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tuberculose infantil utilizando os antigenos recomb inantes ESAT-6 e CFP-
10. 2008. Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica) - Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes, Fundacéao Oswaldo Cruz, Recife, 2008.

RESUMO

O diagnéstico da tuberculose (TB) se baseia em dados clinicos e
epidemiologicos associados aos métodos laboratoriais (baciloscopia, cultura de
materiais biologicos e TTI — Teste Tuberculinico Intradérmico) e radiografia de
torax. Em criangas, por serem paucibacilares e muitas vezes apresentarem
reacoes cruzadas ao TST, devido a vacinacao recente com BCG e a exposicao
a micobactérias ambientais, existem dificuldades maiores para obter esse
diagnostico. Diante disso, métodos imunologicos tém sido propostos. Dentre
eles, destacam-se os baseados em antigenos recombinantes especificos do
complexo M. tuberculosis: 0 ESAT-6 (early secretory antigen target 6) e o CFP-
10 (culture filtrate protein 10), que sdo potentes indutores de IFN-y. Baseado
nisso, o nosso estudo teve como objetivos: avaliar os niveis de IFN-y,
produzidos por células sanguineas induzidos por ESAT-6, CFP-10 e PPD in
vitro, através de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), em pacientes
pediatricos e determinar a sensibilidade e a especificidade dos ensaios
definindo qual o teste mais apropriado para o diagnéstico. Foram selecionadas,
no Hospital das Clinicas e no Instituto Professor Fernando Figueira-PE,
criancas com idade de 3 a 15 anos, de ambos 0s sexos, e de acordo com 0S
fatores de inclusdo foram distribuidas em grupos de TB doenca (n = 21) e TB
latente (n = 17). O grupo controle negativo (n=21) foi formado por crian¢cas com
auséncia de sinais e sintomas de TB e sem histéria de contato com adulto
bacilifero. Os niveis de IFN-y contra os antigenos ESAT-6, CFP-10 e PPD in
vitro foram quantificados e a curva ROC (receiving operating characteristics) foi
utilizada para avaliar a capacidade desses antigenos de diagnosticar TB infantil
(latente e/ou doenca). O Unico antigeno que demonstrou essa capacidade foi o
ESAT-6 (P < 0,05), tanto para TB latente (AAC = 0,731), para TB doenca (AAC
= 0,780) e TB (latente e doenca; AAC = 0,758). Esses dados sugerem que 0
ESAT-6 pode ser util no imunodiagndstico da TB infantil na fase inicial (latente)
ou ativa da doenca devido a boa sensibilidade e alta especificidade, quando
associado aos dados clinicos e epidemioldgicos, permitindo o tratamento
precoce e evitando a evolucédo da doenca para as formas mais graves.

Palavras Chave: Tuberculose infantil, diagndéstico imunolégico, ESAT-6, CFP-
10, PPD in vitro.
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ABSTRACT

The diagnosis of tuberculosis (TB) infection is based on clinical and
epidemiological data and chest radiography associated with laboratory methods
(baciloscopy, culture of Mycobacterium tuberculosis and TST - Tuberculin Skin
Test). The diagnosis of childhood tuberculosis is complicated because children
usually have paucibacillary infection, recent exposure to BCG vaccination and
prior exposure to environmental mycobacteria, which commonly cross-reacts
with PPD (Purified Protein Derivate) antigen used in TST. For this reason, early
diagnosis of TB is crucial to prevent the spread of this disease and improved
methods are urgently required. A whole blood assay has recently been
developed to quantitatively measure interferon gamma (IFN-y) production by
lymphocytes specific to the TB antigens, ESAT-6 and CFP-10. The present
study investigated the diagnostic potential by ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) of these two antigens compared to PPD in vitro, in latent
TB or active disease in children. Children with 3 to 15 years old, from both
genders, with latent TB (n = 17) or TB disease (n = 21), from the Hospital das
Clinicas and Instituto Professor Fernando Figueira-PE, were eligible for
inclusion. The negative control group (n = 21) was composed of children without
signs and symptoms of TB infection and without any previous contact with adult
TB infection. IFN-y levels against ESAT-6, CFP-10 and PPD in vitro were
quantified and the ROC curve (receiving operating characteristics) was used to
evaluate the potential of these antigens to diagnose TB in children. ESAT-6 (P
< 0.05) was the only specific TB antigen showing a significative degree of
discrimination between the latent TB (AAC = 0,731), active TB (AAC = 0,780) or
TB (latent and active; AAC = 0,758) and the negative control group,
respectively. The ESAT-6 was found to be more sensitive and more specific
than the others antigens, and in association with clinical and epidemiological
data, it can be a useful immunodiagnostic tool for the diagnosis of latent TB or
active TB in children.

Key words: Tuberculosis in children, Immunodiagnosis, ESAT-6, CFP-10, PPD
in vitro.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico

A tuberculose é uma das mais antigas doencas identificadas no ser
humano, havendo relatos de evidéncias dessa patologia em esqueletos de 8.000
a.C., na Alemanha. Também foram encontradas mumias egipcias datando de
3.000 a.C. com lesBes na coluna vertebral caracteristicas de infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis. Povos orientais, como o0s Hindus e Chineses, ja
descreviam quadros clinicos semelhantes a tuberculose desde 2.000 a.C.
Hipdcrates, o pai da medicina, descreveu em 380 a.C. a doenca como “tisica”, que
significa “derreter-se”, devido as lesbes caseosas que ela provocava. Aristoteles
descreve o carater contagioso da tuberculose, por volta de 350 a.C. No século Il
d.C., um médico grego chamado Galeno desenvolveu esquemas terapéuticos para
a doenca que serviram por quase mil anos e incluiam repouso, boa alimentacéo e
habitacdo em climas amenos (RIBEIRO, 1955).

Apenas em 1478, na época Renascentista, € que houve o aprofundamento
do estudo da histopatologia da tuberculose. Andréas Versalius, em 1543, publicou
a primeira obra de anatomia humana, baseada em dissecacdes reais, onde foi
observado que individuos falecidos por tisica apresentavam, na maioria das
vezes, lesbes em suas cavidades pulmonares caracteristicas de tuberculose.
Duzentos anos depois, 0 anatomista holandés Francisco de Layden, descreveu
nddulos endurecidos encontrados em pulmdes de individuos doentes e o0s
denominou de “tubérculos”, chegando a conclusédo de que a doenca tinha inicio no
pulm&o. No inicio do século XVIII, durante a Revolucdo Industrial, a tuberculose
torna-se uma epidemia, gracas ao surgimento de cidades populosas e
desorganizadas, trabalho extenuante do proletariado em fabricas com péssimas
condicdes de trabalho e falta de higiene, propagando-se dessa forma pela Europa

e posteriormente nas Américas e na Africa (RIBEIRO, 1955).
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Em 1839, o nome tuberculose surge pela primeira vez, pelo médico Johann
Schonheim. Em 1865, Jean Villemin demonstrou o aparecimento de ndédulos em
animais inoculados com pus de cavidades pulmonares de doentes, comprovando
a tuberculose. Em 1882, Robert Koch finalmente isola o agente causal, o
Mycobacterium tuberculosis, conhecido dessa forma por bacilo de Koch,
recebendo mais tarde o Prémio Nobel de Medicina por causa de seus estudos
sobre o bacilo (RIBEIRO, 1955).

Na tentativa de se criar uma vacina contra a tuberculose, em 1921, Albert
Calmette e Camile Guérin, do Instituto Pasteur, Franca, obtiveram uma cepa
atenuada de Mycobacterium bovis, denominada de BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin), dando origem a primeira vacina antituberculose. Ela foi inicialmente
administrada por via oral em bebés recém-nascidos de maes tuberculosas na
esperanca de imunizar as criangas contra a tuberculose. Embora a descoberta da
vacina fosse promissora na época, a vacinagdo foi um desastre. Um terco das
criancas que receberam a vacina faleceram, ja que a cepa utilizada ndo estava
completamente atenuada e s6 20 anos depois é que estudos com a BCG foram
retomados (MARCH, 2002).

No Brasil, a tuberculose surgiu por volta da época do descobrimento,
trazida pelos colonizadores jesuitas e escravos africanos. Os indios que adquiriam
a tuberculose, por ndo terem imunidade contra a doenca, morriam rapidamente e
dessa forma muitas tribos indigenas foram dizimadas em curto espago de tempo.
Gracgas ao crescimento urbano e populacional ocorridos nos séculos posteriores, a
doenca foi se tornando cada vez mais dificil de ser controlada, assumindo
propor¢cdes endémicas (RIBEIRO, 1971).

Embora a descoberta das lesbes e o aprofundamento do conhecimento da
clinica da tuberculose datem de varios séculos atras, o avanc¢o no diagnostico da
tuberculose foi bastante lento, e geralmente era baseado na clinica do paciente,
guando esse ja estava bastante debilitado (RIBEIRO, 1971). Somente na segunda
metade do século XX é que o diagnéstico pode ser feito através do isolamento do
M. tuberculosis em cultura, embora especifico, ndo € um método muito sensivel,

especialmente para o diagnostico em criancas (SANT'ANNA, 2001). Devido ao
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carater endémico da doenca e a dificuldade do diagndstico precoce, muitos
estudos tém surgido nessa area, especialmente nas Ultimas décadas, tendo se
destacado os que utilizam métodos baseados em biologia molecular (STARKE;
ONG; EISENACH, 1993; STARKE, 1998) e os métodos imunoldgicos, mais
recentemente (RAVN et al., 2005; WELDINGH et al., 2005).

Por outro lado, a descoberta de um tratamento eficiente contra a
tuberculose né&o foi tdo rdpida. Somente nos anos 60 é que se desenvolveu um
esquema eficaz denominado esquema triplice, onde trés antibidticos sdo utilizados
simultaneamente. Esse esquema foi instituido no Brasil pelo professor Hélio Fraga
e utilizava primeiramente as drogas estreptomicina, isoniazida e &cido
aminossalicilico e tinha duracdo de 12 a 24 meses, e foi posteriormente
modificado na década de 80, quando se passou a utilizar as drogas rifampicina,
isoniazida e pirazinamida e o tratamento foi encurtado para 6 meses. Esse
esquema de tratamento para a tuberculose é mantido até os dias atuais no pais
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002; MARCH, 2002).

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Distribuicdo mundial

A diminuicdo progressiva da incidéncia da tuberculose durante as primeiras
oito décadas do século passado, aproximando-se de zero na maior parte do
mundo, levou os microbiologistas a terem convicgdo de que essa doenca estava
préxima de ser erradicada. Porém, o que foi observado no inicio dos anos 80 €&
gue a incidéncia da tuberculose voltou a subir vertiginosamente, fazendo com que
as taxas de mortalidade e morbidade se elevassem com igual rapidez
(KONEMAN, 2001). Esse fato ocorreu devido principalmente ao aparecimento de
novas cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes aos mdultiplos

quimioterapicos utilizados no tratamento dessa enfermidade, as infeccdes
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concomitantes com a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) causada
pelo virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), que foi descoberto no inicio dos
anos 80, além da ineficiéncia dos programas de controle da doenca e da
deteriorizacdo das condi¢des sécio-econdmicas da populacdo (CROFTON, 1992;
LERQOY; SALMI; DUPON, 1997).

Dessa forma, a tuberculose ainda hoje continua sendo um dos mais sérios
problemas de Saude Pudblica no mundo, sendo considerada uma doenca
reemergente (Fig. 1). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que um
terco da populacdo mundial estd infectada pelo bacilo da tuberculose e que
anualmente ocorrem cerca de 8,7 milhdes de novos casos no planeta, levando
cerca de 3 milhdes de pessoas a 6bito (DOHERTY et al., 2002; VENDRAMINI et
al., 2005). Calcula-se que 95% dos casos no mundo ocorrem em paises em
desenvolvimento (KOLMOS; BRAHM; BRUNN, 1992), e esse fato fez com que a

OMS declarasse estado de emergéncia nesses paises desde 1993. Além disso, é

importante salientar que do total de casos de TB no mundo, aproximadamente
11% ocorrem em criancas (NELSON; WELLS, 2004).

Nao estimado
0-999
1000-9999
10000-99999
100000-999999
1000000 ou mais

8 bg
o0

| [N[EEN

Figura 1: Novos casos de tuberculose registrados no mundo durante o ano de 2005, de
acordo com a OMS.
Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/TB_newcases_2005.png
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1.2.2 Distribuicdo no Brasil

No Brasil, cerca de 110 mil casos de tuberculose séo notificados a cada
ano, dos quais aproximadamente 6 mil terminam em morte (BIERRENBACH et al.,
2007). A incidéncia dessa doenca no pais € em torno de 62 por 100 mil habitantes
e a taxa de mortalidade é ainda bastante elevada, cerca de 5,9 por 100 mil
habitantes, enquanto que o numero de pessoas infectadas é estimado em 42
milhdes e cerca de 10% dos casos notificados por ano ocorrem em menores de 15
anos (SOUZA et al., 2005). Essa realidade fez com que a OMS incluisse o Brasil,
0 Unico das Américas, na lista das 22 na¢des que concentram 80% dos casos de
tuberculose registrados no mundo, ocupando a 152 posi¢ao (FACANHA, 2005).

Em Pernambuco a situagdo néo é diferente do restante do pais. No ano de
2006, foram notificados cerca de 5.170 casos de tuberculose, sendo 10% em
criancas e adolescentes (BRASIL, 2007). Por outro lado, no mesmo ano
ocorreram 645 internacdes na cidade do Recife devido a essa enfermidade. A taxa
de mortalidade de tuberculose no estado é de 5,24 por 100 mil habitantes
(BRASIL, 2006c) e a incidéncia € de 62,83 por 100 mil habitantes (BRASIL,
2006b). No entanto, a incidéncia da tuberculose em criancas de 0 a 15 anos é
menor, cerca de 19,06 por 100 mil habitantes (BRASIL, 2006a), mas ainda €&
considerada bastante elevada. Esses dados fazem com que Pernambuco ocupe a
terceira posicdo no ranking das mais elevadas taxas de incidéncia do pais,

perdendo apenas para os estados do Rio de Janeiro e do Amazonas.

1.3 Agente etioldgico: caracteristicas gerais

A tuberculose é uma doenca endémica causada por microorganismos que
pertencem a ordem dos Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e ao género

Mycobacterium e que tém como caracteristica principal serem bacilos alcool-acido
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resistentes (BAAR). Essa caracteristica designa bactérias que resistem a
descoloracdo com alcool acidificado quando coradas a quente com fucsina
fenicada e dessa forma apresentam coloracdo avermelhada (técnica de Ziehl-
Neelsen), quando observadas em esfregacos ao microscopio Optico. Essa
propriedade se deve principalmente as caracteristicas dos lipideos que compdem
a parede celular dessas bactérias (KONEMAN, 2001).

Vérias espécies de Mycobacterium foram descobertas até o momento,
sendo elas diferenciadas entre si através de sua velocidade de crescimento e
producdo de pigmentos (RUNYON, 1970), além do estudo de suas propriedades
fenotipicas, genotipicas e sua estrutura celular (SOMMERS; GOOD, 1985). Dessa
forma, o bacilo Mycobacterium tuberculosis pdde ser bem caracterizado e
estudado.

