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COSTA, Rayssa Maria Pastick Jares da. Avaliacado do desempenho da PCR em tempo
real utilizando insumos nacionais em amostras biologicas de pacientes com
tuberculose extrapulmonar. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Biocéncias e
Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2019.

RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Quando o bacilo infecta outros 6rgéos e/ou sistemas do hospedeiro
h& o desenvolvimento da TB extrapulmonar (TBE). As limitacdoes de sensibilidade no
diagnéstico convencional da TBE, determina a necessidade de implementar técnicas
moleculares como, a Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real com insumos
importados (qPCR-l), que tem demonstrado rapidez, boa sensibilidade e
especificidade, porém, com o custo ainda muito elevado para ser utilizada nos paises
pobres. Neste contexto o Instituto de Biologia Molecularda Fundacdo Oswaldo Cruz do
Parand teve a iniciativa de produzir, insumos nacionais para serem utilizados na gPCR
(gPCR-N). O presente estudo tem como objetivo otimizar e avaliar o desempenho da
gPCR-N para adeteccdo do Mtb em amostras de sangue, urina e outros liquidos
obtidos de individuoscom tuberculose extrapulmonar (TBE) e individuos “Sem TB".
Trata-se de um estudo em 103 amostras de 43 pacientes do estado de Pernambuco.
Para otimizacéo, avaliacdo e comparacao dos testes moleculares qPCR-N e qPCR-I),
foi avaliado o limite de deteccdo em agua, plasma, leucécitos, urina e outros liquidos
(OL), com curva de diluicdo de 10ng/uL a 100ag/pL. Das 103 amostras 56 foram
diagndéstico final “Sem TB” e 47 amostras foram “TB extrapulmonar”.Entre os teste para
gPCR-N e gPCR-I foram considerado positivas as amostras com Ct, respectivamente,
até 34, e até 33. Avaliando o desempenho da gPCR-N e da gPCR-I, utilizando como
padrdo-ouro a cultura, o diagnostico clinico, diagnéstico final e/ou resposta ao
tratamento foram obtidas sensibilidades de 78.72% e 88.71%, respectivamente, e
especificidades de 40.43% e 100%. Verificou-se a importancia realizar, quando
possivel, a gPCR-N n0 maior numero de amostra do individuo, sobre tudo no caso de
TBE. A gPCR-N apresentou um bom desempenho para auxiliar o diagnostico da TBE,
pricipalmente com maior nUmero de amostras clinicas.

Palavras-chave: Tuberculose extrapulmonar. Diagnostico. PCR em tempo Real.
Insumos nacionais.



COSTA, Rayssa Maria Pastick Jares da. Evaluation of real-time PCR performance
using national inputs in biological samples from patients with extrapulmonary
tuberculosis. 2019. Dissertation (Masters in Biosciences and Biotechnology in Health)
— Instituto Aggeu Magalhédes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2019.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease (M) caused by Mycobacterium
tuberculosisb. When the bacillus infects other organs and/or host systems,
extrapulmonary TB (ETB) develops. As sensitivity limitations in the conventional
diagnosis of TBE, it determines the need to implement molecular techniques such as
the Real Time Polymerase Chain Reaction with inputs (gPCR-lI), which has
demonstrated speed, good sensitivity and specificity, however, with the cost is still too
high to be used in poor countries. In this context, the Instituto de Biologia Molecular da
Fundacao Oswaldo Cruz do Parané took the initiative to produce national inputs to be
used in gPCR (qPCR-N). The present study aims to optimize and evaluate the
performance of qP for the detection of Mtb in samples of blood, urine and other fluids
obtained with extrapulmonary tuberculosis (TBE) and “Without TB”. study in 103
samples from 43 evaluation patients from Pernambuco. For optimization, comparison
of OL and dosocyte molecular tests (QPCR-N and gPCR-l), the detection limit was
evaluated in water, plasma, leuk, urine and other liquids (), with dilution curvature from
10ng/uL to 100ag/ uL Of the 103 samples, 56 were final diagnoses “No TB” and 47
samples were “Extrapulmonary TB”. with Ct, respectively, 34, and diagnosis 33.
Performance evaluation of g CR-N and P.P.-O diagnosis/diagnostic response, using
diagnosis. % and 88.71%, respectively, and specificities of 40.43% and 100%. Veri It
was possible to perform, when possible, the gPCR-N n0O with the largest number of
samples of the individual, especially in the case of TBE. gPCR-N performed well to aid
in the diagnosis of TBE, especially with a greater number of clinical samples.

Key words: Extrapulmonary tuberculosis. Diagnosis. Real-time PCR. National inputs
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa, que tem como agente
etioldgico o Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Geralmente transmitido por via aérea,
o bacilo atinge os alvéolos pulmonares onde pode tanto seguir se multiplicando nesse
local e causar a tuberculose pulmonar (TBP) ou ainda se disseminar por vias linfatica
ou hematogénica, assim, atingindo e infectando outros 6rgaos, que ndo o pulmao,
causando a tuberculose extrapulmonar (TBE) (LERNER et al., 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Atualmente, a TB é considerada um problema de saude publica que atinge
severamente 30 paises, 0S quais apresentam as maiores taxas de acometimentos
poressa doenca e o Brasil esta entre esses paises (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2018;BRASIL, 2017, ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018).

A incidéncia de TB no mundo, em 2017, foi em torno de 10 milhdes de casos.
Dentre esses casos a TBE atingiu entre cerca de 900 mil e 1,5 milhdes de pessoas
em todo mundo dependendo da regido catalogada (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018). No Brasil, no ano de 2018, a incidéncia foi de 34,8 casos por 100 mil
habitantes, e entre esses casos de TB, 72.788 foram novos (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018; BRASIL, 2017).

Em 2018, Pernambuco (PE) apresentou coeficientes de incidéncia (47,1 casos

/ 100 mil habitantes) e mortalidade (4,5 6bitos / 100 mil habitantes) maiores do que
os valores obtidos no pais (respectivamente, 34,8 casos e 2,2 6bitos / 100 mil
habitantes). Tendo destaque a capital de PE, Recife, que obteve a maior taxa de
mortalidade (8,3 6bitos / 100 mil habitantes) quando comparada com todas as capitais
do Brasil (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2018;
BRASIL, 2017). Dentre os casos de TB em Pernambuco, registrados na plataforma
digital do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (Sinan) entre 0os anos
de2015 a 2018, cerca de 3.000 casos foram de TBE. Entre os tipos de maior
frequénciadessa doenca estdo: ganglionar periférica, miliar, meningoencefélica e
6ssea (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFCACAO, 2019).

Os métodos diagnésticos comumente usados para a TBE incluem a

baciloscopia, prova tuberculinica, o0 exame histopatologico (de fragmento de tecido
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lesionado) e cultura (SOUZA et al.,, 2013). O teste tuberculinico (TT) apresenta
dificuldade em distinguir se o resultado do individuo esté relacionado a vacina BCG
(Bacilo Calmette e Guérin), TB doenca ou latente, o que pode resultar em falso-
positivos, e, consequentemente, baixa especificidade do teste (BRASIL, 2014,
BENTOet al., 2011).

O exame histopatoldgico necessita de amostras mais invasivas. Outra
desvantagem do método € a semelhanca histologica de lesdes granulomatosas,
presentes na TB, como também em outras doencas infecciosas, como é o caso do
grupo das micobactérias ndo-tuberculosas (MNT). Essa identificacdo pode induzir o
médico a iniciar uma terapéutica inadequada, uma vez que os tratamentos sdo
distintos para os dois tipos de infec¢des: TB e outras micobacterioses (PUROHIT;
MUSTAFA, 2015; BRASIL, 2010).

Também existem limitacdes nos métodos bacteriologicos (baciloscopia e
cultura) rotineiros de diagndéstico para a TB. A baciloscopia apesar de ser um exame
de facil realizacéo, apresenta baixa sensibilidade, detectando a presenca do bacilo
guando existem 5.000 bacilos / mililitro de amostra, além de nao diferenciar o
Complexo Mycobacterium tuberculoses e o grupo de micobactéria atipica. Sendo a
TBE uma forma paucibacilar da doenca, este exame tem pouca chance de detectar
obacilo (BENTO et al., 2011; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

A cultura, por sua vez, é definida como o padrdo-ouro para deteccédo de M.
tuberculosis, requerendo um minimo de 10 bacilos / mililitro. Todavia, o crescimento
dessa bactéria se d4, em média, de 3 a 4 semanas, podendo necessitar de até oito
semanas, quando é confirmado o resultado. Essa demora pode prejudicar o
diagndstico e tratamento precoces do paciente com TB (BRASIL, 2008; MELLO et
al.,2014).

Recentemente, um novo método com tecnologia molecular, o0 GeneXpert
MTB/RIF (baseada em Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real e
automatizado), foi implantado pelo Ministério da Saude para o diagndstico da
tuberculose pulmonar utilizando amostras de escarro. Este teste tem a capacidade
dedetectar o DNA do M. tuberculosis e a resisténcia a rifampicina de individuos
suspeitos provenientes dos servicos de saude do SUS de regibes de alta
endemicidade da doenca, o que inclui o estado de Pernambuco. Porém, apesar desta

tecnologia permitirum resultado mais rapido do que os métodos convencionais, a
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manutencao desta ferramenta para o SUS requer altos custos publicos, visto que
este equipamento e seus insumos sao importados, além do que seu desempenho
em amostrasextrapulmonares ainda néo esta claro na literatura (BRASIL, 2013;
LIMA et al., 2017).

Portanto, tornou-se necessario o desenvolvimento de técnicas mais
especificas, sensiveis, rapidas e de menor custo (BENTO et al., 2011). Entre as varias
técnicas moleculares atualmente aplicadas no diagndstico da TB, a Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) apresenta um bom desempenho
nadeteccéo dos fragmentos de DNA, pois realiza um monitoramento em tempo real
detodos os ciclos através da deteccado e quantificacéo da fluorescéncia liberada em
cadaciclo da reacao ao atingir o limiar da fase exponencial, o Cycle Threshold (Ct),
momento em que €é possivel determinar quantificacdo da fluorescéncia proporcional
asintese da regido alvo (BRASIL, 2010; CAUSSE et al.,, 2011; OLIVEIRA;
MIRANDA,

2010; SANTOS et al., 2013).

A gPCR utilizando a sonda TagMan, possui elevada sensibilidade como
também alta especificidade por permitir identificar um alvo como o 1S6110 (que tem
alta especificidade ao complexo M. tuberculosis e com mais de 25 repeticdes nos
genomas desse grupo). Para reduzir os custos com essa técnica, o presente estudo
padronizou uma PCR em tempo real com insumos nacionais (QPCR-N), os quais
foram elaborados e produzidos no Instituto de Biologia Molecular da Fundacao
Oswaldo Cruz do Parana (IBMP/Fiocruz — PR) utilizando como base 0s principios
de Barletta e colaboradores. (2014) (OLIVEIRA; MIRANDA, 2010; WANG et al.,
2019).

Portanto, esse trabalho, que faz parte de um projeto maior intitulado
“Desenvolvimento, avaliagéo e validagdo de um kit molecular baseado em PCR em
tempo real com tecnologia nacional para o diagnostico da tuberculose”, e visa avaliar
0 desempenho da técnica molecular baseada em PCR em Tempo Real utilizando
insumos nacionais, como uma ferramenta auxiliar no diagnostico laboratorial da
tuberculose extrapulmonar (TBE), em amostras de sangue, urina e outros liquidos
bioldgicos. Portanto, esse estudo visa contribuir com diagnostico mais eficiente, de
menor custo e precoce, que certamente interferira na cadeia de transmissao da TB

colaborando com o eficiéncia do programa de controle da tuberculose no Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL
2.1 O historico datuberculose

Os relatos mais antigos de casos de tuberculose (TB) definem a sua ocorréncia
desde a antiguidade, a mais de 5.000 anos a. C, em que foram identificados o
acometimento vertebral da doenca em mumias egipcias, também denominada de
“Malde Pott”’, sendo também reconhecido a presenga do DNA do Mtb nesses restos
mortais (MACIEL et al., 2012). Pesquisadores descreveram a presenca dessa doenca
em varias partes do mundo ao longo do tempo o que pode ser justificado por ser
disseminada por via aérea, permitindo atingir uma maior parte da populacéo
(NOGUEIRA et al., 2012; ROSEMBERG, 1999).

No final do século XVIII, com o inicio da revolucao industrial e o aumento da
urbanizacdo, a TB se disseminou pela Europa e ganhou a denominacgéo de “peste
branca” (ROSEMBERG, 1999; SAO PAULO, 2019). No século XIX a TB comecou a
ganhar mais notoriedade no Brasil atingindo a populacdo mais pobre que se
amontoava nos corti¢cos, tornando-se a principal causa de morte nessa populacéo.
Porém o governo da época adiou 0 combate a essa moléstia, por atingir uma
populacdo com menor poder aquisitivo, e preferiu atuar contra a febre amarela, uma
doenca que prejudicava as politicas de imigracdo do Império e, consequentemente,
0s negocios do pais como a exportacdo de café (PINHEIRO, 2016).

Em 1819, a patologia relacionada a TB comecou a ser elucidada por René
Théophile Hyacinthe Laennec, que descreveu sinais fisicos e conceitos da doenca
seja em forma pulmonar ou extrapulmonar. No entanto, a busca pela etiologia da
doenca ainda continuou a ser pesquisada até a descoberta de Hermann Heinrich
Robert Koch que apresentou demonstracbes do bacilo da tuberculose
(posteriormente, nomeado de Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch),
identificando e descrevendo a origem infecciosa da doenca. No final do século XIX,
Koch desenvolveu a “substancia tuberculinica”, que foi aperfeicoada para colaborar
no diagndstico da TB, atualmente chamado de teste tuberculinico (DANIEL, 2006).

Tendo em vista os desafios da TB como um problema de saude publica ndo
séno Brasil como também no mundo, os pesquisadores Albert Calmette e Camille
Guérininvestiram no desenvolvimento de uma vacina contra a TB, nomeada como
BCG (Bacille Calmette-Guérin), e na primeira metade do século XX, a vacinagdo com

a BCG se tornou uma das formas de controle da TB indicada pela Organizagéo
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Mundial de Saude (OMS). Mas a busca por um tratamento que pudesse eliminar a
infecdo emorganismos com tuberculose ativa perdurou até o desenvolvimento de
quimioterapicos eficazes no combate ao M. tuberculosis por Jorgen Lehmann e
Gerhard Domagk quedescobriram, respectivamente, o acido para-amino salicilico
(PAS) etiossemicarbazona (ALMEIDA, 2012; DANIEL, 2006).

No Brasil, a vacinacdo com a BCG em recém-nascidos comecou a ser
implementada em 1927, apos a criacao da Liga Brasileira Contra a Tuberculose e da
Liga Paulista Contra a Tuberculose, em 1899.Ambas atuaram na profilaxia e
tratamento da TB que estavam vigentes na época, com medidas de educacdo
sanitéria, e criacdo de locais, como preventdrios e dispensarios, para tratamento dos
pacientes acometidos com a doenca. No entanto, o poder publico ficou ausente desse
controle de TB até o inicio do século XX. Oswaldo Cruz, o Diretor Geral de Saude
Pudblica vigente na época, declarou a necessidade das autoridades sanitarias em
combaterem a doenca, implementando o Plano de Agédo Contra Tuberculose o qual
fez uso de condutas terapéuticas e profilaticas. Todavia ndo obteve grande
repercussao, e em seguida, houve a criacdo da Inspetoria de Profilaxia da
Tuberculose, colaborando na profilaxia, diagnéstico e tratamento dessa enfermidade
(MACIEL et al., 2012).

Em 1941, surgiu no Brasil o Servico Nacional de Tuberculose (SNT), e em 1946
foi criada a Campanha Nacional Contra a Tuberculose (CNCT), que constituiram
politicas publicas que tiveram como objetivo promover acdes de controle da TB no
pais com medidas como descentralizacéo dos servi¢os e uniformidade das acdes de
saude, além de ampliar a estrutura hospitalar do pais. Com a descoberta da
estreptomicina, a pirazinamida, a isoniazida, a rifampicina e o etambutol como
medicamentos utilizados até o momento no tratamento dessa enfermidade houve um
impacto positivo reduzindo a taxa de mortalidade da mesma, assim como foi capaz
dereduzir a transmissao (MACIEL et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2012).

Tendo em vista que a TB foi declarada pela OMS um problema emergencial
desaude publica, em 1999 foi fundado o Plano Nacional de Controle da Tuberculose,
noqual incluiu a estratégia de Tratamento diretamente observado (DOTS), prioritaria
nospaises que contém 80% dos casos de Tuberculose no mundo. Essa estratégia
implicaem que o0s pacientes continuem seus tratamentos para TB até a melhora

clinica. Paraisso essa é composta por: politicas de mobilizacdo de recursos a favor
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de planos de

acao e mobilizacdo social, diagnostico bacteriolégico de casos, tratamento
padronizado e supervisionado, fornecimento dos medicamentos e monitoramento
doscasos por um sistema de avaliagdo. Dessa forma, reduzindo a taxa de abandono
ao tratamento e as taxa de ébitos por TB, assim como, impedindo a multidroga
resisténcia(BRASIL, 2011; ROSEMBERG, 1999).

O DOTS foi aperfeicoado com a estratégia Stop-TB/OMS que incluiu outras
frentes no combate a TB como o fortalecimento do sistema de saude, melhorando
aspoliticas de saude. Outra meta dessa nova estratégia abordou a necessidade de
capacitar e promover pesquisas que envolvessem o programa de controle, além de
desenvolver novos diagnoésticos, tratamentos e vacinas para a TB (BRASIL, 2011).

Em 2017, foi desenvolvido o Plano Nacional pelo Fim da Tuberculose o qual
foiimplementado pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose baseado em
estratégias indicadas pela OMS para atingir metas de reduc&o dos niumeros de casos
e da mortalidade ocasionada pela TB até 2035. As estratégias desse plano envolve
trés pilares: prevencao e cuidados com os pacientes acometidos pela doenca, préatica
e desenvolvimento de politicas e sistema de apoio aos pacientes e intensificacao da
pesquisa e inovacdo apoiando organizacdes como a Rede Brasileira de Pesquisa
emTuberculose (REDE-TB), reunindo pesquisadores em parceria para implementar
esseterceiro pilar no Brasil (BRASIL, 2017; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018).

2.2 Epidemiologia

A tuberculose é considerada um problema de salde publica que acomete
diversos paises, sendo apontada pela OMS a doenca de agente Unico que provoca
mais 6bitos no mundo. Cerca de 30 paises foram responsaveis pela alta taxa de TB,
compondo 90% dos casos no mundo, e o Brasil estava na posi¢cao de 202 lugar em
2015 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018; BRASIL, 2017; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2018; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

Em 2019, a incidéncia de TB no mundo foi estimada em 10 milh&es de casos,
0 equivalente a 130 casos novos a cada 100.000 habitantes, além de uma estimativa
de 1,2 milhGes de mortes de pessoas HIV-negativas e 208.000 mortes de pessoas
HIV-positivas. A faixa etaria mais afetada foram adultos (=15 anos) ocupando em torno

de 90% dos casos, e quanto ao género ocorreram 63% de casos de TB em homens
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e meninos, indicando que essa doenca tem afetado mais 0 género
masculino(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018; ORGANIZACAO
MUNDIAL DASAUDE, 2020).

