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RESUMO

Introducao. O diagndéstico das formas paucibacilares da tuberculose (TB),
que acomete principalmente criancas, imunocomprometidos, transplantados e
formas extrapulmonares é limitado pelas técnicas fenotipicas de baciloscopia e
cultura. Ademais, o diagnostico das micobacterioses, também apresenta-se
comprometido pelos métodos fenotipicos. A reacdo da polymerase em cadeia
(PCR) e suas variacfes, tais como a Nested-PCR (NPCR), tem sido descritas
como técnicas promissoras para o rapido diagnostico da tuberculose e
micobacterioses. Objetivos. Avaliacdo de um protocolo de NPCR para deteccao
do complexo Mycobacterium tuberculosis em sitios anatémicos pulmonares e
extrapulmonares de individuos com suspeita clinica de TB. Casuistica e Método.
Foram incluidas, prospectivamente, 24 amostras de sitios pulmonares e 85
extrapulmonares, coletadas a partir de 49 individuos soropositivos para o HIV e
28 soronegativos e submetidas ao método gold standard e a NPCR tendo como
alvo o transposon 1S6110. Resultados. A tuberculose foi diagnosticada em 11
pacientes (14,3%), com 54,5% de formas extrapulmonares e 45,5% pulmonares.
A NPCR foi positiva em todos, enquanto a cultura em apenas cinco deles. A
positividade da baciloscopia entre os espécimes clinicos foi de 9.2%. A cultura
permitiu o isolamento de sete cepas de M. tuberculosis e duas do Complexo M.
avium (8,25%). A positividade molecular foi descrita em 23,85% das amostras. O
desempenho da NPCR frente a cultura, para amostras pulmonares (n=22) e
extrapulmonares (n=83) foi similar (100% de sensibilidade e aproximadamente
83% de especificidade). A positividade pela NPCR foi significantemente maior que

o isolamento por cultura entre as amostras extrapulmonares (p=0.0042).
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Conclusdes. Os resultados obtidos sugerem a realizacdo de estudos mais
amplos que corroborem o potencial da NPCR-1S6110 para a deteccédo do genoma
micobacteriano na TB extrapulmonar, em especial entre imunocomprometidos.
Ademais, a deteccdo da micobactéria permanece como confirmacéo diagndstica e
a oportunidade de investigacdo do perfil de sensibilidade, favorecendo o

tratamento efetivo para qualquer faixa etéria e status imunoldgico.

Palavras Chave: Diagndéstico molecular, Mycobacterium tuberculosis, Nested-

PCR, Paucibacilares, Transposon 1S6110
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ABSTRACT

Introduction. The diagnosis of paucibacillary forms of tuberculosis (TB),
which mostly affects children, immunocompromised patients, transplanted and
extra-pulmonary forms is limited by phenotypic techniques of smear and culture.
Moreover, the diagnosis of mycobacteriosis, also has committed itself by the
phenotypic methods. The polymerase chain reaction (PCR) and its variations,
such as Nested-PCR (NPCR), has been described as promising techniques for
rapid diagnosis of tuberculosis and mycobacteriosis. Objective. Evaluation of a
NPCR protocol for detection of Mycobacterium tuberculosis in pulmonary and
extrapulmonary anatomic sites of patients with clinical suspicion of TB. Subjects
and Methods. Were included, prospectively, 24 pulmonary samples of 85
extrapulmonary, collected from 49 individuals HIV-seropositive and 28 HIV-
seronegative and submitted to the gold standard method and NPCR targeting the
transposon 1S6110. Results. Tuberculosis was diagnosed in 11 patients (14,3%),
with 54,5% of extrapulmonary forms and 45,5% pulmonary. The NPCR was
positive in all, while the culture was positive in only seven of them. Smear positivity
among the clinical specimens was 9,2%. The culture allowed the isolation of seven
strains of M. tuberculosis and two M. avium complex (8,25%). The molecular
positivity was described in 23,85% of samples. NPCR's performance against the
culture, for pulmonary (n=22) and extrapulmonary samples (n = 83) was similar
(100% sensitivity and specificity of approximately 83%). Positivity by NPCR was
significantly greater than the isolation by culture among the extrapulmonary
samples (p = 0,0042). Conclusions. The results suggest to perform further

studies to corroborate the potential of NPCR-1S6110 for detection of mycobacterial
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genome in extrapulmonary TB, especially among immunocompromised.
Furthermore, the detection of mycobacteria remains as diagnostic confirmation

and the opportunity of investigation of the sensitivity profile, promoting effective

treatment for any age and immune status.

Key Words: Molecular diagnosis, Mycobacterium tuberculosis, Nested PCR,

Paucibacillary, Transposon I1S6110
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que um terco da
populacdo mundial esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis (MT) na
forma latente.®® Em 2006, foram notificados 9,2 milhdes de casos com 1,7
milhdes de mortes para tuberculose (TB) e 0,7 milhdes de co-infeccdo com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1).%*® Dos nove milhdes de casos
estimados, aproximadamente 75% ocorre em vinte e dois paises em
desenvolvimento que concentram 80% dos casos; no qual o Brasil ocupa a 14°
posicdo.®*"® Em 2008 no Brasil, foram notificados no Sistema de Informagcao
de Agravos de Notificacdo (SINAN) 81.660 casos de TB,® dos quais 19.024
foram no Estado de S&o Paulo.®

A nivel mundial, aproximadamente 33 milhfes de pessoas estao
infectadas pelo HIV-1.%% Nas Américas, a infeccdo pelo HIV-1 é um dos fatores
gue fazem desse continente a segunda maior regido do mundo em casos de
TB, com representativo nimero de mortes e custos para o sistema publico de
satde.”) No Estado de S&o Paulo, desde o inicio da década de 80 foram
registrados um total de 179.403 casos de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS).* As micobactérias representam 50% de risco aos
infectados pelo HIV-1 e sdo responsaveis anualmente, a nivel mundial, por um
terco das mortes em doentes com AIDS. G124

As espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M.bovis-BCG, M. africanum, M. microtti), as micobacterias néo
tuberulosas (MNTSs), e M. leprae compdem o género Mycobacterium. ¢>® O
MT foi descrito em 1888 por Robert Koch e € o agente etiologico da grande
maioria dos casos de TB. “"'9 Esse é um bacilo intracelular facultativo,
aerobio estrito, imével, e as propriedades peculiares de sua parede celular rica
em ceras, conferem tempo de geracéo longo e alcool &cido resisténcia. 929
Entretanto, nas trés dltimas décadas as infecgcdes por MNTs, denominadas
micobacterioses, agentes de infeccbes pulmonares e extrapulmonares,

apresentaram crescimento decorrente da epidemia AIDS, com reconhecimento



clinico e laboratorial.®18%1:2% Ademais, a partir de 1990, os estudos genotipicos
também contribuiram para o reconhecimento das MNTs ou para sua
reclassificacdo, que contribuem para a prevencdo e terapéutica adequada.
(15,20)

A TB foi, desde 1993, estabelecida pela OMS como condicéo definidora
da AIDS nos infectados pelo HIV-1 e niveis de linfocitos TCD4" (LTCD4")
abaixo de 200 células/mm? sdo considerados criticos para o desenvolvimento
da doenca micobacteriana.??? No Brasil, a introducdo da Terapia
Antirretroviral de Alta Poténcia (Highly Active AntiRetroviral Treatment -
HAART), desde 1996, acarretou em modificacbes das caracteristicas clinicas
do paciente co-infectado TB/HIV-1, com declinio dos casos de micobaterioses
e TB. G132 No entanto, as taxas de 6bito entre portadores do HIV-1 sob
tratamento de TB alcancam indices superiores a 25%, justificando o inicio da
HAART (Terapia Antirretroviral de Alta Atividade) no portador do HIV-1, assim
como o diagnéstico e tratamento precoce da TB; seja ele curativo, ou
profilatico.®®

Rotineiramente, o diagndstico laboratorial da TB e das micobacterioses é
realizado por técnicas fenotipicas e bioquimicas.®®2527283% A paciloscopia de
escarro, método direto, ndo-invasivo, rapido e econémico, requer de 5000 a
10000 bacilos por mililitro de amostra, com sensibilidade limitada para a
deteccdo da doenca paucibacilar. ¢%273D Apesar disto, no Sistema Publico de
Saude no Brasil, o diagnéstico é geralmente fundamentado nesse método. A
cultura de Mycobacterium spp é recomendada somente se ha suspeita de TB
pulmonar, mas a baciloscopia é negativa, exceto nos soropositivos para o HIV-
1 e para aqueles com suspeita de TB extrapulmonar.©?

A cultura, considerada “gold standard” para o diagnostico da TB e de
suas formas extrapulmonares, apresenta maior sensibilidade que a
baciloscopia, com deteccédo de 10 micobactérias por mL de escarro. Contudo,
tal vantagem é comprometida para amostras paucibacilares e ainda requer de
2 a 8 semanas para a visualizagcdo de coldnias, prolongando o diagndstico
definitivo da doenca. 1718222793133 outra situacdo de desvantagem para

soropositivos para o HIV-1/AIDS sdo as hemoculturas, que apresentam



somente 40% de positividade quando ocorre co-infeccdo com TB pulmonar e
os niveis de LTCD4" abaixo de 200 cél/mm?3. ¢

Embora o quadro clinico e dados radiolégicos sejam essenciais para o
diagnoéstico da TB e micobacterioses, a deteccao da micobactéria permanece
como confirmacao diagnéstica. ¢"2°%) Desta forma, devido as limitacdes das
técnicas fenotipicas, o diagnéstico pode ser baseado exclusivamente em
critérios clinicos, que se utilizam de dados epidemioldgicos, sintomatologia, e
exames suplementares como o histopatologico e radiologico; pratica atual em
paises em desenvolvimento.#%%73037) No entanto, essa rotina investigativa
deixa a desejar em pacientes soropositivos para o HIV-1/AIDS, transplantados,
portadores de doencas reumaticas, criancas, casos assintomaticos e
extrapulmonares; formas paucibacilares, os quais tém ganho, ultimamente,
importancia epidemiolégica. ©#23%39 Ademais, o risco de TB parece estar
aumentado em pacientes com doencas reumaticas crbnicas, como o lapus
eritematoso sistémico (LES), e em pacientes em terapia prolongada com
corticosteréides ou imunossupressores. Ainda, sado relatados casos de
reativacdo de TB em pacientes que receberam mais de 10mg por dia de
prednisona e em animais ja foi demonstrado que a azatioprina pode causar TB
disseminada. “°4%)

Nesse cenéario de falhas nas técnicas fenotipicas para deteccdo de
micobactérias, principalmente em amostras paucibacilares, novas estratégias,
como as técnicas moleculares que buscam avaliacfes mais sensiveis e rapidas
sdo extensivamente estudadas. ©®33%42%3) De fato, tais métodos permitem a
identificacdo de micobactérias a partir de qualquer espécime clinico e com a
capacidade de detectar uma uUnica molécula de material genético,
independente do status do HIV-1 ou carga microbiana na amostra. ©¢437:3844)

Os ensaios moleculares baseados na reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para micobacterias sao realizados com diferentes alvos génicos,
oligonucleotideos iniciadores, amostras clinicas e protocolos. ®%4*%® Dentre os
alvos destacam-se o 1S6110,%"*® o gene hsp65 que codifica o antigeno
65KDa,?*%® o gene 16S rRNA de M.avium,“® a regido génica e de 32-KDa, |

44.4950) "o mtp40 de M. tuberculosis, “? e o gene rpoB.®® Em relacdo aos



protocolos descritos os mais estudados, as reacfes mais utilizadas sdo o
Nested-PCR;®"3°*Y) pCR-in tube,®? Multiplex-PCR, ©?23® Amplicor MTB test®
(Roche), *” PCR em tempo real, ®® e PCR/RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). ®¥ No entanto, variabilidade dos parametros de sensibilidade e
especificidade observada nos testes moleculares para deteccdo de
micobacteria estimula ao desenvolvimento de um protocolo oficial a ser
implantado no Sistema Unico de Satide do Brasil.

A cidade de Séo José do Rio Preto ocupa posicdo de destaque no
panorama nacional. Localizada na regido Noroeste do Estado de S&o Paulo,
considerada como prioritaria no Programa de Controle da TB pela alta taxa de
pacientes com TB e exame soroldgico positivo para o HIV-1, com indice de 35
a 51% no periodo de 1998 a 2005.%® A busca de casos de TB na populagéo
em geral e principalmente nos soropositivos para o HIV-1 pode prover
informacbes Uteis para a elaboracdo de medidas que possam acarretar na
diminuicdo da prevaléncia e mortalidade pela doenca. Ademais, os dados
moleculares obtidos neste estudo serdo associados ao protocolo de
padronizacdo de técnica molecular da Fundacdo Oswaldo Cruz /Pernambuco
(FIOCRUZ) em parceria com o Ministério da Saude para o desenvolvimento de

um kit de deteccdo de micobactérias no Brasil.

1.1. OBJETIVOS
1.1.a. Objetivo Geral
Considerando o acima exposto, a presente dissertacdo teve como
objetivo geral realizar a tipagem fenotipica e molecular pela técnica de NPCR,
para o complexo Mycobacterium tuberculosis em amostras de sitios
pulmonares e extrapulmonares em um grupo de pacientes supostamente

paucibacilares na Sao José do Rio Preto, regido Noroeste paulista.

1.1.b. Objetivos Especificos
Os pacientes envolvidos no estudo eram suspeitos de doenca

micobacteriana, envolvendo individuos soropositivos para o HIV-1/AIDS e



soronegativos (pacientes em uso de terapia imunossupressora, pacientes com

insuficiéncia renal ou transplantados renais), da regido Noroeste paulista.
a) Estimar a frequéncia de micobactérias e definicdo de sua espécie.

b) Descrever o0s fatores  soOcio-demograficos e  clinico-

epidemioldgicos dos pacientes envolvidos.

c) Comparar a sensibilidade, especificidade, e concordancia das

técnicas moleculares as fenotipicas de baciloscopia e cultura.
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RESUMO

Objetivos: avaliar por meio de criteriosa e critica revisao bibliografica a tuberculose e
micobaterioses na infancia, com énfase na epidemiologia, aspectos clinicos e ferramentas
diagndsticas. Métodos: a pesquisa foi realizada nas bases de dados Lilacs, SciELO,
PubMed, para o periodo de 2000 a 2009. Quarenta e seis artigos foram considerados e
onze guidelines e manuais nacionais e internacionais. Os descritores utilizados foram:
crianca, infancia, tuberculose, micobactérias atipicas, biologia molecular e diagnostico.
Resultados: as criancas portadoras da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis séo
consideradas por diversos autores como “orfaos da tuberculose”. Varias caracteristicas
dificultam o estabelecimento do diagnostico definitivo da tuberculose e micobacterioses
na infancia, entre elas as clinicas com lesdes ndo extensivas, o carater paucibacilar, as
formas latentes, a dificuldade de coleta de espécimes clinicos, as falhas das técnicas da
baciloscopia e cultura e a pratica rotineira dos paises em desenvolvimento de investigar a
etiologia tuberculosa ap6s faléncia terapéutica para patdgenos habituais. Conclus@es: a
deteccdo da micobactéria permanece como confirmacao diagndstica e a oportunidade de
investigacdo do perfil de sensibilidade, favorecendo o tratamento efetivo para qualquer
faixa etaria independente de seu papel na transmissdo da doenca. Nesse cenario, assumem
maior importancia novas estratégias diagnosticas, entre elas a dosagem do interferon-
gama e as técnicas de biologia molecular com a promessa de melhor sensibilidade,
especificidade e pronta deteccéo.

Palavras-Chave: Biologia Molecular, Crianga, Diagndstico, Micobactérias Atipicas,
Tuberculose.

Childhood Mycobacterium tuberculosis and non-tuberculous mycobacteria infection

— A diagnostic challenge
ABSTRACT
Objectives: evaluate, by careful and critical literature review, the tuberculosis and

mycobacteriosis in childhood, with emphasis on epidemiology, clinical features and

diagnostic



12

tools. Methods: The study was conducted in the following databases: LILACS, SciELO
and PubMed, among the period of 2000 to 2009. Forty-six articles and eleven
guidelines/manuals, with national and international publication, were considered. The
keywords used were: child, childhood, tuberculosis, atypical mycobacteria, molecular
biology and diagnostics. Results: Children infected by Mycobacterium tuberculosis are
considered by many authors as “orphans of tuberculosis”. The establishment of the final
diagnosis of tuberculosis and mycobacterial infections in childhood is difficult because
several characteristics, including the clinical with not extensive lesions, the paucibacillary
nature, the latent forms, the difficulty of collecting clinical specimens, the failures of the
smear and culture techniques and practice routine of emergent countries to investigate the
etiology of tuberculosis after treatment failure to usual pathogens. Conclusions: The
detection of mycobacteria remains to be used to confirm the diagnosis and the
opportunity to investigate the sensitivity profile, which promotes effective treatment for
all age groups independent of their role in disease transmission. In this scenario, new
diagnostic strategies have more importance, including the interferon-gamma dosage and
the molecular biology techniques, with the promise of better sensitivity, specificity and

ready detection.

