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RESUMO

Guedes, Gabriela de Moraes Régo. Avaliagdo dos testes QuantiFERON-TB GOLD e Nesweu
PCR em unico tubo no diagndstico de tuberculose em pacientes imunodeprimidos. 2013. Tese
(Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A imunossupressdo, causada por diversos fatores tais como desnutri¢do, doenca auto-imune,
infec¢do pelo HIV ou uso de drogas imunossupressoras tem contribuido com o aumento da
incidéncia da tuberculose (TB) no mundo. O requisito essencial para o controle da TB ¢ a
identificacdo rdpida e precisa dos individuos infectados. Os métodos convencionais
(baciloscopia, cultura, histopatologico, radiografia de torax e teste tuberculinico-TT) para
diagnostico da TB tém as suas limitacdes de especificidade, rapidez e sensibilidade. Ainda ¢ uma
tarefa desafiadora diferenciar pacientes com tuberculose ativa daqueles com lesdes quiescentes,
vacinacao prévia com BCG ou outras doencas com sintomas semelhantes ao da TB. Portanto, o
trabalho teve como objetivo principal avaliar o desempenho dos testes QuantiFERON®-TB Gold
(QFT-GIT) e PCR unico tubo (STNPCR) no diagnostico da TB em pacientes imunodeprimidos.
Foram selecionados 100 pacientes, que foram divididos em dois grupos: imunodeprimidos (n =
88) e controle (n = 12). As amostras bioldgicas (sangue, urina, LCR e escarro) de todos os
individuos envolvidos foram submetidas aos testes QFT-GIT ¢ STNPCR. A sensibilidade e
especificidade do QFT-GIT, da STNPCR e do TT foram 57,4% e 95,3%; 64,3% e 91,4%; 69,2%
e 98,1%, respectivamente. Os testes QFT-GIT e TT demonstraram uma concordancia moderada
(x = 0,41). Dez pacientes apresentaram resultado indeterminado ao QFT-GIT e apenas 1 foi
reagente ao TT. A maior frequéncia de TT reatores ocorreu nos individuos com contagem de T
CD4+ >350 céls/uL. Entre os pacientes com TT reator, 60% possuiam vacina BCG, confirmada
através da cicatriz vacinal e 46,7% relataram historia prévia de TB. Apenas 20% dos pacientes
com TB confirmada apresentaram cultura bacteriana positiva nas amostras (urina, LCR ou
escarro). Os testes QFT-GIT e STNPCR ndo demonstraram utilidade na rotina digndstica em
pacientes imunodeprimidos. Portanto, o TT devera continuar a ser usado para a triagem inicial de

pacientes imunodeprimidos com suspeita de TB.

Palavras chave: Imunodepressao, Tuberculose, HIV, Quantiferon-TB Gold.



ABSTRACT

Guedes, Gabriela de Moraes Régo. Evaluation of tests QuantiFERON-TB GOLD and Nested
PCR single tube in the diagnosis of tuberculosis in immunocompromised patients. 2013. Tesis
(Ph.D.). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

The immunosuppression caused by many factors such as malnutrition, autoimmune disease, HIV
infection or immunosuppressive drugs has contributed to the increased incidence of tuberculosis
(TB) in the world. The essential requirement for TB control is the rapid and precise identification
of infected individuals. The essential requirement for TB control is the rapid and precise
identification of infected individuals. Conventional methods (smear, culture, histopathology,
chest radiography and tuberculin skin test-TT) for the diagnosis of TB have their limitations in
specificity, sensitivity and rapidity. Is still a challenging task to differentiate patients with active
tuberculosis from those with quiescent lesions, previous BCG vaccination or other diseases with
similar symptoms to TB. Therefore, the work aimed to evaluate the performance of the tests
QuantiFERON ®-TB Gold (QFT-GIT) and PCR single tube (STNPCR) in the diagnosis of TB in
immunocompromised patients. 100 patients were selected who were divided into two groups:
immunocompromised patients (n = 88) and control (n = 12). Biological samples (blood, urine,
sputum and CSF) of all individuals involved were tested for QFT-GIT and STNPCR. The
sensitivity and specificity of the QFT-GIT of STNPCR and TT were 57.4% and 95.3%, 64.3%
and 91.4%, 69.2% and 98.1%, respectively. Tests QFT-GIT and TT showed a moderate
agreement (kK = .41). Ten patients had indeterminate QFT-GIT and the only one was reactive to
TT. The higher frequency of TT reactors occurred in individuals with CD4 counts> 350 cells/pl.
Among patients with TT reactor, 60% had BCG vaccine, confirmed through the scar and 46.7%
reported a history of TB. Only 20% of patients with confirmed TB had positive bacterial culture
in the samples (urine, sputum, or CSF). Tests QFT-GIT and STNPCR not demonstrated utility in
routine digndstica in immunocompromised patients. Therefore, the TT should continue to be

used for initial screening of immunosuppressed patients with suspected TB.

Keywords: Immunosupression, Tuberculosis, HIV, Quantiferon-TB Gold
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doencga infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, um bacilo alcool acido resistente (BAAR), ¢ que afeta principalmente os pulmaoes,
mas pode atingir qualquer 6rgao do corpo. Amplamente difundida no mundo, permanece como
uma das infec¢des mais devastadora sendo considerada um dos mais importantes problemas de
satude publica, sobretudo nos paises em desenvolvimento (GONZALEZ-MARTIN et al., 2010).
O Brasil esta entre os 22 paises responsaveis por 82% do total de casos no mundo (BRASIL,
2012). O Estado de Pernambuco registrou, em 2011, um total de 4.096 novos casos (BRASIL,
2012).

O diagnodstico precoce e tratamento adequado sdo essenciais para a eficacia dos
programas publicos de controle da doenga, os quais buscam curar os doentes e evitar a
transmissdo da doenca. O tratamento inadequado ou a ndo aderéncia do mesmo pelo paciente,
quer seja por abandono ou efeitos adversos da medicagdo, sdo importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da resisténcia na tuberculose (DUCATI et al., 2006).

Nos ultimos anos observou-se em varias regides do mundo, um aumento do nimero de
casos da doenga, inclusive associada com o virus HIV. Nos paises em desenvolvimento, a TB ¢ a

maior causa de mortalidade entre pacientes infectados por HIV (CONDE et al., 2002).

A Organizagcdo Mundial de Satde (OMS) estima que um terco da populagdo mundial
esteja infectada por Micobacterium tuberculosis; anualmente, ocorrem cerca de 9,2 milhdes de
casos novos de TB. Sao identificados 5 milhdes de casos novos soropositivos para o HIV; sendo
a maior causa de morte por doengas transmissiveis no mundo. Diversas evidéncias sugerem que
a co-infecgdo TB/HIV ¢ responsavel pelo aumento na incidéncia de TB em vdrias regides do
mundo. Por meio de dados de vigilancia epidemiologica estima-se que em 2005, em dominio
mundial, houve um total de 1,6 milhdes de mortes por TB, e destes, 195.000 pacientes estavam

infectados por HIV.

O diagnoéstico da TB ¢ comumente realizado através dos dados da historia clinica e
epidemiolodgica e dos achados radioldgicos do paciente, sendo geralmente inespecificos nas
formas paucibacilares. Os métodos diagnodsticos mais comuns para a deteccdo da TB sdo a
baciloscopia realizada com auxilio da coloracdo de Ziehl-Neelsen, uma metodologia rapida,

, 4 . . . ;
barata e acessivel, mas que requer pelo menos 10" bacilos/ml, e a cultura que ¢ mais sensivel,
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porém o resultado pode demorar entre 3 a 8 semanas (BACH, 2003; CAMPOS, 2006). A
comprovagdo bacteriologica torna-se ainda mais dificil nos casos onde a doenga estd associada a
outras enfermidades ¢ nas formas paucibacilares (LIMA et al., 2009).

A aplicagdo de técnicas moleculares e imunoldgicas para o diagndstico e o
monitoramento clinico através da quantificagdo do M. tuberculosis estd ganhando cada vez mais
atencdo (BROCCOLO et al., 2003).

Nos ultimos anos, a metodologia que utiliza a dosagem de interferon gama (QFT-GIT)
tem sido considerada um grande avango no diagnostico da tuberculose (PAI & MENZIES, 2007,
STOUT & MENZIES, 2008; HARDY et al, 2010; RANGAKA et al., 2012). Ha dois testes
disponiveis para dosar citocinas: o QuantiFERON-TB Gold in tube ¢ o T-SPOT.TB chamados
interferon gama release assay — IGRA, que utiliza antigenos mais especificos do Mycobacterium
tuberculosis (III Diretrizes para Tuberculose da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia, 2009).

Os testes de amplificagdo de acidos nucléicos (AAN) surgiram com o intuito de fornecer
ao clinico um resultado mais rapido e preciso (BENTO et al., 2011). A rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) ¢ uma técnica molecular que vem sendo utilizada como alternativa de alta
sensibilidade e especificidade para o diagnostico rapido de doencgas infecciosas (OGUSKU &
SALEM, 2004). A Nested-PCR em tnico tubo/Single tube Nested-PCR (STNPCR) tem a
vantagem de ter menor risco de contaminacdo, quando comparada com a Nested-PCR
convencional.

Os métodos diagnodsticos da TB, atualmente disponiveis, possuem diversas limitacdes,
sobretudo quando utilizados em pacientes imunodeprimidos. Testes imunodiagnostico mostram-
se promissores, podendo superar lacunas presentes nos testes convencionais. Métodos de
diagnodsticos moleculares baseados na metodologia da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
tém também apresentado excelentes resultados de desempenho, principalmente quando foram
avaliados em pacientes com tuberculose extrapulmonar, forma predominantes nos
imunodeprimidos.

Portanto, diante das dificuldades diagnodsticas, expostas, este estudo teve como foco
principal a avaliacdo de novas metodologias de base imunologica e molecular que auxiliem na
decisdo clinica para confirmacdo da doenca, em pacientes que possam adoecer gravemente por

serem portadores de doengas consumptivas como HIV, doenga renal cronica, entre outras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o desempenho do teste imunologico QuantiFERON®-TB Gold e do método
molecular baseado em Nested PCR unico tubo no diagndstico da tuberculose em pacientes

imunodeprimidos.

2.2 Especificos

e Avaliar o método QFT-GIT como teste de triagem para TB em pacientes
imunodeprimidos;

e Avaliar o método molecular baseado em PCR em unico tubo na detecgdo especifica
do Mycobacterium tuberculosis em pacientes imunodeprimidos;

e Comparar o desempenho do TT, do teste QFT-GIT e da PCR em tunico tubo no
diagnostico de TB nos pacientes imunodeprimidos;

e Estabelecer o método diagnostico laboratorial com melhor desempenho para auxiliar
na detecgdo da tuberculose em pacientes imunodeprimidos;

e Avaliar a possivel interferéncia do nivel de células T CD4 no teste QFT-GIT.

e Avaliar a relagdo entre o nivel de células T CD4 com o desempenho do teste QFT-

GIT.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Epidemiologia
3.1.1 Tuberculose no mundo

Tuberculose ¢ a segunda mais comum causa de morte por doencas infecciosa, depois do
HIV/AIDS. Noventa e cinco por cento dos casos de TB ocorrem nas regides mais pobres do
mundo (NIAID, 2001). Nos paises desenvolvidos ¢ mais frequente entre as pessoas idosas, nas
minorias étnicas e imigrantes estrangeiros (BRASIL, 2010).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2010 ocorreram 8,8
milhdes de novos casos (139/10° habitantes) de tuberculose (TB) no mundo (Figura 1), que
causaram a morte de 1,45 milhdo de individuos, dos quais 44% possuiam baciloscopia positiva.
A mortalidade total foi de 1,3 milhdes de pacientes ndo infectados pelo HIV e 456 mil co-
infectados com HIV. O aumento da incidéncia de TB, a partir de 1990, tem sido relacionado ao
aparecimento da epidemia de AIDS (FRIEDEN, 2003). Apesar da disponibilidade de terapia
anti-retroviral combinada, a incidéncia da tuberculose continua a ser significativamente maior
entre a populagdo infectada pelo HIV em todo o mundo (GIRARDI et al., 2004). Em 1993, a
tuberculose foi declarada, pela OMS, como uma emergéncia médica global.

Baseando-se no teste tuberculinico (TT), estima-se que um terco da populacdo mundial
tem uma infeccdo tuberculosa latente (ITBL), ndo existindo manifestagdes clinicas,
bacterioldgicas nem radioldgicas que evidenciam a infecgdo (OMS, 2012). Infecgdo tuberculosa
latente (ITBL) ¢ geralmente definida como a infecgdo pelo M. tuberculosis, que se manifesta por
um teste tuberculinico (TT) e/ou IGRA (interferon-y release assay) sem qualquer sinal de doenca
ativa (MACK et al., 2009). Dez por cento desses infectados irdo desenvolver doenga ativa ao

longo de suas vidas (SHILOH et al., 2009).

19



Figura 1: Estimativa Global da Tuberculose em 2010.
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Fonte: WHO, 2011.

As taxas de infec¢do por tuberculose entre pacientes com HIV sdo elevadas, superiores a
60% em Botsuana, Africa do Sul, Zambia e Zimbabwe. Cerca de dois milhdes de pessoas
morreram de tuberculose em 2000, cerca de 13% dessas pessoas estavam também infectados
com o HIV (CORBETT et al., 2003). A india e a China representam 40% dos casos notificados.
J& o Brasil esté entre os 22 paises que concentram 82% dos casos de TB no planeta.

Mundialmente, cerca de 2 bilhdes de pessoas tém infec¢do latente pelo Mycobacterium
tuberculosis. O risco de progressdo de ITBL para a doenga tuberculose é maior em criangas
(MARAIS et al, 20006).

Nos Estados Unidos, estima-se que 11 milhdes de pessoas tém ITBL (infecgdo
tuberculosa latente), porém, a prevaléncia de ITBL varia muito de < 1% entre os jovens e
individuos recém-nascidos a >50% entre os imigrantes de paises endémicos (LI, 2010;
VARKEY et al., 2007).

Em um recente estudo da transmissdo da tuberculose em Londres, verificou-se que a
doenca foi mais resultante da reativagdo de infec¢do latente ou associada com a recente

imigragdo (MAGUIRE et al., 2002).
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A imunossupressao, seja devido ao estado de saude do individuo (desnutri¢ao, doenga
auto-imune, cirrose hepatica, doenca renal cronica), infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou uso de drogas imunossupressoras tem contribuido com o aumento da
incidéncia da tuberculose no mundo. Dentre as causas de imunossupressao, a infegdo por HIV
tem maior importancia nesse contexto. A elevagdo das taxas de co-infec¢do pelo virus HIV e
bacilo da tuberculose determina desafios que impedem a redugdo da incidéncia de ambas as
infecgoes. O virus HIV ndo sé tem contribuido para um crescente numero de casos de TB, como
também tem sido um dos principais responsaveis pelo aumento da mortalidade entre os pacientes
co-infectados (JAMAL & MOHERDAUI, 2007), sendo a tuberculose a doenga oportunista mais
prevalente em individuos infectados (CORBETT, 2003; OMS, 2007).

O risco de morte em pacientes co-infectados ¢ 2-4 vezes maior do que individuos sem
HIV, independente da contagem de linfocitos T CD4 (CONNOLY et al., 1999). Além disso,
pacientes co-infectados tém um risco significativamente maior de progressdao para AIDS em
comparagdo a pacientes com HIV sem tuberculose (WHALEN et al., 1997). Dados recentes
também indicam que a infec¢do com o HIV dobra o risco de reativagdo da tuberculose logo apos
a infeccdo pelo HIV (SONNENBERG et al., 2005). Trinta a quarenta por cento de todos os
novos casos de tuberculose em muitos paises africanos ocorrem em pessoas com HIV (BADRI et
al., 2001).

Atualmente, os individuos considerados de alto risco podem ser classificados em dois
grupos: aqueles que possam ter infec¢ao adquirida recentemente e com condi¢des que aumentam
o risco de reativagdo de ITBL. Na primeira categoria estdo os contatos de pacientes com
tuberculose ativa, os individuos conhecidos por terem convertido o teste de Mantoux nos tltimos
dois anos, criancas < 5 anos; imigrantes recentes (dentro de dois anos) e viajantes freqiientes para
paises com alta incidéncia de TB; individuos que vivem ou trabalham em abrigos, prisdes, lares
de idosos, residenciais ou instalagdes para portadores de AIDS e profissionais de saude que
trabalham com pacientes com TB. Na segunda categoria estdo os individuos com condigdes
imunossupressoras (p. ex., infec¢do por HIV, tratamento com terapia imunossupressora,
incluindo os antagonistas de TNF-a e corticdides em altas doses; malignidade hematopoiética,
diabetes e doenca renal cronica), aqueles com doenga pulmonar fibrética ou gastrectomia, e

individuos que usam drogas ou alcool, ou sdo (>10%) abaixo do peso (HERRERA et al., 2010).

21



3.1.2 Tuberculose no Brasil

A tuberculose ¢ um problema de saude prioritaro no Brasil. O Brasil ¢ um dos 22 paises,
ocupando 16° lugar no ranking, responsaveis por 80% dos casos de TB no mundo, até o ano de
2007. Na Regido das Américas, o Brasil e o Peru sdo responsaveis por 50% dos casos de TB
notificados por ano. De acordo com o Ministério da Saude (MS), o género masculino, os homens
adoecem duas vezes mais do que as mulheres, e o grupo etario 45-59 anos apresentam as maiores
taxas de incidéncia. Em 2006 a maior taxa de mortalidade foi na regido Nordeste, seguida pela
regido Sudeste (BRASIL, 2008).

A notificagdo de casos de TB diminuiu na década de 90, mas manteve-se estavel a partir
de 2001 (figura 2). Os estados da regido sul, areas onde historicamente era menor endemicidade
da TB, observou-se uma reversao da queda da incidéncia na década de 90. Este fato ¢ resultante

da epidemia de HIV.

Figura 2: Taxa de incidéncia (por grupo de 100 mil habitantes) da tuberculose no Brasil, de 1990 a 2015.
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Em 2010 foram notificados 71 mil casos de TB, com 4,6 mil mortos. Sendo a 4°. causa
de morte por doengas infecciosas e a 1* causa de morte dos pacientes com AIDS (BRASIL,
2011). Em 2011, foram notificados 69.245 casos novos de TB no Brasil. Das 27 unidades
federadas, cinco notificaram mais de quatro mil casos da doenga (Bahia, Pernambuco, Rio de

Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo) e foram responsaveis por 55% da carga da doenca no
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Pais. A taxa de incidéncia no pais, em 2011, foi de 36 casos por 100000 habitantes, sendo
Amazonas (62,6/100000 habitantes) e Rio de Janeiro (57,6/100000 habitantes) os estados com
maiores taxas de incidéncia. Ja a taxa de mortalidade, em 2010, foi aproximadamente 2,4 por
100000 habitantes, sendo o Rio de Janeiro (5,6/100000 habitantes) ¢ Pernambuco (4,0/100000
habitantes) os estados com as maiores taxas de mortalidade (BRASIL, 2012).

O estado de Pernambuco registrou, em 2011, 4096 casos (46,2 por 100000 habitantes),
sendo o 4° estado do Brasil com maior taxa de incidéncia (BRASIL, 2012). O Recife encontra-se
entre os 15 municipios do estado considerados prioritadrios para as acdes de controle da
tuberculose (RECIFE, 2010). A capital teve a 4* maior taxa de incidéncia de TB no Brasil, em
2011 (BRASIL, 2012).

Considerada como prioridade pelo governo federal do Brasil, desde 2003, a doenga

sempre esteve contemplada nas principais pactuagdes nacionais.