A taxa de incidéncia de TB caiu mundialmente, sendo a reducdo cumulativa
de2015 a 2019 de 9% (de 142 para 130 novos casos por 100.000 habitantes), que
foi insuficiente para atingir 20% da redugao entre os anos de 2015 e 2020. A taxa de
mortalidade por TB no mundo também vem caindo com uma reduc¢do cumulativa de
14% entre 2015 e 2019, porém ndo atingiu a meta de 35% de reducao entre 2015 e
2020 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

Ainda no panorama mundial, em 2019, a tuberculose extrapulmonar (TBE)
compds 16% dos 7,1 milhdes de pessoas acometidas pela TB. Essa taxa variou entre
as Regides Ocidental do Pacifico da OMS com 8% e do Mediterraneo Oriental da OMS
com 24% dos casos, sendo a taxa das américas de 15% de casos de TBE novos e
reincidentes. Essas taxas variantes e suas respectivas localizagcbes podem ser
observadas na Figura 1. (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020)

Figura 1: Estimativa de casos de tuberculose extrapulmonar novos e reincidentes

no mundo em 2019.

Legenda: Paises marcados com suas respectivas porcentagem de cargas de TBE
Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (2020)

No Brasil, em 2019, ocorreram a notificacdo de 73.684 casos novos de TB e
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a incidéncia foi de 54,7 casos por 100 mil habitantes e, em 2018, um numero de
Obitos de 4.490, com um coeficiente de mortalidade de 2,2 dbitos para cada 100 mil
habitantes. Esse valor aumentou quando comparado com o ano de 2016 que
apresentou um coeficiente de 2.1 Gbitos para cada 100 mil habitantes (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2020; BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019; BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2018).

Quanto aos estados do Brasil com maior nimero de incidéncia de TB no ano
de 2019, os que mais se destacaram foram Pernambuco, Rio Grande do Sul e Rio
deJaneiro com, respectivamente, 4.576 casos novos, 4.701 casos novos e 11.139
casosnovos. Desses mesmos estados, no Rio de Janeiro e em Pernambuco também
ocorreram 0S maiores coeficientes de Obitos com, respectivamente, 4,3/100 mil
habitantes e 4,0 /100 mil habitantes (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2020; BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2018; BRASIL, 2017).

Ja no ano de 2018, Pernambuco obteve 4.611 casos novos de TB, com taxa
de incidéncia de 48,4/100 mil habitantes e, em 2017, a mortalidade foi de 4,6 casos
para cada 100 mil habitantes, respectivamente. Sendo notado que esses dois ultimos
resultados em Pernambuco excedem ao obtido nacionalmente com taxa de incidéncia
e mortalidade de 36,2 e de 2,2 casos para cada 100 mil habitantes, respectivamente.
Na capital (Recife), em 2018, obteve-se 1.385 casos novos de TB, e taxa de incidencia
84,6/100 mil habtantes e, em 2017, coeficiente de 6bito de 8,4/100 mil habtantes.
Tendo Recife a maior taxa de mortalidade (6,3/100 mil habtantes) entre todas as
capitais do Brasil, em 2018. De acordo com Pedro et al. (2017) a elevada incidéncia
de TB apresenta relacdo com desigualdades socioecondmicas como precariedade
dainfra-estrutura e habitacdo para os moradores da regido, portanto esses fatores
juntamente com o bem-estar social e a educacao séo primordiais para reduzir o
impacto da TB na regido (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2020; BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2019; BRASIL, 2020).

As capitais Recife, Manaus e Rio de Janeiro, durante o ano de 2017, também
se destacaram com as maiores incidéncias de Tuberculose (de respectivamente,
104,7, 88,5 e 85,5 casos por 100 mil habitantes), com uma situacdo em que 70,4%
delas representam uma taxa que supera a registrada no pais (33,5 casos por 100 mil
habitantes). Outro fator alarmante inclui que o Recife apresentou a maior taxa de

mortalidade entre todas as capitais brasileiras, registrando um coeficiente de 6,4
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Obitos por 100 mil habitantes. Esses aspectos alertam o0 governo para a
necessidadede atencdo ao cenario atual do Brasil, principalmente nessas capitais.
(BOLETIMEPIDEMIOLOGICO, 2018; BRASIL, 2017).

Em Pernambuco, entre os anos de 2015 a 2019, foram registrados na
plataforma digital do Sistema de Informacé&o de Agravos de Notificacdo (Sinan) 29.255
casos de tuberculose de origem pulmonar e extrapulmonar, dentre estes cerca de 15%
séo de TBE. Durante o ano de 2019 ocorreu a maior taxa incidéncia de TB com 6.169
ocorréncias, destas 1.035 casos foram de TBE. Sendo observado um aumento em
relacdo aos anos anteriores, como em 2018, que foram registrados 5.946 casos, e
desses 894 foram de TBE. (SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE
NOTIFCACAO, 2020).

Dentre os casos de TBE em Pernambuco, em 2019, em ordem decrescente
defrequéncia ocorreram: 333 casos de ganglionar periférica, 278 casos de pleural,
55 casos de meningoencefalica, 88 casos de miliar e 48 casos de 6ssea. No ano de
2018,esses valores eram menores e 0S casos mais recorrentes de TBE foram os
tipos: ganglionar periférica com 290 casos, pleural com 221 casos, miliar com 81
casos, meningoencefalica com 65 casos e dssea com 33 casos (SISTEMA DE
INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFCACAO, 2020).

2.3 Agente etioldgico

A familia Mycobacteriaceae é formada pelo género Mycobacterium composto
pelos principais microrganismos causadores da TB, sendo 0s mais adaptados aos
humanos o Mycobacterium tuberculosis e o M. africanum 0s quais pertencem a um
grupo denominado de complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) que também é
composto por outros patdgenos adaptados a animais: M. bovis, M. bovis -
Bacillecalmette-guérin (BCG), M. microti, M. tuberculosis subespécie caprae e M.
pinnipedii (COELHO; MARQUES, 2006; FIGUEIREDO et al., 2008; ZIMPEL,
GUIMARAES, 2017).

Os componentes do CMTB representam bactérias que tem similaridade
genbmica maior que 99,95% de identidade entre as regibes que séo alinhaveis. A
homologia entre sequéncias do DNA dos espécimes do complexo indicam que tenham
surgido a partir de um ancestral comum através de evolugéo clonal, e diferindo entre

si por variacbes de polimorfismo de nucleotideo Unico (Single
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nucleotidepolymorphism - SNP) e areas de delecbes genéticas (COELHO;
MARQUES, 2006;ZIMPEL; GUIMARAES, 2017).

A morfologia das bactérias do CMTB sao caracterizadas por terem estrutura
em forma de bastonete (Figura 2), serem imoOveis e ndo conterem capsula como
componente, como também nédo produzirem esporos e dificilmente podem ser corados
com o método de Gram, apesar de serem consideradas gram-positivas por causa das
caracteristicas da parede celular. Quanto as coldnias, os patdégenos do CMTB
apresentam crescimento lento e coloragdo creme no meio Lowenstein-Jensen, além
de ter aspecto rugoso, seco, acamurcado e ndo produzir pigmento (COELHO;
MARQUES, 2006; ZIMPEL; GUIMARAES, 2017).

Figura 2: Microscopia eletrénica da bactéria Mycobacterium tuberculosis.

Legenda: Imagem de Microscopia eletrénica do bacilo Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: Lenharo (2017).

Estes espécimes também séo classificados como aerébios estritos e contém
em sua parede celular lipideos como glicolipideo dimicolato de trealose, que provoca
0 crescimento em aspecto agregado dos bacilos tornando a aparéncia de cordas
visiveis em microscopio optico (exame de baciloscopia), nomeado como fator corda,
caracteristica importante para a identificagdo presuntiva do CMTB (COELHO;
MARQUES, 2006; REPUBLICA DE MOCAMBIQUE, 2012).

Outro lipideo importante presente nas espécies que compdem esse complexo
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sdo os acidos micdlicos, que agem hidrofobicamente conferindo resisténcia ao
ressecamento, a agentes quimicos, a antibioticos e a descoloracéo por alcool-acido
apos serem corados a quente com fucsina fenicada. Portanto, sdo os responsaveis
por os tornar Bacilos Alcool-Acido Resistentes (BAAR), particularidade pertencente
acoloracao de Ziehl-Neelsen, também visualizada através de baciloscopia (COELHO
et al., 2007; COELHO; MARQUES, 2006; REPUBLICA DE MOCAMBIQUE, 2012;
ZIMPEL; GUIMARAES, 2017).

Esses bacilos preferem permanecer no meio intracelular, podendo sobreviver
nos macrofagos dentro do compartimento endossomal ou no citoplasma dessas
células que foram ativadas pela resposta imune. Dessa forma esses patdgenos sao
capazes de permanecer em estado de laténcia por anos dentro do hospedeiro
formando granulomas e necrose caseosa, que sao efeitos bioldgicos da reacdo do
organismo hospedeiro a presenca dos respectivos contetdos lipidicos: acidos
micolicos e fosfolipidios (CASTRO-GARZA et al.,, 2018; COELHO; MARQUES,
2006).

2.3.1 Genoma do Mycobacterium tuberculosis

Contendo DNA como material genético, a cepa H37Ra de Mtb é a mais
amplamente utilizada em laboratérios de pesquisas atualmente, pois possibilita que
sua viruléncia seja mantida em modelos animais, é de facil manipulacéo genética e
susceptivel a drogas. Esse microrganismo € composto por 4.411 quilobases (kb) e
cerca de 4000 genes (Figura 3) (DANTAS; FROTA, 2014; NOGUEIRA; BAFICA,
2012).
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Figura 3 - Mapa do cromossomo circular do M. tuberculosis H37Ra.

M. tuberculosis
H37Ry - 2 {

4411520 bp > y
. |

Legenda: Mapa gendmico do cromossomo de um M. tuberculosis pertencente a cepa H37Ra.
Fonte: Smith (2003).

Desses genes identificados foi observada a associacdo com a producao de
proteinas relacionadas a variedade antigénica, como também, genes que codificam
lipideos, proteinas e carboidratos que compdem a parede celular, atuando como
interferente na atividade dos macrofagos, controlando a viruléncia e laténcia do bacilo
de Koch (BK). Outros genes estdo envolvidos com o metabolismo do bacilo,
principalmente a producgéo de enzimas referente ao metabolismo dos acidos graxos,
esse fato pode estar relacionado a eficiéncia do BK se desenvolver nos tecidos do
hospedeiro (CAMPOS, 2006).

O genoma do Mtb é rico em sequéncias de inser¢ao (1S), caracterizadas pelas
numerosas copias no material genético do patégeno, bem como a capacidade de
transposicdo, de movimentacdo de um local a outro do genoma, provocando
polimorfismos posicionais e numéricos capazes de altera genes de expressao e servir
como elemento de estudos epidemioldgicos, como é o caso do 1S6110 (MCEVOY et
al, 2007; RIVERA; CAMARGO, 2014).

A sequéncia 1S6110 foi incialmente descrita com 1,36 Kb e pertencendo a
familia 1S3. Os elementos dessa familia sdo formados por sequéncias de leitura que
se sobrep6em moderadamente, denominadas orfA e orfB, formando proteinas que
inibem a recombinacdo causada pelas transposases. Dessa forma, a frequéncia de
transposicao podem estar relacionadas com as proporc¢des de orfA, orfB e orfAB

(regido de sobreposicédo das orfs A e B) (MCEVOY et al, 2007). Essa IS também pode
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regular a expressdo de genes adjacentes portando-se como promotor, iniciando
ou elevando a expressao desses genes. Assim, 0 1IS6110 pode promover alteractes
no genoma da bactéria, que dependendo da posi¢do de insercao, gera a morte do
microrganismo ou permiti um melhor desempenho do mesmo (MILLAN-LOU et al,
2013).

Portanto, o 1S6110 é considerado a principal sequéncia de pares de bases
comum aos genomas dos membros do CMTB se repetindo com mais de 25 copias,
com excecdo do M. bovis-BCG que contém uma coépia ou nenhuma, e estando
ausente em outras micobactérias ndo pertencentes ao grupo CMTB. Essas
caracteristicas apontam a capacidade dessa sequéncia de insercdo ser aplicada em
diagndstico de TB a partir de amostras biologicas (MCEVOY et al, 2007; WANG et
al.,2019).

2.4 Transmissao

A tuberculose geralmente é transmitida por via aérea a partir de um individuo
com doencga ativa e com as formas pulmonar, principalmente, e também laringea.
Assim, esses organismos liberam bacilos juntamente com secrecdes expelidas por
tosse, fala ou espirros (BRASIL, 2017).

Esses aerossoéis podem permanecer no ar por até 6 horas contendo 1 a 3
bacilos, e a inalacdo dessas goticulas leva esses microrganismos aos alvéolos
pulmonares, onde podem se multiplicar permitindo o desenvolvimento da doenca.
Outras possibilidades sédo que os BKs sejam destruidos pelo sistema imunolégico,
permanecam em estado de laténcia no organismo ou serem disseminados para outros
6rgéos do corpo (BRASIL, 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2011; NOGUEIRA et al.,
2012).

Quando em estado de laténcia o Mtb se multiplica lentamente por dias ou até
anos, mas o adoecimento pode ser em qualquer momento da vida mesmo estando
infectado. Apenas individuos com a forma ativa da TB sdo capazes de transmiti-la,
cabendo a esses a liberacdo desses bacilos. Essa transmissibilidade é medida pela
capacidade da pessoa de expelir o bacilo, assim, quando a baciloscopia do escarro
epositiva (eliminacdo de mais de 5.000 bacilos / mL de escarro) se trata de doentes
baciliferos. No caso da baciloscopia ser negativa, e a cultura ser positiva ou negativa,
trata-se de um doente n&o-bacilifero (BRASIL, 2017; FUNDACAO OSWALDO
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CRUZ,2008). Dessa forma, estima-se que uma pessoa com TB ativa em estado
bacilifero durante um ano em uma comunidade, podera infectar de 10 a 15 pessoas
através docontato intradomiciliar (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2008).

E imprescindivel que a cadeia de transmiss&o da TB seja interrompida e para
tanto, é necessario a descoberta antecipada desses casos, para iniciar o tratamento
precoce que permitird reduzir gradativamente a liberacdo dos bacilos para o meio
ambiente & niveis insignificantes, o que ocorre, comumente, apos 15 dias do inicio
dotratamento (BRASIL, 2008; BRASIL, 2017; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

2.5 Tuberculose extrapulmonar

A TB pode acometer tanto o pulmao como também se disseminar por via linfo-
hematogénica para qualquer outro 6érgado ou sistema do corpo caracterizando a TB
extrapulmonar. Os bacilos se espalham para esses 6rgdos podendo provocar lesées
granulomatosas, no entanto os sinais e sintomas causados dependem do 6rgao
atingido (BRASIL, 2017; NOGUEIRA et al., 2012).

H& uma maior taxa de TBE em criancas e idosos, além da presenca
concomitante de outras morbidades como diabetes mellitus, insuficiéncia renal cronica
e, sobretudo, aqueles acometidos pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) causada pela infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) devido
ao seu intenso imunocomprometimento (RAMIREZ-LAPAUSA, MENENDEZ-
SALDANA, NOGUERADO-ASENSIO, 2015).

Nesses casos, pesquisadores notaram maior frequéncia da TB miliar (definida
como a disseminacao do BK para diferentes 6rgdos ao mesmo tempo). Essa forma
de TB associa TBP e TBE indicando a necessidade de investigagdo de ambos os tipos
dessa enfermidade quando o paciente estiver infectado pelo Mtb e possuir
imunodeficiéncia (BRASIL, 2017; NOGUEIRA et al., 2012).

As principais formas de TBE no Brasil, em 2017, em ordem decrescente de
frequéncia, sdo: ganglionar periférica, pleural, meningoencefalica, miliar, éssea,
pericardica, peritoneal, renal e ocular. E em Pernambuco, em 2017 e 2018, os tipos
de TBE com maior incidéncia foram as formas ganglionar periférica, pleural, miliar,
meningoencefalica e 0ssea. Esses diferentes modos de apresentacdo da TB
proporcionam sinais e sintomas, que mesmo distintos entre si, sdo inespecificos na

maioria dos casos, precisando de testes de diagndstico complementares para definia



29

a presenca dessa morbidade (BENTO et al, 2011; BRASIL, 2017; SISTEMA
DEINFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFCACAO, 2019).

O diagnostico da TBE permanece um desafio pela necessidade, na maioria das
vezes, de internamento para a coleta de amostras, através de procedimentos
invasivos (dependendo da localizacdo do foco da doenca) e da dificuldade para a
obtencdo de volume suficiente para analise. Frequentemente, essas amostras sao
paucibacilares (pouca carga bacilar) dificultando a identificacao do bacilo (RAJ et al.,
2016).

2.5.1 Tuberculose Ganglionar

Considerada a segunda forma mais comum de TB extrapulmonar, a tuberculose
ganglionar afeta frequentemente ganglios cervicais em criangas e adultos jovens
resultante de uma propagacdo linfohematogenica. Os ganglios apresentam
crescimento lento, consisténcia endurecida, indolor e movel. E comum a necrose do
tecido formando um abscesso no local, como também a involucéo da lesdo ganglonar
de forma espontanea ou pela agcéo do tratamento (KRITSKI; MELLO, 2007; CAMPOS,
2006a).

2.5.2 Tuberculose Pleural

Dentre os tipos de tuberculose extrapulmonar a regido mais comumente afetada
€ a pleura. A disseminacdo do bacilo para regido pleural apresenta trés
possibilidades: pela ruptura de foco infeccioso na periferia do pulmonar na regiao
subpleural, por contigiidade decorrente de uma leséo pulmonar, ou por via linfo-
hematogénica. A presenca do bacilo ou antigeno na regiéo pleural gera um processo
inflamatério com recrutamento de células leucocitarias, proporcionando maior
acumulo de liquido, exsudato, para o local. Os aspectos clinicos da TB pleural sdo
caracterizados por dor pleuritica, febre, suor noturno, dispneia e na maioria das vezes
ocasiona um derrame unilateral (CAMPOS, 2006a; SEISCENTO; CONDE;
DALCOLMO, 2006).

2.5.3 Tuberculose Miliar
A infeccéo por TB pode ser disseminada para varios 6rgdo ao mesmo tempo

causando a forma de TB miliar ou disseminada, por essa razao a sintomatologia
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variade acordo com o 6rgdo acometido. Essa variedade da doenca € considerada
rara e grave em pacientes pediatricos e imunossuprimidos como a desnutricdo grave,
o lupus eritematoso sistémico e a infec¢do pelo HIV. Esta forma da TB pode ter
atuacaosemelhante com a sepse, e sua atividade pode estar relacionada com a
ingestdo de farmacos imunossupressores pelos individuos acometidos com a TB

difusa, como é ocaso de licocorticosteroides (FREIRE et al., 2016).

2.5.4 Tuberculose Ostearticular

A TB osteoatrticular atinge principalmente a coluna vertebral de criancas e idosos,
ja o envolvimento articular € menos usual e em 50 a 73% dos casos ocorre nas
articulagdes de carga, como quadril e joelho (SEBBEN et al., 2012).

Quando o bacilo atinge a coluna vertebral provoca a destruicdo da porcao
anterior do corpo vertebral, podendo progredir para uma deformacdo em forma de
cunha, provocando cifose caracterizando o “Mal de Pott”. Esta variedade de TB
comumente se dissemina por via linfohematolégica, porém ha a possibilidade de
contaminacdo por contiguidade podendo causar o abscesso de tecidos moles
adjacentes. Por tanto, esta TB extrapulmonar proporciona sintomas inicialmente
insidiosos e de pequena intensidade, em consequéncia de ser de evolucao lenta e
decicatrizacao que pode durar desde meses a anos, até em organismos sensiveis
as drogas do tratamento (HISBELLO S. CAMPOS, 2006; HOUSTON et al., 2014;
LOPESet al., 2006).

2.5.5 Tuberculose Meningoencefélica

A meningoencefalite tuberculosa € uma importante forma da TBE que acomete
o sistema nervoso central (SNC). A vacina BCG ajuda na reducgédo profilatica dos
numeros de casos dessa enfermidade, mas em casos de criangas menores de 6 anos
e pacientes com imunossupressao, como os pacientes infectados com HIV, ha maior
probabilidade e adquirir essa doenca (BETHLEM, 2012).