Descriptors: Molecular Biology, Child, Diagnosis, Mycobacteria Atypical, Tuberculosis

A INFECCAO POR MYCOBACTERIUM SPP. NA INFANCIA — UM DESAFIO
DIAGNOSTICO

EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE INFANTIL

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS)! estima que um terco da populagdo
mundial esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis na forma latente. >** A cada
ano, nove milhdes de casos sdo notificados e, dois milhGes desses morrem em
decorréncia da patologia.**>® Dos nove milhdes de casos estimados, aproximadamente
um milh&o ocorre em menores de 15 anos de idade e desses 75% ocorre em vinte e dois

paises em desenvolvimento
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que concentram 80% dos casos. No ranking da patologia, o Brasil ocupa a 14° posigéao.
1% No Brasil, em 2008 foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) 81.660 casos de tuberculose, entre adultos e criancas.

A populacdo menor de 15 anos compde 11% do total de casos notificados
anualmente no mundo, sendo que 8 a 20% das mortes decorrentes de tuberculose ocorrem
em criancas. * Quarenta por cento dos lactentes infectados, ndo tratados, evoluem para
doenca ativa em um a dois anos.® Na faixa etaria entre zero a 14 anos a incidéncia
mundial da tuberculose foi de aproximadamente um milh&o de casos até o inicio dos anos
2000. Contudo, convém salientar que os dados nessa faixa etaria ndo sdo precisos, pois
em 80% dos casos 0 exame de escarro é negativo. ° No Brasil, 15% dos casos notificados
de tuberculose acometem menores de 15 anos de idade. * Ja no Estado de S&o Paulo, no
ano de 2008, 578 casos foram notificados na faixa etaria de zero a 14 anos. Enquanto 115
deles representam a manifestacdo pulmonar bacilifera, outros 123 também pulmonares
tiveram baciloscopia negativa. Um nudmero ainda maior (202 casos) de formas
pulmonares teve diagnostico exclusivamente clinico. Cento e vinte e cinco formas
extrapulmonares da patologia foram relatadas no mesmo ano com 13 na forma
meningea.’® Enquanto a notificagdo da doenca micobacteriana pelo complexo
Mycobacterium tuberculosis é compulsoria, por outro lado, no Brasil o contrario ocorre
com as micobacterioses, 0 que dificulta a busca por registros oficiais com vistas a
estimativa acurada das respectivas incidéncias. Quanto as MNT, protocolos oficiais para
a notificacdo e para a conduta terapéutica no Brasil somente agora comecam a ser
disponibilizados pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sdo Paulo, que
também elencou dez Centros de Referéncia Estaduais, para o tratamento desses agentes.
11

O Ministério da Saude define os municipios como prioritarios para o controle da
tuberculose entre aqueles que representam 70% de concentracdo dos casos, totalizando
315 cidades. *** A cidade de S&o José do Rio Preto é responsavel por quase 50% dos
casos notificados na regido Noroeste paulista, sendo considerada como prioritaria no
Programa de Controle da Tuberculose pela alta taxa de pacientes com tuberculose e
exame soroldgico positivo para o HIV. *2 Porém, as publicacdes sobre tuberculose e
micobacterioses em criangas para essa regido sdo escassas, e ainda, as dificuldades

diagndsticas podem corroborar para subnotificacdo nesses individuos.
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A TUBERCULOSE NA INFANCIA

O Mycobacterium tuberculosis, descrito em 1888 por Robert Koch é o agente
etiolégico da grande maioria dos casos de tuberculose, inclusive na infancia.***
Representa um grande desafio a saude publica no Brasil e em outros paises em
desenvolvimento, pois apesar do tratamento ser conhecido e amplamente disponivel, a
doenca continua a apresentar dados epidemiolégicos preocupantes.>™® E um bacilo
intracelular facultativo, aerdbio estrito, imovel, e as propriedades peculiares de sua
parede celular rica em ceras conferem tempo de geracdo longo, alcool &cido resisténcia e
sobrevivéncia incomum aos germicidas e a dessecacéo. "'® A primo-infeccéo pelo MT,
em sua maioria assintomatica, apresenta risco maior de ocorrer na infancia,
principalmente nas criancas de zero a quatro anos e nas imunocomprometidas.**’ No
contexto do controle epidemioldgico, as criangas portadoras da tuberculose (TB) séo
paucibacilares e apresentam lesdes ndo extensivas; resultantes de contato repetido,
recente, com um adulto bacilifero e até os cinco anos de idade a transmissédo é
frequentemente de origem familiar. Convém enfatizar que um terco dos contactantes
adultos com tuberculose ativa tem seu diagnostico efetuado somente apds a confirmacao
da doenca na crianca, ressaltando falhas na deteccdo da infeccdo e para identificacdo de
contactantes e ainda inadequada quimioprofilaxia das formas latentes. '8 Nelas
predomina a forma pulmonar da TB, caracterizada por quadro clinico de irritabilidade,
tosse por periodo superior a trés semanas de duracdo, sudorese noturna e perda de peso.
1517 A febre habitualmente é moderada, persistente por mais de 15 dias e frequentemente
vespertina, porém a hemoptise é rara.>!* J4 as formas extrapulmonares, com sinais e
sintomas frequentemente inespecificos e geralmente paucibacilares, tradicionalmente
menos frequentes, vém ganhando importancia nesse grupo etario nos ultimos 20 anos, em
especial a linfadenite ganglionar periférica (submandibulares e cervicais).*>?° No entanto,
a pleura e 0s 0ssos também sdo acometidos, com destaque em gravidade para a meningite
tuberculosa e a miliar.**>*” Outras como a tuberculose digestiva peritoneal e intestinal, a
pericardite, a geniturinaria e a cutanea sio raras.™

A imaturidade do sistema imune, principalmente até o quarto ano de vida, é fator
determinante para o risco de desenvolvimento da doenga apos a infeccdo por M.

tuberculosis
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em criangas imunocompetentes e ainda parece contribuir para a manifestacdo clinica
peculiar da TB no periodo infantil.**® De fato, naquelas com idade inferior a cinco anos,
pode ocorrer o desenvolvimento das formas graves como a miliar e a meningea em
menos de trés meses apos o inicio da doenca.’

Nas trés ultimas décadas as infeccGes por micobactérias ndo tuberculosas (MNT),
agentes de infeccbes pulmonares e extra-pulmonares, apresentaram crescimento
decorrente da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, com reconhecimento
clinico e laboratorial. **?° A partir de 1990, os estudos genotipicos também contribuiram
para o0 reconhecimento das MNTs ou para sua reclassificagcdo, que contribuem para a
prevencdo e terapéutica adequada. *%%?

As micobactérias ndo tuberculosas (MNTS) podem ser sapréfitas, encontradas na
agua, solo, vegetacdo, e como parte da microbiota humana, mas também patogénicas ou
oportunistas.®2*#22 Nessa direcdo algumas sdo agentes etiolégicos de infeccdes de
pele e tecidos moles, infeccBes poOs cirdrgicas, como procedimentos estéticos
(mesoterapias e lipoescultura), abscessos apos injetaveis, associacdo ao uso de cateteres,
pela inoculacdo direta de ambientes aquaticos, por traumas e feridas cirdrgicas.*®%
Distinguem-se do complexo Mycobacterium tuberculosis pelas diferencas de habitat,
contagiosidade e padrdo de susceptibilidade aos antimicobacterianos.'® Devido & ampla
distribuicdo ambiental e a participagdo como colonizante humano, a definicdo de infeccéo
por MNT deve ser avaliada com cautela, por meio de critérios pré-estabelecidos pela
American Toracic Society.®'%% Além disso, a contaminacdo das culturas por essas
bactérias também pode trazer dificuldade na interpretacdo de seu papel como patgeno
humano.’®* A linfadenite cervical é considerada a forma mais comum de infecdo por
MNTs em criangas de um a cinco anos, e os linfonodos mais atingidos sdo o0s
submandibulares, convém salientar a importancia do diagnéstico diferencial entre a
infeccéio causada por MT e MNT ou complicaces da Vacina BCG.!* O Mycobacterium
avium é o agente mais prevalente nas linfadenites em criangas, no entanto outras MNTSs
que causam essa infeccdo em crianca séo M. malmoense, M. scrophulaceum.? Outro
tecido também comumente afetado no perfodo infantil é a pele.*®

A infeccdo pelo HIV é uma condigdo relacionada ao alto risco de tuberculose, por
Mycobacterium tuberculosis e micobacterioses por MNT.*3%*?*> O comprometimento da
imunidade no HIV/AIDS é o principal fator de risco para tuberculose ativa.***?* Na

cadeia de transmissdo o0 evento comum € a crianga soropositiva para o0 HIV/doente de
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AIDS ser contaminada pelo bacilo disseminado por adultos baciliferos.** Na co-infeccéo
TB/HIV, o diagnostico é dificil e ha alta susceptibilidade para forma ativa da tuberculose
com répida progressdo para 6bito por supressdo imune.”® Nas criancas infectadas pelo
HIV, a TB é considerada a maior causa de morbimortalidade.*®

Enquanto as criangas imunocompetentes infectadas pelo bacilo, indicado por um
Teste de Sensibilidade a Tuberculina (TST) positivo tém 10% de chance de desenvolver a
forma ativa ao longo da vida, nos individuos infectados pelo HIV, sem intervencao
terapéutica, essa probabilidade é de cerca de 10% ao ano.?’ Desta maneira prevenir a
tuberculose-doenca na crianca HIV positiva ja infectada pelo Mycobacterium tuberculois
é de fundamental importancia, e tem como objetivo a répida instituicdo da terapia anti-
retroviral, o diagndstico e o tratamento (quimioprofilaxia) da infeccao tuberculosa latente
em individuos infectados pelo HIV.>?” O tratamento da infeccéo tuberculosa latente em
criangas portadores do HIV sabidamente previne o desenvolvimento da tuberculose
nesses individuos de forma significante, assim o diagnéstico por meio do teste
tuberculinico a partir dos dois anos de idade e o tratamento efetivo fazem parte das
recomendacdes nacionais do Ministério da Satide desde 2000.%>2®

A vacina de Calmette-Guérin (BCG), em uso desde 1921, baseia-se em uma
variedade atenuada do Mycobacterium bovis e é, ainda, a medida mais eficaz para
prevencdo da doenca grave da crianga, mas incapaz de impedir o surgimento da TB
pulmonar ao longo de seu desenvolvimento.?®***! No Brasil, a imunizagdo foi adotada
desde 1976 para todos os recém nascidos menores de um ano de idade e a OMS
recomenda a imunizacdo ao nascer para as criangas de paises com alta prevaléncia de
tuberculose. Uma ressalva refere-se as criangas infectadas pelo HIV, dado o risco da
BCG doenca. *>*° Convém salientar que a cicatriz decorrente da reacéo celular local pés-
vacinacdo € utilizada como marcador de eficacia, muito embora aproximadamente 10%
das criancas eficazmente imunizadas pela BCG ndo mostrarem tal manifestacéo

cutanea.’!
DESAFIOS DIAGNOSTICOS

As criancas portadoras da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis séo
consideradas por diversos autores como “érfaos da tuberculose”.**** De fato, a dindmica
de interagdo do bacilo de Koch com o hospedeiro humano em tenra idade é bastante

peculiar em suas manifestacdes o que impacta, diretamente, o seu diagndstico.>**Além
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disso, as criangas pouco contribuem para disseminacdo da doenga na comunidade, o que
diminui a atencdo dos programas de controle da TB quanto ao diagndstico e profilaxia da
TB infecgdo nessa populacdo.®*#*? Contudo, a infecco tuberculosa latente infantil requer
abordagens precoces para evitar as formas graves bem como para prevenir a TB
pulmonar. Infelizmente, a préatica atual nos paises em desenvolvimento € inversa, ou seja,
somente ap6s doenca pulmonar ndo responsiva ao tratamento antibacteriano de eleigdo
contra patgenos habituais, a etiologia tuberculosa é considerada.*>*"**

O diagnostico de TB na infancia, segundo preconizado pela OMS, enfatiza a
importdncia da compatibilidade entre achados clinicos, radiol6gicos, dados
epidemioldgicos (contato prévio com adulto que tenha resultado de baciloscopia positiva
ou negativa, mas com cultura positiva), sintomas sugestivos, Teste de Sensibilidade a
Tuberculina (TST) positivo, microscopia de escarro positiva quando possivel exame para
o HIV, idade inferior a cinco anos e a ma nutri¢do severa, sendo todos considerados como
fatores que acrescem o risco.**

No Brasil, desde 2002, tal associacdo € recomendada pelo Ministério da Satde em
forma de sistema de pontuacdo em criancas e adolescentes com baciloscopia negativa. A
limitacdo dessa estratégia esta ligada ao fato de que o Brasil possui alta incidéncia de co-
infectados TB-HIV, isso por que é frequente a auséncia de um quadro clinico especifico,
de imagens radiol6gicas compativeis com a doenga, além de baixa sensibilidade da
baciloscopia e TST dependente de outros resultados.®***°

Embora o quadro clinico seja essencial para o diagnostico da tuberculose e
micobacterioses, a deteccdo da micobactéria permanece como confirmacgdo diagnostica e
oportunidade de investigacdo do perfil de sensibilidade, favorecendo o tratamento
efetivo.” Rotineiramente, o diagnéstico laboratorial da tuberculose e das micobacterioses
é realizado por técnicas fenotipicas.'*> A baciloscopia de escarro é um método direto,
ndo-invasivo, rapido e econémico, que requer de 5000 a 10000 bacilos por mililitro de
amostra clinica. Assim, tem sensibilidade limitada para a deteccdo das formas

paucibacilares da TB, sendo

indicada somente a partir dos cinco anos. Dessa maneira, varios estudos testam novas
metodologias para aumentar a freqiiéncia de deteccdo dessas formas com pequena
guantidade de bacilos, que acometem principalmente pacientes imunocomprometidos e
criancas, em especial nos sitios extrapulmonares.****1"® Em &reas endémicas, a

microscopia do escarro é utilizada freglientemente como Unico teste laboratorial para
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diagndstico da TB na infancia, apesar de ser positiva em menos de 10 a 15% dos
casos.'*

A cultura, considerada “gold standard’’ para o diagnostico da tuberculose e de
suas formas extrapulmonares apresenta maior sensibilidade, com deteccdo de 10
micobactérias por mililitro de escarro. Contudo, tal vantagem é comprometida para
amostras paucibacilares e, ainda, requer de 6 a 8 semanas para a visualizacdo de colonias,
0 que prolonga o diagnostico definitivo da doenca. Ademais, somente realizam a cultura
um ndmero limitado de laboratdrios autorizados.™1>203334353637 Nessa direcéo, por
exemplo, a confirmacdo em criancas ocorre de 30% a 50% dos casos de TB.'>!926:36.37
Convém salientar outros dois inconvenientes dessa metodologia, relacionados a
diminuicdo da viabilidade micobacteriana: a amostra pode sofrer contaminacéo durante o
pré tratamento e resultados falso negativos podem ocorrer em pacientes sob terapia
medicamentosa.® Por outro lado, as técnicas de biologia molecular, diferentemente da
baciloscopia e cultura, sdo teoricamente capazes de detectar uma Unica copia de &cido
desoxirribonucleico (DNA) de qualquer organismo.*®

Colabora para a dificuldade de confirmacdo laboratorial da TB infantil, a
dificuldade de expectoracdo voluntaria de escarro. Assim a amostra clinica de escolha é o
lavado géstrico, com caracteristica dificuldade de coleta devido & necessidade de
internagdo da crianca.’>*"**® Desta maneira a baixa sensibilidade das técnicas
fenotipicas contribui para a manutencdo da forma assintomatica ou latente da infeccéo,
com aproximadamente 10% de risco para o estabelecimento da forma ativa.*

Associado aos recursos laboratoriais, o teste cutaneo da tuberculina (TST) ou
intradermorreacdo, ainda permanece como uma das ferramentas mais utilizadas para o
diagndstico das criancas recentemente expostas a adultos com diagndstico da doenga e
para os casos de tuberculose latente.**?*3 Apesar de sua grande utilizacdo, esse teste
apresenta limitacbes como a baixa especificidade e ainda pode acarretar em efeito
‘boosting’ e reagdes falso positivas decorrentes da vacina de Calmette-Guerrin (BCG) e

por contato prévio com

micobactérias ndo tuberculosas.***® As doencas imunossupressoras ou medicamentos
imunodepressores, a infeccdo pelo HIV, a desnutricdo, a vacinagdo recente com virus
vivos (sarampo, varicela), a insuficiéncia renal cronica, as grandes queimaduras, a
administracdo inadequada, os erros de leitura aléem de outros relacionados a propria

qualidade da tuberculina podem ser responsaveis pelos resultados falso negativos. Ainda,
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o TST fornece resultado positivo apenas apds trés meses de contato com o agente
etiologico, periodo em que pode ocorrer conversdo da forma latente para ativa,
principalmente em criancas.?%%383

