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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagioaasada pelo bacildlycobacterium
tuberculosise que permanece como um importante problema dake qaiblica mundial, sendo a
TB pulmonar a forma mais comum de apresentacdo o#gacd. O diagnostico precoce e
tratamento adequado sdo essenciais para a efad@eiprogramas publicos de controle da TB.
Novos metodologias mais rapidas, sensiveis e dg@sci como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), vem sendo propostas no diagndgticdoenca. O objetivo desse estudo foi
avaliar o desempenho de duas PCR, a PCR em te@p@PECR) e a Nested PCR em unico tubo
(STNPCR), em diferentes amostras biolégicas, ngndistico da tuberculose pulmonar, além de
compara-las com as metodologias convencionais|@saopia e cultura) e entre si. Para isso
foram analisados 125 pacientes que tiveram amod&rasngue (125 amostras de plasma e 116
amostras de PBMC), urina (n=125) e escarro (n=t?¥tadas, totalizando a analise de 491
amostras biolégicas. Amostras de escarro e urianfalescontaminadas pelo método de Petroff
NAOH 4% modificado e semeadas em meio de culturaebdtein-Jensen (LJ), enquanto as
amostras de sangue eram separadas em plasma e PBBECprocessamento, deu-se a extracao
de DNA através do kit comercial da Qiagen segu@ardplificacdo pelas duas metodologias de
PCR. Para andlise estatistica calculou-se a skusil#, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo e indice kappa das técnicaSTNPCR apresentou, em amostras de sangue,
sensibilidade de 26,3% e especificidade de 97,/ aBmostras de urina observou-se uma S =
7,9% e E = 98,9% e em escarro S = 21,1% e E = 98Q%ndo analisadas as asmotras em
paralelo, a sensibilidade da STNPCR foi igual &%4enquanto sua especificidade foi 97,7%. Ja
a gPCR, em amostras de sangue, obteve sensibiligiaalea 26,3% e especificidade de 95,4%.
Em amostras de urina a sensibilidade obtida fal%7 a especificidade 79,3% e, em escarro, S
= 36,8% e E = 95,4%. Quando analisada em paradesnsibilidade da gPCR foi 65,8% e a
especificidade foi 79,3%. A baciloscopia de escapresentou sensibilidade de 41,7% e
especificidade de 100%, enquanto as culturas ena @iescarro apresentaram sensibilidade e
especificidade, respectivamente, de 10,5% e 100860,%% e 96,6%. Pode-se concluir que a
gPCR apresentou melhor desempenho quando compara@&@NPCR e também bom
desempenho quando comparada as metodologias cama&sce que quando analisa-se mais de
um tipo de amostras bioldgica, a eficacia das ¢ésnié aumentada. Espera-se que com a
utilizacdo dessa técnica molecular, seja possiwatlhor elucidacdo dos casos de TB pulmonar,
promovendo maior taxa de tratamento dos pacientesner risco de transmissao da doenca.

Palavras-chave:Tuberculose pulmonar, PCR, diagndstico
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caugeilycobacterium tuberculosihat remains as
an important public health problem worldwide, pulmaoy TB is the most common form of the
disease presentation. Early diagnosis and treatarenessential to the effectiveness of public
programs to control TB. New, faster, sensitive apécific methods as the polymerase chain
reaction (PCR) are being proposals as diagnosishtordisease. The aim of this study was to
evaluate two PCR performance, real-time PCR (qP®id)single tube nested PCR (STNPCR) in
different biological samples in the diagnosis ofnpanary tuberculosis, and compare them with
the conventional methodologies (smear and cultarg between themselves. To this was
analyzed 125 patients who had blood samples (128n@ samples and 116 PBMC samples),
urine (n=125) and sputum (n=125) collected, analyz#91 biological samples. Urine and
sputum samples were processed by Petroff NAOH 4%lifrad method and cultured in
Lowenstein-Jensen (LJ) médium, while blood samplee divided in plasma and PBMC. After
processing, DNA was extracted by commercial kitrfrQiagen following by amplificaion using
the two PCR methodologies. For statistical analyisisvas calculated sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values and kapmex. The STNPCR presented in blood
samples, sensitivity 26.3 and specificity of 97.78.PBMC sensitivity was 13.5% and the
specificity was 98.7%. In urine samples there w&e & 7.9% Sp = 98.9% and in sputum and Se
= 21.1% and Sp = 98.9%. When analyzed samplesrallg@a the sensitivity of STNPCR was
equal to 44.7%, while its specificity was 97.7%. \WhgPCR in blood samples obtained
sensitivity of 26.3% and specificity of 95.4%. Imeturine samples was observed sensitivity and
specificity of 47.4% and 79.3%, sputum, Se = 36a8% Sp = 95.4%. When analyzed in parallel,
the gPCR sensitivity was 65.8% and the specifieidg 79.3%. Sputum smear microscopy had a
sensitivity of 41.7% and specificity of 100%, whilene and sputum cultures showed sensitivity
and specificity, respectively, 10,5% and 100% afd% and 96.6%. It can be concluded that
gPCR had a better performance when compared to SRN\#&hd also good performance when
compared to conventional methods, and that whetyang more than one type of biological
samples, the effectiveness of the techniques ieased. It is expected that the use of such
molecular technique helps the elucidation of theesadf pulmonary TB, providing greater rate of
treatment and reducing risk of disease transmission

Key words: Pulmonary tuberculosis, PCR, diagnosis
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1INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecto-contagioaasada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosigue afeta tipicamente os pulmdes, mas pode atingir
qualquer o6rgdo do corpo causando a tuberculoseapetnonar. Essa patologia
permanece como uma das infecgcdes mais devastaglaagplamente difundidas no
mundo, sendo considerada um dos mais importantddepnas de saude publica. Em
2013, estimou-se que 9 milhdes de pessoas desemumi\tuberculose no mundo e 1,5
milhdo dos pacientes foram a 6bito. Foram estimd80s000 novos casos multidrogas
resistentes (MDR-TB), com aproximadamente 210.000rtem, no mesmo ano
(ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

No Brasil, a TB é uma das principais causas de imarbalidade, ocupando o
16° lugar entre os 22 paises responsaveis por &btal de casos no mundo. O pais
notificou 71.123 novos casos de TB em 2G86hdo que 85,7% apresentaram a forma
clinica pulmonar e, destes, 65,2% eram bacilifd@sstado de Pernambuco registrou,
em 2012, 4.397 casos, sendo o0 4° estado do Bmasil maior taxa de incidéncia
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2013; BRASIL, 2014; ORGAKACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

O diagnostico precoce e tratamento adequado s&oa@ais para a eficacia dos
programas publicos de controle da doencga, os tuaicam curar os doentes e evitar a
transmissao da doenca. O tratamento inadequadm@o-aderéncia pelo paciente, quer
seja por abandono ou efeitos adversos a medicaéaoimportantes fatores de risco
para o desenvolvimento da resisténcia na tubereudém de que o tempo durante o
qual a cadeia de transmissibilidade é mantida teto apontado como um dos
principais fatores da perpetuacdo da doenca (DUGATI., 2006; HUF; KRITSKI,
2012).

Os meétodos diagnésticos confirmatérios envolvem amprovacao
bacteriologica, ou seja, a identificacdo do baatl@vés da baciloscopia ou cultura. A
baciloscopia necessita de 5.000 a 10.000 baciloslenamostra para que o resultado
seja positivo, por isso, é capaz de detectar adbeawi apenas 50 a 60% dos casos de TB
pulmonar. Além disso, um exame micobacterioldgigetd positivo ndo diferencia a
espécie de bacilo alcool-acido resistente (BAARMmpermite distinguir bacilos vivos
de bacilos mortos. A cultura, apesar de ter me#femsibilidade, apresenta resultados
demorados, que podem ser obtidos de 6 a 8 semBBAN O et al., 2011; GUERRA;
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REGO; CONDE, 2008). Essas dificuldades para ideatifa doenca levam a
necessidade de se buscar novos métodos diagnostiass rapidos, sensiveis e
especificos. Nesse contexto, surgiram os testeangsificacdo de acidos nucleicos
(TAAN), dos quais 0 mais comumente usado € a reagdocadeia da polimerase
(PCR). A sensibilidade e a especificidade dessstegetém sidoextensivamente
estudadas e o uso de testes moleculares para oosi@mg da tuberculose e da
tuberculose multidroga resistente vem aumentanda zaz mais (BENTO et al., 2011,
ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2013).

O conhecimento da biologia molecular aumentouuti@®os anos e permitiu o
avanco e aplicacdo de técnicas como sequenciangienticido desoxirribonucleico
(DNA), PCR e clonagem molecular. A PCR é a ampglfdo enzimética de uma
sequéncia especifica de DNA, visando a proliferagéomilhdes de cépias dessa
sequéncia em um tubo de ensaio (FARAH, 2007; WUWAKI3, 2006). Essa técnica é
um meétodo sensivel para a deteccdo de DNA de nutdims diretamente de
espécimes clinicas (LIMA et al., 2009). A PCR emmpe real (QPCR) € uma técnica
inovadora, capaz de promover a quantificacdo aauead monitoramento em tempo
real do produto amplificado (LI et al., 2010; MIDWA et al., 2009). E uma
metodologia que permite a quantificacdo dos praddeamplificacdo génica em todas
as fases de uma reacdo de PCR. Durante a qPCRmulacdeampliconsé detectado
em "tempo real", para cada ciclo da reacao, poo m&iexcitacdo de fluorocromos que
marcam sondas sequéncia-especifica poumers usados na reacdo. As maiores
vantagens da PCR em tempo real em relacdo a PGRremonal sdo a rapidez, maior
precisdo, reprodutibilidade e acurécia, além de msnor risco de contaminacao
(NOVAIS; ALVES-PIRES; SILVA, 2004).

A reamplificacdo de produtos de PCR com um segpadale oligonucleotideos
que se ligam internamente ao local de anelamentruhoeiro par, deu origem a
Nested-PCR. A Nested-PCR em unico tubo ou Sindle tdested-PCR (STNPCR) é
uma variante da PCR que além mais rapida do qu&ascas de Nested-PCR
convencionais, possui menor possibilidade de cantgéo, pois as duas reacfes de
PCR ocorrem seguidamente, ou seja, os produtosifenagbbs na primeira reacéo
servem de molde para a segunda, sem haver abeemwraroca de tubos ou adicdo de
novos reagentes (ABATH; WERKHAUSER; MELO, 2002). Amiores vantagens da

STNPCR em relacdo a PCR convencional sdo a rapie@ndutibilidade e um menor
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risco de contaminacao. Portanto, a STNPCR enqussden um tipo de diagnostico
rapido, com possibilidade de maior sensibilidagspecificidade (LIMA, 2009).

Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliaesetinpenho das duas técnicas
moleculares, a STNPCR e a qPCR, na deteccablydmbacterium tuberculosiem
diferentes amostras biolégicas provenientes deepses com suspeita de TB pulmonar,
comparando seus desempenhos com as metodologigsencamais (baciloscopia e

cultura) e entre si.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

2.1 HISTORICO

A tuberculose humana (TB) é uma doenca infectogioga causada pelo
Mycobacterium tuberculosigjue surgiu ha mais de 15000 anos. A TB foi respaisa
por milhdes de mortes no passado, quando ndo heateEmento para 0s pacientes
infectados (CAMPOS, 2006; DUCATI et al., 2006). Apeda cura da doenca ter sido
descoberta ha mais de 50 anos, ela continua ursaogacas infecciosas mais mortais
do mundo (ARNOLD, 2006).

A tuberculose pulmonar é conhecida desde o de teahepblipGcrates como
“tisica” (DUCATI et al., 2006). De épocas passadissde a Antiguidade, a maior
informacédo sobre as vitimas de tuberculose € valalis camadas sociais mais
favorecidas economicamente, aos farads e altogdsaes. Esqueletos com lesbes
O0sseas compativeis com a tuberculose tém sido #ados em varias regides, sendo o
mais antigo de cerca de 5000 a.C. A primeira ewidémais segura de tuberculose
constatou-se em 44 mumias bem preservadas, datien8300 a 1000 a.C. todas em
Tebas. A primeira mumia plebeia com tuberculose identificada no Peru, com
técnicas de biologia molecular, através da ideatifio da sequéncia de insercdo
IS6110. Estima-se que essa mumia tenha vivido @ 410. (ROSEMBERG, 1999).

A especulacdo da natureza infecciosa da TB foizasd pelo médico inglés
Benjamin Marten, em 1722. Em 1865, Jean-AntoindeWiin havia demonstrado
formalmente que a TB era uma doenga contagiosegdepndo seus experimentos em
coelhos, entretanto seus achados foram ignoradosnpibo tempo (DUCATI et al.,
2006). O bacilo causador da doenca foi isoladdRmdrert Koch, bacteriologista aleméo
em 1882, sendo, por isso, também chamado de bdeildoch (BK), em sua
homenagem. Em 1890, Koch introduziu a tuberculimaa solu¢cdo contendo produtos
do bacilo, como uma possivel ferramenta para caréubderculose, provocando uma
revolucdo mundial. Entretanto ela viria a ser usamao um indicador de exposicao
prévia ao bacilo (hoje conhecido como teste tubigico ou teste de Mantoux). O
manejo efetivo da doenca ndo foi alcancado até aguantibidticos se tornassem
disponiveis, cerca de 70 anos depois (CAMPOS, 2MRBGSEMBERG, 1999;
SHAMPO; ROSENOW, 2009).

18
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Nos ultimos séculos tem se conhecido melhor asecepsdes da tuberculose nas
classes sociais mais alt&n contraposicao, das multidées populares queraaireom
a tuberculose, em condi¢gbes muitas vezes abaixtigdadade humana, quase nada foi
descrito. Entre o final do século 18 e inicio do 4®nteceu a revolugéo industrial na
Inglaterra, estendendo-se pela Europa, onde mattidiperarias concentraram-se nos
maiores centros urbanoEm meados do século 19, ocorreram em Paris grandes
reformas urbanas: um grande numero de trabalhadgmbsesconcentraram-se na
periferia nas piores condi¢des imaginaveis, enmgastimprovisados, para mais de 100
pessoad\essa situacao, 0s Obitos por tuberculose atingi&P6 da mortalidade geral.
Além disso, em toda a historia das conquistastdeis, das coloniza¢des, onde o
homem civilizado esteve presente, esteve também aocilob da tuberculose
(ROSEMBERG, 1999).

A tuberculose foi introduzida no Brasil pelos pgaases e missionarios
jesuitas, a partir do seu descobrimento, no arkb@6. Com a Reforma Carlos Chagas,
no final da década de 10, criou-se a InspetoriaPd#dilaxia da Tuberculose que
preconizava o diagnostico e tratamento dos casoRBdeem 1927, Arlindo de Assis
aplica pela primeira vez a vacina Bacilo de Calea&uérin (BCG) oral em recém-
nascidos. J4 em 1941, foi criado o Servico Nacia®alTuberculose (SNT) com a
funcéo de analisar os problemas relativos a tubesele ao desenvolvimento de meios
de acdo profilatica e assistencial. E 5 anos depuwtalou-se a Campanha Nacional
Contra a Tuberculose (CNCTA partir da década de 40, inicia uma mudanca
significativa na tendéncia da mortalidade por TB éetorréncia da utilizacdo dos
tuberculostéticos, enquanto na década de 60, comietwamente a utilizacdo de
esquemas terapéuticos padronizados (RUFFINO-NE2UQR).

Nos anos 80, com a disseminacdo da infeccdo prls da imunodeficiéncia
humana (HIV) e a deterioracdo dos programas deraientla TB, a doenca retorna
como importante questdo de saude publica nos pdéssnvolvidos da América do
Norte e Europa (BOLLELA et al., 1999). Além dissmtros importantes fatores que
contribuiram para o ressurgimento da doenca foransortos de tuberculose
multirresistente (MDR) e o fato de ser uma doenggligenciada em muitos lugares
(HIJJAR et al., 2005). Desde abril de 1993, a Omgap@o Mundial da Saude (OMS)
considera a tuberculose uma emergéncia global ireado medidas de controle da
doenca em todo o mundo. Nesses mais de 20 anog destbclaracdo da OMS

considerando a TB como emergéncia global de saiiloleca as taxas de mortalidade e
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incidéncia vém decaindo (BOLLELA et al., 1999; ORGBEZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2013).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A diminuicdo progressiva da incidéncia de tuberseldurante as primeiras oito
décadas do século passado alcangou subitamenteasaunivel no inicio da década de
1980. Quando a OMS decretou a TB em estado de énmagmundial, em 1993,
estava fundamentada pelos altos indices de incaléacmortalidade existentes,
principalmente em paises com piores condicfes somidmicas. A epidemia pelo HIV
favoreceu o aumento de novos casos de TB, causapaato no controle da doenca e
aumentando a frequéncia das formas graves, extnapales e disseminadas (HIJJAR
et al., 2005; WILDNER et al., 2011).

