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RESUMO

A tuberculose (TB) € um dos grandes problemas ddespublica mundial devido as suas altas
taxas de morbimortalidade e indices de transmissfesar de existir tratamento e medidas
eficazes de controle da doenca. O diagndéstico peeassociado a uma terapéutica adequada €
essencial para a eficacia dos programas publicoscatgrole. As técnicas diagndsticas,
baciloscopia e cultura, utilizadas de rotina pam@eteccdo ddvlycobacterium tuberculosiem
amostras clinicas sédo falhas em sensibilidade ederaora da obtencdo dos resultados,
respectivamente. A cultura é considerada o mét@dlvdp-ouro para avaliar a viabilidade do
bacilo em pacientes com tuberculose em vigéncidratamento especifico, porém, por ser
laboriosa e necessitar de pelo menos 4 semanas paeacimento do bacilo, dificulta bastante o
monitoramento clinico e a resposta do pacienter@gad tuberculostaticas. Neste contexto, os
métodos moleculares vém sendo desenvolvidos comagies para a tecnologia da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) destacando a TransdRed@ersa seguida de PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) utilizando o RNA mensageire gxpressa bem a viabilidade bacilar.
Neste trabalho foi analisado o desempenho da RRg&dizando como alvo o gene 85B do
Mycobacterium tuberculosisa deteccdo e resposta ao tratamento especificmbgaculose
pulmonar. Foi realizada uma padronizagdo com ehtess concentragcdes dpsmers e sonda
desenhados por Desjardet al (1999). Construiu-se uma curva padrao de DNA npidisl
gerando um limite de deteccdo de 10pg/ul (7 X cipias/reacdo), ¢ = 106, R2= 0,98%, e
slope= -3,18. O sistema foi avaliado em 98 pacientes sospeita de TB pulmonar apresentando
uma sensibilidade de 91,07% e especificidade d&l9a, quando comparado a cultura. Em 56
pacientes com tuberculose pulmonar acompanhad@ntéuB0O dias de tratamento especifico
verificou-se que a RT-gPCR e a cultura apresentanaa excelente concordancia, tendo sido
observado um declinio de bacilos vidveis nos dias 30 ap0s o inicio da terapéutica na maioria
deles. Desta forma, os resultados encontradosesuggue a RT-gPCR é uma ferramenta que
pode ser utilizada no monitoramento clinico e téudipo, como sinalizador de resisténcia
bacteriana e indicador do periodo de transmiss#ul doVl. tuberculosieem pacientes com TB
pulmonar submetidos a tratamento especifico.

Palavras chaves: Tuberculose-Diagndstico, Tubesettierapia, Reacdo em cadeia da Polimerase
Via Transcriptase reversa.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a major public health problewridwide due to their high rates of morbidity
and mortality and transmission rates, althoughag hn effective treatment and control of the
disease. Early diagnosis combined with approptia¢eapy is essential for effective control of
public programs. The diagnostic techniques, miapgand culture, used for routine detection of
Mycobacterium tuberculosia clinical specimens are lacking in sensitivitdadelay in obtaining
results, respectively. Culture is considered thd gtandard to assess the viability of the bacillus
in patients with tuberculosis in the presence @fcdr treatment, however, being laborious and
requires at least 4 weeks for growth of the basilery difficult clinical monitoring and response
the patient to antituberculosis drugs. In this eaht molecular methods have been developed
especially for the technology of polymerase chaaction (PCR) highlighting the reverse
transcription followed by real-time quantitative RCRT-gPCR) using the messenger RNA that
expresses well bacillus viability. In this work vaealyzed the performance of RT-gPCR using
gene targeting 85B oMycobacterium tuberculosisletection and response to treatment of
pulmonary tuberculosis. Standardization was peréafrwith different concentrations of primers
and probe designed by Desjardin et al., (1999).s€oated a standard curve of plasmid DNA
generating a detection limit of 10pg/ul (7 X’ T®pies / reaction); = 106, R2 = 0.98%, and slope
= -3.18. The system was evaluated in 98 patients suspected pulmonary TB presenting a
sensitivity of 90.2% and a specificity of 87.2% quared to culture. In 56 patients with
pulmonary tuberculosis followed for 30 days in spedreatment it was found that the RT-qgPCR
and the culture showed an excellent agreementglzedecline of viable bacilli in 15 and 30 days
after initiation of therapy in most. Thus, thessules suggest that the RT-gPCR is a tool that can
be used in clinical and therapeutic monitoring msnaicator of bacterial resistance and indicator
of the period of transmissibility d1. tuberculosisin patients with pulmonary TB undergoing
treatment.