Lacunas importantes sdo deixadas por tais recursos no que se refere a
determinacdo de infeccdo por Mycobacterium spp. em criangas e em alguns
pacientes/sitios com dados epidemioldgicos cada vez mais relevantes.*** Nesse cenario,
assumem maior importancia novas estratégias diagnosticas, entre elas as técnicas
moleculares com a promessa de melhor sensibilidade, especificidade e pronta
deteccdo.***1"#%3> Assim, é premente a necessidade de técnicas que detectem qualquer
nimero de micobactérias presentes em diferentes amostras clinicas suspeitas e, se
possivel, que confirmem a espécie em curto periodo de tempo, independentemente da
faixa etaria.*

Por essa razdo, recentemente, ensaios laboratoriais baseados em outras estratégias
diagndsticas vém sendo testados, entre eles a dosagem do interferon-gama além de
diferentes ferramentas moleculares.>*® O diagnéstico imunolégico, conhecido como
QuantiFERON-TB-Gold e ELISPOT, dentre outros ensaios imunoenzimaticos, Sao
fundamentados na producdo do interferon-gama por linfécitos T, e permitem determinar a
sensibiliza¢do prévia do paciente por micobactérias além de confirmar infeccéo recente.
Como vantagem ndo sofre interferéncia da vacinacdo prévia pela BCG e nem por M.
bovis, ja que os antigenos ESAT-6 e CFP-10 sdo exclusivos de MT. Apesar das
vantagens em relacdo ao TST, seu resultado positivo pode significar sensibilizacdo
prévia, mas ndo necessariamente doenca ativa.> Adicionalmente, os estudos em criancas
s30 pequenos e limitados o que impede sua liberagcdo como recurso diagnéstico.**32%

Assim, outra proposta diagnostica bastante explorada sdo os métodos moleculares
baseados na PCR, tanto os métodos “in house’’ como comerciais, Neles, varias
sequencias alvo e conjuntos de oligonucleotideos, assim como diferentes amostras
clinicas séo testadas.’®*® A deteccéo direta de M. tuberculosis em amostras clinicas por

técnicas

moleculares, possui duas metodologias aprovadas pelo Food and Drug Administration
(FDA): o Teste Amplicor M. tuberculosis (Roche Diagnostic Systems, Inc.,Branchburg,
NJ) e Enhanced M. tuberculosis Direct Test (E-MTD; Gen-Probe, San Diego, CA). O
INNO-LIPA Mycobacteria é outro kit disponivel (Innogenetics, Ghent, Belgium), com
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analise baseada na hibridizacdo reversa utilizando a regido 16S-23S RNAr de
micobacterias.**

As metodologias que utilizam a PCR-RFLP foram desenvolvidas para varios
genes micobacterianos como 0 hsp65, o mais freqientemente investigado, a regido
intergéncia 16S-23S DNAr (ITS) e o rpoB. ***4* Os procedimentos que associam duas
PCR, conhecidos como Nested PCR (NPCR) conciliam maiores sensibilidade e
especificidade e a sequiéncia de insercdo 1S6110, e provavelmente o alvo mais estudado
234345 porém, estudos ja demonstram a presenca da sequéncia de insercdo 156110 em
MNT e tem sido reportadas, cepas de MT com auséncia ou presenca de poucas copias
dessa regi&o genomica. *®*"*® A NPCR fundamenta-se na utilizacdo de dois conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores em reagfes subsequentes, cujo produto de amplificacdo da
primeira é utilizado como molde para segunda, com a vantagem de diluicdo dos
componentes inibidores que podem estar presentes nas amostras biolégicas. **#

Embora a NPCR seja considerada altamente sensivel, a desvantagem é decorrente
da necessidade da abertura do tubo apds a primeira amplificacdo para transferéncia do
produto para segunda reacao, assim nesse processo aumenta-se o risco de contaminacdo
de amostras negativas com amplicons de amostras positivas.”’ Com o objetivo de
aumentar a sensibilidade e diminuir o potencial de contaminagéo, a PCR realizada em um
unico tubo (PCR In-tube) ndo necessita de abertura do tubo até o estagio de analise dos
amplicons, apo6s a finalizacdo da reacdo, assim apenas os oligonucleotideos internos
precisam ser sequestrados, sendo esses oligonucleotideos imobilizados na face interna da
tampa do microtubo, com facil dissolugdo na mistura de reacdo para participar da
segunda etapa de amplificacdo por meio da inversdo do tubo.*

Ainda, as técnicas que utilizam a PCR Multiplex tém a vantagem de diferenciacdo
das espécies facilitando a escolha da terapia adequada e ainda podem ser utilizadas para a
rapida deteccdo de micobatérias resistentes.** Bhattacharya et al** (2003) utilizaram uma
Multiplex PCR baseada na amplificacdo de fragmentos de 165, 365 e 541 pb a partir do
gene hsp65, que codifica o antigeno 65 kDa, da regido dnalJ de micobactéria e do

elemento de inserc¢do 156110

de Mycobacterium tuberculosis. O gene hsp65 codifica o antigeno de 65kDa que € uma
proteina altamente imunorreativa do género Mycobacterium e o gene dnaJ codifica uma
proteina de estresse que é altamente conservado entre M. tuberculosis e M. avium, mas

nio em outras MNTs.3
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Ademais a PCR é o método de escolha para o diagndstico da tuberculose em casos
em que a baciloscopia é negativa, formas assintomaticas, origem de caso nao
identificado, ou ndo contactante na moradia, mas em que ha suspeita clinica para a
patologia.’®'"3*4" Qutras vantagens sdo a utilizacio como ferramenta auxiliar no
diagndstico das formas meningeas e miliar de maior gravidade e mais frequentes em
criancas, além de ser positiva em pacientes sob terapéutica antimicobacteriana.>**°

Dessa maneira, os resultados da biologia molecular, associada ao diagndstico
clinico, incluindo cuidadosa anamnese, fenotipico quando possivel, e outras ferramentas
como TST e Raios-X de térax colaboram para o inicio do tratamento especifico,
reduzindo a gravidade da doenca e colaborando para deteccdo do adulto infectante, ja que
a transmissdo para crianca € evidéncia de recente e repetitivo contato com adulto

tuberculoso. 181943
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REsSumMO

Esse artigo apresenta atualizacdo sobre aspectos Unicos das doencas por
Mycobacterium spp. entre os portadores do HIV, em especial sobre suas
caracteristicas clinicas, terapéutica e diagnostico laboratorial. A infeccao pelo
HIV eleva o risco da tuberculose quer seja por reativacédo de formas latentes ou
por primo-infeccdo, considerado o principal fator de risco para tuberculose
doenca, e essa € responsavel por um terco dos 6bitos nesses pacientes.
Adicionalmente, as micobacterioses ganharam “status” de agentes
oportunistas, desde que infeccBes atipicas provocadas por esses agentes
foram identificadas em portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
(AIDS). Devido a natureza paucibacilar da doenca micobacteriana nos
portadores do HIV/AIDS, ha dificuldade para a confirmacéo diagnostica desses
agentes pelas técnicas fenotipicas de baciloscopia e cultura. Assim, novas
estratégias diagnosticas assumem maior importancia, entre elas, as técnicas
moleculares, com promessa de melhor sensibilidade, especificidade e pronta
deteccdo em qualquer espécime clinico. Embora o quadro clinico seja
essencial para o diagnéstico da tuberculose e micobacterioses, a deteccado da
micobactéria permanece como confirmacdo diagnostica e oportunidade de
investigacao do perfil de sensibilidade, favorecendo o tratamento efetivo.

PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose, Micobactérias atipicas, Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida, Biologia Molecular, Diagndstico.
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ABSTRACT

This paper presents an update on the unique aspects of the Mycobacterium
spp. disease among HIV patients, particularly on its clinical features, therapeutic
and laboratory diagnosis. HIV infection increases the risk of tuberculosis either
by reactivation of latent forms or primary infection, which is considered the main
risk factor for tuberculosis disease, and this accounts for one third of deaths in
these patients. In addition, the mycobacteriosis received the “status” of
opportunistic agents, since atypical infections caused by these agents were
identified in patients with the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS).
Because of the paucibacillary nature of mycobacterial disease in HIV/AIDS
patients, the diagnostic confirmation of these agents by phenotypic techniques
of microscopy and culture is difficult. Thus, new diagnostic strategies assume
greater importance, among them, molecular techniques, with the promise of
better sensitivity, specificity and ready detection in any clinical specimen.
Although the typical clinical presentation is essential for the tuberculosis and
mycobacteriosis diagnosis, the detection of mycobacteria remains to be the
diagnostic confirmation and the opportunity to investigate the sensitivity profile,

promoting effective treatment.

KEY-WORDS: Tuberculosis, Mycobacteria Atypical, Acquired

Immunodeficiency Syndrome Molecular Biology, Diagnosis.
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1 A TUBERCULOSE

Apesar de manifestacdes clinicas milenares, tratamentos cento por
cento efetivos e a vacina de Calmette-Guérin (BCG), mesmo que protetora
somente na infancia, a tuberculose (TB) mantém-se nos dias atuais como sério
problema de saude publica, associada a niveis socioeconémicos, dificuldade
de acesso aos servicos de saude, envelhecimento populacional, deficiéncias de
controle, além da ndo adesdo ao esquema terapéutico pelos portadores e
contactantes (American Thoracic Society, 2007; Brasil, 2002; Lindoso &
Lindoso, 2009). A epidemia da AIDS e o aumento progressivo de bacilos
multiresistentes sdo fatores adicionais a gravidade da doenca no mundo,
apesar da TB ser uma doenca curavel na maioria dos casos (Lannoy et al.,

2008, Lindoso & Lindoso, 2009).

2 EPIDEMIOLOGIA TB/HIV

A nivel mundial, em 2006 foram notificados para TB 9,0 milhdes de
casos e 1,7 milhdes de mortes. Nesse mesmo ano a co-infecgéo do HIV/TB foi
descrita para 0,7 milhdes de pessoas e 13% das mortes em soropositivos para
o HIV foram decorrentes da TB (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC, 2009; Gopinath & Singh, 2009). Os dados epidemiologicos apontam para
uma concentracao de, aproximadamente 75% dos casos de TB em vinte e dois
paises, dos quais o Brasil ocupa a 14° posicao (Lindoso & Lindoso, 2009;
Organizacion Panamericana de la Salud, 2008; World Health Organization -

WHO, 2009a).
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Nas Américas, a infeccdo pelo HIV é um dos fatores que fazem desse
continente a segunda maior area em casos de TB, com representativo niumero
de mortes e custos para o sistema publico de saude (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2008). Em 2007, no Brasil observou-se que para
cada 100.000 habitantes 39,3 apresentaram tuberculose, e desses apenas 20,2
apresentaram bacilocospia positiva, enquanto que nesse ano a incidéncia da
AIDS foi de 17,7 e a co-infec¢éo
HIV/TB de 8141 casos (Cheade et al., 2009; Nunes et al., 2008; Organizacién
Panamericana de la Salud, 2009; WHO, 2009b). No pais, em 2008, foram
notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN)
81.660 casos de TB (Brasil, 2008a), dos quais 19.024 casos ocorreram no
Estado de S&o Paulo (Sdo Paulo, 2009). Adicionalmente, de 1980 a 2009
foram registrados 179.403 casos de AIDS, para esse estado (Brasil, 2009).

No panorama Nacional a cidade de Sao José do Rio Preto, localizada na
regido Noroeste do Estado de S&o Paulo, € considerada como prioritaria no
Programa de Controle da Tuberculose pela alta taxa de pacientes com
tuberculose e exame sorolégico positivo para o HIV, com notificacdo em 2008

de 45 casos da co-infec¢ao HIV/TB (Sao Paulo, 2009; Vendramini et al., 2005).

3 CARACTERISTICAS DA CO-INFECCAO HIV/TB

A infeccdo pelo HIV é considerada um dos principais fatores de risco
para tuberculose e micobacterioses. Cinquenta por cento dos soropositivos
para o HIV desenvolve infeccbes micobacterianas ao longo de suas vidas e a

TB consiste em uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
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soropositivo para o HIV, com taxas de um terco das mortes nos doentes de
AIDS (Lannoy et al., 2008; Lindosos & Lindoso, 2009; Murcia et al., 2007;
Nunes et al., 2008) . A tuberculose, tal como as infeccbes causadas por
patdgenos intracelulares obrigatorios requer uma efetiva resposta imune celular
para seu controle, com importante funcdo dos linfécitos TCD4+ contra a
micobactéria (Davoudi, et al; 2008). Dessa maneira a imunossupressao, com
deplecdo desses linfocitos, contribui na susceptibilidade para infeccéo pelo M.
tuberculosis com rapida progressdo para doenca ativa e 10% de risco de
reativacao de formas latentes ao ano nos soropositivos para o HIV (CDC, 2009;
Cheade et al., 2009; Conde, et al., 2009; Davoudi, et al; 2008; Kibiki et al.,
2009; Murcia et al., 2007). Nesse contexto, a quimioprofilaxia da infeccao
tuberculosa latente em portadores do HIV sabidamente previne o
desenvolvimento da tuberculose doenca de forma significante (Brasil, 2002;
Jamal & Moherdaui, 2007).

A magnitude clinico-epidemiolégica da co-infeccdo HIV/TB, fez com que
em 1993, a OMS incluisse a tuberculose como condicdo definidora de AIDS
nos infectados pelo HIV (Lemos, 2008). As manifestacfes clinicas da TB nos
soropositivos para o HIV dependem do grau de imunodeficiéncia, assim o nivel
de linfécitos TCD4" nos soropositivos para o HIV/AIDS é um preditor dessas
manifestacdes, na qual abaixo de 200 células/mm?, o padréo clinico em geral é
inespecifico, com chances de micobacteremia, apresentacdes radioldgicas
atipicas e achados histopatoldogicos com auséncia ou ma formacdo do
granuloma (Bacha et al., 2004; CDC, 2009; Lemos, 2008). Ainda, a
imunossupressdo profunda, com niveis de linfocitos TCD4" abaixo de 50

células/ mm® predispde as formas extrapulmonares, com bacteremia,
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destacando-se a linfadenite, pleurite, pericardite e meningite (CDC, 2009;
Lemos, 2008, WHO ,2007).

A carga viral destaca-se como outra condi¢do laboratorial importante no
acompanhamento do soropositivo para o HIV. A elevacao transitéria desse
parametro, assim como a diminui¢do da contagem de células TCD4", é comum

em pacientes com co-infeccédo HIV/TB (Brasil, 2008b).

4 O MYCOBACTERIUM SPP. E O HIV/AIDS

As espécies do complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis,
M.bovis-BCG, M. africanum, M. microtti), as micobacterias nao tuberculosas
(MNTS), e M. leprae compdem o género Mycobacterium (Ueki et al., 2005). O
Mycobacterium tuberculosis € 0 agente etiolégico da grande maioria dos casos
de tuberculose (Ferraz et al., 2006). No entanto, a epidemia AIDS e o advento
das modernas técnicas moleculares, fizeram com que nas trés Ultimas décadas
as infecgdes por MNTs, denominadas micobacterioses, apresentassem
crescimento com reconhecimento clinico e laboratorial, e reclassificacdo
(Banerjee, 2005; Murcia et al., 2007; Gopinath e Singh, 2009, Piersimoni &
Scarparo, 2008). Assim, a classificacdo correta desses agentes, que
acometem sitios pulmonares, extra-pulmonares e infeccdo disseminada
possibilita a prevencdo, controle e terapéutica adequada (Piersimoni &
Scarparo, 2008; S&o Paulo, 2005; Ueki et al., 2005).

O grupo de MNTs €& composto por 125 espécies e 11 subespécies
descritas até o momento, divididas em crescimento lento e rapido,
adicionalmente diferem do complexo M. tuberculosis, devido ao lento

isolamento em cultura desses ultimos, e também por: habitat jA que as MNTS
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podem ser saprofitas, patogénicas ou oportunistas, pela transmissédo e pelo
padrdo de susceptibilidade aos antimicrobianos. Nos soropositivos para o HIV
predominam as MNTs de crescimento lento (American Thoracic Society, 2007;
Brasil, 2008b; Piersimoni & Scarparo, 2008 S&o Paulo, 2005; Ueki et al., 2005).
A distribuicdo ambiental e sua situacdo em alguns casos como colonizante,
tornam a definicAo como doenca dependente de critérios estabelecidos pela
American Thoracic Society (Piersimoni & Scarparo, 2008; S&do Paulo, 2005). De
acordo com esses critérios sdo definidos como agentes etiologicos de
micobacterioses quando: um isolamento a partir de sitio estéril e/ou de trés
sitios ndo estéreis, obtidos a partir de culturas puras e abundantes, além da
presenca de sinais clinicos compativeis (American Thoracic Society, 2007,
Assis, et al., 2007; Piersimoni & Scarparo, 2008).

Apesar da notificacdo da doenca micobacteriana pelo complexo M.
tuberculosis ser compulsoria, tal fato para as micobacterioses, data de 2005
por meio de registros disponibilizadas pelo Centro de Vigilancia Epidemiolégica
do Estado de Sao Paulo (S&o Paulo, 2005). No entanto, levantamentos
realizados nas regifes Sul, Sudeste e Nordeste do pais mostraram ampla
variagdo entre oito a 59% nas taxas de isolamento dessas bactérias, entre os
soropositivos para o HIV Cheade et al., 2009).