Em 2013, foram estimados 9 milhdes de novos casasletrculose no mundo,
sendo mais da metade dos casos (56%) proveniemtésial Sul-Oriental e do Pacifico
Ocidental, como pode-se observar na Figura 1. D&asnilhdes de mortes relatadas,
aproximadamente 1,1 milhdes foi em pacientes Hlgatigos e 400000 mortes em
pacientes HIV/TB. Cerca de 1,1 milhdo dos que dedearam TB em 2013 eram HIV-
positivos (13%). Foram estimados 480.000 novosscasdtidrogas resistentes (MDR-
TB), com aproximadamente 210.000 mortes por resi&té Das pessoas que foram
diagnosticadas com TB pela primeira vez (novos 9)as®,5 milhdes tinham TB
pulmonar e baciloscopia positiva, 1,9 milhdo TBnpohar e baciloscopia negativa e 0,8
milhdo TB extrapulmonar. O restante dos novos cadosealizaram baciloscopia ou o
tipo de TB foi desconhecido (KONEMAN et al., 20@RGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2014).
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Figura 1 —Taxas de incidéncia da TB no mundo, em 2013.

| Sem dados

Inaplicavel

Fonte: Organiza¢éo Mundial De Sa@#el14).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OkI®)2013, o Brasil
notificou 76.020 casos novos e de reinfeccao deséBdo 65405 da forma pulmonar da
doenca, com 70% de confirmacdo bacteriologica (ORBACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2014). No ano de 2012, o pais apresentou tawe de incidéncia de 35,4
casos por 100.000 habitantes e de mortalidade 3igdt, 100.000 habitantes. Nesse
mesmo ano, os estados do Amazonas, Rio de JanMaiceGrosso apresentaram as
maiores taxas de incidéncia do pais (70,6; 61,7086 Por 100.000 habitantes,
respectivamente). J& Pernambuco notificou 4.39051@asos, em 2012, ocupando o
guarto lugar em incidéncia, com taxa de 49,3 pOcQ@ habitantes. Neste mesmo ano,
Pernambuco registrou a segunda maior taxa de mdadel do pais, com 4,2 Gbitos para
cada 100 mil habitantes. A capital do estado, Reo#gistrou, também em 2012, 1.493
casos (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2013; PERNAMBUCO, 7).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO
As micobactérias sdo microrganismos que apreseritama bacilar com

dimensdes que variam de 0,2um a 0,6um de largifarea 10um de comprimento.
Sdo bacilos delgados, retos ou ligeiramente cungspmorficos, aerdbios ou
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microaerofilos, imoveis e incapazes de formar esparonideos ou capsulas. O tempo
de multiplicacdo € geralmente lento e apresentadgraariacao dentro do género, o0 que
permite dividi-las em micobactérias de crescimeamdo e lento. Elas pertencem ao
género Mycobacterium familia Mycobacteriaceaesub-ordem Corynebacteriaceae
ordem Actinomycetales. O complektycobacterium tuberculosi® composto pel¥.
tuberculosis,que causa a TB human®]. bovis M. bovis-Bacille Calmett-Guérin
(BCG), M. africanum M. caprae, M. microti, M. pinnipedie M canettii (CAMPQOS,
2006; WILDNER et al., 2011).

O Mycobacterium tuberculosieé o bacilo humano propriamente dito pois €
responsavel por 98% dos casos de tuberculbsem patégeno intracelular aerdbico
estrito que necessita de oxigénio para crescer ewdgéplicar. Por ser capaz de
sobreviver e de se multiplicar no interior de c@ufagocitarias, € considerado um
parasito intracelular facultativo, de virulénciariagel. Dentre as suas principais
propriedades bioldgicas destaca-se a capacidageodezir niacina, por ser a Unica
micobactéria que a sintetiza. O teste da nitradotese € positivo e tem atividade
catalasica inativando-se a 68°0Os estudos sobre seu genoma, composto por,
aproximadamente, 4.000 genes, vém trazendo luz fsos importantes de sua
patogenicidade. Cerca de 170 genes codificam fandBgproteinas envolvidas em sua
variagdo antigénica, enquanto aproximadamente 2@@0genes codificam enzimas
para o metabolismo de acidos graxos. E possivebsge especializacdo genética esteja
relacionada com a capacidade de o BK crescer midotedo hospedeiro, onde os
acidos graxos podem ser a principal fonte de carbdiguns dos genes identificados
vém sendo relacionados com determinadas caramasistla parede do bacilo e
parecem ser importantes no controle da laténcia eirdléncia do bacilo, através da
modulacdo de mecanismos que interferem na acao aboofago sobre ele. Outros
genes identificados seriam responsaveis pelo metatmda bactéria e pela codificacao
de proteinas, lipideos e carboidratos em sua paneddulando, assim, sua viruléncia
(CAMPOS, 2006; TARANTINO, 2008).

Elementos transponiveis, ou modveis, sdo comunsgeosmas de todas as
plantas e animais, assim como de bactérias, ormemthecidos como sequéncias de
insercdo (IS). Essas sequéncias tem a habilidadgetgar ao genoma num novo sitio
por um mecanismo de “cortar e colar”, onde o eléméngeralmente cortado de um
sitio e inserido em uma nova localizagdo no croomss Os elementos transponiveis

sdo as causas mais comuns de novas mutacOes, ensodivorganismos. Varios
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elementos repetitivos de DNA que contribuem pavaracéo genética de cepas foram
descobertas em. tuberculosisUm deles é justamente a sequéncia de insercad 056
gue contém 1350 pares de bases e esta exclusiwamantespécies do compleb
tuberculosisEstima-se que existam mais de 25 copias da seguéadnsercéo 1S6110
por genoma dd/. tuberculosiASSIS, et al., 2007; ARNOLD, 2006; WATSON et al,
2006). A exclusividade da presenca da sequénciblBE6m espécies do complekb
tuberculosis além da repeticdo da referida sequéncia em genge tem tornado esse
alvo o mais imensamente estudado e uma ferramergartante no diagndstico e
diferenciacdo de espécies e em estudos epideniodBROCCOLO et al., 2003;
COROS; DECONNO; DERBYSHIRE, 2008; HELLYER et al99b).

2.4 TRANSMISSAO E IMUNOPATOGENIA

A via de transmissao da tuberculose €, quase sempitatoria. Um individuo
doente, portador de lesdo pulmonar, pode, ao tosseo falar, eliminar uma carga
bacilar, no ambiente. As particulas contendo ofldsatgoticulas de Fliigge), ao serem
expostas ao vento e aos raios solares, sdo reasemadofrem evaporagdo e passam a
ter volume ainda menor (nucleos de Wells — ou m&ciefecciosos; com diametros de 2
a 10 micra de diametro e com 1 a 2 bacilos em s88p¢, passiveis de serem inaladas e
atingirem o pulméo das pessoas naquele ambientms\Vatores ambientais reduzem
as probabilidades das particulas infectantes sdr@tadas: as correntes de ar
dispersando as particulas no ambiente, a luz idteda (sol) e a radiacdo gama que
pode destruir os bacilos. Caso a inalacdo acontsses individuos passam a ser
chamados de infectados (CAMPOS, 2006; WILDNER, 2011

Quando oM. tuberculosispenetra pela primeira vez no organismo, se a carga
bacilar ndo for elevada, ele pode ser assintomaioainico testemunho da infeccao € a
viragem no teste tuberculinico (TARANTINO, 2008k Dm modo geral, estima-se que
10% dos infectados adoecerdo (CAMPOS, 2006). A @nfacgdo ocorre com mais
frequéncia na infancia, onde algumas criancas ierEm alguns sintomas
inespecificos e passageiros. Porém, se a cargarbfaci mais intensa, € comum uma
sintomatologia mais acentuada. ApOs a inalacagotisulas sédo levadas até a arvore
brénquica e atingem os alvéolos, onde os bacilimsaio o processo patoldgico da
doenca, caso consigam ultrapassar os mecanisnuefaka inespecificos do individuo

e multiplicar-se dentro do macréfago alveolar. Hé&auesposta inicial inespecifica da
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qual participam neutrofilos, macréfagos e linfosjt@wonstituindo o foco inicial ou
primario da infeccdo. Quando o bacilo chega no Aalmultrapassando as barreiras
primarias de defesa do organismo, pode surgir uro faulmonar, conhecido como
nédulo de Gohn (complexo primario). O complexo p@rilm pode ter evolucdo abortiva
e passar totalmente despercebido ou entdo, a galdir pode haver uma disseminacao
linfatica até o ganglio satélite (foco ganglionai® onde podera haver disseminacao
hematogénica para todo organismo, podendo resutafB disseminada ou em formas
pulmonares e extrapulmonares da doencga. Isso dteqgqwentemente na reinfeccéo, ou
tuberculose pés-primaria, que usualmente vem aarcoo adulto muitas vezes devido
a uma baixa na imunidade (CAMPOS, 2006; CAPONE. e2@06; WILDNER, 2011).

No processo imunitario antituberculoso ha um giriacipal interdependente de
macréfagos e linfécitos T, os mais atuantes sdo*@D@D8. No grupo de citocinas
qgue potencializam as defesas do hospedeiro, podieaseo fator de necrose tumoral-
alfa (TNFo) e o interferon-gama (IFM} (TARANTINO, 2008). Essas citocinas
desempenham papel importante ao inibir a maturdgdmrmacéo do fagossoma pela
micobactéria, além de estimular mecanismos miciddse como a producdo de
intermediarios de oxigénio reativo e nitrogénio. i@ermediarios de nitrogénio ja
tiveram papel protetor demonstrado em modelos oiecdongo, enquanto os produtos
de oxigénio ainda ndo foram completamente expleadpesar de saber-se que o
peroxido de hidrogénio produzido por macréfagogadiys por citocinas tem atividade
microbicida. A atividade principal do linfécito TD@* é produzir citocinas, incluindo
INF-y, que ativa os macréfagos e promove a destruicdmadito. Os linfocitos T CD8
sdo capazes de secretar INFalém de lisar células infectadas e reduzir o mande
bactérias intracelulares (PALOMINO; LEAO; RITACCZ)07).

2.5 CONTROLE, PREVENCAO E TRATAMENTO

A sigla BCG deriva do nome inicial Bacilo de CalteeBGuérin. A BCG €
atualmente a vacina mais utilizada no mundo canff8. Ja foi administrada em cerca
de 2 a 3 bilhdes de pessoas, desde 1948, sem cémngicacoes, € facil de aplicar,
também pode ser administrada como uma vacinaswralecessita uma dose e confere
imunizacdo por um longo periodo, além de ter umdausto de producdo. A vacina
provoca o desencadeamento do processo imunitanderindo resisténcia em graus

variaveis no ser humano e nos animais. E derivadzadilo tuberculoso bovino que foi
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cultivado em meio de batata glicerinada com bilebde durante 13 anos, com 230
repicagens quinzenais. Esse bacilo sofreu um naumigono tornando-se avirulento,
mantendo-se as propriedades imunogénicas (DUCAT&l,e2006; TARANTINO,
2008).

O objetivo do controle da tuberculose €, princigalte, reduzir as fontes de
infeccdo, identificando o0s casos, e submetendo-os tratamento adequado
precocemente, levando a consequente reducdo d&me@, prevaléncia e mortalidade
especificas pela tuberculose. O pais tem normagéécpadronizadas e garante, através
do Sistema Unico de Salde, acesso gratuito ao Giiign, ao tratamento e a
prevencdo. A principal estratégia do modelo decdiwrao paciente com tuberculose,
denominada DOTS (Estratégia de Tratamento Diretter@hservado), é fator essencial
para se promover o efetivo controle da doencamestdo adotada a nivel mundial. A
estratégia DOTS tem como elemento central o trattamsupervisionado e visa o
aumento da adeséo dos pacientes, a ampliacao rtdicdgdo das fontes de infeccéo
(pacientes pulmonares baciliferos) e o aumentaids ceduzindo-se, assim, o risco de
transmissdo da doenca na comunidade (BRATS, 20JAR et al., 2005). Ainda no
contexto de controlar a tuberculose, foi criadateagegiaStop TBque tem como meta
reduzir drasticamente a mortalidade global da EB2&15, através de varios objetivos,
sendo um desses a implementacdo mundial da DOTSANZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2006). Com a chegada de 2015, analisaugeeda de 45% na taxa de
mortalidade e 41% na taxa de incidéncia, no pertmd990 a 2013. Sabe-se que o0s
planos devem ser acelerados para que se atinjgaadmeeduzir em 50% as taxas até o
fim de 2015.0s novos planos também incluem uma reducdo de 95%xaa de
mortalidade, além de 90% a taxa de incidéncia @86 20RGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2014).

A tuberculose € uma doenca grave, porém curaveso Ca esquema
medicamentoso for adequado, se as doses correg@an tomadas regularmente pelo
tempo suficiente, praticamente 100% dos doentesrgodser curados. No Brasil, 0os
esquemas terapéuticos sdo padronizados. O Proghaw®nal de Controle da
Tuberculose (PNCT) € responsavel pelas normas @eemgdo, diagndstico e
tratamento e pela distribuicdo dos medicamentas,s§o distribuidos gratuitamente. O
objetivo principal da quimioterapia nos pacientesncTB é a erradicacdo da carga
bacilar total (CAMPOS, 2007; DUCATI et al., 2006).
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A descoberta da potente quimioterapia ocorreu feoirda década de 60. Séao
regimes de tratamentos diario ou intermitente |@agos periodos, que podem variar de
6 meses a 1 ano ou mais. Nos paises em desenvalgicwmmo o Brasil, a problematica
do tratamento da TB estad na alta taxa de abandoepemn algumas capitais, pode
atingir, em média, 25% dos pacientes tratados. pomancia desse tema centra-se no
fato de que, o portador de TB pulmonar que naoea@léerapéutica, continua doente, e
permanece como fonte de contagio. Além disso,egutaridade do tratamento leva a
resisténcia e a recidiva da doenca, dificultandpracesso de cura e aumentando o
tempo e o custo do tratamento. Em 2010, foi imphlead®d um novo esquema de
tratamento, chamado DFC (Dose Fixa Combinada),cougbina os quatro principais
farmacos antituberculosos (rifampicina, isoniazipiaazinamida e etambutol) em um
anico comprimido. O uso desta medicacdo esta pizam para os primeiros 60 dias
de terapia; o restante do tratamento (quatro meésksio com rifampicina e isoniazida,
também em um unico comprimido. Esse tratamentazradjuantidade de doses diéarias,
0 que deve aumentar a adesdo dos pacientes andnétae elevar os indices de cura
(MENDES; FENSTERSEIFER, 2004; WILDNER et al., 2011)

2.6 DIAGNOSTICO

2.6.1 Clinico

Diagnosticar um doente tuberculoso particularmemebacilifero (doente que,
ao tossir, ou falar, pode eliminar bacilos no amigg e trata-lo corretamente, curando-
0, é eliminar uma fonte de infecgcdo (CAMPOS, 200&0 € interromper a cadeia de
transmissdo entre seus familiares e contactanigsn# pacientes com TB pulmonar
nao demonstram nenhum indicio da doenca, outr@sapitam sintomas inespecificos
aparentemente simples que sao ignorados duraniasalgeses ou anos. Contudo, a
maior parte dos doentes tuberculosos tem lesdouhbdp que causa tosse e 0s
sintomas mais caracteristicos. Os sinais e sintamas frequentes sdo tosse seca e
continua no inicio e, em seguida, com a presengacatecdo, por mais de trés semanas,
a qual se transforma, na maioria das vezes, emtossa produtiva purulenta ou com
focos de sangue (hemoptise); astenia; febre ba@eemlmente vespertina; sudorese
noturna; inapeténcia; palidez; emagrecimento aeeloturouquiddo e prostracdo. Nos

casos graves, 0s pacientes podem apresentar dispeenoptise macica; colapso do
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pulmdo e empiema pleural, se houver comprometimeegsa membrana, e pode
ocorrer ainda dor toracica (WILDNER et al., 201Mas nem sempre 0s sintomas se
apresentam dessa forma, e em determinados grupasidentificacdo pode ser dificil,
como em criangas e idosos. Nos idosos sédo difiieeidentificar pela coexisténcia com
outras doencas respiratorias e pela inespecifieidadquanto que nas criangas 0s
sintomas também séo bastante inespecificos, oifitdtd a suspeita clinica e retarda o
diagnostico da doenca (CANTALICE FILHO; SANT'ANNABOIA, 2007; MACIEL

et al., 2008).

