando 200ul de etanol a 70%, novamente agitando e centrifugando por 1
min. O sedimento foi deixado a temperatura ambiente durante 60 min. para a secagem completa
e ressuspendido com 40ul de TE sendo incubado em banho-maria a 50°C por 10 min. Apds
centrifugacdo por 1 min, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, previamente

, o 62
numerado e estocado a —20°C, até a ocasiao de uso na PCR"".
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6.10 Nested-PCR em unico Tubo (STNPCR)

Os métodos baseados em STNPCR seguiram os principios propostos por Abath, Werkhauser
e Melo™, e foram otimizados para amostras de sangue e urina humanos. A sequéncia de insercio
IS6110 (GenBank accession N°. X52471) foi o alvo para PCR. Os oligonucleotideos externos
utilizados foram TJ5 (5° - CCG CAA AGT GTG GCT AAC —3’) e TJ3 (5 — ATC CCC TAT
CCG TAT GGT G — 3’), que amplificam um fragmento de 409pb e os oligonucleotideos internos
foram o OLI5 (5 — AAC GGC TGA TGA CCA AAC - 3’) e STAN3 (5 — GTC GAG TAC
GCC TTC TTG TT — 3°), amplificando um fragmento de 316pb®’.

A reacdo de amplificagdo foi realizada em um termociclador automatico (Eppendorf
Gradiente). A primeira etapa de PCR consistiu em 15 ciclos (94°C - 1 min; 57°C - 1 min e 72°C -
1 min), enquanto que a segunda etapa consistiu em 45 ciclos (94°C — 1min; 60°C — 1min e 72°C —
Imin). Os primeiros 15 ciclos da reagdo continham apenas 0,5 pmoles de oligonucleotideos
externos em um volume final de 50ul contendo Tris-HCI a 200mM, com pH=8.4, KCIl 500mM
(Tampao 10x), MgCl, a 2,5mM, dNTP 2mM x 5ul, e 5U de Platinum Taqg DNA Polimerase
(Invitrogen). Os oligonucleotideos internos, antes do inicio da PCR, foram diluidos na mesma
propor¢ao com agua e azul de bromofenol (2ug/ml), contendo 50pmoles de cada
oligonucleotideo e em seguida esta mistura foi fixada na superficie interna da tampa dos
microtubos abertos, numa estufa a 37°C ou temperatura ambiente. Para que os oligonucleotideos
internos passassem a fazer parte dos 45 ciclos finais da PCR, os mesmos foram eluidos da
superficie interna do microtubo através de interrupgao breve da PCR apos o 15° ciclo de reagdo e
feitas repetidas inversdes dos tubos para que entrassem em contato com a mistura de reagdo e
passassem a participar dos ciclos subsequentes da PCR™.

Todas as reagdes da STNCPCR tiveram um controle negativo (10ul de TE) e um controle
positivo (2ul de DNA de cepa de M. tuberculosis H37Rv e mais 8ul de agua milli-Q estéril).
Todas as amostras negativas foram repetidas para confirmagao do resultado. Também se utilizou

um controle negativo e um controle positivo para cada reacdo de PCR.
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6.11 Eletroforese

Os amplicons gerados através da Nested-PCR em tUnico tubo foram separados em gel de
agarose a 2,0%, corados com brometo de etidio (20ul de brometo em 11 de tampao TE 1x), e
visualizados sob luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado foi o Low Mass Ladder

(Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, EUA).



Lima, J. F. C. 47

7 OTIMIZACAO DA TECNICA DE PCR

7.1 Concentracio 6tima dos oligonucleotideos internos e externos

A fim de obter-se a melhor eficiéncia dos pares dos oligonucleotideos utilizados na STNPCR,
foi feito um gradiente de concentragdo deles mantendo fixa a concentragdo do par interno e
variando-se a do externo. Para tanto, a concentracdo do par de oligonucleotideos internos foi
fixada em 50pmol nos 5 microtubos de reacdo onde fez-se o gradiente de concentracdo do par

externo, que variou de 50 a 0,005pmol de oligonucleotideos.

7.2 Especificidade dos oligonucleotideos

Para verificagdo da especificidade dos oligonucleotideos foram feitas reacoes de STNPCR
nas mesmas condi¢des ja descritas em diversos tubos contendo genoma de varias espécies de
micobactérias (M. avium, M. smegmatis ¢ M. fortuitum) ¢ DNA humano (de individuo sadio).
Num tubo foi colocado como template para a reagdo de PCR, DNA humano; nos outros tubos
colocaram-se DNA das micobactérias atipicas (M. smegmatis, M. smegmatis e M. fortuitum) e
ultimo tubo, colocou-se apenas agua (controle negativo) para avaliar o anelamento inespecifico

entre os oligonucleotideos (formagao de dimeros).

7.3 Teste de eficiéncia do método de extracao

A técnica foi otimizada primeiramente com DNA gendmico purificado de cepa de
Mycobacterium tuberculosis de referéncia (H37Rv) e posteriormente em amostras biologicas.
Foram feitas curvas com fator 10 de dilui¢do para a verificagdo do limite de deteccdo de DNA do

M. tuberculosis pela técnica de STNPCR.
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Com o objetivo de verificar a eficiéncia do método de extragdo escolhido®, dois testes em
paralelo foram realizados, ambos usando como diluente amostra de urina humana de um mesmo
individuo saudavel. Para os dois testes, aliquotas da urina foram “contaminadas” com quantidade
conhecida (concentragdo a partir do tubo n° 1 da Escala de Mc Farland = 3x10® bacilos/mL) de
bacilo de M. tuberculosis (cepa H37Rv). Posteriormente foram feitas dilui¢cdes consecutivas, de
fator 10, dos bacilos da concentracdo 3x10® a 3x10°. Essas amostras foram descontaminadas
seguindo 0 mesmo protocolo de Petroff®™®'. A partir dai, foram feitas duas curvas de dilui¢io
paralelas retirando 500uL de cada tubo de urina a partir da concentragdo 3x10” até 3x10°.

A primeira curva foi extraida seguindo o protocolo original de extracdo de Rossetti e
colaboradores®, ja a segunda curva, sofreu uma modificagio. Como este protocolo consiste em
trés lavagens iniciais com tampao TE, a fim de diminuir a presenca de inibidores da PCR na
amostra em questdo, pode haver perdas de bacilos durante seu processamento, consequentemente
haveria perda de sensibilidade na deteccdo do DNA. Para tanto, na segunda curva foi realizada
apenas uma lavagem com TE, ao invés das 3 preconizadas. O resto do protocolo foi seguido de

. 2
acordo com o proposto por Rossetti ¢ colaboradores®”, em ambas as curvas.



Lima, J. F. C. 49

8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

8.1 Banco de dados e amostra

Foi construido no programa SPSS 10.0 for Windows um banco de dados para armazenar os
dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais de todos os pacientes. Para analise das variaveis
foi aplicado o teste do Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher quando necessario. A amostra foi
de conveniéncia, de acordo com a demanda de pacientes suspeitos que procuraram atendimento
médico nos hospitais citados anteriormente, assim como as os controles, que também foram
provenientes desses hospitais. Para a avaliagdo dos testes foram calculados a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo com seus respectivos intervalos
de confianga. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os softwares
utilizados foram o Epi Info 6.04d e o SPSS 10.0.

Visto que utilizamos uma amostra de conveniéncia, o n da amostra ndo foi previamente
calculado para avaliarmos o desempenho da STNPCR na deteccdo do M. tuberculosis em
amostras clinicas de pacientes com TB. Valida¢des da STNPCR para diagnodstico de tuberculose
em amostras de urina e sangue humanos s3o temas de outros projetos desenvolvidos no

Laboratorio de Imunoepidemiologia do CPqAM/FIOCRUZ.

8.2 Definicoes de Sensibilidade, Especificidade, Valores preditivos positivo e negativo do

teste diagnostico

Por definicdo sensibilidade ¢ “[...] a proporcdo de verdadeiros positivos entre todos os
doentes [...], avalia a capacidade de o teste detectar a doenca quando ela esta de fato presente”®”.
Especificidade é definida como “[...] a proporc¢ao de verdadeiros negativos entre todos os sadios.
[...] avalia a capacidade de o teste afastar a doenga quando ela estid ausente”®. Os valores

positivos sdo definidos como “...a probabilidade de doenca, dado os resultados de um teste
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diagnostico™”, que pode ser positivo ou negativo. O valor preditivo positivo (VPP) ¢ “[...] a
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proporcao de verdadeiros positivos entre todos os individuos com teste positivo™ . Ja o valor

preditivo negativo (VPN) ¢ definido como sendo “[...] a propor¢do de verdadeiros negativos entre
todos os individuos com teste negativo™®.

Foi utilizada a sensibilidade combinada dos testes em paralelo (STNPCR nas diferentes
amostras clinicas) para calcular o desempenho do teste em cada tipo de amostra clinica utilizada.
Considera-se um resultado positivo se pelo menos um dos testes resultar positivo. Este ¢ um tipo
de teste multiplo, onde a Sensibilidade combinada dos testes em paralelo ¢ calculada pela
seguinte formula®:

Sp=Sa+ Sp—Sax Sp

Para a especificidade combinada também se utilizou a combinacdo em paralelo dos testes

(STNPCR nas diferentes amostras clinicas) segundo a formula matematica:
E,=E.x Ep

Os testes em paralelo geralmente sdo utilizados quando o clinico necessita dos resultados com

urgéncia para um diagnostico mais rapido. Pois se considera positivo o teste como um todo, se

.. 4
pelo menos em uma das amostras ele for positivo®.

8.3 Estatistica nas amostras clinicas

Para os célculos estatisticos das varidveis referidas sobre o desempenho da STNPCR nas
amostras clinicas especificadas, foi utilizado o programa SPSS 10.0 for Windows, onde foi
construido um banco de dados e feitas as tabelas 2x2 e frequéncia das variaveis desejadas; e o Epi1
Info 6.04d, onde foram realizadas as analises das tabelas 2x2 para obter-se os valores de p,
intervalos de confianga e teste do X°. Quando necessario, foi usado a corregdo de Yates para o
valor de p e teste do X

Para efeito de calculo, diferenciamos em dois grupos de pacientes as amostras de sangue
coletadas destes. No primeiro grupo foram coletadas amostras de sangue total (como descrito no

62

item 6.5, acima), de julho/2006 a agosto/2007, que foram diretamente processadas na extra¢ao -,

sem qualquer tratamento prévio. O segundo grupo teve suas amostras de sangue coletadas, de
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mar¢o/2007 a novembro/2008, da mesma maneira (item 6.5), porém foram submetidas a posterior
separacdo de sua por¢ao vermelha (hemécias e grupo heme) do restante. A por¢do vermelha foi
descartada e a por¢do que sobrou foi separada em leucocitos e plasma (item 6.6). Denominou-se
entdo de “sangue separado” estas amostras que passaram pelo processo de isolamento dos
leucdcitos e plasma e desprezo da por¢ao vermelha do sangue total.

Para verificar a real sensibilidade e especificidade da STNPCR, analisamos a sensibilidade e
especificidade no grupo com amostras de sangue total e os mesmos indicadores no grupo onde
houve separacdo do sangue. Primeiramente fizemos os célculos dos testes em paralelo nas
amostras de sangue separadas. Juntamos os resultados da STNPCR em leucoécitos e plasma e
concluimos a primeira sensibilidade e especificidade em paralelo. Em seguida, comparamos os
resultados das sensibilidades e especificidades dos dois grupos para concluir qual seria a melhor
forma de analisar o sangue na STNPCR.

Posteriormente, calculamos a sensibilidade, especificidade, intervalo de confianga, teste do X
e p-valor da STNPCR em urina. Depois fizemos também o célculo do desempenho total da
STNPCR utilizando amostras de urina + sangue total; e urina + leucdcitos e plasma.

Para a avaliacdo do desempenho geral da técnica, consideramos todas as amostras coletadas
por paciente (sangue, urina, liquido pleural, lavado géstrico, escarro, liquido céfalo-raquidiano,
lavado bronquio-alveolar, liquido ascitico, aspirado traqueal e liquido pericardico) e

classificamos o paciente como positivo ou negativo.
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9 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os participantes do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
para coleta das amostras bioldgicas necessarias. No caso do paciente ser menor de idade, seu
responsavel deu consentimento por escrito através do termo de consentimento livre e esclarecido
equivalente (Anexo B). Os individuos que participaram do estudo como controles assinaram um
termo livre e esclarecido autorizando sua participagdo e a coleta de suas amostras, apoOs
esclarecimento da pesquisa e de sua classificacdo como controle apenas (Anexo C).

Este projeto foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes (CEP-CPqAM/FIOCRUZ), apresentada no Anexo IV, e teve a anuéncia dos hospitais
supracitados participantes da pesquisa por meio de carta oficial e assinada pelo responsavel no

Servico referente.



Lima, J. F. C. 53

10 RESULTADOS

10.1 Otimizac¢ao da concentracio dos oligonucleotideos

A melhor propor¢ao dos oligonucleotideos encontrada foi na concentracdo fixada em
0,5pmol/50pmol dos oligonucleotideos externos e internos, respectivamente, como visualizado na

figura 4.

<+ 316 pb

FIGURA 4: GRADIENTE DE CONCENTRACAO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS EXTERNOS
(TJ5/1J3) E INTERNOS (OLI5/STAN3).

Nota: A faixa M representa o marcador de peso molecular Low mass Ladder”,
nas faixas 1 a 8: [50/50 pmol], [5/50 pmol], [0,5/50 pmol], [0,05/50 pmol],
[0,005/50 pmol], [0/50 pmol], [50/0 pmol] de oligonucleotideos
externos/internos, respectivamente ¢ o C- sem DNA.

10.2 Especificidade dos oligonucleotideos

Houve amplificagdo apenas do genoma do complexo M. tuberculosis. O teste de
especificidade dos oligonucleotideos TJ5/TJ3 e OLIS/STAN3 através da STNPCR, revelou uma

amplificagdo especifica do IS6//0 no genoma do M. tuberculosis e do M. bovis. Nao foi
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observada amplificagdo do segmento do tamanho esperado com DNA gendmico purificado de M.

avium, M. smegmatis, M. fortuitum e DNA humano (Figura 5).

ii L <— 400 pb
<+ 316 pb

FIGURA 5: ESPECIFICIDADE DOS OLIGONUCLEOTIDEOS COM DNA DE VARIAS
ESPECIES DE MICOBACTERIAS.

Nota: Faixas 1-9, respectivamente: DNA de M. bovis, M. fortuitum; M.
smegmatis; M. avium; M. tuberculosis 100pg, 10pg, lpg de DNA; DNA
humano, C-PCR. M = marcador de peso molecular low mass Ladder.

10.3 Curva de diluicio de DNA gendmico purificado diluido em agua

Para avaliar o limite de detec¢do de DNA pela STNPCR, fizemos uma curva de calibragao
(fator de diluigdo 10) com DNA gendmico purificado de M. tuberculosis que variou de Ing — lag
(Figura 6). Utilizamos os oligonucleotideos TJ3/TJ5 na concentracdo de 0,5pmol e os
oligonucleotideos internos na concentragdo de 50pmol. O limite de detec¢do foi de até lag

(equivalente a 0,001fg) de DNA.
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FIGURA 6: GRADIENTE DE CONCENTRACAO DE DNA GENOMICO DILUIDO EM AGUA.
Nota: Curva de DNA variando de Ing a lag (faixas 1 — 10), C- da PCR (Faixa
11) e marcador de peso molecular (Faixa M — Low Mass Ladder). O limite
observado foi de lag de DNA.