3.2 Fisiopatologia

A TB ¢ transmitida por goticulas no ar, que s@o particulas de 1-5 um de diametro que
contém o Mycobacterium tuberculosis. Devido ao seu pequeno tamanho, as particulas podem
permanecer no ar por alguns minutos a horas apds a expectoragao por pessoas com tuberculose
pulmonar durante a tosse, espirros, ao falar ou cantar. As goticulas infecciosas sdo inaladas e se
aninham nos alvéolos das vias aéreas. O M. tuberculosis é entdo absorvido pelos macrofagos
alveolares, iniciando uma cascata de eventos que resultam em sucesso ou contenc¢ao da infec¢ao
ou a progressao para doenga ativa (tuberculose primaria progressiva). Calcula-se que, durante um
ano, numa comunidade, um individuo bacilifero podera infectar, em média, de 10 a 15 pessoas
(BRASIL, 2010).

A infec¢do pelo M. tuberculosis, freqiientemente, se inicia no parénquima dos lobos
pulmonares apds a inalacdo de nucleos secos de goticulas (nicleo de Wells) contendo este
microrganismo, passando a seguir para os nodulos linfaticos da regido hilar, de onde pode ser
disseminada para diversos tecidos e orgdos, pela corrente hematogénica ou linfatica. A infec¢ao

do parénquima pulmonar e dos nddulos linfaticos da regido hilar ¢ denominada de infecg¢ao
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priméaria Este tipo de infeccdo pode evoluir de maneira constante, se transformando em
tuberculose ativa ou pode ser interrompida, porém, ndo de maneira completa, uma vez que a
bactéria pode permanecer em estado de laténcia em véarios dos focos infecciosos que se
estabeleceram. Nesta ltima situagdo, o foco de infec¢ao pode ser reativado a qualquer momento
da vida do individuo e dar origem a tuberculose pds-primaria (GRIFFITHS et al., 2010).

Apo0s a infecgdo pelo M. tuberculosis, transcorrem, em média, 4 a 12 semanas para a
deteccao das lesdes primarias. A maioria dos novos casos de doenga pulmonar ocorre em torno
de 12 meses ap0s a infecgdo inicial.

A probabilidade de o individuo vir a ser infectado e de que essa infec¢do evolua para a
doenga, a disseminacdo ¢ a evolucdo do quadro clinico dependem de multiplas causas,
destacando-se, dentre clas: fonte infectante; idade avancgada; condi¢des sdcio-econdmicas;
algumas condi¢des médicas (diabetes mellitus, alcoolismo, silicose, uso prolongado de
corticoides ou outros imunossupressores, neoplasias, uso de drogas, infeccdo pelo HIV e
pacientes submetidos a gastrectomia ou bypass intestinal); resposta imune e caracteristicas
genéticas do individuo e; viruléncia do bacilo. A evolucdo do quadro clinico dependera do
individuo estar sendo infectado pela primeira vez (primo-infe¢do), ou reinfectado (reifecdo
exogena) (HUGGETT et al, 2003).

Um individuo que recebe uma carga infecciosa de bacilos da tuberculose, pela primeira
vez (primo-infec¢do), e que 1 a 2 bacilos alcancem o pulmlo, apresentara uma reagao
inflamatdria exudativa de tipo inespecifica. Aproximadamente em 15 dias, depois de ser digerido
pelos macrofagos alveolares, os bacilos do M. tuberculosis multiplicam-se lentamente e de forma
continua e podem atingir a via linfo-hematogénica, comprometendo os linfonodos e diversos
orgaos, principalmente figado, bago, medula dssea, rins e sistema nervoso. Passa a haver, entao,
no pulmdo, no local da inoculag@o inicial, um foco pequeno arredondado, de 1 a 2mm,
esbranquicado, de consisténcia amolecida e constituido, principalmente por material caseoso.
Esse foco ¢ circundado por afluxo celular de linfocitos, células epitelidides (macrofagos ativados
¢ modificados) e macrofagos, localizado principalmente no tergo médio. O M. tuberculosis esta
no centro do granuloma necrotico caracteristico (necrose caseosa), mas geralmente nio esta
vidvel. O foco pulmonar regressivo, que pode ser visto nas radiografias, chama-se foco de Gohn.

Cerca de 90% da populacdo infectada consegue bloquear o avango do processo, a partir da
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formagdo do complexo primario de Ranke, permanecendo apenas como infectado (BRASIL,
2010).

Quando a doenga atinge os pulmdes, o individuo pode apresentar dor toracica e tosse
produtiva, acompanhada ou ndo de escarros hemoptoicos. A tosse produtiva ¢ o sintoma mais
frequente da forma pulmonar. Nos paciente adultos, maiores de 15 anos, a tuberculose atinge os
pulmdes em cerca de 80% dos casos. Dos primo-infectados, 5% adoecerdo tardiamente, em
consequéncia do recrudescimento de algum foco ja existente no seu organismo (reativagao
endogena). Também pode ocorrer a reinfecdo exdgena, ou seja, o paciente adoecer por receber

nova carga bacilar do exterior (BRASIL, 2010).

3.3 Tuberculose e imunodepressiao

A historia natural da TB mostra que a maioria dos individuos € resistente a infec¢ao. Das
pessoas expostas ao M. tuberculosis, entre 10-30% se tornam infectadas, e em apenas 5 a 10%
destes individuos a infec¢do progride, transformando-se em TB ativa. A doenca pode ser
disseminada ou localizada, sob a forma pulmonar, ganglionar, renal, dssea, ou acometer qualquer
outro 6rgdo (NORTH, 2004). O periodo de infectividade depende de numerosos fatores, tais
como estado imunolégico, idade, género e tipo (p. ex. natureza cavitaria) da doenga (DOWDY et
al., 2011).

No entanto, em algumas circunstancias, onde ocorre desequilibrio na resposta imune do
hospedeiro, ha reativacao da infeccao latente. Este processo pode ocorrer, por exemplo, através
de infeccao pelo HIV, desnutri¢do, uso de esterdides ou outras medicagdes imunossupressoras
ou idade avangada. Embora o risco estimado de reativagdo da doenca seja entre 2% e 23%, o
risco para individuos imunodeprimidos pela infeccdo pelo HIV ¢é estimado ser alto, 5-10% ao
ano (LAWN et al., 2005).

Em individuos imunocompetentes suscetiveis, a doenga envolve exclusivamente o
pulmao em 85% dos casos. O envelhecimento da populagdo e o aumento do uso de tratamentos
imunossupressores representam fatores de risco de progressao para tuberculose ativa
(HORSBURGH, 2004). Nos individuos imunocomprometidos a TB pode, frequentemente
tornar-se uma doenga disseminada, havendo maior freqiiéncia de localizagdes extrapulmonares

(TEIXEIRA, 2007). A TB ganglionar ¢ a segunda forma mais comum de tuberculose
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extrapulmonar e compromete, principalmente, a cadeia cervical. As localizacdes
extrapulmonares da tuberculose mais frequentes na infancia sdo a ganglionar, pleural, o0ssea e
meningoencefalica (CAMPOS, 2006).

Tuberculose extrapulmonar ¢ mais comum em pacientes HIV positivos, mas vai ocorrer
em cerca de 15% dos pacientes imunocompetentes (REICHEMAN & HOPKIN-TANNE, 2002).
Em pacientes transplantados que desenvolvem a tuberculose, cerca de 25-48% dos casos sdo
extrapulmonares ou disseminadas. Estas formas disseminadas também tém sido associadas com a
administragdo de drogas anti-TNF, que deprimem o sistema imunologico. Também deve ser
notado que os casos de TB por vezes, sdo diagnosticados em pacientes assintomaticos durante o
acompanhamento de rotina de uma doenga imunossupressora. (GONZALEZ-MARTIN et al.,
2010).

Em individuos imunocompetentes, os achados radioldgicos sdo na maioria das vezes
caracteristicos de TB, enquanto que em pacientes imunossuprimidos, como ocorre na infecgao
pelo HIV, os resultados variam consoante o grau de supressao: pacientes com CD4+ normais sao
semelhantes aos descritos para individuos imunocompetentes. Ao contrario de pacientes
infectados com HIV, nos transplantados a radiologia mostra resultados mais proximos aos de
pacientes imunocompetentes (infiltrados focais ou miliar, nédulos, derrame pleural e, raramente,
linfonodomegalia intratoracica) (GONZALEZ-MARTIN et al., 2010).

Sinais e sintomas da tuberculose em pacientes infectados pelo HIV sdo muitas vezes
inespecificos, e ¢ dificil distinguir a doenga de outras infec¢des oportunistas. A febre ¢ um sinal
quase constante, muito mais freqiiente do que em pacientes imunocompetentes. O paciente pode
apresentar um quadro agudo de algumas horas ou dias de evolugdo, semelhante a uma infecg¢ao
bacteriana classica, ou com um periodo de varios dias ou semanas, caracterizada por febre e
sintomas sist€émicos (anorexia, fadiga, perda de peso). A localizagdo mais comum ¢é o trato
respiratdrio, mas também afeta os ganglios linfaticos, sistema urindrio, sistema nervoso central e
figado (GONZALEZ-MARTIN et al., 2010).

Pessoas imunodeprimidas, como os receptores de 6rgaos, ou criangas com menos de 2
anos ¢ que recebem quimioterapia, detém um alto risco de complicagdes infecciosas. Por
exemplo, a incidéncia de tuberculose entre pacientes transplantados ¢ 20-74 vezes maior que na
populagdo em geral, com uma taxa de mortalidade de 21-33% (GAUCHON et al., 2008;
MUNOZ et al., 2005; VERMA, 2000).
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Poucos estudos relatam a incidéncia de TB em pacientes transplantados (BASIRI et al.,
2008; GUIDA et al., 2009; KIM et al., 2010). A incidéncia da TB em receptores de transplantes
de orgaos em todo o mundo varia de 0,35% a 15% (SINGH e PATERSON, 1998). Estima-se
que um paciente transplantado possui um risco de desenvolver TB 50 vezes maior do que a
populagdo em geral (SINGH e PATERSON, 1998).

O risco de desenvolver TB nos pacientes dialisados ¢ consideravelmente maior, devido a
imunossupressao induzida por uremia, esse risco € 10-25 vezes maior nesses pacientes em
comparacao com a populacdo em geral, e ¢ independente do status do TT (teste tuberculinico)
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000; CHOU et al., 2001; MOORE et al., 2002,
NISSENSON, 2005). Além disso, pacientes em dialise sd3o geralmente os candidatos para
transplante e a doenga latente pode evoluir para a doenca durante a imunossupressao imposta
durante o transplante de rim, ou seja, pacientes em hemodialise tem um alto risco de reativagdo
da TB (ROSE, 2000; SESTER et al., 2006). Tuberculose nesses pacientes pode ser dificil de
diagnosticar e apresenta-se frequentemente na forma extrapulmonar (MALIK et al., 2002).
Estudos anteriores sugerem que ha altas taxas de anergia ao PPD em pacientes em estagio final
de doenca renal (SMIRNOFF et al, 1998; WOELTIJE et al, 1998) e em dialisados (SESTER et
al, 2004).

O risco ¢ aumentado entre insuficiéncia renal cronica (ALADREN et al., 2004; ERKOC
et al., 2004), e sobe ainda mais quando esses pacientes submetidos a transplante sdo colocados
sob terapia imunossupressora (JOHN, et al., 2001). A maioria dos casos sdo encontrados no
primeiro ano apds o transplante (JOHN, et al., 2001), por isso é provavel que representem a
progressao da infeccdo latente para doenca ativa. Identificar estes casos gera um impacto
positivo na morbidade e mortalidade associadas a essa infecgao (SHANKAR, 2005).

Transmiss@o nosocomial da TB também tem sido relatada em pacientes em dialise a
longo prazo (HICKSTEIN et al., 2003). Estudos relatam um aumento de 8 vezes na incidéncia de
tuberculose em pacientes em didlise em relagdo a populagdo geral (SIMON, et al., 1999).
Detecgao da ITBL nessa populagdo é, portanto, uma questdo importante, para prevenir a
progressao para tuberculose ativa e contaminagdo secundaria a outros pacientes e profissionais
de saude.

A TB nio se apresenta como uma doenca Unica, ao contrario, suas manifestagoes variam

de acordo com muitos fatores: historia da exposi¢do prévia, nutricdo, presenca de outras
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infecgdes e competéncia imunologica. Na tuberculose latente, o hospedeiro apresenta uma forte
resposta imune que frequentemente detém o bacilo, porém, ndo elimina a infec¢do decorrente de
alteragdes nos mecanismos de resisténcia que levam a reativagdo da doenga (NORTH, 2004). O
estado de infeccdo latente caracteriza-se por auséncia de sinais clinicos. Nesse estado, o bacilo de
Koch pode manter-se vivo dentro de calcificagdes e mais frequentemente em focos
granulomatosos com pouco ou nenhum oxigénio, impedindo sua multiplicagao.

Laténcia ¢ considerado um evento dindmico, no qual uma resposta imune ativa mantém
as micobactérias persistentes sob controle (SALGAME, 2005; LIN e FLYNN, 2010). Durante o
estagio de laténcia, o Mycobacterium tuberculosis tem o metabolismo diminuido e expressa
antigenos diferentes dos que expressa quanto apresenta um metabolismo acelerado, durante a
tuberculose ativa (GUIO et al., 2010). Entretanto estes individuos poderdo adoecer com uma
maior freqliéncia quando apresentarem uma variagdo imunoldgica seja por estresse fisico,
emocional, desnutricdo, imunossupressdo congénita ou adquirida (BARBOSA, 2002). O
tratamento das formas latentes reduz a incidéncia da doenga ativa em 75%, diminuindo assim sua

morbimortalidade (CORBETT et al., 2003).

3.4 Imunologia da Tuberculose

A imunidade para tuberculose ¢, fundamentalmente, mediada pelo sistema imunologico
celular, timo-dependente, através da interagdo entre linfocitos T helper ativados e macréfagos,
com a liberacdo de citocinas especificas, relacionadas com a ativagdo do mecanismo de
imunidade celular do tipo Th1 (COOPER et al, 2009).

Nos seres humanos, a TB ¢ predominantemente uma doenca dos pulmdes. A infeccdo por
M. tuberculosis ¢ iniciada com a inala¢do de bactérias infecciosas e sua deposi¢do no espago
alveolar dos pulmdes (figura 3) (GRIFFITHS et al., 2010). As bactérias sdo absorvidos por
fagocitos no pulmao, em particular por células dendriticas e macrofagos alveolares. As células
dendriticas fagocitam o M. tuberculosis e migraram, através do sistema linfatico, para os
linfonodos de drenagem. La ocorre a apresentacdo de antigenos, derivados do processsamento
das micobactérias, as células T naive que sdo ativadas em células T efetoras e retornam aos
pulmdes, em respostas as quimiocinas produzidas, para controlar a infecgdo (COOPER et al.,

2009). A resposta imune ao M. tuberculosis é complexa e multifacetada. As células T sdo um
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componente essencial da resposta protetora, ¢ a interagdo dessas células com os macrofagos

infectados € fundamental para o controle da infecgao.

Figura 3: Resumo da sequéncia dinamica de eventos que regulam a formac¢do do granuloma no curso da

infec¢do por Mycobacterium tuberculosis.

a Respiratory tract =39 Aerosol droplet or
I \ dried sputum with b Alveolus o

M, tuberculosis ] <\ 0
! Typel \ P
1 epithelial cell -//}-. =

| . - ST o
;. Parenchymal == ‘iﬁ)\‘%\:‘j{ ~ Parenchymal DC
| CDB" T cell ‘j&p\))ﬁé’; o

/

T —— A
' T!Pﬂ I cell { '4\‘/;‘ q“{_@"\ @ /
! epithelial cel I-—}/- \ € Skq_. 4
. £ N L'C/J _,}, gﬂ P t—& Alveolar space
> =, Alveolus : macrophage m/ [ 5 \[ L 78 b - T cell
/ - 2 SO Y
/ v lerminal g tuberculosis av- -\ - E“}’Q%
f \ bronchiole /{/\\k Sl s Alveolar DC
\ ] V- = I
|Lm5 i b e & ~ |
| ‘ < ),
| o+ Granuloma ' =
Y| i Parenchymal
| Bronchus e, | macrophage

Parenchymal
04" T cell

| A e f -‘.' el _. + Blood capillary

Nl

i
v 7 )]

id Granuloma

 Collagen fibre

: Naive T cell
E Foamy macrophage Lig borfing  gfferent .

1B cell — © lymphatic —, Activated DC
Inf P b

i I:aiféiiage — Afferent

: lymphatics
| €08 T cell )

| -

! Effector T cell

1CD4" T eell

1 Fibroblast

Mature Reviews | Microbiclogy

Fonte: Griffiths et al. (2010): Nanobead-based interventions for the treatment and prevention of tuberculosis.

Apos sofrerem fagocitose, os bacilos induzem macréofagos, células dendriticas e células T
a secretarem as citocinas TNF-a (fator de necrose tumoral-a), IFN-y (interferon-y), IL-10
(interleucina-10) e TGF-B (fator de transformacdo do crescimento-f). Em resposta, através de
interagdes de componentes micobacterianos com receptores Toll-like (TLR), os macrofagos
produzem citocinas inflamatorias e quimiocinas que atuam como sinais de infec¢do. A ativacao
de TLR2 ou TLR4 induz a produgao precoce de interleucina 12 (IL-12) e TNF-a (VERRECK et
al., 2004). Posteriormente a IL-12 induz a producgdo de IFN-y por células natural killer (NK) na
fase inicial da resposta imune, tendo também a fung¢ao de ativagao, diferenciagdo e expansao das

células Th1 antigeno especificas (JANEWAY, 2002; SIELING, 2002; TRINCHIERI, 2003).
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Estes acontecimentos conduzem a formagao do granuloma no local da infecgdo, o que
resulta na contencdo da infec¢do. Este estado de equilibrio entre hospedeiro e micobactéria ¢
chamado de "laténcia", durante o qual os sinais clinicos da doenga sdo ausentes e as bactérias
persistem em uma forma nao-transmissivel. No entanto, quando este equilibrio ¢ perturbado por
fatores como a desnutricdo, imunossupressdo, uso de esterdides, terapia com anti-fator de
necrose tumoral ou infeccdo pelo HIV, pode ocorrer a ativagdo metabdlica da bacteréria e
consequente inicio da doenga (RUSSEL et al., 2010).

A resposta imunologica produzida ao M. tuberculosis ¢ mediada por células T que
envolve as células T CD4+ (helper) e T CD8+ (citotoxico) e desempenha um papel importante
na protecgdo contra a TB. Células T CD4+ aumentam a atividade antibacteriana dos macréfagos,
liberando citocinas, tais como interferon-y (IFN-y) e TNF, enquanto células T CD8+ destroem os
macrofagos infectados - e, possivelmente, o M. tuberculosis - liberando mediadores citotoxicos
tais como perforinas, granzimas e granulosina (COOPER et al., 2009).

O IFN-y é uma citocina chave na resposta imune contra o M. tuberculosis. Esta citocina
juntamente com o TNF-a (o qual ¢ liberado pelas células T e fagocitos) ativa os macrofagos para
matar os bacilos intracelulares (OTTENHOFF et al., 2005). O interferon-y é, no entanto, crucial
para o controle do M. tuberculosis e também estimula os macréfagos a liberar TNF-a, que ¢
importante na formagao do granuloma e controle da extensao da infec¢ao (FLYNN, 2000).