Keywords: Tuberculosis Diagnosis, Tuberculosis therapy, Pelgse Chain Reaction

Reverse Transcriptase
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1 INTRODUCAO

1.1 Visao historica da tuberculose

A tuberculose (TB) é uma das doencgas transmisgivais antigas do mundo, havendo
relatos de evidéncias dessa patologia em esquéletoanos datados de 8.000 a 5.000 a.C. na
Franca, Italia, Alemanha, Dinamarca e Jordaniam engéimias egipcias de 3.500 a 4.000 a.C.
com deformidades sugestivas de tuberculose velfg@BERLY; CHAISSON, 2001).

Povos orientais, como os Hindus e Chineses, jareldam quadros clinicos
semelhantes a TB desde 2.000 a.C. Hipdcrates, dapaiedicina, descreveu em 380 a.C. a
doenca como “tisica”, que significa “derreter-selgevido as lesbes caseosas que ela
provocava. Aristoteles descreveu o carater corgagita tuberculose, por volta de 350 a.C.
No século Il d.C., um médico grego chamado Galerselvolveu esquemas terapéuticos para
a doenca que serviram por quase mil anos e incleé@aouso, boa alimentacdo e habitagédo
em climas amenos (CONDE et al., 2002).

Apenas em 1478, na época Renascentista, € que b@prefundamento do estudo da
histopatologia da TB. Andréas Versalius, em 154f)lipou a primeira obra de anatomia
humana, baseada em dissecacdes reais, onde foraseue individuos falecidos por tisica
apresentavam, na maioria das vezes, lesdes entaidades pulmonares caracteristicas de
TB. Duzentos anos depois, o anatomista holandéxiB de Layden, descreveu nodulos
endurecidos encontrados em pulmdes de individuestes e os denominou de “tubérculos”,
chegando a conclusdo de que a doenca tinha ingcfmuim&o. No inicio do século XVIII,
durante a Revolugéo Industrial, a tuberculose temama epidemia, gragas ao surgimento de
cidades populosas e desorganizadas, trabalho extendo proletariado em fabricas com
péssimas condi¢cdes de trabalho e falta de higmopagando-se dessa forma pela Europa e
posteriormente nas Américas e na Africa (KRITISKéle, 2000).

Em 1882, Robert Koch finalmente isola o agente aaus Mycobacterium
tuberculosis conhecido dessa forma como bacilo de Koch, reckbenais tarde o Prémio
Nobel de Medicina. A descoberta de Koch permitia qutros pesquisadores concentrassem
esforcos no desenvolvimento de novas terapias efigezes para o tratamento de pacientes
tuberculosos (DUCATI et al2006).

Em 1916, os jovens cientistas Albert Calmette e il@r@uérin conseguiram isolar

uma linhagem avirulenta dd. bovise a partir de sucessivas repicagens em meio deault
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desenvolveram a vacina intradérmica, atualmentbeznda como BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin), amplamente utilizada para combater a tuib@se de maneira profilatica em criancas
(DUCATI et al, 2006).

No Brasil, a TB surgiu por volta da época do dbsowento, trazida pelos
colonizadores jesuitas e escravos africanos. Qesirmgie adquiriam a TB, por ndo terem
imunidade contra a doenca, morriam rapidamentessaderma muitas tribos indigenas foram
dizimadas em curto espaco de tempo (RIBEIRO, 1971).