Decorrente de disseminacdo hematogénica, a TBE meningoencefalica, pode
formar granulomas na superficie do encéfalo, nas meninges e na medula espinhal,
onde os bacilos se multiplicam rompendo o granuloma no espago meningeo causando
a infeccdo de Mtb no SNC e consequentemente inflamac&o. Assim, acarretando

sintomas que variam dependendo do local lesionado, como febre baixa, anorexia,
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trombose, hipertensédo intracraniana, convulsées, neuroldgicos inespecificos (como
alterac6es de humor, cefaléia, apatia e irritabilidade), rigidez da nuca podendo causar
um coma ao paciente, caso nado seja identificada e tratada (BETHLEM, 2012,
CAMPOS, 2006a; THWAITES; VAN TOORN; SCHOEMAN, 2014).

O diagnaostico é feito através da identificacdo de alteracfes semelhantes lesdes
nodulares e sugestivas de infarto em exames de imagem (tomografia
computadorizada e ressonancia magnética). De toda forma, deve ser feita a
confirmacédo do diagndstico através de exames laboratoriais para detec¢éo do bacilo
como a cultura (BETHLEM, 2012; THWAITES; VAN TOORN; SCHOEMAN, 2014).

2.6 Meétodos de diagnoéstico da tuberculose

O diagnéstico da TB abrange os sinais e sintomas clinicos do paciente como
também os exames complementares bacterioldégicos (baciloscopia e cultura),
histopatoldgicos, teste tuberculinico, entre outros, dependendo da forma clinica da
TB(FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2018).

Para estabelecer o diagndstico mais preciso de TB, em uma area endémica
como o nordeste do Brasil, € necessario correlacionar um conjunto de evidéncias
clinicas, epidemiolégicas e sociais além de utilizar exames complementares para
identificar o bacilo, ou que indique a infecdo pelo mesmo (como em exames
imunolégicos) (BRASIL, 2017; FERRI et al., 2014; FUNDACAO OSWALDO CRUZ,
2008). Desde 2014, um novo exame complementar vem sendo implementado pelo
Ministério da Saude, o Gene Xpert MTB/RIF, um método automatizado de gPCR para
detectar de forma mais rapida a tuberculose, sobretudo a forma pulmonar
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2018)

Nos casos de TB paucibacilar, como nas formas de TBE, o diagnéstico
permanece um desafio, tendo muitas vezes que associar critérios clinicos e
epidemiologicos a resposta terapéutica especifica devido aos exames
bacteriol6gicos de rotina (baciloscopia e cultura) serem geralmente negativos.
(BRASIL, 2017; FERRIet al., 2014; FUNDAC}AO OSWALDO CRUZ, 2008; RAJ et al.,
2016).

Apesar de existirem uma variedade de métodos de diagndstico para

tuberculose, nesse trabalho sera dada énfase aos métodos que sdo mais utilizados
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para investigacdo dos casos de TBE. A tabela 1 resume os principais métodos
de diagnéstico com suas respectivas vantagens e limitacbes, e a Tabela 2
complementacom as informagdes de concentracdo do bacilo na amostra, como

também o custo decada teste.

Tabela 1 - Analise comparativa entre os principais métodos de diagnosticos para TBE

METODO DIAGNOSTICO VANTAGENS LIMITAGOES
Baixa sensibilidade
= Simplicidade Impossibilidade de identificar a
Baciloscopia (ZN) * Baixo custo espécie
= Rapidez Incapaz de indicar a viabilidade do
bacilo
«  Baixo custo Condi¢des de biosseguranca

Cultura de
Micobactérias

Exame
Histopatoldgico
Teste Tuberculinico

Méatodos Moleculares

Xpert MTB/RIF

Fonte: Adaptado pela autora de Araujo e Schindler (2019).

Baixa taxa de contaminacgéo
Isolamento do bacilo

Possibilidade de diagndstico
diferencial

Simplicidade
Baixo custo

Elevada Sensibilidade
Rapidez

Elevada Sensibilidade
Rapidez
Resisténcia a rifampicina

Habilidade técnica
Incubacgéo longa
Baixa sensibilidade

Invasivo
Padréao Inespecifico

Falsos-negativos (TBMIV)
Falsos-positivos(regides
ehdémicas)

Custo elevado e Habilidade técnica
Falso-positivos, Contaminacédo
Incapaz de indicar a viabilidade
dos bacilos

Sensibilidade variada”
Custo elevado
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Tabela 2 - Andlise comparativa dos custos de cada teste e niumero de

bacilosdetectados entre os principais métodos de diagndsticos para TBE

TESTE CONCENTRACAO DE BACILOS CUSTO
(N°)
BACILOSCOPIA 5x10° a 1x10* bacilos/mL R$ 100,25
da
amostra (BRASIL, 2011).
CULTURA 10 bacilos por mililitro de R$5,63

amostra
(BRASIL, 2011).

TESTE Ndo quantifica o N° de bacilos R$ 10

TUBERCULINICO (reacdo imunologica)

EXAME N&o quantifica o N° de bacilos R$25,00
HISTOPATOLOGIC (caracteristicas histopatolégicas)

@)

gPCR-I 5fg de bacilos /uL da amostra ~R$250,55
(incluindo kit de
extracdo de DNA)

gPCR-N 5fg de bacilos /pL da amostra ~R$95,00 reais
por
amostra (valor ainda
em ajuste)

XPERT MTB/RIF 5fg de bacilos /pL da amostra R$167,41
Fonte: Tabela feita pela autora baseado nos estudos de Foundation for innovative New diagnostics

(2011)
e Lira et al.(2013). Valores estimados de acordo com o dolar atual, 2020.

2.6.1 Baciloscopia

A baciloscopia é um exame bacterioldgico caracterizado por ser simples, rapido
e de baixo custo. E capaz de identificar bacilos alcool &cidos resistentes (BAAR)
através da coloracéo de Ziehl-Nielsen, mais comum, sendo mais empregada para o
diagndstico da forma pulmonar da TB em amostras de escarro. E possivel ser
realizada em outras amostras como: urina, lavados gastrico e brénquico, escarro
induzido, materiais de ressecc¢do de biopsia, porém a baixa sensibilidade desse teste
nessas amostras torna a cultura obrigatoria (BRASIL,2017; PUROHIT; MUSTAFA,
2015; BENTO et al., 2011; BRASIL,2017).

Esse método geralmente é indicado nos pacientes sintomaticos respiratorios,
guando ha suspeita clinica ou radioldégica de TB pulmonar, e no acompanhamento

daresposta ao tratamento especifico e confirmacgéo da cura. Apesar desses critérios
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envolverem principalmente a forma pulmonar, a baciloscopia também pode ser
utilizada em amostras biolégicas de pacientes com suspeita de TB extrapulmonar
(BENTO et al., 2011; BRASIL,2017).

O principio dessa técnica est4 baseado na elevada quantidade de lipidios
presentes na parede celular das micobactérias, conferindo ao bacilo uma resisténcia
a descoloracéo feita com alcool-acido, deixando-os na coloracdo rosa (BENTO et al.,
2011; FERRI et al., 2014). Assim, o resultado desse exame permite definir a presenca
ou auséncia do BK na amostra, e também possibilita quantificar a carga bacilar
aproximada. No entanto, este € um método que apresenta baixa sensibilidade, pois
exige um minimo 5.000 a 10.000 bacilos / mL de amostra para que o exame seja
considerado positivo. No entanto, em amostras paucibacilares (com poucos bacilos)
gue sdo comuns em pacientes com TBE e/ou com imunossupressao ha uma grande
tendéncia a resultados falsos negativos (BENTO et al., 2011; PUROHIT; MUSTAFA,
2015).

2.6.2 Cultura

A cultura é um método bacteriol6gico considerado como padrdo-ouro para o
diagnodstico definitivo de TB (PUROHIT; MUSTAFA, 2015). Através da cultura da
amostra € possivel isolar, identificar e verificar a viabilidade do BK. (BENTO et al.,
2011; FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2008). Pode ser realizada em meio solido ou
liquido. A leitura do resultado em meio sélido (Lowenstein-Jensen) possibilita uma
quantificacdo do numero de Mtb através da contagem das coldnias (BENTO et al.,
2011).

Dentre as vantagens desse teste estdo a sua elevada sensibilidade em relacao
a baciloscopia, pois detecta 10 a 100 bacilos / mL de amostra, possui elevada
especificidade (podendo chegar até 98%), permite a identificacdo da espécie por meio
de testes bioquimicos, fenotipicos e moleculares e possibilita a realizacao do teste
desuceptibilidade as principais drogas utilizadas no tratamento anti-TB (BENTO et
al., 2011; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

Contudo, as principais desvantages para a cultura € o tempo necessario para
0 crescimeneto dos bacilos, podendo variar de 2 até 8 semanas, retardando a
definicdo diagndstica e o inicio do tratamento, além da necessidade de condi¢fes de

biosseguranca apropriadas (em laboratorio de nivel de biosseguranca 3) e técnicos
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de laboratério especializados (LEE, 2015; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

2.6.3 Teste tuberculinico

O teste tuberculinico (TT) é baseado no principio de reacdo celular de
hipersensibilidade tardia e, assim, é realizado para diagnosticar infeccdo pelo Mtb.
Inocula-se um antigeno, o derivado proteico purificado (PPD) especifico do Mtb em
regido intradérmica da pele do terco médio do antebraco esquerdo do paciente. As
células do sistema imunologico tardio (linfécitos T) causam uma resposta ao agente
externo causando um processo inflamatério que provoca a migracdo de células
mononucleares (que ja haviam tido um primeiro contato com o antigeno) provocando
uma regido endurecida no local da pele em que ocorreu a aplicacdo. Apds 48 até 96
horas da aplicacdo é realizada a leitura na papula formada no antebraco e para sua
interpretacdo segue-se as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 2014; MENZIES;
PAI; COMSTOCK, 2007; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2013; STARKE JR;
COMMITTEE ON INFECTIOUS DISEASES, 2014)

Este teste é mais utilizado para o diagndstico de infecgcéo latente pelo M.
tuberculosis (ILTB) em adultos e criancas, mas também auxilia em casos de TB ativa
em criancas (BRASIL, 2011). No entanto, esse teste apresenta baixa reatividade em
pessoas com a imunidade comprometida co-infeccdo TB e HIV, que apresentam
deficiéncia da imunidade celular podendo levar a resultados falso-negativos
(PASSALENT et al., 2006).

Por outro lado, a reatividade ao teste tuberculinico é influenciada por fatores
como a presenca de vacina recente com BCG e em portadoras de micobactérias ndo
tuberculosas (MNT), sendo incapaz de distinguir os resultados positivos destes
individuos com os portadores de TB ativa ou TB infeccdo latente ou de moradores
deregibes endémicas (por terem contato prévio com o Mtb). Assim, ha a possibilidade
de identificagéo de resultados falsos-positivos, reduzindo a sensibilidade do método
(BRASIL, 2014; LEE, 2015; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

2.6.4 Exame Histopatologico

O exame histopatolégico é aplicado em casos de suspeita de TB
extrapulmonar. O material para bidpsia € coletado do 6rgdo acometido, a fim de
verificar a presenca de lesdo granulomatosa, caracteristica de processo inflamatério,

mas nao especifica da tuberculose, podendo estar presente em outras doencas
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cronicas, precisando da identificacdo de BAAR na amostra para auxiliar o
diagnosticoda TB. (BRASIL, 2017; FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2008)

Apesar de em paises endémicos os resultados do histopatolégico com
presenca de células gigantes de Langhan serem considerados como TB, ainda é
preciso a confirmacdo da presenca do Mtb através da cultura, e em seguida da
confirmacgédo da espécie por testes bioquimicos ou moleculares (BENTO et al., 2011,
BRASIL, 2011; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

E necessaria a confirmac&o do agente causador da les&o , pois a prevaléncia
de infeccdo por MNTs esta crescendo de 4% até 50% dependendo da regido do
mundo, e esse grupo também tem a propriedade de ser BAAR, assim como, a
semelhanca na caracterizacdo histologica das lesdes ocasionadas pelas
micobactérias tuberculosas e MNTSs, sendo importante estabelecer a distingdo entre
esses grupos, uma vez que utilizam tratamentos distintos. Este também é um exame
gue para obtencdo da amostra requer um método invasivo, precisando de ambiente
apropriado, e podendo formar fistulas (BENTO et al., 2011; BRASIL, 2011,
PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

2.6.5 Testes moleculares

As limitagbes dos métodos convencionais de diagnostico da TBE como a
cultura, baciloscopia, testes tuberculinico e exames histopatolégicos indicam a
necessidade de um método que possa auxiliar nessa investigacdo como os métodos
moleculares principalmente aqueles derivados do principio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (CAUSSE et al., 2011; FERRI et al., 2014)

Atécnica da PCR foi desenvolvida em 1980, e possibilita a amplificacdo de uma
sequéncia especifica do DNA (CAUSSE et al., 2011). O principio se baseia na sintese
de sequéncias especificas do DNA delimitadas por dois oligonucleotideos sintéticos
(iniciadores ou primers), estes que se ligam a fita de DNA opostas. Quando a enzima
DNA-polimerase se liga ao DNA, inicia a formac¢&o de um molde da por¢cédo do DNA
através da adicdo de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) resultando na
amplificacdo do DNA in vitro (CAUSSE et al., 2011; LIMA et al, 2009; GUARINES,
2015).

Com a descoberta da PCR novos métodos de diagndstico baseados nesse

principio de amplificacdo de &cidos nucleicos como a PCR em Tempo Real (QPCR)
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e teste Xpert® MTB/RIF que permitem maior variabilidade da acuracia,
confiabilidade, reprodutibilidade e diagndsticos precoces, foram propostos como
métodos auxiliares para o diagnéstico da TB (BRASIL, 2010; CAMPOS, 2006b;
MONTENEGRO, 2013).

2.6.5.1 PCR em tempo real

A PCR em tempo real ou PCR em tempo real quantitativa (QPCR) foi
inicialmente descrita em 1993, pelo pesquisador Higuchi e seus colaboradores, onde
montaram um sistema automatizado de monitoramento em tempo real de todos os
ciclos através da deteccédo da fluorescéncia liberada na rea¢cdo em cada ciclo, sendo
essa a principal caracteristica que a distingue da PCR convencional (OLIVEIRA;
MIRANDA, 2010).

Dessa forma, a PCR em tempo real (QPCR) permite detectar e quantificar os
fragmentos de DNA ou RNA a cada ciclo, determinando os ciclos na qual a reacao
atinge o limiar da fase exponencial, também denominado de Cycle Threshold (Ct).
Neste ponto € possivel determinar a quantificacdo da fluorescéncia proporcional a
sintese da regido alvo (NOVAIS, 2004; OLIVEIRA; MIRANDA, 2010).

A gPCR com a sonda TagMan utiliza uma pequena quantidade de DNA, onde
uma sonda se acopla a umaregido do genoma do micro-organismo. Quando a enzima
Tag DNA polimerase hibridiza a regido marcada pela sonda € liberada uma
fluorescéncia, que aumenta diretamente em relacao a quantidade de acido nucléico
ou acido ribonucleico amplificado (NOVAIS, 2004; OLIVEIRA; MIRANDA, 2010).

Para a realizacdo da gPCR é necessario um termociclador (capaz de realizar
as oscilacdes de temperatura necessarias para realizar os ciclos da técnica). Este
equipamento contém uma unidade Optica capaz de detectar os diferentes
comprimentos de ondas emitidos pelos compostos fluorescentes, e o resultado dessa
deteccdo esta integrado com um computador acoplado a um Software especifico
(OLIVEIRA; MIRANDA, 2010).

Este Software gera um grafico para a reacdo, composto pelas fases: de
crescimento exponencial, de crescimento linear e estacionaria (Figura 4). Sendo a
primeira fase caracterizada por sua especificidade e precisao, enquanto na fase linear
os produtos da reacdo estdo iniciando sua degradacdo, e na Ultima fase ha um

elevado nivel de degradacgdo indicando o final da reagcdo. Assim, o aumento da



38

fluorescéncia identificada € diretamente proporcional a quantidade de produto
especifico amplificado, mas esse fator estd melhor expresso na analise da fase
exponencial (OLIVEIRA; MIRANDA, 2010).

Figura 4 — Gréafico da amplificagdo na PCR em tempo real

Fase exponencial Fase estacionaria

/ Fase de crescimento
/ linear

Fluorescéncia
3
|

/ Limiar da fase
exponencial

-
K

0 10 2 0 0 50
Numero de ciclos

-4

Legenda: Esse grafico representa a posicdo da fases exponencial. Anterior a essa fase se encontra
afase linear e posterior esta a fase estacionaria. Também é possivel observar uma linha tracejada
denominada de Threshold e a intercesséo dessa linha com o inicio da fase exponencial é denominada
de Cycle Threshold (Ct).

Fonte: Oliveira e Miranda (2010).

Os compostos fluorescentes mais utilizados sdo o SYBR® Green e a sonda
TagMan®. O SYBR® Green é considerado menos especifico, pois € um corante
intercalante de DNA se ligando a qualquer parte do DNA em fita dupla que surge
durante a reacéo, incluindo dimeros de primers ou regides que ndo sdo alvos. E a
TagMan® é uma sonda de uma sequéncia especifica de uma regido alvo no genoma
(NOVAIS, 2004; OLIVEIRA; MIRANDA, 2010).

A sonda TagMan® apresenta na extremidade 5 um fluorocromo reporter
(fluoréforo que emite a fluorescéncia), e na extremidade 3’ um fluorocromo quencher
(molécula capaz de captar a fluorescéncia emitia pelo reporter e dissipar como calor
ou luz), devido a proximidade entre esses fluorocromos a fluorescéncia é suprimida
pela transferéncia de energia do Reporter para o Quencher. Dessa forma, inicialmente
o primer e a sonda se hibridizam com a fita-molde na sequéncia alvo a qual sédo
complementares. Em seguida, a enzima Taq DNA polimerase detecta a presenca da

sonda e € hidrolisada pela acdo exonucleotidica 5’-3’ dessa enzima. Assim, a clivagem
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da TagMan® permite a separacao e, consequentemente, o aumento da distancia entre
o0 Quencher e o Reporter. Toda a atuacdo da sonda TagMan esta ilustrada na figura
5 (BUSTIN et al., 2009; OLIVEIRA; MIRANDA, 2010; USA, 2019).

Como resultado dessa reacdo ha o aumento exponencial da fluorescéncia a
cada ciclo realizado na gPCR até que essa ultrapasse o limiar Threshold, sendo esse
ciclo denominado de ciclo Threshold (Ct) ou ciclo de quantificagéo (Cq) expressos em
forma de grafico no monitor acoplado ao termociclador. Portanto, essa técnica permite
identificar e quantificar regibes especificas do genoma do M. tuberculosis, mesmo
guando a quantidade de &cidos nucleicos for baixa (BUSTIN et al., 2009; OLIVEIRA;
MIRANDA, 2010; USA, 2019).

Figura 5 - PCR em tempo real utilizando sonda TagMan®
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Legenda: Aimagem “a” mostra o anelamento do primer e da sonda na regido alvo especifica, composta
pelo reporter (representado pelo “R”) e pelo quencher (“Q”). A imagem “b” mostra o inicio da
polimerizagdo da regido alvo em um DNA e inicio da formac&o da fita recém-sitetizadaem direcéo a
sonda TagMan. Assim, com a presenca dos primers “foward” e “reverce” ligados na regido de interesse
de amplificacdo, a Taq polimerase (DNA polimerase) comeca a hibridizar a fita de DNA com a adi¢édo
dos dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados) formando uma fita nova e complementar a essa. E a
imagem “c” representa quando a Taq polimerase alcanca aregido alvo na qual a sonda (TagMan®)esta
ligada, ocorrendo o rompimento da ligacao entre os dois componentes dessa sonda: reporte (emissor
da fluorescéncia) e quencher (receptor da fruorescéncia). Dessa forma, o quencher deixa de absorver
a fluorencencia do reporter ja que a distancia entre eles aumenta quando deixam de estar ligados entre
si. E assim, a fuorescencia emitida pelo reporter € liberada a ponto de permitir a detecédo pela maquina
de gPCR.