O TNF-a parece ter um papel na manutengdo da organizacdo e na integridade do
granuloma, o que contribui para a contengdo de M. tuberculosis como também possui um papel
importante na apoptose de macrofagos infectados com M. tuberculosis (KEANE, 2000). Através
da sua capacidade de regular a expressao e os receptores de quimiocinas bem como as moléculas
de adesdo, funciona como um potente modulador da migrag¢do celular (MOHAN et al., 2001;
SEDGWICK et al., 2000).

A migragdo de macrofagos e células T (bem como as células B) para o local da infec¢ao
culmina na formagdo de um granuloma, um achado caracteristico da tuberculose. O granuloma
possui a funcdo de barreira a disseminagdo do bacilo a outros locais (BOMBARDA et al., 2001).
Além de linfocitos T e macréfagos, o granuloma ¢ composto por células do hospedeiro,
incluindo as células B, células dendriticas, células endoteliais, fibroblastos, e provavelmente,
células do estroma. A proporcao relativa dos diferentes tipos de célula no granuloma varia de

acordo com o tempo de formacdo. O granuloma engloba os bacilos, que residem no interior de
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macrofagos, e serve para isolar as bactérias do resto do pulmao, limitando sua propagacao,
funcionando também como um microambiente que facilia as interacdes entre as células T,
macrofagos e citocinas (GONZALEZ-JUARRERO et al., 2001).

A TB progressiva primaria pode se manifestar em qualquer orgdo, ocorrendo mais
freqlientemente no parénquima pulmonar, nos linfonodos hilares, ou como lesdes generalizadas
decorrentes de disseminagdo hematogénea (ISEMAN, 2000).

Apesar da resposta eficaz do sistema imune em poder conter inicialmente o M.
tuberculosis, varios fatores podem desencadear a reativagdo de uma infecgdo remota com
subsequente desenvolvimento da doenga ativa, o que ocorre geralmente em criangas menores de
5 anos e adultos com imunossupressao avangada. Apesar do virus HIV ser o maior fator de risco
para progressdo para doenga ativa em adultos, outras condigdes médicas podem também
comprometer o sistema imunologico e predispor ao desenvolvimento de doenga ativa como:
diabetes mal controlada, insuficiéncia renal, doengca maligna de base, quimioterapia, uso
prolongado de corticdides, desnutri¢ao e deficiéncia de vitaminas (KARYADI, 2002), defeitos
na produgdo de citocinas (IFN-y e TNF-a) (STERLIN, 2001; KEANE, 2001), ou nos receptores
de IFN-y e B1 da interleucina-12 (ALTARE, 2001).

3.5 Diagnéstico da Tuberculose

Os métodos de diagnostico utilizados atualmente para a confirmagdo da TB
compreendem a baciloscopia, cultura, radiografia do térax e o teste tuberculinico. A detec¢ao
rapida e acurada de casos de TB ¢ um dos elementos mais importantes no controle da doenga. O
padrao-ouro para o diagndstico continua sendo o exame microscopico direto (baciloscopia) e
cultura do escarro, associados aos quadros clinico e epidemioldgico do paciente. Apesar da
baciloscopia do escarro possuir baixa sensibilidade (40% a 60%), permanece como um dos
exames mais importantes para o diagnostico de TB, pois detecta os pacientes que apresentam
maior chance de infectar a comunidade.

O diagnéstico preciso de TB em adultos e criangas, ainda ¢ dificil, e, em muitos casos, o
agente etiologico Mycobacterium tuberculosis nao ¢ detectado por microscopia convencional ou

cultura, iniciado-se o tratamento muitas vezes, de forma empirica, baseado apenas em dados
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clinicos e epidemioldgicos. Os pacientes infectados pelo HIV com tuberculose pulmonar
apresentam a forma paucibacilar da doenga por terem uma menor carga de bacilos circulantes no
organismo (ELLIOTT et al., 1993), apresentando dessa forma, uma maior dificuldade
diagnostica. Neste contexto, a dificuldade para confirmagdo de TB nestes pacientes aumenta
devido a varios fatores como: exames de baciloscopia e cultura geralmente negativos, auséncia
ou diminuicdo da reatividade a tuberculina, imagens radiograficas atipicas e quadro clinico
inespecifico (SHARP, 1993).

Devido a maior frequéncia de formas extrapulmonares e disseminadas da TB em pessoas
portadoras de HIV/AIDS, a investigacdo adequada requer, muitas vezes, procedimentos
invasivos a nivel hospitalar, para coleta de espécimes clinicos (tecidos, liquido pleural, aspirado
de linfonodos, entre outros) a serem submetidos a biopsia e estudo histopatologico (BRASIL,
2011).

Grupos com imunossupressdo sao, indiscutivelmente, o alvo mais importante para a
triagem e tratamento da TB, devido a morbidade da doenca nesses individuos (HORSBURGH,
2004). Desta forma, hd um grande interesse da comunidade cientifica em desenvolver novos
testes, que sejam eficazes para detectar o estado de infec¢do/doenca, na triagem de individuos
imunodeprimidos (PAI et al., 2005).

Algumas ressalvas na interpretacdo de um teste com a finalidade de triagem deverao ser
consideradas como a obtencdo de resultados negativos em contatos recentes ou logo apds a
exposigdo do paciente com a doenga ativa (LEE et al., 2010). Nestes casos, recomenda-se que, o
teste deva ser repetido 8-10 semanas ap6s a ltima exposicao conhecida do paciente (JENSEN et
al., 2005). Além disso, o julgamento clinico sempre devera ser priorizado, sobretudo em
individuos imunocomprometidos com alto risco de tuberculose, devendo fortemente ser
considerada a possibilidade de ser feito tratamento profilatico, independente do resultado do
teste.

A prevengdo da tuberculose depende em grande parte da identificagdo de pessoas com
infecgdo latente através da reatividade ao teste de tuberculina (TT). No entanto, a sua capacidade
para diagnosticar ITBL em pacientes imunodeprimidos como nos infectados pelo HIV ¢ bastante
limitada pela baixa sensibilidade resultante da anergia associada com doenga avancada
(MARKOWITZ et al., 1993). Ndo existe um padrdo-ouro para o diagnéstico de ITBL, desta

forma as indicacOes para a terapia profilatica sdo baseadas em uma associacdo de fatores
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epidemiologicos, clinicos e laboratoriais do paciente (ATS, 2000). O tratamento preventivo de
pessoas infectadas de forma latente diminui o risco de desenvolvimento subseqiiente de TB ativa
em cerca de 90% (FEREBEE, 1969).

O desenvolvimento de testes alternativos para identificagdo de TB tem sido alvo de
inimeras pesquisas. Um teste ideal para diagnoéstico de TB deveria ter alta especificidade,
independentemente da vacinagdo prévia com BCG ou infecgdo por outras micobactérias, ser

seguro, estavel ao longo tempo, ter baixo custo e ser de facil realizagaio (WHALEN, 2005).

3.5.1 Teste Tuberculinico (TT) ou Teste de Mantoux

O teste tuberculinico de Mantoux, utilizado desde 1930 avalia in vivo a resposta celular
imune contra a proteina purificada derivada do M. tuberculosis, resultando em uma reagdo
classica de hipersensibilidade cutanea tardia. Apesar de suas conhecidas limitagdes na
sensibilidade e especificidade, continua sendo utilizado como o método de escolha para a
deteccdo de infec¢do por M. tuberculosis na maioria dos paises em desenvolvimento (FURIN e
JOHNSON, 2005).

O método se baseia na reagdo celular desenvolvida na pele, ap6és a inoculacao
intradérmica de um Derivado Protéico Purificado (PPD), preparado de uma cultura de sete cepas
selecionadas do bacilo Mycobacterium tuberculosis. E aplicado por via intradérmica no tergo
médio da face anterior do antebrago esquerdo, na dose de 0,1 ml, equivalente a 2 UT (Unidades
de Tuberculina). A leitura ¢ realizada ap6s 48-72 horas da aplicagdo, podendo esse prazo ser
estendido até 96 horas. O maior didmetro tranverso da area de endurecimento palpavel ¢ medido
com régua milimetrada, e o resultado, registrado em milimetros (BRASIL, 2010).

Em individuos imunocompetentes, o TT ¢ altamente sensivel, sobretudo naqueles que
vivem em regides sem TB ou onde a doenga ndo ¢ endémica, porém, em pessoas com imunidade
comprometida, ha reducao de sensibilidade do teste relacionada com a deficiéncia da imunidade
celular (PASSALENT et al., 2006).

Uma das principais desvantagens do uso clinico do TT ¢ a falta de especificidade, devido
a reatividade cruzada com as cepas da BCG com o Mycobacterium bovis (Calmette-bacilo

Guerin - BCG) e cepas vacinais de varias micobactérias ndo-tuberculosas (AMERICAN
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THORACIC SOCIETY, 2000). Além disso, 10-25% dos pacientes com tuberculose nao reagem
ao PPD, diminuindo a especificidade para menos de 50% em pacientes com doenca avangada
(ANDERSEN et al., 2000).

Em individuos previamente vacinados com BCG, existe dificuldade na interpretacao da
prova tuberculinica em distinguir se a reagdo do teste ¢ devido a vacina, a TB infec¢cdo ou
doenga. Em pessoas com imunossupressdo por condi¢des diversas (portadores de HIV/AIDS,
cancer, doencas consumptivas, desnutricao transplantados, uso prolongado de corticosteroides,
gravidez; criangas abaixo de dois anos e idosos acima de 65 anos entre outras), uma enduragdo
>5mm deve ser considerada como resultado positivo, refletindo infeccdo latente, e a
quimioprofilaxia devera ser iniciada apds ser afastada TB doenca (BRASIL, 2010)

Anergia causada por um estado imunocomprometido (especialmente com a infec¢io pelo
HIV, imunossupressdo induzida por medicacdo ou pacientes transplantados) pode levar a
resultados falso-negativos (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 1999; BENITO et al., 2002;
MUNOZ et al., 2005), pois existe uma diminui¢do da responsividade de células mononucleares
periféricas, o que acarreta prejuizo para hipersensibilidade cutanea tardia e para o
reconhecimento de antigenos, como ¢ o caso do PPD (PANAYT et al., 2001). Os resultados
falso-negativos também podem ocorrer até 10 semanas ap6s a infec¢do com M. Tuberculosis
(HUEBNER, 1993). Os falsos negativos, particularmente na populagdao HIV onde as implicagdes
da doenga ativa sdo mais prementes pode limitar grandemente a utilidade deste teste
(MARKOWITZ, 1993).

Neste contexto, um teste tuberculinico positivo pode sugerir tuberculose ativa, infec¢ao
passada, vacinagdo com BCG ou sensibilizagcdo por micobactérias ambientais. Por outro lado, um
resultado negativo pode ndo excluir necessariamente a tuberculose (TIWARI et al., 2007). Desta
forma,o teste cutdneo da tuberculina ndo ¢ um teste de screening (triagem) ideal em pacientes

imunodeprimidos (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 1999).

3.5.2 Radiografia de Torax

A radiografia de térax ¢ indicada como método auxiliar no diagndstico da TB em
pacientes sintomadticos e negativos a baciloscopia, em familiares de pacientes baciliferos, e

mesmo em suspeitos de TB extrapulmonar. O método se baseia na presenca de opacidades
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radiologicas caracteristicas (SBPT, 2004). A andlise radioldgica ndo €, entretanto, um exame
especifico para detectar pacientes com TB, visto que lesdes pulmonares semelhantes as causadas
pelo M. tuberculosis podem ocorrer em outras doengas.

Esse exame fornece alguns indicios da doenga, mas a andlise radiografica ¢
frequentemente inespecifica para a TB paucibacilar (SAO et al., 1992) . A presenga de infeccdo
pelo HIV pode ainda, complicar a andlise radiografica das lesdes classicas da tuberculose
pulmonar. A interpretacdo dos achados radioldgicos geralmente ¢ propenso a variagdes inter
observador. As formas extrapulmonares e disseminadas da tuberculose sdo geralmente
diagnosticado por exame histopatologico. A falta de achados radioldgicos especificos para TB,
na maioria dos casos, faz da radiografia do térax um exame, quando analisado isoladamente,
sujeito a erros no diagndstico da tuberculose pulmonar (KOPPAKA e BOCK, 2004).

A radiografia do térax continua sendo utilizado para uma avaliagdo inicial dos pacientes
com TB pulmonar (ANDREU et al., 2004; HOPEWELL et al., 2006), e muitos pacientes podem
ser diagnosticados sem tomografia computadorizada (TC) de térax. No entanto, em casos TB
pulmonar com baciloscopia negativa, a TC pode permitir um diagnostico presuntivo de TB
pulmonar ativa e permitir um diagndstico mais precoce, porque a precisdo da TC para o

diagndstico de TB pulmonar ¢ sabidamente elevada (LEE et al., 1996; NAKANISHI et al 2010).

3.5.3 Baciloscopia

Atualmente, a técnica mais rapida, mais facil e mais acessivel para o diagnostico da
tuberculose ¢ a baciloscopia ou exame microscopico, que ¢ a pesquisa de bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) em um esfregaco de amostra clinica, preparado e corado com metodologia
padronizada (OMS, 2008). Os procedimentos de coloragdo mais utilizados sao a de Ziehl-
Neelsen (figura 4) e a fluorescéncia da rodamina auramina. Tem sido demonstrado que a
especificidade de ambos ¢ semelhante, embora a coloragao fluorescente tenha a vantagem de ser
examinada com objetiva de menor aumento, resultando em um menor tempo para avaliar cada
amostra (FERNANDEZ DE VEGA et al., 2005).

Em uma recente revisdo sistematica a sensibilidade da baciloscopia, encontrada foi em

torno de 70%. Através da baciloscopia pode-se detectar todos os membros do género
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Mycobacterium em amostras clinicas e se executado corretamente, permite identificar cerca de
70-80% dos casos de TB pulmonar em uma comunidade, sendo considerado o método prioritario

para o diagndstico desta forma da doenca (STEINGART et al., 2006).

Figura 4: Baciloscopia corada pela técnica de Ziehl-Neelsen

S

Fonte: CGLAB/DEVEP/SVS

No Brasil, a baciloscopia estd indicada para todos os sintomadticos respiratorios
(individuos com tosse e expectoragdo por trés semanas ou mais) € também para acompanhar a
evolucao bacterioldgica, reducdo bacilar e/ou negativagdo no escarro nos exames mensais,
independentemente do volume da secre¢do, do paciente com TB pulmonar durante o tratamento
(BRASIL, 2010).

A principal desvantagem, porém, da baciloscopia ¢ a baixa sensibilidade estimada em
aproximadamente, 35%, em lugares com altas taxas de TB com co-infeccdo pelo HIV
(CORBETT et al., 2003). Isso significa que um percentual variavel dos casos de TB sio
baciloscopia negativa, portanto, um resultado negativo nao exclui a doenca (REICHEMAN &
HOPKIN-TANNE, 2002).

A auséncia de baciloscopia positiva em individuos com evidéncia clinica e
epidemioldgica de TB, por falha na sensibilidade do teste, ¢ um problema diagnostico,
especialmente quando ndao ha outros testes disponiveis. Em inviduos infectados pelo HIV,
geralmente as baciloscopias sdo negativas (ELLIOTT et al, 1993) e imagens alteradas na

radiografia pulmonar e os sintomas clinicos sdo muitas vezes escassos ou ausentes. Assim, o
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diagnodstico da doenga ativa é feito com muita dificuldade e demora, levando ao tratamento
frequentemente tardio. Estes fatores relacionados a confirmacdo diagnéstica e inicio do
tratamento especifico, geralmente contribuem para o mau prognostico observado entre os
pacientes infectados pelo HIV com baciloscpias negativas (HARGREAVES et al., 2001).

O escarro de pacientes com tuberculose pulmonar — particularmente aqueles com lesdo
cavitaria — muitas vezes contém um grande nimero de BAAR que ¢ facilmente detectado pela
microscopia direta. O nimero minimo de bacilos necessario para produzir um esfregago com
resultado positivo tem sido estimado entre 5000 a 10000 por mililitro da amostra (tabela 1)
(BRASIL, 2001). Recomenda-se, para o diagndstico, a coleta de duas amostras de escarro: uma
por ocasido da primeira consulta, e a segunda na manha do dia seguinte, ao despertar (BRASIL,

2010).

Tabela 1: Numero de BAAR observados nas baciloscopias, concentragdes de bacilos cultivaveis nos
escarros e probabilidade de resultados positivos.

Numero de bacilos Concentracao estimada de Probabilidade de um
observados bacilos por mL de escarro resultado positivo
0 em 100 ou mais campos Menos do que 1000 Menos do que 10%
1-2 em 300 campos 5000-10000 50%
1-9 em 100 campos Aproximadamente 30000 80%
1-9 em 10 campos Aproximadamente 50000 90%
1-9 por campos Aproximadamente 100000 96,2%
10 ou mais por campo Aproximadamente 500000 99,95%

Fonte: Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculosee Outras Micobactérias, 2008. Modificado de
David HL. Bacteriology of mycobacterioses. US Department of Health, Education and Welfare, Public Health
Service, Communicable Disease Centre, Atlanta, USA, 1996.

3.5.4 Cultura

O método de cultura micobacteriana ¢ aproximadamente 100 vezes mais sensivel que a
baciloscopia de escarro para a deteccdo de M. tuberculosis (BRODIE e SCHLUGER, 2005), e
em decorréncia de sua alta especificidade, continua sendo o “padrdo ouro” para o diagnostico

definitivo (BRASIL, 2008).
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A Cultura pode ser realizada em varios tipos de espécimes, incluindo escarro e lavado
bronquico como também amostras extrapulmonares como sangue, urina, lavado gastrico, LCR,
entre outras (DSCTAC, 2000). No entanto, a cultura de micobactérias ¢ um método demorado,
podendo levar de 3-8 semanas para produzir resultados (SOINI e MUSSER, 2001). Esse método
¢ tecnicamente dificil, pois exige equipamentos de biosseguranca e pessoal capacitado, ficando
restrita aos centros de referéncia e aos laboratorios de pesquisa, possui relativamente, altos
custos e os espécimes clinicos paucibacilares podem algumas vezes produzir resultados falsos
negativos (OMS, 2009).

Deve ser indicada, sobretudo em suspeitos de tuberculose pulmonar com baciloscopia do
escarro negativa, para o diagnostico de formas extrapulmonares, como meningea, renal, pleural,
Ossea e ganglionar, e também para o diagnostico de tuberculose em pacientes HIV positivo.

O limite de detcgao de bacilos através da cultura é de 100 bacilos por mililitro de escarro,
mas quando realizada com alta qualidade técnica pode ser capaz de detectar de 10 a 100 bacilos
cultivaveis (RIEDER et al., 2007; OMS, 2004).

Quando realizada no escarro, pode, em geral, adicionar 20% de casos ao total daqueles de
TB pulmonar, ndo confirmados pela baciloscopia. Permite também a posterior identificacao da
espécie de micobactéria isolada, realizacdo de teste de sensibilidade as drogas antituberculose,
assim como a realizagdo de varias técnicas moleculares. A especificidade da cultura para o

diagndstico da TB ¢ maior do que 99% (OMS, 2004).

3.5.5 Histopatologico

E um método empregado na investigagdo das formas extrapulmonares ou nas formas
pulmonares que se apresentam radiologicamente como doenca difusa, por exemplo, na TB miliar
ou em individuos imunossuprimidos. Nos pacientes imunocompetentes, a baciloscopia do tecido
usualmente ¢ negativa e a presenca de um granuloma, com necrose de caseificacdo, € compativel
com o diagnostico de TB. Nos pacientes imunossuprimidos ¢ menos frequente a presenca de
granuloma com necrose caseosa, mas ¢ mais frequente a positividade da baciloscopia no material
de biopsia. No entanto, o Unico método diagndstico de certeza de TB ¢ a cultura seguida da

confirmagdo da espécie M. tuberculosis por testes bioquimicos ou moleculares e, por isso, todo o
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material coletado por bidpsia deve também ser armazenado em agua destilada ou em soro
fisiologico 0,9% e enviado para cultura em meio especifico (BRASIL, 2011).