Estudos realizados na regido Sudeste do Brasil, (1993), detectaram de
15 a 20% de MNTs, ja no Rio de Janeiro (1997), foram detectados 37% de
complexo Mycobacterium Avium (MAC) em hemoculturas de individuos com
sorologia positiva para o HIV. Para o Estado de Sdo Paulo de 1991-1997 as
cepas de MNTs mais isoladas foram Mycobacterium avium e Mycobacterium.

kansasii (Ueki, et al., 2005). No municipio de S&o José do Rio Preto, apenas
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um estudo refere-se a ocorréncia desses agentes, que aborda os anos de 1996
a 2005, com descricdo de 317 cepas de MNTSs isoladas, com predominio de M.
avium em soropositivos para o HIV (34%) (Pedro et al., 2008). A
micobacteremia pelo complexo M. avium tem sido reportada em todos os
continentes, e € mais frequente em soropositivos para o HIV, nos quais a
doenca disseminada € potencialmente fatal (Gopinath & Singh, 2009). Porém,
convém salientar que apenas 12% dos pacientes detectados com o complexo
M. avium apresentam cultura de sangue positiva, e ainda que o M. tuberculosis
em tal

amostra € menos frequente, em contra partida taxas de 49% de positividade
desse agente em sangue também sdo descritas na literatura, quando os
linfécitos TCD4™ estéo abaixo de 100 células/mm?® (Nakatani, 2005).

De fato, dentre as MNTSs, potencialmente patogénicas, o complexo M.
avium-intracelullare é o agente mais comumente envolvidos nas formas
disseminadas da doenca em soropositivos para o HIV, com freqiéncia
aumentada em contagens de linfécitos TCD4" menores que 100 células/mm?®
(Barnes, et al., 2004; Castro et al., 2007, Gopintah & Singh, 2009; Murcia et al.,
2007; Pedro et al., 2008; Saad et al., 2009, Sao Paulo, 2005; Ueki, et al., 2005).
No entanto, outras espécies de MNTs, destacam-se entre aquelas que causam
doenca nos soropositivos para o HIV/AIDS, principalmente nas formas

disseminadas tais como M. kansasii e M. genavense (Castro, et al., 2007; Séo

Paulo, 2005).

5 Consideracdes sobre a terapéutica da Doenca Micobacteriana e o HIV/AIDS
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No Brasil, a terapia antirretroviral de alta poténcia (Highly Active
AntiRetroviral Treatment - HAART), disponivel desde 1996, tem sido associada
a um declinio da mortalidade por micobactérias nos soropositivos para o HIV,
com modificacBes nas caracteristicas clinicas do paciente co-infectado TB/HIV
(Lannoy et al., 2008; Lindoso & Lindoso, 2009; Nakatani, 2005; United States of
America, 2009). A HAART, ao gerar melhora significativa da resposta imune e
do processo inflamatério desses pacientes, pode favorecer o aparecimento ou
exacerbar as manifestacdes clinicas da tuberculose, devido a forte reacao
inflamatoria nos locais da infeccdo; esta situacdo onde as manifestacfes
clinicas sdo decorrentes da recuperacdo imunoldgica e inflamatéria do doente
€ denominada de “Sindrome da Reconstituicdo Imune” (CDC, 2009; WHO,
2007)

Em relacdo a TB, o tratamento recomendado desde 1979 a 2008, pelo
Ministério da Saude era composto de esquema com multiplos
antimicobacterianos como a rifampicina, a isoniazida e a pirazinamida e em
alguns esquemas terapéuticos o etambutol, por periodo de no minimo seis
meses. No entanto em 2009, uma mudanca proposta para o tratamento da TB
no Brasil foi a inclusdo do etambutol na fase de ataque da terapia, ja que o
mesmo ndo fazia parte do esquema basico proposto anterioremente, restrito
apenas a casos extrapulmonares, recidivas, abandono ou faléncia da
terapéutica (Conde et al., 2009; Brasil, 2002).

Quanto as MNTs, ndo existe um consenso estabelecido para o
tratamento, e a claritromicina é o medicamento de escolha, em associacdes
para evitar possivel resisténcia micobacteriana, na qual os aminoglicosideos

sdo a escolha. A terapéutica deve ser no minimo de 12 a 18 meses, e séo
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requeridas culturas negativas por mais de 12 meses ap0s o0 término da
terapéutica. Em contra partida, nos soropositivos para o HIV, em uso de

HAART, a terapéutica antimicobacteriana devera ser interrompida com no

minimo seis meses da contagem de linfocitos TCD4" acima 100 células/mms.
Convém salientar que o tratamento € variavel de acordo com a espécie (S&o
Paulo, 2005)

Um grande problema na terapéutica da co-infec¢do HIV/TB é a interacéo
medicamentosa entre a rifampicina (principal medicamento utilizado no
tratamento da TB), com a maioria dos inibidores de proteases e da
transcriptase reversa ndo nucleosideos. Essa interacdo ocorre em nivel de
biotransformacgé&o hepatica com inducao da citocromo CYP3A pela rifampicina e
também pela diminuicdo da absorcgéo intestinal, culminando em reducgéo das
concentracbes sanguineas do anti-retrovirais, e possivel resisténcia viral
(Brasil, 2008b; CDC, 2009; Jamal & Moherdaui, 2007; Lemos, 2008). Nos
casos da necessidade de utilizacdo restrita dos inibidores de protease, a
rifabutina € o medicamento de escolha e disponivel para a composi¢cdo do
esquema basico para tuberculose, considerando-se seus efeitos de
neutropenia e uveite (CDC, 2009; Conde et al.,2009).

Outro agravante na co-infeccdo HIV/TB € o fendbmeno da resisténcia
micobacteriana que contribue para o aumento da mortalidade por ambas as
doencas e persisténcia da fonte infecciosa seja na comunidade ou a nivel
hospitalar. No Brasil, a resisténcia a isoniazida e rifampicina e a mais uma
droga, € denominada tuberculose multidroga resistente (MDR-TB), com alto
risco para a faléncia terapéutica (Baliza et al., 2008; Jamal & Moherdaui, 2007).

Nesse contexto, o Brasil apresenta indices crescentes. Em 2005, foram
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diagnosticados e notificados 373 casos, no ano seguinte, 399 casos, e um ano
apos foram registrados 832 casos (WHO, 2009b). Essa condicdo pode ser
resultado de mutacdes genéticas, resisténcia natural em populacdes bacilares,
resisténcia adquirida, pobre aderéncia terapéutica, co-infeccdo com HIV e
lesbGes cavitarias (Baliza et al., 2008; BRASIL, 2002). Dessa forma, é de
fundamental importancia que todos os pacientes com tuberculose doenca
tenham o teste de sensibilidade micobacteriana para rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol, e esse deve ser repetido para culturas de escarro
controle por MT que permanecem positivas apos trés meses de terapia (Baliza

et al., 2008; CDC, 2009).

6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO MYCOBACTERIUM SPP. NOS SOROPOSITIVOS PARA

o HIV/AIDS

Em 2004 apenas 40% dos pacientes com tuberculose eram investigados
para o HIV. Progressivo aumento € verificado nas estatisticas seguintes, que
indicam que em 2007, esses indices aumentaram até em 80% (WHO, 2009b).
No entanto, a pesquisa laboratorial do Mycobacterium spp. no paciente
soropositivo para o HIV/AIDS, pelas metodologias fenotipicas de baciloscopia e
cultura, frequentemente apresenta sensibilidade reduzida pelo -carater
paucibacilar (exceto nas cavitacdes) da doenca nesses individuos (Banerjee,
2005; Brasil, 2002; CDC, 2009; Haldar et al., 2007; Séo Paulo, 2005, Sun et al.,
20009).

No Sistema Publico de Saude no Brasil, o diagndstico € geralmente

fundamentado na baciloscopia, e a cultura e provas bioquimicas para o



38

Mycobacterium spp. é recomendada somente se h& suspeita de TB pulmonar
com baciloscopia negativa. Por outro lado, ha disponibilidade do exame de
cultura para os soropositivos para o HIV (Conde et al., 2009). Como vantagem,
a baciloscopia caracteriza-se como técnica direta, nao-invasiva, rapida e
econdmica, porém necessita de 5.000 a 10.000 bacilos por mililitro de amostra
e ainda apresenta positividade variavel para culturas positivas, visto que entre
45 a 80% das culturas para TB pulmonar por MT s&do negativas pela
baciloscopia (Ani et al., 2009; Brasil, 2002; CDC, 2009; Gopinath & Singh,
2009).

A cultura, técnica “gold standard” para o diagnéstico da tuberculose e de
suas formas extrapulmonares, apresenta maior sensibilidade, com detecc¢éo de
10 micobactérias por mL de escarro. Apesar de mais sensivel que a
baciloscopia, apresenta também resultado comprometido para amostras
paucibacilares, e ainda requer de seis a oito semanas para definicdo do agente
da doenca (Ani et al., 2009; Bhattacharya et al., 2003; CDC, 2009; Sao Paulo,
2005; Cho et al.,, 2009, Sun et al., 2009). Adicionalmente, 5% das culturas
podem sofrer contaminacdo durante o pré tratamento e a utilizacdo de terapia
antimicobacteriana pode levar a resultados falso negativos (Cho et al., 2009,
Lima et al.,, 2005). Assim como, os resultados de culturas em amostras de
sangue nos pacientes com sorologia positiva para o HIV/AIDS positivam em
somente 40% nas formas pulmonares se os niveis de linfocitos TCD4" forem
inferiores a 200 células/mm?® (Bacha et al., 2004, Lima et al., 2005). O método
automatizado, possibilita diminuicdo do tempo de deteccdo, e aumento da

sensibilidade, mas ndo a nivel desejavel para amostras de liquido
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encefalorraquidiano, pleural e urina (Assis et al., 2007; Gopinath & Singh, 2009;
Noussair, et al., 2009).

Outras dificuldades para a definicio do agente etiologico sdo as
caracteristicas clinicas e radiologicas da TB pulmonar nos soropositivos para o
HIV/AIDS. A presenca de sinais atipicos nesses individuos é comum e pode se
alterar pelo do grau de imunossupressdao. Assim, em muitas situacbes a
terapéutica antimicobacteriana € iniciada empiricamente, com indices de até
60% de modificacdo apds a definicdo do agente (Garcia et al., 2004; Kibiki et
al., 2007). Contudo, em paises em desenvolvimento o diagnostico pode ser
baseado exclusivamente em critérios clinicos, radiolégicos e epidemiolégicos
(Brasil, 2002; Marchi et al., 2008).

Enquanto que as técnicas fenotipicas sdo a recomendacdo de escolha
para tuberculose doenca, a ferramenta para determinacdo da infeccdo latente
por micobactérias € o Teste de Sensibilidade a Tuberculina. Apesar de sua
recomendacdo em todo paciente HIV positivo sem diagnostico de TB doenca, a
propria infeccdo pelo HIV, pode ser responsavel por resultados falso negativos,
relatados em aproximadamente 30% dos casos, dessa maneira resultados
negativos nesses individuos requerem repeticdo anual, nas contagens de
LTCD4" abaixo de 200células/mm?® (Brasil, 2002; Brasil, 2008b; CDC 2009;
Conde et al., 2009; Jamal & Moherdaui, 2007). Assim, a historia de contato
com tuberculose ou resultado anterior de PPD = 5 mm, indica a
quimioprofilaxia, com isoniazida (9 meses), farmaco que reduz de 40 a 80% o
risco dos infectados de desenvolverem a doenca ativa (Brasil, 2002; Brasil,

2008b).
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Nesse cenario de falhas nas técnicas fenotipicas para deteccdo de
micobactérias, principalmente em amostras paucibacilares, assumem maior
importancia novas estratégias diagnoésticas, entre elas, as técnicas
moleculares. A promessa de melhor sensibilidade (uma coépia de DNA),
especificidade e pronta deteccdo com resultados de 24 a 48 horas, em
qualquer espécime clinico, sdo necessarias e possiveis (Battacharya, 2003;
CDC, 2009; Castro et al., 2007; Cho et al., 2009; Marchi et al., 2008). Essas
caracteristicas possibilitam rapida confirmacdo da espécie e inicio do
tratamento (Battacharya et al., 2003; CDC 2009; Sun et al., 2009).

Varios estudos em biologia molecular foram realizados nos ultimos anos,
no entanto, as orientacdes do CDC para utilizacdo dos testes de amplificacdo
do &cido nucléico para M. tuberculosis sdo vigentes a partir de 1996. Dessa
forma, em junho de 2008, esse Orgdo e a Associacdo dos Laboratérios de
Saude Publica Americana recomendaram a realizagdo dessa técnica em pelo
menos um espécime respiratério de cada paciente com sinais e sintomas da
tuberculose pulmonar. Contudo as rotinas fenotipicas de diagnéstico devem
continuar sendo realizadas, e os resultados das trés metodologias comparados.
Em locais onde o0s testes moleculares sdo uma pratica rotineira, 0s
especialistas utilizam seus resultados para instituicAo da terapéutica
antimicobacteriana em 20% a 50% dos casos de TB (CDC, 2009). No entanto,
esses testes ndo devem ser utilizados para o monitoramento do tratamento e
nao substituem o exame de cultura para micobactérias (Conde et al., 2009;
CDC, 2009). Por exemplo, em soropositivos para o HIV com MT e M. avium, a

sensibilidade de deteccdo do DNA de micobactérias em amostras de sangue €
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comparada a cultura, acrescendo para o rapido diagnostico nesses pacientes
(Restrepo et al., 2006).

Os ensaios moleculares baseados na reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) séo realizados com diferentes seqiiencias alvo, amostras clinicas e
técnicas (Poroca et al.,, 2009, Restrepo et al.,, 2006) . Dentre os alvos
destacam-se o 1S6110, hsp65, regido intergéncia 16S-23S DNAr (ITS), rpoB,
38kDa, 85B antigeno, 16SRNA, regido dna (Bhattacharya et al; 2003, Negi, et
al., 2007). Quanto ao método, o padrédo para deteccdo molecular de M.
tuberculosis é a RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), técnica
fundamentada na variabilidade em um local, que geralmente utiliza como alvo o
Transposon 1S6110 (Malaghini et al., 2009). Convém salientar que o0s
resultados dessas técnicas sao variaveis quanto a sensibilidade e
especificidade em diferentes laboratorios e dependem da amostra, sitio
anatdmico da doenca, co-infeccdo com HIV e parametros técnicos (Ani et al.,
2009; Pinto Junior et al., 2008; Sun et al., 2009).

A acurécia dos testes moleculares é altamente heterogénea, e o0s
inibidores e contaminacdo inter amostras estdo entre 0s principais fatores,
ainda o método é com frequéncia associado a elevados resultados falso
positivos, mas por outro lado a baciloscopia positiva resulta em melhora da
acuracia da PCR positiva em auséncia de cultura, com sugestdo de TB ativa
(CDC, 2009; Haldar et al.,, 2007). Assim, em amostras com pesquisa de
baciloscopia positiva, 0s métodos comerciais de biologia molecular apresentam
elevadas sensibilidade (96%) e especificidade (85%) e em amostras BAAR
negativas e culturas positivas sua capacidade de deteccdo € de 50 — 80%.

Apesar de sua variavel acuracia as técnicas moleculares sdo o método de
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escolha quando ha suspeita clinica e a baciloscopia é negativa (Battacharya et

al., 2003; CDC, 2009; Conde et al., 2009)

7 CONSIDERACOES FINAIS

Finalmente, a ampla distribuicdo ambiental de micobactérias nao-
tuberculosas e seu papel na etiologia das micobacterioses em soropositivos
para o HIV, além da propria epidemiologia da tuberculose, do HIV e da co-
infeccdo, juntamente com as limitacBes fenotipicas e a inespecificidade de
manifestacdes clinicas e radioldgicas do Mycobacterium spp. nos soropositivos
para o HIV, justificam estudos praticos e revisbes acerca do tema. O
diagnéstico precoce da doenca permite o inicio rapido da terapia especifica e,
consequentemente, melhora o progndéstico do paciente. Isso justifica a
incessante busca de metodologias diagndsticas mais rapidas e mais
fidedignas. Porém, apesar do aumento na capacidade de deteccdo de
micobactérias via método molecular, tal ferramenta necessita de padronizacao
para implantacdo na rotina de diagnéstico. Desse modo, a andlise de todas as
ferramentas diagnosticas associadas a interpretacdo clinica, ainda sdo a

escolha para definicdo da tuberculose doenca.
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Resumo

O diagnéstico das formas paucibacilares da tuberculose (TB), que acomete principalmente
imunocomprometidos, transplantados e das formas extrapulmonares € limitado pelos métodos
convencionais. . A reacdo da polymerase em cadeia (PCR) e suas variacdes, tais como a Nested-PCR
(NPCR), tem sido descritas como técnicas promissoras para 0 rapido diagnéstico da tuberculose.
Avaliacao de um protocolo de NPCR para detecgdo do complexo Mycobacterium tuberculosis em sitios
anatdmicos pulmonares e extrapulmonares de individuos com suspeita clinica de TB. Foram incluidas,
prospectivamente, 24 amostras de sitios pulmonares e 85 extrapulmonares, coletadas a partir de 49
individuos soropositivos para o0 HIV e 28 soronegativos e submetidas ao método gold standard e a NPCR
tendo como alvo o transposon 1S6110. A tuberculose foi diagnosticada em 11 pacientes (14,3%), com
54,5% de formas extrapulmonares e 45,5% pulmonares. A NPCR foi positiva em todos, enquanto a
cultura em apenas cinco deles. A positividade da baciloscopia entre os espécimes clinicos foi de 9.2%. A
cultura permitiu o isolamento de sete cepas de M. tuberculosis e duas do Complexo M. avium (8,25%). A
positividade molecular foi descrita em 23,85% das amostras. O desempenho da NPCR frente a cultura,
para amostras pulmonares (n=22) e extrapulmonares (n=83) foi similar (100% de sensibilidade e
aproximadamente 83% de especificidade). A positividade pela NPCR foi significantemente maior que o
isolamento por cultura entre as amostras extrapulmonares (p=0.0042). Os resultados obtidos sugerem a
realizacdo de estudos mais amplos que corroborem o potencial da NPCR-1S6110 para a detecgdo do

genoma micobacteriano na TB extrapulmonar, em especial entre imunocomprometidos.