2.6.2 Diagnéstico por imagem e Prova tuberculinica

A tuberculose pulmonar cursa quase sempre conmagldtes na radiografia de
torax. Esse exame constitui, em muitas ocasidgsneira abordagem diagndstica, ndo
apenas por seu baixo custo e facilidade de realizanas, sobretudo, pelas inUumeras
informagbes que proporciona quando criteriosamentiada.De forma geral, as
alteracdes radioldgicas da tuberculose represeataaducdo dos eventos patogénicos a
partir do contagio. Na radiografia de torax, a tablse pulmonar ativa pode
manifestar-se sob a forma de consolidacbes, caesac padroes intersticiais
(reticulares/reticulo-nodulares), linfonodomegalidgres ou mediastinais e derrame
pleural (BENTO et aJ 2011; CAPONE et al., 2006; BOMBARDA et al., 200Ppr
outro lado, é geralmente dificil determinar apepela radiografia o grau de atividade
da doenca (antigaersusrecente). Imagens com densidade cicatricial e mesom
granuloma calcificado podem estar presentes natiMa. aAlém disso, a radiografia
pode apresentar imagens inespecificas, principadn&m criancas e pacientes
imunodeprimidos. Além disso alteracfes radiologmadem ocorrer devido a infeccbes
por outras espécies de micobactérias (BENTO eR@ll; MORRONE et al, 2003;
NATAL, 2000).

O teste cutaneo da tuberculina com preparagédo gatkaderivado proteico
purificado (PPD) utilizado desde 1930 para deteam@npresenca de infeccédo p#o
tuberculosis contém uma mistura de antigenos que induz a unagaoce de
hipersensibilidade tardia, mediada por linfocitasOl tamanho da reacdo ao PPD é
usado para classificar os individuos de acordo eoprobabilidade de ter ou ndo a
infeccdo (MARQUES et al., 2007). No Brasil, a tudina usada € o PPD RT23. Ela

injetada rigorosamente na derme, no terco meédiofada anterior do antebraco
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esquerdo, usando-se portanto a técnica intradéideesizada ha anos por Mantoux. A
quantidade de liquido devera ser sempre de 0,leouiyalente a 2UT (unidades de
tuberculina). Quando a técnica é realizada de fowoaeta, forma-se papula
isquemiada no local. A leitura é efetuada entr@ 42 horas. Sendo a reacdo positiva,
surge enduracdo que deve ser medida com réguaatmdida na posicao perpendicular
ao braco. A técnica de aplicacdo e o materialzatilo sdo padronizados pela OMS e
tém especificacbes semelhantes as usadas par@anaczacBCG. Quando conservada
em temperatura entre 4°C e 8°C, a tuberculina nmae& ativa por seis meses. Nao
deve, entretanto, ser congelada nem exposta adia direta. (BRASIL, 2002;
TARANTINO, 2008).

2.6.3 Diagnéstico Bacterioldgico

Embora o diagnostico presuntivo da TB possa S&r #dravés de dados da
histéria clinica, epidemiologica e achados radicidg, o diagndstico definitivo ainda
depende do encontro do bacilo através da bacil@®@pultura (BOLLELA; SATO;
FONSECA, 1999). O diagnostico definitivo requessolamento do agente etiologico e
0 exame padréao-ouro continua sendo a cultura (BEBTED, 2011).

De acordo com o Ministério da saude, a identiicade bacilo &lcool-acido
resistente (BAAR) na amostra respiratéria atrav@exame direto, ou baciloscopia, é
considerada evidéncia suficiente para que se initiatamento anti-TB. A baciloscopia
€ um exame rapido, de facil execucéo e de baixto.cBsde ser realizado por diferentes
métodos. A técnica e Ziehl-Neelsen (ZN), uma dass nudilizadas, baseia-se na
coloracdo pela fucsina basica que confere aos BAMR cor avermelhada apdés
lavagem por alcool-acido. Baseia-se nas caradtaigstda parede celular das
micobactérias, com elevado teor em lipideos, o Mpe@s confere essa resisténcia
(BENTO et al., 2011; GUERRA; REGO; CONDE, 2008). &ltanto, a baciloscopia é
capaz de detectar apenas de 50 a 60% dos caso8 gmilfionar, além de nédo
diferenciar as espécies do BAAR. Em 2012, apends 8@s 4,6 milhdes de novos
casos notificados de TB pulmonar no mundo foranficoados bacteriologicamente
pelos métodos recomendados pela Organizacdo Muddigbaude (BENTO 2011;
GUERRA; REGO; CONDE, 2008; ORGANIZA(;AO MUNDIAL DE/SIDE, 2013).

O exame direto precisa de 5 a 10 mil bacilos poderdmostra para ser positivo.

Por isso, a cultura continua a se fundamental galiasta a presenca de 10 bacilos por
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ml de amostra para se obter um exame de cultuitivopsendo assim, uma técnica
mais sensivel que o exame microscopico direto. Atlamidentificar a espécie da
micobactéria, permite, também, testar sua serddlidi aos quimioterapicos, mas requer
maior sofisticacdo laboratorial que a baciloscopjapelo menos, 40 dias para a
obtencédo do resultado (BENTO et al.,, 2011; CAMP@®)6). O meio Lowenstein-
Jensen (LJ) é o mais comumente utilizado na mamos laboratorios clinicos. O
emprego de meios de cultura liquidos, seguido daelassale DNA, com frequéncia
estabelece identificacdo do microrganismo antesogo@scimento se torne visivel no
LJ. Entretanto, os estudos cromogénicos e as prowmaEgiimicas sdo mais exatos
quando realizados a partir de subcultivos proveesesdo meio LJ. Crescem colbnias
rugosas, amarelo-palidas, se mantidas em estuf@@ Butros meios solidos usados
sdo os de Middlebrook 7H10 e 7H11, cuja base é&de &sam-se também os meios
liquidos e 0 mais empregado € o meio comercial Tt8n a utilizacdo desses meios
recomenda-se a incubacdo numa atmosfera com 5% 6 CQ. A cultura € um
exame muito criterioso, que deve ser analisado is@mante com muita cautela, e onde
ainda pode haver chances de resultados falsoyussifKONEMAN et al., 2001;
PALOMINO; LEAO; RITACCO, 2007; TARANTINO, 2008).

2.6.4 Métodos moleculares

As técnicas laboratoriais convencionais (bacilosc@pcultura) estdo longe de
serem consideradas sensiveis e especificas ouamldegpara uma identificacao rapida
do M. tuberculosisO desenvolvimento de técnicas de amplificacdo didoanucléico
(TAAN) representou um avanco nas pesquisas reladasiao diagnostico de varias
doencas, incluindo o da tuberculose. Métodos mtadessi vém sendo desenvolvidos
para a identificacdo das micobactérias. De modal,gesses métodos oferecem diversas
vantagens, quando comparados aos convencionaier nedocidade na obtencédo dos
resultados, reprodutibilidade e possibilidade delhorar o manejo do doente
(BROCCOLO et al., 2003; CAMPOS, 2006).

Testes moleculares baseados na amplificacdo dendr#gs de sequéncias
gendmicas ddM. tuberculosistém se mostrado uma importante ferramenta, capaz d
detectar o bacilo em amostras bioldgicas. A reagéccadeia da polimerase (PCR) é
considerada um meétodo rapido e sensivel, capazteéetdr menos de 10 bacilos por

mL em diferentes espécimes clinicos, como sanguia (CRUZ et al., 2011; LIMA
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et al, 2009). E um método eficaz para amplificacéo dgnemtos especificos de DNA.

A PCR utiliza a enzima DNA-polimerase, responsfatha sintese de DNA a partir de
substratos de desoxinucleotideos sobre um mold®N& de fita simples. Dois
oligonucleotideos sintéticosprimery sao sintetizados para que a reagcdo ocorra
(WATSON et al., 2006). Variantes na PCR convendja@no a Nested PCR (NPCR)

e a PCR em tempo real (QPCR), vém sendo desenaslddavaliadas no sentido de
melhorar o desempenho da técnica promovendo mengitslidade na deteccao do alvo
analisado (LIMA, 2009; CRUZ et al., 2011; LIRA dt,2012; MONTENEGRO et al.,
2013; SANTOS, 2012).

2.6.4.1 Nested PCR e Nested PCR Em Unico Tubo (SRNP

Modificagbes na PCR convencional, como a adicdama segunda reacao
(Nested PCR), tém aumentado sua sensibilidade exiéisglade. Isso se deve ao fato
que, com a NPCR, hé diluicdo de potenciais inidata PCR, que comumente estdo
presentes em amostras biologicas. A NPCR utilizes donjuntos de primers em
reacdes subsequentes, cujo produto de amplificdg@oimeira reacao € utilizado como
molde para a segunda. Nesse contexto, essa téecninza ferramenta molecular que
pode auxiliar no diagnostico mais rapido da doeimeusive em casos dificeis de
serem elucidados pelas técnicas convencionaisndindo a morbidade e melhorando
o controle da tuberculose. Essa técnica tem sida das técnicas moleculares
destacadas como promissoras para esse diagndgpicto da tuberculose (ASSIS, et
al., 2007, FURINI et al., 2013; LIMA et.aP009).

Outro tipo de sistema de PCR, criado a partir d€RIPé a Nested PCR em
anico tubo (STNPCR). O objetivo proposto ao deskevoSTNPCR foi evitar a
contaminagcdo. A STNPCR minimiza os riscos de comagdo cruzada por ndo haver
abertura dos tubos entre as duas etapas de PCR,s®observa na Figura 2 (JOU et
al., 1997; LIMA, 2009). A STNPCR com os primers slsgunda reacgao fixados na
tampa do tubo foi proposta por Abath et al. (20@ajjuanto essa reacéo para deteccéo

do M. tuberculosidoi padronizada por Lima (2009).
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Figura 2 —Esquematizacdo da Nested PCR em Unico tubo (STNPCR)

Primers internos:
OLI 5 e STAM 3

L

Reagentes da PCR: DNTPs,
Mg2+, Buffer, Primers
externos: T13 e T15, Tag

I::> DMA polimerase
{platinum), Agua.

12 FASE DA STNPCR: 15 ciclos

Fonte: elaborado autora.
Legendas:

g

F

V

Reagentes da PCR junto
com os primers
internos

22 FASE DA STNPCR: 45 ciclos

- dNTPs: desoxirribonucleotideos fosfatados

- Mgz*: magnésio

2.6.4.2 PCR em tempo real (QPCR)

A criacdo da PCR em tempo real (QPCR) trouxe inémerantagens ao
diagnostico molecular. A qPCR permite a deteccdolo ca ciclo, com elevada
sensibilidade e especificidade da intensidade wadscéncia emitida em decorréncia
da amplificacdo da sequéncia de DNA-alvo. A emisdaosinal de fluorescéncia

depende da ligacdo de uma sonda ao produto de C\wkatdo ou é gerada por um

fluoréforo sintetizado nas sequéncias dpemers (NASCIMENTO; SUAREZ;

PINHAL, 2010; WANG; SEED, 2003). A gPCR permite unpzantificacéo precisa de

um acido nucléico especifico numa mistura complemx&mo que em um material com
baixa concentragcdo de DNA ou RNA. Teoricamentenaséra de DNA na reagao deve
dobrar a cada ciclo, resultando numa amplificaggmeencial do quantidade inicial de
DNA. A reacdo pode ser dividida em trés fases: e&poial, linear e plateau. O ponto
que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge odidaafase exponencial é denominado
de Cycle Threshold(C:), que pode-se ver na Figura 3. Esse ponto permite
quantificacdo exata e reprodutivel baseado na efo@ncia. Os fluoréforos séo
moléculas que absorvem e emitem luz em um comptonéa onda especifico. Os

sistemas de deteccdo da gPCR utilizam estas matecgue permitem o

acompanhamento da rea¢éo ao longo dos ciclos. @gemplos dessas moléculas tem-

se: SYBR®Green, TagMan®e Molecular beacons (Figuea5) (FRAGA; MEULIA,
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FENSTER, 2008; NOVAIS; ALVES-PIRES; SILVA, 2004). @esenvolvimento de
técnicas moleculares para o diagnostico e também penitoramento clinico do
Mycobacterium tuberculosigm ganhado bastante atencéo, principalmentdizagéio
da técnica de gPCR (BROCCOLO et al., 2003; MDIVAd&l., 2009; LI et al., 2010;
LIRA et al., 2012)

Figura 3 —Curva de amplificagéo da PCR em tempo real comtséadases.
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Fonte: Novais, Pires-Alves e Silva (2004).

Figura 4 —Representa¢do da sonda TagMan®.
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Fonte: Novais, Pires-Alves e Silva (2004).
Nota: F — Fluor6foro e Q Quencher
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Figura 5 — PCR em tempo real com a sonda TagMan.
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Fonte: Novais, Pires-Alves e Silva (2004).

2.6.4.3 Xpert® MTB/RIF

Uma nova opc¢ao laboratorial, o teste Xpert® MTB/Rf#t langcado em 2004
por uma colaboracdo entre a empresa americana i@epie, a Foundation for
Innovative New Diagnostics (FIND), a Universidade Mledicina e Odontologia de
Nova Jersey (UMDNJ), e o National Institutes of ltegNIH). O teste consiste na
purificacdo, concentracdo e amplificacdo de acidadéicos por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, e tem como prihdjesmeficio apresentado a
integracdo e automatizacdo dos trés processosafpggip de amostras, amplificacao e
detecgdo). E utilizado para deteccdo do compMxtuberculosise para a triagem de
tuberculose resistente a farmacos (rifampicina) AB®, 2011;PIATEKA et al 2013;
WEYER et al, 2013).

O teste utiliza um cartucho contendo todos os elémsenecessarios para a
reacao, incluindo reagentes liofilizados, tampdgeidos e solucbes de lavagem. O
principio do teste baseia-se na amplificacdo, peionde PCR, de cinco sondas
sobrepostas que sao complementares a regido dedetmida resisténcia a rifampicina,

composta por 81 pares de bases do geog de M. tuberculosis O processo de
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amplificacdo por PCR, neste testeha@minested o alvo amplificado é detectado em
tempo real por fluorescéncia (BRATS, 2011; FOUNDAN FOR INNOVATIVE
NEW DIAGNOSTICS, 2011PIATEKA et al 2013).

A maior parte dos estudos que avaliam o GeneXped®ela elevadas
sensibilidades e especificidades, em pacientesaudiura e baciloscopia positivas. Ja
nos casos com baciloscopia negativa, ou em amasttagpulmonares, observa-se uma
gueda nesses indices, principalmente no que see réfesensibilidade. Dentre as
desvantagens do teste estdo a necessidade de ntmaléoenergia elétrica estavel e
ininterrupta e um computador acoplado para a analiss dados. O instrumento
necessita de, pelo menos, uma calibracdo anualatueimente, precisa ser realizada
por um técnico treinado, munido de um equipamertaalibracdo especializado. O
dispositivo mais comumente utilizado, o0 GeneXp@iX4), tem uma producao limitada,
sendo que a utilizagdo de plataformas maiores eceap teste. Os custos do
equipamento e manutencdo sao uma barreira parglanitacdo do Xpert® em varios
paises (BRATS, 2011; FOUNDATION FOR INNOVATIVE NEWIAGNOSTICS,
2011; HILLEMANN et al., 2011; PIATEKA et al 2013; EXA; TASBAKAN;
CAVUSOGLU, 2011).