As formas extrapulmonares e disseminadas da tuberculose sdo geralmente diagnosticadas
por exame histopatoldgico. As deficiéncias deste método podem incluir dificuldade na obtengao
de amostras representativas. Para amostras clinicas extrapulmonares obtidas por bidpsia, o
desempenho da histopatologia ¢ alto (> 70-80%), ja em fluidos bioldgicos este método ndo ¢ tao

sensivel (5-20%) (FERNANDEZ DE VEGA et al., 2005).

3.5.6 Métodos Imunologicos

A descoberta de antigenos especificos do M. tuberculosis abriu o caminho para melhorar
a especificidade do ensaio. Em 1986, Harboe e colaboradores relataram o primeiro antigeno M.
tuberculosis, MPB-64 (mais tarde conhecido como MPT-64). Em 1995, Andersen e cols.
relataram um antigeno altamente imunogénico da resposta imune celular a tuberculose em
camundongos, conhecido como early secretory antigen target 6 (ESAT-6). Posteriormente, em
1998, Berthet e colegas descreveram a culture filtrate protein 10 (CFP-10), um outro antigeno
altamente imunogénico. ESAT-6 e CFP-10 (DILLON et al., 2000; BROCK et al., 2001; van
PINXTEREN et al, 2007) tem sido amplamente estudado, demonstrando um grande potencial.

Estabelecer o diagnostico de tuberculose, particularmente a infec¢ao tuberculosa latente
em pacientes imunodeprimidos, muitas vezes pode ser um grande desafio para os médicos e
profissionais de laboratério. Testes baseados na deteccdo de IFN-y in vitro e métodos
moleculares baseados na deteccdo de fragmentos micobacterianos especificos tem sido
estudados. Ensaios baseados na deteccdo da produgdo de IFN-y in vitro por células
mononucleares periféricas estimuladas por antigenos especificos (ESAT-6 e CFP-10), bem
como, técnicas de amplificagdo de pequenos fragmentos do DNA micobacteriano tem sido
utilizados como métodos mais sensiveis e especificos na detecg¢ao de infecgao tuberculosa latente
(MARQUES, 2008).

O desenvolvimento de testes imunologicos para o diagndstico da infec¢ao pelo M.
tuberculosis esta diretamente relacionada com a resposta imunoldgica do hospedeiro. Desta

forma, poderia ser util para identificar uma infec¢do por TB sem a necessidade de detec¢do do
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bacilo no escarro ou qualquer outra amostra bioldgica do paciente e identificar a infecgdo
tuberculosa latente, principalmente em casos de imunossupressdo, onde o paciente apresenta
grande risco de evoluir para caso de doenga ativa, onde podera propor estratégias terapéuticas
para o controle da morbi-mortalidade.

Estudos recentes tém avaliado ensaios com interferon-y para diversas aplicagdes, tais
como: teste auxiliar no diagnoéstico de tuberculose ativa; a distingdo entre micobactéias ndo
tuberculosas (MNT) e infecgdo por M. tuberculosis; a diferenciacdo entre M. tuberculosis e
vacina BCG prévia; correlacionar a imunidade protetora com a eficacia da vacina; a previsao de
reativagdo da doenga entre as pessoas com tuberculose latente; acompanhamento da resposta ao
tratamento; triagem para ITBL em pessoas imunodeprimidas; e confirmar os resultados positivos
do TT (MAZUREK, 2005; NCCCC, 2006; PAI et al., 2004).

Atualmente, dois testes estdo disponiveis comercialmente em varios paises (Estados
Unidos, Canadd, Reino Unido, Franga, Italia, Alemanha, Suica e Australia): QuantiFERON®-TB
Gold (QFT"™), que utiliza como principio o ELISA, e T-SPOT-TB, com base na técnica
ELISPOT. Ambos sdo aprovadas pela Food and Drug Administration EUA e recomendado pelo
Controle de Doengas e Prevengao (CDC), como auxilio na detec¢do de ITBL (MAZUREK et al.
2010). O IGRA nao esta disponivel na rotina dos servigos no Brasil (BRASIL, 2011).

A sensibilidade desses ensaios para diagnosticar TB ativa tem sido estimada entre 64-
90% (PAI et al., 2008; MORI et al., 2004; Van PINXTEREN et al., 2000). Em paises com baixa
incidéncia de TB os IGRAs apresentam uma alta sensibilidade (>85%) para deteccdo de TB ativa
¢ também uma 6tima especificidade (97-100%) (BROCK et al., 2004; CHAPMAN et al., 2002;
JONES et al., 2007; MENZIES et al., 2007; RANGAKA et al., 2007).

Em uma abrangente revisdao dos estudos que compararam a sensibilidade de IGRAs e TT
em pacientes com TB confirmada por cultura, a sensibilidade para T-SPOT, QFT-GIT e TT foi
calculada em 90%, 83% e 89%, respectivamente (MAZUREK, et al., 2010). No mesmo estudo, a
especificidade foi de 88%, 99% e 85%, respectivamente. No entanto, os estudos publicados nesta
area sao muito variaveis em relagdo ao tamanho da amostra, a populagdo de estudo, etc. (PAI et
al., 2008). Ha uma variac@o significativa nas estimativas de desempenho para QFT-GIT e TT,
dependendo do tipo de estudo e da populagdo testada (DIEL et al., 2009). Os IGRAs possuem
superioridade ao TT sobre a especificidade em populagdes vacinadas com BCG, devido ao uso

de antigenos especificos de MTB (BROCK et al., 2004).
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Na Europa e no Canadd, diretrizes recomendam que o IGRA deve ser utilizado em duas
situagdes (NCCCC, 2006; PHAC, 2007):

1. Como teste confirmatério nos individuos que ja apresentaram um TT positivo.

2. Como uma substituicdo direta para o TT naqueles individuos em que o resultado do
teste ndo € confiavel, como no caso dos pacientes imunodeprimidos.

Embora os IGRAs sejam mais caros do que o TT, analises economicas da saude
descobriram que eles sdo eficientes, pois reduzem o numero de pessoas que necessitam de
quimioprofilaxia desnecessarias € monitoramento clinico e laboratorial durante o tratamento com
drogas (WRIGHTON-SMITH et al., 2006; DIEL et al., 2007). Ao reduzir os resultados falso-
positivos, ensaios que dosam interferon podem ajudar a evitar o tratamento desnecessario de

tuberculose latente e seus efeitos adversos.

3.5.6.1 QuantiFERON —TB Gold In Tube (QFT-GIT)

0] QuantiFERON®—TB Gold (Cellestis Limited, St. Kilda, Australia) ¢ um teste de
diagndstico in vitro que utiliza os antigenos ESAT-6 e CFP-10 ¢ TB 7.7 (p4) do M. tuberculosis,
os quais tem a funcdo de estimular as células T do sangue. Estas proteinas estdo ausentes em
todas as cepas de BCG e na maioria das micobactérias ndo-tuberculosas (com excecdo do M.
kansasii, M. szulgai e M. marinum). Individuos infectados com micobactérias do complexo M.
tuberculosis costumam ter linfocitos que reconhecem esses e outros antigenos micobacterianos.
Este processo de reconhecimento envolve a producao e a secrecao da citocina interferon-y (IFN-
Y). A detecgdo e quantificagdo do IFN-y € o principio do teste.

O teste envolve duas etapas, a incubagdo de sangue total com antigenos e a quantificacao
da produgao IFN-y por ELISA. Apds 16-24 horas de incubagao, a quantidade de IFN-y secretada
pelos linfocitos em resposta a estimulacdo com os antigenos (ESAT-6, CFP-10 e TB7.7(P4)) ¢
mensurada (PAI et al., 2005) (figura 5). Os resultados sdo expressos em pg/mL ou Ul/mL. O
teste apresenta elevada especificidade (acima de 98%, contra 35,4% do PPD, usando um ponto
de corte de 10 mm) em individuos saudaveis vacinados com BCG (MORI et al., 2004).

Estudos prévios relatam a sensibilidade do QFT-GIT variando entre 58% a 100%,

dependendo da regido geografica e populagdo; nos paises em desenvolvimento a média global ¢é
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70% (MENZIES; PAI, 2008; DIEL et al., 2010). Uma estudo de meta-analise recente estimou a
especificidade média e sensibilidade do QFT-IT, que foi de 97,7% ¢ 67%, respectivamente
(MENZIES et al., 2007). Em paises de alta prevaléncia o QFT-GIT apresenta baixa sensibilidade
no diagnostico de TB, demonstrada por um estudo de metandlise realizado por Diel e cols.
(2010)

Resultados de desempenho diagndstico do QFT-GIT em imunodeprimidos ainda sdo
discordantes. Aichelburg e cols. (2009) e Tsiouris e cols. (2005) observaram uma sensibilidade
de 90,9% e 81%, respectivamente, para tuberculose ativa em pacientes infectados com HIV. Ja
em outros relatos ocorre um mau desempenho do teste, com sensibilidades que variam 65-78%,
com especificidades variando 54-61%, quando sdo avaliados em imunodeprimidos (p. ex. HIV ¢
hemodialisados) (AABYE et al., 2009; KOBASHI, 2007; PETRESCU et al., 2010).

O teste oferece algumas vantagens, como visita Uinica do paciente, resultados em 24
horas, auséncia de um novo desafio ao sistema imune do individuo, e ndo sofre interferéncia de
vacinagdo prévia com o BCG, pois os antigenos utilizados ndo estdo presentes nas cepas

utilizadas na BCG (RICHELDI, 2006; DOMINGUEZ, 2008; PAI 2008).

Figura 5: Principio do QFT-GIT.

Teste in vitro
altamente
Teste cutineo especifico

in vivo nao
especifico

Apresentacdo de
antigenos
micobacterianos

Fonte: Modificado de QuantiFERON-TB Gold — Cellestis
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3.5.7 Teste Molecular — Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reag¢dao em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma técnica que permite a sintese
enzimdtica in vitro, de sequéncias especificas de DNA através do uso de dois iniciadores
(oligonucleotideos) que hibridizam fitas opostas de DNA. PCR ¢ o teste de amplificacdo de
acido nucleico mais explorado atualmente, ¢ rapido, mas sua acuracia ¢ muita heterogénea
(FLORES et al., 2005).

Em 1998, a seqiiéncia completa do genoma de M. tuberculosis H37Rv foi publicada e
pode ser constatado que o genoma, com 4.4 milhdes de pares de base, com cerca de 4000 genes,
¢ rico em elementos de inser¢do, seqiiéncias repetidas e familias conservadas de multigenes.
Diferente de outras bactérias, a maior parte da capacidade codificadora esta relacionada com a
produg¢dao de enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios, refletindo a dependéncia da
micobactéria na degradacdo de lipidios do hospedeiro para a obtengdo de nutrientes e sintese da
parede celular (COLE et al., 1998).

O alvo mais comum usado na PCR ¢ IS6110. Essa seqiiéncia ¢ especifica para o
complexo M. tuberculosis e esta presente até 20 vezes no genoma, oferecendo multiplos alvos
para amplificacdo (SHAW, 1998). Entretanto, atualmente alguns estudos ja demonstram algumas
micobactérias atipicas que apresentam regides do DNA homologas ao IS6110 presente no
complexo M. tuberculosis (MONTENEGRO et al., 2004; NOVALIS et al., 2008). Apesar de
alguns estudos ja demonstrarem que o IS6110 ndo faz parte exclusivamente do genoma do
complexo M. tuberculosis, esta regido continua sendo vastamente utilizada como marcador
molecular para diagnéstico de TB, uma vez que, se os experimentos com IS6110 forem
realizados por pessoal devidamente qualificado num laboratério convenientemente equipado, a
sensibilidade e especificidade da PCR podem ser altas.

Em geral, os testes AAN tem apresentado um baixo desempenho no diagndstico da TB,
com sensibilidade média de 45,5% (28-55%) (ALMEDA et al., 2000; LIMA et al., 2009; LING
et al., 2008; TORREA et al. 2005; KAFWABULULA et al., 2002; CHENG et al., 2004). Ja a
especificidade desses testes costuma ser alta, acima de 90%. Sarmiento e cols (2003) em sua
meta-analise encontrou sensibilidade que variou de 9-100% e especificidade variando de 25-
100% para PCR no diagnostico de TB pulmonar com baciloscopia negativa, demonstrando uma

alta variacao e imprecisdo desses resultados. Em pacientes com baciloscopia positiva apresentam
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sensibilidade de 84 a 92% (KIVIHYA-NDUGGA et al., 2004; YAM et al., 2004) com uma
especificidade geral de 96 a 99% (NACHEGA e CHAISSON, 2003).

Em relagdo aos fatores clinicos, o grau de suspeicdo tem um efeito direto sobre a
utilidade da técnica. A maioria dos estudos considera a baciloscopia e cultura como os métodos
de referéncia, de modo que, na pratica o valor diagndstico dos resultados dos testes de
amplificagdao deve ser decidido apds uma analise conjunta dos dados clinicos, epidemiolégicos,
exames convencionais e outros elementos disponiveis (DINNES, 2007).

Testes comerciais de amplificacio de acidos nucléicos apresentam 57-71% de
sensibilidade nos casos onde a baciloscopia é negativa (GRECO et al., 2006). Essa variabilidade
ocorre de acordo com a forma da TB, espécime bioldgico e a metodologia utilizados. Contudo,
ha também estudos que demonstram um desempenho melhor, sensibilidade maior que 85%, da
técnica de PCR quando realizada pelo sistema em unico tubo, utilizando o escarro como amostra
biologica para confirmagao de TB (KAHLA et al., 2009; SOO et al., 2006).

A eficacia da PCR no diagnoéstico da tuberculose esta relacionada com concentracdo de
DNA na amostra clinica, o tamanho da seqiiéncia do DNA alvo, o método de extracdo de DNA,
técnica de amplificagdo, escolha dos primers e qualificagdo das pessoas responsaveis pela
realizac¢do do ensaio (RATTAN, 2000; GARG et al., 2003).

Embora a PCR simples seja bastante util para a deteccdo do M. tuberculosis, um
procedimento que associa duas PCRs (Nested-PCR) concilia maiores sensibilidade e
especificidade (MIYAZAKI et al., 1993). A reamplificacdo de produtos de PCR com um
segundo par de oligonucleotideos que se ligam internamente ao local de anelamento do primeiro
par, deu origem a Nested-PCR. Diversos estudos ja descreveram a utilizagdo deste tipo de PCR
em duas etapas na deteccdo de organismos infecciosos a partir de espécimes clinicos (ABATH et
al., 2002). Este método aumenta a sensibilidade da técnica, porém apresenta problemas de
contaminagao, pois 0s tubos precisam ser abertos para a tranferéncia do produto amplificado na
1% reacdo para o microtubo onde acontecera a 2* reagdo (LIMA et al., 2009).

Miyazaki e colaboradores (1993), ao analisarem a técnica de diagnostico da TB por
nested-PCR, relataram um limite de deteccdo para a primeira PCR de 10? unidades formadoras
de colonias (UFC), com aumento de mil vezes apods a segunda reagdo e sensibilidade de até 0,1

UFC (ASSIS et al, 2007).

44



Numerosos ensaios de PCR foram descritos utilizando seqiiéncias conservadas de DNA
como alvo da amplificacgdo, para a detecgdo do complexo M. tuberculosis em espécimes clinicos
de individuos adultos, mostrando a sua utilidade para o diagndstico precoce da doenca (LIMA et
al., 2007; LIMA et al., 2009; PANDURO et al., 2000; PORTILLO-GOMEZ; REBOLLO et al.,
2006; LIRA, 2012; FULCO, 2012).

Atualmente, a PCR pode ser utilizada com confianca para excluir a tuberculose em
pacientes com baciloscopia positiva, mas a sua baixa especificidade pode levar a iniciagdao
erronea de terapia (GRECO et al., 2009).

A Nested-PCR em tnico tubo ou Single tube Nested-PCR (STNPCR) ¢ mais rapida do
que as técnicas de Nested-PCR convencionais € com menor possibilidade de contaminagao, pois
as duas reacdes de PCR ocorrem seguidamente, ou seja, os produtos amplificados na primeira
servem de molde para a segunda reagdo, sem haver abertura nem troca de tubos ou adi¢do de
novos reagentes (LIMA et al., 2009). As maiores vantagens da STNPCR em relagdo a PCR
convencional ¢ a rapidez, a reprodutibilidade e um menor risco de contaminagdo cruzada por nao
haver abertura dos tubos entre a 1* e a 2* reagdo. Portanto, a STNPCR enquadra-se num tipo de
diagnostico rapido, com possibilidade de maior sensibilidade e especificidade.

Atualmente, dois ensaios de amplificagdo de acidos nucléicos (AAN) estdo aprovados
pelo FDA e disponiveis para uso comercial: o AMPLICOR M. tuberculosis (Roche Diagnostic
Systems, Inc., Branchburg, NJ) e o Enhanced Mycobacterium tuberculose Direct, E-MTD (Gen-
Probe, Inc., San Diego, CA). Ambos utilizam PCR para amplificar as sequéncias alvo de
interesse.

A sensibilidade geral do teste Amplicor (em comparagdo com a cultura) para amostras
respiratorias, de acordo com o fabricante ¢ de 79,4-91,9%, a especificidade ¢ de 99,6-99,8%.
Portanto, o teste Amplicor foi aprovada pelo FDA apenas para a detec¢do direta do M.
tuberculosis em espécimes respiratorios com baciloscopia positiva, enquanto que o teste de E-
MTD ¢ aprovado pelo FDA para detecgdo do M. tuberculosis em amostras com baciloscopia
positiva e com baciloscopia negativa (SOINI e MUSSER, 2001).

A sensibilidade do ensaios de amplifica¢do de 4acidos nucléicos comerciais atualmente em
uso, gira em torno de 80% na maioria dos estudos, e esses ensaios requerem apenas 10 bacilos

por amostra (SCARPARO et al, 2000).
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A American Thoracic Society (1999) recomenda a utilizacgdo da PCR como teste
confirmatério adicional para amostras clinicas que possuem baciloscopia positiva. Em 2000, o
CDC atualizou suas recomendagdes para o uso de testes de amplificagdo de 4cidos nucléicos para
o diagnostico da doenga ativa.

O CDC recomenda que a baciloscopia e os ensaios de amplificagcdo de 4cidos nucléicos,
AAN (PCR), sejam realizados na primeira amostra de escarro coletada. Se a baciloscopia e a
PCR forem ambos positivos, o diagnostico € dado como tuberculose pulmonar. No entanto, se a
baciloscopia for positiva mas a PCR for negativa, o CDC recomenda o teste para os inibidores
(acido p-nitrobenzdico, PNB e p-nitro-acetilamine-hidroxipropiofenona, NAP) que inibe o
crescimento de MNT. Se os inibidores ndo sdo detectados, o processo € repetido em exemplares
adicionais. Se o escarro permanece com baciloscopia positiva sem inibidores ¢ PCR negativa, o
paciente pode ser considerado portador de micobactérias ndo tuberculosas. Porém, se os
inibidores sdo detectados, o teste AAN ndo oferece qualquer ajuda. Se uma amostra ¢
baciloscopia negativa ¢ AAN positivo € 0 mesmo resultado ¢ obtido com uma amostra adicional,
pode-se presumir TB. No caso em que todas as amostras de escarro permanecem baciloscopia
negativa ¢ AAN negativo, ndo se pode excluir a possibilidade de TB ativa, e um julgamento

clinico devem ser utilizados nas decisdes relativas a terapia contra a tuberculose.