Palavras Chave: Diagnéstico molecular, Mycobacterium tuberculosis, Nested-PCR, Paucibacilar,

Transposon 1S6110

INTRODUCAO

Apesar de manifestacBes clinicas milenares, tratamentos eficazes e da profilaxia pela vacina de
Calmette-Guérin (BCG), a tuberculose (TB) mantém-se nos dias atuais como um sério problema de salde
publica [1-3]. A epidemia da AIDS também contribui para a gravidade da TB; somente no ano de 2007,
456.000 mortes ocorreram entre os 1.370.000 pacientes co-infectados [1,3]. De fato, metade dos
individuos soropositivos para o HIV desenvolve infecgGes micobacterianas e a TB é responsavel por um
tergo das mortes entre os doentes de AIDS [4,5]. Nas Américas, sdo representativos 0s custos para o
sistema publico de saide, bem como o nimero de mortes por TB [6]. Atualmente, o Brasil ocupa a 14°
posicao entre 0s paises que concentram 75% dos casos de TB [1]. Somente no ano de 2008 foram 81.660
notificagdes [7], das quais aproximadamente um quarto ocorreu no Estado de S&o Paulo, com 26,87% o
percentual de baciloscopias negativas ou nao realizadas [1,8].

A doenca tuberculosa, pulmonar e extrapulmonar, é ocasionada principalmente pelo M.
tuberculosis [9,10]. Nos soropositivos para o HIV, metade dos afetados desenvolve formas
extrapulmonares [11, 12] e a imunossupressdo é fator adicional a rapida progressao para doenga ativa,

além de maior risco de reativacéo [4,
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5, 13]. Os portadores de doenca reumatica crénica e os submetidos a transplante de drgdos também
representam grupos mais susceptiveis a manifestacdo da TB [14, 15]. Todos esses pacientes tem em
comum a manifestacdo predominante da doenca em sua forma paucibacilar, que ultimamente assume
maior importancia epidemioldgica e constituiu, ainda, um desafio diagnostico [3, 11, 16-19].

O diagnostico laboratorial classico da tuberculose é realizado por técnicas fenotipicas e
bioguimicas [3]. A baciloscopia apesar de rapida e econdmica apresenta baixa sensibilidade e
especificidade; ja a cultura, embora mais sensivel, requer de 4 a 8 semanas para o estabelecimento do
resultado [9, 11, 17, 19]. Nesse cenario, convém salientar que em paises em desenvolvimento, entre eles o
Brasil, o diagnostico laboratorial muitas vezes é fundamentado apenas na baciloscopia, na radiografia
sugestiva e na sintomatologia, ficando a cultura e as provas bioquimicas para o Mycobacterium spp.
realizadas apenas frente a um resultado de baciloscopia negativa em paciente sintomatico respitarorio [9,
13]. No entanto, mesmo a realiza¢do da cultura aliada ao diagndstico clinico -epidemioldgico, podem ser
dificultados entre portadores das formas paucibacilares da TB, j& que a cultura é freqiientemente negativa
e a clinica, por sua vez, inespecifica [9,10,12,17,18]. De fato, na TB extrapulmonar, a positivacdo da
cultura entre os doentes tem variagdo ampla (12 a 80%) e depende das amostras e tecidos bioldgicos
pesquisados, que podem ter uma distribui¢do ndo uniforme da micobactéria [11, 12, 20]. Adicionalmente,
a suspeita da doenga em sitios de dificil requer o uso de procedimentos invasivos, como no caso de
amostras pleurais, de biopsias renais e hepéticas e de puncao do liquor [11, 20, 21].

Tais limitagfes estimularam o uso das ferramentas moleculares, que potencializaram a
sensibilidade, a especificidade e a rapidez na deteccdo de micobactérias a partir de qualquer espécime
clinico, incluindo aqueles paucibacilares, independentemente do status do HIV [10, 16, 17, 19, 20]. Desta
maneira, os testes moleculares associados a manifestacBes clinicas sugestivas, podem auxiliar no
estabelecimento da terapéutica antimicobacteriana, principalmente frente ao resultado negativo por
baciloscopia. Tal recurso pode contribuir ainda para a futura diminuicdo da prescricdo empirica,
atualmente empregada em quase 27% dos casos suspeitos de tuberculose pulmonar e, por outro lado,
representa medida importante para o controle da doenca [10-12, 16-18]. Assim, varios autores publicaram
ensaios moleculares para o diagndstico da TB em diferentes: grupos de pacientes, amostras clinicas e
protocolos, alvos génicos micobacterianos e oligonucleotideos iniciadores com alta variacdo de
sensibilidade (20 a 100%) e com especificidade de até 98% [11, 16, 18-20, 22].

Hoje, encontra-se em andamento no Pais um esfor¢o cooperativo na direcdo de padronizacdo de
uma técnica molecular para deteccdo de micobactérias junto aos setores diagnésticos do Sistema Unico de
Saude, entre laboratérios de pesquisa situados em diferentes regides, das quais faz parte o Laboratdrio de
Imunoepidemiologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (Fundagdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ/PERNAMBUCO). A cidade de Sdo José do Rio Preto, localizada na regido Noroeste do
Estado de S&o Paulo, participa desta investigacdo via Centro de Investigacdo de Microrganismos da
FAMERP (Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto), ja que foi considerada prioritaria pelo
Programa de Controle da TB [3], devido a alta taxa de pacientes com tuberculose e exame sorolégico
positivo para o HIV-1, alcangando indices de 35 a 51% no periodo de 1998 a 2005 [23]. A proposta deste

estudo foi avaliar um protocolo de Nested PCR (NPCR) para detec¢do do complexo M. tuberculosis em
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sitios anatdmicos pulmonares e extrapulmonares de individuos com suspeita clinica de TB. Ademais,

descreve caracteristicas clinico-epidemiolégicas desses pacientes.

MATERIAL E METODO

1- Pacientes envolvidos e coleta dos espécimes clinicos

Estudo do tipo prospectivo e descritivo, conduzido de fevereiro a dezembro de 2009, conduzido
pelo Centro de Investigacdo de Microrganismos (CIM), Sdo José do Rio Preto, Sudete do Brazil. A coleta
de amostras e avaliacéo clinica foi realizada por médicos especialistas do Hospital de Base (HB), uma
instituicdo de referéncia para o diagndstico e tratamento de tuberculose, um centro terciério que atende a
populacdo da regido Noroeste paulista de Sdo Paulo. Dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos dos
prontuarios médico de acordo como o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FAMERP S8o Jose do Rio Preto (CEP-FAMERP, 064/2009): moradia, idade, terapia antiretroviral, carga
viral, condicdo imune, utilizacdo de tabaco, drogas ilicitas, etilismo.

Os critérios de inclusdo dos pacientes envolvidos no estudo sdo apresentados na Tabela 1. Todos
0s pacientes incluidos no estudo tinham acima de 18 anos de idade e tinham sintomas e sinais clinicos ou
histéria médica (imunossupressdo, doenca auto-imune, transplante de 6rgéos, soropositivo para o HIV)
sugestivos de tuberculose pulmonar ou extrapulmonar. Apds a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido foram obtidas amostras clinicas de 77 individuos, 49 soropositivos para o HIV-1 e 28
soronegativos, coletadas durante a internacdo hospitalar.

A escolha dos fluidos biolégicos e tecidos foi baseada no Manual Nacional de Vigilancia
laboratorial da tuberculose e outras micobactérias [24]. Cento e nove espécimes clinicos foram incluidos
no estudo, assim distribuidos: 24 espécimes pulmonares (escarro, lavado brénquico e lavado géstrico) e
85 extrapulmonares (sangue, liquor, aspirado de linfonodo, urina, liquido pleural, secrecdo ganglionar,
fragmento de pleura, fragmento hepatico, liquido ascitico aspirado/biopsia de medula Gssea). A
soropositividade para o HIV foi determinado pela presence de anticorpos anti-HIV, medidos pela técnica
de ELISA e confirmados pelo Western blot. Carga viral (VERSANT HIV-1 RNA 3.0 Assay bDNA,
Siemens, Bayswater Victoria, Australia) e a condi¢do imune (TriTEST CD4 FITC/CD8 PE/CD3 PerCP,
Becton Dickinson, CA) foi investigada durante a internacdo hospitalar.

O diagnéstico de TB foi realizado por um dos médicos da equipe deste estudo e os individuos
incluidos neste estudo foram considerados doentes quando um ou mais dos seguintes critérios foram
observados: evidéncia clinica e/ou radiologica de TB, historia de contato com adulto portador de
tuberculose confirmada laboratorialmente e isolamento do M. tuberculosis em amostra clinica, por meio
de exame direto ou cultura e, finalmente, por melhora clinica evidente apds tratamento

antimicobacteriano especifico.

2- Andlise Laboratorial

2.1 Baciloscopia, Cultura, Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos para M. tuberculosis
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Apobs a obtencdo de uma aliquota das amostras para realizacdo da técnica molecular no CIM, o
restante das mesmas foi imediatamente enviado para Instituto Adolfo Lutz-S8o José do Rio Preto,
Laboratdrio de Micobactérias da Secdo de Biologia Médica para o diagndstico fenotipico [25], segundo
recomendacdes do Manual de Controle da Tuberculose para transporte e metodologias.

A baciloscopia direta foi realizada pela técnica de Ziehl-Neelsen para a pesquisa do Bacilo
Alcool Acido Resistente [25]. Paralela a baciloscopia foi efetuada a cultura para todas as amostras
coletadas e posterior identificagdo para amostras positivas pelo método molecular [26,27]. Utilizou-se o
protocolo de neutralizagdo e descontaminagdo com N-acetil-L-cisteina-hidréxido de sodio (NALC-
NaOH) [25]. A seguir procedeu-se a cultura em sistema automatizado em frascos contendo 0 meio de
cultura BacT/ALERT MP, previamente suplementado com MB/BacT Antibiotic Supplement
(BioMeérieux, Franca) [26,27]. Nos casos de hemocultura, o sangue foi diretamente inoculado em frascos
Bact/ALERT MB, préprios para esse espécime clinico. Uma vez inoculados, os frascos foram incubados
em estufa microbioldgica, também do mesmo sistema, e continuamente monitorados quanto a presenca de
micobactérias. A positividade resultou da presenca de diéxido de carbono (CO,) no meio de cultura, via
metabolismo bacteriano, detectada por sensor colorimétrico sensivel & mudanca de cor. O tempo maximo
de permanéncia dos frascos no aparelho foi de 42 dias ou entdo até que houvesse sinal de resultado
positivo, segundo analise por “software” associado ao sensor colorimétrico. A partir de todas as culturas
positivas, foi feita pesquisa de BAAR e, depois, 0 subcultivo em meio de Ogawa —Kudoh em estufa
bacterioldgica a 37 °C para a obtencdo das colonias e posterior identificagdo [25]. As culturas positivas
foram triadas quanto as caracteristicas fenotipicas em MT/MNT e encaminhadas ao IAL-Sao Paulo para
identificacdo por testes bioquimicos e no caso das MNT também por biologia molecular para confirmacéo
da espécie, pelo método de PCR/RFLP, com amplificagdo de um fragmento de 441pb do gene hsp65 e
analise dos perfis de restri¢do das enzimas BstEll e Haelll [27].

As micobactérias identificadas como M. tuberculosis foram testadas para sensibilidade a

rifampicina, isoniazida, etambutol, estreptomicina e pirazinamida.

2.2- Processamento da amostras clinicas e extracdo do DNA

As analises moleculares foram realizadas a partir dos espécimes clinicos. Para a amostra
sanguinea uma aliquota foi coletada em tubos a vacuo com EDTA e acondicionado a 4° C. Apos foi
realizada a diluicdo de 4mL em volume igual de PBS (pH = 7,2) em tubo Falcon® de 15mL, com adicéo

® (Sioma) gelado. A seguir o contetido do tubo foi centrifugado por 30 minutos

de 3mL de Ficoll Histopaque
a 200 rpm, com separagédo do plasma (1% camada) e o anel de células brancas [17, 28, 29]. A extracdo de
DNA das outras amostras bioldgicas foi realizada por meio do protocolo de Rossetti et al. 1997 [30], com
modificagOes descritas por Lima et al. 2009 [18]. Uma aliquota de 500 pL da amostra foi centrifugada a
13.000 rpm por 10 min e submetida a trés lavagens com tampéo Tris-EDTA (TE). O sedimento foi
ressuspendido em 100 pL de TE e aquecido em termobloco a 100°C por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e adicionou-se 5 pL de resina (Sephaglas BandPrep Kit; Amersham-

Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e, ao volume final obtido, foi acrescentado o dobro de uma solucéo
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de iodeto de sédio (0,9 g/mL). Em seguida, o tubo foi agitado por 5 min e incubado a temperatura

ambiente por mais 5 min. Os tubos foram centrifugados por 1 min, apds o descarte do sobrenadante

foi adicionado 200 pL de etanol gelado a 70%, ao sedimento e em seguida nova agitacao e centrifugacédo
por 1 min. O sedimento foi mantido a temperatura ambiente durante 60 min para secagem completa e
ressuspendido com 40 uL de TE 1X. Apds o tubo foi incubado em banho-maria a 50°C por 10 min.
Posteriormente, o tubo foi

centrifugado por 1 min e o sobrenadante transferido para outro tubo e estocado a -20°C até o
processamento da amostra. Um controle negativo usando TE foi incluido durante a extragdo do DNA e

manipulado como amostra biolédgica [18, 30].

2.3 NPCR

Para amplificacfo do elemento de inser¢do 1S6110 (GenBank NP_215310.1), foram realizadas
duas reacgdes separadas (lima 2009). Na 1° reacdo: 100ng DNA gendmico purificado foi amplificado
numa reacao de 50 pL contendo: 1X de tampéo (10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KClI, 0,01% gelatina
(W/V), 50mM MgCl,, 10 pm/uL de cada oligonucleotideo (TJ3 5’-ATC CCC TAT CCG TAT GGT G-
3”) e TJ5 5°-CCG CAA AGT GTG GCT AAC-3"), 0.2uM dNTP e 5U de Taq DNA polimerase . Trinta
ciclos foram realizados ap6s uma desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos num termociclador (DNA
MasterCycler; Eppendorf, Madison, WI, USA) . Cada ciclo consistia de uma etapa de desnatura¢éo a
94°C por 1 min; 57°C por 1 min e 72°C, por 1 min, com uma extenséo de 72°C por 5 minutos. Uma etapa
adicional a primeira reacdo foi realizada utilizando 10 pL do produto de PCR com as mesmas condi¢Bes
acima descritas usando outros pares de oligonucleotideos ( STAN3 5°-GTC GAG TAC GCC TTCTTG
TT-3 e OLI 5 5°-AAC GGC TGA TGA CCA AAC-3’) e outra temperatura de anelamento (60°C). Os
oligonucleotideos das duas reacdes, dNTP e Tag DNA polimerase foram sintetizados pela Invitrogen Life

Technologies (Sao Paulo, Brasil).

Para cada amplifica¢éo foi incluido um controle positivo contendo DNA extraido de cepa de
referéncia de M. tuberculosis H37Rv, e dois controles negativos , uma da extra¢do e outro da reagdo com
Milli-Q water. Apds coloragdo com brometo de etidio, os produtos amplificados na segunda reacdo de
365 pb foram analisados em gel de agarose a 2,0% e visualizados em um transluminador com luz UV
(Fisher-biotech, FDBLT-88, Australia) e fotografadas com um revelador Kodak (EDAS 290, Estados
Unidos da América). O marcador de peso molecular de 100 pares de base utilizado foi 0 Low DNA Mass

Ladder (Invitrogen Life Technologies, S&o Paulo, Brasil).