A morfologia celular tipica do M. tuberculosis € a de um bacilo delgado,
ligeiramente curvo, que mede 0,3 a 0,6 por 1 a 4 um, corado em vermelho intenso
pela coloracdo de Ziehl-Neelsen (fortemente &cido-resistente - Figura 2A), sendo
essas bactérias classificadas como micobactérias n&do pigmentadas de
crescimento lento. Além dessas caracteristicas, o agrupamento dos bacilos
formando ramos longos e tortuosos, conhecidos como cordas, é peculiar da
espécie M. tuberculosis (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1994). Sua parede
celular € composta por alto contetdo lipidico, sendo responsavel por importantes
efeitos bioldégicos como a induc¢do do granuloma (KUBICA; WAYNE, 1984). O
bacilo da tuberculose é aerdbio estrito e é considerado um parasito intracelular
facultativo, devido a sua capacidade de sobreviver e se multiplicar no interior dos
macrofagos (KUBICA; WAYNE, 1984).

Em relacdo as colbnias, elas apresentam aspecto rugoso, ndo pigmentado,
cor camurca apés 14 a 28 dias de incubacdo a 37° em meio de Lowenstein-
Jensein ou Middlebrook - Figura 2B (KONEMAN, 2001).

O M. tuberculosis pode ainda entrar em estado de dorméncia apds a
infeccdo e sobreviver no interior no organismo humano durante anos sem se
dividir. Essa caracteristica tem importancia na clinica médica, ja que a tuberculose

doenca, é frequentemente desenvolvida através de uma reativacdo de uma
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infeccdo antiga, subclinica, ocorrida ha varios anos antes (COLSTON; COX,
1999).

Figura 2: Caracteristicas do Mycobacterium tuberculosis.
Fontes: a) http://www.wadsworth.org/databank/hirez/mcdonp4.gif;

b) http://a.abcnews.com/images/Health/ht_tuberculosis_070428_ms.jpg
Notas: a) Coloracgédo pela técnica de Ziehl-Neelsen;

b) Aspectos da cultura.

1.4 Modo de transmissao

A histéria natural da tuberculose envolve a interacdo entre o conjunto de
fatores: micobactéria, hospedeiro, ambiente e tempo. Fatores genotipicos e
fenotipicos de cada individuo influenciam na interacdo do organismo humano com
0 M. tuberculosis, assim como as caracteristicas proprias de cepas dessa espécie.
Um esquema simplificado do modelo classico pode ser observado na Figura 3
(CAMPANHA NACIONAL CONTRA A TUBERCULOSE, 1987).
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Figura 3: Modelo epidemioldgico da histéria natural da tuberculose.

Fonte: Campanha Nacional contra a Tuberculose, 1987.

Nota: O retdngulo em azul representa uma populagdo qualquer, incrementada pelos
nascimentos e diminuida pelos 6bitos ocorridos no periodo.

Para o entendimento do processo que leva a tuberculose doenca, €
necessario o entendimento da distincdo entre os termos infeccdo e doenca. Sao
considerados infectados os individuos que tém histdrico de contato com adulto
tuberculoso e/ou teste tuberculinico positivo (TTI), mas ndo apresentam sinais ou
sintomas clinicos especificos da doenca ativa. Ja a doenca é caracterizada
guando h& desequilibrio entre a interacdo bacilo-hospedeiro nos individuos
infectados, ocorrendo dessa forma os sinais e sintomas classicos da tuberculose.
A transicdo do estado de infeccdo latente para o estado de doenca ativa pode se
dar varios anos apO0s o0 contagio, ja que o bacilo pode sobreviver em estado
latente, dentro do organismo humano, por varios anos (BARROSO, 2002).

A transmissdo da TB é feita através de individuo adulto bacilifero,
normalmente com a forma pulmonar da doenca, o qual elimina bacilos para o
ambiente através de goticulas de saliva (ROM; GARAY, 1995). Essas goticulas
podem permanecer em suspensao por varios dias, em condi¢cdes favoraveis, e
uma vez aspiradas, as particulas infectantes maiores séo retidas pelo sistema

mucociliar da mucosa respiratoria, sendo removidas dos brénquios, deglutidas e
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eliminadas pelas fezes. Por outro lado, as particulas menores, com cercade 1 a5
pm de didmetro, podem alcancar os pulmdes (BARROSO, 2002).

Os adultos infectados com mais de 5.000 bacilos/mL no escarro tém grande
capacidade de transmissdo da tuberculose. A chance de adquirir a infeccéo
aumenta em familias de baixa renda, que moram em casas mal ventiladas e
pequenas e que tém pelo menos um adulto tuberculoso no seu convivio
(BARROSO, 2002). As criancas ndo sdo capazes de transmitir a infeccdo
tuberculosa, j& que as mesmas sdo paucibacilares e possuem dificuldade de
expectoracao (MACIEL et al., 2006).

1.5 Imunopatogenia

Quando o individuo entra em contato com o M. tuberculosis, pode ocorrer
um dos trés eventos: 1- o hospedeiro elimina a infeccdo através de barreiras
fisicas do sistema respiratorio, como por exemplo, a mucosa ciliada existente nos
brénquios e também através da fagocitose dos bacilos por células da imunidade
inata, com acdo dos macréfagos em nivel dos alvéolos pulmonares; 2- infeccdo
latente, acontece quando o sistema imune do hospedeiro é capaz de controlar,
mas nao de eliminar a infec¢édo, permanecendo dessa forma focos infecciosos nos
orgaos infectados durante varios anos; 3- desenvolvimento da doenca ativa, que
aparece quando had um desequilibrio da relacdo parasita-hospedeiro, geralmente
apos uma reativacdo de um foco de infeccdo latente existente no hospedeiro
(LAPA E SILVA; BOECHAT, 2004).

A destruicdo dos macrofagos ocorre devido a multiplicacéo intracelular dos
bacilos, levando a progressdo da reacdo inflamatéria mononuclear, com a
formacéo do foco pulmonar primario ou foco de Gohn (BETHLEM, 1984). Esses
bacilos migram via drenagem linfatica e chegam a linfonodos satélites da regido
atingida, onde la continuam a multiplicar-se dentro de células fagociticas, e ao lisa-

las, provocam uma nova reacdo inflamatdria, com consequente hiperplasia do
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linfonodo infectado. A esse conjunto de eventos (foco pulmonar, linfagite
intermediaria e foco ganglionar) denominou-se complexo primario da TB
caracterizando a primoinfeccdo tuberculosa (KAUFMANN et al., 1989). Apoés
infeccdo dos linfonodos satélites, pode haver disseminacdo hematogénica do
bacilo, denominada “bacilemia silenciosa”, por todo o organismo do hospedeiro
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002). Com o desenvolvimento da
imunidade mediada por células e da hipersensibilidade do tipo tardio, em locais
como baco, figado e medula éssea, os bacilos que migraram via corrente
sanguinea sao geralmente erradicados desses tecidos. Ndo havendo a total
erradicacdo desses microorganismos, ocorre a formacao de focos metastasicos de
TB (BARROSO, 2002).

Quando os focos de Gohn evoluem para fibrose e/ou calcificacdo das
lesdes pulmonares iniciais, podendo ser percebidas através de radiografia de
torax, ha a instalacdo da tuberculose primaria e geralmente ocorre até os 5
primeiros anos apos a primoinfeccéo. As principais formas de tuberculose primaria
sdo: ganglionar, pneumonica, bronco-pneumadnica, cavitaria, atelectasicas e miliar,
sendo esta Ultima um dos mais graves tipos de tuberculose priméria, que é
resultado de uma disseminacdo sistémica do bacilo com difusdo de lesdes
granulomatosas por varios 6rgdos (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).
Cerca de 40-50 % das criancas com primoinfec¢cdo desenvolvem a TB primaria
(SHINGADIA; NOVELLLI, 2003), sendo este numero reduzido para cerca de 5-10%
nos adultos (STYBLO, 1980).

Por ser uma bactéria estritamente aerébia, o foco de infeccéo tuberculosa
priméaria ocorre geralmente nos pulmdes, préximo a pleura, nas zonas médias e
inferiores, para onde é direcionado o maior volume de ar inalado (BARROSO,
2002).

Clinicamente a tuberculose primaria pode ser caracterizada de duas
formas: 1- aguda e grave, que € menos comum ou 2- insidiosa e lenta, sendo esta
tltima com maior ocorréncia entre os infectados. Alguns dos sintomas da forma
lenta, especialmente em criangas, séo: febre baixa, irritacdo, sudorese noturna,

inapeténcia e exame fisico inexpressivo, caracterizando sintomatologia
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inespecifica e dificultando o diagnostico baseado na clinica (FRANCO et al., 2003;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

A tuberculose pos-primaria € uma forma que ocorre tardiamente, anos
depois do estabelecimento da TB primaria. E caracterizada por lesdes
circunscritas, cavitacdo e fibrose, de evolucdo mais lenta que a tuberculose
primaria e também por um aumento da reacdo inflamatéria do tipo
hipersensibilidade, ja que o individuo infectado apresenta memdria imunoldgica
contra os antigenos do M. tuberculosis (FUNDAGCAO NACIONAL DE SAUDE,
2002). Geralmente traz sequelas graves ao hospedeiro, devido as lesdes
cavitarias, altamente destrutivas do tecido parenquimatoso, no sitio de infeccdo
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

A origem dessa forma de TB pode ser enddégena, com reativacdo de um
foco latente resultante da tuberculose priméria ou exdgena, a partir de uma nova
contaminacdo por M. tuberculosis, geralmente por uma cepa mais virulenta
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Dois tipos celulares principais do sistema imune sdo responsaveis pela
defesa do hospedeiro contra a infeccdo pelo M. tuberculosis: os macréfagos e os
linfocitos T. Quando a micobactéria invade os pulmdes dos hospedeiros, durante a
primo-infeccdo, inicia-se a fagocitose pelos macrofagos alveolares. Dependendo
da viruléncia do bacilo e da quantidade de bactérias inalada, o macréfago pode
ser capaz de debelar essa infeccdo inicial ou ndo. Em geral, essa célula do
sistema imune ndo é capaz de destruir o M. tuberculosis sozinha (LAPA E SILVA;
BOECHAT, 2004). Apos ser fagocitado, o bacilo permanece no interior do
fagossomo. Quando ha o encontro do fagossomo infectado com o lisossomo, 0s
antigenos micobacterianos podem ser processados e apresentados aos linfocitos
TCD4+, através do MHC (Major Histocompatibility Complex) do tipo Il presente
nos macréfagos (FERRAZ et al., 2006; TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007).

Ao realizarem a fagocitose, os macrofagos também liberam enzimas
proteoliticas que tém sido associadas a liguefagdo do caseum do granuloma
(BARROSO, 2002) e citocinas, que sdo moléculas sinalizadoras produzidas por

uma variedade enorme de células do sistema imune e possuem variadas funcdes,
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e neste caso da infeccao pelo M. tuberculosis, atraem para o local de infeccdo os
linfocitos T, especialmente os Thl e TCD8+, dando inicio ao processo de
inflamacéao local no pulméo.

A estimulacdo dos linfécitos TCD8+ pelas micobactérias se deve
principalmente a formagdo de vesiculas apoptéticas, oriundas de células
infectadas e contendo antigenos do bacilo associados ao MHC de classe |
(WINAU et al., 2006) e a producdo de citocinas pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs). Além disso, esses linfocitos TCD8+ ativados sdo capazes de
destruir macréfagos que sucumbiram a infeccdo micobacteriana, liberando o seu
conteudo citoplasmético no meio extracelular e possibilitando uma fagocitose
eficiente dos bacilos liberados por outros macrofagos (LAPA E SILVA; BOECHAT,
2004).

Por outro lado, a ativacao dos linfécitos TCD4+ envolve o reconhecimento
do peptideo micobacteriano ligado ao MHC II, interacdo de moléculas co-
estimuladoras, por exemplo CD80/CD86 - CD28, e a producdo de citocinas pelas
APCs, como a interleucina 12 (IL-12), que vao ativar os linfocitos T a produzirem
IL-2 (que também esta envolvida na ativacéo e proliferacédo dos linfocitos T) e IFN-
Yy, principal citocina envolvida na fase inicial da resposta imune adaptativa. Essa
Gltima citocina induz a ativacdo, diferenciacdo e expansdo das células Thl
antigeno-especificas, que séo as principais células responsaveis pela modulacdo
da resposta imune contra o bacilo da tuberculose e no controle da fase cronica da
infeccao (TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007).

O IFN-y atua também na indu¢do do aumento na expressdo do MHC e de
receptores para imunoglobulinas, recruta linfécitos T que participam da destruicao
bacteriana a produzirem mais IFN-y e estimula a produgdo de Oxido nitrico.
Embora a presenca apenas desta citocina ndo seja suficiente para controle do
bacilo da TB, ela € um dos componentes cruciais para a resposta protetora contra
o patogeno (NORTH; JUNG, 2004) e dessa forma é utilizada como um marcador
da atividade celular efetora e de indicacédo de infec¢cdo, quando ha exposi¢cado do

sistema bioldgico aos antigenos micobacterianos (BOEHM et al., 1997). Apesar de
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existir uma producgéo de IL-4 durante a infec¢do tuberculosa humana, a resposta
do tipo Th2 é geralmente pouco significante (SEAH; SCOTT; ROOK, 2000).

Na TB, guanto maior a quantidade de bacilos de M. tuberculosis adquirida
durante a infeccéo, maior a producao de citocinas do tipo Thl, como IL-2 e IFN-y.
Um caso particular é a infeccdo latente, na qual a migracdo de macréfagos e
células T (como também algumas células B) para o sitio de infec¢do culmina na
formacdo do granuloma. O granuloma tuberculoso consiste de um acumulo de
células fagocitarias infectadas com o bacilo da tuberculose e linfociticas, células
dendriticas, endoteliais, fibroblastos e células estromais (GONZALEZ-JUARRERO
et al., 2001). A formacdo do granuloma € essencial para conter a infeccéo
tuberculosa, j& que o mesmo funciona como uma barreira, envolta de tecido
conjuntivo, delimitando o sitio de infec¢cdo (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).
Embora a producao de citocinas e a acéo de células do sistema imune dentro do
granuloma sejam ativas na tentativa de eliminar a infec¢do no interior do mesmo, o
M. tuberculosis encontrou mecanismos de defesa, para escapar da acdo do
sistema imune do individuo infectado. Algumas estratégias de defesa desses
microorganismos séo: permanecerem dentro de fagossomos que tendem a néo se
fundirem com os lisossomos secundarios (ARMSTRONG & HART, 1971),
liberacdo da micobactéria no citoplasma, através da inducdo da lise das paredes
do fagossomas, escapando dessa forma da acdo dos lisossomas, entre outros
fatores ndo completamente elucidados (BARROSO, 2002).

Quando ha formacédo de granuloma, mas a replicagdo das micobactérias no
interior dos macrofagos é baixa e a infecgéo fica restrita a0 mesmo, ha um estado
de “equilibrio” entre bacilo-hospedeiro, caracterizando a infeccdo latente. O bacilo
pode sobreviver no interior do granuloma por varios anos, servindo como um
reservatorio de infeccdo (TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

No entanto, havendo um comprometimento do sistema imune do
hospedeiro infectado por M. tuberculosis, pode ocorrer uma reativagao da infeccéo
latente, mesmo anos apo0s o primeiro contato. Neste caso, ha o aumento da
replicacdo das micobactérias no interior dos macrofagos, com elevada producéo

de citocinas e substancias teciduais liticas, causando extensa necrose no tecido
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infectado e formagcdo de lesGes cavitarias, caracterizando a doenca ativa
(TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

Em criangas ha um alto risco de conversdo de infeccdo latente para TB
doenca, j& que essa primeira forma se mostra assintomatica nesses individuos,
dificultando o controle e erradicacdo do foco latente precocemente, ndo sendo
capaz de proteger eficazmente contra o desenvolvimento da tuberculose ativa
(TUFARIELLO; CHAN; FLYNN, 2003).