Fonte: Adaptada pelo autor a partir de USA (2019).
A tecnologia da qPCR permite elevada sensibilidade e especificidade, néo
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necessitando de processamento da amostra na pés-gPCR o0 que reduz o risco de
contaminacao. Mas esse € um método que gera um alto custo tanto pelo equipamento
utilizado como pelos insumos necessarios. Também é importante ressaltar que esta
éuma técnica viavel para automatizacdo como esta ocorrendo com o GeneXpert que
éum equipamento que automatiza a qPCR e é usado para diversas doencas
oncoldgicas ou infeciosas, incluindo para a deteccdo da tuberculose (OLIVEIRA;
MIRANDA, 2010; TEIXEIRA et al., 2017).

2.6.5.2 Xpert MTB/RIF

O avanco da tecnologia e da biologia molecular, levaram ao desenvolvimento
do sistema GeneXpert MTB/RIF, aplicado para uma variedade de doencas infecciosas
e oncoldgicas. Utilizando esse sistema, o teste Xpert MTB/RIF foi criado como um
método automatizado de deteccdo do M. tuberculosis e também de triagem de
resisténcia bacteriana a farmacos (rifampicina), através da amplificacdo de acidos
nucleicos por reacdo em cadeia polimerase (PCR) em tempo real. Este método é
capaz de realizar ndo s6 a PCR em tempo real como também prepara as amostras
clinicas através da purificacdo e concentracdo dos acidos nucleicos para a
amplificacdo e deteccdo pela PCR das sequéncias especificas do mesmo (BRATS,
2011; TEIXEIRA et al., 2017).

Esse é um método automatizado (com computador e software préprios) que
processa desde a preparacdo das amostras até amplificacéo e deteccao do DNA do
Mtb. Para isso séo utilizados cartuchos contendo todos os elementos que serao
necessarios na reacdo como tampdes, reagentes liofilizados e solucdes de lavagem
(BRATS, 2011; TEIXEIRA et al., 2017).

Assim, a reacdo da PCR em tempo real (QPCR) identifica sequéncias do DNA
do bacilo, mais especificamente o gene rpof do M. tuberculosis, como também, inclui
cinco sondas capazes de se complementar a regidées que determinam resisténcia a
rifampicina no gene rpof. A reacédo da gPCR neste teste é caracterizada por utilizar
dois pares de primers para duas reacdes seguidas, em que na primeira PCR utiliza
um primer menos especifico que amplificar até areas nao-alvo para gerar mais
produtos de DNA, ja o segundo primer é mais especifico e amplifica regides internas
ao primeiro produto (BRATS, 2011).

A partir de 2014, o Xpert® MTB/RIF foi disponibilizado na rede publica de saude
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do Brasil, ja que atualmente a OMS indica esse tipo de teste molecular para o
diagndstico de algumas formas de TB (incluindo casos de TBE), por possibilitar maior
rapidez e precisdo no diagnostico em relagdo a exames de cultura e baciloscopia.
Dentre os estados que o receberam estava incluido Pernambuco (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2018; PIATEK et al, 2013).

Dentre as desvantagens do GeneXpert estd o custo de compra de
equipamentos necessarios para realizacdo do teste como a aquisicdo da maquina
para a andlise dos dados (valor unitario de R$ 35.875,00), além dos reagentes, dos
insumos e dos cartuchos, assim chegando a um custo total dos equipamentos, em
2013, de R$ 4.161.500,00. Também devem ser levados em consideragdo 0s custos
com a manutencdo por meio de calibracdo anual, realizada por um profissional
treinado e com um equipamento de calibracao especializado (BRATS, 2011; PINTO
et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017).

Dessa forma, o custo meédio para o diagnostico por caso identificado com o
Xpert MTB/RIF é de R$ 35,57 que € maior quando comparado com a baciloscopia (R$
14,16). Segundo Teixeira e colaboradores (2017), tendo em vista esses valores para
a incorporacao do GeneXpert MTB/RIF seria necessario um investimento de R$ 147
milhdes em cinco anos, a partir de 2015, para esse teste ser difundido 100% no Brasil
(BRATS, 2011; PINTO et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017).

Essa técnica permite aumentar a especificidade da reacéo, porém atualmente
Organizacao Mundial da Saude define que esse teste é indicado principalmente para
uso com amostras de expectoracdo, sendo recomendado para apenas algumas
formas especificas de TBE. Este fato deve-se a utilizacdo do mesmo em amostras
extrapulmonares (paucibacilares) como liquidos cefaloraquidiano, pleural,
pericardicoentre outros, apresentando sensibilidade mais baixa, principalmente em
amostras cujos exames bacteriolégicos (baciloscopia e cultura) foram negativos,
caracteristica comum de formas paucibacilares da doenca, dificultando sua utilizagéo
no diagndsticoda TB extrapulmonar (LIMA et al. 2015; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2018;PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

A baixa sensibilidade e alto custo do Xpert MTB/RIF, bem como as deficiéncias
presentes nos demais testes de diagndstico trouxeram a necessidade de um teste
diagndstico de TBE mais rapido, sensivel, especifico e de baixo custo. Tendo isso

em
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vista, 0 IBM/ Fiocruz - PR desenvolveu insumos nacionais em parceria com o presente
estudo esta sendo realizada a otimizac&o e avalicdo desse teste baseado em qPCR
(ORGANIZAC}AO MUNDIAL DA SAUDE, 2018; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

A tuberculose continua sendo considerada pela OMS um problema de saude
publica de grande impacto na populacdo mundial por ser uma doenca de facil
disseminag¢do, mesmo possuindo formas de prevencdo e tratamento especifico.
OBrasil esta entre os paises que apresentam maior carga de TB. Portanto,
presenteestudo avaliara a metodologia baseada em gPCR com insumos nacionais
gue poderdo auxiliar no diagnéstico da TB ao diagnostico e inicio do tratamento
especifico.Nesse contexto, se faz necesséario o diagnostico precoce de todas as
formas clinicas de TB e a integracdo de iniciativas inovadoras para aprimorar o
controle dadoenca. No entanto, 0S exames convencionais como cultura e
baciloscopiaapresentam limitacdes que interferem no diagndstico do individuos como
a demora naobtencéao do resultado e baixa sensibilidade, respectivamente, fazendo-
se necessaria
a pesquisa de novos ensaios para o diagnéstico da TB.

Os métodos moleculares baseados em gPCR j4 vem sendo testado com
insumos importado para o diagnéstico da TBE como € o caso do teste Xpert MTB/RIF.
No entanto, a baixa sensibilidade em amostras extrapulmonares pela baixa
guantidade de bacilos e o alto custo para compra dos reagentes indicam a
necessidade de um método mais barato e sensivel, que possa ser implementado no
SUS e em paises pobres.

Diante das dificuldades diagndsticas expostas esse estudo avaliard a
metodologia baseada em gPCR com insumos nacionais - qPCR-N - (reagentes
produzidos pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana / Fundacao Oswaldo Cruz)
gue provavelmente auxiliardo ao diagnéstico mais rapido, sensivel, especifico e de
baixo custo (nao foi possivel fazer o calculo detalhado do custo da gPCR-N em virtude
da auséncia de informagfes que s6 serdo obtidas apos a patente). Esta ferramenta
certamente também possibilitara um inicio do tratamento especifico e precoce,
interferindo na cadeia de transmissdo, e dessa forma, levando a diminuicdo da
morbimortalidade por TB e oferecendo subsidios ao Programa Nacional de Controle
da TB.

Além disso, serdo testadas amostras nao invasivas, que poderao ser coletadas
a nivel ambulatorial como sangue e urina podendo evitar, em determinados casos, a

realizacdo da puncao, mais invasiva, de liquidos como pleural e cefalorraquidiano.
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4 HIPOTESE

A técnica de PCR em tempo real (QPCR) com insumos nacionais apresenta
desempenho semelhante ou superior a gPCR com insumos importados em amostras
de sangue, urina e outros liquidos biolégicos para o diagndstico da tuberculose

extrapulmonar.



45

5 PERGUNTA CONDUTORA

O desempenho da PCR em tempo real (qQPCR) com insumos nacionais é
similar ou diferente da gPCR com insumos importados in house em diferentes
amostras biologicas (sangue, urina, bidpsia e outros liquidos) de individuos com

tuberculose extrapulmonar?
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6 OBJETIVO

6.1 Objetivo geral
Avaliar o desempenho da técnica molecular baseada em PCR em Tempo Real
utilizando insumos nacionais e comparar com a importada para o diagnostico da

tuberculose extrapulmonar (TBE).

6.2 Objetivos especificos

a) Otimizar o sistema baseado em PCR em tempo real utilizando insumos
nacionais para identificagdo do 1S6110 presente no genoma do Mycobacterium
tuberculosis;

b) Avaliar o desempenho da qPCR utilizando insumos nacionais (qQPCR-N) em
amostras de sangue, urina e outros liquidos de individuos com TB extrapulmonar;
c) Comparar sensibilidade e especificidade dagPCR-N com a gPCR com insumos

importados (QPCR-I) in house.
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7 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

7.1 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo analitico, prospectivo ndo concorrente do teste de
diagndstico molecular para tuberculose, da fase I-ll de avaliagédo de teste diagndstico

da classificacao de Sackett e Haynes (2002).

7.2 Caracterizacdo da area e populacéo de estudo

Foram selecionadas amostras de sangue, urina e outros liquidos de individuos
de ambos os sexos, idades variadas com suspeita inicial de TB extrapulmonar de
varias formas clinicas (pleural, cutanea, 6Ossea, ganglionar, miliar e outras),
provenientes de ambulatérios, enfermarias e Unidade de Tratamento Intenso (UTI)
dehospitais pertencentes ao Sistema Unico de Salde do Estado de Pernambuco
(SUS/PE).

Foi avaliado um teste de diagnéstico baseado em gPCR com insumos
nacionais, realizado no Laboratério de Imunoepidemiologia (LIE), pertencente ao
departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes/Fundacéo Oswaldo Cruz
(IAM/FIOCRUZ). O diagnostico e tratamento dos individuos foram definidos pelo
médico acompanhante dos servi¢cos de saude.

Ao término das avaliacdes de desempenho dos testes moleculares nacional e
importado, sera proposto a elaboragéo do protétipo/kit molecular e posterior realizacéo
de estudo de custo-efetividade. Foi utilizada uma amostra de conveniéncia
considerando 95% de confianga, 80% de poder do teste, com uma Odds Ratio minima
de 2, um percentual de exposicado de 20% entre os controles e considerando uma
sensibilidade e especificidade de 85% e um erro maximo toleravel de 5% (FLAHAULT
et al., 2005). Foi construido um banco de dados no programa SPSS 13.3 e para
analise de desempenho do teste foi considerado um nivel de significancia de 5% e
intervalos de confianca de 95%. Também se utilizou o teste qui-quadrado.

Este projeto sera continuado com auxilio financeiro conseguido atraves do Edital
UNIVERSAL 2018 do CNPg — Numero do Processo0:430829/2018, onde o0s
protétiposdos kits seréo distribuidos em alguns laboratérios de referéncia para TB do

Brasil paraa fase de validagcdo multicéntrica.
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7.3 Caracterizacao dos grupos de estudo

Foram utilizadas amostras bioldgicas de individuos provenientes dos servi¢cos
de saude publicos (SUS) que recebemos no nosso laboratorio por demanda
espontanea,de acordo com os critérios pré-estabelecidos, agrupadas como segue:
a) Amostras de individuos com tuberculose extrapulmonar (controle positivo):
Amostras de individuos com evidéncia clinica e/ou epidemiologica de TB
extrapulmonar, isolamento do M. tuberculosis em amostra clinica através de exame
direto ou cultura e/ou resposta ao tratamento especifico;
b) Amostras de individuos sem TB (controle negativo): Amostras de individuos
sem TB, que procuraram o servi¢o de saude por outra doenca, com quadro clinico e
laboratorial ndo compativel com a TB e auséncia de contadgio com adultos com TB

ativa.

7.4  Caélculo amostral

O célculo do tamanho da amostra foi baseado no valor preditivo positivo e
negativo do teste em Babafemi E.O. (2017). Considerando a proporgéao do teste e
padrdo ouro de 1:1, um poder do estudo de 80%, Intervalo de Confianca (IC) 90%,
erro alfa de 10%, especificidade em sangue, urina e outros liquidos biol6gicos, como
LCR e Liquido pleural de, respectivamente, 80%, 100% e 100 %, e sensibilidade de
sangue, urina e outros liquidos bioldgicos de, respectivamente de 80%, 70% e 70%,

foi calculado um tamanho de amostra de 328.

7.5 Consideracgdes éticas

Todos os individuos foram esclarecidos sobre a pesquisa e receberam um
termo de livre consentimento (apéndice A) para assinarem, em duas vias, referente
asua participacao voluntaria na pesquisa. No caso de individuos menor de idade ou
legalmente incapaz, o seu responsavel consentiu para a coleta das amostras
bioldgicas necessérias por escrito através da assinatura no termo de consentimento.
As informacgBes clinicas, epidemiolégicas e laboratoriais relevantes de cada
individuosforam registradas em uma ficha clinica pré-elaborada (apéndice B) e
depositadas emum banco de dados (software estatistico SPSS v 8.0) para analises

estatisticas. O acompanhamento clinico e tratamento destes individuos foram
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realizados pelos profissionais meédicos responsaveis pelos individuos nas
unidades de saude que investigaram a existéncia ou ndo de tuberculose
extrapulmonar. O estudo é parte integrante de um projeto maior intitulado:
“Desenvolvimento, avaliagéo e validagao deum kit molecular baseado em PCR em
tempo real com tecnologia nacional para o diagndstico da tuberculose”, aprovado
pelo Comité de Etica (Anexo A) de n°: CAAE: 45739715.7.0000.5190.

7.6 Padréao-ouro

Foi considerado, neste estudo, como padrdo ouro um padrédo de referéncia
composto (PRC) considerando um conjunto de critérios clinico, epidemiolégico e
laboratorial compativel com TB extrapulmonar, além resposta evidente ao tratamento
especifico (LIRA, 2012; ROZALES, 2013).

7.7 Critérios de incluséo

Individuos de idades variadas, de ambos o0s sexos, com suspeita de
tuberculose extrapulmonar com possibilidade de coleta de amostras de sangue, urina
e/ou outros liquidos, que ndo tenham iniciado tratamento para tuberculose e que
concordaram em participar da pesquisa através da compreensao e assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido.

7.8 Critérios de excluséo

Os individuos cujo tratamento para tuberculose ja foi iniciado e com
impossibilidade clinica de coleta das amostras biolégicas utilizadas nesse estudo.
Individuos que néo tenham preenchido a ficha clinica ou termo de consentimento ou

gque a cultura tenha sido contaminada.

7.9 Coleta e processamento de amostras bioldgicas

De cada individuo foram coletadas as amostras de sangue, urina e/ou outros
liguidos dependendo da forma clinica da tuberculose extrapulmonar e as mesmas
serdo processadas, submetidas a analise microbiologica e molecular (de acordo com
as normas do Manual de Bacteriologia da Tuberculose e a analise molecular, segundo

0 protocolo de Lira et al.,2013.), como segue:
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a) Coleta do sangue: Foram coletados 4,5 ml de sangue de cada individuo por
puncdo venosa usando tubos (Vacutainer®, Becton and Dickson, England)
contendo Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA).

b) Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (peripheral blood
mononuclear cell — PBMC) e do plasma: apds coleta, em temperatura
ambiente, o sangue foi processado utilizando 4,5 ml de solucéo salina 0,9% e
homogenizando a amostra de sangue. Em seguida, a solucédo resultante foi
transferida para um tubo falcon de 15 ml contendo 3 mL de Ficoll Histopaque®,
por conseguinte ocorreu uma centrifugacéo da solucdo com a amostra a 2.000
RPM por 30 minutos o que resultou na separacao dos elementos do sangue
(plasma, células mononucleares do sangue periférico — PBMC — e
hemacias) como na figura 6, sendo alicotados para extracdo de DNA dos

bacilos apenas o plasma e PBMC de cada amostra de sangue.

Figura 6 — Representacdo da separacao dos leucdcitos e plasma presentes no

sangue periférico com Ficoll Histopaque® apods centrifugacéao

(o)

Plasma

- PBMC

Ficoll Histopaque®

VL Eritrocitos

Legenda: Esquema representativo resultado do método de separacdo dos componentes do sangue
periférico utilizando o Ficoll Histopaque® para gerar um gradiente baseado na densidade dos
componentes apos a centrifugacdo. O plasma esta representado na primeira camada (em cinza), os
PBMC estéo representados na segunda (em laranja), o Ficoll Histopaque® esta na terceira (em
amarelo) e os eritrécitos na quarta (em vermelho).

Fonte: Adaptado de Munoz e Leff (2007) por Araljo e Schindler (2019).

c) Urina: Para coletar a urina, cada individuo fez a higienizagcdo intima,

desprezando o primeiro jato, posteriormente foram coletadas até 10 ml de
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urina, sendo trés amostras em dias consecutivos (12 urina da manhd). Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 3.000 RPM por 15 minutos e 1,5
mL de amostra in natura foi separado para posterior extracdo de DNA. O
restante da urina foi descontaminada seguindo o protocolo do Método de
Petroff modificado, no qual € utilizado solucdo de NaOH a 4%, com vermelho
de fenol como indicador de pH e solucdo de acido sulfarico a 5% como
neutralizante. Entédo, a solucéo foi centrifugada a 4.000 rotagdes por minuto
(RPM) por 20 minutos. E por fim foi desprezado o sobrenadante e resuspendido
com 2 mL de Agua estéril. (BARRETO, 2005). Trés gotas da amostra final
foram semeadas em meio de cultura e o restante foi armazenado a -20°C.

d) Outros liquidos (LCR, liquido pleural e liquido ascitico): Foram coletadas pelo
médico assistente do servico de saude e conservadas em temperatura a 10
°Cpor no maximo 24 horas até o processamento de extracdo de DNA e

semeio em meio de cultura.

7.10 Culturas em meio Léwestein-Jensen a partir das amostras biolégicas

A cultura foi realizada segundo o Manual Nacional de Vigilancia da Tuberculose
e outras Micobactérias (BRASIL, 2008). Todas as amostras, exceto as de sangue,
foram semeadas, passando por processo de descontaminacao apenas as amostras
nao estéreis. Apos a descontaminacdo, 2 mL de agua estéril foram utilizados para
resuspender o material descontaminado. Utilizando pipetas de Pasteur 3 a 4 gotas
(0,2 mL) do produto, as amostras foram semeadas em meio Léwestein-Jensen com
acido para-nitrobenzéico (PNB), hidrazida do acido tiofeno 2-carboxilico (TCH) e em
meio Simples (sem droga alguma). Os meios semeados foram armazenados em
estufa a 37°C por até 8 semanas, sendo lidos semanalmente até que houvesse
crescimento de colbnias ou até o fim do prazo. Os meios foram preparados no
Laboratério de Imunoepidemiologia do IAM/FIOCRUZ, passaram por testes de
esterilidade (estufa a 37°C sem inoculagdo de amostra) e controle de qualidade do
meio (inoculacdo de cepa de referéncia H37Ra de M. tuberculosis). As espécies de
micobacterias foram diferenciadas do complexo M. tuberculosis a partir de testes
bioquimicos como Teste de inibicdo de crescimento em meio com PNB, inibicdo de
crescimento em meio com TCH e teste de imunoensaio cromatografico do TB Ag

MPT64. Este ultimo permite a identificacdo rapida do complexo M. tuberculosis



52

utilizando o anticorpo monoclonal anti-MPT64 (proteina que foi encontrada apenas
no fluido de cultura de cepas do complexo M. tuberculosis.) a partir da colonia
crescentecultura sélida. Portanto, foi adicionado 100 pl de cultura sélida suspensa
em tampdo na cavidade do dispositivo; Assim que o teste comecar a reagir, sera
possivel observaruma cor se movendo ao longo da janela de resultados localizada
ao centro do dispositivo de teste. Por fim, interpretar o resultado do teste em 15

minutos (ndo interpretar apos 15 minutos).