3- Analise Estatistica

O programa BioEstat versdo 5.0 [31] foi utilizado para analise estatistica com a positiva
baciloscopia e ou cultura consideradas como gold standard. O valor de p menor que 0.05 foi

considerado estatisticamente signigicante.
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RESULTADOS

Dos setenta e sete pacientes incluidos no estudo, 49 (63,5%) eram soropositivos para o HIV-1 e
28 (36,5%) soronegativos. A faixa etaria variou de dezoito a oitenta e sete anos de idade (média 43,1 e +
3,88). A maioria era do sexo masculino (63,7%) e de etnia caucaséide (70,2%). Residem na zona urbana
90,9% dos individuos, enquanto 40,2% referiram tempo de instrucéo formal inferior a quatro anos. Treze
deles (16,8%) foram considerados etilistas e pouco mais de um quarto (n= 22) fazia uso do tabaco. Dentre
0s 28 soronegativos para o HIV-1, 18 encontrava-se sob terapéutica imunossupressora, por transplante ou
doenca auto-imune. As co-
morbidades mais freqiientes nos soropositivos para o HIV foram a candidiase oro-esofagica (n= 16), a
hepatite C (n=16) e a neurotoxoplasmose (n=15) e nos soronegativos, o LUpus Eritematoso Sistémico
(n=7).

Foram obtidos 109 espécimes clinicos a partir dos 77 individuos pesquisados , de acordo com a
suspeita clinica. A Tabela 2 mostra os espécimes clinicos coletados segundo os resultados da
baciloscopia, cultura e NPCR com percentuais de positividade de 9,2% (n=10; up to one cross), de 8,25%
(n=9) e 23,85% (n=26), respectivamente. Dentre os ultimos, em aproximadamente 65% dos espécimes
clinicos ndo foi possivel a obtengdo de isolados em cultura. Quando comparados os méetodos de cultura
versus NPCR para as amostras extrapulmonares a positividade pelo método molecular foi
significantemente maior (p = 0.0042; Teste Exato de Fischer) o que se repetiu quando consideradas
apenas as sanguineas (p = 0.0447; Teste Exato de Fischer). O mesmo resultado ndo foi obtido quando
avaliadas apenas as amostras pulmonares (p = 0.4936; Teste Exato de Fischer).

Quanto aos parametros de sensibilidade e especificidade, a comparacdo dos resultados obtidos
pela baciloscopia versus NPCR revelaram que o método molecular obteve sensibilidade de 80% e
especificidade de 87% (VPP=38%; VPN=97%). A comparacdo do desempenho da NPCR frente a cultura
considerando somente as amostras pulmonares (n=22), mostrou sensibilidade de 100% e especificidade
de 83,3% (VPP=57%; VPN=100%). No entanto, para as 81 amostras extrapulmonares investigadas
(exceto duas amostras sanguineas com M. avium) essa mesma comparagdo mostrou menor sensibilidade
(100%) e especificidade (82%) da metodologia molecular (VPP=17%;VPN=100%). Quatros culturas
contaminadas foram excluidas dessas comparacgdes.

Nenhum isolamento a partir dos espécimes clinicos provenientes dos individuos com sorologia
negativa para o HIV-1 pode ser verificado, no entanto M. tuberculosis foi obtido a partir de diferentes
espécimes clinicos (liquor, sangue e escarro) de cinco pacientes soropositivos para 0 HIV-1. M. avium
também foi isolado para outros dois individuos do mesmo grupo, a partir do sangue. A média de LTCD4"
e carga viral para o grupo de pacientes soropositivos para o HIV-1 com resultados negativos por
baciloscopia, cultura e NPCR (34/49) foi de 189 + 182,21 células/mm? e 96,99 + 70,99 cépias/mL,
respectivamente. Em contrapartida, no grupo de pacientes soropositivos para o HIV com resultados
positivos por pelo menos uma dessas metodologias (15/49), essas médias foram de 86 + 67,25
células/mm? e 167,83 + 191,24 copias/mL, respectivamente

Foi estabelecido o diagndstico de tuberculose em 11 pacientes (14,3%), com 54,5% da forma

extrapulmonar e 45,5% de forma pulmonar. Quatro desses pacientes eram soronegativos para 0 HIV-1
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(4/28), com dois casos pulmonares e outros dois com a forma pleural. A positividade da NPCR entre 0s
mesmos foi determinada por apenas um espécime clinico (sangue ou liquido pleural), cujos resultados
mostraram-se negativos por cultura. Metade desses pacientes evoluiu para 6bito, ndo atribuida a TB.

Entre os pacientes soropositivos para 0 HIV-1 (n=49), sete diagnosticos finais de tuberculose
(14.3%) foram estabelecidos. Trés deles com tuberculose pulmonar, e exames de baciloscopia e NPCR
positivos para todas as amostras (1 a 5, por paciente), com apenas uma cultura negativa a partir do
escarro. Os demais doentes (4/7) apresentaram formas extrapulmonares: dois deles a forma meningea
(cultura e NPCR positivas no liquor);
um outro a manifestacéo pleural (NPCR positiva somente) e, por fim, uma TB miliar com positividade
dependente da amostra colhida. Para esse ultimo, o sangue e o escarro foram positivos por cultura e
NPCR, no entanto resultados contraditorios foram obtidos para o liquor (cultura positiva e NPCR
negativo) e para o aspirado de linfonodo (cultura contaminada e NPCR positiva). O desfecho deste
paciente foi 0 6bito, assim como o de dois outros com formas pulmonares da doenca.

Em 7.8% patients (6/77) com resultados positivos pela NPCR result, 0 medico ndo considerou
diagnostico de tuberculose. Por outro lado, todos os pacientes com culturas positivas para o M.
tuberculosis (n= 9) receberam o tratamento antimicobacteriano preconizado pelo Manual de
RecomendacGes para o Controle da Tuberculose no Brasil [3]. Todas essas cepas foram sensiveis aos
antimicobacterianos testados.

Discussao

O controle da tuberculose baseia-se no diagnostico clinico-laboratorial precoce e tratamento
adequado. No entanto, uma metodologia de diagndstico laboratorial efetiva ainda ndo foi alcancada,
principalmente para o doente denominado paucibacilar, no qual a sensibilidade dos métodos considerados
gold standard é diminuida [9,12,17,19,32]. A técnica de NPCR, utilizando como alvo o transposon
1S6110, vem oferecendo melhores resultados entre as formas paucibacilares conforme estudos de Garcia
et al. no México em 2009 [20], de Assis et al. em 2007 [33] e Lima et al. em 2009 [18] no Brasil e por
Liu et al. 2007 [21] em Taiwan com respectivamente 86%, 98%, 26% e 43% de sensibilidade e 79%,
15%, 92% e 95% de especificidade. Assim, o presente estudo busca contribuir para a avaliacdo dessa
metodologia para investigacdo laboratorial rdpida da tuberculose entre individuos paucibacilares.

O perfil s6cio-demografico e clinico da populacdo deste estudo acompanha a tendéncia da
tuberculose e da infeccdo pelo HIV-1 no Estado de S&o Paulo [5,23,34,35], onde a populagdo masculina,
caucasodide, de baixa condi¢do socio-econdmica e escolaridade, com faixa etaria entre 25 a 44 anos é
acometida [5, 23, 36]. Quanto as co-morbidades mais freqiientes nos soropositivos para 0 HIV-1, essas
repetem o referido anteriormente no Brasil e nos EUA [34, 35]. Conforme esperado, em relacdo aos
soronegativos para o HIV-1, o LES foi a co-morbidade mais frequente (7/28), dados os critérios de
inclusdo adotados. De fato, estudos anteriores descreveram a presenga da co-morbidade LES em
portadores de TB na India onde a incidéncia foi de 2.450/100.000 e na Turquia com 150/100.000 [37].
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Ademais, a nefrite lGpica é clinicamente similar a TB renal o que chama a atengédo para o uso racional de
imunossupressores bem como para a investigacdo da TB latente entre esses pacientes [15].

Os resultados discordantes entre 0 método molecular e a baciloscopia (17 amostras — Tabela 2),
aqui encontrados, ndo surpreendem ja que resultados negativos pela baciloscopia (n=99), com no maximo
uma cruz (n=10), podem ser decorrentes da baixa sensibilidade da técnica associada a natureza
paucibacilar das amostras ou mesmo & auséncia da infeccdo por BAAR [11, 12, 17-19]. No presente
estudo, sete pacientes com diagndstico clinico-laboratorial de TB mostraram baciloscopia negativa e
NPCR positivo. No Brasil, de acordo com as Diretrizes para Tuberculose da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (2009), ainda ndo existem manuais que padronizem a definicdo de caso de
tuberculose pelo resultado molecular positivo. Na préatica, seu uso fica restrito a alguns centros de
referéncia e pesquisa, para que tais resultados possam ser utilizados em situagdes que exigem répido
diagndstico [13].

A comparacéo da deteccdo do complexo M. tuberculosis por NPCR frente & cultura mostrou,
para as amostras pulmonares, parametros ideais de sensibilidade (100%), porém com especificidade
(83,3%) satisfatéria. De fato, o desempenho da PCR mostra-se promissor em amostras de escarro de
doentes adultos [9,18]. Estudos prévios, nesse tipo de amostra, com o alvo 1S6110 [10, 22, 33],
reportaram menor sensibilidade (88% a 98%) e especificidade variando entre 15% a 100%. Essa
divergéncia pode estar associada as diferentes seqliencias-alvo utilizadas, volume e tipo de amostras, além
dos diferentes protocolos de biologia molecular empregados em laboratérios distintos [10,18,19,22].
Dessa maneira, a correlagdo dos resultados com a clinica do paciente é fundamental para o diagndstico de
TB, e pode-se estabelecer a doenga a partir de culturas negativas, apés a prova terapéutica [22].

Para as amostras extrapulmonares, mesma sensibilidade foi obtida e a especificidade foi
semelhante (82,05%), com maior poder de positivacdo pelo método molecular (p = 0.0042), descrita
também como significante no estudo de Noussair et al. 2009 [12]. Quanto a sensibilidade, indices
variaveis pela metodologia molecular foram descritos neste mesmo tipo de amostra na Franca [12], na
india [11] e no Chile [10], nos quais os valores descritos foram de 86,6% e 90% e 50%, respectivamente.
No entanto, tais resultados devem ser interpretados com cautela ja que a cultura ndo se mostra gold
standard para validar a eficacia de um novo procedimento diagnéstico no caso das amostras
extrapulmonares [12], justamente por sua natureza paucibacilar, com positividades que variam entre 12 a
80% [10-12,20]. Assim, a variacdo na sensibilidade ¢ um dos obstaculos para o desenvolvimento
completo e padronizagdo desta técnica em laboratérios de referéncia. Ainda, a especificidade e VPN
superiores a 82%, e 97% respectivamente, permitem afastar a ocorréncia de doenca em casos de
resultados negativos no teste molecular.

A bacteremia por M. tuberculosis, foi descrita de modo mais significativo apenas ap6s 0 advento
da infeccéo pelo HIV [38], com relatos que mostram 26-42% de frequéncia de isolamento desse agente na
TB pulmonar e de até 60% nas apresentacdes extrapulmonares entre os portadores desse virus [29]. Para
€sse mesmo grupo, as prevaléncias detectadas em estudos no Brasil, por meio da cultura, variaram de 15 a
25,6% [38,39 ] tendo sido os maiores valores obtidos na era pré-HAART. Gopinath et al. 2009 [17],
Rebollo et al. 2006 [29] e Nandagopal et al. 2010 [40], obtiveram prevaléncias em torno de 7% a 31%,

de deteccdo molecular do Mycobacterium spp. em amostras sanguineas de soropositivos para o HIV-1,
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sem diferenca significante quanto ao percentual obtido para 0s soronegativos [29]. No presente estudo,
também ndo foi possivel observar tal diferenca sendo que, do mesmo modo, maior positividade foi
observada pelo método molecular quando comparado a cultura para essas amostras (p=0,04477). De fato,
a sensiblidade da PCR em sangue mononuclear, aqui utilizada, tem sido reportada como mais sensivel
que a cultura e com similiar especificidade por diferentes autores [18,29,39,40]. Outra desvantagem
diagnostica da hemocultura para micobactérias em soropositivos para 0 HIV é que somente 40%
apresentam positividade quando os niveis de TCD4+ esto abaixo de 200 células/mm* como verificado
para os pacientes desse estudo com pelo menos um resultado positivo por qualquer metodologia utilizada
[41].

A tuberculose pleural descrita em dois pacientes soronegativos para 0 HIV-1 desse estudo,
corrobora a descri¢do dessa forma como a predominante entre 0s casos extrapulmonares nesse grupo [3].
Ja nos soropositivos para o HIV-1, em 57% dos casos (4/7) a forma predominante foi a extrapulmonar;
resultados que também corroboram os niveis superiores a 50% dessa forma, ja relatados para 0 mesmo
grupo [3,11]. As infecgdes por M. tuberculosis em pacientes infectados pelo HIV-1 geralmente ocorrem
em contagens de LTCD4" entre 200 e 300 células/m®, enquanto que o isolamento de MNTs encontra-se
aumentado em valores inferiores & 100 células/mm?® [38,39,41]. Na populacéo estudada a deteccdo do
Mycobacterium spp. por qualquer método empregado, ocorreu em niveis de LTCD4" abaixo de 100
células/ mm?®, conforme descrito também em outras regides do Brasil [5,36 ] e na Coldmbia [4].

A triagem clinica cuidadosamente direcionada a pesquisa de doenca por micobactérias associada
a coleta e transporte otimizados das amostras biolégicas, em comparagdo aos procedimentos
rotineiramente efetuados, sdo fatores que fortemente contribuiram para o isolamento de Mycobacterium
tuberculosis acima do previsto. No HB, centro regional de referéncia para o diagndstico e tratamento do
HIV/AIDS na regido foi observada 14,3% de diagnéstico, enquanto que no IAL-SJRPreto, centro de
referéncia para o diagndstico da tuberculose da subdivisdo XV do Estado de S&o Paulo, observou-se
aumento de 50 %, do que o rotineiro [42]. Apesar dos freqlientes relatos de multidroga resisténcia (MDR-
TB) no Brasil, todas as cepas de M. tuberculosis isoladas nesse estudo foram sensiveis aos
antimicobacterianos testados [2].

Em seis individuos cujo diagnéstico molecular positivo foi acompanhado por resultado
fenotipico negativo (6/77; 7.8% de discordancia), a tuberculose foi descartada pelo médico e outros
diagndsticos foram estabelecidos. Esses resultados discordantes podem estar relacionados ao fato da
amplificacdo do DNA genémico nem sempre representar bacilos viaveis ou ainda pela contaminagéo
durante a execucdo laboratorial da reacdo, mesmo com a utilizacdo de controles negativos da extragdo e
amplificagdo e controle positivo, utilizados nesse estudo [18,22,32,33]. Tal discordancia é frequentemente
descrita, em percentuais ainda maiores (15,3 a 38.8%), por diferentes autores e populages, na india [11];
na Nigéria [43], entre outros. Casos de pacientes com infeccdo por micobactérias ndo diagnosticados, nao
sdo tratados e assim esses individuos continuam a disseminar bacilos. Assim é evidente a importancia dos
métodos moleculares como ferramentas para melhorar o diagnostico e eficiéncia dos servicos de salde
[9]. Ainda, apesar de ter sido reportado, a auséncia ou presenca de pouca coOpias (0-25 cépias) da
sequéncia alvo 1S6110, em muitas cepas de M. tuberculosis, muitos estudos descrevem essa sequéncia

como a mais sensivel [12,40]. Adicionalmente, 0 CDC recomenda que a confirmacdo do resultado
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baseado no genoma em amostras seriadas é ideal, e caso a positividade seja obtida em pelo menos duas
amostras esta deve ser interpretada como sugestiva tuberculose [44], fato que reforca a necessidade de
maior investigacdo clinico laboratorial da doenca nesses pacientes.

Resultados discordantes verificados para dois pacientes foram obtidos em espécimes clinicos
coletados durante tratamento e, assim, a NPCR permitiu constatar situacdo de vigéncia terapéutica para
tuberculose [33]. A descri¢do desse fato também foi observada previamente no Estado do Para, Brasil
[33] e na Grécia [28]. Associado aos nossos dados estes possibilitam estudos futures abordando a
possibilidade de utilizar a metodologia como marcador de sucesso terapéutico.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a realizacdo com amostragem mais ampla,

com a inclusdo de amostras seriadas e em areas de endemicidade distinta, na dire¢do de corroborar o
potencial da técnica de NPCR com o alvo 1S6110 para a detec¢do do genoma micobacteriano na TB
extrapulmonar, com atencdo especial aos pacientes imunocomprometidos; e assim estabelecer o
diagndstico e rapida terapéutica.
O protocolo de NPCR apresentado nesse estudo é adequado para o diagnéstico da TB em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, porque é simples, tem custos limitados e equipamentos
comumente disponiveis em laboratérios basicos de biologia molecular. Por fim, resultados moleculares
positivos ndo devem ser dissociados dos critérios clinicos, epidemiol6gicos e/ou laboratoriais de rotina
para o estabelecimento do diagndstico da TB.
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Tabela 1: Distribuicdo dos 77 pacientes de acordo com os critérios de inclusdo do estudo, com subdivisdo em
soropositivos e soronegativos para o HIV-1.