1.6 Diagnostico

Atualmente, o diagndéstico da TB é feito através do histérico epidemioldgico
do individuo, para saber se ele teve contato com algum adulto tuberculoso ou
mora em area endémica; observacdo de sinais e sintomas especificos da
tuberculose; realizacdo do TTI (Teste Tuberculinico Intradérmico); realizacdo de
radiografia do térax, nos casos de suspeita de TB pulmonar. S&o realizadas
baciloscopia e a cultura microbiolégica para confirmacdo de M. tuberculosis no
espécime quando ha possibilidade de coleta de amostra bioldgica suspeita de
infeccdo. O tratamento profilatico € realizado quando ha forte suspeita de TB e €
considerado caso positivo quando ha resposta ao tratamento, cura dos sinais e
melhora da sintomatologia no individuo suspeito (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2001).

As principais medidas para conter o avanco da TB no mundo englobam o
diagnostico precoce dos pacientes, tratamento efetivo contra as formas resistentes
de TB e uma vacina mais aperfeicoada e protetora do que a atual BCG
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2001). Devemos salientar que do total de
casos gue ocorrem no NosSso pais, apenas 68% sao diagnosticados corretamente
(LEMOS et al., 2004).

Em criancas, a TB é particularmente dificil de ser diagnosticada, impedindo

muitas vezes o0 tratamento precoce e o0 controle da transmisséo. Ela pode se
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apresentar desde sua forma assintomatica até suas formas graves disseminadas,
levando muitas vezes o paciente a Obito (HOUWERT et al., 1998). O quadro
clinico classico (tosse ha mais de trés semanas, febre, perda de peso, dificuldade
respiratoria) na maioria dos casos de tuberculose infantil esta ausente, sendo mais
comum a presenca de sintomas inespecificos comumente encontrados em outras
doencas como viroses ou pneumonias, caracterizando dessa forma o polimorfismo
clinico da tuberculose em criancas (FRANCO et al., 2003).

No adulto, o diagnoéstico de certeza da tuberculose é dado pela presenca do
bacilo através da baciloscopia ou cultura microbiologica (BRASIL, 2004). Na TB
pulmonar, a tosse produtiva é o sintoma mais comum no inicio da doenga. Com o
desenvolvimento da infec¢cdo, o escarro comeca a ser produzido devido ao
aumento da inflamagéo e da necrose do tecido pulmonar. Devido a isso, a
baciloscopia ainda € um método largamente utilizado no diagnostico da TB. O
principal método para pesquisa de bacilos em amostras de escarro é a coloracao
de Ziehl-Neelsen. E um método barato e que ndo exige pessoal treinado nem
equipamentos caros para ser realizado (TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007), mas
apresenta como maior desvantagem a baixa sensibilidade, em torno de 50 a 70%
em adultos infectados pelo M. tuberculosis, em parte devido a necessidade de que
a amostra contenha pelo menos 5.000 bacilos/mL para ser positiva a0 microscopio
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2004). Em
criangas, o percentual de diagnostico através da baciloscopia é ainda mais baixo,
em torno de < 10% (STARKE, 2003; ZAR et al., 2005). Os principais fatores que
contribuem para a baixa sensibilidade desse método é que a crianca além de ser
paucibacilar, dificiimente expectora, sendo de pouca utilidade sua utilizacdo em
amostras de escarro e lavados gastricos (MACIEL et al., 2006).

As culturas de materiais biolégicos sdo utilizadas em conjunto com a
baciloscopia para diagnéstico da TB, e embora sejam mais sensiveis e
especificas, necessitando apenas de 10 a 100 bacilos/mL de amostra para ser
positiva para M. tuberculosis, elas apresentam resultado demorado, necessitando
de cerca de 8-10 semanas para a liberacdo do laudo (SNIDER, 1988) e dessa

forma protelando o diagnoéstico definitivo da doenca. Em pacientes pediatricos, a
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positividade de culturas de materiais biologicos é em torno de < 30%, percentual
esse considerado de baixissima sensibilidade (STARKE, 2003; ZAR et al., 2005).

Na tentativa de diminuir o tempo de cultivo de microorganismos, alguns
sistemas automatizados de cultura para deteccdo de micobactérias foram
desenvolvidos. Esses métodos utilizam meios enriquecidos que promovem o
crescimento bacteriano acelerado, mas também tém altos indices de falso-
positivos devido as contaminacdes por outras bactérias (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2004).

Uma alternativa laboratorial para diagnosticar a tuberculose infantil é a
utilizacdo do TTI. E um método baseado na reacéo celular desenvolvida na pele,
24 a 72 h depois da inoculagéo intradérmica de PPD (Purified Protein Derivative),
gue é uma mistura de proteinas de micobactérias de baixo peso molecular, na
dose de 0,1 mL no antebraco. ApGs 72 h, a leitura da induracédo formada é feita, e
dependendo dos fatores de risco do individuo, resultados entre 5-15 mm ou mais
podem ser considerados positivos (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2001).

Apesar da boa sensibilidade, a especificidade do PPD € baixissima, em
torno de 7% (VAN PINXTEREN et al., 2000), sobretudo apés vacinacao recente
com BCG (SANT'ANNA et al., 2002), ja que o antigeno utilizado neste teste, o
PPD, compartilha vérios epitopos antigénicos com o BCG, Mycobacterium avium e
com a maioria das micobactérias ambientais, (ANDERSEN et al., 2000), sendo
incapaz de distinguir com seguranca pessoas vacinadas com BCG daquelas
expostas a micobactérias do ambiente ou infectadas com M. tuberculosis (FINE et
al., 1994).

Um outro método auxiliar no diagndstico da TB é a radiografia de torax,
principalmente em pacientes sintomaticos e negativos a baciloscopia. O método é
baseado na presenca de opacidades radiologicas caracteristicas, mas so é util
quando ja hd acometimento do tecido pulmonar. Em criangas, muitas vezes, as
imagens ndo sao conclusivas, visto que lesdes pulmonares semelhantes as
causadas pela tuberculose podem ocorrer em outras doencas respiratorias,
eventos esses bastante recorrentes nessa fase da vida. Embora seja util no

diagnédstico de TB pulmonar, a andlise através de radiografia ndo € um exame
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especifico para detectar casos de TB, visto que lesbes pulmonares semelhantes
as causadas pelo bacilo da TB podem ocorrer em outras doencas (DIAGNOSTIC
STANDARDS AND CLASSIFICATION OF TUBERCULOSIS IN ADULTS AND
CHILDREN, 2000; MARAIS; PAI, 2007). A tomografia de torax também pode ser
utilizada, j& que apresenta imagens de alta resolugdo, porém seu custo é muito
elevado, sendo disponivel somente em centros de referéncias (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2004).

Dentre os métodos diagnosticos atualmente utilizados para TB, nenhum
deles tem obtido o sucesso desejado para diminuir a incidéncia da doenca de
forma significativa (FRIEDEN et al., 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2001) nem capacidade de diagnosticar precocemente a tuberculose (FRANCO et
al., 2003), sobretudo em criangas. A importancia de se diagnosticar TB latente em
criancas se deve ao fato de que a infeccdo tuberculosa pode persistir por varios
anos, com risco de reativagdo para doenca ativa em cerca de 10% nos dois
primeiros anos e 50% até os 5 anos apdés o primeiro contato com adulto
tuberculoso (JASMER; NAHID; HOPEWELL, 2002; TUFARIELLO; CHAN; FLYNN,
2003).

Diante dessas dificuldades, varios métodos diagndsticos alternativos tém
sido desenvolvidos e intensamente estudados. Dentre esses métodos, destacam-
se 0s baseados em biologia molecular e os de imunodiagndstico baseados em
antigenos recombinantes especificos do complexo M. tuberculosis (WELDINGH et
al., 2005).

O método PCR (Polymerase Chain Reaction) € um método de biologia
molecular baseado na amplificacdo in vitro do DNA micobacteriano, através da
reacdo de polimerase em cadeia, podendo por sua vez fornecer uma resposta
diagndstica rapida e sensivel. Mas apresenta como desvantagens a exigéncia de
um laborat6rio e pessoal técnico especializado (MELLO et al., 2002; SPERHACKE
et al., 2004). O método também néo é de grande aplicabilidade nos casos de TB
extra-pulmonar, visto que € necessario haver um procedimento invasivo para
obtenc&o da amostra para analise. Por ser uma técnica cara e apresentar muitos

resultados falso-positivos devido a alta sensibilidade, o método ainda ndo esta
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comercialmente disponivel para o diagnéstico da TB (ANDERSEN et al., 2000;
SHINGADIA; NOVELLI, 2003; TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007). Em varios
estudos com pacientes pediatricos, a sensibilidade encontrada para o teste PCR
foi cerca de 40-60%, sendo considerada baixa e muito proOxima a encontrada
quando o diagnéstico € feito baseado em achados clinicos, microbiolégicos,
radiolégicos e em historico epidemiolégico compativel com TB,
concomitantemente (FAUVILLE-DUFAUX et al., 1996; GOMEZ-PESTRANA;
TORRONTERAS; CARO, 1999; SHINGADIA; NOVELLI, 2003; SMITH et al., 1996;
STARKE; ONG; EISENACH, 1993).

Em relacdo aos métodos de imunodiagnéstico para TB, dois antigenos
recombinantes estdo sendo intensamente estudados: o ESAT-6 (early secretory
antigen target) e o CFP-10 (culture filtrate protein) tém se destacado para este fim
(MARAIS e PAI, 2006; MUNK et al., 2001; PALAZZO et al.,, 2008; POLLOCK;
ANDERSEN, 1997; RAVN et al., 2005). Esses antigenos estao contidos na regido
codificadora RD-1 do genoma micobacteriano (Figura 4), regido esta especifica do
complexo M. tuberculosis e que esta ausente no genoma do M. bovis BCG e do
Mycobacterium avium, além da maioria das micobactérias ambientais (RAVN et
al., 1999, 2005).

— Genes comuns as micobactérias
mm Genes especificos do compleMycobacterium tuberculosis
@ Regifes deletadas

ESAT-6 e CFP-10 ESAT-6 e CFP-10 ESAT-6 e CFP-10
M bowis BCG I teabermedos i M avum

Figura 4: Esquema identificando a regido responsavel pela codificacdo dos antigenos
ESAT-6 e CFP-10 no genoma do complexo Mycobacterium tuberculosis, a qual encontra-
se deletada no genoma do M. bovis BCG e do M. avium.

Fonte: www.biomedimages.com

Nota: Essa regido encontra-se inserida numa maior denominada RD-1, em preto.
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Uma das caracteristicas principais desses antigenos é que sdo potentes
indutores de IFN-y, j& que estimulam uma resposta do tipo Thl (MUNK et al.,
2001; PAI; RILEY; COLFORD, 2004; RAVN et al., 1999; RAVN et al., 2005; VAN
PINXTEREN et al., 2000), permitindo que a tuberculose ativa seja diagnosticada
com base nos niveis de IFN-y produzidos (SCHOLVINCK et al., 2004). Alguns
estudos envolvendo mutacdes nos genes que codificam o ESAT-6 e o CFP-10
mostraram a auséncia na inducdo da resposta especifica de células T e a
anulacao da viruléncia da micobactéria (BRODIN et al., 2005), logo se chegou a
conclusdo que essas duas moléculas séo fortemente imunodominantes quando o
bacilo infecta o hospedeiro, sendo responsaveis pela ativagcdo de células T
durante o inicio da TB (ANDERSEN et al., 2000; ULRICHS et al., 1998).

Por essa razdo, os antigenos ESAT-6 e CFP-10 sdo reconhecidos
especificamente pelo sistema imune de pacientes com tuberculose ativa pulmonar
ou extrapulmonar e também com tuberculose latente (MARAIS; PAI, 2007; RAVN
et al., 2005), caracteristica essa que confere sensibilidade aos testes baseados
nesses antigenos. Por outro lado, individuos ndo expostos ao complexo M.
tuberculosis, porém reativos ao PPD devido a vacinagdo prévia com BCG ou
individuos que ja entraram em contato com micobactérias ambientais (vacinados
ou nao), ndo reconhecem esses antigenos recombinantes (AREND et al., 2000a,
2000b; LALVANI; NAGVENKAR; UDWADIA, 2001; RAVN et al., 2005), e dessa
forma esses testes apresentam também uma especificidade elevada no que se
refere ao diagnostico da tuberculose. Porém, alguns estudos afirmam que testes
imunodiagnosticos utilizando ESAT-6 e CFP-10 sejam pouco sensiveis, apesar da
alta especificidade, sendo de pouca utilidade em areas ndo endémicas (HILL et
al., 2004; VAN PINXTEREN et al., 2000).

Atualmente, existem dois testes disponiveis comercialmente baseados na
producéo de IFN-y. O primeiro a ser aprovado foi 0 QuantiFERON — TB, em 2001,
pela agéncia regulatéria americana Food and Drug Administration (FDA) que
utilizava como antigeno principal o PPD para estimular a cultura de células. Logo
foi observada a baixa especificidade, jA que esse ensaio apresentava 0S mesmo

problemas do teste cutaneo com PPD (ANDERSEN et al., 2000). Posteriormente,
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0 QuantiFERON — TB foi substituido pelo QuantiFERON — TB — Gold, s6 que
dessa vez utilizando os antigenos recombinantes ESAT-6 e CFP-10, em vez de
PPD. Esse novo teste, que foi aprovado pela FDA em 2004 para diagnostico da
TB em adultos, utiliza o ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) e apresenta
como vantagens altas sensibilidade e especificidade, além de rapidez diagndstica
e baixo custo (MAZUREK, 2005; PAI; RILEY; COLFORD, 2004; PALAZZO et al.,
2008). Contudo, ainda ndo houve aprovacao pela FDA para diagnéstico da TB em
criancas atraves desse método (CONNELL et al., 2006).

O outro teste de imunodiagnéstico em estudo € o T SPOT TB, no qual o
numero de células T produtoras de IFN-y, M. tuberculosis especificas, pode ser
guantificado (ANDERSEN et al., 2000; HILL et al.,, 2004; LALVANI, 2003;
ULRICHS et al., 2000). Esse ensaio emprega 0 ESAT-6 e o CFP-10 como
antigenos especificos para estimulagéo dos linfécitos sanguineos. No entanto, sua
liberacdo para uso no diagnostico da TB ainda nao foi aceita pela FDA (MARAIS;
PAI, 2007; PAI; RILEY; COLFORD, 2004).

A proposta do nosso estudo é analisar os niveis de IFN-y produzidos em
resposta aos antigenos recombinantes ESAT-6 e CFP-10 bem como PPD in vitro,
em criancas, avaliando o desempenho desses meétodos imunolégicos para
diagnosticar a tuberculose infantil, especialmente a sua forma latente, haja vista as
inumeras dificuldades encontradas no diagnéstico dessa doenca, mesmo em
areas endémicas como Pernambuco. Por outro lado, h& poucos estudos no que se
refere ao diagnostico imunoldgico da tuberculose no Brasil, especialmente em

criancgas.
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2 JUSTIFICATIVA

A dificuldade em se diagnosticar corretamente a tuberculose infantil se deve
principalmente ao fato de que as criangas sdo paucibacilares e possuem
dificuldade de expectoragédo, ndo sendo os métodos laboratoriais convencionais,
como baciloscopia e cultura de secrecdes, eficientes para esse fim. Além disso, o
diagndstico clinico apresenta critérios subjetivos.