10.4 Curva de diluicdo de DNA genémico diluido em urina humana

O limite de detec¢do através da STNPCR de DNA diluido em urina humana foi de 10ag
(Figura 7). Foram utilizadas as mesmas condi¢des da PCR e concentra¢des dos
oligonucleotideos. Também foram feitos testes para verificar a amplificacio de DNA em

amostras de pacientes com e sem TB.
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FIGURA 7: GRADIENTE DE CONCENTRACAO DE DNA GENOMICO DILUIDO EM URINA.
Nota: Curva de DNA variando de Ing a lag (faixas 1 — 10), C- da PCR (Faixa
11) e marcador de peso molecular (Faixa M — 100 Base Pair Ladder,
Amersham).

10.5 Curva de diluicdo de DNA genomico diluido em sangue total humano

O limite de detecgdo através da STNPCR de DNA de M. tuberculosis diluido em sangue total
humano foi de 1pg (Figura 8). Foram utilizadas as mesmas condigdes da PCR e concentracdes
dos oligonucleotideos. Também foram feitos testes para verificar a amplificagdo de DNA em

amostras de sangue total de pacientes com e sem TB.
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FIGURA 8: GRADIENTE DE CONCENTRACAO DE DNA GENOMICO DILUIDO EM SANGUE
TOTAL.

Nota: Curva de DNA variando de Ing a 0,lag (faixas 1 — 11), C- da extracdo.
Amostras de sangue de pacientes (Faixas 13 — 17), C+ da PCR (Faixa 18) e C-PCR
(faixa 19). Marcador de peso molecular (Faixa M — Low Mass Ladder).

10.6 Teste do método de extracio - Eficiéncia x perda de sensibilidade

Tendo como base o método de extracdo descrito por Rossetti et al®®, foram feitos testes
modificando-se algumas etapas do método original. A amostra utilizada para avaliar a extragdo
foi urina humana construindo-se duas curvas de diluigdes distintas, porém com as mesmas
concentracoes de bacilos em cada.

Na curva onde o protocolo de extragdo nao foi modificado (com 3 lavagens consecutivas de
TE) a STNPCR conseguiu detectar DNA de M. tuberculosis até a concentragio de 3x10°
bacilos/mL. Na outra curva, onde se modificou a quantidade de lavagens com TE (1 lavagem

apenas), o limite minimo de detec¢do de DNA pela STNPCR foi de 3x10° bacilos/mL (Figura 9).



Lima, J. F. C. 58

316 pb <— 400 pb

<— 200 pb

FIGURA 9: M. TUBERCULOSIS CRESCIDAS EM MEIO LOWENSTEIN-JENSEN ADICIONADAS A
URINA DE INDIVIDUO SADIO.

Nota: Faixas de 1-6 (3x10” a 3x10%) — extragio segundo protocolo de Rossetti et al.**;
C- da extragdo. Faixas de 8-13 (3x10"-3x10?) — extracdo segundo protocolo de Rossetti
et al.*? modificado e C- da extracdo na faixa 14. Faixas 15, 16 e M, C- da PCR, C+ da
PCR e marcador de peso molecular (Low Mass Ladder), respectivamente.

10.7 Casuistica

Neste estudo, observacional analitico e prospectivo, foram incluidos 104 individuos de ambos
os sexos, sendo 88 (84,62%) com suspeita inicial da doenca e 16 (15,38%) controles. A idade
variou de 0 a 69 anos (mediana de 30,0 anos) ¢ o hospital de onde recebemos mais amostras
clinicas foi o HC-UFPE, com um total de 98 amostras provenientes de 48 pacientes. As

informagdes clinico-epidemioldgicas estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demograficas dos 104 pacientes do estudados (continua).

Caracteristicas Em criancas Em adultos Total
(Frequéncia e (idade <15 anos) (idade > 15 anos)
percentual)
Procedéncia
Ambulatério 20 (66,67%) 31 (41,89%) 51 (49,04%)
Enfermaria 10 (33,33%) 43 (58,11%) 53 (50,96%)
Sexo
Masculino 21 (70%) 30 (40,54%) 51 (49,04%)

Feminino 9 (30%) 44 (59,46%) 53 (50,96%)
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demograficas dos 104 pacientes do estudados (conclusio).

Caracteristicas Em criancgas Em adultos Total
(Frequéncia e percentual) (idade <15 anos) (idade > 15 anos)
Classificaciao dos grupos
TB Infecgdo 3 (10%) 0 3 (2,88%)
TB Doenga 19 (63,33%) 42 (56,76%) 61 (58,65%)
TB Descartada 8 (26,67%) 16 (21,62%) 24 (23,08%)
Controles 0 16 (21,62%) 16 (15,38%)
Tipo de doenc¢a
Pulmonar 14 (73,68%) 18 (42,86%) 32 (52,46%)
Extrapulmonar 5(26,32%) 24 (57,14%) 29 (47,54%)

Foram processadas ao todo 301 amostras clinicas proveniente de 104 pacientes. Dentre elas,
10 (3,32%) foram pulmonares e 291 (96,68%) extrapulmonares, que se dividiram entre: amostras
de sangue total, de sangue separado, de urina, de lavado gastrico, de liquido pleural, liquidos

pericardico, ascitico e liquido cefalo-raquidiano (LCR) e de aspirado traqueal (Figura 10).

301 amostras Provenientes de 104
clinicas processadas pacientes

Amostras Pulmonares: \

n=10(3,32%) Amostras Extrapulmonares:
n =291 (96,68%)

.| - Escarro: 6 amostras \
- Lav. Bronco-alveolar: 4 amostras

Outras amostras:

—)

Amostras de sangue:

n=122

n=100

A\ 4

- Urina: 93 amostras
- Lig. Pleural: 15 amostras
- Lav. gastrico: 4 amostras

- Sangue total: 27 amostras de 27 pacientes

a) 69 amostras de leucocitos

A 4

- Sangue separado
73 pacientes

- Liq. ascitico: 5 amostras
- LCR: 2 amostras
- Aspirado traqueal: 1 amostra

b) 73 amostras de plasma

FIGURA 10: FLUXOGRAMA DAS AMOSTRAS COLETADAS DOS 104 PACIENTES.
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Ap0s coleta e processamento das amostras, foi verificado que 4 pacientes ja haviam iniciado
o tratamento especifico com antituberculostéaticos. Portanto, apesar de terem seu diagndstico final

confirmado como TB doenca, foram excluidos das analises da STNPCR.

10.8 Desempenho da STNPCR em amostras clinicas

10.8.1 Sensibilidade e Especificidade

10.8.1.1 Em amostras de sangue

a) Sangue total

Em alguns pacientes a STNPCR foi processada no sangue total e a sensibilidade encontrada
nesse tipo de amostra foi de 61,11% (IC = 36,1 — 81,7) e especificidade de 100% (59,8 — 100),

com p-valor altamente significante (resultados exatos de Fisher, p = 0,004), ver na tabela 2.

Tabela 2: Desempenho da STNPCR em amostras de sangue total de pacientes com suspeita de TB:

STNPCR em amostras de Com TB (doenca + TB Total
sangue total infec¢cao) descartada

Positivo 11 0 11
Negativo 7 8 15
Total 18 8 26

Nota: VPP = 100% (67,9 — 100); VPN = 53,3% (27,4 — 77,7).



Lima, J. F. C. 61

b) Leucdcitos

Nos outros pacientes que tiveram amostras de sangue coletadas, foram feitas PCRs diferentes
em cada amostra dividida do sangue total (leucéticos e plasma). Nos Leucdécitos a sensibilidade
foi de 48,65% (IC = 32,2 — 65,3) e especificidade de 96,55% (80,4 — 99,8), visto na tabela 3. O

valor de p foi altamente significante (p<0,001 pela corre¢ao de Yates).

Tabela 3: Desempenho da STNPCR em amostras de leucécitos de pacientes com suspeita de TB:

STNPCR em amostras Com TB (doenca + TB Total
de leucocitos infecc¢ao) descartada

Positivo 18 1 19
Negativo 19 28 47
Total 37 29 66

Nota: VPP = 94,74%(71,9-99,7); VPN = 59,58% (44,3-73,3) .

¢) Plasma

A sensibilidade da STNPCR nas amostras de plasma foi de 25% (IC = 13,2-41,5) e
especificidade de 96,67% (IC = 80,9-99,8). O valor de p (p = 0,011), usando a corre¢do de Fisher,

foi significante (tabela 4).

Tabela 4: Desempenho da STNPCR em amostras de plasma de pacientes com suspeita de TB:

STNPCR em amostras Com TB (doenca + TB Total
de plasma infecc¢ao) descartada

Positivo 10 1 11
Negativo 30 29 59
Total 40 30 70

Nota: VPP =90,91% (57,1-99,5); VPN =49,15% (36,1-62,4).
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d) Sensibilidade e especificidade em paralelo das amostras de Leucdcitos e Plasma

Como o plasma e os leucocitos provém de um tnico tipo de amostra clinica (o sangue), foram
calculadas a sensibilidade e a especificidade em paralelo dessas duas amostras. Portanto, a
sensibilidade total das amostras de leucécitos e plasma, calculada em paralelo, foi de 61,49% e a

especificidade em paralelo foi de 93,33%.

10.8.1.2 Em amostras de urina

Considerando apenas os pacientes com TB (doenca ou infeccdo) que tiveram amostras de
urina coletadas, a sensibilidade do teste encontrada foi de 26,92% (IC = 16-41,3) ¢ a
especificidade de 97,3% (IC = 84,2-99,9). O valor de p < 0,01, com a correcdo de Yates (ver
tabela 5).

Tabela 5: Desempenho da STNPCR em amostras de urina pacientes com suspeita de TB:

STNPCR em amostras de Com TB (doenca + TB Total
urina infeccao) descartada

Positivo 14 1 15
Negativo 38 36 74
Total 52 37 89

Nota: VPP = 93,3% (66,0-99,7); VPN = 48,65% (37,0-60,5).

10.8.1.3 Em amostras de sangue + urina
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a) Sangue total + urina

Utilizando os célculos de sensibilidade e especificidade em paralelo, juntando os resultados
de sangue total e urina, os resultados foram de 71,58% de sensibilidade e 97,3% de

especificidade.

b) Sangue separado + urina

A sensibilidade em paralelo do sangue separado e da urina foi de 71,85% e a especificidade

de 90,81%.

10.8.1.4 Em sangue (total e separado) e urina de acordo com a faixa etaria e a forma da doenca

Tabela 6: Desempenho da STNPCR de acordo com a faixa etdria em cada tipo de amostra clinica:

Faixa Sensibilidade (%) Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)
etaria (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
STNPCR em Sangue total

<15 anos 50 (13,9-86,1) 100 (59,8-100) 100 (31-100) 72,7 (39,3-92,7)

> 15 anos 41,2 (19,4- 66.,5) 87,1 (69,2-95,8) 63,6 (31,6-87,6) 73 (55,6-85,6)

STNPCR em Leucocitos

<15 anos 36,4 (12,4-68,4) 100 (59,8-100) 100 (39,6-100) 53,3 (27,4-77,7)
> 15 anos 42,9 (25-62,6) 87,1 (69,2-95,8) 75 (47,4-91,7) 62,8 (46,7-76,6)
STNPCR em Plasma

<15 anos 22,2 (3,9-59.,8) 100 (59,8-100) 100 (19,8-100) 53,3 (27,4-77,7)
> 15 anos 30,4 (14,1-53) 87,1 (69,2-95,8) 63,6 (31,6-87,6) 62,8 (46,7-76,6)
STNPCR em Urina

<15 anos 25 (6,7-57,2) 100 (59,8-100) 100 (31-100) 47,1 (23,9-71,5)
> 15 anos 29,7 (16,4-47,2) 87,1 (69,2-95,8) 73,3 (44,8-91,1) 50,9 (37-64,7)
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10.8.1.5 Em qualquer amostra clinica do mesmo paciente

Considerando o paciente como “positivo” (quando pelo menos uma de suas amostras clinicas
for positiva) ou “negativo” (quando todas as suas amostras clinicas processadas forem negativas),
foi avaliada a STNPCR (tabela 7). A sensibilidade geral da técnica foi de 75,41% (62,4 — 85,2) e
a especificidade de 89,7% (74,8 — 97,4). O valor de p foi altamente significante e o teste do
X’=37,83 pela corregdo de Yates.

Tabela 7: Desempenho da STNPCR em diversas amostras clinicas de pacientes com suspeita de TB:

STNPCR em todas as Com TB (doenca + TB descartada Total
amostras clinicas infecc¢io)

Positivo 46 4 50
Negativo 15 35 34
Total 61 39 100

Nota: VPP = 92% (79,9-97,4); VPN = 70% (55,2 — 81,7).

10.8.1.6 Em qualquer amostra clinica de acordo com o tipo da doenca

A sensibilidade e especificidade, calculada em paralelo, da STNPCR em sangue total + urina
nas formas pulmonares da doenga foi de 72,23% e nas formas extrapulmonares foi de 72,72%.
Utilizando as amostras de sangue separado (leucdcitos + plasma) + urina, a sensibilidade foi de
61,02% na TB pulmonar e de 82,79% na TB extrapulmonar. As sensibilidades, especificidades e
valores preditivos da STNPCR nas amostras clinicas estudadas em relacdo a forma da doenca

estdo descritas na tabela 8.
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Tabela 8: Desempenho da STNPCR em pacientes com TB de acordo com a forma da doenga:

65

Forma da Sensibilidade (%)  Especificidade (%) VPP (%) VPN (%)

doenca (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

STNPCR em Sangue total

TB Pulmonar 33,3 (1,3-64,6) 89,7 (74,8-96,7) 50 (17,4-82,6) 81,4 (66,1-

91,1)

TB 54,5 (24,6-81,9) 89,7 (74,8-96,7) 60 (27,4-86,3) 87,5 (72,4-

extrapulmonar 95.,3)

STNPCR em Leucocitos

TB Pulmonar 40,9 (21,5-63,3) 89,7 (74,8-96,7) 69,2 (38,9- 72,9 (57,9-
89,6) 84,3)

TB 58,3 (28,6-83,5) 89,7 (74,8-96,7) 63,6 (31,6- 87,5 (72,4-

extrapulmonar 87,6) 95.,3)

STNPCR em Plasma

TB Pulmonar 20,8 (7,9-42,7) 89,7 (74,8-96,7) 55,6 (22,7- 64,8 (50,6-77)
84,7)

TB 50 (17,4-82,6)
extrapulmonar
STNPCR em Urina

TB Pulmonar 16,7 (5,5-38,2)

89,7 (74,8-96,7)

89,7 (74,8-96,7)

50 (17,4-82,6)

50 (17,4-82,6)

89,7 (74.,8-
96,7)

63,6 (49,5-
75,9)

TB 40 (21,8-61,1)
extrapulmonar

89,7 (74,8-96,7)

71,4 (42-90,4)

70 (55,2-81,7)

A sensibilidade da STNPCR (paciente positivo quando pelo menos uma amostra clinica dele

foi positiva) nos pacientes com TB pulmonar foi de 65,6% (IC = 46,8 — 80,8; X=16,1¢ p<0,01)
e nos com TB extrapulmonar foi de 75,86% (IC = 56,1-89,0; X’= 20,81 ¢ p<0,01). A

especificidade foi de 89,74% (IC = 74,8-96,7) considerando os controles negativos mais o0s

pacientes com suspeita inicial de TB, mas com diagnostico clinico da doencga excluido (tabela 9).

Tabela 9: Desempenho da STNPCR em pacientes com TB de acordo com a forma da doenga:

STNPCR em todas as TB Pulmonar
amostras clinicas

Positivo 21
Negativo 11

Total 32

Nao ¢ TB

4
35

39

TB Extrapulmonar

22
7

29

Nao ¢ TB

4
35

39

VPP Pulmonar = 84% (63,1-94,7); VPN Pulmonar = 76,09% (60,9-86,9).