Critérios de Incluséo Soropositivos Soronegativos Total

Tosse com ou sem expectoracdo, febre 37 5 42
diaria, perda de peso e/ou derrame pleural

Cefaléia e febre 9 2 11

Hepatoesplenomegalia e febre 2 1 3

Linfoadenomegalia 1 2 3

Utilizacdo de Imunossupressores 0 5 5

Tosse, febre diaria, perda de peso e uso 0 13 13
imunossupressores

Total 49 28 77

Tabela 2: Resultados obtidos a partir do diagndstico fenotipico (BAAR e cultura) e molecular (NPCR -
1S6110) para deteccdo do Mycobacterium spp. em 109 espécimes clinicos de individuos soropositivos e
soronegativos para o HIV-1.

. ) NPCR
Espécimes Clinicos Baciloscopia Cultura
1S6110
(109)
() Q) () Q) * () Q]
Amostras Pulmonares (24) 5 19 4 18 2 7 17
Sangue (57) 3 54 3 53 1 10 47
Liquor (16) 0 16 2 14 0 5 11
Aspirado de linfonodo/secrecéo,
] 1 2 0 2 1 1 2
ganglionar (3)
Aspirado/Biopsia de Médula

. 0 2 0 2 0 0 2

Ossea (2)

Fragmento de Pleura/Liquido

1 2 0 3 0 2 1

Pleural (3)
Fragmento hepatico (3) 0 3 0 3 0 0 3
Ligquido ascitico (1) 0 1 0 1 0 1 0
Total: 109 10 99 9 96 4 26 83

* cultura contaminada

NPCR versus baciloscopia em amostras pulmonares e extrapulmonares (S= 80%; E=87%; VPP=38%); e
VPN=97%).

NPCR versus cultura em 22 amostras pulmonares (S= 100%; E=83%; VPP=57% e VPN=100%).

NPCR versus cultura em 81 amostras extra-pulmonares (S= 100%; E=82%; VPP=17% e VPN=100%).

M123456 78 910M
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose demostrando os amplicons de 365bp, produto da amplificacdo
por NPCR do elemento de insercdo 1S6110. M: marcador (Low Mass Ladder - Invitrogen®) Faixa 1,
controle negativo da extracéo; Faixas 2, 3, 5, 6, 7, 8 pacientes do estudo; Faixa 4, controle negativo da
PCR; Faixas 9 e 10, quantidades seriadas de DNA gendmico, com respectivamente 100pg e 1pg de cepa
de M. tuberculosis H37Rv ; M: marcador (Low Mass Ladder - Invitrogen®)
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CONCLUSOES

As seguintes conclusdes puderam ser obtidas a partir da populagcdo com

suspeita de doenca pelo complexo Mycobacterium spp., avaliada neste estudo:

-O perfil soécio-demografico observado acompanha a tendéncia da
tuberculose e da infeccéo pelo HIV-1 no Estado de Sao Paulo;

- A candidiase oro-esofagica, a hepatite C e a neurotoxoplasmose sé&o
as co-morbidades mais freqlientes nos soropositivos para o HIV. A presenca
dos portadores de Lupus Eritematoso Sistémico reforca a importancia da
investigacao laboratorial de micobactérias em imunossuprimidos;

- O isolamento de micobactérias, foi superior a 50% a rotina do IAL-
SJRPreto, centro de referéncia para o diagndstico da tuberculose da subdivisao
XV do Estado de Séo Paulo;

- A deteccdo do Mycobacterium spp. ocorreu em individuos cujos niveis
de linfécitos TCD4+ estavam abaixo de 100 células/ mm®no momento da coleta;

- A Nested-PCR tem sensibilidade de 80% e especificidade de 86%
guando comparada a baciloscopia;

- O desempenho da NPCR frente a cultura, para amostras pulmonares
(n=22) e extrapulmonares (n=83) €& similar (100% de sensibilidade e
aproximadamente 83% de especificidade). A positividade pela NPCR é
significantemente maior que o isolamento por cultura entre as amostras

extrapulmonares.
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APENDICE |

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa chamada
“Pesquisa imunolégica e molecular do Mycobacterium spp. em uma populacéo
de criangas e adolescentes do Noroeste paulista.” Esse projeto, coordenado
por mim e pela Prof.2 Dr2 Andréa Regina Baptista Rossit, vai estudar os
micrébios causadores de doenca no peito, no coracdo, N0 sangue e em menor
namero de vezes, na cabeca, na coluna, nos rins e em outras partes do corpo
em seu(ua) filho(a). A sua participacdo consiste em permitir, caso queira, que
0s medicos ou enfermeiros, coletem um pouco de sangue, da urina e realizem
teste de resposta ao micrébio no braco, dependendo do indicado pelo médico
pediatra. Esse Ultimo exame testa se 0 germe estudado ja entrou em contato
com seu filho e, por isso, ndo indica doenca. Além disso, é seguro e ndo tem
contra-indicacdo. Para sua realizacdo € necessario que a enfermeira treinada
faca a injecdo de pequena quantidade de liquido entre a pele e o musculo (sub-
cutdnea) com leitura do resultado em uma segunda visita (72 hs). Por
necessidade de diagndstico, o material coletado serd enviado, caso vocé
consinta, para o Centro de Investigacdo de Microrganismos da FAMERP onde
usaremos metodologia mais avangcada (molecular) para avaliar os microbios.
Vale a pena lembrar que todos temos micrébios em nosso organismo e que
apenas em algumas situacdes especiais eles podem causar doenca.

Queremos deixar claro que o seu nome ou de seu filho (a) nunca sera
divulgado. Durante a pesquisa, vocé podera tirar qualquer davida a respeito do
trabalho e, se necessario, entrar em contato com os coordenadores da mesma,
Prof.2 Dr.2 Andréa Rossit no telefone 017- 3201-5909, na Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto. Vocé também néo ter4 nenhuma despesa
com essa pesquisa. O material por vocé cedido destina-se apenas a analise
cientifica e ndo serd comercializado ou fornecido como resultado de analise
clinica. Caso tenha duvidas sobre esse acordo ou alguma questdo que nédo
tenha sido esclarecida, vocé ainda podera entrar em contato com a Comissao
de Etica dessa Faculdade (0xx17 — 3201-5700 R. 5813).

Sao José do Rio Preto, ...... [oiid .

Pesquisadoras Responsaveis: Mestranda Adriana Antonia da Cruz Furini
e Prof.2Dr.2 Andréa Regina Baptista Rossit

FAMERP - Centro de Investigacdo de Microrganismos

FONE: (0xx17) 3201-5909 e (0xx17) 97743857

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 Vila Sdo Pedro — CEP 15090-000
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APENDICE Il

FLUXOGRAMA PARA COLETA DOS ESPECIMES CLINICOS POR:
CISTRANS — TRANSPLANTE RENAL E AMBULATORIO DE NEFROLOGIA;
PED — SERVICO DE PEDIATRIA E CIRURGIA PEDIATRICA
RT — AMBULATORIO DE REUMATOLOGIA
DDIP — DEPARTAMENTO DE DOENCAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS

HB — FUNFARME; FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO
PRETO - FAMERP

PEDIDO DE EXAME (azul) - ANOTAR A SIGLA - RE

U

COLETAE CONSERVA(;AO DA AMOSTRA (PROTOCOLO)
Sangue: temperatura ambiente
Escarro, Lavado Géstrico, Lavado Brénquico, Urina, Bidpsias, LCR: refrigeracdo de 2°
agC

!

ENVIAR A AMOSTRA PARA DIP - 2° andar
Davidas: Prof.2 Andréa, Valéria, Luciana Ramal 5736
Dra. Célia Franco — Ramal 5006
Recolhimento da amostra pelo CIM (3 vezes ao dia)

!

CENTRO DE INVESTIGACAO DE MICRORGANISMOS - CIM
ANOTACOES NO LIVRO: DOENCAS NEGLIGENCIAVEIS
ENVIO AO INSTITUTO ADOLFO LUTZ - Até o dia seguinte as 12:00 hs
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APENDICE Il

“FICHA CLINICA, LABORATORIAL, SOCIODEMOGRAFICA E EPIDEMIOLOGICA DOS
PACIENTES ENVOLVIDOS NO ESTUDO”

Ficha Epidemioldgica

AN o (o I e (o] 01 (U = U [ PP PP PP PSPURPTT
N[0 T PP
Sexo: ( )F ( M ldade:.........coovnne Local de nasCimento:...........ueveeeeeeeeieeeeeeeeniinnnne
Data de NasCimento:...........eevveeeeieeeeeeeennnnnnnne

Etnia: ( )Branca ( )Negra ( )Mulata ( )Oriental ( )OULrAS .....cccoooieeieiiiiiiiiiiieeee
Moradia: Area Rural ( ) Urbana ( )Semiurbana ( )Periferia ( )lgnorado

(0 1575 o U
Soropositivo para o HIV/AIDS: ( )Sim ( )Nao Ano de diagnéstico do HIV:........................

Escolaridade: <4 anos( ) 4-8anos( ) >8anos( ) ignorada( )

Detencado: ( )Sim ( )Ndo ( )exdetento Tatuagens: ( )Sim ( )N&o

Risco Sexual: ( )Sim ( )Nao ( )Ex Drogaendovenosa: ( )Sim ( )Nao ( )Ex
Tabagismo: ( )Sim ( )N&o ( )Ex

Realizacdo de Teste de Sensibilidade a Tuberculina nos 2 dltimos anos: ( )Sim ( )Nao

Hemoterapia: Sim ( ) Nao ( ) Ano:
ASPECTOS CLINICOS

Jé teve diagnostico de tuberculose: () SIM () NAO ANO: .oooiiiiiiiiiee e
- Diagnostico: ( )Clinico ( ) Laboratorial
- Agente etiol6gico: Género e espécie

- Sitio de isolamento: ( ) Pulmonar ( ) Extrapulmonar
-Periodo de tempo em meses:

- ( ) Pirazinamida ( ) Rifampicina ( ) Isoniazida ( ) Etambutol ( ) Estreptomicina

() etionamida

Transplantado: ( ) Sim ( ) Néo
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Terapia antiretroviral: ( ) Sim ( ) Nao

Outras co-morbidades: (Citomegalovirus, Hepatite B e C, Toxoplasmose, Candidiase, Herpes
zoster, Sifilis, Lupus Eritematoso Sistémico, Artrite Reumatoéide; etc) — Especificar nome e ano
de diagndstico

Data do espécime clinico:

Resultado da baciloscopia do espécime clinico :

-negativa( ) lcruz( )2cruzes( )3cruzes( )

Resultado da cultura do espécime clinico: Género e espécie
Teste de sensibilidade aos antimicobacterianos:

- Pirazinamida: ( ) Sensivel ( ) Resistente ( ) Nao se aplica
- Rifampicina: ( ) Sensivel ( ) Resistente ( ) Nao se aplica

- Isoniazida: () Sensivel ( ) Resistente ( ) Nao se aplica

- Estreptomicina: () Sensivel () Resistente () Nao se aplica
- Etambutol: ( ) Sensivel ( ) Resistente () Nao se aplica

Resultado da Nested-PCR do espécime clinico:
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ANEXO I

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO

Autarquia Estadual - Lei n.° 8899 de 27/09/94
(Reconhecida pelo Decreto Federal n.” 74.179 de 14/06/74)

Parecer n.° 064/2009

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Protocolo n® 2535/2009 sob a responsabilidade de Andréa
Regina Baptista Rossit com o titulo "Doengas negligenciadas: contribuicdo
nos diagnésticos da Tuberculose, Doenga de Chagas e Maléria” esté de acordo
com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 13 de abril de 2009.

Prof. Dr. T Carlos Pires
Coordenador de¢” CEP/FAMERP

Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - 15090-000 - Sao José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel. (17) 3201-5700 - Fax (17) 3229-1777 - www.famerp.br

ANEXO 11

89
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FICHA PARA REQUISICAO DE EXAMES DE TUBERCULOSE PARA O
INSTITUTO ADOLFO LUTZ-SAO JOSE DO RIO PRETO, LABORATORIO DE
MICOBACTERIAS - SECAO DE BIOLOGIA MEDICA PARA O DIAGNOSTICO

FENOTIPICO

RE

Requisicio de Exames DATA DE ENTREGA N¢ GERAL \“g
TUBERCULOSE 7 L |

UNIDADE REQUISITANTE

NOME | N2DAMATRICULA |

ENDERECO

DATA DE NASCIMENTO IDADE SEXO

3 / / Ll mascuLino 77< NN
( MATERIAL ENVIADO

D ESCARRO OUTRO: , |
DIAGNOSTCO |

12 AMOSTRA D AMOSTRA D CONTROLE DE TRATAMENTO !

shie Sl N e ]

\D BACILOSCOPIA D CULTURA I:] IDENTIFICACAO D TESTE DE SENSIBILIDADE J
- RESULTADO

4 BACILOSCOPIA )

AMOSTRAS DE ORIGEM EXTRA-PULMONAR

DPOSITIVA [—_—] NEGATIVA D NAO REALIZADO

ESCARRO

LD NAO REALIZADO [:] NEGATIVA D POSITIVA (+) D POSITIVA (++) D POSITIVA (+++)

( CULTURA - 3

L EM ANDAMENTO D POSITIVA D NAO REALIZADA D NEGATIVA D CONBTAMINADA
IDENTIFICAGAO E TESTE DE SENSIBILIDADE )

I:I EM ANDAMENTO D NAO REALIZADA
R >
s N

b o
DATA RESPONSAVEL
/ /

SM 375
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ANEXO Il
PROTOCOLO PARA COLETA E ENVIO DE AMOSTRAS PARA:
INSTITUTO ADOLFO LUTZ E CENTRO DE INVESTIGACAO DE

MICRORGANISMOS
PROJETO DOENCAS NEGLIGENCIAVEIS

- Amostras: escarro, lavado brénquico, lavado gastrico, aspirado de
linfonodo, sangue periférico e urina
ESCARRO:

- Frasco para coleta: potes plasticos, descartaveis, com boca larga (50mm de
diametro), transparente, tampa de rosca (40mm), capacidade de 35 a 50 ml

- Volume ideal: entre 5 a 10 ml

- ConsideracOes sobre a coleta: expectoracdo espontanea ou coleta de
escarro induzida por nebulizagdo com solugéo salina hipertonica (5mL de Na CI
3%) durante 5 e no maximo 10 minutos ( no frasco deve ser indicado que a
coleta foi realizada por indugéo)

-Conservacgédo da amostra: refrigeracéo de 2°C a 8° C por 1 dia

LAVADO BRONQUICO

- Frasco para coleta: frasco ou tubo limpo esterilizado e ser transportada
rapidamente para o laboratério.

- Volume ideal: superior a 5 ml
- Conservacgéao da amostra: refrigeracéo de 2°C a 8° C por 1 dia
LAVADO GASTRICO

- Frasco para coleta: frasco estéril contendo solucdo tampao de carbonato de
sodio a 10% para neutralizar a agdo do suco gastrico.

- Niumero de amostras: duas amostras em dias consecutivos

-Consideracdes sobre a coleta: a coleta deve ser realizada quando o
paciente acorda, antes de levantar-se e comer.

-Conservacéao: refrigeracao de 2°C a 8° C por 1 dia
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URINA

- Horario de Coleta: apds cuidadosa higiene local, coletar a 12 miccao da
manha.

- Frasco para coleta: em frascos limpos, e esterilizados
-Volume ideal: minimo de 40 mL

- NiUmero de amostras: recomenda-se a coleta de no maximo trés amostras
em dias consecutivos

-Conservacéao: refrigeracao de 2°C a 8° C por 1 dia

Obs. Ndo se recomenda a coleta de urina de 24 horas

LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
- Frasco para coleta: frascos ou tubos esterilizados
- Volume ideal: minimo de 5 mL
-Conservagéo: temperatura ambiente
SANGUE

- Volume da amostra; 5 mL de sangue apds assepsia local, utilizando-se uma
seringa sem anticoagulante e colocar este volume diretamente no frasco de
hemocultura identificado com dados do paciente:

1-remova a tampa plastica do frasco;

2-desinfete com gaze ou algoddo embebido em alcool ou similar;

3-inocule o sangue sem anticoagulante diretamente no frasco junto ao leito do
doente;

4- passe gaze com alcool novamente;

5- adicione assepticamente 1 mL de liquido de enriquecimento MB/Bact no
frasco de hemocultura (este liquido pode ser inoculado antes do sangue, porém
a estabilidade dele é rapida, e se ocorrer alguma intercorréncia na hora da
coleta o frasco tera que ser inutilizado);

6- transporte a temperatura ambiente ao abrigo da luz solar direta). Os frascos
de hemocultura antes da coleta devem ser conservados a temperatura
ambiente (15-30 ° C) ao abrigo da luz solar direta.