Em razdo disso, é de nosso interesse desenvolver um estudo com
pacientes pediatricos, avaliando um método imunodiagnéstico baseado na
resposta imune celular de IFN-y frente aos antigenos ESAT-6 e CFP-10 (MUNK et
al., 2001; RAVN et al., 2005), que estado presentes no complexo M. tuberculosis.
Espera-se que esse trabalho possa contribuir como uma alternativa diagnostica,
evitando os processos invasivos e tratamentos ndo apropriados, assim como para
a diminuicdo da resisténcia terapéutica, auxiliando no controle da tuberculose
infantil.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar um teste imunolégico baseado na deteccdo dos niveis de IFN-y
produzidos frente a antigenos recombinantes especificos de M. tuberculosis, para

diagnéstico da tuberculose infantil.

3.1 Objetivos Especificos

a) Analisar os niveis de IFN-y produzidos pelas células sanguineas induzidos
por ESAT-6, CFP-10 e PPD in vitro, através de ELISA, em pacientes pediatricos
com tuberculose-doencga, com tuberculose latente e no grupo sem tuberculose.

b) Determinar a sensibilidade e a especificidade dos ensaios definindo qual

o teste mais apropriado para diagnostico dos pacientes pediatricos com TB.
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4 HIPOTESE

O ELISA para a dosagem de IFN-y, utilizando os antigenos recombinantes

ESAT-6 e CFP-10, apresenta altas sensibilidade e especificidade no diagnéstico
da tuberculose infantil.
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5 METODOLOGIA

5.1 Selecéo de individuos

Os pacientes e os individuos pertencentes ao grupo controle negativo, de
ambos os sexos, com idades entre 3 e 15 anos e vacinados com BCG, foram
selecionados segundo os critérios preconizados pela American Thoracic Society
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2001; INSTITUTO MATERNO INFANTIL
PROFESSOR FERNANDO FIGUEIRA, 1996), durante o periodo de 2005 a 2007.
O grupo de pacientes foi dividido em dois subgrupos, descritos abaixo:

1- Grupo com TB doenca (n = 21): Formado por pacientes com confirmagéo de
tuberculose doenga (pulmonar ou extrapulmonar), que tiveram histéria
epidemioldgica de contato com adulto bacilifero, evidéncias clinicas e radiografia
de térax compativel com tuberculose além de TTI = 10 mm ou com isolamento do
M. tuberculosis em amostra biol6gica através de cultura.

2- Grupo com TB latente (n = 17): Composto por criangcas com alto risco de ter
infeccdo por M. tuberculosis, com histéria de contato com adulto tuberculoso
bacilifero ou aqueles que apresentaram TTI =10 mm.

Ambos os grupos de TB doenca e de TB latente foram selecionados para o
estudo antes do inicio do tratamento.

3- Controles negativos (CN, n = 21): Participaram desse grupo crian¢cas com TTI
ndo reator e/ou com auséncia de historia de contato com adulto tuberculoso e sem
evidéncias clinicas sugestivas de tuberculose.

As criancas participantes da pesquisa foram provenientes do Instituto
Materno Infantil Professor Fernando Figueira (IMIP) e do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC).

N&o foi possivel obter todos os resultados do TTI para os participantes dos
grupos devido a problemas técnicos-operacionais e também ao néo retorno dos

mesmos apds 72 h para leitura do exame.
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O presente projeto foi aprovado pelas Comissdes de Etica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes-FIOCRUZ, Recife (parecer n® 55/02) e do Instituto
Professor Fernando Figueira-IMIP, Recife (anexos a e b). Os responséaveis pelas
criangas e adolescentes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
no que se refere a participacédo no projeto (anexos c e d). As informacdes clinicas
e epidemioldgicas relevantes de cada paciente foram registradas em suas
respectivas fichas epidemiologicas (anexo e) e foram repassadas para um banco
de dados, para posterior analise estatistica. Os critérios de exclusdo foram
aplicados, excluindo aqueles individuos com sorologia positiva para HIV,
cardiopatia reumética, doenca auto-imune e também pacientes que fizeram uso de
corticéides por mais de 10 dias até trés meses antes da participacdo na pesquisa

ou aqueles que tinham idade inferior a 3 anos ou superior a 15 anos.

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacéo celular e condi¢des de cultura:

Foram coletados 3 mL de sangue de cada paciente ou controle, através de
puncdo venosa, utilizando tubos Vacutainer de 5 mL com heparina sédica como
anticoagulante (10 U/mL; Becton Dickinson Vacutainer Systems). As células
sanguineas foram cultivadas, em ambiente estéril, sem separacdo da camada
mononuclear em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (1:3) da
Sigma, com penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), ambos os
antibioticos da GIBCO. As placas de cultura foram incubadas em estufa com 5%
de CO,, a 37°C. Os sobrenadantes foram coletados apos 12 0 h de cultivo, sendo
imediatamente armazenados a —70° C para posterior d osagem de citocinas. Os
antigenos PPD, ESAT-6 e CFP-10 foram usados em concentracdes finais de 5

pg/mL, 3 pg/mL e 3 pg/mL, respectivamente. Pogos contendo PMA/lono (13-
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acetato de forbol 12-miristato/ionomicina; da CALBIOCHEM) como mitdgeno, nas
concentragcdes de 5 pg/mL e 1 pg/mL respectivamente, foram usados para
estimulacdo das células sanguineas. Os antigenos recombinantes ESAT-6 e CFP-
10 foram doados pelo Statens Serum Institute, Copenhagen, Dinamarca e o PPD

in vitro foi obtido comercialmente através desse Instituto.

5.2.2 Dosagem de IFN-y (kit Quantikine R&D Systems) através de ELISA:

As placas de ELISA ja com o anticorpo de captura anti-IFN-y contidas no Kkit,
foram adicionados 100 pL do diluente RD1-51. Em seguida, 100 pL dos
sobrenadantes de cultura ou dos padrdes, (IFN-y recombinante com
concentragcdes méaximas e minimas de 1000 e 15,6 pg/mL, respectivamente),
foram adicionados a placa, em cada poc¢o, em duplicata. Apos essa etapa, as
placas foram incubadas por 2 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavadas 4 vezes com a solucdo de lavagem e foram adicionados 200 pL do
conjugado IFN-y (anticorpo policlonal anti-IFN-y conjugado com peroxidase), em
cada poco, sendo as placas incubadas por mais 2 h, em temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas 4 vezes e foram adicionados 200 uL por poc¢o da
solucdo-substrato que € formada em iguais volumes por duas solu¢des: a solugéo
A, que contém peréxido de hidrogénio e a solugcédo B contendo tetrametilbenzidina.
Novamente, placas foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Apés esse periodo, os resultados foram revelados e reacao foi
parada com a adicdo de 50 pL de solucdo contendo &cido sulfurico 2 N em cada
poco. Todas as solucgdes utilizadas no ensaio foram provenientes do kit Quantikine
(anexo F). Dois pocos denominados de brancos (ndo contendo citocinas padréo
nem os sobrenadantes) foram incluidos em cada placa como controle de
background da reacdo. Em seguida, as placas foram lidas em fotdbmetro com

comprimento de onda duplo: 450 e 595 nm e as densidades Opticas obtidas
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através do software Microplate Manager versao 4.0 (BIO RAD LABORATORIES,

2000) e expressas em pg/mL.

5.2.3 Analise estatistica e determinacdo da sensibilidade e especificidade dos

ensaios:

A analise estatistica foi feita utilizando-se de alguns parametros para uma
melhor interpretacdo dos resultados, sao eles:

e Cut-off: Indica um valor acima do qual os resultados sao
considerados positivos, correspondentes aos doentes. Resultados
abaixo do cut-off sdo considerados negativos e indicam os néo-
doentes (FERREIRA; AVILA, 2001).

» Curva ROC (Receiver Operating Characteristics): utilizada para
mostrar o equilibrio entre a sensibilidade e especificidade de um
teste e o seu melhor ponto de corte ou cut-off (FLETCHER et al.,
1996).

» Sensibilidade: € a proporcdo entre os individuos doentes com teste
positivo sobre a populacdo doente, que é a soma dos individuos com
teste positivo e aqueles com teste falso-negativo (FERREIRA;
AVILA, 2001).

» Especificidade: é a proporcao entre os individuos sem a doenga com
teste negativo sobre a populacdo saudavel, que é a soma dos
individuos com teste negativo e aqueles com teste falso-positivo
(FERREIRA; AVILA, 2001).

* Likelihood Ratio (LR): Indica a probabilidade de resultado em
pessoas com a doenca dividida pela probabilidade do mesmo
resultado em pessoas sem a doenga. Expressa quantas vezes mais

(LR +) ou menos (LR -) é provavel encontrar um resultado de um
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teste em pessoas doentes comparadas com as nao-doentes
(FLETCHER et al. 1996).

+ Indice Kappa (k): Expressa a confiabilidade de um teste diagnostico,
refletindo o grau de concordancia entre observadores ou de medidas
da mesma varidvel categérica que ndo acontece ao acaso. De
acordo com a Tabela 1 (LANDIS E KOCH, 1977), quanto mais
proximo de 1 o indice Kappa, melhor a concordancia entre duas

avaliagOes diagnésticas.

Tabela 1: Escala de concordéncia do Kappa.

Kappa Concordancia

=0,00 MNenhuma
0.00-020 Fraca
021-040 Sofrivel
041 -080 Reqular
0B1-0380 Boa
081-099 Otima

1,00 Ferfeita

Fonte: Landis & Koch, 1977

A area sob a curva ROC, o cut-off e suas respectivas sensibilidades e
especificidades para os testes ESAT-6, CFP-10 e PPD in vitro foram estimados
através do software estatistico SPSS Base versdo 13.0 (SPSS, 2004), com
intervalos de confianca de 95%. Os graficos da curva ROC mostram a
sensibilidade versus 1-especificidade, de forma que as areas geradas abaixo da
curva (AACs) variem de 0,5 a 1,0, sendo os valores dos testes mais proximos de
1,0 os que tém maior poder discriminatério. O indice Kappa foi obtido através do
software Epi info, versdo 6.04 e expressa a concordancia entre a classificagdo dos
pacientes e os resultados obtidos das dosagens dos ensaios.

As LRs + e — de cada teste foram calculadas como descrito por Sackett et
al. (1991).
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As médias das dosagens de IFN-y dos grupos estudados, para cada teste
diagndstico, foram analisadas utilizando o Teste t de Student ndo pareado através
do software Stat View versdo 5.1 (SAS INSTITUTE, 1998).

As diferencgas foram consideradas significativas quando P < 0,05 para todas

as analises realizadas.
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6 RESULTADOS

6.1 Analise descritiva dos individuos que compdem o S grupos de estudo da
pesquisa: TB latente, TB doenca e CN.

De acordo com a analise descritiva dos grupos de estudo, podemos
observar que as médias das idades dos individuos para os trés grupos
mantiveram-se muito semelhantes entre si, ndo havendo variacdo significativa
entre elas (Tabela 2).

O percentual de individuos do sexo masculino foi maior no grupo TB
latente, totalizando 12 dos 17 pacientes estudados (70,5%). Nos grupos CN e TB
doenca, o percentual observado foi de 38% e 47,6% respectivamente.

O resultado do TTI so6 foi obtido de alguns individuos, devido a problemas
técnicos-operacionais e principalmente a dificuldades encontradas pelos
responsaveis dos pacientes em retornar ao hospital com as criangas para a leitura
do exame apls 72 h da aplicacdo do PPD intradérmico. Do grupo TB latente, 8
(47%) dos 17 pacientes realizaram o exame e a média dos resultados ficou em
torno de 10 £ 4,3 mm. Em relacdo, ao grupo com TB doenca, o TTI foi realizado
em 52,3% dos pacientes e a média dos resultados obtidos foi de 14 + 6,7 mm. Em
relacdo ao grupo CN, o resultado desse exame s6 foi possivel ser obtido de 9
individuos (42,8%) e a média observada foi de 0 mm (n&o reator). Nesse grupo, a
dificuldade em se obter o resultado do TTI ocorreu devido ao fato de que as
criangcas ndo necessitavam realizar o exame no ambulatério j& que ndo eram
suspeitas de TB, logo os médicos que as atendiam usualmente ndo o solicitavam.
As criancas do grupo CN, que tinham o resultado do TTI, foram provenientes da
enfermaria cardiologica do IMIP e embora elas ndo tenham histéria epidemiolégica
de contato com adulto bacilifero nem sinais e sintomas compativeis com TB, se
encaixando nos nossos critérios para selecdo do grupo CN, o exame era solicitado

rotineiramente como requisito pré-operatorio.
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BN

Em relagcdo a presenca ou auséncia de sinais e sintomas, 11 dos 17
pacientes do grupo TB latente (64%) apresentaram alguma manifestacao clinica
inespecifica para TB doenca. No grupo TB doenca foram encontradas
manifestacdes clinicas sugestivas de TB em todos os pacientes (100%). Essas
manifestacdes incluiam febre por mais de trés dias, emagrecimento, tosse
persistente por mais de trés semanas, falta de ar, cansaco, sudorese noturna e
presenca de linfonodos hiperplasicos.

No grupo controle, nenhuma manifestacdo clinica relacionada ao sistema
respiratorio foi observada nestes individuos.

Nos individuos com TB latente, a historia epidemiolégica de contato com
adulto bacilifero esteve presente em cerca de 88% dos individuos. O restante
desse grupo (12%) foi selecionado através do resultado do TTI. No grupo TB
doenca, 18 pacientes (85,7%) apresentaram historia de contato com adulto
tuberculoso. Em relacdo ao grupo CN, nao houve histéria de contato com adulto
com TB, segundo os responsaveis pelas criancgas.

O exame complementar de radiografia de térax foi realizado em alguns
pacientes, tanto do grupo TB latente quanto TB doenca. Dos 6 individuos com TB
latente que se submeteram a radiografia, foram observadas alteracGes
radiolégicas inespecificas em apenas 1 exame (16%). No grupo TB doenca, 14
pacientes foram submetidos ao exame, sendo encontradas alteragbes sugestivas
de TB em 11 destes (75,5%).

Todas as criangas do estudo eram vacinadas com BCG, com constatacéo
da presenca de cicatriz. Vale citar que no grupo TB doenca, houve dois casos de

TB extrapulmonar (9,5% do total), sendo um de TB miliar e outro de TB éssea.
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Tabela 2: Analise descritiva dos grupos de estudo da pesquisa.

Variavel CN? TB latente 1 TE doengal”
(n=21) (n=17) (n=21)
ldade (anos)

Média + DP 07+24 TE+27 102 +30
Masculine (%) 9 (38%) 12 (70.5%) 10 (47 B5%)
Feminino (%) 13 (2%) 5(29,5%) 11 (52.4%)

TTI

9 (42,8%)/0
n realizados (% )meédia £ DF mm

B (47%)/10 £4 3

11(52,3%)114 £ 8,7

Sinai int
inais e sintemas 0 (0%)/21
n presenca (%) N auséncia

11 (B4%)/B

21 (100%)0

Histéri idemiolégica d tat
istéria epidemiolégica de contato 0 (0%)/21
n presente (%) n ausente

15 (B5%)/2

18 (85 7943

Raio X

realizados/alterados (%)

B (16%)

14/11 (75 5%)

Fonte: Tabela de elaboragio prdpria.