VPP Extrapulmonar = 84,62% (64,3-95,0); VPN Extrapulmonar = 83,33% (68,0-92,5).
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11 DISCUSSAO

A tuberculose estd classificada como uma das principais doengas infecciosas do mundo.
Certamente ¢ uma das mais antigas doengas que afligem a humanidade. No nosso pais ela vem se
firmando como uma das principais causas de morbimortalidade, atingindo indistintamente
diversas faixas etarias e classes sociais®’. A TB no Brasil foi considerada em alguns momentos da
histéria como uma doencga “emergente” ou “reemergente”. No entanto, ela nunca “desapareceu”
para ressurgir, ao contrario, ela sempre esteve presente na populacio brasileira®. No entanto, em
alguns momentos, negligenciou-se sua importancia como problema de satide publica nacional.

Analisando o perfil da TB e sua deteccdo e as politicas publicas de combate a doenga,
Ruffino-Netto, fez as seguintes observacdes: “Por que esse baixo percentual de deteccao? Por que
ndo se procura mais tuberculose? A crenga geral das pessoas ¢ que a tuberculose ¢ doenga do
passado. Teria sido esta também a crenca dos médicos? Secretarias Municipais / Estaduais de
Satide? Das Universidades do pais? E do préprio Ministério da Satde? E dificil responder esta
questdo e principalmente refutar a hipotese embutida que ela contém.” Ele concluiu que um
decrescente percentual de detec¢dao da doenga ao longo de algumas décadas e diferentes politicas
de satde ndo se deviam a diminui¢do da doenca no pais e sim a subnotificagdo da doenca e
subnotificagio de mortalidade por TB’.

Muitas politicas publicas de controle da doenga foram implantadas no Brasil ao longo de
varias décadas. Como a utilizagdo de esquemas terapéuticos padronizados, a implantacdo da
vacinagao com BCG intradérmica e a criagdo do Plano Nacional de Controle da Tuberculose
(PNCT), dentre outras medidas. Algumas politicas de controle da doenca e outras de prevengao.
Dentre as medidas de prevenc¢do, o diagnostico precoce tem se destacado como uma das mais
eficientes e necessarias medidas no combate a TB’. A efetividade das acdes de controle da
tuberculose ¢ diretamente proporcional a participacdo conjunta dos profissionais de satde, dos
governos e das comunidades. E fundamental que os profissionais de satide tenham participagio
ativa, ndo apenas na busca ativa de doentes em suas Unidades de Satde, como capacitando
membros das comunidades de forma a tornd-los capazes de identificar os suspeitos e encaminha-
los para o servigo especializado®’.

Cerca de dois terg¢os dos trabalhos publicados na literatura médica atual sobre pesquisa basica

e aplicada, que abordam assuntos como bacteriologia de micobactérias e tuberculose,
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concentram-se no potencial de aplicagdo de novas técnicas moleculares em laboratorios de rotina.
Essas pesquisas tém geralmente o objetivo principal de desenvolver métodos que proporcionem
uma identificacdo cada vez mais rapida de espécies de micobactérias e do perfil de sensibilidade
destas as drogas antimicrobianas®.

A PCR vem se destacando como uma das promissoras técnicas moleculares para diagndstico
de doencas infecciosas®. Ela é um teste relativamente rapido, e que consegue detectar menos de
10 organismos em amostras clinicas®. Embora existam relatos de que a PCR simples seja util
para a deteccdo do M. tuberculosis, a associagdo de duas PCR, a Nested-PCR, potencializa a
sensibilidade e especificidade da técnica®’.

A NPCR ocorre em duas etapas consecutivas (havendo troca de tubos e reagentes), sendo
realizada quando hé necessidade de aumento tanto na sensibilidade quanto na especificidade
utilizando dois pares de oligonucleotideos (interno e externo), tornando-a um pouco mais
demorada em relacdo a PCR simples e a STNPCR. Entretanto, por haver abertura e manipulagado
dos tubos com os produtos de amplificacdo gerados na primeira PCR, a possibilidade de
contaminagdo cruzada é alta entre a primeira e a segunda reacdo de PCR*’. A STNPCR minimiza
esses riscos de contaminagdo cruzada por ndo haver abertura dos tubos entre as duas etapas de
PCR. Portanto, ela ¢ bastante Util para o diagnostico, onde a sensibilidade ¢ importante e o
potencial de contamina¢do deve ser minimizado, além de apresentar alta especificidade com o
alvo™*7°.

Com o intuito de minimizar a competi¢do dos oligonucleotideos externos e internos durante
as reacoes subseqiientes de PCR pelo DNA alvo, testes foram realizados para escolha da melhor
propor¢ao de concentragdo desses oligonucleotideos. O objetivo deste experimento era garantir a
exaustdo dos iniciadores externos ainda durante a primeira etapa de amplifica¢do, de forma que o
produto diagnostico produzido de 316pb, referente ao “amplicon” dos iniciadores internos, fosse
alcancado de maneira mais eficiente™”.

Para a escolha da propor¢do dos oligonuleotideos, levou-se em consideragdo a que obteve
melhor eficiéncia. Entende-se como melhor eficiéncia a obten¢do de apenas uma banda bem
visivel e definida, equivalente aos produtos amplificados na 2* reacdo de PCR e presenca de
pouco ou nenhum dimero de oligonucleotideo ou anelamento inespecifico com eventuais
fragmentos de DNA. A propor¢do adotada nos experimentos produziu uma banda diagndstica

intensa resultante da amplificagdo dos oligonucleotideos internos. Houve aparente auséncia de
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produto resultante da amplificagdo pelos oligonucleotideos externos e também de dimeros
ocasionados por amplifica¢do inespecifica dos oligonucleotideos.

Na verificacdo da especificidade dos oligonucleotideos em relagdo ao DNA humano e ao
genoma de outras micobactérias, realmente a banda especifica do padrao do complexo M.
tuberculosis s6 foi verificada no DNA do M. bovis e do M. tuberculosis, que foi a banda unica
com tamanho de 316pb.

Como previsto nas andlises teoricas do alvo de amplificagdo adotado, como ele € especifico
do genoma das micobactérias do complexo M. tuberculosis, nao houve amplificacao
caracteristica do fragmento de 316pb no DNA humano. Assim como ndo houve amplificagdo no
DNA extraido de outras micobactérias atipicas.

O limite de deteccao obtido pela STNPCR de DNA purificado diluido em agua foi mais
sensivel que os métodos convencionais de diagnostico (a baciloscopia ¢ de aproximadamente
10.000 bacilos/mL de amostra e a cultura varia de 10 a 100 bacilos/ml’"). A STNPCR conseguiu
detectar uma quantidade de DNA menor ao presente em um unico bacilo, que é de 5fg’>", o que
significa que se naquela amostra coletada tiver apenas um bacilo, ainda que ele esteja
fragmentado, a técnica ¢ capaz de detectd-lo. Os resultados encontrados demonstraram que o
sistema de PCR utilizado neste estudo foi mais sensivel que em outros sistemas previamente
testados para a detec¢io de DNA purificado do M. tuberculosis™"”.

Ribhi e colaboradores’™ demonstraram que a PCR simples, através de curva de diluigdo
seriada de DNA purificado de M. tuberculosis, foi capaz de detectar menos de 50 células
bacterianas (0,25pg de DNA bacteriano), limite de deteccao inferior ao detectado pela STNPCR
nesta pesquisa. Outro estudo utilizando PCR simples também encontrou o limite de detec¢do de

DNA gendémico de um bacilo (ou 5fg de DNA)”, o que demonstra a superioridade de

sensibilidade de uma Nested-PCR em relacdo a uma PCR simples nesses dois casos citados.

Analisando a STNPCR para deteccao do alvo IS6110 em amostras clinicas sua sensibilidade
caiu um pouco em relacdo ao DNA purificado do M. tuberculosis. O que ja era esperado devido
as amostras clinicas conterem inibidores inerentes a cada uma. Em urina, este sistema manteve
uma boa sensibilidade frente aos métodos convencionais. Sua sensibilidade neste tipo de amostra
clinica de paciente ainda foi proporcionalmente menor que a quantidade de DNA contido no

genoma total de um bacilo (10ag e 500ag, respectivamente).
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A sensibilidade da STNPCR em urina humana foi 10 vezes menor que a sensibilidade de
deteccdo do DNA purificado diluido em agua milli-Q, que teoricamente ndo contém inibidores da
PCR. Considerando a presenca de muitos sais, proteinas € outros microorganismos neste tipo de
amostra (que ¢ bem contaminada, in natura), a STNPCR conseguir detectar pequenos fragmentos
de DNA de um bacilo, ¢ um resultado eficiente e melhor do que a baciloscopia (5.000 a 10.000
bacilos/mL) e a cultura (10 a 100 bacilos/mL). No entanto, outro estudo refere que a sensibilidade
da PCR em amostras clinicas ¢ menor do que na cultura®. Também se deve considerar que os
métodos de descontaminagdo e extracdao utilizados estdo tendo um bom desempenho de suas
funcdes, estdo conseguindo limpar a amostra e deixa-la bem concentrada e purificada,
conservando o DNA dos bacilos alia presentes.

Para o bom desempenho de uma PCR, vérios fatores t€ém que ser levados em consideragao.
Um deles é o método de extragio de DNA™. Para avaliar a eficiéncia do método escolhido,
levamos em consideracdo a quantidade de DNA extraido no final do processo, diante da perda de
bacilos, versus a diminuicdo dos inibidores da PCR em decorréncia dos procedimentos de
lavagens das amostras. Segundo os resultados obtidos, realmente, o procedimento com 3 lavagens
da amostra com o tampao TE melhora a extragdo provavelmente pelo ganho na qualidade da
amplificagdo de DNA na PCR em detrimento da perda de bacilos. As lavagens diminuem a
quantidade de sais e proteinas na amostra de urina (utilizada nos testes) e melhoram a qualidade
da amostra que vai ser amplificada pela STNPCR. Entdo, o “custo” (eventual perda de bacilos da
amostra com as sucessivas lavagens) foi menor que o beneficio (maior eficacia na “limpeza” da
amostra clinica com diminui¢do dos inibidores) das 3 lavagens consecutivas da amostra com
tampao TE no procedimento de extragdo utilizado neste estudo.

A STNPCR também foi analisada utilizando amostras clinicas de sangue e urina para analisar
o real desempenho da técnica como auxiliar no diagndstico da TB. Foram realizados entdo, testes
com sangue total na SNTPCR em algumas amostras de pacientes e outros testes com sangue
separado em leucocitos e plasma, além da urina.

As amostras de sangue foram separadas em dois grupos: sangue total e sangue separado. O
objetivo era analisar o efeito inibitorio do grupo heme e do EDTA, contidos nas amostras de
sangue total, na STNPCR. Com a separa¢ao dos leucocitos e plasma, o EDTA utilizado na coleta

foi diluido e as hemacias foram retiradas.
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A amostra de sangue total contém um grande inibidor da PCR que ¢ o grupo heme da
hemoglobina76’77. Além disso, ainda existe o anticoagulante utilizado, o EDTA, embora tenha
menor efeito inibidor que outros anticoagulantes, como a heparina. Portanto, ja era esperado que
o limite de deteccdo de DNA em amostras de sangue total fosse bem menor que o limite com
DNA purificado e diluido em 4gua (1 x 10° vezes menor). A detecgdo em amostras de sangue da
sequéncia de inser¢do IS6110 do M. tuberculosis tem sido considerada como mais sensivel que a
cultura e com especificidade semelhante a esta’>>".

Teoricamente, se separarmos a parte vermelha do sangue e trabalharmos apenas com as
células brancas e o plasma, eliminariamos o maior fator responsavel por inibicdo da PCR neste

tipo de amostra clinica (o grupo heme das hemécias). Segundo alguns autores™*!

, a hemoglobina
pode inibir a PCR porque os ions Fe'" competem com os ions Mg ', fundamentais na acdo da
enzima DNA polimerase. E mesmo depois do processo de extracdo do DNA, esses inibidores
podem permanecer na amostra por parecem ser resistentes a fervura, ndo sdo destruidos por
proteinases e ndo se dissolvem em solventes organicos.

Portanto, passamos a separar o sangue em 3 fases: parte vermelha (desprezada); leucocitos e o
plasma, a fim de minimizar os efeitos inibitorios do grupo heme. Outros estudos obtiveram bons
resultados de PCR utilizando apenas as células brancas e plasma das amostras sanguineasgl’gz.

Antes de serem feitas as andlises das amostras clinicas dos pacientes do estudo, verificou-se
que 4 deles, com diagnostico clinico de TB, ja haviam iniciado o tratamento especifico para a
doenca no momento da coleta de suas amostras. A titulo de curiosidade, as amostras desses
pacientes foram processadas e o resultado da STNPCR neles foi negativo. O que confirma que,
com o inicio do tratamento, por ele ser bastante agressivo principalmente nos primeiros meses, ja
ha destruicdo em grande quantidade e com eficiéncia dos bacilos, conseqiientemente de seu
DNA.

Dentro da casuistica deste estudo, ndo houve diferenca significativa entre os sexos, apesar de
a escolha dos individuos participantes ter sido aleatéria, de acordo com a demanda dos hospitais.
Também nao houve diferencga significante entre a procedéncia dos pacientes quanto ao servigo do
hospital (se ambulatorio ou enfermaria), o que contribui para que nao haja um viés na analise dos
dados que poderiam ser atribuidos ao tipo de paciente estudado. Visto que pacientes de

enfermarias, por conta do internamento, recebem uma aten¢do diferente de pacientes que vém

apenas para atendimento ambulatorial.
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Dezesseis controles adultos (com teste de Mantoux ndo reator e auséncia de histdorico de
contato com adulto bacilifero) foram testados na STNPCR, onde 100% foram negativos. Nao
foram testados controles na faixa etdria pediatrica devido a questdes éticas, pois quem
responderia pelo consentimento para a coleta de sangue e urina das criangas seriam seus
responsaveis legais. No entanto, a coleta de sangue gera um pequeno incomodo direto para a
propria crianga, sem esta poder “optar” em ser participante ou ndo. Devido a isto, para preservar a
integridade fisica dos possiveis controles infantis, decidimos em ndo utilizar este grupo como
controle. Ainda considerando que ndo haveria um grande viés em nao utilizar um grupo controle
nas duas faixas etarias.

No grupo de criangas suspeitas de TB, prevaleceu o diagndstico final de TB doenga, assim
como entre os adultos. A classificacdo de TB infeccdo entre os adultos ¢ pouco utilizada na
clinica, por isso nenhum dos suspeitos adultos foi classificado como tal. Quando se avaliou a
forma clinica da doenca, nas criancas prevaleceu a forma pulmonar. Contudo, nos adultos a
forma mais prevalente foi a extrapulmonar, assim como afirmaram Sanchez-Albisua e
colaboradores® que as formas extrapulmonares sdo mais freqiientes com o aumento da idade.

Os primeiros estudos clinicos utilizando PCR demonstraram um excelente desempenho
desta (sensibilidade de 95% a 96% e especificidade em torno de 100%) quando testados em
amostras de escarro de pacientes com bacterioscopia positiva. Entretanto, em pacientes BAAR
negativos a baciloscopia de escarro, a PCR ndo teve o mesmo nivel de qualidade: sensibilidade
de 48% a 53% e especificidade de 96% a 99%. Esses resultados levaram o Centro de Controle de
Doengas (CDC = Center of Disease Control), no Estados Unidos, a recomendar, em 1996, o uso
da PCR apenas nos pacientes com escarro positivo na baciloscopia. Posteriormente, analisando
resultados de outro trabalho de investigacao clinica em que a PCR foi testada em presididrios,
com sensibilidade de 87,5% para pacientes BAAR negativos ao escarro, o CDC modificou sua
recomendacao para, em algumas situagdes, a PCR ter seu uso em diagndstico de TB em amostras
de escarro negativas a baciloscopia®. Utilizando-se desta parcela da populagio com suspeita de
TB e baciloscopia negativa ao escarro, a PCR pode ser de grande utilidade.