7.11 Extracdo de DNA

As extracdes de DNA do M. tuberculosis foram realizadas de acordo com
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), seguindo-se o protocolo do fabricante, como ilustrado
na figura 6. Durante ambos o0s processos de extracdes de DNA foram utilizados
controles negativos que também foram incluidos nas reacbes de gPCR, afim de
certificar a eficiéncia desse processo de obtencdo de DNA e a eficacia do método

molecular.

Figura 7 — Representacao do protocolo de extracdo e purificacdo de DNA
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Legenda: Esquema que representa o processo de extracdo de DNA de acordo com o protocolo do
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kit QlIAamp DNA Mini Kit da Quiagen.
Fonte: Adaptado de QIAamp (2016) por Araujo e Schindler (2019).

a) Amostras de sangue, urina e outros liquidos

Para essas amostras foram pipetados 200 pl do Buffer AL, juntamente com
20l de proteinase K e 200 pl da amostra in natura. Em seguida, a amostra foi
homogeneizada no vortex por 15 segundos e incubada em banho-maria a 56 °C por
10 minutos. ApGs esse tempo, a amostra foi centrifugada & 13.000 rpm por 1 minuto.
Posteriormente, foram adicionados 200 ul de etanol (96 — 100%), novamente
agitadosno vortex por 15 segundos e centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto. Quando
retiradada centrifuga, a amostra foi transferida para coluna presente no kit e
submetida a centrifugacéo de 8.000 rpm por 1 minuto. O tubo coletor foi trocado,
apos essa centrifugacdo, foi adicionado 500 pl de Buffer AW1 e submetidos
novamente acentrifugacao de 8.000 rpm por 1 minuto. Posteriormente, o tubo coletor
contendo o filtrado foi descartado, e entdo, adicionou-se o Buffer AW2, centrifugando
a amostra a 14.000 rpm por 3 minutos. Novamente o filtrado foi desprezado, a
amostra foi submetida a 14.000 rpm por 1 minuto, em seguida, foi adicionado a
coluna contendo a amostra 200 pl do Baffer AE, e incubou-se a amostra em
temperatura ambiente por 5 minutos a fim de concentrar o DNA. Por fim, a amostra
passou por uma centrifugacao de 8.000 rpm por 1 minuto, guardando o filtrado com

a amostra e descartando a coluna.

7.12 Padronizacdo da técnica de gPCR-N e da curva de diluicdo com DNA
extraido de cepa de referéncias do M. tuberculosis (H37Ra)

Foi feita uma parceria com o Instituto de Biologia Molecular da Fundacgao
Oswaldo Cruz do Parana (IBMP/Fiocruz — PR) para a elaboracéo e producao de
insumos nacionais para serem utilizados nas rea¢cdes de gPCR com uma mistura de
gPCR do IBMP (6,66 pul), mistura de oligonucleotideos (1 pl), amostra 5 pl e agua para
completar 20 ul de reagao, a ciclagem é 10’ a 95°c, 40 ciclos de (20" a 95°c e 60” a
60°c). A técnica de qPCR utilizando insumos produzidos nacionalmente pelo
IBMP/Fiocruz—PR foi padronizada da seguinte forma: em cada reacéo substituiu-se
um dos reagentes importados, de cada vez, por um reagente produzido
nacionalmente. Apos a avaliacdo individual de cada reagente por reacao, todos 0s

insumos foram substituidos.
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A sensibilidade dos testes foi definida pela amplificacdo da menor concentracéo
de diluicho de DNA marcado com alvo molecular 1S6110 quando comparado ao
controle negativo da reagéo (tubo sem DNA). Assim, para essa avaliagao detectada
através da gPCR utilizando insumos nacionais, foi realizada nesse teste molecular a
avaliacdo da diluicdo da curva padrdo de DNA extraido de cepa de referéncia de
Mycobaterium tuberculosis (H37Ra), em duas situacdes:

a) Diluicdo da curva padrdo em agua milli-Q®, equivalendo a 10ng/ul até 1fg/ul
deDNA do M. tuberculosis (Figura 8), obtido da cepa de referéncia (H37Ra), e
avaliada na qPCR com insumos nacionais para a deteccdo do gene 1S6110 do

Mycobacteriumtuberculosis.

Figura 8- Curva de diluicdo com cepa de referéncia do M. tuberculosis

utilizandoAgua-MiliQ

o 10 1 00 10 1100 10 1 100
mae" AL ngiul pol ROML pol fafll  falul foful ag/ul
Fonte: Elaborado pela autora (2019).
b) Diluicdo da curva padrdo em amostras bioldgicas (plasma, PBMC, urina,
bidpsia e outros liquidos) de individuos sabidamente “sadios”, equivalendo a 10ng/ul
até 1fg/ul de DNA do M. tuberculosis (Figura 9), obtido da cepa de referéncia (H37Ra),
e avaliada na gqPCR com insumos nacionais para a deteccdo do gene 1S6110 do

Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 9 - Curva de diluicdo com cepa de referéncia do M. tuberculosis utilizando

plasma, PBMC, urina e outros liquidos biol6gicos

=hgdplele
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

7.13 Parametros da gPCR-I para comparacdo com gPCR-N

Foi realizada uma comparacao da avaliacao dos resultados utilizando a qPCR-
N com resultados dos artigos, dissertacdes e teses existentes, atualmente na
literatura, que aplicam a gPCR-l em amostras de sangue, urina e/ou outros liquidos
biolégicos de individuos com suspeita de TBE. Também foi usado para esses fins os
resultados internos do laborat6rio de Imunoepidemiologia com o emprego da gPCR-
| provenientes do banco de dados organizado por esse laboratério de acordo com os
parametros utilizados em Santos et al. (2018), as mesmas amostras foram submetidas
tanto a qPCR-I quanto a qPCR-N.

No estudo de Santos et al. (2018) foi utilizado os oligonucleotideos: TAQM3 (5"-
AGGCGAACCCTGCCCAG-3) e TAQM4 (5 -GATCGCTGATCCGGCCA-3). A
sonda
especifica (homéloga a regido alvo) utilizada foi a TagMan 5'-
TGTGGGTAGCAGACCTCACCTATGTGTCGA -3 composta por um Reporter,
denominado VIC e um Quencher, denominado TAMRA. Durante a qPCR-l as
amostras serdo submetidas a uma desnaturacao inicial de 50°C por 2 minutos e 95°
C por 15 minutos, em seguida 40 ciclos, a 95° C por 15 segundos para uma

desnaturacao, e amplificacéo a 60 °C por 1 minuto por um processo de anelamento,
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Tabela 3- Reagentes utilizados na reagao de gPCR-N, seguindo as especificacoes
descritas por Barletta e colaboradores. (2014), e nagPCR-l acordo com os parametros

utilizados em Santos et al. (2018).

qPCR-N qPCR-I
Reagentes  Concentracao Volume Concentracao Volume
Mix 3
(Tampéo, ** 6,66 UL 12,5 uL
dNTPs,
MgCl*2e
TagPolimer
ase)
H20 - 5,34 L - 0,5 uL
Primer M3
* 1puL 1L
(foword)
Primer M4
* 1puL 1uL
(reverse)
Taq MP
(sonda * 1pl 1uL
TagMan®)
DNA - S5 pL - 9 uL
Total - 20 pL 25 pL
Legenda: **O Mix 3 trata-se de um reagente, ja pronto e que nado pode ser alterado, produzido pela
IBMP/Fiocruz — PR contendo Tampdo, mix de dNTPs, MgCl*2 e enzima TagPolimerase. A

concentracdodo mesmo ndo foi informada pela instituicdo responsavel pela producao, por fazer parte
do Kit IBMP eestar sujeita a patente. *A concentracdo néo foi disponibilizada por fazer parte do Kit
IBMP e estar sujeita a patente.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018

7.14 Condi¢cdes da PCR em tempo real utilizando insumos nacionais (qPCR-
N)

A partir da utilizagcdo dos insumos nacionais produzidos na IBMP/Fiocruz-PR
foram realizados testes com a qPCR no Nucleo de Plataforma Tecnologica do
IAM/FIOCRUZ, sendo essa técnica baseada nos principios utilizados por Barletta e
colaboradores. (2014), com algumas modificagcdes nas condigdes da qPCR, como
também nas concentragfes e volumes dos reagentes, em que o alvo utilizado foi a

sequéncia de insercao 1S6110, que é a sequéncia que mais se repete no genoma
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do

M. tuberculosis (0 a 25 copias), regido delimitada pelos oligonucleotideos utilizando
(sequéncia ndo disponibilizada por estar sujeita a patente, essa € distinta da
sequéncia usada na gPCR-I). A sonda especifica (homologa a regido alvo) utilizada
foia TagMan (sequéncia nao disponibilizada por estar sujeita a patente, essa é distinta
da sequéncia usada na gPCR-I) - tendo o ROX como referéncia passiva - composta
por um Reporter, denominado FAM e um Quencher, denominado BHQ-1.

Quando a sonda TagMan® (Tagq MP) liga-se a sequéncia alvo 1S6110, e os
primers delimitam a regido de insercdo. Dessa forma a Taq DNA polimerase degrada
a ligacao entre o Reporter e o Quencher pela sua atividade exonuclease 5’- 3,
permitindo que Reporter pare de absorver a fluorescéncia emitida pelo Quencher. A
fluorescéncia liberada € identificada pelo software da maquina 7500 (Apllied
Biosystems, CA, US).

Durante a qPCR as amostras serdo submetidas a uma desnaturagéo inicial de
95° C por 10 minutos, em seguida, a 95° C por 20 segundos para uma deshaturacao,
e amplificacdo a 60 °C por 1 minuto por 40 ciclos de um processo de anelamento,
utilizando a proporc¢éo por amostra de 6,66 pl do Mix de qPCR do IBMP, 1ul de cada
primer e sonda TagMan® (Taqg MP), 5ul de DNA extraido de amostra clinica, e 5,34ul
de agua mili-Q, completando o volume final de 20ul por amostra.

Em cada experimento de gPCR, serao utilizados controles negativos e positivos
distribuidos da seguinte forma:

a) Controles negativos: dois controles negativos durante a reacao de gqPCR com todos
os reagentes sem DNA e com agua no lugar da adicdo de amostra (Non Template
Control — NTC);

b) Controles positivos: Curva padrao utilizada na reacao variando de 1 ng, 100 pg,
10pg, 100 fg, 10 fg a 1 fg /pl feita a partir do DNA extraido da cepa de referéncia de
M. tuberculosis (H37Ra).

c) Controle interno da reacéo: O controle interno (18S) foi utilizado para todas as
amostras.

Todos os pontos da curva de DNA foram testados em triplicata, exceto os
pontos com menor concentragao (1fg/ pl) que foram testados em octoplicata. Todas
as amostras serao feitas em duplicata e o valor do threshold sera ajustado de acordo

com a média observada entre as duplicatas. Dessa forma, os valores dos Cts foram
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determinados considerando as médias dos valores encontrados. O processamento
das amostras na qPCR-N e na qPCR-I foram através do sistema Quanti Studio 5
(Apllied Biosystems,CA, US). A andlise, interpretacdo e registro dos resultados do
gPCR foram obtidoscom o auxilio do ABI Prism Software (versdo 1.4 e 2.0.4 —
Applied Biosystems).



59

7.15 Analises estatisticas

Foram realizadas andlises para determinar sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e precisao do diagnéstico com apresentacao
dos seus respectivos intervalos de confianca de 95%. Também realizou-se a analise
de concordancia entre os testes de diagndsticos utilizando o teste de Kappa e o
respectivo teste de qui-quadrado. Foi testada a homogeneidade das distribuicbes com
o teste de Breslow-Day e utilizou-se o teste de Mantel-Haenszel para avaliar a
existéncia de diferencas dos comportamentos (percentuais) das distribuicbes do
gPCR nacional com o importado.

Para os dados continuos foram avaliados com os testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett quanto a suposicdo de normalidade e de homogeneidade das variaveis
envolvidas no estudo. Desta forma, sera definindo qual ser4 a abordagem mais
adequada (paramétrica ou ndo paramétrica) para avaliar os dados envolvidos no
estudo.

Nas andlises das variaveis quantitativas as diferencas de médias para as
variaveis independentes serao testadas utilizando Anova seguido do post hoc o teste
de Tukey quando observado o pressuposto de homogeneidade. Caso contrario, sera
utilizado o teste Kruskal-Wallis seguido do post hoc o teste Fisher. Observando o
pressuposto de normalidade a média sera avaliada das variaveis envolvidas no estudo
com o teste T-Student.

Todas as conclusBes serdo tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os
softwares R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2016) e OpenEpi (versdo 3.01) foram

utilizados na analise e avaliacéo dos resultados do estudo
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8 RESULTADOS

8.1 Avaliacado do limite de deteccdo de DNA do M. tuberculosis diluido em

agua Milli-Q® através da gPCR testada com 0s insumos nacionais

O limite de detecc¢édo da técnica foi de 1fg/uL de DNA diluido em &gua Milli-Q®
com 0s respectivos reagentes, em concentracdes e volumes otimizados (Tabela 3),

conforme o observado na figura 10.

Figura 10 - Grafico de amplificacdo da curva de DNA de M tuberculosis diluido em
agua Milli-Q®

y=-328.x+316, r’ =0,9843

G

log,, coplas/reacdo

Legenda: Na figura 10 é possivel observa o grafico formado com a reagdo de gPCR na curva de
diluicdo com &gua Mili-Q® com as concentracdes em picograma (pg), nanograma (ng), fentomgrama
(fg) e presenca também de NTC (No template control — controle sem amostra). Os pontos de diluicdo
da curva e o NTC estdo demonstrados em cada ponto presente na linha azul, sendo a concentracdode
DNA do Mtb (H37Ra)(CORRIGIR NOS OUTROS LUGARES) inversamente proporcional ao valor de
Ctidentificado.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

8.2 Apresentacdo dos valores de Cts (Cycle threshold) dos experimentos
realizados com as curvas de diluicdo de DNA gendmico de M. tuberculosis
utilizando insumos nacionais e importados em Agua Milli-Q® e em amostras
bioldgicas de sangue (plasma e PBMC), urina, liquido pleural e LCR

Cada concentracéo de DNA obtida atraves da curva de diluicdo resultou em um
valor de Ctem cada tipo de amostra. Essas foram analisados e comparadas na qPCR-

| e qPCR-N em Agua miliQ e em amostras de plasma, leucocitos, urina, liquido pleural
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e LCR.

Foi possivel identificar um limite maximo de deteccao de positividade de 1fg/uL
de Mtb que foi semelhante em todos os espécimes biolégicos testados. Os Cts,
obtidos através da média de trés resultados da curva foram nas amostras de agua,
plasma, leucécitos, urina, liquido pleural e LCR foram de 32, 35, 35, 32, 33 e 34,
respectivamente. (Tabela 4 e Figura 11).

A eficiéncia da técnica de gPCR-N nas amostras testadas nas curvas ficaram
altas, estando muito mais proximas de 100%. Na figura 11, percebe-se que a equacao
da reta s6 considera os pontos que estdo na faixa linear (linha continua). As
concentragbes de trés pontos da curva com amostra matriz (linha azul) foram
comparados com uma curva de diluicdo em agua (linha vermelha), ajudando a

corroborar com os resultados obtidos com a matriz.
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Tabela 4 - Curvas de diluicio com Agua Milli-Q®, plasma, leucocitos, urina e Liquido Pleural com os respectivos valores de Ct

decada ponto que compde a curva utilizando a gPCR-I e a gPCR-N.

Ct Agua Milli- Ct Plasma Ct Leucdcito Ct Urina Ct Ct LCR
Curva Q® Liquido Pleural
gPCR- | gPCR| gPCR- | qPCR| gPCR- | gPCR| gPCR- | gPCR| gPCR- | qPCR]| gPCR- | qPCR- |
de N . N . N - N - N Ry N
Diluicéo
10ng 1415 17 15 17 21 17 10 16 14 17 14
1ng 23 18 20 20 20 25 20 16 20 18 20 17
100pg 19 21 23 22 23 27 23 18 23 22 23 23
10pg 22 24 26 26 26 30 26 22 26 24 26 24
1pg 26 27 29 28 30 31 29 25 30 28 29 29
100fg 30 30 32 32 33 36 31 29 32 32 32 33
10fg 32 33 36 33 34 39 32 31 33 35 34 36
1fg 32 35 35 34 35 38 32 35 33 36 34 38
NTC 35  NA NA 39 NA 39 NA 365 NA NA NA NA

Legenda: Tabela com a descri¢do dos Cts com qPCR-N em cada ponto das curvas de diluicdes realizadas em Agua Milli-Q®, plasma, PBMC, urina,
liquidopleural e LCR ajudando a definir o limite minimo de detec¢éo do alvo para cada amostra na maquina de gPCR modelo 7500.
Fonte: Tabela feita pela autora, 2018.



62

Figura 11: Curva de diluicdo com plasma, leucdcitos, urina, liquido pleural e LCR com
0s respectivos valores de Ct de cada ponto que compde a curva.
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Legenda: A figura 11 trata das curvas de diluicdo padrdes realizadas com DNA de Mtb em amostra
biolégica (plasma, leucdcitos, urina, liquido pleural e LCR). O eixo X é o nimero da copia inicial por
reacdo e o eixo Y € o ciclo limite (Ct). Sendo alinha azul a curva realizada com amostra bioldgica e a
vermelha a curva com agua MiliQ®, afim de comparar a diluigdo entre ambas.

Fonte: Tabela feita pela autora, 2019.

8.3 Comparacado do Ctdo 1S6110 do DNA do M. tuberculosis daqPCR com os
insumos nacionais e com insumos Importados, em amostras biolégicas de
individuos “Sem TB” e com “TB Extrapulmonar”

Do total de 43 individuos foram coletadas 103 amostras bioldgicas, 56 foram
provenientes do grupo “Sem TB” e 47 amostras provenientes do grupo com “TB
extrapulmonar”. Entre os teste para qPCR-N foram considerado como positivo os Ct
até 35 em plasma e em leucécitos, até 32 em urina e em agua MiliQ®, e até 33,5 para
outros liguidos biolégicos (considerando a média dos Cts de Liquido pleural e LCR)
enegativas as amostras com Ct maior que esses descritos anteriormente. A média
do Ct em todas os espécimes testados foi de 33,5. No grupo de “TB extrapulmonar”
o teste com qPCR-N demostrou ser positiva em 37 amostras e negativa em 10
amostras. No grupo “Sem TB” o mesmo teste demostrou ser positivo em 51 amostras

e negativas em 5 amostras (Tabela 6).
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Foi considerada positiva para TB nos testes com qPCR-l as amostras que
tinham Ct até 33, e negativas as amostras com Ct maior que 33. Observou-se que
nogrupo de amostras “TB extrapulmonar” foram 21 positivas e 26 negativas, ja no
grupode amostras “Sem TB” nenhuma foi positiva e todas as 56 amostras foram
negativas (Tabela 6).

Em cada reacdo da gPCR foi utilizado controle interno (18S), primers
especificos para o alvo 1S6110, e controle positivo com DNA da cepa de referéncia
H37Ra. Os alvos 1S6110 e 18S foram detectados em todas as amostras e no controle
positivo. Nenhum dos alvos foi detectado na reacdo sem template (NTC). Os Cts
detalhados de cada amostra estdo nos Anexos B e C.