Maotas: '%acinagfo de BCG e constatagdo da presenca da cicatriz em todas as criangas.

™2 pacientes com tuberculose extrapulmonar 1 caso de TB miliar e 1 de TH dssea.

- M&ao houve necessidade de realizagdo do exame.
DF = Desvio Padrao
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6.2 Discriminagdo entre individuos com TB latente e CN.

De acordo com nossos resultados analisados pelo Teste t de Student, foi
observada diferenca estatistica entre as médias das dosagens de IFN-y entre os
grupos TB latente e CN apenas no teste que utilizou 0 ESAT-6 como antigeno (P
= 0,0008), Figura 5A. Nao foi observada diferenca estatistica entre TB latente e
CN para os demais antigenos utilizados (Figuras 5B e C).

Os antigenos ESAT-6, CFP-10 e PPD in vitro apresentaram AAC’s na curva
ROC com valores de 0,731, 0,510 e 0,629, respectivamente (Figura 6), sendo
observada diferenca estatistica entre os grupos com TB latente e controle negativo
também apenas para o teste com o antigeno ESAT-6 (P = 0,015). O indice Kappa
para este teste foi de 0,559 (P < 0,001), sendo considerado razoavel de acordo
com a Tabela 1. O cut-off, a sensibilidade e a especificidade encontrados para
este teste, bem como as Likelihood Ratio + e — podem ser observados na Tabela
3.
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Figura 5: Niveis de IFN-y ap0s estimulacdo com ESAT-6 (A), CFP-10 (B) e PPD (C) obtidos
de pacientes com TB doenca (n = 21), TB latente (n =17) e controles negativos - CN (n=21).
Fonte: Figura de elaboracao propria.

Nota: Houve diferenca estatistica entre o grupo CN e TB latente (P = 0,0008) e entre CN e TB
doenca (P = 0,0012) quando estimulados com ESAT-6. Diferenga estatistica entre os grupos
CN e TB doenca (P = 0,0383; P = 0,0086) também foi observada quando estimulados com
CFP-10 e PPD, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre o grupo CN e TB
latente para esses dois antigenos.
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Figura 6: A curva ROC demonstra a capacidade dos testes ESAT-6 (AAC = 0,731; P =
0,015), CFP-10 (AAC = 510; P = 0,92) e PPD in vitro (AAC = 0,629; P = 0,177) de
discriminarem pacientes com TB latente dos controles negativos.

Fonte: Figura de elaboracao propria.
Nota: Quanto maior a area abaixo da curva, melhor o poder discriminatério do teste.
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Tabela 3: Desempenho do teste ESAT-6 para detecgao de individuos com tuberculose latente
AAT Couf-Off Sensibilidade Especificidade LR+ LR- Kanpa
Lztz (IC 95%) (paiml) (IC 95%) (IC 95%)
ESAT-6 0,731 873,244 b8.a f5,2 12,25 043 0,554
(F=0015) (0,A41-0,821) (33,5 —A80.6) (74,1 -998)

Fonte: Tabela de elaboracio prapria.
MNotas: *Dados mostrados apenas do teste que apresentou diferenga estatistica entre os grupos.
AAC: Area Abaixo da Curva ROC
IC: Intervalo de Confianga
LR+ para resultados com probabilidade de serem positivos
LR-: para resultados com probahilidade de serem negativos

Cut-Off: Valor acima do qual a amostra e considerada positiva.
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6.3 Discriminacéo entre pacientes com TB doencae C  N.

Foi encontrada diferenca estatistica entre as médias das dosagens de IFN-y
entre os grupos em questdo para os trés antigenos testados: ESAT-6 (P =
0,0012), CFP-10 (P = 0,0383) e PPD (P = 0,0086), quando foi utilizado o Teste t
de Student, Figura 5 (A, B e C). Foi observado ainda que os menores valores das
dosagens de IFN-y para todos os grupos ocorreram quando o estimulo utilizado foi
0 CFP-10. Por outro lado, os maiores niveis de IFN-y foram obtidos em resposta
ao antigeno PPD para todos os grupos, inclusive no CN.

De acordo com a andlise da curva ROC, os resultados sugerem que o
antigeno ESAT-6 (AAC = 0,780; P = 0,002) é o Unico que apresenta capacidade
de deteccdo de pacientes com TB doenca (Figura 7). Também foi demonstrado
gue o ESAT-6 teve o melhor desempenho na discriminagdo entre doentes e ndo
doentes, com boa sensibilidade e alta especificidade (Tabela 4). O cut-off e as LR
+ e — também estdo expressos nessa tabela. O indice Kappa de concordancia
para este teste foi de 0,571 (P < 0,001).

Em relacdo aos demais antigenos testados, nao foi observada significancia

estatistica entre os grupos, através da andlise da curva ROC (Figura 7).
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Curva ROC TB doenca e Controle Negativo
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Figura 7. Demonstracdo da capacidade dos testes ESAT-6 (AAC = 0,780; P = 0,002),
CFP-10 (AAC = 0,660; P = 0,076) e PPD in vitro (AAC = 0,662; P = 0,072) de
discriminarem pacientes com TB doenca do grupo CN.

Fonte: Figura de elaboracao propria.

Nota: Quanto maior a area abaixo da curva no grafico, melhor o poder discriminatério do

teste.
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Tabkela 4: Dezempenho do teste ESAT-B para deteccao de pacientes com tuberculose doenga *
Testo AAC Cut-Off Sensibilidade Especificidade LR+ LR- Wappa
(1C 95%) (pg/ml) (1C 95%) (1C 95%)
ESAT-6 0,780 230900 B67 a0 5 702 0,36 0571
(P=0002) (0707-0853) (431-84%5) (B82-983)

Fonte: Tabela de elaboragio prapra.
Motas: * Foi apresentado apenas o teste onde houve diferenga estatistica entre 05 grupos.
AMC: Area Abaixo da Curva ROC
IC: Intervalo de Confianga
LR+ para resultados com probabilidade de serem positivos
LR-: para resultados com probabilidade de serem negativos

Cut-Off: “alor acima do qual 2 amostra é considerada positiva.
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6.4 Discriminacdo entre individuos com tuberculose (latente ou doenca) do

grupo controle negativo (CN).

Para uma melhor avaliagdo da capacidade diagnostica dos testes, os
grupos com TB latente e TB doenca foram reunidos em um Unico grupo (n = 38),
com o objetivo de analisar o poder discriminatorio entre os pacientes com
tuberculose, seja na fase inicial ou crénica da doenca, daqueles sem a infecgéo
(CN), vacinados com BCG.

Os resultados obtidos mostraram que as AACs para ESAT-6, CFP-10 e
PPD correspondem aos valores de 0,758, 0,600 e 0,647, respectivamente (Figura
8). Observou-se que o teste que utiliza o ESAT-6 como antigeno apresentou maior
area no grafico da curva ROC (P = 0,001) e maiores sensibilidade e especificidade
(Tabela 5), ndo diferindo da analise dos resultados encontrados quando 0s grupos
com tuberculose (latente e doenca) foram comparados separadamente com 0s
controles negativos (Tabelas 3 e 4, respectivamente). Esses resultados
demonstram um bom poder discriminatério do teste entre pacientes com TB,
inclusive no inicio da infeccdo, daqueles individuos sem a infeccdo. O indice
Kappa encontrado para este teste foi de 0,476 (P < 0,001).

N&o foi observada diferenca estatistica entre as médias das dosagens de
IFN-y entre os grupos TB latente e TB doenca, em relacdo a todos os antigenos

estudados, segundo o com Teste t de Student n&o pareado (Figura 5 A, B e C).
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Curva ROC TB (latente + doenca) e Controle Negativo
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Figura 8: Este grafico demonstra a capacidade dos testes ESAT-6 (AAC = 0,758; P =
0,001), CFP-10 (AAC = 0,600; P = 0,214) e PPD in vitro (AAC = 0,647; P = 0,063) de
diagnosticarem pacientes com tuberculose (latente ou doenca).

Fonte: Figura de elaboracao propria.
Nota: Quanto maior a area abaixo da curva no grafico, melhor o poder discriminatério do

teste entre doentes e ndo doentes.
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Tabela §: Desempenho do teste ESAT-B para detecgan de pacientes com tuberculose (doenga ou latente)

AAC Cut-Off Sensibilidade Especificidade LR+ LR- Kappa
Teste (IC95%)  (pgiml) (1C 95%) (1C 95%)
ESAT-6 0,758 330,900 63,2 90,5 665 040 0476
(P=0001)  (0697-0319) (46.0-777) (68,2 - 98.3)

Faonte: Tabela de elaboracdo prépria.
Motas: "Foi apresentado apenas o teste onde houve diferenga estatistica entre 0s grupos.
ALC: Area Abaixo da Curva ROC
IC: Intervalo de Confianga
LR+ para resultados com probabilidade de serem positivos
LR-: para resultados com probabilidade de serem negativos

Cut-Off. Walor acima do qual a amostra & considerada positiva.
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7 DISCUSSAO

O diagnéstico precoce de qualquer doenca infecciosa, inclusive da
tuberculose, € de extrema importancia, pois pode-se, dessa forma, evitar a
evolucdo da doenca para formas cronicas que sdo mais debilitantes, instituindo-se
o tratamento precoce nos individuos recentemente infectados e assim, conter a
transmissdo da infeccdo para individuos saudaveis. Alem disso, pode ser uma
ferramenta muito Gtil no estudo do perfil epidemioldgico da enfermidade em uma
populacdo definida, permitindo aos servigcos de saude intervir de acordo com as
necessidades locais e escolher as agc6es de controle mais pertinentes.

O padrédo-ouro para o diagnostico da tuberculose em adultos continua
sendo a confirmacdo do patdgeno através da cultura microbiolégica. No entanto €
um método que necessita de pelo menos 2 meses para se obter o resultado, além
de apresentar baixa sensibilidade. Outro método de escolha utilizado para
diagnosticar TB é a baciloscopia, que também apresenta como limitacdes a baixa
sensibilidade além de ndo ser especifico para M. tuberculosis (MARAIS; PAI,
2007).

Em criancas, a TB € ainda mais dificil de ser diagnosticada devido a
auséncia de um padrdo-ouro aplicavel, j& que esses pacientes sdo paucibacilares,
dificultando a confirmac&o diagnostica através da cultura e da baciloscopia. No
entanto, para o diagnostico da TB em criancas faz-se uso da triade: historia
epidemiolégica de contato com adulto bacilifero, quadro clinico e TTI reator
(CONNELL et al.,, 2006; STARKE, 1993). Entretanto, em é&reas endémicas, a
confirmacdo da TB nesses pacientes através desses critérios possui acuracia
reduzida devido a varios fatores. Um deles é que a grande maioria das criancas ja
teve contato com adulto tuberculoso, tornando-se dificil selecionar as criancas que
de fato correm o risco de desenvolver a doenca (SCHAAF et al., 2003).

Outro fator importante é que o TTI em criancas costuma ser reator, ja que a
imunidade estimulada pela vacinacdo por BCG (medida adotada em paises com

TB endémica, inclusive no Brasil) induz a reatividade ao PPD, tendo uma duragéo
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de até 15 anos, com isso dificultando a distincdo entre quem é reator devido a
infeccdo pelo M. tuberculosis daquele individuo que reage devido a vacinacao
prévia com BCG (COMSTOCK, 1975). O PPD, antigeno utilizado no TTI, além de
compartilhar epitopos antigénicos com M. tuberculosis, M. avium e M. bovis
(BCG), também o faz com diversas espécies de micobactérias ambientais,
provocando reacgdes cruzadas e diminuindo a especificidade do teste (KARAM et
al., 2008). Além disso, o TTI tem a sua sensibilidade diminuida em pacientes
imunocomprometidos, pessoas recentemente infectadas e criangcas muito jovens
(ANDERSEN et al., 2000; TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007). Em é&reas de alta
incidéncia de TB, a baixa sensibilidade e especificidade do TTIl podem resultar
numa falsa estimativa do real risco de transmissdo da doenca (NAKAOKA et al.,
2006). Nesses casos, o diagnostico da TB infantil muitas vezes € baseado apenas
nos sinais e sintomas, que na maioria das vezes sdo inespecificos, e na
interpretacdo de radiografias de térax, que tem carater subjetivo (SCHAAF et al.,
2003).

Devido a esses inconvenientes, varios métodos tém sido estudados na
tentativa de diagnosticar precocemente casos de tuberculose, dentre eles, os
imunoldgicos tém se destacado para esse fim (NISHIMURA et al., 2008). Apesar
de haver varios estudos nessa area, a maioria esta focada no diagnostico de TB
em adultos em areas de baixa prevaléncia, existindo poucos trabalhos na literatura
gue estudam o diagnostico precoce da TB em criangas através desses métodos,
sobretudo onde a TB € endémica (NAKAOKA et al., 2006). A vantagem de um
teste diagndstico imunoldgico esta na sua capacidade de demonstrar se o0
paciente possui uma infeccdo latente ou ativa, sem a necessidade de detec¢cédo do
bacilo de Koch no escarro ou em alguma outra amostra bioldgica do paciente
(TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007).

Diante disso, e percebendo a importancia de se estabelecer um método
diagndstico eficiente para a TB, seja latente ou doencga, em criancas e também a
caréncia de estudos nessa area, esse trabalho propde avaliar a capacidade dos
antigenos recombinantes especificos ESAT-6 e CFP-10 e também do PPD in vitro

para diagnostico da TB infantil.
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Nossos resultados mostraram que houve diferenca estatistica significativa
entre as médias das dosagens de IFN-y dos grupos TB latente e CN (P = 0,0008)
e TB doenca e CN (P = 0,0012), quando o antigeno utilizado no teste foi 0 ESAT-
6.

Quando a analise foi feita através da curva ROC, também foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos TB latente e CN, entre TB doenca e CN e
entre TB (latente + doenca) e CN, indicando que testes imunoldgicos baseados na
resposta de IFN-y contra o antigeno ESAT-6 seja uma ferramenta util no
diagnostico de TB infantil, corroborando com dados de Arend et al., 2000a e
2000b, Brock et al., 2001 e Nakaoka et al., 2006. Vale salientar que o ESAT-6 foi o
Gnico antigeno capaz de diferenciar pacientes com TB Ilatente dos CN,
concordando com dados de Kunst, 2006.

Apesar de alguns estudos mostrarem que a acuracia de testes baseados
em ESAT-6 ndo seja muito boa em paises onde h& alta prevaléncia de TB
(KUNST, 2006), nossos resultados apresentaram médias sensibilidades e altas
especificidades no que diz respeito ao diagnostico da TB infantil, tanto entre o
grupo latente e CN (S = 58,8%; E = 95,2%), entre o grupo com TB doenca e CN (S
= 66,7%; E = 90,5%) e entre os dois grupos com TB e CN (S = 63,2%; E = 90,5%).

Embora a sensibilidade encontrada para diagndstico de pacientes infantis
com TB latente néo ter sido muito alta, corroborando com resultados encontrados
por Connell et al. (2006), a especificidade do nosso ensaio foi elevada. Esse fato
tem valor principalmente em paises onde a TB € endémica e é necessario um
diagndstico de exclusdo para TB, jA& que a grande maioria das criangcas
provavelmente ja teve contato com adulto tuberculoso e/ou foi vacinada com BCG.
Um teste especifico com resultado negativo € capaz de selecionar criteriosamente
criancas nado infectadas daquelas com suspeita de infeccdo. No entanto, testes
positivos podem ajudar a identificar focos latentes de TB e possiveis candidatos a
guimioprofilaxia (RAVN et al., 2005).