Até a década de 1940, o tratamento da TB aindéba&saamente repouso e boa
alimentacdo nos sanatoérios. Somente nos anos 6@ éeqdesenvolveu um esquema eficaz
denominado esquema triplice, onde trés antibiotg@s utilizados simultaneamente. Esse
esquema foi instituido no Brasil pelo professoridiéiraga e utilizava primeiramente as
drogas estreptomicina, isoniazida e acido aming$isad e tinha duracédo de 18 a 24 meses, e
foi posteriormente modificado na década de 80, dpiase passou a utilizar as drogas
rifampicina, isoniazida e pirazinamida e o tratatodoi encurtado para 6 meses (CONDE et
al., 2002).

O conhecimento levou as nacdes desenvolvidas di@rque no fim do século XX a
TB estaria, sendo erradicada, pelo menos confiaaslgpaises pobres. Entretanto, os intensos
movimentos migratorios populacionais, a falta dsesnas publicos de saude eficazes, as
crises econdmicas, o crescimento da populagao madimgida rural e urbana e a expanséo da
epidemia da AIDS foi tornando a doenca cada ves whéicil de ser controlada, assumindo

proporcdes endémicas (CONDE et al., 2002).

1. 2 Epidemiologia da Tuberculose

1.2.1 Tuberculose no Mundo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2009),enpo da populacdo mundial
encontra-se infectada pelb. tuberculosisresultando em 8 a 10 milh6es de novos casos por
ano. Cerca de 10% dos individuos infectados (naltgdes) desenvolvem a TB ativa, 5.000
morrem diariamente e 3 milhdes anualmente, atirgprihcipalmente os jovens e adultos
produtivos.

De acordo com dados estatisticos, a incidénciaagld® doenca continua a crescer.
Este aumento tem sido atribuido a diversos fat@@sp o0 aumento da multirresisténcia aos

medicamentos anti-tuberculinicos, o aumento do desa@rogas injetaveis, a pandemia do
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HIV/AIDS no inicio dos anos 80, a elevada taxa ldenalono ao tratamento, a desigualdade
social, o aumento de imigrantes de areas de attealéncia para nacdes desenvolvidas, o
envelhecimento da populacdo mundial, a transmiasi&ia nos ambientes de aglomeracao
humana (como prisdes, asilos, hospitais e abrigasmpendigos) e a degradacao dos sistemas
de salde publica (BLOOM; MURRAY, 1992; FATKENHEUER al, 1999). Dentre todos
os fatores citados, a desigualdade social deveersftizada como o aspecto de maior
importancia nos paises em desenvolvimento umawezeyn sido a responsavel pela geracao
de pobreza da ma nutricdo, subcondicbes de moeadi@ucacdo, que inevitavelmente
terminam por influenciar praticamente todos osasutfatores associados ao desenvolvimento
da tuberculose (DUCATI et.aR006).

Aproximadamente, 95% dos casos de TB ocorrem nizep@&m desenvolvimento,
paises esses que detém 98% dos casos de mortemisipeth doenca (KHAN et al., 2006;
OMS, 2009). Tais dados referem-se principalmenfmiaes da Africa, sudeste asiatico e
algumas regides do Pacifico, onde a TB tem seftnranado em ameaca tanto para a saude
publica quanto para a economia. A doenca parecegegtan ponto, estar sob controle em
paises desenvolvidos como o Japado e os Estado®dJIUCATI et al, 2006). Mesmo
assim, € consenso internacional que haja uma erieéo a nivel global para o controle da
tuberculose (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