3.6 Tratamento

A tuberculose ¢ uma doenca grave porém curdvel, na maioria dos casos. O tratamento dos
baciliferos ¢ a atividade prioritaria de controle da tuberculose, uma vez que permite anular
rapidamente as maiores fontes de infeccao. Poucos dias (aproximadamente 15 dias) apds o inicio
da quimioterapia correta, os bacilos praticamente perdem seu poder infectante (MS, 2010).

As drogas usadas, nos esquemas padronizados sdo: isoniazida, rifampicina, pirazinamida
e ectaambutol. O tratamento da tuberculose deve ser feito em regime ambulatorial,
supervisionado, no servi¢o de saude mais proximo da residéncia ou do trabalho do doente (MS,
2010).

Com o objetivo de detectar 70% dos casos de TB e curar 85% daqueles identificados,
modelos variados de tratamento supervisionado (DOTS) incluidos na estratégia DOTS proposta

pela OMS em 1993 foram mundialmente adotados na ultima década. A estratégia DOTS
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proporcionou a elevacdo das taxas de cura em diversos lugares, entretanto, ela tem obtido
variavel e limitado sucesso em reduzir as taxas de incidéncia da TB e de resisténcia aos fairmacos
anti-TB, nos paises em desenvolvimento, principalmente em grandes metrdpoles e em locais com

elevada prevaléncia de infecgdo pelo HIV (CONDE et al., 2002).

Quimioprofilaxia secundaria ¢ a administragcdo de isoniazida a uma pessoa infectada pelo
bacilo de Koch com a finalidade de evitar que ela adoega (BRASIL, 2002a). O tratamento da
infec¢do latente com isoniazida (na dose de 5 mg/kg a 10 mg/kg de peso, até¢ a dose maxima de
300 mg/dia) reduz em 60% a 90% o risco de adoecimento (SMIEJA et al., 1999). Essa variagdo
se deve a duragdo e a adesdo ao tratamento. O tratamento deve ser reaalizado por um periodo

minimo de 6 meses (MS, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacio e local de estudo

Foram selecionados para o grupo imunodeprimido 88 pacientes com diversos tipos de
imunodepressao (HIV positivo, pré e pds-transplantados, portadores de doengas auto-imunes,
desnutridos, etilistas, entre outros) com e sem sintomas clinicos de tuberculose, de ambos os
sexos, de faixa etaria variada, oriundos da enfermaria da DIP (doencas infecto parasitarias) do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Para os individuos com HIV, a
carga viral e o tratamento com antiretrovirais ndo influenciou na selecdo desses pacientes. No
grupo controle foram selecionados 12 individuos saudaveis, que nao possuiam nenhuma
desordem que levasse a imunodepressao.

Os participantes de ambos os grupos (n = 100) foram esclarecidos sobre a proposta da
pesquisa e posteriormente convidados a participar do estudo. Apds concordancia, assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1), em duas vias, referente a sua participagao
na pesquisa. Apds a coleta do material bioldgico foi preenchida uma ficha com dados clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais de cada paciente participante do estudo (anexo 2). Todas as
amostras biologicas obtidas foram enviadas ao laboratorio de Imunoepidemiologia do
departamento da Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz/MS para serem
realizados os procedimentos técnicos. O diagnostico confirmatério da tuberculose foi realizado
pelo médico acompanhante do servigo de satide, segundo normas do Ministério da Satde do
Brasil (MS), 2010. O projeto de pesquisa foi submetido ao comité de ética em pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco (N° 445/11) (anexo 3) e somente teve inicio apds sua
aprovagao.

O diagnostico de TB foi feito através de critérios estabelecidos pelo Ministério da Satide
do Brasil: 2 das 3 baciloscopias positivas ou cultura positiva ou por sinais clinicos com raio X
alterado com resposta ao tratamento terapéutico. Esses creitérios foram utilizados como padrao
ouro para a confirmacdo de TB nos pacientes do estudo. O inicio da terapia anti-TB dos
pacientes foi decidido pelo médico responsavel pelo paciente independentemente do resultado

dos testes QFT-GIT e STNPCR.
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4.2 Casuistica

a) Grupo imunodeprimidos: pacientes que possuiam condi¢des que levaram a
imunossupressao seja por, medicagdes imunossupressoras, doengas auto-imunes, infeccao pelo

HIV, entre outras, com suspeita ou nao de TB.

b) Grupo controle: individuos saudaveis, sem manifestagcdes clinicas da TB ou doencas e sem

contato com adulto tuberculoso.

Critérios de exclusio:
- pacientes que ja tinham iniciado o tratamento especifico para tuberculose;

- pacientes em estado grave que necessitaram de cuidados de terapia intensiva.

4.3 Critérios de definicao de caso de TB: Padrao-ouro

Para o estudo foi estabelecido como defini¢do de caso de TB a presenca do M.
tuberculosis na cultura em meio especifico e/ou melhora clinica evidente ap6s 15 dias do inicio

do tratamento especifico, segundo o médico acompanhante do servigo de saude.

4.4 Teste Tuberculinico

Em todos os participantes da pesquisa foi realizado o teste tuberculinico de Mantoux (TT)
que utiliza o Derivado Protéico Purificado (PPD Rt 23), aplicado por via intradérmica no terco
médio da face anterior do antebraco esquerdo, na dose de 0,1 ml, equivalente a 2 UT (Unidades
de Tuberculina). Os resultados foram obtidos apos 72 horas (3 dias) seguindo as normas do
MS(BRASIL, 2010). A aplicagdo e leitura do teste foram realizadas por profissional treinado

para tal.
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Para analise do TT foram considerados dois limites de acordo com cada grupo: para os
imunodeprimidos foi considerado como reator todo paciente que apresentava uma induragao
>5mm; ja para o grupo controle a reatividade foi considerada quando a induracdo era >10mm

(BRASIL, 2010).

4.5 Coleta de amostras biologicas

4.5.1 Sangue

Foram coletados de cada individuo 7,5 mL de sangue, por pun¢do venosa, que foram
posteriormente distribuidos da seguinte forma: 4,5mL para o tubo contendo o anticoagulante
EDTA (Vacutainer®, Becton and Dickson, England), utilizado na PCR em unico tubo e 3mL
para o teste imunologico (QuantiFERON®-TB GOLD), distribuidos igualmente (1 mL) em cada
tubo (Nil, TB Antigen e Mitogen) (figura 6). Os tubos Nil e Mitogen funcionam como controles

negativo e positivo, respectivamente, do teste.

4.5.2 Urina e outros fluidos biolégicos

Além de sangue, trés amostras de urina (a primeira da manhd), em dias consecutivos,
foram solicitadas para cada paciente. Em 2 pacientes, além do sangue e urina, foram obtidas
outras amostras (escarro ou liquido cefalorraquidiano-LCR). Para a utilizagdo do kit
QuantiFERON-TB Gold in tube foram empregadas apenas amostras de sangue. Sangue e outras

amostras disponibilizadas foram utilizadas na STNPCR e para cultura.
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Figura 6: Tubos para coleta sanguinea utilizados na dosagem do interferon-y.

Fonte: www.cellestis.com

4.6 Isolamento de células mononucleares

As células mononucleares do sangue foram separadas, seguindo o protocolo para
amostras de sangue que dao entrada no laboratorio de Imunoepidemiologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes, da seguinte maneira: a amostra de sangue foi transferida para um
tubo tipo Falcon® (15 mL) e foi diluida na mesma proporcdo (4 mL) em PBS (pH = 7,2). Em
outro tubo tipo Falcon® (15 mL), adicionou-se 3mL de Ficoll Histopaque® (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O sangue previamente homogeneizado com PBS foi
adicionado lentamente pela parede do recepiente, ao tubo contendo Ficoll e centrifugado a 2000g
por 30 min.

Apoés esse procedimento, o plasma e os leucdcitos (células mononucleares) obtidos
foram congelados separadamente a -70°C para posterior extragdo de DNA. O concentrado de
hemacias gerado foi desprezado de acordo com normas de biosseguranca.

Esse isolamento ocorre com o intuito de aumentar a sensibilidade da amostra, uma vez
que por serem intracelulares facultativos, os bacilos M. tuberculosis, normamente se encontram

no interior de algumas células pertencentes a série branca do sangue.

51



4.7 Descontaminacao e cultura da urina e outras amostras

Trés amostras de urina (a primeira da manhd), em dias consecutivos, foram solicitadas
para cada paciente. O LCR ndo recebeu tratamento de descontaminagao por ser considerado uma
amostra estéril sendo diretamente semeado em meio de cultura apropriado para o cultivo do M.
Tuberculosis. A cultura das amostras obtidas (urina, escarro e LCR) foi considerada como um
dos “padrdes ouro” para o diagnostico da TB.

Para a identificagdo das micobactérias, as amostra de urina e escarro, foram
descontaminadas pelo método de Petroff (NaOH 4%) e semeada em quatro tubos contendo o
meio Lowenstein-Jensen (LJ): 1) dois tubos de meio Lowenstein-Jensen (simples — sem drogas)
que identifica o género Mycobacterium; 2) um tubo de meio LJ com PNB (4cido para-
nitrobenzoico) que identifica cepas de Micobactérias atipicas; 3) um tubo de meio LJ com TCH
(hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico) para identificar a espécie Mycobacterium tuberculosis.
Os tubos foram colocados em estufa a 37°C e avaliados uma vez por semana até a 8 semana, ou
antes, desde que apresentassem positividade (crescimento de colonias em algum tubo (figura 7).
Os meios de LJ foram preparados pela equipe do Laboratorio de Imunoepidemiologia do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPqQAM/FIOCRUZ). Todos os meios preparados passaram por
testes de esterilidade (estufa a 37°C sem inoculagdo de amostra), de controle de qualidade do
meio (inoculagdo de cepa de referéncia H37Rv de M. tuberculosis), e os procedimentos seguiram
0 Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (BRASIL,
2008).

Figura 7: Meio Lowenstein-Jensen contendo culturas de M. tubeculosis.
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4.8 Extracao de DNA

Todas as amostras obtidas de cada paciente foram submetidas ao processo de extracao de
DNA seguindo o protocolo do fabricante do kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). O primeiro
passo foi pipetar 20ul de proteinase k em um microtubo de 1,5ml. Em seguida, adicionou-se
200pul da amostra e 200ul do Buffer AL. Os microtubos foram agitado no vortex por 15
segundos. Em seguida, os mesmos foram incubados em banho-maria a 56°C por 10 minutos e
entdo, centrifugados a 13000 RPM por 1 minuto, para retirar as bolhas que foram formadas.
Depois, 200ul de etanol (96-100%) foram adicionados e mais uma vez centrifugado a 13000
RPM por 1 minuto.

Ap6s a conclusdo desta etapa, a mistura foi transferida para o QiAmp Mini Spincolumn,
sem molhar a parede da coluna, centrifugada a 8000 RPM por 1 minuto, e logo em seguida, a
coluna foi colocada em um novo tubo coletor, o coletor contendo o filtrado foi descartado.
Adicionou-se entdo, na coluna, 500ul do Buffer AW1, levou-o para centrifugacdo a 8000 RPM
por 1 minuto. Ao fim dessa centrifugacdo, desprezou-se o coletor contendo o filtrado, € um novo
tubo coletor foi acoplado a coluna. Em seguida, foram adicionados 500ul do Buffer AW2, a
amostra foi centrifugada por 13000 RPM por 3 minutos. Novamente, o tubo coletor com o
filtrado foi descartado, e um novo coletor foi acoplado a coluna. A amostra foi centrifugada mais
uma vez, a 13000 RPM por 1 minuto. Por fim, a coluna foi tranferida para outro microtubo e o
tubo coletor com o filtrado foi descartado. Adicionou-se na coluna 200ul do Buffer AE. A
amostra ficou em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente, e foi entdo centrifugada a 8000
RPM por 1 minuto e logo apds congeladas a -70°C.

Para as amostras processadas no mesmo momento, foi feito um controle negativo que
seguiu todo o protocolo do fabricante, colocando-se tampao TE ou agua destilada no lugar da

amostra (Qiagen).

4.9 QuantiFERON®-TB Gold in tube (QFT-GIT)

As amostras de sangue para o QFT-GIT foram obtidas imediatamente antes da execucao
do TT. O referido teste comercial foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante do kit

QuantiFERON®-TB Gold (Cellestis). Um mililitro de sangue total, foi coletado em cada um dos
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trés tubos de ensaio separadamente: um sem antigeno (controle nulo), um com antigenos da TB
(ESAT-6, CFP-10 e TB7.7) e um com fitohemaglutinina (mitégeno ou controle positivo). Os trés
tubos foram incubados por 16-24 horas a 37 'C. Apos a incubagéo, os tubos foram centrifugados
por 15 minutos, entre 2000 a 3000 g, para obtencao do plasma. O plasma removido de cada tubo
foi colocado em um criotubo. Esses criotubos foram, entdo, congelado a -70 ‘C para posterior
utilizacdo na segunda fase da técnica (ELISA) (figura 9). A quantificacdo do IFN-y foi feita por

ELISA também de acordo com as instrugdes do fabricante.

Figura 8: Estagios de processamento do QFT-TB.

1. Coletar 1ml
de sangue nos
tubos NIL,
Antigen e
Mitogen.

3 ; 23 / |
. 5 ezt i / =
Agitar bem. f/ 2. Centrifugar os / 3. Guardar o
Incubar os -

tubos a 37 °C tubos por 15 min plasma sobre

por 16-24 hrs. refrigeracao

4. Processar o
ELISA

6. Interpretar resultados

5. Realizar a
leitura do
ELISA

Fonte: Modificado de www.cellestis.com

Para a realizagdo do ELISA todas os regentes, exceto o conjugado 100X concentrado,
foram colocados a temperatura ambiente por 60 minutos (min). Durante esse tempo, foram
reconstituidos o padrdo na concentragdo 8,0 Ul/mL e o conjugado 100X concentrado, ambos em
agua destilada. Apos reconstituido, o padrao sofreu as seguintes dilui¢des, utilizando o diluente
disponivel no kit: 4Ul/ml, 1UI/mL, 0,25U/mL, 0 UI/mL (neste tutltimo, s6 diluente verde)
(figura 9). Apos realizadas as diluigdes, SOuL de conjugado foi distribuido em cada pogo da

54



placa de microtitulagdo, em seguida adicionou-se 50uL de plasma proveniente da primeira etapa
do teste em cada poco. Essa mistura foi agitada durante 1 min em um agitador de microplacas.
Ao fim desse processo a placa contendo as amostras foi coberta, para evitar exposi¢do a luz, e

incubada durante 120 min a temperatura ambiente.

Figura 9: Preparacdo da curva padrao.

150 uL
S4
L
Padrio kit Padrio 1 Padrdo 2 Padrdo 3 Padrio 4
8.0 U/mL 4.0 U/mL 1.0 Ul/mL 0.25 0 UI/mL

Ul/mL
Fonte: Modificado de www.cellestis.com

Na etapa seguinte, os pocos foram lavados com 400 uL do tampao de lavagem diluido,
disponivel no Kit, esse procedimento foi repetido 6 vezes. Depois, adicionou-se 100 pL de
substrato em cada pogo e agitou por 1 min no agitador de placas. Novamente a placa foi coberta
e incubada por 30 min a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, acrescentou-se 50 puL de

solucdo de parada em todos os pogcos e homogenizou com o agitador. Em seguida ocorreu a
leitura dos resultados a 450nm com o filtro de referéncia de 620nm.
Os resultados gerados no ELISA foram analisados no software QuantiFERON-TB Gold

Analysis e interpretados de acordo com a tabela 2.
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Tabela 2: Intepretagdo dos resultados do QFT-GIT

Nil (U/mL) TB Antigen — Mitogen — Nil QuantiFERON-
Nil (UI/mL) (UI/mL) TB (UI/mL)
<0.35 >0.5
>0.35e<25% Negativo
>0.5
do valor de Nil
>035e>25%
<8.0 ) - Positivo
do valor de Nil
<0.35 <0.5
>0.35e<25%
<0.5 Indeterminado
do valor de Nil
> 8.0 - -

4.10 Nested-PCR em unico tubo (STNPCR)

A STNPCR utilizada no estudo foi otimizada por Lima e colaboradores (2009): foi feito
um gradiente de concentracdo dos pares dos oligonucleotideos utilizados mantendo fixa a
concentracao do par interno e variando-se a do externo. Para tanto, a concentragdo do par de
oligonucleotideos internos foi fixada em 50pmol em 5 microtubos de reagdo onde fez-se o
gradiente de concentragcdo do par externo, que variou de 50 a 0,005pmol de oligonucleotideos.
Para verificagdo da especificidade dos oligonucleotideos foram feitas reacdes de STNPCR nas
mesmas condicdes ja descritas, em diversos tubos contendo genoma de vdrias espécies de
micobactérias (M. avium, M. smegmatis e M. fortuitum) e DNA humano (de individuo sadio).
Em um tubo foi colocado como template para a reacdo de PCR, DNA humano; nos outros tubos
colocaram-se DNA das micobactérias atipicas (M. smegmatis, M. smegmatis e M. fortuitum) e
ultimo tubo, colocou-se apenas agua (controle negativo) para avaliar o anelamento inespecifico
entre os oligonucleotideos (formagao de dimeros).

A técnica foi otimizada primeiramente com DNA gendmico purificado de cepa de

Mycobacterium tuberculosis de referéncia (H37Rv) e posteriormente em amostras bioldgicas.
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Foram feitas curvas com fator 10 de dilui¢do para a verificacao do limite de deteccao de DNA do
M. tuberculosis pela técnica de STNPCR (LIMA, 2009).

O alvo escolhido para ser utilizado foi a sequéncia de inser¢ao IS6110, sendo esta, parte
de um transposon de 1350 pb. Os métodos baseados em STNPCR seguiram os principios
propostos por Abath, e colaboradores (2002) e foram otimizados para amostras de sangue e urina
humanos (LIMA, 2009). A sequéncia de inser¢do IS6110 (GenBank accession N°. X52471) foi o
alvo para PCR. Os oligonucleotideos externos utilizados foram TJ5 (5’ - CCG CAA AGT GTG
GCT AAC - 3%) e TJ3 (5° — ATC CCC TAT CCG TAT GGT G - 3°), que amplificaram um
fragmento de 409pb e os oligonucleotideos internos foram o OLIS (5° — AAC GGC TGA TGA
CCA AAC - 3’) e STAN3 (5 — GTC GAG TAC GCC TTC TTG TT — 3’), amplificando um
fragmento de 316pb (RITIS et al., 2000).

A reagdo de amplificacdo foi realizada em um termociclador automatico (Eppendorf
Gradiente). A primeira etapa de PCR consistiu em 15 ciclos executados da seguinte maneira:
desnaturagdo a 94°C por 1 min; anelamento dos primers a 57°C por 1 min e polimerizagdo das
novas cadeias complementares pela a¢io da enzima Taq polimerase a 72°C por 1 min; enquanto
que a segunda etapa consistiu em 45 ciclos com as mesmas especificacdes de tempo e
temperatura da etapa anterior (94°C — Imin; 60°C — Imin e 72°C — 1min).