Os dados de custo da baciloscopia e da culturarc@ibria, obtidos da Tabela
do SUS, sédo R$4,20 e R$5,63, respectivamente. @@pao aos dados de custo do
Xpert® MTB/RIF, tem-se um preco minimo encontrado Ri$27,04 negociado pela
Foundation for Innovative New Diagnosti¢EOUNDATION FOR INNOVATIVE
NEW DIAGNOSTICS, 2011). Dentre os custos de im@aéb, os principais estao
relacionados a aquisicdo da maquina (R$27.268,0628, 0 computadodesktopou

R$28.070,0025 commotebook e ao treinamento de pessoal. Dentre os custos de

manutencdo, destaca-se a aquisicdo dos cartuchos, ceistos de logistica para o
transporte dos cartuchos até as maquinas (BRATS,)20

No Brasil os aparelhos GeneXpert® se tornaram dispets na rede publica de
saude em 2014, nos Estados de Amazonas, Pernanibaate Janeiro, Rio Grande do
Sul, Séo Paulo, além do Distrito Federal, apésnuastimento de 12,6 milhdes de reais
(BRASIL..., 2014; TESTE..., 2013). Levando-se emsideracao o cenario da saude no
Brasil, ndo se sabe se o atual Ministro da SaudbuAChioro, mantera a distribuicdo
dos cartuchos necessarios para a realizagdo @o Aepbssibilidade de implantacdo de

uma tecnologia nacional, com custos menos elevddnsgom que busquemos uma
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técnica capaz de suprir as necessidades da rabogatorial, no auxilio do diagnéstico
de TB.
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3JUSTIFICATIVA

O Plano Nacional de Combate a Tuberculose e anpor® 1474/GM de 19 de
agosto de 2002 enfatizam que o controle da doeoggreende necessariamente o
diagndstico precoce. A perspectiva de um diagrdstiais rapido, preciso e especifico
através de ferramentas moleculares tém se mogtradassor nas formas pulmonares
da doenca, onde aproximadamente 30% dos casos nem@na sem a confirmagao
diagnostica, através dos métodos convencionaisesAmue tais ferramentas se
incorporem a rotina diagnostica, devem-se reabstnidos comparativos e controlados
para otimizacdo da técnica, além de analise donges#ho, do custo beneficio, e
avaliacdo da possibilidade de ser incorporada pskwicos de referéncia em
tuberculose da rede do Sistema Unico de Satde (\$S)S et al., 2007; LIMA et al.,
2009).

Sabe-se que tanto a PCR em tempo real quanto 8 GRNEm sido propostas
como metodologias promissoras na deteccdo do bdailtuberculose. Assim, esse
estudo visa comparar essas duas técnicas molecylara avaliar o desempenho de
cada uma e se poderiam ser propostas (ambas ouwlelas como uma ferramenta
auxiliar para o diagndstico clinico e bacteriolagida TB pulmonar, sobretudo em
grupos dificeis de se identificar ®. tuberculosis através das metodologias
convencionais (pacientes com baciloscopia negdtiz positivos, usuérios de drogas,
criancas, etc). Alem disso, propbe a utilizacado diferentes amostras bioldgicas
(sangue, urina e escarro) coletadas do mesmo pegiefim de aumentar as chances de
deteccdo do bacilo e de fornecer maiores possibiiisl diagndsticas onde a coleta da

amostra pulmonar seja dificil, como em criancaaagmtes imuno deprimidos.
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40OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho das técnicas moleculares HI&I&R em um dnico tubo
(STNPCR) e PCR em tempo real (QPCR) na deteccad. doberculosisem amostras

de sangue, urina e escarro coletados de indivichhossuspeita de TB pulmonar

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as caracteristicas clinicas, demograficlaboratoriais dos pacientes
participantes da pesquisa;

b) Avaliar o desempenho da STNPCR e da gPCR emaelao padrdo ouro
estabelecido;

c) Comparar o desempenho das técnicas de PCR ctoécrasas laboratoriais
convencionais (baciloscopia e cultura em meio éfpey;

d) Comparar o desempenho da Nested PCR em Unicociiin a PCR em

tempo real
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5PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Para escolha dos pacientes participantes do estiotam levados em

consideragcao 0s seguintes aspectos:

5.1.1 Populagéo e local de estudo

Foram selecionados pacientes com suspeita de TiBopal, de ambos o0s sexos,
com faixa etaria variada, provenientes de ambutst@u enfermarias do Hospital das
Clinicas (HC/UFPE), Hospital Geral Otavio de Frei{®&US/PE), Hospital Bardo de
Lucena (SUS/PE), Hospital Oswaldo Cruz (HUOC/PB)icknica Albert Sabin, Posto
de Saude da Familia Joaquim Cavalcanti e o Instdlet Medicina Integral Professor
Fernando Figueira (IMIP). Esses hospitais alémedens de referéncia para TB, contam
com atividades assistenciais e de ensino. O ditigndda TB pulmonar e tratamento
especifico do paciente foram realizados pelo méassistente de cada servigco publico
de saude, conforme recomendacdes do Ministério almleS (2011) e da Sociedade
Toracica Americana (BASS, 1990): através da presedg M tuberculosis na
baciloscopia ou cultura, além da possibilidade rfdise radiolégica e clinica em casos
de exames laboratoriais negativos. As analises qulalees das amostras clinicas
coletadas dos pacientes foram realizadas no Lalsmratde Imunoepidemiologia,
Departamento de Imunologia do Centro de pesquisaged Magalhaes
(CPgAM/FIOCRUZ).

5.1.2 Informagbes do estudo

Trata-se de um estudo comparativo para avaliacaioidetestes diagnésticos,
em pacientes com tuberculose pulmonar e com opiwade patologia respiratoria que
nao a tuberculose. Foi feito de maneira dupla-cega,que o diagndstico final do
paciente s6 foi disponibilizado a equipe do lakratapos a conclusdo das técnicas
moleculares, da mesma maneira que a equipe médédene conhecimento destes
resultados antes da definicdo diagnéstica do paciémfatizamos que os resultados

das PCRs néo foram utilizados como critérios denigéb de caso de tuberculose. Foi
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considerado, nesse estudo, caso de tuberculosgemigaque apresentava positividade
nos exames bacterioldgicos e/ou conjunto de a#eglinicos, epidemioldgicos,

laboratoriais e resposta ao tratamento especifico.

5.1.3 Grupos de estudo

Os individuos selecionados para o estudo com daspeiTB pulmonar foram
classificados nos seguintes grupos:

a) Pacientes com TB doencaquadro clinico e/ou radiolégico compativel com
TB pulmonar ativa e/ou isolamento &b tuberculosisem amostra biologica,
através de exame direto e/ou cultura, ou melhofaical evidente ap6s
tratamento especifico;

b) Pacientes sem TB (controle negativoPacientes sintomaticos respiratorios,
gue nao possuiam quadro clinico e/ou radiologicopadivel com TB pulmonar
ativa, nem isolamento dbl. tuberculosisem amostra biolégica, através de

exame direto e/ou cultura, com diagnéstico de EBtaflo pelo médico.

5.1.4 Padrdo ouro

Foi considerado, neste estudo, padrdo ouro um mimnjde critérios que
envolviam a cultura em meio especifico e a badlps; quadro clinico,
epidemiolégico e laboratorial compativel de TB poivar e resposta ao tratamento
especifico (LIRA, 2012; ROZALES, 2013).

5.1.5 Critérios de inclusdo

Pacientes sem restricao de idade, de ambos os sexogossibilidade de coleta
de amostra de escarro, sangue periférico e urima,suspeita de tuberculose pulmonar
ativa detectada pelo médico acompanhante dos esrtesaiude do SUS supracitados e
qgue ndo tinham iniciado o tratamento especifica p&, sendo incluidos 125 pacientes
(Figura 6).
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Figura 6 — Esquematizagéo dos pacientes e amostras inclagmssquisa.

125 pacientes com
suspeita de TB
pulmonar

AMOSTRAS BIOL OGICAS COLETADAS

40

38 (30,4%) TB 125 amostras de plasma
116 amostras de PBMC Total: 491 amostr:
87 (69,6%) nao TB 125 amostras de urina

125 amostras de escarro

11 (8,8%) HIV 55 (44%) crack 59 (47,2%) néo
vulneraveis

Fonte: Elaborado pela autora

5.1.6 Critérios de exclusao

Pacientes cujo tratamento para tuberculose ja tisli® iniciado, com
impossibilidade clinica de coleta das amostrasobioas e a falta de preenchimento
correto da ficha elaborada pela pesquisadora, tevardados clinicos, epidemiolégicos
e laboratoriais insuficientes para a definicdo dagmbstico final.Pacientes cujas
amostras bioldgicas coletadas foram insuficientga p processamento no laboratério,
contaminagdo da cultura e pacientes que nao resmmngara acompanhamento

ambulatorial necessario. Foram excluidos 15 pagsettd pesquisa.

5.1.7 Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica day&M/Plataforma Brasil, sob
registro 743874, CAAE: 30444114.7.0000.5190. Osepes foram esclarecidos sobre
a pesquisa e receberam um termo de livre consambnpara assinarem, em duas vias,
referente a sua participacdo na pesquisa. No caspadiente menor de idade ou
legalmente incapaz, o seu responsavel consentialedacdas amostras biologicas

necessarias por escrito através do termo de comegnd, e 0 paciente assinou um
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termo de assentimento. As informacdes clinicasdespioldégicas e laboratoriais
relevantes de cada paciente foram registradas emfiaha pré-elaborada e depositadas
em um banco de dados, para analises estatisticamcoMpanhamento clinico e
tratamento destes pacientes foram feitos pelo gmiofial médico responsavel nas
unidades de saude, responsavel pelos pacientesstpyam sendo investigados quanto
a existéncia ou nao de tuberculose. A pesquisagaonaciéncia das resolugcdes CNS

466/12 e 441/11 e de seus conteudos, relacionamdo-tema desse projeto.

5.1.8 Calculo amostral

Baseado em uma sensibilidade da STNPCR de 708pezxiécidade de 95%,
com nivel de confianca de 95%, e utilizando a pagid da Regido Metropolitana de
Recife (1.000.000 habitantes), o tamanho da amestimado foi 100 pacientes (81

doentes e 19 nao doentes) calculado atraves doapnagOpenEpi (versao 3.03).

5.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

De cada paciente foram coletadas amostras de sanmgwee escarro.

5.2.1 Sangue

As amostras de sangue foram coletas de cada magenipuncédo intravenosa,
em volume de 4,5mL, em tubo contendo EDTA. Apéeteplos elementos sanguineos
(plasma, células mononucleares do sangue periférictn inglésperipheral blood
mononuclear cellPBMC) — e heméacias) foram separados através mtefagacédo do
tubo a 2000rpm (ou aproximadamente 500G) por 3Quimsnutilizando 3mL Ficoll-
Histopaque® gelado com o sangue diluido na propodgil:2 em solugdo salina. O
plasma e PBMC de cada paciente foram armazenae?@3°@ para posterior extracao
do DNA.

5.2.2 Urina

Foram coletadas de 1 (quando o atendimento se dérelbambulatorial e ndo

foi possivel a coleta das amostras em dias congeslia 3 amostras de urina, pelo
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menos 10mL. A coleta foi realizada, pelo propriccipate, apds higiene local e

desprezo do primeiro jato.

5.2.3 Escarro

Foi coletado pelo menos 1mL da amostra de escarrnilgo seco estéril de cada
paciente. Os pacientes receberam orientagcoes de pmveder a coleta e a realizaram
no momento do atendimento ambulatorial. Eram cathrd a realizar assepsia da boca e
respirar fundo afim de expelir secrecéo provenidotpulméo. As amostras de urinas e

escarro foram descontaminadas e semeadas em maitiudta como descritas a seguir.

5.3 BACILOSCOPIA

A baciloscopia foi realizada pelo servico de safelponsavel pelo paciente,
pelo método de Ziehl-Neelsen, seguindo as recongéedado Manual Nacional de
Vigilancia da Tuberculose e outras micobactérid@ABIL, 2008).

5.4 CULTURA E |IDENTIFICACAO DE MICOBACTERIAS EM MED
LOWENSTEIN-JENSEN

Aliguotas das amostras de urina e escarro forarazamadas a -20°C, antes do
processamento, para posterior extracdo do DNA.

Para o cultivo e a identificacdo das micobactéeaasamostras de escarro e urina
foram descontaminadas pelo método de Petroff Na@Pkb anodificado (BARRETO,
2005). Cerca de 200uL de cada amostra foram dosdel semeados em trés tubos
contendo o meio Léwenstein-Jensen: 1) um tubo de bi@venstein-Jensen (simples)
gue identifica o génerdycobacterium 2) um tubo de meio Léwenstein-Jensen com
PNB (acido para-nitrobenzéico) que identifica cegasMicobactérias atipicas; 3) um
tubo de meio Lowenstein-Jensen com TCH (hidrazml@aado tiofeno-2-carboxilico)
para identificar a espécie Mycobacterium tuberdslo®s tubos foram incubados a
37°C, em estufa, onde o crescimento era acompanken@nalmente por até 8
semanas, ou até que houvesse o crescimento ddasol®tém da identificagdo por
meio de antibidticos adicionados aos meios, aum@gdtpositivas também passavam

pela prova da catalase e niacina, identificacdequdmicas que permitiram distinguir
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bacilos do complexdycobaterium tuberculosisias micobactérias ndo tuberculosas
(BRASIL, 2008). Amostras de sangue ndo sdo semepdas cultura. Todo esse

procedimento foi realizado no laboratério de ridediosseguranca NB3 no CPgAM.

5.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA daM. tuberculosisdas amostras biologicas foi realizada
através do QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), segundprotocolo do fabricante.

5.6 CONDICOES DA NESTED PCR EM UNICO TUBO (STNPCR)

A STNPCR seguiu os principios propostos por Abatterkhduser e Melo
(2002). A sequéncia de insercdo 1S6110 também falvo para essa PCR. Os
oligonucleotideos externos utilizados foram TJ5 (BCG CAA AGT GTG GCT AAC
—3) e TJ3 (5 — ATC CCC TAT CCG TAT GGT G - 3'yue amplificaram um
fragmento de 409pb enquanto os oligonucleotidetesnios foram o OLI5 (5" — AAC
GGC TGA TGA CCA AAC - 3’) e STAN3 (5" — GTC GAG TAGCC TTC TTG TT
— 3"), amplificando um fragmento de 316pb. A padzagao desta técnica para deteccao
do Mycobacterium tuberculostsi descrita por Lima (2009).

As condigbes da STNPCR foram as seguintes: a ageémarealizada no
termociclador GeneAmp Thermal Cycler 9700 (Aplli@ibsystems, CA, US). A
primeira etapa de PCR tem em 15 ciclos, sendormatesacao inicial a 94°C por 1 min
e os ciclos a 57°C por 1 min e 72°C por 1 min, antpuque a segunda etapa consistiu
em 45 ciclos (94°C — 1min; 60°C — 1min e 72°C —}nila primeira etapa, adicionou-
se 5ul de Tris-HCI a 200mM, com pH=8.4, KCI 500mBAuffer/Tampé&o 10X), 1ul de
cada oligonucleotideo externo a 0,5 pmoles, 1pPtginum Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) (5U), 2,5ul de Mg@la 2,5mM, 5ul de dNTP 2mM, completando-se com
agua Mili-Q para um volume final de 50 ul, com 1@l DNA extraido das amostras
bioldgicas. Os oligonucleotideos internos, antesnddo da PCR, foram diluidos na
mesma propor¢cdo com agua e azul de bromofenol falyga concentracdo de 50
pmoles, e esta mistura foi fixada na superficierird da tampa dos microtubos abertos,
numa estufa a 37°C ou temperatura ambiente. Addisnl5 ciclos da primeira etapa da
PCR, os microtubos eram revertidos afim de queodyio de PCR entrasse em contato

com os oligonucleotideos fixados na tampa, podéadaontinuidade aos 45 ciclos que
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compunham a segunda etapa da PCR. Em cada reag#@oadicionados controles
negativo (com 10ul de agua Mili-Q no lugar do DN&positivo (referente a 2ul do
DNA da cepa de referéncia H37RV tycobacterium tuberculosi€ompletado com
8ul de &gua). O limite de deteccdo da técnica é deagdONA genbmico deM.

tuberculosisem agua, conforme descrito por Lima (2009).

5.7 ELETROFORESE

O produto da STNPCR foi separado em gel de agaso4&o corado com
brometo de etidio e corrido a 110V por 40-45 misutss bandas de DNA separadas
através de eletroforese foram visualizadas em anslitminador de luz ultravioleta e
fotografadas com um sistema de documentacdo KoG@a [(ogic 100 Imaging

System), utilizando o software Kodak molecular imggoftware 4.0.0.