A variacdo do Ct com gPCR-N no grupo “TB Extrapulmonar” nas amostras
coletadas de plasma, leucdcitos, urinas e outros liquidos biologicos foi de,
respectivamente: 24 — 30; 24-35; 23-33; e 31-36. No grupo “Sem TB” a varoagao de
Ct com a mesma técnica em amostras de plasma, leucdcitos, urinas e outros liquidos
biologicos foi de, respectivamente: 31 — 35; 33-39; 31-35 ; e 30-36 (Figura 12).
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Figura 12: Variagéo dos Cts das amostras com “Tuberculose extrapulmonar” e “sem Tuberculose” e utilizando o gPCR-N com

alvos|1S6110.
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Legenda: Gréfico da média de Cts de cada espécime analisado com gPCR-N e a média de Cts dos grupos “TB extrapulmonar” e “Sem TB” Os Cts das urinas
variou entre 23 e 35 os Cts dos Plasma variou entre 24 e 35; os Cts dos Leucdcitos variou entre 24 e 39; E os Cts dos Outros liquidos biolégicos variou entre
30e 37

Fonte: Tabela feita pela autora, 2020.
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8.4 Desempenho dos testes de qPCR-1 e gPCR-N em 103 amostras.

Foi calculada a intensidade da concordancia entre as técnicas de gPCR-N e
gPCR-I para avaliar a confiabilidade dos testes e o diagndstico da TBE através da
analise de um Padrdo de Referéncia Composto (PRC) que inclui a cultura, o
diagndstico clinico e/ou a resposta ao tratamento.

O teste com gPCR-N correspondeu com o PRC para um total de 47.amostras
TB extrapulmonar e 56 amostras “Sem TB”. No grupo com “TB extrapulmonar” foram
37 amostras positivas tanto com PRC, quanto com a gPCR-N, mas 10 amostras foram
negativas para o teste e o PRC. Ja no grupo “Sem TB” foram 7 amostras positivas e
53 amostras negativas (Tabela 6). Quando analisando o teste com a gPCR-I no grupo
“TB extrapulmonar” foram 22 amostras positivas e 25 amostras negativas. J& ho grupo
“Sem TB” nenhuma amostra foi positiva e 60 amostras foram negativas (Tabela 6).

Entre todas as amostras coletadas para o estudo foram obtidas 59 amostras
deplasmas e leucdcitos, juntamente. Também tinha 26 amostra de urinas e 20
amostrasde outros liquidos (L. Ascitico, LCR, L. Pleural, Escarro e L. Peritoneal).

Nos resultados da avaliagdo do desempenho da qPCR-N, utilizando o PRC
foram obtidas sensibilidade de 78.72% e especificidade de 88.33%. Ja& no
desempenho da gPCR-I foram obtidas sensibilidade de 46,81% e especificidade de
100%. Na qPCR-I o valor preditivo positivo (VPP) foi de 100% (85.13, 100), o valor
preditivo negativo (VPN) foi de 66.67% (56.5, 75.82) e a Precisdo de Diagndstico
através dessa técnica foi de 72.82% (63.52, 80.47). Quando analisada a qPCR-N o
valor preditivo positivo (VPP) foi de 88.1% (75, 94.81), o valor preditivo negativo (VPN)
foi de 83.61% (72.39, 90.84), dessa forma, foi identificado a Precisdo de Diagnostico
de 85.44% (77.35, 90.97) (Tabelas 6).

Também foi utilizado o teste estatistico de analise de concordancia Kappa. O
valor do indice kappa de concordancia encontrado para o teste qPCR-N e o PRC foi
de 0.704 (0.5118 - 0.8961), e entre o teste da qPCR-I e PRC foi de 0.426 (0.2666 -
0.5825), com relacdo a todas as variaveis dependentes avaliadas o valor de kappa foi
sempre acima de 0,6 conferindo um resultado substancial para ambos os testes
comparados ao padrao-ouro (Tabela 6). Outra andlise realizada foi entre a
concordancia do teste com gPCR-N e com gPCR-I sendo encontrado Kappa igual a
0.4506 (0.284 - 0.6172) (Tabela 5).



Tabela 5: Tabela comparativa do desempenho da gPCR Nacional e gPCR
Importadaem 103 amostras de 43 individuos analisado através do Kappa.

qPCR qPCR-N
(Todas as Positive Negative Kappa Valor de p
amostras) N (%) N (%)
gPCR-I
Posmyo 18 (17.5) 1(1.0) 0.4506 < 0.0001
Negativo 24 (20.3) 60 (58.2) (0.284 - 0.6172)

Fonte: Tabela feita pela autora, 2020.
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Tabela 6: Tabela desempenho da gPCR Nacional e gPCR Importada em 103 amostras de 43 individuos, comparado com Padrao
deReferéncia Composto para todas as amostras.

PRC
o o Preciséo de
gPCR TBE Sem TB Sensibilidade Especificidade VPP VPN _ o Kappa
(Todas as Positi Negati Diagnostico
amostras) (Positivo) (Negativo)
N (%) N (%) (95% ClI) (95% ClI) (95% CI) (95% CI) (95% ClI)
qPCR-I
Positivo 19 (21.6) 0(0) 40.43% 100% 100%  66.67%  72.82% 0.426
Negativo 56 (57.6 93.58, 100 (85.13, (56.5, (63.52, (0.2666 -
g 28(26.7) (57.6) (27.64,54.66) | ) 100) 75.82) 80.47) 0.5825)
qPCR-N
Positivo 37 (38.1) 5(5.1) 78.72% 91.07% 88.1% 83.61% 85.44% 0.704
) (75, (72.39, (77.35, (0.5118 -
Negativo 10(10.3) 51(52.5) (65.1,88.01) (80.74, 96.13)
94.81) 90.84) 90.97) 0.8961)

Fonte: Tabela feita pela autora, 2020.
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9 DISCUSSAO

A tuberculose (TB) esta entre as dez principais causas de morte nos paises em
desenvolvimento de acordo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Os altos indices
de mortalidade e morbidade provocados pela TB estimularam a OMS a criar a
“Estratégia pelo Fim da Tuberculose” com metas até 2035 (BRASIL, 2011). Dessa
forma, tratamentos anti-TB mais eficazes e um diagnostico rapido e preciso séo alguns
dos pilares que essa estratégia da OMS busca atuar (WANG et al., 2019).

O diagnodstico da TB se torna ainda mais necessario para casos de TB
extrapulmonares, pois os métodos laboratoriais convencionais como baciloscopia,
histopatolégico e cultura (padréo-ouro para a doencga) apresentam limitagcbes como a
demora para os resultados, e também uma baixa sensibilidade, sobretudo por se tratar
de formas paucibacilares da doenca. Dessa forma, tornou-se essencial o
desenvolvimento, a otimizacéo e a validacdo de um método que seja, mais sensivel,
especifico e de baixo custo, em relacdo aos métodos atuais, para o diagndstico de
TB. (BRASIL, 2011; RAJ et al., 2016; WANG et al., 2019)

Testes moleculares da Reacédo em Cadeia Polimerase (PCR) serviram de base
para outros métodos de amplificacdo de acido nucleico, sendo a PCR em tempo real
uma técnica promissora na identificagdo do M. tuberculosis. E capaz de quantificar
regides alvos de acidos nucleicos com precisdo, podendo ser utilizada como um
método auxiliar dos demais ja existentes (PUROHIT; MUSTAFA, 2015; PARASHAR
et al., 2006; RAVEENDRAN; WATTAL, 20186).

Nesse estudo foi realizada a otimizacdo de um ensaio baseado em PCR em
tempo real utilizando insumos nacionais para identificagdo do 1S6110 presente no
genoma do Mycobacterium tuberculosis. O modelo utilizado foi o de Barletta e
colaboradores (2014) com algumas modificacdes nas condicbes da gPCR, como
também nas concentracdes e volumes dos reagentes (Tabela 3).

Como parametro para determinar a quantidade de DNA gendmico, este estudo
utilizou uma curva de diluicdo com agua Milli-Q®, plasma, leucocitos, urina e outros
liguidos, semelhante ao utilizado em Santos et al., 2018, variando a concentracao de
10ng /uL a 1fg de bacilos /uL, sendo observada a concentragéo de 1fg de bacilos /uL
para as curvas de plasma, leucdcitos, urina, outros liquidos total e Agua Milli-Q®),

correspondente ao valor do Ct.
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Este estudo utilizou o protocolo da otimizacdo do valor de amplificacéo limiar
(Ct) realizada por Santos (2018), em que foi estabelecida uma média do Ct de 33 (25-
33) para teste positivo com a qPCR-I, j& o Ct médio para todas as amostras com a
gPCR-N foi positivo quando abaixo de 33,5 (23,5-33,5).

Na otimizacdo da qPCR-N foi identificado o limite de detec¢ao na concentragdo
de 1fg/uL, com CT de 32, para curva de diluicdo realizada com agua miliQ, urina e
liquido pleural, e também com concentracdo de 1fg/uL, mas com CT de 34 e 35,
respectivamente, para plasma e leucocitos. Baseado nesses limites de deteccdo com
o teste gPCR-N foram analisadas um total de 103 amostras (47.amostras do grupo
"TB extrapulmonar” e 60 amostras do grupo “Sem TB”), sendo de 59 amostras de
plasmas, juntamente com leucdcitos, 26 amostras de urinas, e 20 amostras de outros
liquidos como L. Ascitico, LCR, L. Pleural, L. Peritoneal e L. Traqueal.

Assim, ja foi possivel observar algumas diferengas de valores entre os Cts
obtidos, e a antecipacédo dos Cts quando realizada a gPCR-N, demonstrando que a
gPCR-N amplifica aregido alvo mais rapidamente do que a qPCR-I, e,
consequentemente, chega mais rapido na fase exponencial da reacédo (caracterizada
por sua especificidade e precisdo). Também foi observado que quando utilizada a
gPCR-N o Ct do limite de deteccdo aumento quando comparado a gPCR-I, podendo
indicar que na qPCR-N € necessario um Ct maior para detectar o DNA através do alvo
IS6110. Dessa forma, segundo Biosystems (2001) como ha uma correlacao
inversamente proporcional entre o Ct e a concentracdo do numero de codpias
determinada inicialmente, € possivel inferir que a qPCR-N requer uma menor
concentracdo de DNA para detectar o alvo em questdo quando comparado a qPCR-I.

O estudo de Albuquerque et al. (2014), com um total de 140 amostras de
escarro de pacientes com HIV positivos, identificou 39 dos 42 pacientes positivos
através da gPCR (VPP=97,6%; VPN=93,9%). Entre as amostras verdadeiramente
positivas utilizando a gPCR (com primers e sonda diferentes da gPCR-1) comparada
a cultura (padréo-ouro), o Ct foi inferior ou igual a 37. Quando comparados os Ct desse
estudo com os encontrados com as gPCR-N (variacdo do Ct=32 a 35) e gPCR-I (Ct
médio=33), € possivel perceber que o Ct do limite de deteccdo com a gPCR-N e
gPCR-I € menor. Por tanto, era necessario menor concentracdo de DNA na gPCR de
Albuquerque et al. (2014) do que na qPCR-N e gPCR-I. Esse resultado pode ter

relacdo com as amostras usadas por Albuquerque et al. (2014) serem de escarros
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provenientes de pacientes com TB pulmonar, que mesmo se tratando pacientes HIV
positivos a quantidade de bacilos nas mesmas pode ser maior do que nas amostras
analisadas no presente estudo, que utilizou 87,5% de amostras de sangue e urina,
materiais que contém baixa concentracdo de DNA do bacilo ainda mais em pacientes
com TB extrapulmonar.

Almeida et al. (2018) realizou um estudo com qPCR em 334 individuos com
suspeita de TB meningoencefalica (TBM) sendo 21 pacientes categorizados como
definitivos ou provaveis, e com Ct menor ou igual a 39,5. Os ensaios com gPCR-N e
gPCR-I obtiveram Ct menor do que o definido por Almeida et al. (2018). Mas a
sensibilidade (de 29%) foi inferior quando comparada com a qPCR-N (78,7%) e a
gPCR-I (40,4%), e a especificidade (de 95%) foi semelhando aos ensaios com gPCR-
N e gPCR-I, com 91% e 100%, respectivamente. Sendo assim, é possivel que baixa
sensibilidade encontrada por Almeida et al. (2018), mesmo com Ct mais elevado e
maior nimero de amostras, se deva ao uso apenas de LCR, que no presente estudo
que além de incluir amostras de LCR, também utilizou plasmas, leucécitos, urinas,
liquido ascitico, pleural, peritoneal entre outros liquidos biolégicos.

Técnicas de biologia molecular como PCR convencional, Nested-PCR e PCR
em tempo real melhor sensibilidade quando comparadas ao métodos convencionais
de diagnéstico de deteccao do MTB utilizando o mesmo alvo molecular como descrito
em Portillo-Gémez et al.(2000), demonstrando um limite de deteccédo de l1bacilo/mL
ou 5fg/uL de DNA gendémico do MTB, e de 5fg/pL, nos demais artigos (Lira et al., 2013;
Lima et al, 2009).

O estudo de Santos et al., 2018 demonstrarou, por PCR em tempo real, que o
limite de deteccdo através da purificacdo do DNA da cepa de referéncia H37Rv em
amostras de sangue e urina foi de 15fg/uL, menos sensivel que o obtido nesse
trabalho. Issa et al. 2012, também utilizando a técnica PCR em tempo real,
encontraram um limite de detec¢édo de 10pg/uL de DNA do MTB, 0 que se equivale a
2.000 bacilos/ml, limite muito acima do encontrado neste estudo, possivelmente por
ter sido utilizado o alvo molecular gyrB, diferentemente do alvo selecionado em neste
estudo. Broccolo et al., 2003, utilizando o mesmo sistema de PCR em tempo real e
alvo molecular aos estudos de Lira et al. (2013) e Santos et. al (2018), obtiveram um

limite de deteccao de 1fg/pL, igual ao obtido nesse estudo, provavelmente por ter sido
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avaliado com DNA plasmidial diluido em &agua, livre de inibidores presentes nas
amostras clinicas.

A cultura é considerada pelo Ministério da Saude o padrdo-ouro para
reconhecer o M. tuberculosis, porém a mesma necessita de um limite minimo de
deteccao (10 bacilos por mililitro de amostra) muitas vezes insuficiente para detectar
o bacilo em amostras paucibacilares, e a baciloscopia obtém um resultado positivo,
em amostra que contém, no minimo, 5.000 bacilos por mililitro, tratando-se de um
exame pouco sensivel, apesar de bastante especifico. (ALBUQUERQUE; et al 2014;
PUROHIT, 2015; NOUSSAIR et al., 2009). Por estas razdes a autora considerou como
padrdo ouro um conjunto de critérios (vide metodologia) que chamou de Padrao de
Referéncia Composto (PRC). Neste contexto, através da qPCR-N foi detectado 37
amostras verdadeiramente positivas, maior percentual de positividade quando
comparado a gPCR-l com 19 amostras positivas, tendo sido considerado como
padrao-ouro o PRC.

Entre as amostras testadas com gPCR-I foi identificada 28 (26.7%) amostras
falso-positivas e nenhuma amostra falso-negativa. No ensaio com gPCR-N foram
identificados apenas 10 (10.3%) amostras falso-positivas e 5 (5.1 %) amostras falso-
negativas. Estes valores falso-positivos podem ser atribuidos a uma contaminacao
durante a PCR, ja os resultados falso-negativos podem estar relacionado a presenca
de inibidores da PCR ou a distribuicdo ndo uniforme dos bacilos nessas amostras
(BENTO et al., 2011; CAUSSE et al., 2011). Dessa forma, o melhor desempenho da
gPCR-N em relacdo a qPCR-I também pode estar relacionado aos diferentes primers
e sondas utilizados entre as técnicas, que permitiu a qPCR-N ser mais sensivel.

Segundo Lopes et al. (2006) a maioria das localizacdes da TB extrapulmonar
acontece em 6rgados sem condi¢cdes Otimas de crescimento bacilar, sendo quase
sempre de instalagdo insidiosa e evolucdo lenta, isso acarreta uma producao
paucibacilar nesses 6rgdos e consequentemente produz amostras de igual carga
bacilar ou inferior dificultando a deteccdo do bacilo através de métodos de diagnostico
convencionais. Por tanto, o diagnostico para TB extrapulmonar € determinado
principalmente pelo conjunto dos critérios clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais e
resposta terapéutica especifica, ou PRC (BRASIL, 2011).

Santos (2018) utilizou como padrao-ouro um conjunto de critérios (PRC) que

inclui diagndstico laboratorial (cultura, baciloscopia e/ou Gene Xpert para M.tb),
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diagnéstico clinico e/ou resposta terapéutica para determinar a positividade para
tuberculose e obteve um aumento na sensibilidade, o que levou a esta pesquisa
utilizar o mesmo critério.

Rebollo e colaboradores (2006) defende a utilizacdo de amostras menos
invasivas para detectar o M. tuberculosis, como amostras de urina e sangue (0s
leucocitos englobam as bactérias), pois dispensam a internagédo do paciente para a
realizacdo do procedimento. Também é importante ressaltar que a sensibilidade em
amostras de sangue para deteccao da sequéncia de insercao IS6110 tem se mostrado
melhor do que a cultura e a especificidade tem se mantido semelhante (FOLGUEIRA
et al., 1994; KOX et al. 1994; LEE et al., 1994; MELO et al., 2010).

As técnicas baseadas em gPCR podem ter suas sensibilidades comprometidas
quando o numero absoluto de moléculas de DNA alvo é afetado por agentes
interferentes. Esta técnica também pode identificar DNA alvo de bacilos nao viaveis,
aumentando sua sensibilidade, permitindo que esta possa auxiliar no diagnostico da
TBEP, mas impedindo que a mesma seja empregada para monitoramento de resposta
ao tratamento ou progresso do paciente (CAUSSE et al., 2011; LIMA et al., 2015;
RESTREPOA et al., 2006).

Com o intuito de minimizar a interferéncia de inibidores das amostras néo-
estéreis como urina, suco gastrico, lavados brénquicos, secre¢des purulentas, entre
outros passaram por processo de descontaminacao (BACH, 2003; BOLLELA, 1999).
Dentre os componentes contidos na urina capaz de interferir na PCR, estdo os sais,
enzimas, ureia, pH baixos e outras bactérias que podem comprometer o processo de
purificacdo do DNA e inibir a reacdo de qPCR. Além disso, as micobactérias foram
distribuidas de forma ndo-homogénea na urina, pois o rim néo foi o principal sitio da
infeccdo (ZAMBARDI et al., 1995; CARNEVALE; ANTONANGELO, 2015).

As amostras de sangue tiveram o plasma e leucécitos separados para reduzir
a interferéncia por competicdo entre os ions de Fe++ (contido no grupo heme da
hemoglobina) com os ions Mg++ (fundamentais na agéo da enzima DNA polimerase),
como também por esses inibidores serem resistentes a fervura, a proteinase e nao
serem dissolvidos em solventes organicos. Desta forma, estes inibidores podem
permanecer na amostra prejudicando a reacéo da gPCR (AL-SOUD; RADSTROM,
2001; AN; CARNEVALE; ANTONANGELO, 2015).
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A extracdo de DNA, foi realizada pelo kit comercial Qiagen, que é um processo
de purificacdo do material nuclear utilizando colunas a fim de que reduza a acao de
materiais interferentes como etanol, utilizado durante o processo tradicional (in house)
de extracdo do acido nucleico, e como o acido etilenodiaminotetraacético (EDTA),
ainda presente na amostra apds a separacdo do plasma e leucécitos (BACH, 2003;
CARNEVALE; ANTONANGELO, 2015; VALENTINE-THON, 2002).

Diferentemente de Cruz et al. (2011) e Lima et al. (2006) que obtiveram uma
sensibilidade maior (78%) analisando apenas amostras de urina de paciente com TB
renal, através da Nested-PCR A menor preciséo e reprodutibilidade dos resultados da
nested-PCR podem ser devido ao processamento pos-PCR em que a deteccéo utiliza
eletroforese permitindo maior taxa de contaminacdo durante o manuseio (SALAZAR,
2012). No entanto, nosso estudo utilizou amostras de urina de pacientes com
diferentes formas de TB extrapulmonar ou seja com menor probabilidade de identificar
o bacilo na urina.