Os primeiros 15 ciclos da reagdo continham apenas 0,5 pmoles de oligonucleotideos
externos em um volume final de 50ul contendo Tris-HCl a 200mM, com pH=8.4, KCIl 500mM
(Tampao 10x), MgCl, a 2,5mM, dNTP 2mM x 5ul, e SU de Platinum Taq DNA Polimerase
(Invitrogen). Os oligonucleotideos internos, antes do inicio da PCR, foram diluidos na mesma
propor¢do com agua e azul de bromofenol (2ug/ml), contendo 50pmoles de cada
oligonucleotideo ¢ em seguida esta mistura foi fixada na superficie interna da tampa dos
microtubos abertos, numa estufa a 37°C ou temperatura ambiente. Para que os oligonucleotideos
internos passassem a fazer parte dos 45 ciclos finais da PCR, os mesmos foram eluidos da
superficie interna do microtubo através de interrupgao breve da PCR apos o 15° ciclo de reagdo e
feitas repetidas inversoes dos tubos para que entrassem em contato com a mistura de reagdo e
passassem a participar dos ciclos subsequentes da PCR.

Todas as reagdes da STNCPCR tiveram um controle negativo (10ul de TE) e um controle

positivo (2ul de DNA de cepa de M. tuberculosis H37Rv e mais 8ul de agua milli-Q estéril).
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Todas as amostras negativas foram repetidas para confirmagao do resultado. Também se utilizou
um controle negativo e um controle positivo para cada reacdo de PCR.
As amostras advindas da PCR foram colocadas na temperatura de 4-8°C por 48 horas, até
que fosse realizada a eletroforese para visualizacao do produto amplificado.
Os amplicons gerados através da Nested-PCR em tnico tubo foram separados em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio (3pl de brometo em 120ml de tampao TE 1x), e
visualizados sob luz ultravioleta. O marcador de peso molecular utilizado foi o Low Mass

Ladder (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, EUA).

4.11 Analise estatistica

Os dados obtidos no estudo foram inseridos num banco utilizando o programa SPSS 10.0
for Windows® (Chicago, IL) para posterior analise estatistica. A sensibilidade, especificidade,
Valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) foram calculados através do
programa Epi-Info 6.04 (CDC-USA/WHO-Switzerland). Foi definido como nivel de
significancia o valor de 5%. (p<0,05).

Os indices de concordancia dos testes analisados, foram determinados através do calculo
do coeficiente kappa (k), usando o SPSS 10.0. De acordo com Altman (1991), os padrdes
utilizados para definir a concordancia foram: x 0,21-0,40, concordancia fraca; k 0,41-0,60,

concodanciaa moderada; k 0,61-0,80, boa concordancia.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas dos participantes

As caracteristicas clinicas e demograficas sdao apresentadas na tabela 3. A idade média

dos pacientes foi de 38 anos (intervalo 21-68), o sexo prevalente foi o masculino (63%). No

grupo dos imunodeprimidos 80 eram portadores do HIV, 1 transplantado, 1 renal crdnico, 2

etilistas cronico, 1 com espondilite anquilosante, 1 sindrome mielodisplasica, 1 leucemia e 1 com

linfoma de Hodgking. A contagem média de linfécitos T CD4+ do pacientes HIV positivos foi

de 215 células/pL (intervalo 5-1157). A descricdo do uso de TARYV (terapia anti-retroviral) foi

retirada da analise, visto que havia muitos pacientes que relataram uso irregular da medicacao.

Cicatriz vacinal por BCG foi vista em 78% de todos os individuos envolvidos na pesquisa, tendo

sido observada em todos os individuos do grupo controle, porém estando ausente em 25% dos

pacientes imunocomprometidos.

Tabela 3: Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes do estudo.

Total Pacientes Grupo controle
imunodeprimidos

N 100 88 12
Masculino/Feminino 62/38 58/30 4/8
Idade, média 38 (21-68) 40 (22-68) 26 (21-33)
Imunossupressao -

HIV 80 (90,90)

Outros 8(9,1)
Meédia de céls CD4 (céls/uL) 220(5-1157) 220(9-1157) -
Vacinagdo BCG, n (%) 78 (78) 66 (75) 12 (100)
Tratamento prévio para TB, n (%) 12 12 (13,6) 0(0)
Cultura positiva, n (%) 5 5/83 (6) 0/8 (0)

TT
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Reator, n (%) 15 (16,3) 14 (17,5) 1(8,3)

Nao reator, n (%) 77 (83,7) 66 (82,5) 11 (91,6)

BCG, bacillus Calmette-Guerin; TB, tuberculose

Entre os imunodeprimidos, a TB ativa foi diagnosticada em 21 (23,9 %) pacientes (14
com doenga pulmonar e 7 casos de TB extrapulmonar) e infec¢ao tuberculosa latente (ITBL) em
6 (6,8%). Doze (13,6%) pacientes do grupo imunodeprimido relatava histéria prévia de

tratamento para TB.

5.2 Desempenho dos testes diagndsticos

O TT foi realizado em 92 participantes. Em oito pacientes HIV positivo que relataram ter
feito o TT em menos de 3 meses, o0 mesmo nao foi repetido para evitar o possivel efeito booster
(aumento de no minimo 6mm entre a primeira e a segunda aplicagcdo do TT, de acordo com a
SBPT, 2004).

Todos os 100 participantes foram testados com QFT-GIT e TT (figura 10). Apenas 7
pacientes do grupo imunodeprimido apresentaram positividade ao QFT-GIT, desses, 5 tiveram o
diagnostico confirmado: 4 com TB ativa e 1 com ITBL. Apenas 1 paciente do grupo controle
apresentou reatividade ao TT, com uma induracdo de 14mm, porém sem sinais clinicos nem
radiologicos compativeis com doenga. No grupo imunodeprimido, 14 apresentaram reatividade,
com induracdo variando entre 6-2lmm. A sensibilidade do QFT-GIT e do TT foram
respectivamente, 64,3% e 69,2% (tabela 4). Para os calculos de sensibilidade e especificidade
dos testes foram utilizados todos os pacientes: os 27 casos confirmados de TB e os casos
verdadeiramente negativos. Para andlise do desempenho (sensibilidade e especificidade) do
QFT-GIT, os 10 pacientes que obtiveram resultados indeterminados foram excluidos dos

calculos.
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Figura 10: Fluxograma que apresenta a distribui¢do dos resultados QFT-GIT nos pacientes TT reatores e

nao reatores.

Pacientes envolvidos
N =100

TT validos
N =92 (92%)

TT nao realizado
N =28 (8%)

TT reator TT nao reator

N =15 (16,5%)

N =77 (83,7%)

QFT-GIT QFT-GIT QFT-GIT QFT-GIT
indeterminado determinado indeterminado determinado
N=1(6.7%) N =14 (93,3%) N=9(11,7%) N =67 (87,0%)

QFT-GIT QFT-GIT QFT-GIT QFT-GIT
negativo positivo negativo positivo
N =28(57.1%) N =5 (35.7%) N=1(1,5%) N=0

61



Tabela 4: Desempenho dos testes TT, QFT-GIT e STNPCR de acordo com o estado
imunoldgico dos pacientes.

Sensibilidade Especificidade % VPP VPN Acuriacia
% (%95% IC) (%95% 1C) % % Y%

TT 69,2 98,1 96,4 81,3 85,9
(54,7-83,7) (94,5-101,8) (89,6-130,3)  (71,7-90,8) (78,8-93,0)

QFT-GIT 57,4 95,3 93,1 67,2 75,6
(43,3-71,6) (89,1-101,6) (83,9-102,3)  (55,4-79,0) (66,7-84,4)

STNPCR 64,3 914 84,4 77,9 80,0
(49,8-78.8) (84,2-98.6) (71,8-97,0)  (68,1-87.8) (72,2-87.8)

TT, teste tuberculinico; QFT-GIT, QuantiFERON-TB GOLD In Tube; STNPCR, PCR em unico tubo; 95% IC, 95%
intervalo de confianga; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo.

Todas as amostras bioldgicas (sangue, urina e escarro) disponiveis de cada paciente
foram amplificadas por nested-PCR em tnico tubo para deteccdo do M. tuberculosis. A
positividade desse ensaio foi vista em 17 pacientes imunodeprimidos. Destes, 12 (70,6%)
pacientes tiveram o diagnostico confirmado pelos padrdes-ouro utilizados na pesquisa (cultura e
diagnéstico clinico), sendo 11 TB ativa (9 com padrao pulmonar e 2 TB 6ssea) e apenas 1 ITBL.
A sensibilidade e especificidade da STNPCR foi de 64,3% (95% IC 49,8-78,8) ¢ 91,4% (95% IC
84,2-98,6) respectivamente. A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP),
valor preditivo negativo (VPN) e acuracia dos testes utilizados estdo apresentados na tabela 4.

Os coeficientes de concordancia estdo apresentados na tabela 5. A concordancia global
entre os testes diagndsticos QFT-GIT e TT foi considerada moderada com o valor de x 0,41
(p<0,001), entre 0 STNPCR ¢ o TT a concordancia obtida foi fraca, « 0,22 (p = 0,03). Nao houve
concordancia significativa entre a STNPCR e o QFT-GIT. Quando se avaliou a correlagdo dos
testes TT e QFT-GIT em pacientes com TB confirmada, o resultado encontrado foi uma fraca
concordancia (x = 0,36).

A cultura da urina foi realizada em 82 pacientes, 2 pacientes tiveram também outras
amostras semeadas (LCR e escarro). Em apenas 23,8% (5/21) dos casos de TB, confirmados por
resposta ao tratamento clinico houve crescimento bacteriano em cultura. Nenhum dos pacientes
do grupo controle (imunocompetente) apresentou positividade nos testes QFT e STNPCR e nem

na cultura.
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5.3 Niveis de células T CD4+

Os individuos infectados pelo HIV foram estratificados de acordo com a contagem de
linfocitos T CD4+ em <100, 100-350 e >350 céls/uL (tabela 6, figura 11). Dos 80 pacientes HIV
positivos, foram obtidos os niveis de T CD4+ em 68. A frequéncia de resultados indeterminados

declinou com o aumento do niimero de células CD4+ circulantes, 14,3%, 13,0% e 5,9%.

Tabela 6: Resultados positivo, negativo e indeterminado para QFT e TT em pacientes HIV, estratificado

pela contagem de células T CD4+.

Contagem | No.de | QuantiFERON-TB GOLD In Tube Teste tuberculinico
de CD4 | pacientes (TT)
(Ceéls/ul) Positivo | Negativo | Indeterminado | 0 mm | >5 >15

mm | mm

<100 28 2 22 4 27 1 0
100 —350 23 3 17 3 19 0 4
>350 17 1 15 1 14 1 2
Total 68 6 54 8 60 2 6

Figura 11: Frequéncia dos resultados positivos aos testes QFT-GIT e TT nos pacientes HIV positivos,

estratificados pelo nimero de células T CD4+ circulantes.
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Tabela 5: Concordancia (k) entre os testes TT, QFT-GIT e STNPCR, aplicados em todos os individuos envolvidos no estudo.

TT e QFT-GIT TT e STNPCR QFT-GIT e STNPCR
Concordanci Valor k Concordancia, Valor k Concordanci Valor k
a, % % a, %
Todos os individuos envolvidos 87,8 0,41 78,3 0,22 80,0 0.16
Pacientes com imunodeprimidos 58,3 0,36 46,15 -0,16 48,0 -0,05

TB confirmada

TT, teste tuberculinico; QFT-GIT, QuantiFERON-TB GOLD In Tube; STNPCR, PCR em unico tubo; TB, tuberculose.
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6. DISCUSSAO

Os testes diagnosticos IGRA vém sendo testados em diferentes condigdes que levam a
imunossupressdo. Ainda ndo se chegou a um consenso sobre a verdadeira sensibilidade e
especificidade desses testes em relagdo aos pacientes imunodeprimidos que apresentam respostas
imunolégicas variadas, dependo do grau e do tipo de morbidade que levaram a imunossupressao.

Menos da metade dos casos de TB em pacientes infectados pelo HIV sdo diagnosticados
antes da morte. Apesar do aumento do numero de pacientes HIV co-infectados com TB, ainda
ndo ha um teste confiavel para confirmar infec¢do ativa por M. tuberculosis, ou para detectar
infec¢des latentes em individuos assintomaticos (HOFFMAN et al., 2007). Dessa forma, esse
estudo teve como foco avaliar o desempenho do QFT-GIT e da STNPCR no diagnéstico de TB
em pacientes imunodeprimidos residentes em uma area endémica para a doenga.

Para analise de desempenho das técnicas utilizadas no atual estudo foram calculados os
coeficientes de sensibilidade e especificidade. Ao analisar as sensibilidades dos testes QFT-GIT
(57,4%) e TT (69,2%), observamos que o desempenho de ambos foi baixo, sem que houvesse
diferenca significativa entre os testes comparados. Esse achado pode ser justificado pela
deficiéncia de resposta imunologica que os pacientes imunodeprimidos, em sua maioria HIV
positivos, apresentam. Esses resultados sdo comparaveis a estudos prévios que avaliam pequenos
grupos de pacientes imunodeprimidos (n <200), em sua maioria HIV, em locais com altas taxa
de incidéncia de TB (CATTAMANCHI et al., 2011; DHEDA et al., 2009). Jung ¢ colaboradores
(2012) avaliaram o TT e o QFT-GIT no diagnostico de TB em pacientes imunodeprimidos. Esse
estudo, realizado na Coréia do Sul, local de incidéncia moderada de TB, envolveu 119 pacientes
imunodeprimidos com suspeita de TB, porém com baciloscopia negativa, que foram divididos
em 4 grupos de acordo com o tipo de imunossupressdo: diabetes mellitus, uso de medicamentos
imunossupressores, renais cronicos e portadores de doencas malignas. Nessa avaliacdo, foi
demonstrada uma sensibilidade de 59% (95% IC 44,9-72,0) e uma especificidade de 61,3% (95%
IC 54,4-67,6) do QFT-GIT nos pacientes imunodeprimidos. O TT também ndo apresentou um
bom desempenho a nivel de sensibilidade, 41,2% (95% IC 28,3-50,8). Diante disso, Jung e cols.
concluiram que nem o QFT-GIT, nem o TT podem ser utilizados como Unica ferramenta
diagnostica de TB, em pacientes imunodeprimidos, residentes em paises com moderada

incidéncia da doenga.
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Veldsman e cols (2009) também demonstraram baixas sensibilidade (30%) e
especificidade (63%) do ensaio QFT-GIT quando comparados com os resultados da cultura, que
foi considerada como padriio ouro, em seu estudo realizado na Africa do Sul em 60 pacientes
com HIV. Em areas onde a TB e o HIV sdo prevalentes, a sensibilidade do IGRA tem sido baixa
(DIEL et al., 2010). O valor diagnostico do teste ¢ significativamente diminuido pelas altas
proporgdes de resultados indeterminados em individuos HIV positivo (CHUNG et al, 2011).

Aabye e cols. (2009) compararam o desempenho do QFT-GIT em 161 pacientes,
divididos em 2 grupos: HIV positivos com 68 individuos e HIV negativos com 93 participantes.
Os pacientes foram provenientes da Africa, pais endémico para TB e HIV e foram
diagnosticados para TB pulmonar através da cultura do escarro. Nesse estudo, foi observada uma
sensibilidade maior do teste nos pacientes HIV negativos (81%) que a encontrada no grupo HIV
positivo (65%).

Por outro lado, existem também estudos que verificaram um bom desempenho do teste
imunoldgico, onde a sensibilidade encontrada esta acima de 70% (TSIOURIS et al., 2005;
RABY et al.,, 2008) e outros que demonstraram um bom desempenho dos IGRA com
sensibilidade acima de 80% (RICHELDI et al., 2009; CHUNG et al., 2011; KANG et al., 2005;
MENZIES et al., 2007, CHO et al., 2007; BORGSTROM et al., 2011; GAO et al., 2012). Esses
resultados promissores geralmente ocorrem em pacientes sem patologias imunossupressoras e
em locais de baixa incidéncia de TB.

Poucos sdo os relatos (TSIOURIS et al., 2005) que conseguem associar um bom
desempenho diagnostico dos IGRA em pacientes com estado imunologico deficiente em locais
de alta prevaléncia da TB. Richeldi e cols. (2009) estudaram o desempenho do QFT-GIT em 331
pacientes imunodeprimidos que foram categorizados em 3 grandes grupos, de acordo com o tipo
de imunossupressdo: hepatopatas cronicos, HIV positivos e pacientes com malignidades
hematoldgicas. Os bons resultados encontrados sugerem que o QFT-GIT (15,1% resultados
positivos) ¢ capaz de identificar um maior numero de casos de TB que o TT (10,9% resultados
reatores). Assim como Richeldi e cols., Tsiouris e cols (2005) também obtiveram boas taxas de
positividade do QFT-GIT em relacdo ao TT. Esses resultados poderiam ser explicados pelo
maior nimero de pacientes avaliados que ja tinham diagnostico confirmado para TB.

Diferentemente, em nosso estudo os pacientes imunodeprimidos foram avaliados independente
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de ter ou ndo a TB confirmada, o que justificou ao final, a obtengdo de um pequeno nimero de
casos confirmados para a doenga.

A proporgao de resultados indeterminados obtidos neste estudo através do teste QFT-
GIT, esta de acordo com alguns trabalhos realizados com individuos imunodeprimidos. Manuel e
cols. (2007) observou 7,8% de indeterminados em pacientes hepatopatas cronico, Pratt et al,
encontrou 10% de resultados indeterminados ao avaliar pacientes com artrite reumatodide,
enquanto Ravn e cols. (2004) e Miranda e cols. (2009) encontram 12% e 11%, de resultados
indeterminados, respectivamente, em HIV positivos. Similar a esses dados, a maioria (87,5%)
dos resultados indeterminados encontrados neste estudo foi observado em pacientes com uma
baixa contagem de T CD4+ (< 350 células/uL). Esse achado pode ser explicado pela anergia
resultante da diminuicdo de linfocitos T os quais sdo responsaveis por produzir respostas
positivas no QFT-GIT como também no TT (RANGAKA et al., 2007).

No entanto, existem trabalhos que utilizam diferentes populacdes de estudo, incluindo
individuos com e sem imunossupressdo que observaram um maior indice (>17%) de resultados
indeterminados (BABA et al, 2008; MORI et al., 2004; FERRARA et al., 2006; BROCK et al.,
2006; CONNEL et al.,, 2006; DHEDA et al., 2009). Apenas 1 paciente com resultado
indeterminado no QFT-GIT apresentou reatividade ao TT, com induragdo de 15 mm, dado
semelhante ao encontrado por Kim e cols (2009).

Apesar do pequeno numero de pacientes (8) com resultados indeterminados ao QFT-
GIT que possuiam a quantificacdo de células T CD4+, observou-se que quanto menor a
quantidade de células maior a possibilidade de se encontrar um resultado indeterminado (tabela
6). O nimero de resultados negativos (40,7%) e indeterminados (50%) foi maior nos pacientes
que apresentaram menos de 100 células T CD4+ circulantes. Essa razdo inversa entre o namero
de T CD4+ e resultados indeterminados também foi observada por Balcells e colaboradores
(2008), Aabye e cols. (2009) e Leidl e cols (2010).

Alguns estudos relatam que o uso potencial dos IGRAs em areas endémicas para TB e
HIV, pode ser util na exclusdo de TB em pacientes com suspeita da doenca, bem como no
rastreio de ITBL nas populagdes de risco, como os HIV-positivos, portadores de doencas
cronicas, transplatados, entre outros (DOSANJH et al., 2008). Em nossa avaliagdo, assim como
em outros estudos (VELDSMAN et al., 2009; KABEER et al., 2009) esse fato ndo pode ser

confirmado, ja que o QFT-GIT apresentou um baixo desempenho no diagnodstico de TB em
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pacientes imunodeprimidos. Este fato provavelmente pode ser justificado por se avaliar o
desempenho de um teste imunologico dependente, sobretudo da imunidade celular em pacientes
que sabidamente possuem condigdes que levam a um déficit das células T. Nesta pesquisa pode
ser observado que a maioria dos pacientes imunodeprimidos com suspeita de TB ndo reagiram ao
TT, o qual ¢ considerado uma técnica que reflete a condi¢ao da imunidade celular do individuo.