Aproximadamente 30% da populagdo com suspeita da doenca iniciam o tratamento
especifico de forma empirica ¢ o fazem sem a confirmagdo bacterioldgica. A decisdo do

tratamento é tomada baseada apenas no quadro clinico e radiologico do paciente®. Portanto, a
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PCR seria principalmente util nesses casos para que se evite o inicio do tratamento
desnecessariamente ou que este seja feito com alguma confirmagao laboratorial (molecular).

A PCR apresenta variagoes de sensibilidade e especificidade dependentes de varios fatores,
tais como: amostra clinica, método de extragdo de DNA, oligonucleotideos escolhidos, padrao-
ouro utilizado, tipo dos pacientes analisados (se criangas, se portadores de HIV, se idosos, se
adultos competentes, se a forma da TB for pulmonar ou extrapulmonar), variagdo da PCR
(NPCR, STNPCR, PCR simples), método de detec¢ao do produto amplificado (via eletroforese
ou detecgdo colorimétrica), eliminagdo dos inibidores etc”>. A partir destes esclarecimentos,
analisaremos os resultados desse trabalho nas condicdes j& descritas.

Enfatizamos que os resultados da STNPCR ndo foram utilizados como critérios de defini¢ao
de nenhum dos casos de tuberculose. O resultado da STNPCR apenas foi repassado para o
médico que acompanhava clinicamente o paciente quando este ja tinha tido seu diagnostico

definido por outros critérios.

Foram feitas andlises estatisticas da STNPCR em relacdo a cada tipo de amostra clinica
estudada. A maioria das amostras processadas foram extrapulmonares, independente da forma
clinica da doenca, isto porque as amostras padrdes deste estudo eram sangue € urina € outros

liquidos foram coletados de acordo com a necessidade de cada paciente.

Considerando-se o tipo de amostra e a forma clinica da doenga em relacdo a faixa etaria, ndo
houve amostra pulmonar de nenhuma crianga (escarro nem BAL). O que pode confirmar a
dificuldade de expectoragdo e produgdo de escarro pelas criancas. A maioria das amostras
coletadas nas criangas foram apenas as padronizadas pelo estudo (sangue e urina), independente
da forma clinica da doenca. Estes tipos de amostras sdo muito menos invasivas e sdo acessiveis a
praticamente todas as criangas. Mesmo naquelas que ainda ndo conseguem controlar a micc¢ao,
visto que existem sacos coletores de urina que podem ser colocados nas fraldas. O sangue e a
urina podem ser coletados sem promover riscos, causar maiores danos ou traumas a criancga.
Estas amostras, diante da dificuldade em obter-se outros tipos de espécimes biologicos nesta
faixa etdria, que requer cuidados especiais, podem ser as amostras de escolha para investigagao
inicial da TB, em paralelo a investigagao clinica baseada na sintomatologia e epidemiologia.

Na analise de cada tipo de amostra clinica avaliada, o sangue teve uma positividade maior nos

adultos do que nas criancas. Prevalecendo a positividade maior nas formas extrapulmonares da
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doenca com este tipo de amostra. A urina, tanto em adultos, quanto em criangas, apresentou
maior positividade nas amostras de doentes com TB extrapulmonar, o que ja era esperado porque
a urina € uma amostra de sitio inespecifico e extrapulmonar.

Pode-se observar que as amostras de sangue tiveram uma boa positividade na forma da TB
infeccdo em criangas. Nao se podem tirar muitas conclusdes a este respeito porque apenas
tiveram 3 pacientes no estudo com este diagndstico clinico. No entanto, novos trabalhos podem
ser desenvolvidos neste grupo de criangas com diagndstico de TB infec¢ao e confirmagao da
infeccdo através de métodos moleculares direto do sangue. Analisando individualmente cada um
desses trés pacientes, verificamos que em todos eles a STNPCR conseguiu detectar presenca de
DNA em sua amostra de sangue. Seja no paciente que teve sua amostra de sangue total analisada
(positiva); ou os outros dois que tiveram suas amostras de sangue separadas em leucocitos e
plasma, onde em um foi detectado DNA do M. tuberculosis no plasma e no outro nos leucocitos.
Um estudo avaliando a detec¢do de DNA do complexo M. tuberculosis em sangue total de
criangas conseguiu uma sensibilidade da técnica de PCR (Nested-PCR convencional) de 26,1%
em criancas com diagnostico de TB infec¢do. Este mesmo estudo também achou uma
sensibilidade da NPCR em sangue total de criancas com TB doenca de 26,2%"°

Para avaliagdo de um novo teste diagndstico, alguns critérios estatisticos devem ser avaliados,
tais como a sensibilidade, especificidade e acuracia do teste. Ainda se podem levar em
consideracdo os valores preditivos do teste (positivo e negativo), aqui analisados independente da
prevaléncia da doenca na populagdo estudada, que tem maior valor para o médico clinico do que
para o teste em si, e ainda os valores de verossimilhanga (positivo e negativo). Portanto, essas
propriedades do teste diagnostico ¢ que vao definir o seu grau de incerteza quanto ao resultado,

, ., o , 4 64
além de “um bom juizo critico por parte dos médicos”

. Pois um teste diagnostico nada mais ¢
do que interpretacdes de possibilidades estatisticamente significantes.

O desempenho da STNPCR foi analisado a partir da sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivo e negativo, com seus respectivos intervalos de confianga para maior
confiabilidade desses resultados. A primeira amostra avaliada foi o sangue total, coletada nos
primeiros pacientes que participaram da pesquisa. A sensibilidade da STNPCR encontrada foi
melhor do que a de um outro estudo muito semelhante, realizado pela mesma equipe, porém que

utilizava a NPCR convencional com sangue total, onde apenas menores de 15 anos de idade

. 86 . . ..
foram analisados™. Portanto, pode-se considerar que ajustes na técnica (como novos



Lima, J. F. C. 74

oligonucleotideos®™ e a ndo abertura dos tubos entre as duas fases da PCR) melhoraram o
resultado final de todo o procedimento. De maneira geral, a sensibilidade da PCR em amostras de
sangue varia de 20 a 96% em pacientes sem infeccao por HIV, com infec¢do por M. tubeculosis e
M. bovis2868788

Foram avaliadas amostras de sangue total periférico, porém sem utilizar sua parte vermelha,
justamente por causa da hemoglobina, importante inibidor da PCR. Entdo essas amostras foram
separadas em leucocitos e plasma. Elas foram analisadas separadamente na PCR e
posteriormente, através de artificios estatisticos, suas sensibilidades e especificidades foram
“somadas”. Diante destes experimentos, os resultados, comparados aos da STNPCR em sangue
total completo, foi diferente do esperado. Pois a sensibilidade calculada em paralelo das amostras
de leucocitos e plasma ndo foi estatisticamente diferente a sensibilidade da amostra de sangue
total completo.

Analisando as amostras individualmente, os leucocitos apresentaram uma sensibilidade maior
que as amostras de plasma. Isto pode ser considerado devido aos bacilos de Koch serem
intracelulares facultativos, normalmente eles se encontram no interior dos macrofagos, portanto,
nos glébulos brancos do sangue.

Num estudo utilizando apenas os leucocitos de sangue periférico de pacientes com TB, a
sensibilidade da PCR encontrada em pacientes com TB pulmonar foi de 44.1%, com TB
extrapulmonar foi de 19,2% e com TB disseminada foi de 10%"®. Entretanto, no nosso estudo
encontramos uma sensibilidade maior nos pacientes com TB extrapulmonar (58,3%) do que nos
portadores de TB pulmonar (40,9%). Portanto, podemos sugerir que amostras de sangue
periférico podem ser importantes na deteccdo da tuberculose em todas as suas formas clinicas.
Ainda que, teoricamente, amostras de sangue contenham uma baixa quantidade de bacilos
circulantes e altos niveis de DNA humano (o que pode potencialmente ser um agentes inibidor da
PCR)*!, este sistema de PCR utilizado no estudo demonstrou bom desempenho em sangue.

O desempenho da STNPCR em amostras de urina foi relativamente bom, devido a quantidade
enorme de componentes da urina como sais, enzimas, outras bactérias que por ventura poderiam
atrapalhar o processo de purificagdo de DNA. Ainda pela urina normalmente nao ser o principal
sitio de infec¢do da TB, visto que tivemos apenas dois casos de TB renal (ambos com PCR
positiva na urina). Um estudo realizado com suspeitos de TB renal encontrou sensibilidades para

a Nested-PCR utilizada, em urina, superiores a 78%" . No entanto, apenas suspeitos de TB renal
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(cuja probabilidade da PCR ser positiva na urina ¢ grande, devido ao sitio de infec¢ao ser os rins,
produtores da urina) entraram no estudo citado. Diferente do nosso estudo, onde as urinas foram
coletadas de todos os pacientes suspeitos de TB, seja ela na forma pulmonar ou nas mais diversas
formas extrapulmonares.

Considerando que varios desses pacientes com PCR positiva na urina ndo teriam seu
diagnostico de TB confirmado por exames laboratoriais antes de iniciar o tratamento empirico,
esta amostra clinica, somada a outros tipos de amostras do mesmo paciente, ¢ importante para
auxiliar na confirmacao bacteriologica.

A urina ¢ uma amostra de simples coleta, exceto em pacientes que sofrem de afecgdes renais
(como pacientes a espera de transplantes ou com insuficiéncia renal crénica, por exemplo), ndo
invasiva e que se pode obter um bom volume de amostra. A detec¢ao de DNA de M. tuberculosis
na urina através da PCR foi comprovada, tanto em pacientes com TB pulmonar como com TB
extrapulmonar, mesmo que ndo seja TB renal’™"".

Dentre os trés tipos de amostras clinicas analisadas neste estudo (sangue total, sangue
separado e urina), podemos afirmar que a urina obteve o desempenho menos eficiente do que o
sangue (total ou separado). No entanto, se avaliarmos sua importancia como incremento na
sensibilidade da STNPCR no paciente como um todo, ou seja, somando a probabilidade de a
PCR dar positiva em mais de uma amostra (a sensibilidade paralela do sangue + urina),
indicamos o uso da urina também como amostra para investigagdo de TB, independente da forma
clinica da doenga, e principalmente nas formas extrapulmonares’.

A coleta de mais de um tipo de amostra biologica do mesmo paciente potencializa a
sensibilidade do exame naquele mesmo paciente. Rebollo e colaboradores descreveram que a
sensibilidade das técnicas de PCR também pode ser aumentada quando se utiliza mais de uma
amostra de diferentes espécimes do mesmo paciente, pois aumenta a probabilidade de
positividade desta*’. Neste mesmo raciocinio, avaliamos a sensibilidade da STNPCR, no mesmo
paciente, quando somadas as sensibilidades da técnica em amostras de sangue e urina. Sendo
assim, a sensibilidade em paralelo da STNPCR em amostras de sangue e urina (seja utilizando o
sangue total ou o sangue separado) foi melhor do que a de cada amostra em separado.
Corroborando com os achados de Rebbollo e colaboradores™.

Nao houve uma diferenca significativa entre a sensibilidade calculada em paralelo para as

amostras de sangue total junto com as de urina em relagdo as amostras de sangue separado
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(leucdcitos + plasma) e urina. Portanto, para uma melhor verificagdo de que tipo de tratamento ao
sangue deve ser dado antes de processa-lo na STNPCR, deve-se continuar a analise comparativa
entre os dois procedimentos (sangue total e sangue separado) com um » maior. Mesmo que na
literatura®®', haja relatos de que se trabalhar apenas com a parte branca do sangue diminua a
quantidade de inibidores, ndo conseguimos comprovar isto nos nossos experimentos com o 7
utilizado para as amostras de sangue.

Extrapolando os objetivos, avaliamos o desempenho da STNPCR em outros tipos de amostras
clinicas dos mesmos pacientes. Como protocolo padrdo, foram coletados de todos os pacientes
amostras de sangue e urina. Se o paciente tivesse mais alguma secre¢do ou liquido corporal que
houvesse necessidade de ser analisado, também fizemos a PCR para verificar a possibilidade de
utilizar também outros fluidos corporeos. E a andlise da STNPCR levando em consideracao todos
os tipos de amostras bioldgicas teve um ganho de sensibilidade em relacdo as amostras de sangue
e urina apenas. Entretanto, a especificidade teve uma queda relativa. Porém, como nenhum teste
na pratica consegue ter a0 mesmo tempo uma sensibilidade excelente (pelo menos acima dos 90 a
95%) e uma especificidade tao boa quanto, podemos concluir que a STNPCR, como ferramenta
diagnostica, tem sua importancia principalmente nos casos de investigagao de TB em pacientes
com baciloscopia negativa.

Em um estudo utilizando também a PCR como ferramenta diagndstica da TB, Portill-Gomez
e colaboradores” confirmaram que esta técnica (e suas variagdes) pode ser um método bastante
util para diagnostico de TB extrapulmonar. Eles utilizaram varias amostras clinicas de pacientes
com TB, dentre elas a urina e o liquido pleural e conseguiram uma sensibilidade do método de
94% para todas as amostras clinicas avaliadas.

No nosso estudo, tivemos alguns pacientes com diagnostico de TB afastado pelo médico que
0o acompanhava, porém em alguma das amostras clinicas analisadas pela STNPCR, ela foi
positiva. E, desses 4 pacientes que tiveram seu diagndstico clinico de TB excluido pelos médicos
assistentes do servigo de saude, todos tiveram algum outro indicio de TB além do resultado
positivo da STNPCR. Um deles teve teste positivo para o complexo M. tuberculosis também por
outra técnica molecular, a Nested-PCR convencional (também especifica para o complexo M.
tuberculosis) realizada no sangue, urina e liquido pleural, sendo positiva no sangue. Além de a
paciente ter uma radiografia de pulmao com alteragdes. Outro paciente com diagnostico clinico

de TB afastado, também apresentou uma radiografia de pulmio com altera¢des, e NPCR no
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sangue positiva para o complexo M. tuberculosis. A terceira paciente fez dois testes
tuberculinicos, porém ambos foram ndo reatores, ela teve perda de peso, febre por varios dias e
evoluiu com um quadro de hepatoesplenomegalia de etiologia desconhecida. Essa paciente
apresentou regressao espontanea no quadro e recebeu alta em boas condigdes clinicas. No entanto
além da STNPCR positiva no sangue, ela também teve a NPCR positiva na mesma amostra de
sangue.

Analisando a sensibilidade da STNPCR nas amostras clinicas estudadas em relacao a faixa
etaria, exceto em sangue total, as outras amostras estudadas (sangue separado e urina)
apresentaram melhor desempenho na faixa etaria maior que 15 anos de idade. Provavelmente

porque na idade pediatrica a TB desenvolve-se geralmente na forma paucibacilar’™

, 0 que torna
menos provavel o encontro do bacilo em uma amostra clinica extrapulmonar. Também devido a
1sso que, quanto mais tipos diferentes de amostras clinicas forem coletadas de um mesmo
paciente e de diferentes sitios de infec¢do ou ndo (tais como sangue, urina e liquido pleural, por
exemplo), maior ¢ a probabilidade de o teste ser positivo, caso o paciente tenha a doenga. Rebollo
et. al também afirmaram que a sensibilidade das técnicas de PCR também pode ser aumentada
com mais de uma amostra de diferentes espécimes do mesmo paciente™.

O sangue total apresentou uma sensibilidade melhor nas criangas do que nos adultos. Talvez
isso tenha acontecido, ao contrario do que outro estudo encontrou™, por conta do baixo niimero
de amostras de sangue total estudado nas duas faixas etarias do nosso estudo. O uso de amostras
de sangue para investigagdo de TB ¢ muito importante nos casos onde hé dificuldades em ser
coletado outro tipo de amostra®®, principalmente em criangas, que sdo paucibacilares.