5.8 CONDICOES DA PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

A sequéncia de insercao 1S6110 (GenBank acce$#loX52471) foi o alvo
utilizado na gPCR. A gPCR foi baseada nos prinsipitilizados por Broccolo et al.
(2003) utilizando os oligonucleotideos TAQM3 (5-8GGAACCCTGCCCAG-3) e
TAQM4 (5-GATCGCTGATCCGGCCA-3). A PCR em tempo tefmi processada
através do sistema ABI Prism 7500 (Apllied Biosygste CA, US), usando a sonda
especifica TagMan 5-TGTGGGTAGCAGACCTCACCTATGTGTCGA’ (e ROX
como referéncia passiva). As condi¢cdes da qPCRnfodesnaturacdo inicial por 15
minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de desnatarac 95°C por 15 segundos e
anelamento e amplificacdo a 60°C por 1 minuto. Mme final da reacéo foi de 25ul,
sendo 12,5ul do master mix do kit TagMan, 1ul déagaimer na concentracdo de
300nM (oligonucleotideo), 1ul da sonda a 200nM e 9ul déADcompletando com
agua Mili-Q. Cada reacdo de gPCR foi realizada emuato com uma curva de
diluicdo de bacilos em amostra de urina com lirditedeteccdo de 3x4®acilos/ml,
que funciona como controle positivo e como critggara positividade das amostras,
conforme descrito por Santos (2012) e Lira (201&gm disso também foram
utilizados controles negativos, onde ndo se adicidbNA, mas apenas agua Mili-Q.
Os produtos de PCR foram detectados pela fluoregcémitida pela sonda TagMan ao

ser degradada pela atividade de exonuclease 5&3mzima polimerase. A analise,
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interpretacado e registro dos resultados foramzaddis através do software ABI PRISM
7500 SDS (versao 1.4 e 2.0.4).

5.9 ANALISE ESTASTISTICA

A sensibilidade (S), especificidade (E), sengibilie em paralelo, o valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negati{f PN) e indice Kappa dos testes
foram calculadas como descrito em Ferreira e A@@01), através dos programas
OpenEpi (versédo 3.03), Epilnfo (versao 6.04) e IBMISS Statistics (versao 22). Este
altimo também serviu para introduzir e analisadados e resultados da pesquisa. Para
expressar a confiabilidade de um teste foi utilizadndice kappa. O kappa informa a
propor¢cdo de concordancia nao aleatéria (aléem qeerada pela chance) entre
observadores ou medidas da mesma variavel catagérgeu valor varia de "menos 1"
(completo desacordo) a "mais 1" (concordancia Yof@PAS, 2015). Todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significameig% (p<0.05).



GUARINES, K. M. Avaliacdo de duas técnicas de reagéo...

6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E DEMOGRAFICAS DOS PAENTES
ESTUDADOS

Foram selecionados 125 pacientes com suspeita deuliBonar, sendo 11
(8,8%) portadores de HIV e 55 (44%) usuarios dekcr®a totalidade, 38 (30,4%)
apresentaram como diagndstico final tuberculosmpoiar, enquanto 87 (69,6%) foram
classificados como pertencentes ao grupo “ndo DBjosto de saude com atendimento
mais representativo foi o Posto de Saude Joaquinal€mti, com 23 individuos
(18,4%). Entre os pacientes selecionados, 76 (§0g8%n do sexo masculino e 49
(39,2%) do sexo feminino. As idades variaram deB anos, com média de 36 anos (+
16) e mediana de 33 anos. Dos 125 individuos, 43ysam radiografia de térax.
Desses, 12 (28,6%) nao apresentaram alteracte®logidas e 30 (71,4%)
apresentaram alteracdes pulmonares. Em relacdo cégodoapia de escarro, 91
realizaram esse exame, sendo 10 (11%) positivds(8%%0) negativas. Todos os 125
pacientes realizaram cultura de escarro e uritalizando 250 amostras semeadas. A
cultura de escarro foi positiva em 26 (20,8%) pateie, sendo 23 TB doenca e 3
pacientes com micobacteriose atipica, enquanto aruge@ em 4, todos com TB
pulmonar (3,25%). As caracteristicas clinicas, dgwdficas, e laboratoriais dos

pacientes analisados estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 —Caracteristicas demograficas e laboratoriais diigioluos analisados. N = 125.

(continua)
N %
Diagnéstico
TB pulmonar 38 30,4
N&o TB 87 69,6
Idade
1 a 15 anos 9 7,2
16 a 39 anos 65 52
40 a 59 anos 34 27,2
> 60 anos 12 9,6

Nao informado 5 4
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Tabela 1 —Caracteristicas clinicas, demogréficas e labogitodios individuos analisados. N = 125.

(concluséo)

N %
Sexo
Masculino 76 60,8
Feminino 49 39,2
Raio-X (Grupo TB doenca)
AlteracBes sugestivas para TB 18 47,4
Sem alteracdes sugestivas 4 10,5
N&o realizado 16 42,1
Raio-X (Grupo Nao TB)
Alteracdes compativeis com outras 12 13,8
doencas respiratorias*
Sem alteracdes 8 9,2
Né&o realizado 67 77
Baciloscopia (Grupo TB doenca)
Positiva 10 26,4
Negativa 14 36,8
N&o realizado 14 36,8
Baciloscopia (Grupo Nao TB)
Positiva 0 0
Negativa 67 77
N&o realizado 20 23
Cultura (Grupo TB doenca)
Positiva no escarro 23 60,5
Positiva na urina 4 10,5
Cultura (Grupo Nao TB)
Negativa no escarro 84 96,5
Negativa na urina 87 100

Fonte: elaborado pela autora

Nota: * Pneumonia ou broncopneumonia aguda, bromgemtre outras.

47



GUARINES, K. M. Avaliacéo de duas técnicas de reacdo... 48

6.2 AVALICAO DO DESEMPENHO DA STNPCR NA DETECCAO DOM.
TUBERCULOSISEM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE PACIENTES COM
SUSPEITA DE TB PULMONAR

A STNPCR foi realizada em todas as 491 amostrdddioas. Das 125 amostras
de plasma analisadas através da STNPCR, 7 (5,6%infpositivas e 118 (94,4%)
foram negativas. Ja entre as PBMC, 6 foram posit{4a8%), 110 negativas (88%) e
em 9 pacientes nao foi possivel o isolamento demsada celular (7,2%). Amostras de
plasma e PBMC foram analisadas em conjunto, comgusa Entre as 125 amostras de
urina, 4 (3,2%) foram positivas e 121 (96,8%) negate amostras de escarro 9 (7,2%)
foram positivas e 116 (92,8%) negativas. A figuregjuematiza um resultado da
STNPCR na detecc¢do do DNA do bacilo da tuberculose.

Figura 7 —Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidicacnostras de pacientes, sendo
0s pocos 2, 10 e 11 pacientes positivos, o conpra$itivo de 316pb (poco 14) e o marcador de
peso molecular de 100pb no poco 15.

2 3.4 5 6. ARl 10 13 145
lllllllllllllll

-”- ' ."-ﬁ"’- . —> 316 pb

Fonte: elaborado pela autora

Utilizando apenas a cultura de escarro como paoém, podemos observar o
seguinte desempenho da STNPCR, em cada amosti@ib#l a sensibilidade da
STNPCR em amostras de sangue foi 15,4% (IC = 28,3 e a especificidade 91,9%
(IC = 86,6 a 97,3), com indice kappa pobre de 060p%£0,130. J& em amostras de urina
a sensibilidade da STNPCR foi 3,8% (IC= -3,5 a JL&,2 especificidade foi 97% (IC=
93,6 a 100,3), com indice kappa pobre igual a 0e60f£0,417. Em amostras de escarro,
a STNPCR apresentou sensibilidade de 23,1% (ICa 8% 3) e especificidade de 97%
(IC= 93,3 a 100,3), com indice kappa fracamentecamtante de 0,264, mas

concordancia altamente significante com p<0,00b€Ta2).



GUARINES, K. M.

Avaliacdo de duas técnicas de reagdo... 49

Sabe-se que todos 0s pacientes tiveram os trés tpoamostra coletadas

(sangue, urina e escarro). Ao avaliar um pacieomeoc‘positivo”, ou seja, ao analisar

suas amostras conjuntamente, obtendo qualquer eswtado positivo, a STNPCR

apresentou sensibilidade em paralelo de 30,8% (&a 48,5), especificidade 88,9%
(IC=82,7 a95,1) e indice kappa fraco igual a8,2p=0,006 (Tabela 2).

Tabela 2— Desempenho da STNPCR em pacientes com suspeit8 gulmonar, utilizando cultura como

padr&o ouro.

Cultura —1C 95%

Analise estatistica

STNPCR

Sangue
Positiva
Negativa

Total

Urina
Positiva
Negativa

Total

Escarro

Positiva

Negativa
Total

Qualquer amostra
Positiva
Negativa

Total

Fonte: elaborado pela autora

B Néo TB
4 8
22 91
26 99
1 3
25 96
26 99
6 3
20 96
26 99
8 11
18 88
26 99

Total

12
113
125

121
125

116
125

19
106
125

S=154%; E=91,9%
VPP = 33,3%; VPN = 80,5%
indice kappa = 0,091
p=0,130

S=3,8%; E=97%
VPP= 25%; VPN = 79,3%
indice kappa = 0,011
p=0,417

S=23,1%; E=97%
VPP = 66,7%; VPN = 82,8%
indice kappa = 0,264
p<0,001

S =30,8%; E =88,9%
VPP =42,1%; VPN = 83%
indice kappa = 0,218
p=0,006
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6.3 AVALICAO DO DESEMPENHO DA STNPCR NA DETECCAO DOM.
TUBERCULOSISEM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE PACIENTES COM
SUSPEITA DE TB PULMONAR UTILIZANDO CULTURA E/OU
DIAGNOSTICO CLINICO E A RESPOSTA TERAPEUTICA

Utilizando a cultura e/ou diagndstico clinico e esposta terapéutica como
padrao outro, podemos observar o seguinte desempen8TNPCR, em cada amostra
biologica: 3m amostras de sangue, a STNPCR apoessahsibilidade de 26,3% (IC=
12,3 a 40,3) e especificidade de 97,7% (IC=94,0@9), com indice kappa fraco de
0,297, mas altamente significante (p<0,001). A ibdiade da STNPCR, em amostras
de urina, foi 7,9% (IC=-0,7 a 16,5) e a esped#fde foi 98,9 (IC= 96,6 a 101,1), com

indice kappa de 0,090 e p=0,A em amostras de escarro, a STNPCR apresentou

sensibilidade de 21,1% (IC= 8,1 a 34) e especdédde 98,9 (IC=96,6 a 101,1), com
indice kappa fraco igual a 0,253 e p<0,001. A STRR(presentou sensibilidade em
paralelo de 44,7% (IC= 28,9 a 60,5), especificidddg% (IC= 94,6 a 100,9) e indice
kappa representando concordancia moderada igudP& @ significante (p=0) (Tabela
3).
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Tabela 3— Desempenho da STNPCR em pacientes com suspeltB gulmonar, utilizando cultura e/ou o

diagnéstico clinico e a resposta terapéutica coaaodm ouro.

Cultura e/ou diagndstico clinico e resposta terapéiga— IC 95%

Analise estatistica

STNPCR

Sangue

Positiva

Negativa
Total

Urina
Positiva
Negativa

Total

Escarro

Positiva

Negativa
Total

Qualquer amostra
Positiva
Negativa

Total

Fonte: elaborado pela autora

TB

10
28
38

35
38

30
38

17
21
38

N&o TB

85
87

86
87

86
87

85
87

Tota

12
113
125

121
125

116
125

19
106
125

S=26,3%; E=97,7%
VPP = 83,3%; VPN = 75,2%
indice kappa = 0,287
p<0,001

S=7,9%; E=98,9%
VPP=75%; VPN =71,1%
indice kappa = 0,090
p=0,02

S =21,1%; E = 98,9%
VPP = 88,9%; VPN =74,1%
indice kappa = 0,253
p<0,001

S=447%; E=97,7%
VPP = 89,5%; VPN = 80,2%
indice kappa = 0,493
p=0

6.4 AVALICAO DO DESEMPENHO DA gPCR NA DETECCAO DOM.
TUBERCULOSISEM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE PACIENTES COM
SUSPEITA DE TB PULMONAR

Foram analisadas 491 amostras através da qPCRLZABaamostras de plasma,
10 (8%) foram positivas enquanto 115 (92%) foragatigas. Entre as PBMC, 7 foram
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positivas (5,6%), 109 (87,2%) foram negativas e9gpacientes (7,2%) néo foi possivel
isolar as PBMC. Em as amostras de urina, a qPC&afmz de detectar do bacilo em 36
(28,8%) amostras, enquanto 89 (71,2%) foram negmtiMas amostras de escarro, 18
(14,4%) obtiveram positividade e 107 (85,6%) foramgativas. A figura 7 esquematiza
um resultado da gPCR.

Figura 8 — Gréfico de amplificacdo das amostras biolégicasamente com a curva padrao
(3x10 bacilos/ml a 3x1bbacilos/mL).

Amplification Plot

0020167
001
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Cycle

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda:

Curvas azuis — curva padréo

Curvas verdes — amostras de pacientes

Utilizando apenas a cultura como padrdo ouro, podeabservar o seguinte
desempenho da gqPCR, em cada amostra biolégicansibtidade da gPCR em
amostras de sangue foi 19,2% (IC = 4,1 a 34,4espacificidade 90,9% (IC = 85,2 a
96,6), com indice kappa pobre de 0,122 e p=0,0%eAsibilidade da gPCR, em
amostras de urina, foi 38,5% (IC= 19,8 a 57,2)esecificidade foi 73,7 (IC= 65,1 a
82,4), com indice kappa pobre de 0,106 e p=0,1&mJamostras de escarro, a qPCR
apresentou sensibilidade de 30,8% (IC= 13 a 48¢specificidade de 89,9% (IC=84 a
95,8), com indice kappa fraco igual a 0,233 e @B&,0A0 avaliar as amostras
conjuntamente, a gPCR apresentou sensibilidadeaeatefp de 46,2% (IC = 27 a 65,3)
e especificidade 69,7% (IC = 60,6 a 78,7), com ndice kappa pobre igual a 0,129 e
p=0,06 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Desempenho da qPCR em pacientes com suspei® ¢ilmonar, utilizando cultura como

padrdo ouro.

Cultura — I1C 95%

Andlise estatistica

gPCR

Sangue

Positiva

Negativa
Total

Urina
Positiva
Negativa

Total

Escarro

Positiva

Negativa
Total

Qualquer amostra
Positiva
Negativa

Total

Fonte: elaborado pela autora

6.5 AVALICAO DO DESEMPENHO DA gPCR NA

B

21
26

20
26
26

18
26

12
14
26

Néo TB

90
99

26
73
99

10
89
99

30
69
99

Total

14
111
125

36
89
125

18
107
125

42
83
125

S=19,2%; E=90,9%
VPP = 35,7%; VPN = 81,1%
indice kappa = 0,122
p=0,07

S =38,5%; E=73,3%
VPP= 27,8%; VPN = 82%
indice kappa = 0,106
p=0,11

S =30,8%; E = 89,9%
VPP = 44,4%: VPN = 83,3%
indice kappa = 0,233
p=0,03

S =46,2%; E=69,7%
VPP = 28,6%; VPN = 83,1%
Indice kappa = 0,129
p=0,06

DETECCAO DOM.

TUBERCULOSISEM AMOSTRAS BIOLOGICAS DE PACIENTES COM
SUSPEITA DE TB PULMONAR UTILIZANDO A CULTURA E/OU
DIAGNOSTICO CLINICO E RESPOSTA TERAPEUTICA COMO PAAO

OURO

Utilizando a cultura e/ou diagnostico clinico e esposta terapéutica como

padrdo ouro, podemos observar o seguinte desemmEnlg®CR, em cada amostra
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biologica: a sensibilidade da g°PCR em amostrasdgue foi 26,3% (IC = 12,3 a 40,3)
e a especificidade foi 95,4% (IC = 91 a 99,8), cimlice kappa fraco de 0,264 e
altamente significante (p<0,001). A sensibilidadeqiPCR, em amostras de urina, foi
47,4% (IC= 31,5 a 63,2) e a especificidade foi {83 70,8 a 87,8), com indice kappa
fraco de 0,270 e significante (p=0,001). Ja em ém@®sle escarro, a gPCR apresentou
sensibilidade de 36,8% (IC= 21,5 a 52,2) e esmid#de de 95,4% (IC=91 a 99,8, com

indice kappa fraco igual a 0,378 e p=0. Ao avaliar paciente como “positivo”, a

gPCR apresentou sensibilidade em paralelo de 68@%050,7 a 80,9), especificidade
79,3% (IC=70,8 a 87,8) e indice kappa igual matteen0,434 com p=0 (Tabela 5).

Tabela 5— Desempenho da qPCR em pacientes com suspeid @elmonar, utilizando cultura e/ou o

diagnéstico clinico e a resposta terapéutica coaaodm ouro.