Green et al. (2009) apontaram em seu estudo que ha evidéncias da presenca
de fragmentos de DNA do Mycobacterium tuberculosis circulante no sangue e na urina
de pacientes com tuberculose. Isso ocorre porque, quando o sistema imune reage aos
bacilos ou as células mortas que englobaram os bacilos estes sdo destruidos, e 0s
fragmentos derivados desses acidos nucléicos livres dos bacilos podem permanecer
no sangue circulante. Quando esse sangue é filtrado pelos rins alguns desses
fragmentos de DNA ultrapassam para serem excretados na urina, este é conhecido
como DNA transrenal, o que nao significa que o paciente tenha a forma de TB renal.
Desta forma, em nosso estudo foi utilizado amostras de urina e sangue de pacientes
acometidos por TB extrapulmonar em diversos sitios. Quando foi analisado 103
amostras de plasmas, leucécitos, urinas e outros liquidos, utilizando como padréo-
ouro a PRC, a sensibilidade e especificidade da gPCR-N foi de 78,78% e de 88,3%,
respectivamente, e a sensibilidade e especificidade da qPCR-l foi de,
respectivamente, 40,43% e 100%.

O desempenho da gPCR | (in house) varia muito na literatura, sobretudo em
amostras extrapulmonares ou paucibacilares, como nos ensaio em gPCR nos quais
as sensibilidades em Almeida et al. (2018) foi de 29%, e em Albuquerque et al. (2014)
foi de 87,2%, ou ainda em Kim et al (2021) em ensaio com Xpert MTB / RIF a

sensibilidade foi de 59,4%, apesar das especificidades em ambos 0s estudos serem
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semelhantemente elevadas. A variacdo no seu desempenho pode ser devido a
inumeros fatores como: forma clinica da TB; tipo de espécime biolégica; niumero
amostral; tipo de padréo ouro considerado; condi¢cdes de otimizacao das varias fases
de otimizacéo da gPCR, entre outros.

Causse et al. (2011) observaram com 340 amostras de pacientes com suspeita
de TBE, utilizando a gPCR em liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido pleural, fluidos
articulares, fluido ascitico, bidpsia (de nédulos linfaticos, pulmonares, estbmago, e
amostras de 0ss0), aspirados gastricos, fluidos do pericardio, e exsudado purulento,
com uma sensibilidade de 78% para o kit Cobas TagMan MTB, e 95% para o0 ensaio
com Xpert MTB / RIF. No nosso estudo, com namero amostral de 103, obteve-se uma
sensibilidade baixa da gPCR-I (40,4%) provavelmente devido a amostra analisada ter
sido pequena. No entanto a gPCR-N demonstrou resultado semelhante de
sensibilidade (78,7%), demonstrando desde ja o grande potencial no desempenho da
técnica otimizada com reagentes nacionais. Provavelmente devido a mudancas nas
condicbes da gPCR, concentracdo de reagentes, primers, entre outros, nao
informados devido a esta técnica esta sob processo de patente.

Em relacdo a aplicacdo do coeficiente de Concordéncia de Kappa, quando foi
considerado para o fechamento de diagndstico de TB o conjunto de critérios elaborado
pela autora (PRC) e o teste de gPCR-N, o valor encontrado foi de 0.704 (0.5118 -
0.8961), enquanto que com a gPCR-I foi de 0.426 (0.2666 - 0.5825). Observou-se
entdo que a concordancia foi substancial para a qPCR-N quando comparada ao
padrao-ouro (PRC). Quando considerou-se a concordancia entre os dois testes
moleculares de qPCR, encontrou-se um valor de Kappa de 0.4506 (0.284 - 0.6172),
demonstrando uma concordancia razoavel entre eles. Assim, provavelmente o teste
de gPCR-N apresentou-se mais promissor para a deteccdo da TB em amostras
bioldgicas paucibacilares.

Porém, para que os resultados encontrados de sensibilidade, especificidade e
indice de concordancia kappa possam ser validados, € importante que o namero
amostral seja atingido. Dessa forma, os atuais resultados podem melhorar j4 que o
namero amostral atual € baixo, mas foi suficiente para demonstrar 0 quanto 0s
métodos moleculares podem ser promissores, sobretudo em relacdo ao teste

molecular com reagentes nacionais,



75

Observou-se uma tendéncia de melhora da sensibilidade e especificidade em
relagdo a qPCR-N, mas ainda sem significAncia estatistica. De uma maneira geral, 0s
resultados demonstraram que o desempenho da gPCR-I e gPCR-N foram capazes de
detectar a presenca do M. tuberculosis no grupo de pacientes com TBE e em
diferentes amostras biologicas paucibacilares estudadas.

Broccolo et al. (2003), tendo considerado como padrdao ouro 0 mesmao conjunto
de critérios (PRC) para o diagnostico de TB que 0 nosso estudo bem como o teste de
gPCR-I em amostras biologicas diferentes como expectoracdo, urina, liquido
cefalorraquidiano, fluido de lavagem nasogastrica, e lavado brénquico, encontraram
uma sensibilidade maior de 98% e especificidade de 97% em 121 amostras de
espécimes pulmonares e extrapulmonares. E provavel que este desempenho tenha
sido melhor que encontrado em nosso estudo, tanto com a gPCR-N, ou gPCR-I devido
a utilizacdo de um numero amostral maior, e de amostras pulmonares (além das
extrapulmonares), ou seja que tem um maior nimero de bacilos.

Em estudo utilizando o teste do Xpert MTB/RIF, envolvendo 4461 amostras
extrapulmonares, foram obtidas sensibilidade variadas a depender do tipo de amostra
analisada: em aspirados ou nédulos linfaticos foi de 83,1%, em amostras de LCR
(liquido cefaloraquidiano) foi de 80,5% e em amostras de liquido pleural a
sensibilidade caiu para 46,4%, mesmo assim a especificidade dessa técnica se
manteve acima de 98% para todas as amostras (DENKINGER et al., 2014). Em outro
estudo com 429 amostras em que 176 eram de pacientes extrapulmonares também
utilizando o teste do GeneXpert MTB/RIF em espécimes extrapulmonares também foi
obtido uma sensibilidade baixa (52,1%), mas a especificidade foi alta (100%),
semelhante ao desempenho da gPCR-l encontrada neste trabalho (ZEKA;
TASBAKAN; CAVUSOGLU, 2011). Entao, a sensibilidade gPCR-N, demonstrou ser
melhor em relacdo ao estudos citados.

Os testes do IBMP (qPCR-N) seréo fornecidos ao MS com valores abaixo do
mercado com custo de aproximadamente R$ 95,00 reais (valor ainda em ajuste) por
amostra (Tabela 2). No momento é impossivel estimar um valor neste estagio, até
porque o kit final ser& composto também pelas reacdes de deteccao de resisténcia a
INH e a RIF.

A falta de um diagnostico rapido e confiavel para a tuberculose constitui um

sério problema, que muitas vezes reflete no insucesso dos programas de controle
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desta endemia. Apesar da deteccédo, na fase inicial da doenca, ser de vital importancia
para uma terapéutica precoce, o diagnostico da TBE permanece complexo. As razdes
se devem, principalmente, ao dificil acesso para coleta da amostra na maioria das
lesbes e por tratar-se habitualmente de pacientes com baixa carga bacilifera
circulante.

Pode-se observar neste estudo, que as técnicas moleculares de gPCR,
sobretudo a gPCR-N, podem auxiliar no diagnéstico da TB extrapulmonar, dado que
essa forma de TB proporciona amostras paucibacilares produzindo maior percentual
de exames bacteriol6gicos negativos, porém o conjunto dessas técnicas e critérios
diagnésticos (PRC) podem permitir um melhor desempenho no resultado. (SANTOS
et al. 2018).

Portanto, a PCR em tempo real com reagentes nacionais, além de prometer um
custo accessivel para o SUS, auxiliaria no tratamento especifico e precoce da TB,
bem como na reducdo dos casos de resisténcia a drogas antituberculosas e na
diminuicdo da mortalidade e morbidade causados por esse bacilo em regides

endémicas como Pernambuco.



10

77

CONCLUSAO

Para validacdo multicéntrica da gPCR-N serd4 necessario aumentar a
guantidade de amostras bioldgicas e de pacientes avaliados, 0 que permitira

calcular o desempenho do teste com maior precisao.

A gPCR com reagentes nacionais mostrou bom desempenho e um
limite de deteccdo e sensibilidade superiores aos métodos convencionais
(baciloscopia e cultura) e semelhante a qPCR com insumos importados,
podendo ser utilizada como uma ferramenta auxiliar para o diagnostico da TB,

inclusive nos casos paucibacilares.

Provavelmente a gPCR nacional, podera ser utilizada em laboratérios darede
publica de satde como uma ferramenta diagnéstica de menor custo.

Faz-se necessario mais pesquisas relacionadas a novos testesmoleculares,
produzidos no Brasil e seu desempenho para o diagnésticode todas as formas
de TB
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o] (@) Senhor (@)

, paraparticipar do projeto de pesquisa intitulado: “Desenvolvimento, avaliacdo e validagdo de um kit
molecular baseado em PCR em tempo real com tecnologia nacional para o diagnéstico da tuberculose”
gue serd desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal desta pesquisa é melhorar os exames de deteccdo da

tuberculose doencga/infeccdo (latente) para identificar e tratar mais rapidamente a doencga.

Caso aceite participar neste estudo, pediremos a vocé:

Que forneca informagfes relacionadas a sua pessoa, a sua atividade profissional, ao contato com
pacientes com tuberculose, e ao acompanhamento de seu estado de salude, que poderemos conseguir
perguntando diretamente a vocé, nas suas visitas ou por telefone, medindo seu peso e altura, e por

acesso as anotacdes médicas e exames realizados durante o seu acompanhamento;

Que forneca 5 ml de sangue (menos de uma colher de sopa), neste mesmo dia, para fazer o exame de

sangue para a infeccao tuberculosa, e para as avaliagdes da pesquisa.

Gostariamos também de Ihe pedir para autorizar que nés possamos usar o material que sobrardas suas
amostras de sangue na continuacao deste trabalho, em futuros projetos de pesquisa.Essa autorizacao
é importante caso vocé ndo ache necessario que nés o procuremos novamente para obter sua
autorizacdo no futuro explicando em que novo projeto estes restos de amostra serdo utilizados. Nés
asseguramos que seus dados permanecerdo confidenciais,e que o comité de ética em pesquisas
avaliara o estudo a ser proposto antes que utilizemos estes restos de amostras. O fato de vocé ndo
concordar neste momento com a utilizagéo futuradestes restos de amostra também nao atrapalha sua
participacdo neste estudo nem o cuidadomédico que vocé esteja recebendo ou que possa necessitar

por causa dos procedimentos realizados para a pesquisa.

Consente que utilizemos restos de suas amostras em projetos futuros?

() Sim ( ) N&o

2. Caso vocé tenha qualquer davida ou queira mais informagdes sobre os seus resultados,

nos Ihe forneceremos todas as informagdes e explicacdes.

3. Os exames que nao estao descritos aqui, e que Ihe serdo pedidos pelo seu médico, ndo
serdo realizados para a pesquisa, e sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer procedimento
médico serd autorizado e realizado apenas pela equipe médica que esta Ihe acompanhando. A equipe

do estudo ndo tera nenhuma participacéo na deciséo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.
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Vocé podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo avisar a equipe de estudo.

4. Caso vocé falte a alguma das coletas, mas ainda queira participar das coletas que faltam

vocé podera também avisar a equipe de estudo.

5. Todas as informacdes que permitam identificar seus resultados e seus dados seréo
mantidas confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As amostras e dados registrados
receberdoum nimero especifico para assegurar esse segredo. Os resultados serdo divulgados na

forma de publicac@es cientificas, ndo permitindo a identificacéo individual dos participantes.

6. Qualquer teste que seja feito com suas amostras que dé resultados que possam ser Uteis
para seu acompanhamento e tratamento serdo fornecidos a vocé e ao seu médico caso seja de seu

interesse.

7. Estamos entregando a vocé uma cépia deste formulario para que possa lé-lo
cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informagdes para que vocé tenha a
oportunidade de tirar todas as dlvidas com a equipe do projeto, mas a qualquer momento vocé pode

contatar a equipe e questionar e tirar dividas sobre o estudo.

8. A participacao do(a) Senhor(a) na pesquisa podera causar riscos, como constrangimento
nas abordagens, incbmodo ou dor no brago para a coleta de sangue e/ou aplicagédo intradérmica do
PPD. Para minimizar esses riscos, 0os dados obtidos durante a pesquisa serdo mantidos em sigilo pelos
pesquisadores, assegurando ao participante a privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos

na pesquisa, de acordo com o regimento da resolugédo 466/12.

9. Solicitamos sua autorizagdo para que a Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ)
possa utilizar as informacdes obtidas em reunifes, congressos e publicacdes cientificas (preservando
a identidade do voluntéario). E, para que possamos estocar as suas amostras bioldgicas, a fim de utiliza-
las em estudo posterior. Neste caso, o (a) Senhor (a) sera solicitado um novo consentimento, caso

tenhamos que utilizar sua amostra em outra pesquisa.

Nome do paciente:_

Assinatura do paciente: data:_

Endereco do paciente:_

Assinatura de testemunha: data:
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Assinatura do Pesquisador responsavel data:

Em caso de duvidas, o (a) Senhor (a) podera procurar: Romario Martins. Centro de Pesquisas
AggeuMagalhdes — FIOCRUZ-PE. AV. Prof® Moraes Rego, S/N. Campus da UFPE. Recife/PE.

E-mail:araujo.rmartins@gmail.com Telefone: 81 2101-2569


mailto:araujo.rmartins@gmail.com
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APENDICE B - FICHA CLINICA DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

[ |

1 N!MEIFO DAI F IC%A NA PESQIEISA 2. DATA DA ENTREVISTA

! /

3. PROCEDENCIA:

4. NUMERO DO PRONTUARIO DO HOSPITAL

1. Hospital das Clinicas

2. Hospital Otavio de Freitas
3. IMIP

4. Hospital Barilo de Lucena
5. Oswaldo Cruz

6. Joaguim Cavalcants

10, Cutro:

(.

1. Ambulatono E
2 nlermana [ e i e ) ) ) e
5. HOSPITAL DE ORIGEM/UNIDADE DE SAUDE 6. NUMERO DO SAME

8. NOME COMPLETO DO PACIENTE CONFORME RG

N N N N N O

7. DATA DO DIAGNOSTICO
/ /

9. NOME DA MAE OU RESPONSAVEL

21. GRAU DE INSTRUCAO DO PACIENTE

10. DATA DE NASCIMENTO |11, IDADE DO PACIENTE 12. SEXO
!/ / 1. Masculing
Dj 003 2. Feminime D
3. Ignomdo
13. ENDERECO / LOGRADOURO
PONTO DE REFERENCIA
14. BAIRRO 15. CIDADE 16. UF 17. ZONA / AREA
CD 1. Urbana 3. Penturbama D
2 Ruml 4 Igoerado
18, TEL. RES. E CELULAR 19. CEP 20. RACA / COR
( ) - 1 Branca 4 Parda
(S ; LT T T T T-T T 1] [hese tPwe ]
3 Amarela 6. Ignonusdo

22. RENDA FAMILIAR MENSAL

1. Analfabeto 4. 2% gran E 1. Menor ou wgual u | salano minimo 4. Outro: D
2 Imcion alfabetzaglio S5 3° grau 2. De 2 o 4 salanos minimos B Niio sabe miormsr

3 17 gran 6. Outro 3. Mais que 5 salarios minimos

23. QUANTAS PESSOAS MORAM NA CASA DO 24. QUANTOS ADULTOS? 25. QUANTAS CRIANCAS?
PACIENTE? 1 A2 1. A2

L B 2.De3as ] 2 De3as ]
3 Maisde 6 3. Muis que 3 3 Mais que §

8 Nio sabe informr
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26. QUANTOS COMODOS (LOCAIS DE DORMIR) TEM NA CASA?
1 Um

2. De2ad |:]

3 Masde d
8 Nio sabe informar

27, EXISTE ALGUM CASO DE TUBERCULOSE NA |28, O CASO FOI CONFIRMADO?
FAMILIA OU EM PESSOA DE CONViVIO? 1. Sim
1 Sim 2 Niio ]
2 Nio |:| 8 Nio sabe informar
8 Niio sabe informar 9 Inaplicavel
37. Caso sim, ha quanto tempo? Caso a resposta seja NAO, pular para 33.
Caso a resposta seja Nj(‘)’. seguir para 34 o ’ d M
29. 0 CASO FOI CONFIRMADO POR 30. QUAL O GRAU DE PARENTESCO?
BACILOSCOPIA E/OU CULTURA?
1. Smm 1. Mic 6. Primo (a)
2 Nio D 2. Pa 7. Outro:
8 Niio sube mformar 3. Irmi (0) 8 Niio sabe mfonmar
icve 4. Avo(o) 9. Inaplicavel
.3 5. Tio () 10, Filho ()
31. QUAL O TIPO DE CONTATO? 32. EM RELACAO AO TRATAMENTO PARA TB O
CONTATO:
1 Intrademuciliar continuo (5 a 7 das/semana, > 6hidia) 1. Foi tratado totalmente
2. Intradomicilisr intermitente (5 a 7 dia/semans, < Gh/dia) 2. Esté em tratamento [
3 Esporidico (entre 2 a4 dias/semuna) 3. Nio tratado
8 Nio sabe miormar D 4 [nterrompen o instamento
9 Inaplicivel 8 Nio sabe informar
9 Inaphicivel
Caso ndo tenha havido interrupgdo, seguir para 39.

33. QUAL O MOTIVO DA INTERRUPCAO:

1. Intolerdncin ao medicamento

2 Falta de medicamento

3. Abandono do tratamento D
4. Outro motivo

8. Nao sabe mformar

Y. Inaplicavel

3. TEM DOENCA DE BASE E AGRAVOS |35 QUALDOENCA?

ASSOCIADOS? 1. Asma 6 I'ibrose Cistica 11 Doenga mental

1 Sum D 2 Pneumonia 7. HIVIAIDS 12. Cancer D
2 Nio 3. Bronguite 8 Nilo sube

8. Nilo sabe informar 4 Tuberculose 9. Inaphcavel

5. Diabetes 10. Outro

Caso a resposta seja NAO, sequir para 36.