1.2.2 Tuberculose no Brasil

No Brasil, a TB € uma das principais causas de imoralidade, ocupando o 19°
lugar entre os 22 paises responsaveis por 80%talod® casos no mundo, com o registro de
89.626 casos em 2009, sendo 74.470 da forma putm@RASIL, 2010; RUFFINO-
NETTO, 2002; WHO, 2010). Em 2009, foram notificad®.286 casos de retratamento,
sendo 50,6% desses devido as recidivas e 49,4%laddeds casos de reingresso apos
abandono. Ao analisar os casos, nota-se que ar8gia(13,7%) apresenta a maior relacdo
percentual, seguida pelas regides Sudeste (13,BBdeste (12,4%) e Norte (8,7%)
(BRASIL, 2009). As maiores incidéncias estdao ndades do Rio de Janeiro (69,8 por 100
mil habitantes), Amazonas (65,8), Pernambuco (4P&)a (46), Ceara (40,9) e Rio Grande
do Sul (44,8). As menores taxas de incidéncia de fomam registradas no Distrito Federal
(11,2), Tocantins (13,2) e Goias (14,6) (BRASIL12D

Em relacéo a influéncia dos fatores responsawsqrescimento dos casos de TB no

mundo, o Brasil apresenta uma condi¢do intermedguando comparado a outros paises, e
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ainda mantém uma prevaléncia pequena em relacdwaobdema da multirresisténcia as
drogas, mas lida com grande desigualdade sociEsamando grupos populacionais mais
vulneraveis a tuberculose como indios, presidi&io®radores de rua (DUCATI et al., 2006;
BRASIL, 2009).

1.2.3 Tuberculose em Pernambuco

Em Pernambucdoram confirmados 505 casos de tuberculigeo final de marco, em
2011. Em média, ocorredh 230 casos novos da doenca ao @nestado detém o 4° lugar
nacional em taxa de incidéncia da doenca, 2° lggaal em mortalidade e 1° lugar em
namero de casos no Nordeste, sendo Recife a chpaisileira com maior taxa de incidéncia
(48,2%). Alem disso, o Estado tem o maior percentual dedapendo tratamento (11%dDs
municipios que fazem parte da | Geréncia Regioe&@alide (GERES) abrigam toda a Regido
Metropolitana do Recife (RMR), num total de 18 roipidos mais a ilha de Fernando de Noronha
(Abreu e Lima, Aracoiaba, Cabo de Santo AgostirPamaragibe, Cha Grande, Fernando de
Noronha, Goiana, Igarassu, Ipojuca, ltamaracajs#iama, Jaboatdo dos Guararapes, Moreno,
Olinda, Paulista, Pombos, Recife (Sede), S&o Loarda Mata, Vitéria de Santo Antdo), detém
70% dos casos dentre as 11 GERES do estado. NdeaB6010 observou-se que cerca de
85,4% dos casos de tuberculose no estado apresansgaforma pulmonar e 3,2% a forma
extrapulmonar (TUBERCULOSE, 2011).

Buscando romper a cadeia de transmisséo e rewesteracdo da tuberculose no pais,
0 Ministério da Saude preconiza indices de curaadie 85% e de abandono igual ou abaixo
de 5% dos casos. Em 2009, Pernambuco alcancousapé®a de cura e registrou 11% de
abandono no tratamento o que contribuiu para a teag@io da situacdo atual
(TUBERCULOSE, 2011). Para combater a doenca, acte@ Estadual de Saude (SES),
criou o Projeto Sanar — Programa de Enfrentamenido@&ncas Negligenciadas da Secretaria
Estadual de Saude (SES), em parceria com os nmasjdfdlOCRUZ - Pernambuco, Secretaria
Estadual de Educacdo, Ministério da Saude (MS)arrgcdo Pan-Americana de Saude (Opas),
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), entre outsisuigdes, no qual pretende até 2014, reduzir
ou eliminar as doengas transmissiveis negligereiquia apresentam indicadores inaceitaveis. S&o,
ao todo, sete doencas negligenciadas (Tuberctsgeistossomose, Hanseniase, Filariose, Doenca
de Chagas e Tracoma) enfermidades tropicais era@€mie atingem a populacdo de baixa renda
das cidades pernambucanas. O projeto SANAR faattngo primeiro semestre de 2011 e pretende

implantar atividades de controle da TB em 108 nipios prioritarios. Pernambuco é o primeiro
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estado brasileiro a desenvolver um programa eggegifira enfrentamento dessas doencas
(MENEZES, 2011).