Cultura e/ou diagnéstico clinico e resposta terap@ica— IC 95%

Andlise estatistica

gPCR

Sangue

Positiva

Negativa
Total

Urina
Positiva
Negativa

Total

Escarro

Positiva

Negativa
Total

Qualquer amostra
Positiva
Negativa
Total

Fonte: elaborado pela autora

B

10
28
38

18
20
38

14
24
38

25
13
38

Néo TB

83
87

16
69
87

83
87

18
69
87

Total

14
111
125

36
89
125

18
107
125

43
82
125

S =26,3%; E=95,4%
VPP =71,4%; VPN = 74,8%
indice kappa = 0,264
p<0,001

S =47,4%; E=79,3%
VPP=50%; VPN =77,5%
indice kappa = 0,270
p=0,001

S =36,8%; E=95,4%
VPP =77,8%; VPN = 77,6%
indice kappa = 0,378
p=0

S =65,8%; E=79,3%
VPP =58,1%; VPN = 84,1%
Indice kappa = 0,434

p=0
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6.6 DESEMPENHO DAS TECNICAS EM GRUPOS DE RISCO
6.6.1 HIV

Entre os 11 portadores de HIV, a STNPCR apresesgosibilidade em paralelo
de 87,5% (IC = 64,6 a 110,4), a especificidade @@%d e o indice kappa de 0,792

representando boa concordancia e significanciad@3Q;Tabela 6).

Tabela 6— Desempenho da STNPCR em qualquer amostra denpaiportadores do HIV.

Cultura e/ou diagndéstico clinico e a resposta terdutica — IC 95%

STNPCR qualquer amostra TB doenca Néo TB Total
Positiva 7 0 7
Negativa 1 3 4
Total 8 3 11

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S = 87,5%; E = 100%; VPP = 100%; VPN = 78jda kappa = 0,792

Ja a gPCR apresentou sensibilidade em paralelse igegpo de pacientes, igual
a 100% e a especificidade foi 66,7% (IC = 13,3 @),12om indice kappa igualmente
bom de 0,744 com p=0,005 (Tabela 7).

Tabela 7— Desempenho da gPCR em qualquer amostra de fEacportadores do HIV.

Cultura e/ou diagnostico clinico e a resposta ter&utica — IC 95%

gPCR qualquer amostra TB doenca Nao TB Total
Positiva 8 1 9
Negativa 0 2 2
Total 8 3 11

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S = 100%; E = 66,7%; VPP = 88,9%; VPN = 1008djce kappa = 0,744

Desses 11 pacientes, dos pertencentes ao grupg 2Z'rBhham baciloscopia
positiva, 1 negativa e 5 ndo realizaram, enquast8 pestantes pertencentes ao grupo

“ndo TB” ndo realizaram.
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6.7 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA BACILOSCOPIA EM AMOSRAS DE
ESCARRO DOS PACIENTES ESTUDADOS

A baciloscopia foi realizada somente em amostrassdarro, de 91 pacientes. O
exame apresentou sensibilidade de 41,7% (IC= 26B4) e especificidade de 100%,
com indice kappa moderado de 0,512 e p=0 (Tabela 8)

Tabela 8 — Desempenho da baciloscopia em amostras de @srarpacientes com suspeita de
TB pulmonar.

Baciloscopia de escarro — IC 95%

TB doenca Néo TB Total
Positiva 10 0 10
Negativa 14 67 81
Total 24 67 91

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S =41,7%; E = 100%; VPP = 100%; VPN = 82,1dice kappa = 0,512

6.8 AVALIACAO DO DESEMPENHO DA CULTURA EM AMOSTRADE URINA
E ESCARRO DOS PACIENTES ESTUDADOS

Quando avaliada em relacdo ao diagnéstico clinie flo paciente, com sua
resposta ao tratamento especifico para tuberculbseyltura de urina apresentou
sensibilidade de 10,5% (IC= 0,8 a 20,3) e espad#te 100%, com indice kappa pobre
de 0,140 e p=0,001 (Tabela 9).

J& a cultura de escarro apresentou sensibilidadé ag60,5% (IC= 45 a 76,1) e
especificidade de 96,6% (IC= 92,7 a 100,4), cominaiice kappa bom de 0,626 e p=0
(Tabela 10).

56
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Tabela 9— Desempenho da cultura em amostras de urina eienpas com suspeita de TB pulmonar.

Cultura de urina — IC 95%

TB doenca Néo TB Total
Positiva 4 0 4
Negativa 34 87 121
Total 38 87 125

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S = 10,5%; E = 100%; VPP = 100%; VPN = 71,94djce kappa = 0,140

Tabela 10— Desempenho da cultura em amostras de escanpa@entes com suspeita de TB pulmonar.

Cultura de escarro — IC 95%

TB doenca Nao TB Total
Positiva 23 3 26
Negativa 15 84 99
Total 38 87 125

Fonte: elaborado pela autora
Nota: S = 60,5%; E = 96,6%; VPP = 88,5%; VPN = &4, &dice kappa = 0,626

8.9 COMPARACAO DO DESEMPENHO DA STNPCR COM A gPCR

Na tabela 11 pode-se observar uma comparacado desngenhos das duas
técnicas moleculares, bem como uma comparacao sone@dologias convencionais.
Foram calculados os valores de p da sensibilidadpecificidade e dos valores

preditivos positivo e negativo, das duas técnicakeoulares.



GUARINES, K. M. Avaliacdo de duas técnicas de reagdo... 58

Tabela 11- Comparacéo dos desempenhos das técnicas diagad TB pulmonar, em porcentagem.

Baciloscopia de escarro| Cultura escarro| Cultura una | STNPCR gPCR

Sensibilidade 41,7 60,5 10,5 4417 65,8
Especificidade 100 96,6 100 9727 79,3
VPP 100 88,5 100 89% 58,1
VPN 82,7 84,8 71,9 8072 84,1
Fonte: elaborado pela autora
1p<0,001
2p<0,001
3p<0,001

4p=0,410
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7 DISCUSSAO

A tuberculose permanece como um importante probldmasadde publica
mundial. E uma das principais doencas infecciosasaras por bactérias e a TB
pulmonar é forma mais comum de apresentacdo dacaoedm diagndstico precoce e
acurado da tuberculose € importante para o madeguado da doenca, sendo a rapida
deteccdo ddvlycobacterium tuberculoside importancia priméaria para a redugédo da
transmissdo nos pacientes, permitindo uma terageguada e a implementacdo de
medidas efetivas para seu controle (GILL; KUKRETAHABRA, 2013; ROZALES
et al., 2013).

O perfil epidemioldgico da doenca vem se mantemdi@r@go dos anos. Sabe-se
que, em 2012, o sexo masculino apresentou um @Eic de incidéncia de
50,2/100.000 habitantes (2,1 vezes maior que @exo &minino), no Brasil. Observa-
se também que, entre os homens, a faixa etariaanametida € a de 40 a 59 anos e
para as mulheres é a de 20 a 39 anos (SVS, 20&8%eNestudo, onde 0s pacientes
foram selecionados de maneira aleat6ria, a predoria também foi em individuos do
sexo masculino, com uma taxa 1,55 vezes maiorixa fetaria mais acometida foi de
16 a 39 anos, tanto por individuos do sexo mase(lire 41) quanto por mulheres (n =
24). As possiveis explicacbes para o fato de o mm@ico estar entre os homens podem
estar relacionadas a fatores bioldgicos, tipo dbatho ou subnotificagbes do sexo
feminino. Em muitos paises, mulheres tém menossacas facilidades diagnosticas,
além das diferencas epidemioldgicas reais entreehere mulheres como exposicao e
susceptibilidade & infeccdo (PALOMINO; LEAO; RITACC2007; VENDRAMINI et
al., 2005).

As metodologias convencionais para o0 diagnosticoddenca envolvem a
baciloscopia e a cultura das amostras. A baciloacapesar de rapida e barata, € pouco
sensivel. A cultura geralmente é mais especificeemsivel, mas seu resultado é
demorado, podendo levar de 4 a 8 semanas (HAJIABEDX@HI et al.,, 2014). A
sensibilidade da baciloscopia normalmente varid@e 60% (ASSIS et al., 2011).
Chan et al. (1996) relataram sensibilidade de 45%&9% variando entre amostras
extrapulmonares e pulmonares, enquanto Rozaled. €R@L3) encontraram uma
sensibilidade de 43,1% e uma especificidade de l1@@%amostras pulmonares.
Observamos, nesse estudo, uma sensibilidade d& 4luMma especificidade de 100%,

se aproximando bastante do estudo de Rozalesleocatiores (2013). Entre o grupo de
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doentes (n=38), essa técnica foi realizada em 2iemas e ndo detectou o bacilo em
14. Dentre esses 14, todos tiveram resultados iymsitna cultura e/ou testes
moleculares, provavelmente por serem técnicas swisiveis. A baciloscopia, assim
como as técnicas moleculares, € um exame dependentena coleta adequada da
amostra, sendo que uma amostra colhida de forndedgo@ada pode influenciar no seu
desempenho. A amostra ideal corresponde a um vollen8 a 5 mL de material

mucoéide ou mucopurulento, sendo inadequada a addetalivaNas regides com alta

prevaléncia de infeccéo pelo HIV, o rendimento deilbscopia pode ser ainda menor,
uma vez que as amostras de escarro desses paaestamam ser paucibacilares
(GUERRA; REGO; CONDE, 2008). Em nosso estudo 8,8%apulacdo analisada era
portadora de HIV. Nessa populagdo, as técnicas ERNe qPCR apresentaram boa
capacidade de deteccao da tuberculose, com setesileilde 87,5%.

Encontrou-se na populacdo estudada 44% de usuiiosack.O consumo de
crack contribui para transmissdo e contaminacaaaicas entre 0s usuarios, por
diminuir as defesas imunitarias e por expor as gassa diversas situagbes e
comportamentos de risco, destacando-se entre @ssagas a tuberculosépesar das
medidas de protecdo e acdes de educacao oferaglaswarios de crack, considera-se
que essespresentam maior risco de se contaminarem com ab€&By como de
abandonarem o tratamento, devido a sua vulnerabtdidgocial, psicolégica e clinica
(CRUZ et al., 2013; CASSIANO, 2014). Entretantoteesstudo ndo observou-se alta e
frequéncia da doenca nesses pacientes, com ap€b@9%) dos 55 usuarios de crack
pertencentes ao grupo TB doenca. Esses resultgmosavelmente, podem ser
justificados pelas amostras coletadas de maneidequada, em quantidade insuficiente
e/ou em acondicionamento duvidoso. A coleta inagéguda amostra, que foi
observada na maioria dos pacientes desse grupe, lpedr a uma dificuldade na
deteccao de casos e também no desempenho dasisatwieculares.

A cultura usualmente apresenta uma sensibilidadevgua de 80 a 85% (HUF;
KRITSKI, 2012). No trabalho de Chan et al. (199&uétura apresentou sensibilidade
de 67% em amostras pulmonares e 15% em amostrapuwrionares. Observou-se
uma sensibilidade de 60,5% no escarro e 10,5%ina, uesultados semelhantes aos de
Chan, que utilizou um “n” bem maior. A cultura emastras extrapulmonares
geralmente apresenta resultados pouco sensivaisgspas se tratarem de amostras
paucibacilares. Essas metodologias, baciloscopailteira, visualmente apresentam

falhas em seu desempenho, sobretudo em amostrathamlares, dificultando a
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deteccao do bacilo, além de demandar longo temgoqumfirmacéo do resultado, no
caso da cultura.

Para tentar suprir estas dificuldades, a PCR vendosauma ferramenta
amplamente avaliada para obtencdo de um diagnostais sensivel e rapido de
inimeras doencas infecciosas, incluindo a TB (LI&Aal., 2012; ROZALES et al.,
2013).

Apesar da PCR convencional ser Gtil na deteccaM.dtuberculosis estudos
tém relatado a importancia da utilizagdo da NPCRx gmse diagnostico, pois esta
técnica possui melhor sensibilidade e especifi@dé@RUZ et al., 2011; GILL;
KUKREJA; CHHABRA, 2013; MONTENEGRO et al., 2013; ROZALES, 13).

Chan et al. (1996) utilizaram um sistema de NeB®€®R em Unico tubo para
deteccdo do alvo 1S6110 d#ycobacterium tuberculosisonde ha diferentes
temperaturas de anelamento para os oligonucleati(B8YC para os externos e 70°C
para os internos), que sdo colocados no mesmo tileoanalisou 1497 amostras
pulmonares, onde obteve sensibilidade de 89%, eaBBfstras extrapulmonares, com
sensibilidade de 42%. Esses resultados foram nesdhidw que os apresentados nesse
estudo, no que se refere as amostras pulmonaresiodeuito provavelmente ao
elevado niumero de amostras utilizadas, o que peromta maior possibilidade de
caracterizar os pacientes portadores de TB pulmdsesar disso, Chan et al. (1996)
destacam a presenca de inibidores nas amostragaslinprincipalmente nas
extrapulmonares, o que pode levar a uma diminudgddesempenho da técnica.

Abath, Werkh&user e Melo (2002) padronizaram a SITRIBom a fixacdo dos
oligonucleotideos internos na tampa do mesmo tuttte @corre a reagdo. Diversos
estudos tém utilizado esta técnica para deteccéolueeros patdégenos em diversas
amostras clinicas (GOMES et al., 2007; MELO, 200OGNTES et. al., 2014; SILVA et
al., 2013). Lima (2009) padronizou a mesma STNP@&R deteccéo do alvo IS6110 do
complexoMycobacterium tuberculosis.

O estudo de Lima (2009) utilizou 104 pacientes, &h amostras, envolvendo
pacientes suspeitos de formas pulmonares (3,32%jtrapulmonares (96,68%) da
doenca. A sensibilidade e especificidade, analsandB pulmonar, em amostras de
plasma e PBMC foram, respectivamente 20,8% e 89,499% e 89,7%. A
sensibilidade em amostras de urina foi 16,7% epac#scidade 89,7%. O estudo nao

avaliou amostras de escarro. A sensibilidade eralglar considerando qualquer uma
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das amostras coletadas do mesmo paciente comavpopsibnforme descrito por
Medronho et al. (2002), foi 65,6%, enquanto a efipetade foi 89,74%.

Salazar (2012) utilizou a mesma metodologia paralisar 259 pacientes,
totalizando 203 amostras de escarro, 180 amostrasurtjue e 160 amostras de urina.
Nem todos os pacientes tiveram todas as amostietsadas. A amostra de escarro foi
que apresentou melhores resultados com sensilalidad70,8% e especificidade de
98,5%, enquanto a urina apresentou o0s piores, censitslidade = 21,7% e
especificidade = 97,8%. A sensibilidade em amosteasangue, que apesar de ter sido
separado em plasma e PBMC foi analisado como umansistra para aumentar a
positividade do teste, foi 48,7% e a especificidad®5,1%. Neste estudo, apesar do
“n” ser menor, foi possivel coletar de todos os J#tientes as trés amostras
simultaneamente (sangue, urina e escarro), tot@l@d91 amostras analisadas. Optou-
se pela utilizacdo de um conjunto de critérios epicldgicos, clinicos, laboratoriais e
terapéuticos como padrdo ouro, afim de aumentaetaccio de casos, e devido a
realidade da rotina diagnéstico no caso da TB ponimoonde muitos casos sao
fechados pelos médicos sem a comprovacgdo bactgdalGA utilizacdo desse padréo
ouro representou um aumento de até 13,9% na deteilei da STNPCR. A amostra de
escarro apresentou sensibilidade de 21,1% e esmmife de 98,9%. Nosso estudo
também utilizou as amostras de plasma e PBMC ctamjuante, considerando o
resultado de uma ou outra e caracterizando comataange “sangue”, aumentando em
mais de 10% a sensibilidade da técnica nesse é@rbstra: em amostras de sangue a
sensibilidade foi 26,3% e a especificidade 97,7&6.dtro lado nas amostras de urina,
a técnica apresentou menor desempenho, com vaerssnsibilidade e especificidade
de 7,9% e 98,9%, respectivamente, concordando conesultados de Lima (2009) e
Salazar (2012), que demonstraram que a STNPCR & prnsivel na deteccédo de
DNA de bacilos na urina de pacientes cuja formatuterculose ndo seja a renal.
Entretanto, ao analisar a sensibilidade em patalelonesma subiu para 44,7%,
enquanto a especificidade foi 97,7%, representamd@umento que variou de 18,4 a
36,8% na sensibilidade da STNPCR. A STNPCR ¢é uoracz reprodutivel, que tende
a manter desempenho bastante semelhante em divamsdises e em diferentes
amostras. Apesar dos baixos valores de indice kapparvados, demonstrando uma
concordancia de pobre a moderada, os valores foatamente significantes,
principalmente quando analisadas as amostras geeagscarro e em conjunto, sendo

que esta ultima apresentou maior concordank®,493). Entretanto a STNPCR
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apresenta a desvantagem de ter a deteccdo dossdtade em gel de agarose, 0 que
torna a leitura do resultado algo subijetivo.