Por outro lado, os resultados encontrados aqui corroboraram com a maioria dos estudos®”*”
que abordam técnicas moleculares em amostras extrapulmonares para diagnostico de TB, onde a
sensibilidade da PCR ¢ maior na forma clinica extrapulmonar da doenca.

Por ser um método molecular de deteccdo de DNA, a SNTPCR nao distingue entre DNA de
bacilo vidvel ou ndo (que ndo levaria ao desenvolvimento da doenca). Considerando que todas as
medidas para evitar contaminacdes cruzadas foram tomadas, um resultado positivo na PCR de
um paciente com cultura negativa, por exemplo, pode indicar a presenca de bacilo ndo viavel,
principalmente naqueles que apresentam histdrico de tuberculose ou contato com bacilifero no

72,94

passado’””". Portanto, seus resultados devem ser interpretados com cautela e nunca dissociados

da clinica do paciente. Segundo Moran et al., resultados positivos na PCR podem ser por causa de



Lima, J. F. C. 78

uma infec¢do ativa por M. tuberculosis ou por uma tuberculose do passado que fica latente no
organismo’”.

Além de poder auxiliar na confirmacao do diagndstico de TB no paciente, a STNPCR pode
ser utilizada também para sugerir a possibilidade de desenvolvimento da TB e auxiliar o exame
clinico-epidemiolodgico do paciente. Por ser um método de amplificacdo de DNA, a PCR pode
detectar DNA de bactérias mortas e permanecer positiva até esses bacilos serem eliminados pelo

. 2 . . ~
organismo’?, independente do desenvolvimento ou nio da doenga.

A especificidade da técnica pode ser atribuido 100%, levando em consideragéo que todas as
amostras de sangue e urina dos controles foram negativas. Entretanto, quando a especificidade foi
aplicada as amostras de todos os individuos (controles + pacientes suspeitos), esta variou
dependendo do tipo de amostra. Pode-se considerar que, diante dos resultados da STNPCR com
os controles, ndo a técnica tenha dado resultados falso-positivos, € sim o padrdo ouro (critérios
clinicos, laboratoriais e epidemiologicos) de alguns pacientes tenha sido falho em sua definicdo.
Ainda encontramos pacientes onde a cultura de alguma amostra clinica sua deu positiva para
micobactérias atipicas ¢ a STNPCR foi negativa, comprovando a espécie-especificidade da

técnica (resultados nao mostrados).

Diante de um teste diagndstico, para o clinico, ¢ mais util o resultado negativo de um teste
sensivel e o resultado positivo de um teste especifico®. E imprescindivel lembrar que o médico
deve sempre ter em mente a diferenga entre significancia estatistica e significancia clinica.

Como as formas mais graves da TB acontecem geralmente nas criangas e pacientes
imunodeprimidos (meningite tuberculosa e a tuberculose miliar, que ¢ uma forma disseminada da
TB e acomete, sobretudo, lactentes), ¢ importante que exista um método diagnostico eficaz e
rapido para detectar a doenga nesse grupo. Ironicamente, estes grupos sdo os de maior dificuldade
em se obter um resultado preciso sobre a doenca, ja que normalmente eles ndo t€ém expectoracao
espontanea, a forma da doenga ¢ paucibacilar e muitos de seus sintomas clinicos fogem ao padrao
classico da tuberculose pulmonar.

A tuberculose infantil enfrenta grandes desafios em seu controle e identificacdo. Talvez a
maior prioridade para o controle dessa doenca ndo seja a descoberta de uma nova vacina, mas sim

melhores métodos diagndsticos para identificacdo da tuberculose ativa ou latente. Criangas com
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TB latente devem ser identificadas assim que possivel e terem iniciada a quimioprofilaxia para
limitar uma futura propagacio da epidemia’.

A maior dificuldade com amostras extrapulmonares ¢ que elas contém poucos bacilos, como
demonstram as sensibilidades da baciloscopia e cultura dessas amostras’.

Este estudo corrobora com outros’>", de acordo com seus resultados gerais onde conclui-se
que a PCR deve ser usada como uma ferramenta diagndstica auxiliar principalmente nos casos de
suspeita de TB extrapulmonar. Ainda nesta conclusdo, a PCR pode ser o método de escolha para
diagnostico de TB nos casos onde a baciloscopia foi negativa, porém ha uma forte suspeita
clinica da doencga ou infec¢do. E quando a baciloscopia for positiva, ainda assim a PCR pode ser
util para distinguir se o bacilo alcool-acido resistente presente naquela amostra ¢ ou ndo uma
micobactéria do complexo M. tuberculosis’.

Charnace et al.”’

também afirmaram que a PCR ¢ mais bem utilizada quando o diagndstico da
TB ativa ¢ dificil e precisa de uma confirmagao rapida para excluir outros diagndsticos.

O diagnostico precoce da TB e a busca rotineira dos baciliferos certamente trard uma maior
deteccao dos casos indices da doenga e um impacto positivo nos programas de controle da
tuberculose, permitindo um manejo terapéutico mais eficaz e interferindo na cadeia de
transmissdo’”.

Para se trabalhar com técnicas de PCR numa rotina laboratorial, deve-se levar em
consideragdo o risco de contaminagdo cruzada nos resultado da STNPCR devido a eventuais
contaminagdes das amostras na extracdo ou PCR, portanto, devem-se tomar todos os cuidados
para evitar isso (2 tubos de controle negativo em cada extracdo e durante as reacdes de PCR
também). Neste estudo encontramos dificuldades no seguimento clinico de alguns pacientes que
ndo foram feitos por um mesmo profissional, o que pode ter interferido no diagnostico final do
paciente. Ainda existiram as dificuldades no resgate dos prontuarios de cada paciente nos
hospitais onde eles foram acompanhados para a finalizagdo da ficha clinica-epidemiologica da
pesquisa. Estas dificuldades podem ter gerado algum viés na pesquisa e ter interferido nos
resultados do desempenho da técnica. Entretanto, como a situagcdo de selecdo de pacientes,
diagnostico e seguimento destes at¢ o fim do tratamento ndo foram diferentes da situagdo
rotineira dos individuos que chegam com suspeita de TB aos hospitais da rede SUS, desta
maneira, o estudo conseguiu avaliar esta situagdo sem nenhuma interferéncia diferente da

habitual.
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Avaliando o custo e os beneficios da STNPCR como exame laboratorial para confirmagdo da
TB, devemos levar em consideragdo principalmente a rapidez no resultado. Além de outras
caracteristicas importantes como a detec¢do de M. tuberculosis em pacientes paucibacilares,
instituicdo do tratamento adequado precocemente, diminuicdo do tempo de internagdo de
pacientes sem confirmacdo diagnostica. Ela ainda permite a identifica¢do das fontes baciliferas e,
portanto reduz a cadeia de transmissdo. A padronizagdo e desenvolvimento de novos sistemas de
PCR tornam seu custo financeiro mais acessivel, ressaltando que essa tecnologia deve ser
utilizada apenas por centros de referéncia na investigacao de casos que demandem diagndsticos
mais rapidos. Sendo assim, seu custo & factivel com a realidade deste perfil de pacientes”.

Por causa da imprecisdo na identificagdo de pacientes doentes, porém com baciloscopia
negativa ou sem realizagcdo de cultura (pacientes paucibacilares ou com TB extrapulmonar) e da
escassez de estudos na literatura com técnicas moleculares para a deteccdo do bacilo em amostras
ndo respiratorias, ¢ fundamental a realizagdo de pesquisas com testes moleculares. Nas formas
paucibacilares e extrapulmonares, ou disseminadas, da doenca, onde o paciente ndo apresenta
amostras respiratérias para confirmagdo do diagnodstico pelo padrdo ouro (baciloscopia ou
cultura), novas abordagens diagndsticas, mais sensiveis e especificas, em diferentes espécimes
biologicas devem ser validadas. Além de os testes moleculares serem mais rapidos.

Baseado neste estudo pudemos concluir que, a STNPCR pode ser utilizada como uma
ferramenta diagnodstica auxiliar para tuberculose. Entretanto, ela ndo deve ser usada como tnico
método laboratorial de confirmagdo ou exclusdao da doenca. O diagnostico da TB deve estar
fundamentado na andlise conjunta de varios parametros como baciloscopia, cultura,

. o , . A L. , . . , 47
manifestagdes clinicas e a prova terapéutica, além da PCR quando estiver disponivel™".
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12 CONCLUSOES

g)

h)

STNPCR - ferramenta util para somar-se aos métodos convencionais de investigacdo da
doenga;
Importante principalmente em pacientes paucibacilares com baciloscopia negativa ou nas
formas extrapulmonares;
Tanto na faixa pediatrica quanto na idade adulta a STNPCR ¢ bastante especifica;
Nao deve ser usada como critério unico de confirmacao da presenga de TB no paciente;
“A clinica é soberana”;
Confirmac¢ao da TB através da STNPCR ¢ melhor quando ha mais de um tipo de amostra
clinica do mesmo paciente;
Diagnéstico diferencial nos casos mais dificeis (paucibacilares c/baciloscopia e cultura
negativas ou inviaveis);
STNPCR nao deve ser recomendada como uso na rotina para deteccdo de novos casos de
TB;
Indicacdo da STNPCR:
¢ [Exames bacteriologicos negativos, ou quando apenas o diagnostico clinico e
laboratorial convencionais ndo forem suficientes para confirmagao;
* Principalmente nas suspeitas de TB extrapulmonar - utilizando sangue separado e
urina;
* Em casos de grande risco ao paciente, onde o tempo para o diagnostico e inicio do

tratamento especifico sejam fundamentais para o doente.
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Resumo:

Objetivo: Avaliar o desempenho da técnica nested PCR (nPCR) para detectar o
complexo Mycobacterium tuberculosis em amostras de sangue de pacientes com
suspeita de TB para sua possivel utilizagdo como uma ferramenta auxiliar no
diagnostico laboratorial da doenga em criancas. Métodos: Deteccdo do complexo M.
tuberculosis em amostras de sangue usando como alvo a sequéncia de inser¢ao IS6110
do DNA genomico do bacilo. Foram avaliados 120 pacientes, menores de 15 anos de
idade, de ambos os sexos, provenientes de hospitais publicos do Recife (PE), no periodo
entre janeiro de 2003 e agosto de 2005. O diagndstico de TB foi realizado pelo médico
assistente do servico de saude de acordo com os critérios da Sociedade Toracica
Americana. A nPCR amplificou um fragmento de 123 pb com oligonucleotideos
externos (IS1/IS2) e, na reagdo subsequente, com oligonucleotideos internos (IS3/1S4),
gerando um amplicon de 81 pb. Resultados: A TB ativa ou latente esteve presente em
65 pacientes, foi descartada em 28 suspeitos € 27 ndo tinham a doenca (controles). A
sensibilidade da nPCR foi de 26,15%, sendo significativamente maior na forma
extrapulmonar (55,56%) em relagdo a pulmonar (18,18%), e a especificidade foi de
92,73%. Conclusdes: Diante das dificuldades diagnosticas da TB infantil e do baixo
nimero de casos estudados, a nPCR em sangue demonstrou ser uma técnica rapida e
especifica, mas com baixa sensibilidade. Para saber a sua real utilidade no diagnostico
de formas paucibacilares, sobretudo as extrapulmonares, novas pesquisas devem ser
desenvolvidas com uma casuistica maior de criangas € com outros espécimes bioldgicos
além do sangue.

Palavras-chave: Tuberculose; Diagndstico; Sangue; Reacdo em cadeia da polimerase.

Abstract:

Objective: To evaluate the performance of nested PCR (nPCR) in detecting the
Mycobacterium tuberculosis complex in blood samples of patients suspected of having
TB, in order to determine its potential for use as an auxiliary tool in the laboratory
diagnosis of TB in children. Methods: Detection of the M. tuberculosis complex in
blood samples using as a target the insertion sequence IS6110 of the genomic DNA of



the bacillus. Blood samples of 120 patients were evaluated. All of the patients were
under 15 years of age at the time of their treatment at public hospitals in the city of
Recife, Brazil (between January of 2003 and August of 2005). Attending physicians at
the hospitals diagnosed TB based on the criteria recommended by the American
Thoracic Society. The nPCR amplified a 123-bp fragment with outer oligonucleotides
(IS1/1S2) and, in the subsequent reaction, using inner oligonucleotides (IS3/1S4),
generating an 81-bp amplicon. Results: Active or latent TB was found in 65 patients,
TB was ruled out in 28 suspected cases, and 27 patients were TB-free (controls). The
sensitivity of nPCR was 26.15% and was significantly higher for the extrapulmonary
form of the disease (55.56%) than for the pulmonary form (18.18%). The specificity
was 92.73%. Conclusions: Despite the difficulties in diagnosing TB in children and the
low number of cases evaluated in the present study, nPCR in blood samples proved to
be a rapid and specific technique, albeit one with low sensitivity. In order to establish its
true usefulness in the diagnosis of paucibacillary forms, especially extrapulmonary TB,
further studies need to be carried out with a larger sample of children and analyzing
biological specimens other than blood.

Keywords: Tuberculosis; Diagnosis; Blood; Polymerase chain reaction.
Introducio

Estima-se que existam cerca de 42 milhdes de pessoas infectadas por TB no Brasil, e
10% dos casos notificados por ano ocorrem em menores de 15 anos.(1) Em
Pernambuco, no ano de 2006, foram notificados 184 casos novos de TB infantil (0-14
anos), sendo 74,46% deles na forma pulmonar.(2) Os dados sobre TB infantil
(geralmente paucibacilar) sdo escassos na literatura, sobretudo pela grande dificuldade
em realizar-se o diagnostico, pois raramente hd confirmacgdo bacteriologica. Essa
dificuldade esta relacionada a falta de um quadro clinico especifico, a auséncia de
imagens radioldgicas pulmonares patognomodnicas da doenca, a baixa sensibilidade da
bacterioscopia e ao fato de que a reatividade do teste tuberculinico de Mantoux fica
prejudicada pela vacinagdo recente com BCG.(3) Nessa faixa etaria, a obtencdo do
escarro para pesquisa do Mycobacterium tuberculosis ¢ restrita, devido a dificuldade de
expectoragdo, sobretudo em menores de 5 anos. O achado de M. tuberculosis através da
baciloscopia ou cultura € o padrao ouro para a confirmagdo da doenca, mas requer entre
3 e 8 semanas para o resultado,(4) e o tempo necessario para a identificacdo do bacilo
de Koch ¢ muito importante para o inicio precoce da terapéutica especifica.(5) Em
criancas, além da demora, as multiplas culturas apresentam positividade em menos de
20% dos suspeitos de TB primaria.(6) O complexo M. tuberculosis € bastante
infeccioso; portanto, ¢ fundamental o rapido diagndstico para evitar a disseminagdo da
doenga, principalmente em grupos de maior risco.

Com a biologia molecular, novas ferramentas tém surgido para auxiliar o diagnostico de
varias enfermidades infectocontagiosas. A PCR ¢ um método sensivel para a detecg¢ao
de DNA de micobactérias diretamente de espécimes clinicas. Permite a sintese
enzimatica in vitro de sequéncias especificas do genoma através de dois iniciadores que
hibridizam fitas opostas de DNA. Numerosos ensaios de PCR, utilizando sequéncias
conservadas de DNA como alvo de amplificagdo, t€ém sido descritos para a detec¢ao do
complexo M. tuberculosis em espécimes clinicas de adultos,(7,8) demonstrando sua
utilidade para o diagndstico precoce.(9,10)



Uma variacdo da PCR, conhecida como nested PCR (nPCR), utiliza dois conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores em reacdes subsequentes, cujo produto de amplificagcdo da
primeira reacdo ¢ utilizado como molde para a segunda. Essa técnica ¢ proposta para a
deteccdo do M. tuberculosis nos casos que necessitam de alta especificidade e
sensibilidade.(9,11) O propdsito da pesquisa foi avaliar o desempenho da nPCR em
amostras sanguineas de criancas paucibaciliferas e sua aplicabilidade clinica como
ferramenta diagnoéstica para a TB infantil.