Ja em relacdo ao diagnoéstico de criangas com TB doenca, a sensibilidade
do ensaio mostrou-se mais elevada (66,7%), resultados esses muito proximos aos

encontrados por Van Pinxteren et al. (2000), mas ndo apresentou diferenca
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estatistica entre dados de sensibilidade do TTI encontrados na literatura que ficam
em torno de 70-75%, em adultos residentes em paises endémicos como o Brasil
(TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007). No entanto, a especificidade desse ensaio
foi bastante elevada, em torno de 90%, corroborando com resultados encontrados
por varios autores (AREND et al, 2000a, 2000b; GOLETTI et al., 2005; MORI et
al., 2004; SCARPELLINI et al., 2004; VAN PINTXTEREN et al., 2000), sugerindo
gue esse método pode ser Util no diagnéstico da TB doenca em criancgas.

Em relacdo ao grupo TB (latente + doenca) e CN, a sensibilidade manteve-
se em torno de 63% e a especificidade continuou elevada, em torno de 90%.
Alguns estudos imunologicos que utilizaram o ESAT-6 para diagnostico da TB
(latente ou doenca) apresentaram sensibilidade maior e especificidade semelhante
guando comparados com 0s nossos achados. Esse fato pode ter ocorrido devido
ao n amostral dos outros estudos (MORI et al., 2004; SCARPELLINI et al., 2004)
ter sido maior que 0 nosso, uma vez que a maioria dessas pesquisas foi realizada
com adultos, o que favorece um estudo com maior numero de individuos
(NISHIMURA et al., 2008). Por outro lado, essas pesquisas foram realizadas em
paises com baixa prevaléncia de TB, onde também existem diferencas nas
caracteristicas das cepas das micobactérias, com variacdo dos niveis de
expressdo de antigenos pelos bacilos, além de diferentes caracteristicas
imunolégicas da populacdo, incluindo produgdo de citocinas e/ou polimorfismo
genético do HLA, e também dos receptores de citocinas. Todos esses fatores
podem levar as variacdes de sensibilidade e especificidade encontradas para um
mesmo teste, em diferentes populagdes (AREND et al., 2000a; AREND et al.,
2001; MORI et al., 2004). Além disso, diferencas na preparacdo dos antigenos e
nas concentragdes utilizadas nos ensaios, diferentes critérios de exclusdo e a
escolha do cut-off podem também influenciar na sensibilidade e na especificidade
do teste (AREND et al., 2000a; GOLETTI et al., 2005).

Estudos de Ravn et al. (1999) indicaram que em paises com baixa
endemicidade para TB, o ESAT-6 é altamente especifico e sensivel para o
diagndstico da TB ativa e que individuos saudaveis, mesmo vacinados com BCG

ndo reconhecem esse antigeno. Ja em areas endémicas, o0 ESAT-6, apesar de ter
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uma sensibilidade mais baixa (SOYSAL et al., 2008), se mostrou apto na deteccao
de casos de TB latente, resultados esses que estdo de acordo com o0s
encontrados em nosso estudo, onde houve diferenca estatistica entre 0os grupos
TB latente e CN. No entanto, estudos de Arend et al. (2000b) afirmaram que a
resposta elevada de IFN-y contra ESAT-6 em pacientes suspeitos de infeccao por
TB esta associada com o risco de desenvolver doenca ativa, sendo um indicador
de infeccao latente.

No presente trabalho, ndo foi possivel distinguir os grupos TB latente e TB
doenca com nenhum dos antigenos testados, concordando com dados de Ravn et
al., 2005. Diante disso, € importante salientar que esses testes imunologicos
baseiam-se no fato de que as células T (de memoria) de individuos previamente
sensibilizados por antigenos de M. tuberculosis liberam IFN-y e que quando
reestimuladas com antigenos especificos, nesse caso ESAT-6 e CFP-10, vao
produzir mais IFN-y em resposta a esses antigenos, podendo ser indicador de
uma sensibilizacdo prévia (infeccdo latente), mas ndo necessariamente de uma
doenca ativa (TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007).

Em relagédo ao antigeno CFP-10, apesar de ter havido diferenca estatistica
entre as médias das dosagens de IFN-y entre os grupos TB doenca e CN (P =
0,0383) de acordo com o Teste t de Student, os niveis dessa citocina se
mantiveram muito baixos nos trés grupos quando comparados com o antigeno
ESAT-6. Hill et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes, onde a resposta de
IFN-y observada contra o antigeno CFP-10 foi menor do que aquela encontrada
contra ESAT-6.

Quando a analise da curva ROC foi realizada, nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos foi observada, indicando que o antigeno CFP-10 nédo
seja uma boa ferramenta diagnostica de TB infantil. Em trabalhos de Arend et al.
(2000Db), foi observado que a maioria dos suspeitos de TB respondeu ao antigeno
ESAT-6, mas ndo ao CFP-10. Em nosso estudo, mesmo entre o grupo com TB
doenca e o grupo CN, onde houve diferenca estatistica na média das dosagens de
IFN-y contra o antigeno CFP-10, essa resposta ndo foi tdo alta quanto a
encontrada por outros autores (MORI et al., 2004; TSIOURIS et al., 2006). Uma
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possivel razdo para este fato é que a presenca do gene HLA-DR15, que € o maior
subtipo DR2, esta fortemente associada com altas respostas dos linfécitos TCD4+
contra o antigeno CFP-10 (AREND et al.,, 2000a), indicando uma maior
susceptibilidade a infeccdo por M. tuberculosis em populagdes onde esse gene é
expresso (SELVARAJ et al.,, 1998). A auséncia de expressao desse gene numa
determinada populacdo faz com que a resposta contra o antigeno CFP-10 seja
diminuida ou mesmo ausente, ja que diferentes populagbes apresentam
diferencas no processamento de antigenos e no seu reconhecimento de epitopos
antigénicos pelas células T. Um epitopo pode ser fortemente reconhecido por uma
determinada populagédo, sendo considerado imunogénico e nao ser reconhecido
por outra, quando o gene que codifica 0 subtipo de HLA responsavel pela sua
expressdo esta ausente ou inativo (RAVN et al., 1999). Esse fato explica o
polimorfismo genético encontrado entre as populacées (HILL et al.,, 2005) e as
diferencas entre as respostas imunes observadas contra 0 mesmo antigeno.

Foram utilizadas proteinas recombinantes ESAT-6 e CFP-10 em vez de
peptideos sintéticos extraidos dessas proteinas no nosso trabalho. Apesar do
custo das proteinas recombinantes ser mais elevado, a acuracia do teste € maior,
j& que alguns peptideos sintéticos selecionados podem ter carater imunogénico
em uma populacdo, mas ndo em outra, alterando dessa forma a sensibilidade e a
especificidade do ensaio, podendo gerar resultados falso-negativos (RAVN et al.,
1999).

Em relagdo ao PPD in vitro, foi encontrada diferenca estatistica entre as
médias das dosagens de IFN-y entre os grupos TB doenca e CN (P = 0,0086),
através do Teste t de Student. Em relacdo ao grupo TB latente e CN néo foi
encontrada diferenca estatistica, ja que as médias das dosagens dos dois grupos
foram bastante elevadas. No entanto, a andlise das curvas ROC para 0s grupos
TB latente e CN, TB doencga e CN e TB (latente + doencga) e CN ndo apresentou
diferenca significativa entre nenhum dos grupos (P > 0,05). Este achado indica
gue o teste, apesar de apresentar uma razoavel sensibilidade, apresentou baixa
especificidade para os trés grupos (cerca de 70% - dados ndo mostrados) em
contraste com ESAT-6. Esse fato sugere que o PPD in vitro ndo seja muito util
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para a discriminagdo de criangas com TB, daquelas vacinadas com BCG ou que
tiveram contato com micobactérias ambientais, corroborando com dados
encontrados por Brock et al. (2001), cuja especificidade demonstrada foi ainda
menor, em torno de 53%, onde metade dos individuos vacinados respondeu ao
PPD in vitro. Especifidades baixas para testes que utilizam o PPD in vitro como
antigeno também foram encontradas por Goletti et al. (2005). Esse fato se deve
principalmente ao antigeno PPD compatrtilhar epitopos antigénicos com M. bovis
BCG e com outras micobactérias ambientais, fazendo com que testes baseados
nesse antigeno, seja TTI ou in vitro, apresentem uma especificidade limitada
(RAVN et al., 2005).

De acordo com os resultados encontrados no presente trabalho, € sugerido
gue o teste ESAT-6 seja 0 mais apropriado para o diagnéstico da TB infantil, tanto
latente como doenga, ja que apresenta boa sensibilidade e elevada especificidade.
Além disso, ndo apresenta reacdes cruzadas com vacinacdo BCG nem com a
maioria das micobactérias ambientais, podendo ser uma ferramenta auxiliar Gtil no
diagnostico precoce da TB em criangas, quando associado aos dados
epidemiolégicos e de exames clinicos.
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8 CONCLUSOES

Ao analisarmos a resposta de IFN-y contra antigenos recombinantes
especificos do complexo M. tuberculosis (ESAT-6 e CFP-10), os resultados
indicam que o Unico teste que é capaz de discriminar TB latente de CN em
criangas é o que utiliza ESAT-6 como antigeno. Esse teste apresentou uma
elevada especificidade, sendo, portanto capaz de discriminar criangas
saudaveis vacinadas com BCG daquelas infectadas com TB, mas que néo
desenvolveram a doenca ativa.

* O ESAT-6 também foi o Unico teste capaz de diagnosticar criangas com TB
doenca.

O teste CFP-10 ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos
estudados, indicando ndo ser uma boa ferramenta diagndstica para TB
infantil.

* O teste PPD in vitro ndo parece ser um bom método para discriminar
doentes de ndo doentes devido a sua baixa especificidade, inclusive em
areas endémicas. Esse fato ocorre provavelmente devido as reacdes
cruzadas em criangas vacinadas com BCG e também naquelas que tiveram
contato com micobactérias ambientais, como relatado na literatura.

» O teste que apresentou melhor desempenho no diagnéstico da TB infantil,
com maior discriminagdo entre criangas com TB (latente ou doenca) e
criancas saudaveis vacinadas com BCG (CN) foi o ESAT-6, sugerindo que
esse antigeno pode ser promissor no que se refere ao imunodiagndstico da
TB em criancas, especialmente daquelas provenientes de areas
endémicas.

» O ESAT-6 pode ser utilizado em inquéritos epidemiologicos na tentativa de

estimar a real incidéncia e prevaléncia da TB no Brasil.
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The aim of this work was to study the difference of interferon gamma (IFN-y)
levels produced after early secretory antigen target 6 (ESAT-6) and purified protein
derivate (PPD) stimulation in supernatant cultures of children with tuberculosis (TB)
disease (n = 21), TB latent infection (n = 16) and negative controls (NC, n = 22)
from an endemic area. The concentration of IFN-y was measured by enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) and the results were evaluated by unpaired t
Student test. P values < 0.05 were considered significant. IFN-y levels after ESAT-
6 stimulation showed the possibility of early diagnosis for the TB latent children
group (P = 0.0030). Nevertheless, the same group showed similar response with

NC (P > 0.05) after PPD stimulation. IFN-y assay using ESAT-6 as an antigenic
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stimulation has the potential to be used as a tool for immunodiagnosis of early TB
in children.
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Tuberculosis (TB) is one of the major global Pultiealth problems. The World
Health Organization (WHO) estimates that one-tlofdhe world’s population is infected
with Mycobacterium tuberculosighich is responsible for 8,7 millions of new casesl
approximately 3 millions of deaths, annually (Ddiiest al. 2002, Vendramini et al. 2005).

In Brazil, according to the Ministry of Health (200 116 thousand cases of
tuberculosis are notified every year, of which, 188 in children. Recently, there has been
an increase of interest in the field of tubercidodiagnosis, especially in developing
countries (Hijjar et al. 2001).

The gold standard for TB diagnosis is often base@ @ombination of clinical and
radiological examination, epidemiological investiga, appropriate response to anti-
tuberculosis therapy and microbiological tests ifbacopy and culture) confirmation. In
children, diagnosis is particularly difficult becmu they are generally paucibacilar,
decreasing the sensitivity of microbiological testsd establishing an asymptomatic

infection.
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This asymptomatic and/or latent phase can pemistnbny years with the risk of
the active disease reactivation of approximatel§p0asmer et al. 2002, Tufariello et al.
2003). Tuberculin skin test (TST), using purifiedtein derivative (PPD), has been used to
support the diagnosis of active and TB lateféction. However, the main drawback of this
TST is the lack of specificity due to cross redttiwvith antigens present in other
Mycobacterium species, such a#l.bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) used for
vaccination and, the previous exposure to envirgnaienontuberculosis mycobacteria
(Lein et al. 1999, American Thoracic Society 2088nt'’Anna et al. 2002, Scarpellini et al.
2004).

Thus, new strategies for specific, early and acfiBanfection diagnosis in children
are urgently needed to overcome the limitationdBD (Scarpellini et al. 2004; Kunst
2006, Teixeira et al. 2007).

Recently in vitro studies with cattle and humans measuring {F¢creting T cells
have shown that ESAT-6 (early secretory antigegeta+ 6) is a potential diagnostic tool,
that presents high specificity for active TB dise@gan Pinxteren et al. 2000, Munk et al.
2001, Pai et al. 2004, Weldingh et al. 2005, Te&eit al. 2007). This protein encoded
within the region of difference 1 (RD1) M. tuberculosiggenome, is more specific to this
bacteria than PPD (Scarpellini et al. 2004, Golettal. 2005) due to its absence in all
vaccine strains of BCG and in environmental isalatgth the exception dflycobacterium
kansasij Mycobacterium szulgaMycobacterium flavesceradMycobacterium marinum
(Ravn et al. 1999, Arend et al. 2002, Goletti e@l04, Scarpellini et al. 2004, Ravn et al.

2005).



79

Therefore, the aim of this study was to investighte difference of IFN:levels
produced against the recombinant antigen, ESATR6, RPDin vitro, in children with
tuberculosis disease, suspect contact (latenttiofgcor healthy people, in an endemic
area.

Children, with age between 3 to 15 years old and BCG vaccinated, were
selected according to the criteria used by ATS (American Thoracic Society, 1990),
and were enrolled into three groups: 1- patients with confirmed tuberculosis
disease (TB disease, n = 21), composed of people who had epidemiological history
of contact, clinical evidences and chest radiography compatible with tuberculosis
and TST > 10 mm; 2- subjects with a high risk to have tuberculosis infection (TB
latent, n = 16), including children with history of contact with an adult with
tuberculosis or who have shown TST > 10mm. Both groups were selected, prior to
treatment, from Hospital das Clinicas, Recife-PE and IMIP (Instituto Materno
Infantil Professor Fernando Figueira); 3-negative controls (NC, n = 22), composed
of healthy children with TST negative reaction, without TB contact history and
without specific symptoms of tuberculosis. This group was selected from IMIP
cardiologic infirmary.

Individuals with positive HIV (Human Immunodeficiency virus), autoimmune
diseases, rheumatic cardiopathies or who have taken immune suppressive drugs
in the 3 months before enroliment were excluded from this study.