Com o passar dos anos, uma melhora significantecrelogia da PCR foi
alcancada com o desenvolvimento da variante PCReempo real. Suas principais
vantagens sao rapidez, automatizacéo, que redeeessidade de manuseio e o risco de
contaminacdo, além da alta sensibilidade e espeeifle (ROSALEZ et al., 2013).
Com o seu desenvolvimento, diversos autores patn@m a tecnologia para sua
rotina, adaptando a variante de acordo com as rseessidades (FRANCISCHINI,
SUMITA; WHITTLE, 2013; LUTZ et al., 2013; MONTEIR@t al., 2012; SANTOS,
2014). Broccolo et al. (2003) padronizaram um sistgpara deteccdo do mesmo alvo,
IS6110, do complexdvycobacterium tuberculosissendo este mesmo protocolo de
gPCR padronizado no Brasil por Lira (2009), quéotesa PCR em tempo real e seu
limite de deteccdo em amostras clinicas em pacietten TB pulmonar. Uma vez
padronizado, o protocolo pode ter sido testadoradpemente em amostras pulmonares
e extrapulmonares por Lira (2012) e Santos (20&8pectivamente.

No estudo de Lira (2012) apenas amostras de esttaam testadas. Foram
analisados 165 pacientes suspeitos de TB pulmdessas amostras, ao utilizar a
cultura e/ou a resposta ao tratamento especifio quadrao ouro, a PCR em tempo
real apresentou a sensibilidade de 87,9% e espdaifie de 98%, sendo que a maioria
dos pacientes possuia baciloscopia positiva. Odestle Santos (2012) tratou de
selecionou pacientes suspeitos de TB extrapulmaadretanto com ele podemos
observar o desempenho da PCR em tempo real emramdst sangue e urina. Foram
analisados 57 pacientes, entre amostras de sangoe, bidpsia e outros liquidos
(pleural, liquido céfalo-raquidiano — LCR, ascijicAs amostras de plasma e PBMC,
nesse estudo, também foram analisadas em conpartm,melhorar o desempenho da
técnica, totalizando 49 amostras de sangue. Feraddo uma sensibilidade de 55,9% e
especificidade igual a 80%. Em amostras de urioi, 46 amostras coletadas, a gPCR
apresentou sensibilidade de 33,3% e especificidad®00%. Ao analisar amostras de
sangue e urina conjuntamente, Santos (2012) ohsemva sensibilidade de 68,6% e
uma especificidade de 78,6%. No nosso estudo, \aises que a deteccdo da gPCR
foi melhor em amostras de urina, com sensibiliddde47,4% e especificidade de
79,3%. JA em amostras de escarro, que usualmemseaam melhor desempenho
pelos pulmdes serem o foco inicial da infeccdoent@nos uma deteccdo menor do

que se esperava, com sensibilidade de 36,8% eifesdade de 95,4%. Provavelmente
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por ndo se ter um padrdo ouro bem definido, levandibas vezes a uma diagnostico
clinico provavel, mas sem a comprovacao bactericd)gpodendo levar a uma
interpretacdo falha do desempenho da técnica. Alisano sangue, a sensibilidade foi
26,3% e a especificidade 95,4%, que também tewansitslidade aumentada quando
analisado como o conjunto dos elementos plasmaMCPg@m cerca de 6,3-15,5%).
Analisando a sensibilidade em paralelo temos 6320ma especificidade de 79,3%,
obtendo resultados bem similares a Santos (20&&® um aumento de até 36,9% na
sensibilidade da técnica. Ao utilizar o conjunto ddtérios como padrdo ouro,
observamos um aumento de até 16,7% na sensibildadg?CR. Pode-se observar,
também, que a amostra de urina, mesmo ndo sendoauomatra muito pura e
proveniente do sitio alvo da lesdo, apresentou ¢tesempenho na gPCR, a qual é uma
técnica sensivel o suficiente para detectar atéc8ds, ou 15 fg de DNA, por mL de
amostra (SANTOS, 2012). Cruz et al. (2011) relatanpossivel hipotese que o
Mycobacterium tuberculosisu seus fragmentos sejam eventualmente excretzalos
urina e que seja prudente a coleta de pelo menasdstras consecutivas ou mais
amostras em 24 horas. O DNA presente na urina pederiginario de: micobactéria
circulante no sangue e filtrada na urina; preselecagmentos da micobactéria; DNA
livre ou micobactéria latente nos rins, que podéosear ativa apds doenca instalada
nos pulmdes. Além disso, os resultados falso-negmtencontrados nesse estudo
podem ser devido a coleta de poucas amostras @epeaibnte ou a distribuicdo néo
homogénea do bacilo na urina (CRUZ et al., 201bm@ gPCR observou-se também
uma concordancia de pobre a moderada, mas conmesgatiamente significantes, onde
também foi possivel notar maior concordancia quaadalisou-se as amostras em
paralelo k=0,434).

Rozales (2013) comparou o desempenho de duasasanmeculares, a Nested
PCR e a PCR em tempo real, no diagnostico da tulosec pulmonar. Para isso,
utilizou 124 amostras pulmonares, sendo 57 lavdmosco-alveolares, 27 escarros
induzidos e 40 escarros de expectoracdo espontdDeastudo utilizou duas
metodologias diferentes das utilizadas nesse trabadra avaliacdo do mesmo alvo
aqui proposto, e obteve resultados da NPCR de bildeile igual a 80% e
especificidade de 99%. Por outro lado a gPCR apt@sevalores de sensibilidade e
especificidade de 90% e 97%, respectivamentezaitio a cultura mais critérios
clinicos como definicdo de caso. Os bons resultagossentados por Rozales (2013)

devem-se, provavelmente, ao uso de amostras oldidetamente do sitio da lesao:
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todas as amostras foram de origem pulmonar, alésoda maioria foi coletada de
forma ndo espontanea. Ao comparar as duas técrpdss apresentaram-se como
potenciais auxiliadoras no diagnéstico e contr@eldenca, sendo que a gPCR é uma
metodologia mais rdpida (2 horas) e de menor d$stib.76/teste), além de ser uma
metodologia quantitativa.

No presente estudo, todos os pacientes tiveramteangailmonares (escarro) e
extrapulmonares (sangue e urina) coletadas, senel@s] mesmos eram sintomaticos
respiratorios, possuindo dados clinicos compatigeédguns com foco pulmonar. As
amostras de escarro foram coletadas espontanearddicidtando muitas vezes o seu
processamento. Muitas vezes 0s pacientes ndoamadizcoleta de maneira adequada,
obtendo-se uma amostra insuficiente em qualidagleastidade, aumentando o nimero
de falsos negativos, e assim levando a uma faBigagéio do desempenho da técnica.
Apesar do modo de coleta da amostra pulmonar potenferir nos resultados das
técnicas, optou-se pela coleta de amostras esg@stando invasivas e com maior
aceitacdo de coleta pelos pacientes, quando codgsaes metodologias de coleta de
amostras pulmonares invasivas. Em relacdo aospakitivos, pode-se citar as técnicas
moleculares foram criadas para deteccao espedidiedvo estudado. Por vivermos em
uma regido altamente endémica, além da existéramatlas formas clinicas da doenca
com ou sem a presenca de sintomas, além da pulnpmtie-se observar a detecgédo do
bacilo em algumas amostras bioldgicas, ndo nedassarte estando associada a
tuberculose pulmonar. Além da auséncia de sint@nasiguns pacientes, as técnicas
convencionais também possuem falhas, sendo algsns oado diagnosticados.

Ao comparar-se as duas técnicas, observou-se ghasaforam mais eficazes
que a rotineira baciloscopia na deteccdo do bamlasador de TB. A STNPCR
apresentou menor sensibilidade que a gPCR, mas respecificidade, indicando a
capacidade excludente do teste. Apesar do valaedsibilidade menor (p<0,001), a
STNPCR apresentou, além da maior especificidad®,(p4), maior valor preditivo
positivo (p<0,001), indicando uma real capacidaeleletectar os positivos: dos poucos
que foram detectados, pode-se dizer com 95% deezeerue realmente eram
pertencentes ao grupo TB. A gPCR teve resultaddsibilidade comparavel a cultura
de escarro, padrao-ouro ideal para o diagndsticdodaca, tornando-a superior como
método diagnostico da doenca. Assim, temos propastaluas metodologias rapidas e
sensiveis que se complementam em termos de dedempem deteccdo do

Mycobacterium tuberculosiem diferentes amostras bioldégicas em pacientgsesas
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de TB pulmonar, principalmente quando se trata altdeptes paucibacilares e/ou de
regides consideradas endémicas para a doenca. Qoptadse por uma varredura mais
abrangente, com objetivo de triar os casos de TgR@R torna-se a melhor opgéo.
Entretanto quando o objetivo for excluir os ndondeg e detectar mais corretamente 0s
verdadeiros positivos, a STNPCR apresenta-se coefllomopcdo. Comparando-se as
vantagens e desvantagens de cada técnica a qP€serapu melhores resultados de
sensibilidade, indicando maior capacidade em detest casos da doenca. Além disso,
apresenta a vantagem de ser um teste ainda mals,r§pe dura cerca de 1 hora e 30
minutos, comparado as 4 horas da STNPCR, que admi cdhoras de corrida tem a
necessidade de uma etapa pos-PCR (gel de agakosenica de PCR em tempo real
apresenta outra série de vantagens: a possibilidadama andlise quantitativa da
amostra ser realizada em tempo real; correlaciongsultado quantitativo da carga
bacteriana, com o estagio da doenca, respostaéteiegy e resisténcia a drogas;
identificar e diferenciar as micobactérias ndo-toblesas; obter resultados mais rapido
(GARBERI et al.,, 2011; PARASHAR et al2006; RICHARDSON; SAMSON;
BANAEI, 2009).0 custo da PCR na rotina é factivel, consideranaoajdiagndstico
rapido permitiria instituir o tratamento especifico mais precocemente possivel,
diminuindo assim as fontes baciliferas e, com das)feccdo peld. tuberculosis
portanto reduzindo a cadeia de transmig#&5IS et al., 2007). A escolha de uma das
metodologias para aplicacdo na rotina laboratdeak envolver a andlise criteriosa da
estrutura do local onde sera realizada, objetivetepdidos, além das caracteristicas
aqui relatadas.

Amostras de sangue sao frequentemente usadas micagémoleculares, mas o
desempenho das mesmas pode ser reduzido frequaitenhevido a presenca de
inibidores, principalmente o grupo heme nos erito6(AL-SOUD WA; RADSTROM
P, 2001). Por isso, optamos nesse estudo pelortiesizss hemacias, e pela utilizacdo
do plasma e PBMC separadamente, visando a reduggiontbidores naturalmente
presentes. Amostras de escarro sdo naturalmentanuoadas, contendo diferentes
espécies de microrganismos patégenos e comensad) secessaria uma purificacdo
eficaz, bem como uma extracdo adequada do DNAymeaPCR eficaz (BROCCOLO
et al., 2003). Amostras de urina possuem variospomentes, como sais, enzimas, e
outras bactérias que também podem interferir nogsso de purificacdo e extracado do
DNA, porém a sua utilizacdo aumenta em 10% a sédaitte da PCR (LIMA, 2009;
REBOLLO et al., 2006). Diversos estudos destacampartancia da utilizacdo de mais
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de um tipo de amostra para aumentar a sensibilid@s$ta técnica e as chances
diagndsticas de um paciente (BROCCOLO et al.,, 2@RYZ et al.,, 2011; LIMA,
2009; REBOLLO et al., 2006; SALAZAR, 2012; SANTOH)12). Pode-se comprovar
que a utilizagdo de diversas amostras de um meamenpe aumenta o desempenho de
ambas as PCRs, ao analisar as sensibilidades eifesp@des em paralelo conforme
Medronho et al. (2002).

Estudos futuros sdo necessarios para validacdomtbasametodologias, que
demonstraram ser complementares entre si, masgaimente da PCR em tempo real,
que apresentou uma sensibilidade significativamen&hor quando comparada a
STNPCR (p<0,001), com o objetivo de obter cadamwais resultados fidedignos. Faz-
se necessario avaliar e validar a técnica utiliganth maior numero de pacientes
positivos, controles negativos sem sintomas rdgpiod € nenhuma patologia
pulmonar, amostras e um controle interno, alémndéises comparativas do método de
purificacdo/descontaminacdo das diferentes amobicd&gicas, testando uma técnica
de descontaminagcdo menos agressiva para as ampatreibacilares, como a urina.
Como perspectiva tem-se também a possibilidadeedendolvimento de um sistema
multiplex de PCR em tempo real capaz de identifiégs so o alvo 1IS6110, como o
controle interno, e também outras espécies, a0 mesmpo.

Com esse estudo, pode-se demonstrar que a utdizigdnais de um tipo de
amostra melhora o desempenho das técnicas molesugresentadas, tanto da PCR
em tempo real quanto da Nested PCR em unico tulém Aisso, a PCR em tempo real
apresentou melhor sensibilidade, ou seja, capaeidaddetectar o DNA do bacilo da
tuberculose nas amostras analisadas. Isso a ton@aferramenta importante para
avaliar e definir melhor o diagnéstico da TB pulmgrauxiliando sobretudo quando
nao se pode utilizar como padrdo ouro apenas araulsituacdo bastante comum
quando os estudos séo feitos utilizando paciermesgloes endémicas para tuberculose
e paucibacilares. Estes usualmente sao provenidatesstituicbes do SUS, onde o
diagnostico de TB é feito praticamente utilizandoomjunto de critérios que envolve
dados clinicos, epidemioldgicos e resposta aontenéo especifico. Enquanto isso, a
STNPCR apresentou melhor especificidade e valaditpre positivo, demonstrando
maior capacidade em detectar os ndo doentes endeterverdadeiramente 0s casos

positivos.
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8 CONCLUSOES

a) Tanto a STNPCR quanto a qPCR foram eficazes nagietelo DNA do
Mycobacterium tuberculosistendo um aumento do desempenho
observado quando analisada mais um tipo de ambgitagica, em
paralelo;

b) A escolha de uma das duas metodologias molecwar elevolver uma
analise criteriosa da rotina do laborat6rio, ddipelinico do paciente e
dos objetivos a serem alcancados, sendo que a fe@® a mais

recomendada para o diagndstico, por ter demonstadmais rapida e
sensivel.
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclamdo

<

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satide

FIDCRU:

PACIENTE: IDADE:

HOSPITAL: Prostuario:

ENDERECO DO PACIENTE: N

BAIRRO: CIDADE: ESTADO:
TERMO DE CONSENTIMENTO

O Sr(a) estd sendo convidado(a) a participar como voluntirio(a), da pesquisa - “DESENVOLVIMENTO E
VALIDAGAO DE ABORDAGENS MOLECULARES E IMUNOLOGICAS PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE™, apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
agsine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € zua e a outra € do pesquizador responzdvel. Em
caso de recusa vocé ndo serd penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:

Titulo do Projeto: Desenvolvimento e Validacio de abordagens moleculares e imunolagicas para o diagnostico
da tuberculose.

Pesquisador (a) Responsdvel: Dira Haiana Charifleer Schindler

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

Pesquisadores Participantes: Lilian Maria Lapa Montenegro, Rosana de Albuquerque Montenegro, Juliana
Figueirédo da Costa Lima, Andrea Santos Lima, Klarissa Miranda Guarines, Aline dos Santos Peixoto, Fabiana
Cristina Fulco Santos, Lais Ariane de Siqueira Lira, André Luiz Alves do Nascimento.

Objetives: O objetivo da nossa pesguisa € desenvolver um método melecular para o diagndstice de tuberculosze
pulmonar, extrapulmonar e monitoramento terapéutico.

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

O Sr(a) sera acompanhado por uma equipe multidisciplinar envolvendo os meédico responsaveis pela
Instituigio com experiéncia reconhecida no manejo da tuberculose em adultos, enfermeiras e técnicos que coletardo
oUtros exames necessarios e seguirdo os procedimentos adequados e de rotina do hospital para cada caso. O
acompanhamento e tratamento serdo feitos pelo médico assistente do servigo que € responsavel por todos oz lettos,
cujos pacientes estio sendo investigados quanto a existéncia ou ndo de Tuberculose. Caso for diagnosticada a doenga
serd utiizado como terapia de primeira escolha o esquema com rifampicina, isoniazida e pirazinamida para o
tratamento e se necessdrio, um esquema de segunda escolha serd oferecido em casos selecionades. Todo o
medicamento sera fornecido pela rede 8US (seja pelo fornecido pelo Hospital ou pelo Posto de Sadde).