36, TEM CICATRIZ DE BCG? (VISTA PELO |37 FEZPPD?
[ENTREVISTADOR NO BRACO DIREITO OU| 1 Sim

ATRAVES DE CARTAQ) 2. Nio [ |
1 Sun D 8. Nio sabe
2 Nio Data de realizagio! / / (Vé no cartiio)

8. Nio verificado Caso NAQ tenha feito, seguir para 39.
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38. RESULTADO DO PPD:

I Nilo reator (O-4mm)
(=15mm)

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

4. Reator muito forte

8. Nio sabe informar
9. Inaplicavel

[

1. Sim
2, Nio
Qual:

39. TOMA ALGUM MEDICAMENTO ATUALMENTE?

]

1. Sim
2. Nio

]

40. JA FEZ TTO PARA TUBERCULOSE?

Qual:

Caso sim, hii quanto tempo parou o TTO?
Caso sim, niimero de TTO anteriores:

41. HA QUANTO TEMPO O PACIENTE | 42, TEM FEBRE? 43. PERDA DE PESO?
ESTA DOENTE? I Sim I Sim
2. N 2. Nio
|:I:| meses I:l:l dias 8 Niosabe B §  Nio sabe D
Caso sim, ha quanto tempo:
44. TEM TOSSE? 45. TIPO DE TOSSE: 46. TEM FALTA DE APETITE?
1. Sim 1. Scca 1. Sim
2. Niio ] 2 Produtiva [ 2. Nio ]
8. Nilo sabe 3 Hemoptise 8 Nio sabe
Caso sim, hit quanto tempo: 9. Inapheavel
47. TEM FRAQUEZA MUSCULAR? |48, APRESENTA FALTA DE AR |49. APRESENTA SUOR NOTURNO?
I Sim DESDE QUE FICOU DOENTE? {. Sin
2. Nio 1 Sim 2. Nao
8. Nio sabe = 2 Nio ] 8  Nio sabe ]
B Nio sabe
50. NOTOU LINFONODO (LANDRIA |51, LOCAL DO LINFONODO:
OU INGUA) AUMENTADO? 1, Pescogo D
2. Axila
L. Sim 3 Regido inguinal (virilha)
2. Nio Outro
8. Nio sabe D —
30. OBSERVACOES CLINICAS:

MEDICO RESPONSAVEL:

FONE: (_)

52. PESO
Kg

53. ESTATURA
m
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54. REALIZOU RAIO X DE TORAX | 55. RESULTADO DO RAIO X | -SE ALTERADO:
NA ADMISSAO? DE ADMISSAO: I Padrio nlio sugestivo de TH

| Sim 2. Forma Pneumdnica

2 N&o D 1. Normal 2 Alterndo 3 Forma Preumoganglionar D

8 Niso sabe informar ; l;mmn mwwhwmr

. Forma Milsar
Data:___ (__/ ] 6. Forma Ganglionar
y . o NA 7. Inaplicavel

; ;zso a resposta seja NAO, seguir para & Nt ki
56, REALIZOU RAIO X DE TORAX |57. RESULTADO DO RAIO X DE|58. REALIZOU TOMOGRAFIA DE

DE CONTROLE? CONTROLE: TORAX?
1 Sim . Sim
2 N I Normahizou 2 Nio
& Nio sube mformar D 2 Houve melhora D 8. Nao sabe iformar D
3. louve prora ;
Data__ /! 8. Niio ssbe informar e T S [—
Caso a resposta seja Ndo, seguir para 9 Inaphicavel Caso a resposta seja Ndo, seguir para
56 68 ]
59, RESULTADO DA | 60. REALIZOU BACILOSCOPIA? 61. RESULTADO DA
TOMOGRAFIA DE TORAX: L e BACILOSCOPIA:
| Normal 2. Nio D 1. Positiva :]
2 Alterado sugestivo ) 2. Negativ
5. Aleado imapecinico L1 [Dom_(/_ 2 Nowen
8 Nao sabe inft
5 m:mm‘_ a :;u-o a resposta seja NAO, seguir para o
62, REALIZOU CULTURA? 63. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (NESTED-PCR UNICO
TUBO):
e ] 100 vrina [ 67 piopendegangtio ] .
1. Sim
20 kseam  [] 700 1cr ]
Bee ¥ 7 300 Lav. Gistico [ ] 87 Outros [ ] 2. Nie

a[JLig Pleut  [__] 9.[] Nao scaplica

(.

64. DIAGNOSTICO INICIAL

65. DATA DA NOTIFICACAO:

66. DIAGNOSTICO FINAL

1. TB infecgio 1. THnlecgdo
2. B doenga ] Dt L__ 2 TBdoenga ]
3. TH suspeita Profissional que notificou: 3. TH suspeita
4 NweTB 4 Nio¢TB
67. TEMPO ENTRE O INICIO DOS|68. FORMA DE TB - SE EXTRA PULMONAR:

SINTOMAS E O DIAGNOSTICO DE TB

NO SERVICO DE SAUDE:
1. <1 més 3 > 3 meses
2.1 =3meses 4. Ndo investigado

1. Pulmonar 2 Extra pulmonar

]

| Ganghionar Periférica 6 Pleural [ |
2. Genfurmana 7. Cutinca

3. Meningoencelalica 8 Ocular
4. Miliar 9. Inaphicavel
5 Ossea 10. Lasingea
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69. TRATAMENTO REALIZADO:
I Qumsoprofilaxia (INH por 6 meses) 4. Esquemas Especiars (EE) C/ ou 8/ doenga hepatica prévea
2 Esquema Basico (EB - 2RHZE/MRH) 5. Esquemas de Resisténein (Mono, Multi ¢ Extremamente Resisiente)
3 Esquema pora Meningoencefalite (EM - 2RHZE/TRH) 9. Inaplicavel ]
70. RESPOSTA AO TRATAMENTO ESPECIFICO (FEITA PELO M!DICO - FORMA:
ACOMPANHANTE) [ Poltioaks l:
1. Mclhora clinica cvidente apdés 30 dias de inicio do tratamento (Resposta ao 2. Extrapulmonar
trtamento) 3. Pulmonar + Extrapulmonar
2. Nio houve melhora climca evidente apas 30 dias de Inicio do tratamento (Nfio houve 4. Infecgdo Latente (ILTB)
resposta a0 lratemento)
& Inaplicavel ]
e Entrevistador: e Assinatura:
. .
'61. REALIZOU NESTEDaPRCER 72. RESULTADO POR AMOSTRA BlOL!ICA (NESTED-PCR !NICO TUBO):
NICO TUBO PRE-
TRATAMENTO? 1) vdenss [ 6.0 Liq Pleural ] :
: 1. Sim
L S 20psma [ 700 iopsia deginglio L]
2 Nio 37 Urina ] 8[J LCR [] 2. Nao
Datw__ [ [ 4] Bseamo  [_] 9] Outros ]
5[] tav. Gastnco [ ] 10[] Nio se aplica ]
73. R%ALIZOU P:tk 74. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (PCR COLORIMETRICA):
COLORIMETRICA PRE-
TRATAMENTO? 1] vewcseios: ] 6.0 Liq. Pleural = )
I Sim ] 200 Plasma [ 7.0] Biopsia de ginglio [] 1 Sim
2 N 3 Urina 8] 1CR 2, Niio
Dat__ /I 4[] Escamo 9] Outros
5[] Lav. Gastrxco :] 100 Nilo se aplica D
75. REALIZOU (PCR PRE-|76. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (qPCR):
TRATAMENTO?
: 1O Leucocitos D 6 Lig. Pleural D 1. Sim
; ;’; D 20 plasma D 7 [ Biopsw de gangho D :
i Do [ s [ 2 Nio
T 4[] Escarro D 9] Outros [ |
5[] Lav. Gastrico [ ] 10[] Néo se aplica ]

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO DA FICHA:
TELEFONE PARA CONTATO: ( ) - () .
RESPONSAVEL PELOS EXAMES MOLECULARES:
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ANEXO A — PARECER SUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA -

IAM/FIOCRUZ
p—
—
Ol DA = CENTRODEPESQUISAS ¢ Plabaforma
Compuat g AGGEU MAGALHAES) . 29«::!
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento, avallagho e validagdo de um kil molecular baseado am PCR em
tempo real com tecnologia nacional para o diagndstico da luberculose

Pesquisador: Haiana Charifker Schindler

Area Tematica:

Versdo; 2

CAAE: 45739715.7.0000.5190

Instituicdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: Fundagéo Oswaldo Cruz [inativa]

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.489.477

Apresentagio do Projeto:

O presente estudo ira avaliar o desempenho da qPCR com insumos nacionais em comparagdo com os
importados. A partir desta andlise, pretende-se padronizar, avaliar e validar um protétipo da qPCR com
tecnologia nacional para ser utilizado nos servigos de referéncia da Rede SUS apds a andlise de
custoefetividade. O estudo serd desenvolvido no Laboratério de Imuncepidemiologia do CPQAM/FIOCRUZ.
Os individuos serfio provenientes dos principais Servigos de Referéncia para Tuberculose do SUS. Os
participantes da pesquisa serdo individuos com suspeita de TB (pulmonar e extrapulmonar), acompanhados
prospectivamente e de maneira duplo-cega. O diagndstico final e a forma clinica da doenga

serdo definidos pelo médico assistente do servigo de sadde sem qualquer interfer@ncla dos testes
moleculares. Os pacientes serdo alocados em 4 grupos de acordo com 08 critérios clinico -epidemiolégicos
e laboratoriais; Grupo TB doenga (pulmonar e extrapulmonar, Grupo com TB provavel {pulmonar e
extrapulmonar; Grupo sem TB (controle negativo) 1: Pacientes sem TB saudavels; Grupo sem T8 (controle
negalivo) 2: Pacientes sem TB que procuraram o servigo de sadde por outra doenga, com quadro clinico e
laboratorial ndo compativel com a TB e epidemiologia negativa para TB. De todos os pacientes seréo
coletados 3 amostras de urina e uma amostra de sangue. Dependendo da forma clinica da tuberculose,

podera ser necessdria a inclusdo
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de um terceiro lipo de amostra biokdgica (escarro, bidpsia, LCR, entre oulras),

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo

-Finalizar a validacdo do teste baseado em PCR em tempo real in house (qQPCR) para o diagndstico da
tuberculoses em pacientes atendidos na rede SUS de Pernambuco;

-Estabelecer parceria com o Instituto de Biologia Molecular do Parana/Instituto de Tecnologia do Parana
(IBMP/TECPAR) para produgo dos insumos nacionais a serem utilizados na qPCR nacional,

-Avaliar o uso dos reagentes nacionais e importados no desempenho do teste molecular;

-Analisar a possibilidade de substituigdo dos reagentes importados por nacionals para a elaboragdo de um
kit de qPCR para detecgdo de M. tuberculosis am amostras dlinicas de escarro, sangue e urina;

-Avaliar a acuracia do protétipo molecular em pacientes com dificuldade diagndstica portadores de formas
paucibacilares da doenca (TB infantil, TB pulmonar com baciloscopia negativa, TB extrapulmonar e TB/HIV),
-Validar o protétipo da qPCR em multicéntricos e determinar a reprodutibilidade e estabilidade do mesmo;
-Estabelecer o custo x efetividade do kit de gPCR nacional com a da qPCR usando insumos importados e
com o teste molecular rapido GeneXpert MIb/RIF.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A nao aceitagdo dos pacientes em aceitar a participagdo no projeto; o Incomodo causado pela perfuragio no
alo da coleta de sangue.

Beneficios:

Produgao de um kit de gPCR com insumos nacionais de menor custo-efetividade em relagio a outros testes
moleculares existenles no comercio e

obtengéo de parceria com o IBMP/TECPAR para propor uma solugao inovadora para o diagnéstico da
tuberculose em servigos do SUS;

- Implementagdo de uma ferramenta molecular nacional @ de baixo cuslo que possa auxiliar o diagnostico
clinico dos casos dificeis de elucidagdo

pelos exames bacteriolégicos de rotina, sobretudo em pacientes vulneraveis;

- Evid&ncias em lermos de cuslos, efetividade e impacto econdmico de uma estratégia inovadora no
diagndstico da tuberculose para o servigo de saude/SUS;
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- Detecgdo de casos e inicio de tratamento tuberculostatico mais precocemente, com consequente
diminuigdo dos casos de resisténcia, do tempo de transmissdo da doenga e do nimero de pessoas
infectadas pelo individuo doente.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

E um projeto relevante que faré um estudo transversal e prospectivo do teste diagnéstico para tuberculose
na fase |I-lll da classificagio de SACKETT e HAYNES (2002), com produgdo de um kit de gPCR com
insumos nacionais. O estudo favorecera uma articulagéo entre pesquisadores, profissionais de saide e
sociedade civil, possibilitande um aumento da sensibilizaglo, captacio e diagnéstico, sobretudo de casos
omissos e de contatos domiciliares e peridomiciliares dos pacientes com tuberculose ativa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
A praponente do projeto acatou todas as sugestdes e solicitagdes feitas pelo comité na ultima andlise do
CEP.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O projeto esta apto para sua execucdo.

Conslderagdes Finais a critério do CEP:

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do Projeto em questdo estdo
condizentes com a conduta élica que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Etica, Resolugio 466/12 do Conselho Nacional de Salde, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagdo apresentada ao CEP.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacoes PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 26/02/2016 Aceito
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ANEXO B - CTS OBTIDOS PARA AMOSTRAS DO GRUPO “SEM
TUBERCULOSE” (NEGATIVASPARA DETECCAO DE M. TUBERCULOSIS)
UTILIZANDO A QPCR COM INSUMOS NACIONAIS E IMPORTADOS

gPCR Nacional gPCR
Importada
Diagnostico Amostra Ct (deteccdes replicatas)
1S6110 1S6110
Sem TB Plasma 35,53 37,0(2/2)
Sem TB Leucocitos NA 35,9(2/2)
Sem TB Urina 33,44 37,2(2/12)
Sem TB Plasma 35,15 37,3(2/2)
Sem TB Leucdcitos NA 36,4(2/2)
Sem TB Urina 34,26 37,8(2/2)
Sem TB Plasma 33,92 36,9(2/2)
Sem TB Leucocitos NA NA(2/2)
Sem TB Urina 34,58 33,9(2/2)
Sem TB Plasma 33,74 35,5(2/2)
Sem TB Leucadcitos 35,29 34,5(2/2)
Sem TB Urina NA 38,3(2/2)
Sem TB Urina 31,67 34,2(2/2)
Sem TB Plasma NA 36,6(2/2)
Sem TB Leucdcitos 35,20 33,9(2/2)
Sem TB Urina 34,93 38,0(2/2)
Sem TB Plasma 33,63 37,4(2/2)
Sem TB Leucocitos NA 37,7(2/2)
Sem TB Plasma 33,58 NA (2/2)
Sem TB Leucocitos 33,20 34,2(2/2)
Sem TB Urina 33,90 37,9(2/2)
Sem TB Plasma 31,94 36,2(2/2)
Sem TB Leucocitos 34,76 37,3(2/2)
Sem TB Urina 34,46 39,1(2/2)
Sem TB Plasma 33,99 38,2(2/2)
Sem TB Leucadcitos 34,79 35,9(2/2)
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gPCR gPCR
Nacional Importada
Diagndstico Amostra Ct (deteccOes replicatas)
1S6110 1S6110
Sem TB Urina 33,90 38,0(2/2)
Sem TB Escarro NA 38,3(2/2)
Sem TB Escarro NA 38,7(2/2)
Sem TB Escarro 36,00 35,9(2/2)
Sem TB Escarro 34,25 36,3(2/2)
Sem TB Escarro 35,30 39,0(2/2)
Sem TB Escarro 34,2 36,0 (2/2)
Sem TB Liquidopleural 34,8 36,0 (2/2)
Sem TB Liquidoascitico 36,5 36,0 (2/2)
Sem TB Liquido peritonial NA 36,0 (2/2)
Sem TB Liquido cefalorraqui 34,7 36,0 (2/2)
diano
Sem TB Leucocitos NA 34,0 (2/2)
Sem TB Leucadcitos NA 33,7 (2/12)
Sem TB Leucadcitos 35,0 35,0 (2/2)
Sem TB Leucadcitos NA 33,8 (2/2)
Sem TB Leucocitos NA 34,1 (2/2)
Sem TB Leucadcitos 39,3 36,0 (2/2)
Sem TB Leucadcitos NA 36,0 (2/2)
Sem TB Plasma 34,9 36,0 (2/2)
Sem TB Plasma 35,7 37,0 (2/2)
Sem TB Plasma 34,7 34,0 (2/2)
Sem TB Plasma 35,9 36,0 (2/2)
Sem TB Urina 33,8 35,0 (2/2)
Sem TB Urina NA 34,0 (2/2)
Sem TB Urina 35,3 36,0 (2/2)
Sem TB Urina 34,5 33,0 (2/2)
Sem TB Urina 34,0 36,0 (2/2)

Sem TB Urina 34,9 37,0 (2/2)
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gPCR Nacional gPCR Importada

Diagnostico Amostra Ct (deteccOes replicatas)
1S6110

Sem TB LBA 35,3 35,0 (2/2)

Sem TB Liquido peritonial NA 36,0 (2/2)

Fonte: Tabela feita pela autora, 2020.



104

ANEXO C - CTS OBTIDOS PARA AMOSTRAS DO GRUPO “TUBERCULOSE
EXTRAPULMONAR” (POSITIVAS PARA DETECCAO DE M. TUBERCULOSIS)

UTILIZANDO A QPCR COM INSUMOS NACIONAIS E IMPORTADOS

gPCR Nacional gPCR
Importada
Diagnostico Amostra Ct (deteccdbes replicatas)
1S6110 1S6110
TB Plasma 28.7 £0.1 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 28.59 £ 0.04 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 31.51 £ 0.04 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 33.16 £ 0.37 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 31.96 +0.05 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Leucécitos  30.74 +0.18 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Leuctcitos  31.92 +0.29 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B LiquidoPleural 30.85 +0.23 (3/3) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 30.98 £ 0.24 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 28.91 £ 0.08 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 29.58 £ 0.22 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 28.87 £ 0.07 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 31.71 £0.27 (3/3) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 34.46 £ 0.08 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 29.03 £ 0.26 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B LiquidoPleural 31.01 +£0.15 (3/3) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 34.84 £0.42 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B LeucOcitos  29.27 +0.18 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 27.64 £0.18 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 27.64 +£0.48 (3/3) 29,0 (2/2)

Extrapulmonar
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gPCR Nacional gPCR
Importada
Diagnostico Amostra Ct (deteccdbes replicatas)
1S6110 1S6110
B Urina 30.86 +0.25 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Plasma 33.65 £ 0.39 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Urina 33.97 £0.1 (3/3) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucécitos  36.23 +0.55 (3/3) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 25,5 +0,12 (2/2) 28,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 35,7 0,76 (2/2) 33,9 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 33,0 +0,29(2/2) 31,1 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 26,5 £0,39(2/2) 34,1 (2/2)
Extrapulmonar
TB Leucadcitos 26,3 +0,06(2/2) 33,8 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 29,7 £0,07(2/2) 29,5 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucdcitos 29,4 £0,21(2/2) 30,1 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 33,5 +0,59(2/2) 34,6 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 31,4 +0,02(2/2) 32,3 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 24,8 £0,01(2/2) 34,1 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 23,7 £0,16(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 30,5 +0,69(2/2) 35,1 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 27,5 £0,00(2/2) 31,5 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos 35,1 + NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos NA £ NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Leucadcitos NA £ NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Plasma 30,3 £0,03(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Plasma 32,2 +0,08(2/2) 36,0 (2/2)

Extrapulmonar
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gPCR Nacional gPCR
Importada
Diagnostico Amostra Ct (deteccdbes replicatas)
1S6110 1S6110
B Plasma 28,9 £0,08(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 29,3 £0,12(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 29,5 £0,11(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 26,6 0,02 (2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma NA + NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 30,7 £0,07(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 24,9 +0,07(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 27,5 +0,15(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 27,7 £0,05(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma NA + NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 27,3 £0,08(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Plasma 26,0 +£0,03(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 30,5 £0,27(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 31,7 £0,68(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 28,4 £0,03(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Urina 30,8 +0,23(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 26,7 £0,02(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 23,8 £0,07(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 26,6 £0,12(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 25,9 1£0,28(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Urina 26,7 £0,02(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Urina 33,0 +0,80(2/2) 36,0 (2/2)

Extrapulmonar
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gPCR Nacional gPCR
Importada
Diagnostico Amostra Ct (deteccdbes replicatas)
1S6110 1S6110
B Urina 27,0 £0,09(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Urina 27,3 £0,18(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Urina 31,5 +0,46(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
TB Escarro 36,4 £0,03(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar
B Liquido 31,1 +0,08(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar pleural
B Liquido NA = NA(2/2) 36,0 (2/2)
Extrapulmonar pleural
B Liquido 32,2 £0,34(2/2) 29,0 (2/2)
Extrapulmonar Ascitico
B Biopsia NA = NA(2/2) 36,0 (2/2)

Extrapulmonar

Fonte: Tabela feita pela autora, 2020.