The protocol study was approved by the Ethical Committee of Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ and by the Instituto Materno Infantil

Professor Fernando Figueira. All studied subjects answered a questionnaire about
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having had contact with patients known to have TB or at risk groups for such
infection. Informed consent was obtained from the parents or legal representatives
of minor participants.

Blood samples (3ml) were taken with heparin (10 /by venipuncture The
whole blood was cultivated in RPMI 1640 medium waemicillin/streptomycin (100 U/ml,
100 pg/ml) and incubated with ESAT-6 (3 pg/ml), PEDug/ml) or PMA/Iono (Phorbol
Miristate Acetate, 5 pg/ml/ lonomicin, 1 pg/ml) &t°C in a humidified CO2 atmosphere
for 120 h. Supernatants were harvested and imnadgi@bzen at -70° C until analysis. The
concentration of IFN¢ in duplicate samples was determined by Quantikine(R&D
Systems) ELISA (enzyme linked immunosorbent asaayjescribed in the manufacturer’s
instructions, and the results were expressed aslpBSAT-6 was obtained from Statens
Serum Institute’s donation, Copenhagen, Denmarkfei2inces between groups were
evaluated by unpairagdStudent tesP values of <0.05 were considered significant.

The TB disease group and the NC groups differedifagntly in respect to the
levels of IFNy in response to ESAT-6 antigen stimulatign=0.0025). Also, difference
was observed in this cytokine levels for the TEtatand NC group9p(= 0.0030; Figure
1A). ESAT-6 antigen is a major target molecule fioe memory T-cell response and a
possible antigen candidate for a future vaccinelibka et al. 1996). Thus, the analysis of
IFN-y levels in response to ESAT-6 antigen stimulati@m de an important tool of
immunodiagnostic assay to detect TB latent infectio

In humans, PPD is a highly sensitive reagent fah loonditions, as am vivo skin
test, and as an antigen fior vitro stimulation studies (Connell et al. 2006). In thisrk,

statistical differences were showed with the negationtrols and the TB disease gropp (
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= 0.0321), when the used stimulus was PPD. Moredk&l-y levels were increased in the
NC group after stimulation with this antigen as pamed to ESAT-6 stimulation. This fact
happens because PPD contains a large number ajeastishared among different
mycobacterial strains (Aggerbeck & Madsen 2006)isTeondition contributes to a
decreased specificity in populations who are semsitto mycobacterial antigenas a
consequence of BCG vaccination and/or contact tar@ammental mycobacteria (Van
Pinxteren et al. 2000).

IFN-y levels decreased were observed in NC and TB disglamips after ESAT-6
stimulation, as compared to PPD stimulatisilowing a better specificity response and that
BCG vaccination can be interfering in the spedyiafter PPD stimulation (Fig. 1A and
B).

Based on the condition that ESAT-6 antigen is nepecific as compared to PPD
antigen, the TB latent group showed to be diffefeotn NC group | < 0.0030; Figure
1A). This early diagnostic to detect TB latent &rywimportant, especially in children, to
treat this disease in advance.

Further studies are required to clarify the redueaof this assay, particularly in

children with possible TB latent infection (Mar&isPai 2006).
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Fig. 1: Box Plot percentiles of the levels of IFN-y to early secretory antigen target-6 -
ESAT-6 (A) and purified protein derivate — PPD (B) measured by Quantikine ELISA in
supernatants of TB disease patients (n = 21), TB latent infection, (n = 16) and negative
controls (n = 22), were expressed as pg/ml. Statistical differences were observed between
negative controls and latent TB group (p = 0,0030) and between negative controls and TB
disease patients (p = 0,0025) when stimulated with ESAT-6 and between negative controls

and TB disease patients (p = 0,0321) when the stimulus was PPD.
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL :
CIDADE: ESTADO:
PACIENTE: IDADE:

Seu filho(a) esta sendo convidado a participar ekgpisa ~Diagndstico imunoldgico da tuberculose infantil
baseado nos antigenos recombinantes ESAT-6 e CFP-10

Telefones para contactddra. Haiana Charifker Schindler, Dra. Silvia Morggro pelos telefone31012560 ou
21012565

Objetivo: O objetivo de nossa pesquisa é desenvolver umdestaunodiagnéstico sensivel e especifico baseado
em dosagens de IFN-gama frente a antigenos recantbmespecificos do compleiMycobacterium tuberculosis
para diagnéstico da tuberculose latente e doengaiantas.

INFORMACAO PARA O CONSENTIMENTO
A tuberculose, doenga infecto-contagiosa, é corsilde um dos mais sérios problemas de saude do mundo
sobretudo em paises pobres. No Brasil, cerca deilsBes de pessoas sdo infectadas por ano, ocorfeé)¥d, dos
casos, em menores de 15 anos. O diagnéstico ndagépunfantil, ainda constitui um desafio parargédicos. A
identificacdo de criangas com tuberculose é dikcitlifere do adulto, por ndo apresentarem quadrocal e
laboratorial caracteristicos.
Ndés estamos elaborando uma pesquisa, com avobft desenvolver novos métodos diagnésticos @ssgm
auxiliar ou definir a preseng¢a ou ndo da tubereutbzenca e/ou infecgdo, em pacientes menores dads5e nos
casos em que o diagnostico é dificil, pelos meiabithais, onde faz-se necessario uma definicdoopeec
tratamento especifico e detec¢do dos adultos dantas.
Durante o atendimento médico no servico de sa@lefilho(a) ser4 examinado, minuciosamente, pisrmédicos,
sendo pelo menos um deles pediatra participanpesizuisa e receberd a mesma assisténcia que os patientes,
no que diz respeito a consulta clinica, examesr#biais, tratamento e outros procedimentos qyanse
necessarios para a definicdo da doenca. Nao deméetido a qualquer risco ou desconforto adiciorsgguiremos
a rotina estabelecida pelo profissional de salgja,asnivel ambulatorial ou hospitalar.
Nos pacientes selecionados para o estudo, atendidégel ambulatorial, seréo coletadas amostrasadgue (5,0
ml) para serem feitos os testes moleculares e ildgitos no Centro de Pesquisas Aggeu MagalhdesRWXCe
os resultados serdo fornecidos ao profissional aleles responsavel pelo acompanhamento do caso. Quand
paciente necessitar de internamento, utilizarenpEnas as amostras bioldgicas (lavado gastrico, LtE€&o
ganglionar, sangue, liquido pleural, entre outsadicitadas pelo médico da enfermaria, seguindorogamente a
rotina do servico de saude.
O beneficio deste estudo serd o desenvolvimentéathéicas mais sensiveis e especificas que possadespiadas
a realidade do nosso sistema publico de saldeal@rpzacéo de critérios mais eficazes que iraefi@ar o
diagndstico e tratamento precoces da tuberculad®etsido, nas criancas e adolescentes que viverpagses
pobres, permitindo também a identificacdo maisdapgios focos de transmissao.

CONSENTIMENTO
Compreendo os objetivos da pesquisa e sem teridecabnhuma presséo ou constrangimento concordangue
filho(a)dela participe. Tenho consciéncia do meeitti de abandonar a pesquisa a qualquer momenassé® o
desejar e que as informacg8es colhidas guardar@&vidalsigilo e confidencialidade. Os seus resuliggomdem ser
publicados e apresentados em revistas e congressHsos.

Assinatura da genitorspansavel Assinatura do médico/pesquisador

Assinatura de testaha Local e data



ANEXO D

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO EM INDIV  IDUOS SEM SUSPEITA DE TUBERCULOSE

HOSPITAL :
CIDADE: ESTADO:
PACIENTE: IDADE:

Seu filho(a) est4 sendo convidado a participar ceplontario(a) da pesquisa“Biagnostico imunoldgico da tuberculose infantil
baseado nos antigenos recombinantes ESAT-6 e CFP-1Como toda pesquisa cientifica é necessario umogilepndividuos que
nao esteja infectado.
Telefones para contatoDra. Haiana Charifker Schindler, Dr? Silvia Montgre
21012560 ou 21012565
INFORMACAO PARA O CONSENTIMENTO

A tuberculose, doenga infecto-contagiosa, é corsitdeum dos mais sérios problemas de salde do mswid@tudo em paises pobres.
No Brasil, cerca de 50 milhdes de pessoas sdaaufas por ano, ocorrendo 10%, dos casos, em met®rEs anos. O diagndstico na
populacao infantil, ainda constitui um desafio pasanédicos. A identificacdo de criangcas com tublese é dificil e difere do adulto,
por ndo apresentarem quadro clinico e laboratoaiacteristicos.

NOs estamos elaborando uma pesquisa, com o obgtivilesenvolver um novo método diagnéstico queapasgiliar ou definir a
presenc¢a ou ndo da tuberculose doenca e/ou infemgipacientes menores de 15 anos e nos casoseeondipgnostico é dificil, pelos
meios habituais, onde se faz necessario uma d@imiecoce, tratamento especifico e deteccdo ditoadontactantes.

Durante o atendimento médico no servico de sa@efilbo(a) ser4 examinado, minuciosamente, pos dadicos sendo pelo menos
um deles pediatra participante da pesquisa e retebmesma assisténcia que 0s outros pacientesientiz respeito a consulta clinica,
exames laboratoriais, tratamento e outros procedoBeque sejam necessarios para a definicdo decalo&eu filho(a) ndo sera
submetido a qualquer risco ou desconforto adicjonada vez que serdo coletados 5,0 ml de sanguespaean feitos os testes
moleculares no Centro de Pesquisas Aggeu Maga&8¢3RUZ no momento da coleta de sangue para reabzdos outros exames
para a doenca que vocé esta sendo atendido eesagsia rotina estabelecida pelo profissional ddesageja a nivel ambulatorial ou
hospitalar. Os resultados seréo fornecidos aogsiofial de salde responsavel pelo acompanhamentsd@m duplicata.

Para o éxito da pesquisa ha necessidade de dgssgde pacientes, um com tuberculose e outro seenciose (controle). No seu
caso seu filho(a) esté sendo convidado para sémotede fundamental importancia cientifica e dedgapublica a sua colaboracao.

O beneficio deste estudo serd o desenvolvimentéatiicas mais sensiveis e especificas que possadespiadas a realidade do nosso
sistema publico de salde e a padronizacdo deiasiténais eficazes que irdo beneficiar o diagnéstctratamento precoce da
tuberculose nas criangas e adolescentes permttinglmém a identificagdo mais rapida dos focos destnissao.

CONSENTIMENTO

Compreendo os objetivos da pesquisaretse recebido nenhuma pressédo ou constrangimemntmordo que meu filho(a)dela
participe como voluntario. Tenho consciéncia deitbrdo meu filho(a) de abandonar a pesquisa ajgaaimomento se assim o desejar
e que as informacgdes colhidas guardaréo o devgilo & confidencialidade. Os seus resultados posienpublicados e apresentados
em revistas e congressos técnicos.

Assinatura da genitora/responsavel Assinatura do médico/pesquisador

Assinatura de testemunha Local e data



ANEXO E

TUBERCULOSE INFANTIL

FICHA DE REGISTRO DE DADOS DO PACIENTE

IDENTIFICACAO

1. Numero da ficha na pesquisa

3. Procedéncia:
1. Ambulatério

2. Data da entrevista

[]

|:|:|:| / / 2. Enfermaria
4. Hospital de origem: 5. Nomero do prontuario
1. Hospital das Clinicas BJIP |:| C'T T T T T T T T ]
2. Hospital Bardo de Lucena 4. rout
DADOS DO PACIENTE
6. Nome do Paciente
7. Nome da Mae
8. Data de nascimento 9. Idade do paciente 10. Sexo
1. Feminino
/ / I:I:I anos I:I:I meses 2. Masculino I:I
11. Endereco
Ponto de referéncia
12. Bairro 13. Cidade 14. UF
15. Telefone 16. Informante 17. Zona de localizagdo da moradig
1. Mée |:| 1. Urbana
( ) B 2. Pai 2. Rural I:I
3. Outro familiar:
4. Outro informante:
DADOS SOCIO-ECONOMICOS
18. Grau de instrugdo do paciente 19. Grau de instrucéo do tutor
1. Iniciou alfabetizagao |:| 1. Analfabeto 4. Até 2agr |:|
2. Nao iniciou 2. Sabe ler e escrever 5. Superior
3. Até 1° grau 8. Nao saifermar




20. Renda familiar mensal

1. Menor ou igual a 1 salario minimo

2. De 2 a 4 salarios minimos

3. Mais que 5 salarios minimos

Isdite
8. Nao sabe informar

na casa do paciente?

LT 1]

21. Quantas pessoas morar

n22. Quantos adultos?

LT ]

LT 1]

23. Quantas criancas?

24. Quantos cémodos (locais de
dormir) tem na casa?

LT 1]

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

1. Sim
2. Nao
8. Nao sabe informar

[]

25. Existe algum caso de tuberculose na

familia ou em pessoa de convivio?

Caso a resposta seja Nao, seguir para 40

26. Ha quanto tempo?

LT ]

meses

27. Periodo de duracgédo do contato:
1. <3 meses

2.3 meses a 2 anos
3.+ que 2 anos

8. Nao sabe informar
9. Inaplicavel

[]

28. Tipo de contato:

8. Nao sabe informar
9. Inaplicavel

Sim
Nao

(] 0

29. O caso foi confirmado?
1. Intradomiciliar continuo (5 a 7 dias/semanah#d) 1.
2. Intradomiciliar intermitente (5 a 7 dias/semanéh/dia) 2.
3. Esporadico (entre 2 a 4 dias/semana)
4. Semanal ou quinzenal (uma vez)

N&o sabe informar
Inaplicavel
Caso a resposta seja Nao, pular para 31

]

Sim

Nao

Nao sabe informar
Inaplicavel

© N

30. Caso confirmado por baciloscopia e/ou cultura:

[ ] 1. Mée
2. Pai
3. Irma (o)
4. Avb (6)
Outro:

31. Grau de parentesco do caso de TB com a crianga:

5. Tio(a)

6. Primo (a) I:I
7. Outro

8. Nao sabe informar

9. Inapheh

Sim

Nao

Nao sabe informar
Inaplicavel

©oN W

2. O contato faz ou fez tratamento para TB?

[]

Cura

N

33. Qual a evolugdo do tratamento?

Em tratamento

3. Interrompeu o tratamento

4. Tratado mais de 1 vez / Resistente
8. Na&o sabe informar

9

[]

34. O contato fuma?
1. Sim
2. Naéao
8. Nao sabe informar

Inaplicvel
35. O contato bebe?
1. Sim
2. Naéao

8. Nao sabe informar

36. O contato tem diabetes?
1. Sim
2. Nao []
8. Nao sabe informar

37. O contato tem HIV?
1. Sim
2. Nao
8. Na&o sabe informar

[]

38. O contato é alcoolista?
1. Sim
2. Nao
8. Nao sabe informar

[]

39. O contato faz uso de drogas?
1. Sim
2 Nao L]
8. Nao sabe informar

ANTECEDENTES DA CRIANCA




40. Ja teve/tem outras doengas? Qual doencga? 42. Pneumonia?
41. Asma?
1. Sim
2. Nao [ ] Lsim [
8. Na&o sabe informar 2. Nao 1. Sim |:|
8. N&o sabe informar 2. Néo
Caso a resposta seja Nao, seguir para 49 8. N&o sabe informar
43. Bronquite? 44. Tuberculose? 45, Diabetes? 46. Fibrose cistica? |47. HIV?
1. Sim 1. Sim 1. Sim 1. Sim 1. Sim
Lem [ ] o pSm [ ] iSm [ ] Lsm [ ] Lsmo [ ]
8. N&o sabe informar 8. N&o sabe informar 8. N&o sabe informar 8. N&o sabe informar 8. N&o sabe informar
48. Cancer? 49. Tem cicatriz de BCG? (vista pelc 50. Quantas doses, pelo n° de cicatrizes?
|:| entrevistador) (visto pelo entrevistador)
1. Sim 1. Sim 1. Uma [ ]
2. Nao 2. Néo 2. Duas
8. N&o sabe informar 8. Nao verificado 3. Mais de duas
8. Na&o sabe informar
9. Inaplicével

51. Imunizagdo com BCG vista no cartdo?

1. Sim

2. Néo [ ]
8. Nao disponivel

9. Inaplicavel

52. Tempo desde a Ultima dose:

1. Menos de 6 meses 4. Mais de 2 anos
2. De6mesesalano 8. Na&o sabeniafior |:|
3. De +delanoa?2anos 9. Inaplicavel

53. Fez PPD anterior?

1. Sim
2. Néo
8. Na&o sabe
Data de realizagao: / /

Caso néo tenha feito, seguir para 55

54. Resultado do PPD

1. N&o reator (0-4mm)

2. Reator fraco (5-9mm)
3. Reator forte (10-14mm)

4. Reator médibe (>15mm)
8. Néo sabe mfar
9. Inaplicavel I:I

55. Usa corticéide por mais de 10 dias?

1. Sim
2. Nao ]
8. Nao sabe informar

56. Toma algum medicamento atualmente?
1. Sim
2. Néo

Qual:

[]

CARACTERISTICAS CLINICAS (referidos pelo Informante )

57. H& quanto tempo a crianca esta | 58. Tem febre?

doente?
1.