Serdo investidos R$ 5,6 milhdes para vigilancidezpioldgica, fortalecimento e capacitacio
das equipes de atencdo bésica objetivando a icgdib e manejo clinico adequado das doencas
negligenciadas, a ampliacdo do diagndstico e aangetiio acesso a tratamentos e medicamentos
especificos (MENEZES, 2011).

1.3 O Agente Etioldgico -Mycobacterium tuberculosis

1.3.1 Classificacdo

S&o reconhecidas atualmente mais de 120 diferezgpscies de micobactérias
(TORTOLI, 2006). Estas espécies estao incluidagémeroMycobacteriumsendo proximo
dos ActinomicetosEsse género pertence a famMgcobacteriaceague juntamente com as
familias ActinomicetacegeNocardiaceag Streptomycetaceae outras familias bacterianas
compdem a ordem Actinomycetales (FROTHINGHAM, 1995)

O géneroMycobacteriumcontém um grande numero de espécies, muitas delas
saprofitas do solo, e a minoria das espécies fagdracas ao homem, causando tuberculose
(M. tuberculosisM. bovise M. africannun) e lepra Klycobacterium leprage Apresenta esta
denominacédo porque pelo fato de ocasionalmentbss\@am nas culturas o crescimento das
coloénias em forma de filamentos semelhante aosokifgntretanto, normalmente séo vistos
ao microscépio como um bacilo tipico, sob a forraddstdes (TORTORA et.a2005).

O M. tuberculosise uma forma de transicdo entre as eubactériasaetim®micetos.
Mede de 1 a 4um de comprimento por 0,3 a Oy8n de largura, além de apresentar um
complexo envelope celular. Trata-se de um bacilovehque ndo forma esporos, ndo produz
toxinas, aerobio estrito e cujo Gnico reservat@io ser humano. E um microorganismo
considerado parasita intracelular facultativo, secabaz de sobreviver no interior de células
fagocitarias, estabelecendo sua infeccao, prefelerente, nos pulmdes, onde normalmente
condiciona-se a um estado de laténcia, enquantstenmsa imunolégico do hospedeiro
prevalece e mantém a infec¢do sob controle (KRIT&kl, 2000).

E considerada uma micobactéria alcool-acido resistede crescimento lento, com
tempo de geracao de 18 a 48 horas, tanto em mdioi@rquanto em organismos animais,
dependendo da oferta de oxigénio, de nutrientes pHldo meio, sendo necessarias varias

semanas para que as coldnias tornem-se visiveiseimde cultura (KRITSKI et al., 2000;
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DUCATI et al, 2006). Muitas das caracteristicas dessas micéfiest como sua coloracao,
resisténcia ao alcool-acido, a resisténcia a dragaspatogenicidade e a taxa de crescimento
lento, estdo relacionadas a estrutura lipidicainiés de sua parede celular. A parede é
formada, em sua porcgéo externa, por acido micdajjoe,forma uma camada cérea resistente a
agua. As micobactérias conseguem resistir a siisagilversas como 0 ressecamento e
algumas drogas antimicrobianas nédo conseguem perd#rvido a peculiaridade de sua
parede celular (TORTORA et.a2005). O crescimento lento desse género de Extive-

se a dificuldade com que os nutrientes tém de edsar sua parede celular. Normalmente
levam-se semanas para que se consiga visualizarcoldwia crescida em meio de cultura

especifico para as micobactérias (TORTORA e2a05).

1.4 Mecanismos de Transmisséao e Fisiopatologia

A transmissdo ocorre por meio de goticulas contesgldacilos expelidos por um
doente com tuberculose pulmonar ao tossir, espiwafalar. Quando essas goticulas séo
inaladas por pessoas sadias, podem provocar géofégberculosa (BRASIL, 2008).