O TT ¢ utilizado em todo o mundo ha mais de um século, como um auxiliar no
diagnostico de infec¢do por tuberculose, mesmo possuindo algumas conhecidas limitacdes
(reagdo cruzada com BCG, dificuldade no retorno do pacientes para leitura do mesmo; baixa
sensibilidade nos imunodeprimidos) (TIWARI et al., 2007). Na India (um pais com alta
incidéncia de TB e poucos recursos, assim como o Brasil), um estudo de 15 anos de
acompanhamento de 280.000 individuos sugeriu que o TT continua a ser um teste util para
auxiliar no diagndstico da TB na populagdo em geral (PAIL, 2005).

Nesta pesquisa, a sensibilidade do TT (69,2%) foi maior em relagdo a varios trabalhos
descritos (LUETKEMEYER et al., 2007; BALCELLS et al., 2008). Em um estudo realizado em
Zambia, apenas 30% dos pacientes HIV positivos apresentam reatividade ao TT (DUNCAN et
al., 1995).

Tsiouris e cols (2005) observou uma maior sensibilidade do TT (90%), nos casos de TB,
em relagdo ao IGRA (76%). Esse estudo teve como objetivo a analise da sensibilidade do QFT-
GIT e foi realizado na Africa do Sul com 154 pacientes HIV positivos que posuiam culturas
positivas para M. tuberculosis.

Como estava-se avaliando o TT em pacientes imunodeprimidos, cuja resposta
imunolédgica encontra-se sabidamente alterada por apresentarem diminui¢do de linfocitos T
CD4+, os quais sdo fundamentais na resposta celular tardia desencadeada pelo antigeno da
tuberculina injetada nesse teste, esperava-se uma maior anergia nesses pacientes a esse teste.
Porém, 51,8% dos pacientes confirmados para TB foram reatores ao TT, com uma induragdo
média de 15mm. Apenas 1 paciente com menos de 100 células T CD4/ul foi reator ao TT,
apresentando induragdo de 6 mm. A maior frequéncia de TT reatores ocorreu nos individuos com
contagem de T CD4+ >350 céls/pL.

Entre os pacientes com TT reator, 60% possuiam vacina BCG, confirmada através da
cicatriz vacinal e 46,7% relataram historia prévia de TB. Porém, nem sempre pode-se atribuir a

reatividade ao TT a associacdo com a BCG (PANAYI et al., 2001; MARTINS et al., 2007), visto
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que, a resposta imune desencadeada pela vacina ¢ mais fraca e menos duradoura do que a gerada
pela infeccgdo tuberculosa natural e pode ser suprimida por qualquer fator que altere o sistema
imune do individuo, como é o caso dos pacientes portadores de HIV (SANTIN et al., 2011).

Os casos confirmados de TB que foram negativos ao TT, 46,1% (12/26) podem ter
ocorrido, devido a uma resposta anérgica ou diminui¢do do “homing” (quimiotaxia) de células T
para o local da reacdo (JAFARI et al, 2008). Esse indice de anergia encontrado ¢ similar ao
relatado por Balcells e cols (2008), que encontraram 48% (12/25) ao avaliar o TT para
diagnostico de TB em pacientes HIV positivos.

Testes de amplificagdo de acidos nucléicos (AAN) t€m atraido um interesse consideravel
com o objetivo de contornar as limitagdes inerentes aos métodos bacterioldgicos convencionais.
(KAHLA et al., 2011). Sua contribui¢do para o diagnostico rapido da TB tem sido amplamente
estudada.

Para o bom desempenho da PCR, varios fatores devem ser levados em consideragao,
sobretudo a descontaminag¢do das amostras ¢ o método de extragdo de DNA. A desproporcao
entre a velocidade de crescimento das micobactérias e de outras bactérias torna necessaria uma
descontaminacdo das amostras clinicas contendo microbiota associada, que, quando presente,
pode impedir a multiplicacdo dos bacilos levando a um resultado falso-negativo (THORTON et
al.,, 1998). O uso de alguns agentes descontaminantes juntamente com agentes mucoliticos
(utilizados para liquefazer os restos organicos e liberar os bacilos intracelulares do escarro)
podem levar a uma perda de viabilidade do bacilo (KENT; KUBICA, 1985). Por isto, optou-se
pela descontaminag¢do com o método de Petroff, o qual utiliza hidréxido de sodio a 4%, um dos
métodos mais empregados, por destruir grande parte de bactérias contaminantes, além de
liquefazer o material, no caso das amostras de escarro. Na etapa de descontaminagdo, as
manipulagdes da amostra podem causar erros, tais como: dilui¢do inadequada, aspiragdo
acidental do sedimento e contaminagdo cruzada (LEMAITRE et al., 2004; YAJKO et al., 1995).

Neste estudo, foi aplicado a Nested-PCR em unico tubo para todas as amostras coletadas
(plasma, leucocitos, urina, LCR e escarro) com o intuito de avaliar sua utilidade no diagnostico
de TB em area endémica em pacientes imunodeprimidos. Os valores de sensibilidade e
especificidade da STNPCR encontrados em nossa analise foram 64,3% e 91,4%,
respectivamente, resultados que estdo de acordo com estudos publicados. Torrea e cols. (2005)

desenvolveram um estudo com pacientes HIV em um local de alta incidéncia de TB,
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empregando PCR para o diagndstico de TB. Nesse estudo, a urina foi utilizada como amostra
bioldgica, sendo utilizada técnica de PCR em tnico tubo com o mesmo alvo genético (IS6110)
usado em nossa pesquisa. A sensibilidade encontrada variou de 40,5-66,7%, dependendo do sitio
de acometimento da TB, tendo demonstrado uma elevada especificidade (98,2%). Honore'-
Bouakline e cols. (2003) avaliaram diferentes técnicas de PCR para o diagnostico de TB em
pacientes imunodeprimidos de uma regido com alta prevaléncia da doenga. Amostras pulmonares
e extrapulmonares foram utilizadas. Os resultados encontrados foram uma sensibilidade variando
de 16-53,8% e especificidade entre 78,8% a 96,5%, dependendo da metodologia de PCR
empregada e amostra utilizada.

O baixo desempenho da PCR, encontrado neste estudo, pode ser explicado
provavelmente pela utilizacdo de amostras paucibacilares, visto que entre os 27 casos
confirmados para TB, apenas em dois pacientes com a forma pulmonar da doenga, foram obtidas
amostras de escarro, espécime com maior probabilidade de se encontrar o bacilo. Deve-se
também levar em consideragdo as limitagdes inerentes a técnica, que levam a inibicdo da
amplificacdo tais como: ndo homogeneidade das aliquotas levando a distribui¢ao desigual das
micobactérias na amostra, presenga de proteinas inibidoras ou, mais provavelmente, perda de
DNA de M. tuberculosis durante as etapas de lavagem da extracdo (KAHLA et al, 2011;
HALDAR etal., SUN etal., 2011; ALMEDA et al., 2000).

Porém a PCR quando combinada a outras técnicas, baciloscopia e TT, por exemplo,
apresenta utilidade no sentido de auxiliar na confirmagao diagnoéstica, por se apresentar como um
teste rapido e com bons valores de especificidade e VPP.

Ao analisar os indices de concordancia entre os testes utilizados encontrou-se uma boa
concordancia absoluta entre o QFT-GIT e o TT, 87,8%, com um indice kappa moderado, de
0,411. Tsiouris e cols (2006) também encontraram diferengas entre o valor absoluto (74,6%) ¢ o
indice kappa (x = 0,118), assim como Luetkemeye e cols (2007), (85,2%, « = 0,37). Pode-se
explicar esse fato baseado no principio imunologico dos testes, visto que ndo compartilham
exatamente o mesmo fendmeno: os IGRA medem principalmente as respostas aos antigenos das
células T efetoras (CFP-10, ESAT 6 e TB7.7), ao contrario do TT que mede as respostas tanto
das células T efetotas quanto as das células T de memoéria (DHEDA et al., 2005).

Nos paises industrializados, com baixa endemia para TB, a concordancia entre o TT € o

IGRA costuma ser elevada (94% de concordancia na Dinamarca [k = 0,87], 89% no Reino
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Unido [k = 0,72] e 85% nos Estados Unidos [k = 0,60]) (EWER et al., 2003; BROCK et al.,
2004; MANUEL et al, 2007). O mesmo ndo se pode dizer dos paises em desenvolvimento, onde
a endemicidade da doenga ¢ alta (LEIDL et al., 2010; KIM et al., 2010), fato confirmado em
nossa pesquisa.

De acordo com a literatura existe um elevado numero de resultados discordantes entre os
testes imunodiagnoésticos nos individuos HIV positivos, com concordéancias variando de baixa a
moderada (RANGAKA et al., 2007; RICHELDI et al., 2009; TALATI et al., 2009; STEPHAN
et al., 2008; MANDALAKAS et al., 2008; BARTALESI et al., 2009; FERRARA et al., 2006;
MATULIS et al., 2008).

As concordancias gerais entre STNPCR e TT e os testes QFT-GIT e STNPCR foram
baixas (k = 0,22 e x = 0,16, respectivamente) (tabela 5); entre QFT-GIT e STNPCR nao houve
concordancia. Quando se considerou as correlagcdes destes testes nos individuos com TB
confirmada, a concordancia entre eles diminuiu, encontrando-se apenas uma razoavel
concordancia entre os testes QFT-GIT e TT (x = 0,36). Nossos resultados estdo corroborando
com Balcells e cols. (2007), Richeldi e cols. (2009) e Ferrara e cols. (2005) que encontraram
concordancia moderada entre QFT-GIT e TT em pacientes HIV, x = 0,59, k¥ = 0,52, « = 0,40,
respectivamente.

Como a cultura ¢ considerada o padrdo ouro na maioria dos estudos de diagndstico de
TB, resolveu-se avaliar o seu resultado nos individuos da pesquisa. Observou-se um pequeno
percentual (20%) de pacientes com TB confirmada por resposta ao tratamento que apresentou
cultura bacteriana positiva nas amostras coletadas (urina, LCR ou escarro). Torrea e cols. (2005)
sO obtiveram crescimento em 6,1% das amostras de urina de pacientes HIV positivos e Mortier e
cols. (1998) encontraram uma positividade ainda menor, 5,8% de crescimento do bacilo na urina.
As baixas taxas de crescimento micobacteriano em urina pode ser devido a varias razdes: nem
todos os pacientes com tuberculose pulmonar pode ter micobactérias circulantes ou ter
quantidade suficiente de bacilos para serem filtradas através da urina (GOW, 1992); falsos-
negativos podem ter ocorrido devido a distribuicdo ndo homogénea das micobactérias na amostra
(ZAMBARDI et al., 1995) ¢ pelo fato da urina ndo ser um bom espécime biologico para cultivo,
por conter muitos inibidores.

Viérias diretrizes (Centros de Controle e Prevengdao de Doencas nos EUA, Instituto

Nacional de Saude e Exceléncia Clinica (NICE) do Reino Unido, e as diretrizes da Suiga)
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sugerem o uso do IGRA no rastreamento de infec¢do latente por M. tuberculosis e/ou para
confirmar um teste tuberculinico positivo. Em individuos imunocompetentes, o valor preditivo
negativo de IGRA para tuberculose ativa ¢ muito alto, se combinado com um resultado negativo
do teste tuberculinico, ja nos individuos imunodeprimidos o valor preditivo negativo do IGRA
ainda precisa ser mais bem estabelecido (MACK et al., 2008).

O valor diagnostico de um determinado exame, na pratica clinica, varia de forma
significativa com a prevaléncia da doenca em uma comunidade. Os resultados desses novos
testes devem ser interpretados com cautela, levando-se sempre em consideragdo o estado
epidemiologico da tuberculose na regido estudada e as condigdes imunologicas individuais que
podem interferir na resposta aos testes (LEE et al., 20006).

Conforme demonstrado ao longo deste trabalho, adicionado aos divergentes dados
encontrados na literatura, os teste STNPCR e QFT, ndo devem ser utilizados na rotina
diagnostica de TB, em pacientes imunodeprimidos, sobretudo em paises em desenvolvimento
com alta prevaléncia da doenga. Além da falha no desempenho do QFT GIT, deve ser levado em
consideragdo também o alto custo, em média R$ 106,00 por paciente. O elevado custo e o baixo
desempenho, fazem do QFT-GIT um teste sem aplicabilidade diagnostica. Portanto, novos
métodos diagndsticos sdo necessarios para suprir a lacuna dos exames convencionais no
diagnostico de TB em pacientes imunodeprimidos.

Diante do exposto, podemos sugerir uma medida simples, a rotina clinica que envolve os
pacientes imunodeprimidos: o uso do teste tuberculinico no rastreamennto de TB nesses
pacientes, a0 menos enquanto outros testes que apresentem melhores resultados sejam validados.
Essa medida se torna extremamente importante quando o Ministério da Satde (2010) preconiza
que qualquer paciente com HIV deve ser submetido ao teste tuberculinico, ao menos 1 vez ao

ano, fato que na pratica ndo ¢ observado.
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7. CONCLUSOES

e O QFT-GIT nao demonstrou utilidade como teste de triagem para detectar TB
em imunodeprimidos, em razdo do baixo desempenho e elevado custo;

e A STNPCR ndo demonstrou ser um teste sensivel para o diagndstico de TB
em individuos imunodeprimidos;

e Ao comparar os novos testes (STNPCR e QFT-GIT) com o TT ndo houve
diferenca estatisticamente significante que pudesse mostrar a superiodade dos
mesmos;

e Devido a simplicidade técnica e ao baixo custo, o TT devera continuar sendo
utilizado como teste de triagem inicial para diagndstico de TB em pacientes
imunodeprimidos.

e A baixa contagem de linfocitos T CD4+ (<350 céls/uL) dos pacientes HIV

positivo influenciou negativamente o resultado do QFT-GIT.
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QJ 9. ANEXOS m

FIOCRUZ

Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude

9.1 Termo de Consentimento

PACIENTE: IDADE:

HOSPITAL: Prontuario:
ENDERECO DO PACIENTE: Ne:

BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a), da pesquisa - “ANALISE DO DESEMPENHO DE
TESTES QUANTIFERON-TB GOLD E NESTED PCR EM UNICO TUBO PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE EM PACIENTES IMUNODEPRIMIDOS.”, ap6s ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra ¢ do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado(a) de nenhuma forma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:

Titulo do Projeto: Analise do desempenho dos testes QuantiFERON-TB Gold e Nested PCR em unico tubo para o
diagnostico da tuberculose em pacientes imunodeprimidos.

Pesquisador (a) Responsavel: Gabriela de Moraes Rego Guedes (e-mail: gabrielamrg3 1(@uol.com.br)

Telefones para contato: (81) 2101-2569 ou 2126-7825

Pesquisadores Participantes: Dra. Haiana Charifer Schindler, Lilian Maria Lapa Montenegro, Juliana Figueirédo da Costa
Lima, Lais Ariane de Siqueira Lira, André Luiz Alves do Nascimento.

Comité de ética em pesquisa (CEP): Av. Prof. Moraes Rego s/n, Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:50670-901. Tel.:
2126-8588

Objetivos: O objetivo da nossa pesquisa ¢ desenvolver um método molecular e imunoldgico para o diagnéstico de
tuberculose pulmonar, extrapulmonar, latente e monitoramento terapéutico em pacientes imunodeprimidos.

Procedimentos do estudo: Quando o Sr(a) for atendido pelo médico(a) assistente do hospital, Sr(a) respondera a um
questionario onde irdo constar: nome, endereco, telefone para contato, caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas
principais e tempo de duragdo, se estd tomando algum remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O
preenchimento do questionario sera feito por um dos integrantes da pesquisa. O Sr(a) serd acompanhado por uma equipe
multidisciplinar envolvendo os médicos responsaveis do servigo de satide com experiéncia reconhecida no manejo da
tuberculose, enfermeiras e técnicos que realizarfio outros exames necessarios e seguirdio os procedimentos adequados e de
rotina do hospital. O acompanhamento e tratamento serdo feitos pelo médico assistente do servigo que é responsavel por
todos os leitos, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou nao de Tuberculose pulmonar. Caso for
diagnosticada a doenca sera utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com rifampicina, isonizida, pirazinamida e
etambutol e se necessario, um esquema de segunda escolha sera oferecido em casos selecionados. Todo o medicamento sera
fornecido pela rede SUS (fornecido pelo Hospital ou pelo Posto de Saude).

Para a nossa pesquisa sera realizado o teste tuberculinico (teste de Mantoux), que consiste na aplicag¢do de 0,1 ml por via
intradérmica no antebrago esquerdo, na dose de 0,1 ml, apds 72 horas (3 dias) sera realizada a leitura desse teste, também
sera coletado 7ml de sangue (menos de uma colher de sopa) e 50 ml de urina. As amostras de sangue e urina serdo
encaminhadas ao laboratorio de Imunoepidemiologia do departamento de Imunologia do CPqAM para serem analisadas por
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profissionais capacitados. Os resultados de todos os exames serdo encaminhados ao médico responsavel pelo atendimento.
Todas as amostras (sangue e urina) serdo congeladas e armazenadas a -20°C, caso seja necessario a repeticdo do exame.

Riscos e Beneficios: O Sr (a) ndo sera submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e seguiremos a rotina
estabelecida pelo profissional de saude, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O abandono da pesquisa ndo trard prejuizo
ao seu tratamento ou ao acompanhamento clinico. O beneficio deste estudo serd contribuir para o desenvolvimento de
técnicas mais sensiveis, especificas, rapidas ¢ menos dolorosas que possam ser adequadas a realidade do nosso sistema
publico de saude, e a padronizagdo de critérios mais eficazes que irdo beneficiar o diagndstico precoce da tuberculose.

Custo/Reembolso para o paciente: Ndo havera nenhum gasto com sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos
serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranga com o que serd realizado. O (a) Sr(a) também ndo recebera
nenhum pagamento com a sua participagao.

Garantia de Sigilo: Os dados do (a) Sr. (a) serdo preservados em sigilo absoluto quando da publicagdo do resultado da
pesquisa.

Caso seja necessdrio, o Sr (a) poderd entrar em contato com os responsdveis pela pesquisa no enderego abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ
Laboratdrio de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia
Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitdria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569
Contato: Gabriela de Moraes Rego Guedes e André Luiz Alves do Nascimento.