Meétodos

Estudo prospectivo, com pacientes de ambos os sexos, menores de 15 anos de idade,
com suspeita inicial de TB e atendidos nos ambulatdrios ou enfermarias do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, do Hospital Bardo de Lucena e do
Instituto de Medicina Integral Fernando Figueira entre janeiro de 2003 e agosto de
2005. O diagnostico de TB foi realizado, de acordo com os critérios da Sociedade
Toracica Americana,(12) pelo médico assistente do servico de satide de modo duplo
cego. Foram considerados como padrao ouro os métodos convencionais de rotina
baseados em critérios epidemiologicos, clinicos e laboratoriais (teste tuberculinico de
Mantoux e radiografia de tdérax), também tendo como base a evolugdo e a resposta
terapéutica especifica do paciente. O teste tuberculinico de Mantoux foi realizado
segundo as normas do Ministério da Satde do Brasil.(13) Todos os pacientes com
defini¢do diagndstica de TB ativa ou latente foram acompanhados e tratados nos
servicos de saude participantes da pesquisa, que sdo especializados em TB infantil. Os
grupos foram classificados da seguinte maneira:
1) Suspeita de TB: evidéncia clinica ou radioldgica, historia de contato com adulto
tuberculoso ou prova tuberculinica positiva (> 10 mm em vacinados com BCG ha mais
de 2 anos € > 15 mm em vacinados ha menos de 2 anos)(13):

a) TB ativa: evidéncia clinica ou radioldgica compativel com TB ativa, isolamento do
M. tuberculosis em amostra bioldgica ou melhora clinica apos tratamento especifico.

b) TB latente: sem manifestacdes clinicas nem radiologicas da doenga; exames
bacteriologicos (quando possivel) negativos; teste tuberculinico positivo(13) e histéria
de contato com adulto bacilifero.

c) Descartada: historia de contato com adulto tuberculoso, auséncia de sintomas ou
alteragdes sugestivas de TB e teste tuberculinico negativo.

2) Sem TB (controle): auséncia de contato com adulto tuberculoso, quadro clinico e
laboratorial ndo compativel com TB latente ou ativa; presenca de cicatriz vacinal de
BCG.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
da Fundagdo Oswaldo Cruz, Recife (PE). Os responsaveis pelos menores assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido referente a participagdo na pesquisa e a
coleta do sangue. As informagdes clinicas e epidemiologicas de cada paciente foram
registradas numa ficha pré-elaborada por um dos pesquisadores e inseridas em um
banco de dados para as analises estatisticas.



Foram excluidos individuos portadores de doencgas cronicas; em uso de corticosteroides
ou drogas imunossupressoras por mais de 15 dias; individuos sabidamente portadores de
HIV e portadores de outras pneumopatias cronicas.

Para haver uma padronizacao e resultados mais eficazes, utilizou-se o DNA gendémico
purificado de cepa de referéncia (H37Rv) do M. tuberculosis, utilizando-se o kit de
extracdo (Tissue and Cells GenomicPrep; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EUA), segundo as instru¢des do fabricante. Para determinar o limiar de deteccao através
da nPCR, foi realizada uma curva de diluicdo de fator 10 seriada, variando de 10 ng a
0,01 fg. Posteriormente, adicionou-se DNA purificado ao sangue de individuo sadio. O
DNA desta cepa foi utilizado como controle positivo nas reagdes de amplificacao.

Foram coletados 2-4,5 mL de sangue de cada paciente por puncao venosa usando tubos
(Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford, Inglaterra), contendo 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e acondicionados a 4°C.

A extracdo de DNA foi realizada da seguinte forma: uma aliquota de 500 pL da amostra
foi centrifugada a 13.000 rpm por 10 min e submetida a trés lavagens com tampao Tris-
EDTA (TE). O sedimento foi ressuspendido em 100 pL de TE e aquecido em
termobloco a 100°C por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e adicionou-se 5 pL de resina (Sephaglas BandPrep Kit; Amersham-
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e, ao volume final, o dobro desse volume com
uma solugdo de iodeto de sodio (0,9 g/mL). Em seguida, o tubo foi agitado por 5 min e
incubado a temperatura ambiente por mais 5 min. Os tubos foram centrifugados por 1
min, descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 200 pL de etanol gelado a 70%,
seguida por nova agitacdo e centrifugacdo por 1 min. O sedimento foi deixado a
temperatura ambiente durante 60 min para secagem completa e ressuspendido com
40 nL de TE, sendo incubado em banho-maria a 50°C por 10 min. Centrifugado por 1
min, o sobrenadante foi transferido para outro microtubo e estocado a —20°C até o uso
para PCR.(14) A sequéncia de insercao IS6110, encontrada em cepas do complexo M.
tuberculosis, foi o alvo utilizado para a amplificacdo.(15)

O DNA do M. tuberculosis existente nas amostras biologicas foi amplificado em um
termociclador automético (modelo 4800; Perkin Elmer, Foster City, CA, EUA). A
mistura da primeira rea¢do de amplificagdo consistiu de KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM
pH 8,3, MgCl2 2,5 mM, dNTP (200 uM cada), 25 pmol de cada oligonucleotideo (IS1-
5'CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG3' e IS2-5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG3')(16) e
2,5 U de Taqg DNA polimerase, num volume final de 50 pL. A fase de desnaturagdo
aconteceu a 94°C por 30 s; a fase de anelamento, a 68°C por 1 min; e a fase de
extensdo, a 72°C por 1 min, totalizando 30 ciclos. Na segunda reacdo (nPCR), foram
adicionados 2 pL do produto da primeira reagdo, nas mesmas concentracdes que a
anterior. As condigdes de amplificagdo, nas fases descritas acima, foram,
respectivamente, 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, e 72°C por 30 s, utilizando-se os
oligonucleotideos IS3 e IS4 (5'GGTGACAAAGGCCACGTAGG3'
e S'CCAGCACCTAACCGGCTGT3', respectivamente)(16) por 30 ciclos.

Dos produtos amplificados, 10 pL foram analisados em gel de agarose a 2,0% e corados
com brometo de etidio. As bandas de DNA separadas por eletroforese foram
visualizadas em um transluminador com luz UV e fotografados com uma camera
(Polaroid MP4+ Instant Camera System; Polaroid, Minnetonka, MN, EUA).
Foi realizada uma analise descritiva para expor os resultados obtidos, ¢ a apresentagao



das variaveis mensuradas foi feita através de tabelas. Para a analise das variaveis, foi
aplicado o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher quando necessario. Para a
validagdo dos testes, foram calculados a sensibilidade, a especificidade, o valor
preditivo positivo e o valor preditivo negativo com seus respectivos intervalos de
confianga. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significAncia de 5%. Os
programas utilizados foram Epi Info versao 6.04d e Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) versao 8.0.

Resultados

Os resultados mostraram a amplificagdo especifica do DNA gendmico de M.
tuberculosis, ndo havendo amplificagdo aleatéria do genoma humano. Na primeira
reacdo, foi produzido um amplicon de 123 pb e na segunda, um de 81pb (dados nao
mostrados). A quantidade minima detectada utilizando DNA gendémico purificado de
M. tuberculosis € DNA gendmico purificado adicionado ao sangue de doador sadio foi
de 0,1 fg e 100 fg, respectivamente (Figura 1).
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Pigura 1 = Em a), curva de diluiciio utilizando sangue total de um individuo sadio misturado com DNA de
Mycobacterium tuberculosis. Em b, curva de diluicdo de DNA de M fuberculosis em ague para estabelecer o
limite de detecgfio de DNA através da mesfed PCR.

No estudo, foram avaliados 120 pacientes, sendo 93 com suspeita clinica inicial da
doenga e 27 individuos controles. A mediana da idade foi de 7,00 + 0,42 anos. Nao
houve diferenca significativa em relagdo ao sexo dos individuos. De acordo com o
diagnéstico final, os individuos foram categorizados da seguinte maneira: TB ativa, TB
latente, TB descartada e controle (individuos ndo-infectados; Tabela 1).



Tabela 1 - Caracteristicas clinicas ¢ demograficas dos

pacicntes estudados.

Caracteristicas n O

Ildade

= b anos 48 39,7

= b anos 72 60,2
Procedéncia

Ambulaterio 105 87,5

Enfermaria 15 12,5
Sexo

Masculino 61 50,5

Feminino 59 49.5
Diagnostico final

TB ativa 42 35,0

TE latentc 23 19,2

Controles* 55 45 8
Forma clinica

TB pulmonar 33 79.0

TB cxtrapulmonar g 21,0

‘T descartada + sem TH.

Dentre os 93 individuos que apresentaram suspeita inicial, a maioria dos casos
diagnosticados (69,89%) foi de TB ativa ou TB latente. No grupo de pacientes doentes,
a forma prevalente foi a pulmonar (78,57%). As formas de TB extrapulmonar
detectadas foram: ganglionar periférica (n = 3), 6ssea (n = 2), abdominal (n = 1), pleural
(n = 1), miliar (n = 1) e meningite (n = 1). Nao houve diferenga significativa entre a
faixa etaria e a presenca da doenga ou as formas clinicas.

Nesse mesmo grupo de suspeitos, a nPCR foi positiva em 22,58%. A taxa de
concordancia entre o diagnostico final dos pacientes e a nPCR foi de 52,38% dos casos
com TB ativa e de 28,57% dos casos de TB latente. Em 19,05% dos pacientes cuja TB

foi descartada pelo médico, a nPCR foi positiva (Tabela 2).

Tabela 2 - Desemperho da mested PCR nos pacientes com TB ativa, TB latente e controles.

Nested PCR TE ativa Controles TB latente Controles

Resultado

Positive, n (04) 11 {26,2) 4(7.3) 6[26,1) 4(7.3)

Negative, n (0] 31(73.8) 51 (92,7) 17 (73.9) 51 {92,7]
Sensibilidade, O (1C95%) 26,2 [14,4-42.3) 26,1 (11,1-48,7)
Especificidade, O [1C9500) 02,7 (81,6-97.6) 92,7 (81,6-97.6)
Valor preditivo positive, O (1C9504) 73,3 (44,83-91,1) 60 (27,4-86.3)
Valor preditive negativo, 0 (1C9504) 2,2 [50,8-72,5) 75 (62,8-84,4)
B 0,1 0,033

No estudo, foram avaliados 120 pacientes, sendo 93 com suspeita clinica inicial da
doenga e 27 individuos controles. A mediana da idade foi de 7,00 + 0,42 anos. Nao



houve diferenca significativa em relacdo ao sexo dos individuos. De acordo com o
diagnostico final, os individuos foram categorizados da seguinte maneira: TB ativa, TB
latente, TB descartada e controle (individuos ndo-infectados; Tabela 1).

Para a avaliacao do real desempenho da nPCR, considerando a limitagcdo do padrao ouro
inerente a confirmacdo da doenga na faixa pediatrica, foi incluido no grupo controle
também o grupo de pacientes em que a TB foi descartada apesar de serem considerados
inicialmente suspeitos. A sensibilidade da nPCR obtida foi de 26,15%, e a
especificidade foi de 92,73%. Considerando a forma da doenga, a sensibilidade para a
TB extrapulmonar foi de 55,56% e, para a TB pulmonar, 18,18% (Tabela 3).

Tabela 3 - Desempenho da ncsfed PCR nos pacientes com TB pulmonar, TB extrapulmanar ¢ controles.

Nested PCR TE pulmonar Controles TB Controles
extrapulmonar

Resultade
Positive, n (0g) 6(18.2) 4 (73] 5 (55,6 4(7.3)
Negativo, n [04) 27 (81.8) 51 (92,7 4 (44,4 51 (92,2)
Sensibilidade, 0q [1CO5%) 18,2 (7,6-36,1) B5,6(22,7-847)
Especificidade, G {1C95%) 92,7 (81,6-97,6) 92,7 (81,6-97.6)
Valor preditivo positive, B0 (1C9504) 60,0 (27,4-86,3) 55,6 (22,7-84.7)
Valor preditive negativo, % [1C950%) 65,4 (53,7-75,6) 92,7 (81,6-97.6)
" 0,114 0,002
Discussao

A TB infantil ¢ um sinalizador da qualidade do sistema de satide, sendo indicativa de
que os casos baciliferos em adultos ndo estdo sendo detectados precocemente,
permitindo a disseminacdo da doenga. Um ter¢o dos contatos adultos com TB ativa tem
seu diagndstico definido apos a confirmagdo da doenga na crianga. Isso demonstra que
um numero consideravel de adultos pode ficar sintomatico durante um periodo
prolongado e infectar outros grupos, além do pediatrico, levando ao desenvolvimento da
doenga.(17) Devido a dificuldade confirmatéria da TB infantil através de exames
bacterioldgicos, a implantacdo da PCR como ferramenta auxiliar na detec¢do da doenga,
sobretudo em casos dificeis ou paucibacilares, podera possibilitar o uso de amostras
biologicas menos traumaticas e que podem ser coletadas ambulatorialmente quando
comparadas com o lavado gastrico, que necessita de internagao e sedagao.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos da pesquisa sdo muito
semelhantes as dos demais estudos avaliados.(3,18) Possivelmente as variagdes em
relagdo ao sexo e a mediana de idade sdo devidas ao numero diferente de pacientes
incluidos. As faixas etarias mais baixas ndo estiveram diretamente relacionadas as
formas extrapulmonares,(19) provavelmente pelo maior numero de criangas
concentradas na faixa etaria > 5 anos, na qual o diagndstico de TB parece ser mais
evidente.

Na andlise do desempenho da nPCR para amplificagao do alvo IS6110, o limite minimo
de deteccio de DNA gendmico do bacilo foi equivalente a menos DNA do que o
contido em uma micobactéria (5 fg).(5) A sensibilidade de detec¢do foi mais eficiente
que em outros trabalhos, ja descritos na literatura, utilizando o mesmo sistema.(19,20)



A maioria dos pacientes com suspeita inicial de TB foi diagnosticada como caso (ativa
ou latente) provavelmente por eles serem provenientes de hospitais ou ambulatorios de
referéncia para TB.
O desempenho de um teste diagndstico depende da eficiéncia do padrdo ouro em
detectar a existéncia ou ndo da doenca. Dessa forma, testes moleculares baseados em
PCR podem apresentar uma baixa sensibilidade devido a limitacdo do padrao ouro em
detectar o M. tuberculosis na infancia,(18,21) levando-se ao questionamento de muitos
pacientes considerados doentes ou infectados incluidos neste estudo, cuja defini¢do foi
baseada em critérios clinicos e subjetivos.(19)

A sensibilidade encontrada com a nPCR para o diagnostico de TB em menores de 15
anos foi baixa, utilizando sangue periférico total, porém, teve uma excelente
especificidade. Resultados semelhantes (sensibilidade de 20% e especificidade de
94,44%) foram encontrados por outros autores,(22) que utilizaram PCR em amostras de
sangue de adultos, a maioria desses com TB pulmonar. Todavia, 26,7% dos pacientes
que iniciam o tratamento especifico para TB pulmonar o fazem sem confirmagdo -
bacteriologica. A decisdo do tratamento ¢ tomada baseada apenas no quadro clinico e
radiologico.(23) Portanto, a nPCR poderia ter um papel relevante nessa parcela de
suspeitos que ficariam sem diagndstico ou que iniciariam o tratamento sem a
confirmacao da doenca.