Para a nosza pesquisa coletaremos 10mi de sangue, 30mi de urina e 1-5ml de escarro serfio encaminhadas ao
laboratorio de Imunocepidemiologia do departamento de Imunologia do CPgAM para ser submetida a técnica de PCR
por profissionais capacitados. Os resultados de todos os exames serio encaminhados ao médico responsidvel pelo
atendimento. As amostras serfio congeladas e armazenadas para uso futuro caso seja necessario.

Riscos e Beneficios: O Sr(z) ndo serd submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e seguiremos a rotina
estabelecida pelo profissional de sadde, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste estudo serd
contribuir para o desenvolvimento de téenicas mais sensiveis, especificas. ripidas & menos dolorosas que possam ser
adequadas a realidade do nosso sistema publico de saide, e a padronizagdo de critérios mais eficazes que irdo
‘beneficiar o diagndstico precoce da tuberculoze plevral.

Centro de Pesqnisas Aggen Magalhies - Campus dz UFPE - Av. Moraes Rego, an - Cx. Postal 7472 - Fone: 030381 21012500 - Fax:
033[E1 4531911 - CEP: 50670-420 Fecife - PE - Brasil - hitp:/'vrarw.cpgam. fiocrez br
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Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satide

Custo/Reembolso para o paciente: Nio havera nenhum gasto com sua participagdo. As consultas, exames,
tratamentos serfo totalmente gratuitos, nfo recebendo nenhuma cobranga com o que serd realizado. Vocé também nio
recebera nenhum pagamento com a sua participago.

FIDCRU:

Serdo guardadas no laboratorio de imuncepidemiologia do CPqAM amostras dos liquidos coletados para que
possamos repetir o exame de PCE, caso seja necessdrio. O Sr (2) poderd entrar em contato com o responsavel pela
amostra no enderego abaixo:

Centro de Pesquizas Aggeu Magalhdes FIOCRUZ

Laboratério de Imuncepidemiclogia, Departamento de Imunclogia

Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569

Contato: Lilian Maria Lapa Montenegro, Dra. Haiana Chariflker Schindler, Rozana de Albuquerque Montenegro,
Juliana Figueirdédo da Costa Lima, Andrea Santos Lima.

CONSENTIMENTO

Eu, .
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter sido pressionado ou
constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéneia 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 téenico, zem que seja divulgado o nome do paciente.

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assmatura do médico/pesquisador

Centro de Pesqnisas Aggen Magalhies - Campus dz UFPE - Av. Moraes Rego, an - Cx. Postal 7472 - Fone: 030381 21012500 - Fax:
033[E1 4531911 - CEP: 50670-420 Fecife - PE - Brasil - hitp:/'vrarw.cpgam. fiocrez br
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APENDICE B - Ficha clinica-epidemioldgica

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

1. Numero da ficha na pesquisa 2. Data da entrevista
CLII —
3. Procedéncia: 4. Nimero do Prontuario do Hospital
I Anbulatiro - I I
1. Enfermaria
5. Hospital de origem: 6. Nimero do SAME
1. Hospital das Clinicas I:I
2. Hospital Otdvio de Freitas [
3. Ivap
4. Hospital Bardo de Lucena
5. Outre:

7. Nome Completo do Paciente

8. Nome da M3ie ou Responsavel

9. Data de nascimento 10. Idade do paciente 11. Sexo
! I 1. Feninino
l:l:l amos l:l:l meses 2. Masculing 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

(- - 2 Rural L]

19. Grau de instrucio do paciente 20. Renda familiar mensal
1. Analfabeto 1. Menor ouigual a 1 saldrio minimo 4. Biscate
2. Iniciou alfabetizagio |:| 2.De 2 a 4 saldrios minimos 8. Ngo sabe informar
3 1°gran 3. Mais que 3 zaldrios minimos
4. 27 gram
5.3 g []

6. Cutre
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21. Quantas pessoas moram | 221, Quantos adultes?
na casa do paciente?

1 AtE2
1 A3 D 2.Del3al l:l
2.Dedaé 3. Mais que 3
3. Mais de §

2. Nio szbe informar

23. Quantas criangas?

1At 2
2.De3al D
3. Mais que 5

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

1. Um

2 Delad |:|
3. IMaiz de 4

8. Nio sabe infonmar

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

1. Sim

2. Nio |:I

3. Sim -ndo sabe informear 2 doenga

8. Nio sabe informar

16. Existe algum caso de tuberculose na familia on
em pessoa de convivio?

28. O caso foi confirmado?

Cazo ndo tenha havido interrupcdo, seguir para 39.

35. Ja teve alguma doenga?
1. Sim

2. Nio ]

8. Nio sabe informar

Caso a resposta seja Ndo, seguir para 37.

1 Sm ] i ]
2. Nio .
8 Nio sabe informar S Fho sabe informar
37. Caso sim, h# quanto tempo? Caso a respostz seja Néo, pular para 30
Caso a resposta seja Nio, seguir para 35
29. O caso foi confirmado por baciloscopia efou 30. Qual o grau de parentesco?
cultura?
1. Mie 5. Tio(a) I:I
1. Sim l:l 1 Pa 6. Primo(3)
2. Nio 3. Imé (o) 7. Outro
8. Néo sabe informar 4 Avd (o) % N sabe informar
9. Inaplicdvel Outro: . G
31. Periode de duracido do contato: 32. Qual o tipo de contato?
1. =3 meses 8. Néo sabe informar 1. Intradomiciliar contimo (3 a 7 dias/semana, = Gh/dia)
2. Imesesal anos 9. Inaplicivel 2. Intradomiciliar intermitents (3 a 7 diaz/semana, < 6h/dia)
3. +quelanos l:l 3. Esporadico (entre 2 a 4 dias/semana)
8. Nao sabe mformar l:l
9. Inaplicavel
33. Em relacdo ao tratamento para TBE o contato: 34. Qual o motivo da interrupcio:
1. Foltratado totalmente 1. Intolerincia ao medicamento
2. Esta em tratamento 2. Falta de medicamente
3. Niotratado 3. Abandono do tratamento
4. Interrompeu o fratamento l:l 4. Outro motive |:|
8. Mo sabe informar 8. Mo sabe informar
9. Inaplicdvel 9. Inaplicavel

36. Qual doenga?

Brongquite 8. Céncer

halad ol ol ol

Diabates 10. Outro:

. Asma 6. Fibroze Cistica
Pneumonia 7. HIV/AIDS |:|

Tubkerculose 9. Nio sabe
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37. Tem cicatriz de BCG? (vista pelo entrevistador
no braco direito ou através de cartio)

LS
1 N ]

8. Nioverificado

38. Fez PPD anterior? 39. Resultado do PFD:
;' :;in 1. Nao reator (0-4mm) 4. Reator muito forte (>15mm)
g N'ZZ sabe ] 2. Reator fraco (35-Omm) 8. Nio sabe informar
Data de realizacio: ; / (V& 1o cartio) 3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel I:I
Caso nio tenha feito, seguir para 40.
40. Toma algum medicamento atualmente? 41. Ja fez TTO para tuberculose?
1. Sim 1. 8im
2. Nio D 2. Nao l:l
Qual: Qual:

Caso sim, quanto tempo?

Caso smlI nimere de TTO anteriores:

41. Ha quanto tempo o paciente estd | 43, Tem febre? 44. Perda de peso?
doente?
1. Sim 1. Sim
[T mee [T s |2 N s .
8. MNiosabe 8. MNipsabe
Caso sim, hd quanto tempo:
45. Tem tosse? 46. Tipo de tosse: 47. Tem falta de apetite?
1. Sim 1. Seca 1. Sim
2 Nio l:l 2. Produtiva l:l 2. Nio
8. Néo zabe 3. Hemoptise 8. Nio sabe
Caso sim, ha quanto tempo: 9. Inaplicdwval
48. Tem fraqueza muscular? 49, Apresenta falta de ar desde gue 50. Tem dor nas juntas?
1. Sim ficou doente? L. Sim
2. Nio l:l 1. Sim 2. Nio
8. Naozabe 2. Nio D 8. Niosabe
8. Néo sabe Caso nio, seguir para 32
51. Qual o local? 51. Apresenta dor na barriga? 53. Notou aumento da barriga?
1. Joelho 1. Sim 1. Sim
2 Cotovelo ] 2 Nao ] |2~ ]
3. Punho 8. Miosabe 3. Niosabe
4. Coluna
54. Notou linfonodo (lindria ou 55, Local do linfonodo: 56. Apresenta suor noturno?
ingua) anmentado? 1 Pescoro 1 Sim
) 2 Axila L] 2. Nio ]
L Sim 3. Fegifo inguinal (virilha) 8 Niosabe
2. Nio l:l Outros
8. Niosabe —

Meédico Responsavel:

Fone:
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65. Peso 66. Estatura
Eg m
57. Realizou hemograma? 58. Resultado da Hemoglobina 59, Alteraciio do leucograma
1.8im £ Nio sabe mformar 1. Sim
1.Nio 9 Inaplicavel l:l l:EI I:J (g/dl) 2. Nio
) ; ; 3. Nio zabe
Cazo a resposta seja Nio, seguir para 110
60. Caso sim: 61. Valor do VSH
1. Caracteristicas de Infeccio I:I:l mm
viral
2. Caracteristicas de infcecgio
bacteriana
3. Nio sabe

62. Realizou Raio X de Térax na admissio? 63. Resultado do Raio X de - Se alterado:
admissdo:
I N 1. Padréo niio sugestivo de TB
2. Nip N H0 NEC suge! e
S Nosbeifmma [ 1. Nommal 2. Alterado 2. Forma Preuménica
3. Forma Pneumoganglionar
Data- ! ! |:| 4. Forma Plauropulmonar
5. Fonna Niliar
Cazo a resposta seja Nio, seguir para 64 6. Forma Ganglionar
7. Inaplicivel
8. Nao sabe informar
64. Realizou Raio X de torax de controle? 65. Resultado do Raio X de controle:
1. Sim
2. Nio 1. MNommalizou l:l
8 Nio zabe informar 2. Houve melhora
3. Houve piora
Data: [/ ! 8. Nio szbe mformar
9. Inaplicavel
Caso a resposta seja Nio, seguir para 114
66. Realizou Tomografia de térax? 67. Resultado da Tomografia de térax:
1. Sim
2. Nio 1. Nommal ]
8. Nio sabe informar I:l 2 Alterado sugestivo
3. Alterado inespecifico
Data: [ ! 8. Nio sabe informar
Caso a resposta seja Nio, seguir para 65. 0. Inaplicivel
68. Realizou PPD para pesquisa? 69. Resultado do PPD:
1. Sim
2. Néo 1. Wao reator (0-4mm) 4. Feator muito fortz (>13mm)
8  Niowbeinformar | | 2. Reator fraco (5-9mm) . Nio szbe mformer
3. Reator forte {10-14mm) 9. Inaplicavel |:|

Data:

S !
Caso a resposta seja Nao, seguir para 70,

81
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70. Realizou Baciloscopia? 71. Resultade da baciloscopia: 72. Material da baciloscopia:
1. Escarro
1. Sim 1. Positiva 2. Lavado gastrico
2 Nio ] 2 Negtiva 3. Liguor .
9. Inaplicavel l:l 4. Bicpsia
Data- ! ! 5. Outro matenial
Cruzes 9. Inaplicavel
Caso a resposta seja Nio, seguir para 73. Cutro
73. Realizou Cultura em meio 74. Resultado da Cultura: 75. Material da Cultura:
Liwenstein-Jensen? 1. Escarmo
1. Positiva 2. Bangue
1. Sim 2. Negativa 3. Urina
2 MNio |:| 9. Inmaplicwvel |:| 4. Lavado gastrico
3. Liguer
Data [/ i 6. Bicpsia l:l
- 7. Outro material
Caso a resposta seja Nao, seguir para 76. %IIIEBP]-‘C&"EI
o
76. Diagnostico inicial 77. Data da notificacio: Se Extra pulmonar:
1. TBmfeccio . o
2. TBdoenca l:l Data: [/ 1. Ganglionar Periférica
3. TB suspeita 2. Ganglionar P‘u]mcmnr
4 NioéTB Profissional que notificou: 3. Menmngoencefélica
4. Miliar
3. Oszea
78. Diagnéstico Final 70. Forma de TB 6. Pleural |:|
1. TBinfeccio 1.Pumenar 2. Extra pulmonar ;-g“ag]aicml
2. TBdoenga l:l .
3. TB suspeita D
4 NioéTB
80. Tratamento realizado: §1. Data do inicio do tratamento:
1. Profilaxia primaria (INH por 3 meses) |:|
2. Profilaxia secunddria (INH por 6 meses)
3. Esquema I (INH + FMP por § meses e PZA por 2 meses) - i J
Tradicional

4. Ezquema IR, (INH + FJP + BEM por 6 meses & PZA por 2 meses)
3. Ezquema IT (INH + BMP per 9 meses & PZA por 2 meses)
6. Esquema IIT (SM + PZA por 3 meses e ETH + EM por 12 meses)

9. Inaplicavel
82. Tempo entre o inicio dos sintomas e o diagndstico de TB: §3. Tempo entre o diagnéstico de TB e inicio do
R tratamento especifico:
L=lmés l.<lmés
2.1-3 meses 2.1-3 meses
3.z 3 meses D 3.2 3 meses D
4. Niio investigado 4. N investigado

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

1. Melhora clinica evidente apos 30 dias de inicio do tratamento (Resposta ao tratamento) |:|
2. Nio houve melhora clinica evidente apés 30 dias de micio do tratamento (Nio houve resposta ao tratamento)
9. Inaplicdvel
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Entrevistador: Assinatura:
88. Realizou Nested-PCR Unico | 89. Resultade 90. Amostra bioldgica:
Tubo pré-tratamento?
1. Positivo 10 sanzue total 6. Lig. Pleural
1. Sim J 2. Negativo ] 2] soro 7.[] Bitpeia de ganglio
2. Nio 9. Nio se aplica 3] céulasbrancas 8] Urina
4[] Escamro 9.[] Outros
Data- ! ! 5[] Lav. Gastrico 99[™] Nio se aplica
91. Realizou PCR colorimétrica | 92. Resultado 93. Amostra bioldgica:
pré-tratamento?
1. Positivo 1] Sanguetotal 603 Lig. Plewal
1. Sim 2. Negativo 2] Sero 7.0 Bidpeia de ginglio
2. Nio l:l 9. Nio se aplica I:J 3] Células brancas 8] Urina
4[] Escarro LAl Outr
Data_ [ ! 5[] Lav. Gastrica 99| Nio se aplica
94. Realizou RT-PCR pré- 95, Resultado 96. Amostra bioldgica:
tratamento?
1. Positivo 10 sangetota 6.0 Lig. Plewal
1. Sim 2. Negativo 2] Sero 7.0 Bm]:mde ginglio
2. Nio D 9. Nio se aplica D 3[] Células brancas 8] T
4[] Escarmro LAl Outms
Data: | ! 5.[ Lav. Gastrico 99|:| Nibo se aplica

Responsavel pelo preenchimento da ficha:

Telefone para contato:

Responsavel pelos exames moleculares:
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ANEXO A — Parecer de aprovacdo do comité de éticaodCPqAM

em Pesquisa
Titulo do Projeto: “Avaliacdo de duas técnicas de reacdo em cadeia da

polimerase na detecgdo do Mycobacterium tuberculosis em diferentes amostras
biolégicas”.

Pesquisador responsavel: Klarissa Miranda Guarines

Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 17/04/2013

Registro no CAAE: 30444114.7.0000.5190

Numero do Parecer PlatBr: 743.874

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos 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 466/12, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 06 de agosto de 2017.

Em caso de necessidade de renovagféo do Parecer, encaminhar relatério

e atualizagdo do projeto.

Recife, 14 de agostg} de 2014. rd
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Vice-Coordenador do CEP/CPgAM

Paul Hindenburg Nobre de v, Sitve:
lista de Gestao em Sagg,
Vice-Coordenador

Mat. SIAPE 1 556906
CEP/CPqAM/Fiocryz

Campus (la UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 (‘:‘2
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 Wi
Recife - PE - Brasil AGGEU FloCRUZ

comitedeetica@cpyam.fiocruz.br MAGALHAES Ninistério da Saude
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