&216(17,0 (1724

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

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador

Testemunha 1 Testemunha 2
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9.2 Ficha Clinica

Ficha Clinica

IDENTIFICACAO
1. Numero da ficha na | 2. Data da entre 3. Procedéncia: 4. Hospital de origeml':l
pesquisa vista . .
1. Ambulatério 1. Hospital das Clinicas
| | | | | | 2 Enfermaria 2. Hospital Otavio de Freitas
’ 3. IMIP
4. Hospital Bardo de Lucena
/ / I:I 5. Outro:
DADOS DO PACIENTE
7. Nome Completo do Paciente
9. Data de nascimento | 10. Idade do paciente 11. Sexo
1. Feminino
| | | anos | | | meses 2. Masculino I:l
/ /
12. Endereco 13. CEP 14. Telefone Res. e
Celular

_ ( ) -

Ponto de referéncia
( ) -
15. Bairro 16. Cidade 17. UF 18. Zona de localizacao da moradia
1. Urbana
I:I:I 2. Rural I:I

DADOS SOCIO-ECONOMICOS

19. Grau de instrucao | 20. Renda familiar mensal 21. Quantas pessoas 22. Quantos adultos?
do paciente M il a 1 salisio mini moram na casa do | Ao
1. Analfabeto . €nor ou 1gual a 1 salario minimo . 9 . Ate
A aciente’
2. Iniciou alfabetizacio 2. De 2 a4 salarlc,)s. mlnlmqs P 2. De? as I:I
3. 1° grau 3. Mais que 5 saldrios minimos i 3. Mais que 5
4. 2° grau I:l 4. Biscate é : 3“343 6 I:I
. - . .pDe4aa
5. 3° grau 8. Nao sabe informar I:I 3 Mais de 6
6. Outro 8. Nao sabe informar
23. Quantas 24. Quantos locais para | 25. O senhor(a) ou algum 26. O senhor(a) ou
criancas? dormir tém na casa? adulto na casa fuma? alguém na casa bebe?
1. Um 1. Sim 1. Sim
1. Até 2 2.De2a4 l:l 2. Nio 2. Nio I:l
2.De3as 3. Mais de 4 8. Nao sabe informar 8. Nao sabe informar
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3. Mais que 5

8. Nio sabe informar

[]

27. Existe algum caso | 28. Uso de drogas 29. Existe alguém da familia ou 30. Raca/Cor
de na familia do convivio que faz tratamento ; Eranca
TP 1. Sim 9 . Preta
HIV na famllla. T prolongado para TB? ] 3 Parda
2. Nao
1. Sim - . 1. Sim 4. Amarela
2 Nio I:I 8.  Nao sabe informar 2 Nio - A
. . : A . 5. Indigena
8. Naio sabe informar I:I 3. Sim -ndo sabe informar a doenga
8. Naio sabe informar

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

31. Sintomas:

32. Fez PPD
anterior?
1. Sim
2. Nio
8. Naio sabe
Data de realizagao:
/ /

[]

33. Resultado de PPD anterior:

1. Nao reator (0-4mm)

2. Reator fraco (5-9mm)

3. Reator forte (10-14mm)

4. Reator muito forte (>15mm)
8. Nao sabe informar

9. Inaplicavel ]

34. Fez PPD na Pesquisa?

1. Sim
2. Nao
3. Nao sabe [ ]
Data de realizagao:
/ /

35. Resultado de
PPD na pesquisa:

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

]

36. Ja fez TTO para tuberculose?
1. Sim
2. Nao L]
Qual:

Caso sim, quanto tempo?

Caso sim, nimero de TTO anteriores:

37. Fez pesquisa de BK

(Baciloscopia)?
1. Sim
2. Nao

Caso sim, qual o resultado:

38. Fez cultura
para
micobacteria?

3. Sim
4. Nao

Caso sim, qual o
resultado:
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ANTECEDENTES DO PACIENTE

8. Naio verificado

39. Ja teve alguma doenca? 40. Qual doenc¢a?
1. Sim 1. Asma 6. Fibrose Cistica
2. Nio [ ] 2. Pneumonia 7. HIV/AIDS [ ]
8.  Nao sabe informar 3. Bronquite 8. Cancer
4. Tuberculose 9. Nao sabe
Caso a resposta seja Nao, seguir para 41 5. Diabetes 10. Outro:
41. Tem cicatriz de BCG? (vista pelo 42. Toma algum medicamento atualmente?
entrevistador no braco direito ou através de 1. Sim I:I
cartio) 2. Nao
1. Sim .
ual:
2 Nio ] Q

CARACTERISTICAS CLINICAS (referidos pelo Informante)

43. Ha quanto tempo o paciente esta doente?

mese dias

44. Tem febre? 45. Perda de peso?
1. Sim 1. Sim
2. Nao I:I 2. Nao I:I
8. Naio sabe 8. Ndo sabe

Caso sim, ha quanto tempo:

46. Tem tosse? 47. Tem falta de 48. Tem fraqueza muscular?
2. Nio ] P 2 Nao ]
8. Nio sabe 2 Nio 8. Naio sabe

Caso sim, ha quanto tempo: 8. Nio sabe

49. Realizou Raio X de Torax? 50. Resultado do - Se alterado:

1. Sim

[]
2. Nao

3. Nao sabe informar

Data: / /

Raio X de admissao:

1. Normal

[]

. Padrfo ndo sugestivo de TB
Forma Pneumonica

Forma Pneumoganglionar

. Forma Pleuropulmonar

2. Alterado

[]

. Forma Miliar

. Forma Ganglionar
. Inaplicavel

. Nio sabe informar

© NN AW —

OBSERVACOES:

Responsavel pelo preenchimento da ficha:

Telefone de contato do responsavel pelo paciente (profissional de saude):
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9.3 Comité de ética em pesquisa

SERVILO P(FBLU:ﬂ FERERAL
TNIVERSIBADE FEDERAL DE PERNAMBUCD
Comvité de Lilea om Posgmis
Ax, do Engendssria, s — 1° Aadar, Lml Tlabrasitio CEE SOTHMEND Reedle - PE.
Telfys: 81 J126 8388 - goppaihe befons a-nasth copoesdBuine.br

O3f MR 0862012 - CEF!GC$ Reclfe, 02 de feversito de 2012
A

Do toranda Gabrislz de Morass Reno Guedas
Hospitel das Gikcas — COSURPE

Reogizire do SISNEP FR - 482605

CAAE — Q424,04 72 ORS-11

Regieiro CERCCSAIFPE NO 445711

Tituher Sreilise do desempenho de testas fwmaﬁgm (QuantFERDM-TH Gold In tuba) & mofecudar (PCR
em fempo real} no dagnéstico da whercwinse latente em pacienies munadaprimides

! Pesquinadar Rasponsavel Zapmeis ds Maoraas Rego Husdes

Senhor (&) Pesguigadar 5]

mimames e o Camie de Eics sm Pesqulsa Bevolvendo Seres Humanus de Conibe de Gidickas da

Saide da Universlinde Fedarg de Pemambuce (CEFICCSAIFPE) ragistrou « anefison de acrda cam g

Resolcio N ° 196/96 do Conssiho Nacionat de Sade, o protecolo de pesquiya on epigate, ferando-o
! pars nick de colets de dades em 01 de lovarere 20142,

Resssllamnos gee & apovande definifva do prejeto serd dada apds @ entrega do refatéiio finadl, conforme
a g uraniscies:

m) Prejstor com, ne maxine, 02 (acis) qrosas pern soncluelie: ¢ pesapiradar devard
mvhraspanm um relatiric fnal;
A dos mabbres de 06 (sa) meses” o pesquisador devera anvisr

Caardenador do CEF GRE wFPE
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9.4 Relato de caso

Tuberculose osteoarticular em paciente com HIV: relato de caso
Osteoarticular tuberculosis in patient with HIV: case report

Gabriela de Moraes Régo Guedes', Juliana Figueirédo da Costa Lima", Fabiana Cristina Fulco
Santos™, Marcela Pereira Salazar'’, Lilian Maria Lapa Montenegrov, Haiana Charifker
Schindler"!

I- Biomédica, estudante de Doutorado do Programa de Pds-Graduagdao em Inovacao
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco

II- Biomédica, estudante de Doutorado do Programa de Pdos-Graduagao em Clinica Médica
da Universidade Federal do Rio de Janeiro

I1I- Bidloga. Mestre em Ciéncias da Saude. Colaborador técnico do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes -CPqAM/FIOCRUZ

IV- Biomédica.
V- Tecnologista Junior do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes -CPqAM/FIOCRUZ.

VI- Professora adjunta do Departamento Materno Infantil da Universidade Federal de
Pernambuco.

Trabalho realizado no Laboratorio de Epidemiologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/Fiocruz.

Autor correspondente: Gabriela de Moraes Régo Guedes

Enderego para correspondencia: Av. Professor Moraes Rego, s/n - Campus da UFPE -
Cidade Universitaria Recife/PE - Brasil | CEP: 50.670-420 - Telefones: 81 2101.2569 /
2126.7825 | E-mail: gabrielamrg3 [ @uol.com.br

Fontes de Auxilio a pesquisa: CNPq e Facepe
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RESUMO

Os autores relatam um caso de uma mulher de 38 anos de idade, portadora do HIV, com
nédulos subcutdneos em regido toracica com 3 meses de evolugdo. Foram avaliadas
caracteristicas clinicas, epidemiologicas e laboratoriais associadas com imagens de dano
aparente nas vértebras T11-T12 verificadas por exames de imagem, além da positividade do teste
molecular baseado em PCR e reatividade ao teste de Mantoux, com diagnostico de tuberculose

osteoarticular. Paciente recebeu tratamento por um ano e atingiu a cura clinica.
ABSTRACT

The authors report a case of a woman of 38 years old, HIV-positive, with subcutaneous
nodules in thoracic region with 3 months of evolution. We evaluated clinical, epidemiological
and laboratory features associated with images of apparent damage to vertebrac T11-T12, in
addition to the positivity of PCR-based molecular test and reactivity of the Mantoux test, with
diagnostic of osteoarticular tuberculosis. Patient received treatment for one year and reached
clinical cure.

Descritores: Tuberculose osteoarticular; Reacdo em cadeia da polimerase; osteomielite;
Diagnostico.

Keywords: Tuberculosis Osteoarticular; Polymerase Chain Reaction; Osteomyelitis; Diagnosis

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) permanece como uma das infec¢des mais devastadoras e amplamente
difundidas no mundo. Em 2010, no Brasil, foram notificados 71 mil casos de TB, sendo a 1°
causa de morte dos pacientes com AIDS'. Em imunocompetentes, 15-20% de todos os casos de
TB sdo extrapulmonar, enquanto que em individuos infectados pelo HIV corresponde a mais de
50%°. A forma oOssea acomete 1-3% dos pacientes com diagnéstico de tuberculose
extrapulmonar (TBEP), com acometimento da coluna vertebral em 50% dos casos’.

O diagnostico de TBEP, em particular, ¢ dificil devido a natureza paucibacilar dos
espécimes, a falta de volumes suficientes de amostras clinicas e a distribui¢do nao uniforme de

bactérias nestas amostras, assim como a localizagio da doenca em locais de dificil acesso®.
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Ainda hoje, o diagnostico da TB osteoarticular ¢ feito predominantemente com base em aspectos
clinicos e radioldgicos. Novas técnicas baseadas na detec¢do de 4cidos nucléicos tem sido
desenvolvidas para diagnostico da TB, principalmente das formas paucibacilares, como a PCR,
que detecta sequéncias de nucleotideos tnicas para o M. tuberculosis, permitindo resultado em
poucas horas (24-72h) e oferecendo melhor acuracia em relagdo aos métodos usuais de
baciloscopia e cultura’.

O objetivo dessa descricdo foi relatar o caso de uma paciente portadora do HIV com o
diagnostico de tuberculose 6ssea e mostrar como novas técnicas diagndsticas podem ajudar no

diagnostico final da doenca.

RELATO DO CASO

Paciente do sexo feminino, 38 anos, procedente de Vitoria (PE), HIV positiva desde
1995, com histodria prévia de neurotoxoplasmose e TB (ganglionar e pleural) tratada por 1 ano e
em uso regular de TARV (Azitromicina + Lamivudina + Efavirenz) desde 2009. Foi admitida
no Hospital das Clinicas/PE em novembro de 2011 com histéria de nédulos subcutaneos na
regido esternal, ha 3 meses, de aparecimento subito, sem sinais ou sintomas associados. Realizou
biopsia do nodulo, cujo resultado histopatoldgico revelou um processo inflamatério cronico
granulomatoso com células gigantes tipo Langhans e corpo estranho; resultado negativo para
BAAR e fungos e auséncia de neoplasia. Apds bidpsia do nddulo, evidenciou-se orificio
fistuloso com drenagem de secre¢do seropurulenta, sem cicatrizagao espontanea.

Realizou tomografia de térax que, além de linfonodos, evidenciou lesdo osteolitica em
vértebras na transicdo toraco-lombar. A Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de coluna
toracica evidenciou lesdes dsseas mal delimitadas de aspecto insulflante comprometendo o
aspecto latero-direito dos corpos vertebrais toracicos (por¢ao inferior de T11 e superior de T12),
com leve hipossinal nas sequéncias ponderadas em T1 (Figura 1), sinal heterogéneo em T2
(Figura 2), com impregnagdo pelo meio de contraste endovenoso, delineando-se areas centrais de
necrose/liquefagdo. A Densitometria Ossea identificou focos de osteopenia em colo do fémur e
em L1-L4. A ultrassonografia da parede toracica apresentou imagem alongada, situada na linha

média, abaixo do plano subcutaneo, estendendo-se anteriormente ao esterno e para regiao medial
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da mama esquerda, medindo 8,5 x 2,5 x 0,7 cm, com volume de 7,7 mL apresentando trajeto
fistuloso para a pele.

Foi realizada prova tuberculinica (Teste de Mantoux) com reagdo de 20 mm. A paciente
ndo apresentava cicatriz vacinal BCG. A STN-PCR (Single Tube Nested-PCR) foi positiva para
M. tuberculosis nas amostras de sangue e de urina, embora a cultura da mesma, em meio
Lowenstein-Jensen, tenha se apresentado negativa. Também foi realizado o ensaio
QuantiFERON-TB Gold in Tube que se revelou negativo. A contagem de células T CD4+ foi de
528 céls/uL. Apds 2 meses de investigagdo clinica, diante dos resultados positivos ao Teste de
Mantoux e da STN-PCR, foi confirmado o diagndstico de osteomielite cronica por TB
osteoarticular. Iniciou-se o esquema terapéutico COXCIP-4, com duracdo de 1 ano. A paciente

evoluiu para a cura terapéutica ao fim do tratamento.

DISCUSSAO

Os sinais e sintomas da TB osteoarticular sdo frequentemente ndo especificos e
coincidem com varias doencas infecciosas ¢ nao infecciosas, tais como a artrite reumatoéide,
artrite séptica, osteomielite cronica e metastase Ossea’. Pessoas com tuberculose extrapulmonar,
muitas vezes, nao tem os sintomas classicos associados a doenga pulmonar, como febre, tosse,
perda de peso, anorexia e sudorese noturna. Além disso, ndo apresentam achados fisicos
associados a doenca pulmonar’. Em uma série de casos, 31,5% dos pacientes com tuberculose
6ssea ndo tinham sintomas sistémicos®. As caracteristicas de tuberculose associadas a AIDS
incluem a doenca extrapulmonar, doenca disseminada, rdpida progressdo, linfadenopatia
visceral, abscessos de tecido e teste tuberculinico negativo®. A referida paciente, HIV positiva,
também nao apresentou sinais caracteristicos de doenga pulmonar tuberculosa, porém foi
reagente a0 Mantoux e apresentou orifico fistuloso apos biopsia de nédulo subcutaneo.

Tuberculose osteoarticular normalmente comeca como osteomielite nas placas de
crescimento dos 0ssos, onde o fornecimento de sangue ¢ melhor, e depois evolui localmente para
os espagos comuns. Nas vértebras, o segmento mais frequentemente acometido pelo M.
tuberculosis é a coluna tordcica. A infecgdo inicia-se no aspecto antero-inferior do corpo
vertebral, com destrui¢do do disco intervertebral e das vértebras adjacentes. Abscessos com

~ . . . 8
extensdes para a superficie ou tecidos adjacentes podem ser encontrados’. Os segmentos
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acometidos na paciente do estudo foram as vértebras toracicas T11 e T12, visualizadas através de
RNM. O diagndstico da tuberculose osteoarticular ¢ muitas vezes retardado, em média, de 12 a
19 meses, e pode demorar até 10 anos, provavelmente devido a apresentacao insidiosa da doenga
e um baixo indice de suspei¢do para o diagnéstico’. Comparado a media de tempo para o
diagnostico de TB Ossea encontrada na literatura, o diagndstico dado em apenas 2 meses do caso
em questao foi considerado rapido para um caso de TBEP. A equipe médica envolvida associou
uma técnica padrdo, o teste de Mantoux, considerado uma técnica “falha” em imunodeprimidos,
a um ensaio inovador, a STNPCR que foi positiva nas amostras de urina e sangue.

RNM ¢ o exame de imagem de escolha para a tuberculose vertebral, porque permite
diferenciar entre tecido de granulagdo e abscesso, avaliar o grau de destruicao ossea e identificar
invasio de estruturas adjacentes, tais como a medula espinhal®. No entanto, anatomia e
anormalidades Osseas, incluindo as calcificagdes macroscopicas e seqiiestro, sdo melhor
evidenciadas na tomografia computadorizada. Por isso a importancia da associacdo dos dois
métodos de imagem para confirmagao do diagndstico.

Recomenda-se que TBEP seja diagnosticada bacteriologicamente, histopatologicamente
ou pela avaliagdo clinica de especialistas. Mas na maioria dos casos, o diagndstico ¢ geralmente
clinico e resposta terapéutica empirica é frequentemente utilizada para confirmar o diagnostico’.
A PCR ¢é um método altamente eficiente e rapido para o diagndstico da doenga, tornando seu
resultado de grande valor no diagnostico precoce. Como PCR ¢ uma técnica muito sensivel que
pode detectar 1-2 micobactérias na amostra, o tratamento pode ser iniciado com base neste
resultado, se houver sinais clinicos da doenga. Embora estes testes ndo possam substituir a
baciloscopia, a cultura ou observagdes histopatologicas, podem contribuir significativamente
para o diagnostico precoce de TBEP e exercer um impacto aceitavel sobre o manejo clinico da
doenca'’.

A paciente apresentou historia prévia de tuberculose que pode ser o fator causador do
novo diagndstico. Algum foco granulomatoso remanescente que continha uma infecgdo latente
pode ter reativado, por uma diminuicao da imunidade, por exemplo. Assim como o caso relatado
por nossa equipe, Kakarala e Rajan'', também descreveram um relato sobre TB osteoarticular
que acometia o tornozelo, onde o paciente apresentava historia prévia de tuberculose.

Payne ¢ Yang'’ relataram um caso de TB osteoarticular de um paciente de 40 anos de

idade, desnutrido, que apresentava uma lesao ulcerativa com cerca de 3x4 cm na face postero-
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lateral do joelho direito que drenava continuamente uma secrecao leitosa. Esse paciente realizou
PPD apresentando uma induragdo de 21mm. Esse relato possui caracteristicas comuns ao caso
em questdo: um orificio fistuloso que drenava secrecdo e um PPD reator. Um resultado positivo
do teste de Mantoux pode ser util na confirmacdo de uma suspeita de tuberculose, porém um
resultado negativo ndo pode descarta-la.

Sabendo que a tuberculose pode afetar diversos orgaos além do pulmao, ¢ fundamental
avaliar o acometimento de sitios extrapulmonares'>. Em primeiro lugar deve-se considerar
tuberculose como uma possibilidade de diagnostico, sobretudo quando o paciente possui alguma
imunossupressdo e advém de area endémica, como o Brasil. Para estabelecer o diagndstico da
tuberculose 6ssea, ¢ fundamental um alto indice de suspei¢do. Os médicos devem considerar a
tuberculose 0ssea em pacientes com um curso clinico inconclusivo, apresentando osteomielite
envolvendo a coluna tordcica mesmo apresentando cultura bacteriana negativa. E importante
destacar a utilizacdao de outras ferramentas no diagnostico de TB. No caso apresentado a técnica
molecular de STNPCR foi superior a cultura, “padrao-ouro” utilizado para diagnostico de TB,
que apresentou negatividade de crescimento de bacilos na urina semeada. A técnica de
amplificagdo também se demontrou mais sensivel que a metodologia histopatoldgica, uma vez

que ndo foram encontrados BAAR na amostra analisada.
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FIGURAS

Figura 1: RNM mostrando lesdes dsseas dos corpos vertebrais T11T12.
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Figura 2: RNM eidenciando areas de necrose/liquefagao.
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