O desempenho do sistema de PCR mostra ser mais promissor para o diagnostico de TB
em adultos, sobretudo na forma pulmonar, quando se utiliza o escarro como amostra
bioldgica.(24,25) Ja o uso da nPCR no sangue ¢ importante para tentar elucidar os casos
da doenga nas formas extrapulmonares ou paucibacilares, cuja baciloscopia no escarro ¢
negativa ou quando ndo existe expectoragao.

Provavelmente, o inadequado desempenho da nPCR encontrado neste estudo deve-se a
imprecisao no diagnoéstico clinico da TB infantil, a baixa carga bacilifera desse grupo e
a dificuldade na deteccdo de M. tuberculosis nos exames de rotina, além do baixo
nimero de pacientes estudados. A escassez de trabalhos na literatura utilizando o
sistema de PCR em espécimes biologicos para o diagnostico da TB infantil e a presenca
de inibidores do sangue que interferem na amplificagdo do DNA também contribuiram
para este resultado.
Em relacao as formas de TB e os resultados da nPCR, a taxa de positividade do teste na
TB extrapulmonar foi significativamente maior que na pulmonar. Esse achado
corrobora com o de outros autores,(26) que relataram a existéncia de uma maior
possibilidade dos bacilos circularem no sangue periférico na forma extrapulmonar da
doenca. Outros autores(20) apontaram para a dificuldade de se encontrar M.
tuberculosis em espécimes extrapulmonares, onde a quantidade de bacilos ¢ escassa,
levando a baixa sensibilidade da baciloscopia e da cultura, assim como para a presenca
de fatores inibidores que podem interferir na amplificagdo do DNA através da PCR. No
entanto, encontramos uma maior sensibilidade da PCR nas criancas com TB
extrapulmonar, mesmo utilizando sangue de pacientes paucibaciliferos. Também devem
ser considerados os métodos de extragao e o sistema da nPCR utilizados neste trabalho.
Em 4 pacientes cujo diagnostico clinico ndo foi compativel com TB, a nPCR foi
positiva. Porém, essas criangas apresentaram alguma forma de contato com adulto
bacilifero. Em 1 delas, o teste tuberculinico ndo foi reator, apesar de ter tido contato
intradomiciliar por mais de 2 anos com um adulto que fazia tratamento irregular para
TB e historia de pneumonia anterior. Outra teve o resultado do teste tuberculinico de 9
mm e diagndstico de pneumonia aguda. A terceira crianga, além do contato, apresentou
micropoliadenopatia cervical, e a ultima foi reatora ao teste tuberculinico e tinha contato
com tuberculoso por mais de 1 ano. Apds ter sido afastada a possibilidade de TB ativa,



essas crianc¢as ndo retornaram ao servigo de saude para acompanhamento. Como a PCR
pode detectar DNA viavel ou invidvel do bacilo,(9) esses pacientes poderiam estar na
fase inicial da infec¢do/doenca ou terem tido o processo de cura espontinea.

Embora tenham sido adicionados controles negativos em todas as etapas de extracao e
amplificacdo do DNA e repetidas as amostras duvidosas, faz-se necessario analisar um
maior numero de amostras para diminuir a possibilidade de resultados falso-positivos.
A amplificagdo do DNA por PCR tem mostrado ser um método bastante especifico e
com sensibilidade razoavel para deteccio do M. tuberculosis em sangue total,
comparando-se a outros trabalhos.(10,27) J& existe a descricdo de testes in house de
PCR para TB com desempenho promissor em amostras respiratorias com baciloscopia
negativa em adultos,(28) mas os estudos sdo escassos sobre amostras de sangue de
criangas.

Métodos baseados na amplificagio de DNA poderdo auxiliar o diagnostico precoce de
TB em criancas e individuos paucibacilares e reduzir o periodo de definicdo da doenca
para 1-2 dias,(8,9) sobretudo se for possivel detectar o DNA do M. tuberculosis em
sangue, amostra pouco invasiva e viavel nessa faixa etaria.

A PCR pode ter um papel importante na pratica clinica quando o diagndstico da TB ¢
dificil e precisa de uma definicdo urgente pela gravidade do paciente,(28) em formas
disseminadas e extrapulmonares da doenca, sobretudo em individuos soropositivos para
HIV.(3,25) Diante dos achados, pode-se sugerir a nPCR como método auxiliar na
elucidagdo diagndstica; no caso de ser positiva, pela baixa sensibilidade demonstrada,
nao deve ser dissociada dos critérios clinicos, epidemiologicos e/ou laboratoriais de
rotina. Apesar de ter apresentado uma especificidade alta, a nPCR ndo pode ser
considerada por si s6 como método de exclusdo no grupo de pacientes pediatricos cuja
TB ¢ de natureza paucibacilar. Além disso, o sangue pode conter fatores inibidores para
a PCR.(29) O diagnostico precoce nos menores de 15 anos e a busca por adultos
baciliferos trard uma maior deteccdo dos casos indices da doenca(30) e um impacto
positivo nos programas de controle da TB.
Devido a imprecisdo em identificar criangas infectadas ou doentes, da pouca atengdo
dada a TB infantil nos programas de governo e¢ da escassez de estudos na literatura
sobre técnicas moleculares para a deteccdo do bacilo de Koch, torna-se fundamental a
realizagdo de novas pesquisas em busca de meétodos mais sensiveis e especificos,
utilizando diversos espécimes bioldgicos de pacientes com a forma paucibacilar da
doenca. Diante deste estudo, sugerimos a realizagdo de outras pesquisas moleculares
para o diagnostico, através do sangue, da TB paucibacilar com uma amostra
representativa da populagdo para uma melhor avaliagcdo destes resultados.
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ANEXO A

105

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

1. Nimero da ficha na pesquisa

2. Data da entrevista
/ /

3. Procedéncia:

1.  Ambulatério
2. Enfermaria

[]

4. Numero do Prontuario do Hospital

5. Hospital de origem:

Hospital das Clinicas
Hospital Otavio de Freitas
IMIP

. Hospital Bardo de Lucena
5. Outro:

B W —

[]

7. Nome Completo do Paciente

6. Numero do SAME

8. Nome da Mae ou Responsavel

9. Data de nascimento 10. Idade do paciente 11. Sexo
/ / 1. Feminino
| | | anos | | | meses 2. Masculino I:I
12. Endereco
Ponto de referéncia
13. Bairro 14. Cidade 15. UF
16. Telefone Res. e Celular 17. CEP 18. Zona de localizacio da moradia

1. Urbana

[]

19. Grau de instrucio do paciente

1. Analfabeto

2. Iniciou alfabetiza¢ao
3. 1° grau

4. 2° grau

5. 3°grau

6. Outro

2. Rural

20. Renda familiar mensal

1. Menor ou igual a 1 salario minimo
2. De 2 a 4 salarios minimos
3. Mais que 5 saldrios minimos

4. Biscate
8. Nio sabe informar

[]




106

21. Quantas pessoas moram | 22. Quantos adultos?

na casa do paciente?

1. Até 2
1. Até 3 I:I 2.De3as I:I
2.De4a6 3. Mais que 5

23. Quantas criancas?

24. Quantos comodos (locais de
dormir) tém na casa?

3. Mais de 6
8. Nio sabe informar

1. Até2
2.De3as I:I 1.Um I:I
3. Mais que 5 2.De2a4

3. Mais de 4

8. Niao sabe informar

25. O senhor(a) ou algum adulto na
casa fuma?
1. Sim

2. Nio [ ]

8. Naio sabe informar

26. O senhor(a) ou alguém na casa
bebe?

1. Si
2 No [ ]

8.  Nio sabe informar

27. Existe algum caso de HIV na
familia?

1. Si
> Nao []

8. Nio sabe informar

28. Existe algum caso de alcoolismo
na familia?

1. Si
> Nao []

8. Naio sabe informar

29. Uso de drogas na familia
1. Sim
2. Nao I:I
8.

N3o sabe informar

30. Existe alguém da familia ou do
convivio que faz tratamento
prolongado para TB?

1. Sim

2. Nao I:I

3. Sim -ndo sabe informar a doenga

8. Nao sabe informar

31. Raca/Cor
1. Branca
2. Preta I:I
3. Parda
4.  Amarela
5. Indigena

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

30. Existe algum caso de tuberculose na familia ou

em pessoa de convivio?

1. Sim
2. Nao
8.  Naio sabe informar

31. Caso sim, ha quanto tempo?

1. Sim
2. Nao
8.

[]

9. Inaplicavel

Caso a resposta seja Ndo, seguir para 39

32. O caso foi confirmado?

Naio sabe informar

Caso a resposta seja Néo, pular para 34

33. O caso foi confirmado por baciloscopia e/ou

cultura?
1. Sim
2. Nao
8. Nio sabe informar

9. Inaplicavel

34. Qual o grau de parentesco?

Tio (a) I:I

1. Mae 5.
I:I 2. Pai 6. Primo (a)
3. Irmai (o) 7. Outro
4.  Avo (0) 8. Naio sabe informar
9. Inaplicéavel
Outro:

35. Periodo de duracéio do contato:

1. <3 meses
2. 3 meses a2 anos
3. +que 2 anos

8. Nao sabe informar
9. Inaplicavel

36. Qual o tipo de contato?

1. Intradomiciliar continuo (5 a 7 dias/semana, > 6h/dia)
2. Intradomiciliar intermitente (5 a 7 dias/semana, < 6h/dia)

I:I 3. Esporadico (entre 2 a 4 dias/semana)

8. Niao sabe informar
9. Inaplicéavel

[ ]

37. Em relacio ao tratamento para TB o contato:

Foi tratado totalmente
Esta em tratamento

Nao tratado

Interrompeu o tratamento
Nao sabe informar

. Inaplicavel

O 0B WN =

Caso nio tenha havido interrupcio, seguir para 39.

9. Inaplicavel

38. Qual o motivo da interrupciao:

1. Intolerancia ao medicamento
2. Falta de medicamento

3. Abandono do tratamento
I:I 4. Outro motivo
8. Nao sabe informar
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ANTECEDENTES DO PACIENTE

39. Ja teve alguma doenca?
1.  Sim

2. Nio [ ]

8. Naio sabe informar

Caso a resposta seja Nio, seguir para 41

40. Qual doenca?
1. Asma 6. Fibrose Cistica
Pneumonia 7. HIV/AIDS I:I
Bronquite 8. Cancer
Tuberculose 9. Néo sabe
Diabetes 10. Outro:

Wb

41. Tem cicatriz de BCG? (vista pelo entrevistador
no brago direito ou através de cartio)

I. Sim

2. Nio [ ]

8. Nao verificado

43. Fez PPD anterior?
1. Sim

2. Nio [ ]

8. Nao sabe
Data de realizagdo: ~ /  / (V€ no cartdo)
Caso nio tenha feito, seguir para 45.

44. Resultado do PPD:

1. Nao reator (0-4mm) 4. Reator muito forte (>15mm)
2. Reator fraco (5-9mm) 8. Nao sabe informar
3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel I:I

45. Toma algum medicamento atualmente?

1. Sim
2. Nio I:I

46. Ja fez TTO para tuberculose?

1. Sim
2. Nio I:I

8. Nao sabe

2. Nao I:I Outros

Qual: Qual:
Caso sim, quanto tempo?
Caso sim, numero de TTO anteriores:
CARACTERISTICAS CLINICAS (referidos pelo Informante)
47. Ha quanto tempo o paciente estd | 48. Tem febre? 49. Perda de peso?
doente?
1. Sim 1. Sim
meses dias 2. Nao I:I 2. Nao I:I
8. Nao sabe 8. Nao sabe
Caso sim, ha quanto tempo:
50. Tem tosse? 51. Tipo de tosse: 52. Tem falta de apetite?
1. Sim 1. Seca 1. Sim
2. Nio [ ] 2. Produtiva ] 2. Nio [ ]
8. Nao sabe 3.  Hemoptise 8. Nao sabe
Caso sim, ha quanto tempo: 9. Inaplicavel
56. Tem fraqueza muscular? 57. Apresenta falta de ar desde que 58. Tem dor nas juntas?
1. Sim ficou doente? 1. Sim
2. Niéo 1. Sim 2. Nio
8. Nao sabe I:I 2. Nio |:| 8. Nao sabe I:I
8. Nio sabe Caso ndo, seguir para 60.
59. Qual o local? 60. Apresenta dor na barriga? 61. Notou aumento da barriga?
1. Joelho 1. Sim 1. Sim
2. Cotovelo I:I 2. Nao I:I 2. Nao I:I
3. Punho 8. Nao sabe 8. Nao sabe
4. Coluna
62. Notou linfonodo (Iindria ou 63. Local do linfonodo: 64. Apresenta suor noturno?
ingua) aumentado? I, Pescoco I:I 1. Sim
. 2. Axila 2. Nao I:I
L. Sim 3. Regido inguinal (virilha) 8. Nio sabe
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INVESTIGACAO CLINICA (preenchida pelo médico acompanhante)

Médico Responsavel:

Fone:

65. Peso 66. Estatura
Kg m
1. Sim 2. Nao 8.Nio investigado
68. Palidez 69. Adinamia 70. Toxemia 71. Desnutriciao

[]

[]

[]

[]

72. Linfadenomegalia Cervical:

73. Linfadenomegalia Axilar:

1. Sim 1. Sim
2. Nao I:I 2. Nao I:I
8. Nao investigado 8. Nao investigado
74. Linfadenomegalia Inguinal: 75. Linfadenomegalia em outro local: |76. Apresenta micropoliadenomegalia
generalizada?
. . 1. Sim [ ]
. Sim [] I Sim [ ] 2. Nio
2. Nao 2. Nao 8. Nao investigado
8. Nao investigado 8. Nao investigado ’ &
77. Presenca de sinais
inflamatorios:
1. Sim
2. Nio [ ]
8. Nao investigado
9. Inaplicével
1. Sim 2. Nao 8. Nio investigado
81. Taquipnéia 82. Eupnéico 83. Dispnéia 84. Cianose 85. BAN

[]

[]

[ ] [ ]

Ausculta (83 a0 89) 1.

Sim 2.Nao 8. Nao investigado

83. MV Normal

[]

84. MV diminuido

[]

85. MV ausente

[]

86. Roncos

[]

87. Crepitaciao

[]

88. Sibilancia

[]

89. Broncofonia

[]

90. Aparelho cardiaco:

[]

Caso seja Normal, seguir para 94

1. Normal
2. Alterado

Tipo de alteraciio: 92. Arritmia:

Sopro:
1. Sim 1. Sim
2. Nao I:I 2. Nao

8. Ndo investigado

[]

8. Ndo investigado

93. Outros:

1. Sim I:I

2. Ndo
8. Nao Investigado

94. Abdome:

1. Normal

2. Hepatomegalia
3. Ascite

[]

4. Esplenomegalia
5. Hepatoesplenomegalia
6. Outros

95. Sistema Nervoso:

[]

1. Normal
2. Alterado
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96. Se alterado, especifique:

97. Sist. Misculo-esquelético:
1. Normal
2. Alterado

Caso seja Normal, seguir para 104

98. Localizacao da(s) articulacao(oes)
acometida(s):

Tipo de alteracgio: 100. Calor:
99. Edema:

1. Sim 1. Sim

2. Nao I:I 2. Nao

1. Sim
2. Nao

1. Sim

2. Nao

101. Dor: 102. Rubor: 103. Deformidades:

I:I 1. Sim I:I

2. Nao

EXAMES LABORATORIAIS (preenchido pelo médico pesquisador)

104. Realizou hemograma?

1.Sim 8. Nio sabe informar
2.Nao 9. Inaplicavel I:I

Data: / /

105. Resultado da Hemoglobina

LTI @a

106. Alteracio do leucograma

1. Sim
2. Niao
3. Nao sabe

Caso a resposta seja Nao, seguir para 110

107. Caso sim: 109. Valor do VSH

[T ] mm

1. Caracteristicas de Infeccio

viral

2. Caracteristicas de infcec¢ao
bacteriana

3. Nao sabe

110. Realizou Raio X de Térax na admissio?

1. Sim
2. Nao
8.  Nio sabe informar I:I

Data: / /

Caso a resposta seja Ndo, seguir para 112

111. Resultado do Raio X de
admissao:

1. Normal 2. Alterado

[]

- Se alterado:

8

[]

. Padrdo ndo sugestivo de TB
. Forma Pneumoénica
. Forma Pneumoganglionar

Forma Pleuropulmonar

. Forma Miliar
. Forma Ganglionar
. Inaplicavel

Nao sabe informar

112. Realizou Raio X de torax de controle?
1. Sim

2. Nao
8.  Nao sabe informar I:I

Data: / /

Caso a resposta seja Ndo, seguir para 114

113. Resultado do Raio X de controle:

Normalizou
Houve melhora
Houve piora

Nio sabe informar
Inaplicavel

00w

[]

114. Realizou Tomografia de térax?

1. Sim
2. Nao
8. Nio sabe informar I:I

Data: / /
Caso a resposta seja Néo, seguir para 116

115. Resultado da Tomografia de térax:

Normal

Alterado sugestivo
Alterado inespecifico
Nao sabe informar
Inaplicavel

00w =

[]

116. Realizou PPD para pesquisa?
1. Sim
2. Nao
8. Nao sabe informar I:I

Data: / /
Caso a resposta seja Ndo, seguir para 118

117. Resultado do PPD:

1. Nao reator (0-4mm) 4. Reator muito forte (>15mm)
2. Reator fraco (5-9mm) 8. Nao sabe informar
3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel
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121. Realizou Baciloscopia?