8. Nao sabe

59. Se Sim, ha quanto

]

ao

tempo?

I e B

semanas dias
60. Perdeu peso? 61. Tem tosse? 62 Se Sim, ha quanto 63. Qual o tipo de tosse:
1. Sim tempo? 1. Seca
1. Sim |:| 2. Néo 2. Produtiva I:I
2. Nao 8. Né&o sabe |:|:|:| dias 3. Hemoptise
8. Na&o sabe 9. Inaplicavel




64. Tem falta de apetite?

1. Sim
2. Naéo
8. Nao sabe

65. Tem falta de ar desde que ficou

66. Tem dor na junta?

Local?
67. Joelho?
1. Sim
2. Nao

9. Inaplicavel

doente?
1. Sim I:I 1. Sim
2. Nio 2. Nao I:I
8. Nao Sabe 8. Nao Sabe
68. Cotovelo? 69. Punho? 70. Coluna?
1.Sim I:I
1. Sim 1. Sim
2 Ngo [] []
2. Néo 2. Nao
9. Inaplicavel
9. Inaplicavel 9. Inaplicavel

71. Notou ganglio (landria ou ingua)

aumentado?
1. Sim
2. Nao

8. Nao sabe

[]

onh®WNE

72. Local do ganglio:

Pescogo I:l
Axila

Regido inguinal (virilha)
Outros

N&o se aplica

73. Esta suando mais durante a noite?

1. Sim
2. Nléo I:I

8. Nao sabe

INVESTIGACAO  CLINICA

(preenchida

pelo médico

74. Peso

Kg

75. Estatura
cm

76. Percentil (NCHS)

[ [ ]

1. Sim 2. Néao 8.Nao investigado
77. Palidez 78. Adinamia 79. Toxemia 80. Desnutriga
[] [] [] []
81. Linfadenomegalia Cervical? 82. Linfadenomegalia Axilar? 83. Linfadenomegalia em outro local?
1. Sim 1. Sim
2. N&o I:I 2. Néo I:I 1. Sim |:|
8. Né&o investigado 8. Nao investigado 2. Nao
8. Na&o investigado
84. Presenca de sinais inflamatorios: 85. Edema: 86. Dor:
1. Sim 1. Sim
1. Sim |:| 2. Néo I:I 2. N&o I:I
2. Néo 8. Na&o investigado 8. Na&o investigado
8. Na&o investigado 9. Inaplicavel 9. Inaplicavel
9. Inaplicavel
87. Rubor: 88. Calor: 89. Consisténcia do géanglio: 90. Apresenta micropoliadenomegalia
generalizada?
1. Sim 1. Sim 1. Amolecido 1. Sim
2. Nao I:I 2. Néo I:I 2. Endurecido I:I 2. Néo I:I
8. Na&o investigado 8. Na&o investigado |8. N&o investigado 8. Nao investigado
9. Inaplicavel 9. Inaplicavel 9. Inaplicavel
1.Sim 2.Nao 8.Nao invegtdo
91. Taquipnéia 92. Eupnéico 93. Dispnéia 94. Ciar®s 95. BAN

[]

[]

[]

[] []




Ausculta (96 a0 102) 1.Sim 2.N&o 8. N&do investigado

96. MV Normal |[97. MV diminuido | 98. MV ausente |99. Roncos 100. Crepitagédo 101. Sibilancia
102.Broncofonia | 103. Aparelho cardiaco: Tipo de alteracgé&o: 105. Arritmia: 106. Outros:
104. Sopro:
1. Normal 1. Sim 1. Sim
[ 1 |2 Aterado [ ] 1.Sim ] |2\ ] 2R [
2. Néo 8. Nao investigado | 8. Nao Investigado
Caso seja Normal, seguir para 102 | 8- Né&o investigado
107. Abdome: 108. Sistema Nervoso:
1. Normal 4. Esplenomegalia 1. Normal

2. Hepatomegalia
3. Ascite sem etiologia
7. Outros

5. Hepatoesplenoneegal
6. Massa abdominal statogia

2.  Alterado I:I

109. Se alterado, especifique: 110. Sist. MUsculo-esquelético: 111.Localizagdo da(s) articulagio(bes)
1. Normal
2. Alterado acometida(s):
Caso seja Normal, seguir para 112
Tipo de alteragéo: 113. Calor: 114. Dor: 115. Rubor: 116. Deformidades:
112. Edema:
1. Sim 1.Sim 1. Sim 1. Sim 1. Sim
2. Ndo I:I 2. Néo I:I 2. Nao I:I 2. Nao I:I 2. Ndo I:I

EXAMES LABORATORIAIS (preenchido pelo médico pesqusador)

117. Realizou hemograma? 118. Resultado da Hemoglobina 119. N° de leucécitos (mm)
1.Sim 8. Nao sabe informar
2.Nao 9. Inaplicavel [ ] LT 1] (g/dL) C T L ]
Data: / /
Caso a resposta seja Nao, seguir para 118
120. Mondcitos relativos 121. Eosindfilos relativos 122. Valor do VSH

LT 1% [T 1 % LT ] mm

123. Realizou Raio X de Térax na admissdo?
1. Sim
2. Nao
8. Nao sabe informar

[]

Data: / /

Caso a resposta seja Nao, seguir para 120

124. Resultado do Raio X de admissao:

1. Normal

2. Forma Pneumdnica

3. Forma Pneumoganglionar
4. Forma Pleuropulmonar

9. Inaplicavel

5. Forma Ganglionar
6. Fokilaar
7. Padracsngestivo de TH
8. Nacesaformar




125. Realizou Raio X de térax de controle?
1. Sim

2. Nao
8. Nao sabe informar I:I

Data: / /

Caso a resposta seja Ndo, seguir para 114

126. Resultado do Raio X de controle:

Normalizou
Houve melhora I:I
Houve piora

N&o sabe informar
Inaplicavel

©xownpE

127. Realizou Tomografia de térax?
1. Sim
2. Néo
8. Nao sabe informar I:I

Data: / /
Caso a resposta seja Nao, seguir para 124

128. Resultado da Tomografia de térax:
1. Normal

2. Alterado sugestivo

3. Alterado inespecifico

8. N&o sabe informar

9. Inaplicavel

129. Realizou PPD da pesquisa?
1. Sim

130. Resultado do PPD:

2. Nao 1. N&o reator (0-4mm) 4. Reatortméorte (>15mm)
8. Nao sabe informar I:I 2. Reator fraco (5-9mm) 8. N&o salferimar
3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicavel |:|
Data: / /
Caso a resposta seja Nao, seguir para 126
131. Realizou Histopatologia? 132. Resultado da histopatologia: | 133. Material da histopatologia:
1. Normal
1.  Sim 2. BAAR positivo
2. Nao |:| 3. Sugestivo de TB |:|
4. N&o sugestivo de TB
Data: / / 5. Duvidoso
Caso a resposta seja N&o, seguir para 1299. Inaplicavel
134. Realizou Baciloscopia? 135. Resultado da baciloscopia: 136. Material da baciloscopia:
1. Escarro
1. Sim 1. Positiva 2. Lavado géstrico
2. Nao I:I 2. Negativa 3. Liquor I:I
9. Inaplicavel I:I 4. Bidpsia
Data: / / 5. Outro material
Cruzes 9. Inaplicavel
Caso a resposta seja Nao, seguir para 124 Outro
137. Realizou Cultura? 138. Resultado da Cultura: 139. Material da Cultura:
1. Escarro
1.  Sim 1. Positiva 2. Lavado géstrico
2. Nao I:I 2. Negativa 3. Liquor
9. Inaplicavel I:I 4. Biopsia I:I
Data: / / 5. Outro material
9. Inaplicavel
Caso a resposta seja Nao, seguir para 1127 Outro
140. Realizou USG? 141. Resultado da USG: 142. Tipo de ultra-sonografia:
1. Sim 1. Normal 1. Térax
2. Néo I:I 2. Sugestivo de TB 2. Abdome
3. N&o sugestivo de TB 3. Outra |:|
Data: / / 4. Duvidoso I:I 9. Inaplicavel
9. Inaplicavel Outra:
Caso seja Nao, seguir para 0 122
143. Realizou outro exame: 144. Que exame? 145. Resultado do exame:
1. Sim 1. Normal
2. Nao I:I 2. Sugestivo de TB |:|
3. 3. N&o sugestivo de TB
Caso seja Néao, seguir para o0 125 4. Duvidoso
9. Inaplicavel




DIAGNOSTICO (de acordo com o médico assistent

146. Escore de Clemax para TB pulmonar (Ver anexo) 1

©xowhE

Muito provéavel

Possivel

Pouco provavel
Nao realizado

Inaplicavel

pPwbhPE

147. Diagnostico inicial

TB infeccao
TB doenca
TB suspeita
Néo é TB

148. Data da notificagao

/ /

149. Profissional que notificou

150. Diagnostico Final

AOWNE

TB infeccao

TB doenca

TB suspeita
Nao é TB

151. Forma de TB

1. Pulmonar 6. Mili

2. Pleural &%Ba

3. Ganglionar periférica 8. Outra

4. Ganglionar pulmonar 9. Inaplicavel

5. Meningoencefalica

152. Tratamento realizado

OCOoOuUlh WNPE

. Profilaxia primaria (INH por 3 meses)

. Profilaxia secundaria (INH por 6 meses)

. Esquema | (INH + RMP por 6 meses e PZA por 2esjes
. Esquema IR (INH + RMP + BEM por 6 meses e PZAZmeses)
. Esquema Il (INH + RMP por 9 meses e PZA por 2eag

. Esquema Il (SM + PZA por 3 meses e ETH + EM J®dmeses)

. Inaplicavel

153. Data do inicio do tratamento

DIAGNOSTICO (feito pelo médico pesauisador

154. Diagnostico

1. TBinfeccao 3. TBsuspe
2. TBdoenga 4., NaoRT
Critérios utilizados 1.Sim 2. Néao

155. Epidemiologia positiva

156. Quadro clinico sugestivg 157. Imagem alterada 158. PPD forte reator

159. Pontuagéo de Clemax (TB Pulmonar)

1.
2.
3.

Muito provavel
Possivel
Pouco provavel

8. Naolizado
9.apticavel

EVOLUCAO




160. Evolucéo ap6s tratamento (feita pelo médico ampanhante)

Alta por cura
Faléncia do esquema
Alta por abandono
Alta por 6bito

pPONE

5.  Mudga de diagnéstico

6. Transtesé

7.  Alta pompletar o tratamento

8. Sémormacao

Entrevistador:

Assinatura;

IMUNODIAGNOSTICO (pelo médico pesquisador

Esat-6: Niveis de IME-
CFP-10: Niveis de INF-
PPD: Niveis de IMF-

161. Amostra de sangue pré-tratamento:Data: __ /  /

Esat-6: Niveis de IMF-
CFP-10: Niveis de INFE-
PPD: Niveis de IME-

162. Amostra de sangue pré-tratamento:Data: __ /  /

DIAGNOSTICO MOLECULAR

163. Realizou PCR Unico Tubo| 164. Resultado 165. Material
pré-tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Liq. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo I:I 2. Soro 7. Biopsia de géngl
2. Nio 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. Outros I:I
Data: / / 5. Lav. Gastrico 99. N&o se aplica
166. Repetiu PCR Unico Tubo | 167. Resultado 168. Material
pré-tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo I:I 2. Soro 7. Bibpsia de gémgl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. OQutros I:I

Data: / /

5. Lav. Gastrico

99

N&o se aplica




169. Realizou PCR Unico Tubo
no 3° més de tto?

170. Resultado

171. Material

1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Biopsia de géngl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. OQutros I:I
Data: / / 5. Lav. Gastrico 99. Nao se aplica
172. Realizou PCR Unico Tubo| 173. Resultado 174. Material
poés-tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Bibpsia de gémgl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. Outros I:I
Data: / / 5. Lav. Gastrico 99. Néo se aplica
175. Realizou PCR Nested pré-| 176. Resultado 177. Material
tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Bibpsia de gémgl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. Outros I:I
99

Data: / /

5. Lav. Gastrico

. N&o se aplica

178. Repetiu PCR Nested pré- | 179. Resultado 180. Material
tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Bibpsia de gémgl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. OQutros I:I
Data: / / 5. Lav. Gastrico 99. Néo se aplica
181. Realizou PCR Nested no 3°182. Resultado 183. Material
més de tto?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Biopsia de géngl
2. Nio 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. Outros I:I
Data: / / 5. Lav. Gastrico 99. Nao se aplica
184. Realizou PCR Nested p6st 185. Resultado 186. Material
tratamento?
1. Positivo 1. Sangue total 6. Lig. Pleural
1. Sim I:I 2. Negativo 2. Soro 7. Bibpsia de gémgl
2. Nao 9. Nao se aplica 3. Células brancas 8. Urina
4. Escarro 9. OQutros I:I

Data: / /

5. Lav. Gastrico

. N&o se aplica




CRITERIOS DE EXCLUSAO (preenchido pesauisador)

2. Hospital de origem:

1. Hospital das Clinicas
2. Hospital Bardo de Lucena

3. Prontuario do Hospital

BAIP I:l |

4. rOut

4. Doengas associadas:

Outras doencas:

5. HIV registrado:
1. Sim |:|
2. Néo

1. Sim
2. Nao I:I

6. Doencas reumaticas:

7. Doenga autoimune:
1. Sim

2.

Nao

[]

8. Cardiopatias:
1. Sim
2. Néo I:I

9. Nefropatias:

1. Sim
2. Nao I:I

10. Uso de corticoides ou outros imunossupressore

nos ultimos 10 dias por mais de 10 dias seguidos:

1. Sim
2. Nao

[]

n
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