E outra amostra com 5 mL de sangue em tubo de vacutaimer com EDTA
-Conservagao: temperatura ambiente — nunca refrigerar
FRAGMENTOS DE TECIDOS - BIOPSIAS

- Tamanho da Amostra: minimo 2mm
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- Frasco para coleta: frascos ou tubos limpos, esterilizados, contendo solugao
fisiologica 0,9% estéreis. NAO UTILIZAR PARAFINA OU FORMOL.

- Armazenamento: refrigeracdo de 2°C a 8° C por 1 dia

Referéncia Bibliogréafica

BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saulde.
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. Manual Nacional de vigilancia
laboratorial da tuberculose e outras micobactérias. Brasilia: Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2008.
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ANEXO IV

CONFIRMACAO DE SUBMISSAO DO ARTIGO INTITULADO
TUBERCULOSE E MICOBACTERIOSES NO PORTADOR DO HIV — UMA
INTERACAO SINGULAR PARA REVISTA CADERNOS DE SAUDE
COLETIVA

ﬂ‘- Re: ENC: submissao de artigo - Windows Internet Explorer

€ | https:/iwebmail unirp.edu.brfexchangefadrianafCaixa%20de % 20entradajRe: %20ENC: %20submiss %3 % A30%20d % 20attinn . EML PCmd=0pen 1) Erro do Certificada

-~ aResponder 4‘ Responder a todos iz Encaminhar | = 3},, e _% X ‘ @ 7T ‘ @ Ajuda

De: Valéria Braga [valeria@iesc.ufrj.br] Enviada: sab 24/4/2010 10:00

Para: Adriana Antonia da Cruz Furini

Cc

Assunto: Re: ENC: submissdo de artigo

Anexos:

-

Cara professora Adriana, I
Eu ndo havia recebido o material antes. Origada pelo reenvio. Estarei inhande ao editor responsavel para apreciacdo e indicacdo de pareceristas. Coloco-me a disposicdo para
quaisquer esclareci que se facam irios.
att.
Valéria Braga
Secretiria

On Fri, 16 Apr 2010 10:53:46 -0300, Adriana Antonia da Cruz Furini wrote
>

>
>

>
> Prezada Valeria

i Enviei no dia 1° de abril o artigo infitulado: TUBERCULOSE E MICOBACTERIOSES NO PORTADOR DO HIV - UMA INTERAGAQ
SINGULAR no e mail cademos@iesc.ufri.br, entrei em contato com a [ESC, e foi solicitado para que enviasse diretamente no seu e mail.
i Envio também as declaraces de transferéncia dos direitos autoriais e paricipacédo.

i Por favor, é possivel enviar um e mail com a descrigédo de recebimento? Tal trabalho faz parte do programa de mestrado.
iAtenciosamente

=

> Adriana Furini

e j
‘Conclul'do ’_ ,_ ’_ ,_ ’_ ,_ |Zona desconhecida (Mista) | H100% - g

] lniciarl J EEe J (& Professor na rede-Wind...l (& Microsoft Outlook Web 4. ” {& Re: ENC: submissdo d... J (2 @D 123
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ANEXO V

CONFIRMACAO DE SUBMISSAO DO ARTIGO INTITULADO A INFECCAO
POR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS E MICOBACTERIAS NAO
TUBERCULOSAS NA INFANCIA — UM DESAFIO DIAGNOSTICO
PARA REVISTA ARQUIVOS DE CIENCIAS DA SAUDE

Artigo de Revisdo et |

% andrea-regina@vm.uff.br ocular detales 14ul 4 | 4y Respnder | ¥
UArE mara(@famerp.br
“C ricardomachado <ricardomachado@famerp.br,
cruzdri@ig.com.br
0ala 44 de juo de 2010 1523
35S0 Artg de Revisdn
enviado por  ym.uff br

Prezada Mara

Canforme contato telefonico prévio do Prof. Ricardo Machado, encaminho em anexo artigo a ser considerado para publicagéo coma Revisdo no
periddica Arquivos em Ciéncias da Salde.

Agradeco sua cooperagdo.
Atenciosamente,
Profa. Dra. Andréa Regina Rossit

Depto de Microbiologia & Parasttologia
Instituto Biomédico - Universidade Federal Fluminense
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ANEXO VI

25 CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA

Congresso Brasileiro

08 a 12 de novembro / 2009
Porto de Galinhas-PE
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Dia 10 - 16h as 17h

GIAMPAGLIA, CMS1

1.1AL; Instituto Adolfo Lutz.

2.CVE/SP, Cer igi idemiold SaoPaulo
IHS EVALUATI ANTISEPTICS USE FOR

OF ORAL
ON OF THE CONTAMINATION RATE OF
MVCOBACTERIA CULTURES IN SPUTUM SAMPLES OF
'S WITHPULMONARY TUBERCULOSIS
PERES R.L;LOUREIRO, R. B; DIETZE, R ; PALACI, M.; MACIEL,

ELN
1.NDI-UFES; CENTRO DE CIENCIAS DASAUDE/ UFES-ES

C01-014 - COMPARAGAO DA CARGA BACILAR EM AMOSTRAS
DE ES- ARRO DE PACIENTES COM TUBERCULOSE
PULMON OLETADAS NO PERIODO DE 0,5; 5 E 12 HORAS

NASCIM NTO CP; SIQUEIRA, MG; PALACI, M; HADAD, DJ;

DNA DO MICOBACTERIOFAGO D29 PARA INSER Ao DE

ES QUE EXPRESSAO PROTEIl UORESCENTES PELA

CNK:A DE RECOMBINAGAO EM BACTERIOFAGOS POR
RAGAO DE DNA|

LETROPO! E

DASILVA JOAST; PIURI M2; ACB BRITO1; BASTOS GM1; SOUZA
WAT; HIRATARDC1; HATFULL GF2; HIRATAMH1

1.USP; Universidade de Sao Paulo

2.UNIV. PITT; University of Pittsburgh

coi - 025 - RESEARCHOFIEWMXED-CIE.A
COMPLEXES WITH QUINOXALINE AND ALANNEASI.IGANDS,
'COBACTERIAL

AGENTS
PAVAN, FR.1; FARADEZO M.C.2; COSTA-FILHO AJ.3; VIEIRA
D.3; MONGE Ad; BORTHAGARAY G.6; GAMBINO D.6; TORRE
MHE;LEITE,CQF 1
1.UNESP: Facuidade de Ciéncias Farmacéuticas;
2. Ug'l,MED Unilab

1.UFES; C 3.U! arlos.
4 CIFA Universidad de Navarra

Co1 - 015 - ESTUDO COHFARATNO DE ESFREGA 0 DE SP; Instituto de Quimica

BACILOSCOP!A DA TUBERCUL( 6 UDELAR Cétedra de Quimica

GAé"Equ AO MUNDIAL DE SAOI?EE (OMS) E MINISTERIO DA

SHIKAMA,

NSTITUTOADOLFO LUTZ - Laboratério Central; 2.
L-S.J.Rio Preto; INSTITUTOADOLFO LUTZ - S0 José do Rio Pre-

to; 3 IAL - Santos; )NSTITUTOADOLFO LUTZ-Santos

4. 1AL - Rio Claro; INSTITUTO ADOLFO LUTZ - Rio Claro; 5. IAL -

Pres. ISTITUTOADOLFO LUTZ - Presidente Prudente; 6.
IAL-SI Andve ISTITUTOADOLFOLUTZ - S; Andlé
TUTO. FOLI

7. |AL-Taubaté; INSTI UTZ - Taubatg; 8. IAL - Soro-
caba; INSTITUTOADOLFO LUTZ - Soracaba; 9. ILSL; (NS uTo
LAURO DE SOUZALI

CO01 - 016 - INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA E FORMA DE
INCUBACAO NO PRI!;RRIgOWLAMENTO DE MYCOBACTERIUM

IKUTA, C Y MORATO F: VALVASSOURA, TA.: FERREIRA, F.;
DIAS, RA; SOUZA, G.O.; MORAIS, ZM FERREIRA-NETO,J.S.
1.USP; DeptoMed Vet Prev e Saude Animal/FMVZ

CO1 - 017 - AVALIACAO EXTERNA DA QUALIDADE DA
BACILOSCOPIA NO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE

1
L‘REIRE C)CM| TORRES C.FL.1; PAULINO, C.X.1; LOPES,
MCS.1; VILAR TERRA, AC.1; QUEIROZ MGL.1;

1
1 LACEN—RN Laboratdrio Central DrAlmmoFemmdes
2.HRLGV; Hospital Regional Lindolfo Gomes

C01- 018 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGOES NO GENE RPOB DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSISEMAMOSTRAS DE
PACIENTES CO)I TUBERCULOSE PULMONAR ATIVA DO

SANTOS, LC; BCUSOUET HM; PEREIRA, AM; JUNQUEIRA-
KIPNIS, AP KIPNIS, A
1.UFG-IPTSP; ‘atologia Tropi

C01-019- IDEN'1F|CM;AO DE MICOBACTERIAS ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DO GENE HSP 65.

RAMOS,J.P; CAMPOS CED; CALDASPCS; DISTASIO, LC.
BARRETOAM.W.
1. CRPHF/ENSP/Fiocruz; Centro de Referéncia Professor Hélio Fra-
Ga/ENSP/Fiocruz

C01 - 020 - ATIVIDADE ANTIHICOBACTER!ANA DE
NAFTOIMIDAZOIS DERIVAI DOS QUINONAS NATURAIS
COELHO T.5.1; MOURA, K. GZ RAMOS, DF1 PINTO, AV2;

PI MCFR. ZSILVA.PEA|
G: ‘aculdade de Medicin:
2 UFRJ icleo de Pesquisa deProdmos Naturais

C01 - 021 - CIENCIA PARA QUE E PARA QUEM?
OVOS METODOS

OLVIMENTO E INTRODUGAQ DE NOVI
TICOSPARAATUBERCU OSE
MACEDO VALENCA, M.S.1; SOARES, R.O.1; FELIX, C | R2
ROC:A, JZ1 SILVA PB A2, RAMOS, DF.2; VON GROLL, A3;

FURG; Universidade Federal do Rio Grande
2 UFPE ; Universidade Federal de Pelotas

C01 - 022 - PERFIL CLINICO, EPIDEMIOLOGICO E

LABORATORIAL DOS PACIENTES COM HANSENIASE

SAOPAULO, BRASIL.

ZAMARIOLI, LA1; COELHO, AGV.C.1; NASCIMENTO, AC.C.1;

PEREIRA, C.M.1 OCHA. SZ FONSECA, F.3; MATOS JUNIOR,

J C M3 CAVALHEIRO,
AL- SANTOS; INSI’TTUTO ADOLFO LUTZ - LABORATORIO

REGIONALSANT

2. SECEDI; LABORATORIO MUNICIPAL DE SANTOS

3.UNIMES; UNIMES - Universidade Metropolitana de Santos

C01 - 023 - CONFIRMAGAO MOLECULAR POR PCR 156110 DAS
BACILOSCOPIAS P/ DIAGNOSTICO UDA TUBERCULOSE

PPULMONAR NO MUNICIPIO DE ANANINDEUA, P/
EMILYN CONCEICAO3;1; MICHELE BRIT03 2;1; ISMARI
FURLANETO3:1; GEORGE L 0STA3; RENEE

SILVA3:4; ALEJANDRO PRADO3; 4 KA LAL MA3
1.UFPA: Universidade Federal do Para
2.LAGEN-Pa; Laboratério Central doPara

3.IEC; Instituto Evandro Ch:
4.CESUPA; Centro! Univers:g:iido Paré

€01 - 024 - IDENTIFICAGAO E DELECAO DE UMA REGIAO DO

MICROBIOLOGIA

026 - NOVAS PROTEINAS COM POTENCIAL PARA O
DIAGNOS'HCODATUBERCULOS
RAMOS, D.F.1;BORSUK, S.1; SILVA, PEAZ; DELLAGOSTIN, 0.1

2 FURG;L

€01 - 027 - IDENTIFICACAO DE MICOBACTERIAS PELO PRA-
PCR EM UM LABORATORIO DE ROTINA DE UM HOSPITAL

BENSI,EPAJ:Z: PANUNTO,AC.2; PANUNTO,PC.2; DENTINIP.1;

10 A uN_lC'AMP'; Depto. Patologia Clinica /Universidade Estadual de
ampinas

2. UNI_CAMP; Fac. de Ciéncias Médicas / Universidade Estadual de

CM 028- IHPORTANCIADEREPIQUEPARAARECUPERA A0
E CEPAS DE MYCOABCTERIUM TUBERCULOSIS COM
T STE DE9 SUSCEPTIBILIDADE

MGIT 960
: MAR TINS MC; GIAMPAGLIACMS OLIVEIRA RS
IAL; INSTITUTOADOLF OLUTZA Setor

CO01 - 029 - RHUTENIUM PHOSPHINEIPICOLINATE
COMPLEXESASANTIMVCOBA RIALAGI

PAVAN, F.R.1; POELHSITZ, G.V.2; DO NASCIMENTO, F.B.3; LEITE
SRA4; BATISTA, AA3; DEFLON, VM5 SATO, D.N.6;

FRANZBLAU, S.G.7; LEITE,
.UNESP; Faculdac

4.UNESP; Insfitut imica

5.USP; Instituto de Quimica de Sao Carlos
6.1AL; Instituto Adolfo Lutz

7.1UC; Institute for Tuberculosis Research

C01 - 030 - AVALIACAO DO PROGRAMA DE CONTROLE DE
QUALIDADE DABACILOSCOPIA DA TUBERCULOSE - PROJETO
FUNDO GLOBAL - NAREGIAQ DA COSTA DA MATAATLANTICA,

2008.
CHIOU,A.C; COELHO,A.G.V.; ZAMARIOLI, L. A.; PEREIRA, C. M.
1.1AL Santos; InstitutoAdolfo Lutz de Santos

Co1 - 031 - DETECCAO DA RESISTENCIA A ISONIAZIDA E
RIFAMPICINA COM A UTILIZAGAO D. EM TEMPO REAL
SKLT-PCR EM CEPAS DE MYC CTERIUH TUBERCULOSIS

IVEI| RS1 MCALVES MG2; FUKASAWA LO2; SALGADO
wldAzLW ONLH3; SACCHICT2

2.1AL; InstitutoAdolfo Lutz - Secaodelnwndogl
3bUm; Pittsburgh; Department of Epidemiology / University of Pitt-
sburgl

CM 031 TIEANSIBIISSAO VERTICAL DE MYCOBACTERIUM

RGE, K.S, G.1; OSORIO, ALAR.1; AZAMBUJA, AD! SILVA,
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Resumo:

INTRODUCAO

O diagnéstico da tuberculose paucibacilar constitui desafio, em especial para
pacientes soropositivos para o HIV/doentes de AIDS, transplantados, portadores de
doencas reumaticas e criancas. O objetivo desse trabalho foi o de comparar o método
fenotipico e molecular de deteccdo do Mycobacterium tuberculosis (MT) em pacientes
diferencialmente susceptiveis.

MATERIAIS E METODOS

Foram realizadas baciloscopia, cultura automatizada em sistema BacT/ALERT, e
amplificacdo por Nested-PCR do elemento de insercdo I1S6110 para investigacdo de
MT em 60 amostras pulmonares (n=16) e extrapulmonares (n=44) de 42 pacientes.
Dessas, 3 eram de criancas, 42 de HIV/doentes, 7 de insuficientes
renais/transplantados renais e 8 de doentes reumaticos sob terapia

imunossupressora. Para estatistica foram empregados os Testes de McNemar e
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Kappa (BioEstat v. 3.0) com nivel de significancia de 5%.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Apoés cultura e Nested-PCR, quatro amostras (escarro) forneceram resultado positivo
em ambas metodologias (6,7%; 2 pacientes) com indice de positividade de 25% (15
pacientes) pelo método molecular. Todas as oito amostras de sangue positivas pela
Nested-PCR (n=8 pacientes) forneceram resultados negativos em hemocultura. Tanto
a baciloscopia quanto a cultura foram negativos em amostras positivas pela PCR de
escarro (1), liquor (3) e biépsia pleural (1) obtidas de cinco individuos soropositivos
para o HIV-1. Houve discordancia quando comparados os resultados da cultura
versus Nested-PCR (Teste de Kappa; p = 0,0030 e Teste de McNemar; p = 0,0026) com
maior positividade pelo método molecular, independente do espécime clinico ou
grupo de pacientes. A carga microbiana insuficiente pode explicar esse achado, pois a
maioria dos pacientes aqui incluidos sé@o paucibacilares. Outra possibilidade é a da
terapéutica antimicobacteriana dificultar crescimento em cultura ou, por outro lado, a
contaminagdo em laboratorio favorecer positividade via analise molecular. No entanto,
controles negativos e positivos foram aqui utilizados, conforme recomendado.
CONCLUSAO

Apesar do aumento na capacidade de detec¢cdo de MT via método molecular,
anteriormente referido, tal ferramenta é incapaz de determinar a viabilidade de MT.
Desse modo, a analise de todas as ferramentas diagnoOsticas associadas a
interpretacdo clinica, permite a definicdo da tuberculose doenca.
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