1. Sim
2. Nao

[]

Data: / /

Caso a resposta seja Nao, seguir para 124

122. Resultado da baciloscopia:

1. Positiva
2. Negativa
9. Inaplicavel

[]

Cruzes

123. Material da baciloscopia:
1. Escarro

2. Lavado gastrico
3. Liquor

4. Biopsia

5. Outro material
9. Inaplicavel
Outro

[]

124. Realizou Cultura em meio
Lowestein-Jensen?

1. Sim
2. Nao

[]

Data: / /

Caso a resposta seja Nao, seguir para 130.

125. Resultado da Cultura:

1. Positiva
2.  Negativa
9. Inaplicavel

[]

126. Material da Cultura:
1. Escarro

2. Sangue

3. Urina

4. Lavado gastrico
5. Liquor

6. Biopsia

7. Outro material
9. Inaplicavel
Outro

136. Diagnostico inicial
1. TB infeccdo

2. TBdoenga
3. TB suspeita
4. Nao¢TB

137. Data da netificacgao:

Data: / /

Profissional que notificou:

Se Extra pulmonar:

1. Ganglionar Periférica
2. Ganglionar Pulmonar
3. Meningoencefalica
4. Miliar
5. Ossea

138. Diagnostico Final
1. TB infecgdo

TB doenga

2.
3. TB suspeita
4. NaoéTB

139. Forma de TB

1. Pulmonar

2. Extra pulmonar

6. Pleural
7. Outra
8. Inaplicavel

140. Tratamento realizado:

1. Profilaxia primaria (INH por 3 meses)
2. Profilaxia secundaria (INH por 6 meses)

3. Esquema I (INH + RMP por 6 meses e PZA por 2 meses) - /

Tradicional

4. Esquema IR (INH + RMP + BEM por 6 meses e PZA por 2 meses)
5. Esquema II (INH + RMP por 9 meses e PZA por 2 meses)
6. Esquema III (SM + PZA por 3 meses e ETH + EM por 12 meses)

9. Inaplicavel

141. Data do inicio do tratamento:

142. Tempo entre o inicio dos sintomas e o diagndstico de TB:

1. <1 més

2.1 -3 meses

3. >3 meses

4. Nio investigado

1. <1 més
2.1 -3 meses
3. >3 meses

143. Tempo entre o diagnéstico de TB e inicio do
tratamento especifico:

4. Nao investigado

EVOLUCAO

144- Resposta ao tratamento especifico (feita pelo médico acompanhante)

1.  Melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento (Resposta ao tratamento)
2. Nao houve melhora clinica evidente apos 30 dias de inicio do tratamento (N&o houve resposta ao tratamento)

9. Inaplicavel

Entrevistador:

Assinatura:




111

145. Realizou Nested-PCR pré-
tratamento?

I si
2 Nio L]

Data: / /

146. Resultado

1. Positivo
2. Negativo
9. Naio se aplica

147. Amostra biologica:

I.D Sangue total 6.|:| Liq. Pleural

2. Soro 7.[] Biépsia de ganglio
3.|:| Células brancas 8] ] Urina
4[] Escarro 9.[] Outros

5[] Lav. Gastrico 99] ] Nao se aplica

148. Realizou Nested-PCR
Unico Tubo pré-tratamento?

I Si
2 Nao ]

Data: / /

149. Resultado

1. Positivo
2. Negativo
9. Naio se aplica

150. Amostra bioldgica:

1.0 Sangue total 6.1 Liq. Pleural

2. Soro 7.1 Biopsia de ganglio
3.[] Células brancas 8.|:| Urina

4[] Escarro 9.[] Outros

5[] Lav. Gastrico 99["] Nao se aplica

151. Realizou PCR
colorimétrica pré-tratamento?

I si
2 Nio L]

Data: / /

152. Resultado
1. Positivo
2. Negativo

9. Naéo se aplica

153. Amostra biologica:

I.D Sangue total 6.|:| Liq. Pleural

2.1 Soro 7.0 Biopsia de ganglio
3.L] Células brancas 8. ] Urina

4[] Escarro 9.[] Outros

5[] Lav. Gastrico 99] ] Nao se aplica

154. Realizou RT-PCR pré-
tratamento?

1. Sim
2. Nléo I:I

Data: / /

155. Resultado
1. Positivo
2. Negativo

9. Naio se aplica

156. Amostra biologica:

I.D Sangue total 6.|:| Liq. Pleural

2.1 Soro 7.1 Biopsia de ganglio
3.|:| Células brancas 8] ] Urina
4[] Escarro 9.[] Outros

5[] Lav. Gastrico 99["] Nao se aplica

Responsavel pelo preenchimento da ficha:

Responsavel pelos exames moleculares:




Q ANEXO B
112

)

FIOCRUZ

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

PACIENTE: IDADE:
HOSPITAL: Prontuario:
ENDERECO DO PACIENTE: Ne:
BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O GRUPO DE ESTUDO

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a), da pesquisa - “DETECCAO DO
Mpycobacterium tuberculosis EM AMOSTRAS DE SANGUE E URINA ATRAVES DA NESTED-PCR EM UNICO
TUBO (SINGLE NESTED-PCR — STNPCR)”, apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nio sera penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: “DETECCAO DO Mjycobacterium tuberculosis EM AMOSTRAS DE SANGUE E URINA
ATRAVES DA NESTED-PCR EM UNICO TUBO (SINGLE NESTED-PCR — STNPCR)”

Pesquisador (a) Responsavel: Juliana Figueirédo da Costa Lima

Telefones para contato: (81)2101-2560 ou 2101-2569

Pesquisadores Participantes: Lilian Maria Lapa Montenegro, Haiana Charifker Schindler.

Objetivo da pesquisa: O objetivo da nossa pesquisa ¢ desenvolver um método molecular para o diagndstico de
tuberculose paucibacilar.

Procedimentos do estudo: Quando o Sr(a) for atendido pelo médico(a) assistente do hospital, o (a) Sr(a) respondera
a um questionario onde irdo constar: nome, enderego, telefone para contato, caracteristica do domicilio, escolaridade,
queixas principais e tempo de duracido, se esta tomando algum remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual.
O preenchimento do questionario sera feito por um estudante de medicina.

O Sr(a) serd acompanhado por uma equipe multidisciplinar envolvendo o médico responsavel com
experiéncia reconhecida no manejo da tuberculose, enfermeiras e técnicos que coletardo outros exames necessarios e
seguirdo os procedimentos adequados ¢ de rotina do hospital para cada caso. O acompanhamento ¢ tratamento do
paciente serdo feitos pelo médico assistente do servigo, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou
nao de Tuberculose. Caso for diagnosticada a doenca sera utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com
rifampicina, isoniazida e pirazinamida para o tratamento e¢ se necessario, um esquema de segunda escolha sera
oferecido em casos selecionados. Todo o medicamento sera doado pelo hospital.

Para a nossa pesquisa coletaremos 5ml de sangue (equivalente a meia colher de sopa), 30ml de urinae de 1 a
Sml de escarro (quando o paciente conseguir escarrar), onde serdo encaminhadas ao laboratério de
Imunoepidemiologia do departamento de Imunologia do CPqAM para ser submetida a técnica de PCR por
profissionais capacitados. Os resultados de todos os exames sero encaminhados ao médico responsavel pelo
atendimento. As amostras serdo congeladas e armazenadas para uso futuro, caso seja necessario.

Riscos e Beneficios: O Sr(a) ndo sera submetido a qualquer desconforto adicional e os riscos que uma coleta
sangiiinea envolve serdo minimizados seguindo-se as normas de biosseguranca. Eventualmente pode haver formagéo
de edema no local da coleta ou um pouco de dor no momento da introdu¢do da agulha para coleta do sangue.
Seguiremos a rotina estabelecida pelo profissional de saude, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste
estudo sera contribuir para o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, especificas, rapidas e menos dolorosas que
possam ser adequadas a realidade do nosso sistema publico de satde, e a padronizacdo de critérios mais eficazes que
irdo beneficiar o diagnostico precoce da tuberculose paucibacilar.

Custo/Reembolso para o paciente: Nao haverd nenhum gasto com sua participagdo. As consultas, exames,
tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé também nao
recebera nenhum pagamento com a sua participagao.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 21012500 - Fax:
0XX81 4531911 - CEP: 50670-420 Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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Centro de Pesquisas —
AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude
Armazenamento das amostras clinicas: Serdo guardadas no laboratério de imunoepidemiologia do CPqAM amostras
dos liquidos coletados para que possamos repetir o exame de PCR, caso seja necessario. O Sr (a) podera entrar em
contato com o responsavel pela amostra no endereco abaixo:

FIOCRUZ

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ

Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia

Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569

Contato: Lilian Maria Lapa Montenegro, Dra. Haiana Charifker Schindler, Juliana Figueirédo da Costa Lima.

CONSENTIMENTO

Eu, R
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter sido pressionado ou
constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer
momento e de que as informagdes colhidas serdio mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser
apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja divulgado o nome do paciente.

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 21012500 - Fax:
0XX81 4531911 - CEP: 50670-420 Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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FIOCRUZ

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

PACIENTE: IDADE:
HOSPITAL: Prontuario:
ENDERECO DO PACIENTE: Ne:
BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA INDIVIDUOS SEM SUSPEITA
DE TUBERCULOSE

O Sr(a) estd sendo convidado(a) a participar como voluntario(a), da pesquisa — “DETECCAO DO
Mycobacterium tuberculosis EM AMOSTRAS DE SANGUE E URINA ATRAVES DA NESTED-PCR EM UNICO
TUBO (SINGLE NESTED-PCR — STNPCR)”, apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assinar ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto de Pesquisa: “DETECCAO DO Mycobacterium tuberculosis EM AMOSTRAS DE SANGUE E
URINA ATRAVES DA NESTED-PCR EM UNICO TUBO (SINGLE NESTED-PCR — STNPCR)”.

Pesquisadora Responsavel: Juliana Figueirédo da Costa Lima

Telefones para contato: (81)2101-2560 ou 2101-2569

Pesquisadores Participantes: Lilian Maria Lapa Montenegro, Haiana Charifker Schindler.

Objetivos: O objetivo da nossa pesquisa ¢ desenvolver um método molecular para o diagnostico de tuberculose
paucibacilar.

Procedimentos do estudo: Como toda pesquisa cientifica ¢ necessario um grupo de individuos que ndo esteja
infectado. Quando o Sr(a) for atendido pelo médico(a) assistente do hospital, vocé respondera a um questionario onde
irdo constar: nome, endereco, telefone para contato, caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas principais e
tempo de duragdo, se estd tomando algum remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O preenchimento
do questionario sera feito por um estudante de medicina.

O Sr(a) sera acompanhado por uma equipe multidisciplinar envolvendo os médico responsaveis pela
Instituicdo com experiéncia reconhecida no manejo da tuberculose em adultos, enfermeiras e técnicos que coletardo
outros exames necessarios € seguirdo os procedimentos adequados e de rotina do hospital para cada caso. O
acompanhamento e tratamento serdo feitos pelo médico assistente do servico que € responsavel por todos os leitos,
cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou ndo de Tuberculose. Caso for diagnosticada a doenga
sera utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com rifampicina, isoniazida e pirazinamida para o
tratamento e se necessario, um esquema de segunda escolha sera oferecido em casos selecionados. Todo o
medicamento serd doado pelo hospital.

Para a nossa pesquisa coletaremos 5ml de sangue (equivalente a meia colher de sopa), 30ml de urinae de 1 a
Sml de escarro (quando o paciente conseguir escarrar), que serdo encaminhadas ao Laboratério de
Imunoepidemiologia do Departamento de Imunologia do CPqAM/FIOCRUZ para ser submetida a técnica de PCR por
profissionais capacitados. Os resultados de todos os exames sero encaminhados ao médico responsavel pelo
atendimento. As amostras serdo congeladas e armazenadas para uso futuro, caso seja necessario.

Riscos e Beneficios: O Sr(a) ndo serd submetido a qualquer desconforto adicional e os riscos que uma coleta
sangiiinea envolve serdo minimizados seguindo-se as normas de biosseguranca. Eventualmente pode haver formagao
de edema no local da coleta ou um pouco de dor no momento da introdu¢do da agulha para coleta do sangue.
Seguiremos a rotina estabelecida pelo profissional de saude, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste
estudo sera contribuir para o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, especificas, rapidas e menos dolorosas que
possam ser adequadas a realidade do nosso sistema publico de satde, e a padronizacdo de critérios mais eficazes que
irdo beneficiar o diagnostico precoce da tuberculose paucibacilar.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 21012500 - Fax:
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Custo/Reembolso para o paciente: Nao haverd nenhum gasto com sua participagdo. As consultas, exames,
tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranga com o que sera realizado. Vocé também nao
receberd nenhum pagamento com a sua participagao.

Armazenamento das amostras clinicas: Serdo guardadas no laboratério de imunoepidemiologia do CPqAM amostras
dos liquidos coletados para que possamos repetir o exame de PCR, caso seja necessario. O Sr (a) podera entrar em
contato com o responsavel pela amostra no endereco abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ

Laboratoério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia

Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569

Contato: Lilian Maria Lapa Montenegro, Dra. Haiana Charifker Schindler, Juliana Figueirédo da Costa Lima.

CONSENTIMENTO

Eu, ,
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter sido pressionado ou
constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer
momento e de que as informagdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser
apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja divulgado o nome do paciente.

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 21012500 - Fax:
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em Pesquisa
Titulo do Projeto: Deteccdo do Mycobacterium tuberculosis em amostras de

sangue e urina através de STNPCR

Pesquisador responsavel: Juliana Figueiredo da Costa Lima
Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPGQAM/NESC
Data de apresentacdo ao CEP: 22/10/2008

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 135/08

Registro no CAAE: 0133.0.095.000-08

PARECER N° 134/2008

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodoldgicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto estd aprovado para ser realizado em sua ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 23 de dezembro de 2011.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatorio e
atualizagao do projeto.

Recife, 23 de deflembro de 2008.

Observacio:
Anexos:
o Orientacdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 23/12/2009.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 (‘:
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2630 e
Recife - PE - Brasil AGGEU FIOCRUZ

comitedeetica@cpaam.fiocruz.br MAGALHAES Ministéric da Sauda




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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