As formas mais freqlientes de contagio sao a fadsparo e, principalmente, a tosse
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000). As particulasmagiantes (nucleos de Wells),
com bacilos em suspensao no ar, alcancam os atvéapresentam um tamanho de 5 a 10
pum. Tais particulas, com um ou dois bacilos vigysislem permanecer suspensas no ar por
varias horas. Chegando aos alvéolos, sao fagositaelas macrofagos alveolares e entédo
iniciam a multiplicagdo. Apenas 1% dos bacilos selye por algumas horas nas goticulas
suspensas, desde que ndo estejam expostos agzndla luz solar (KRITSKI, 2000).

As caracteristicas dos (focos de contagio) pasgenten TB pulmonar e escarro
positivo na baciloscopia: baciliferos, dos contadtisa-domiciliares ou institucionais, bem
como o0 ambiente, a maneira como ocorrem suas edag® tempo de exposicao, interferem
na transmissédo da TB. Portanto, é consenso quananirssdao do Mtb € determinada por
alguns fatores: 1) o nimero de organismos expehdogr; 2) a concentracdo de organismos
no ar determinado pelo volume do espaco fisicordbiente e a ventilacdo promovida pelo
foco de contagio; 3) o tempo de exposicdo em goesaoa respira 0 ar contaminado e 4)
suscetibilidade genética ou predisposicdo dos tmmexposto (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2000; BRASIL, 2008). Calcula-se que, nuieterminada populacdo, uma pessoa
bacilifera infecte de 10 a 15 pessoas por ano, a®uauais tem contato. O risco de contagio
de contatos intra-domiciliares ou institucionadeé5% a 20%, e de contatos casuais de 0,2%
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a 2% (KRITSKI, 2000). Até pouco tempo a principarrémenta no diagndstico e
monitoramento do tratamento do paciente com TB poln era a baciloscopia positiva.
Entretanto, com o uso de tipagem molecular tem pmksivel demonstrar que mesmo 0s
pacientes com baciloscopia negativa e cultura igpasgdo responsaveis por 17 a 20% da
transmissdo da TB em determinada regido, princigyaenem grandes centros urbanos com
elevada taxa de tuberculose associada a outraodmeades, como a infeccdo pelo HIV
(BEHR et al.,, 1999). Tais dados tém sinalizado esqpisadores e gestores de politicas
publicas de que se torna necessario identificalasuécnicas de diagnostico rapido de TB,
mais sensiveis que a baciloscopia e no minimo aiesla cultura de micobactérias para ser

utilizada como uma nova ferramenta do controle BenEstas regides.

1.5 Manifesta¢des Clinicas da TB

A TB € uma doenca cronica ou subaguda, podendeeer periodos de remisséo,
retardando o paciente na busca de servico médpexietizado. Esta conduta pode agravar
ainda mais seu estado clinico e pode aumentar @oteme transmissdo do bacilo na
populacdo. As manifestacdes clinicas da TB variantare dependem de diversos fatores,
inerentes ao microrganismo e ao hospedeiro (imdindglgcia, desnutricdo, entre outras),
bem como as suas intera¢des, as quais influencicetardente na apresentacdo clinica da
doenca (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000).

Como a TB € normalmente adquirida por inalacdoatildy a localizacao inicial € no
pulmé&o.Passa a haver, entdo, no local da inoculacéo liniciafoco pequeno, arredondado,
de 1 a 2 mm, esbranquicado, de consisténcia ardaleciconstituido, principalmente, por
material caseoso. Esse foco é circundado por affekdar de linfocitos, células epitelidides
(macrdéfagos ativados e modificados) e macrofagmso(primario), localizado principalmente
no terco médio, compreendendo a parte inferior dbo | superior, lobo médio e,
particularmente, o apice do lobo inferior. Normafhtee esse nddulo € Unico e com as
dimensdes mencionadas, mas ha relatos da existBnamltiplos focos primarios e de focos
de maiores dimensdes. A associacao do foco priradgayanglios satélites da sua regido da-
se 0 nome deomplexo primario de Ranke O foco pulmonar, que pode ser visto nas
radiografias, chamae nddulo de Gohn Cerca de 90% da populacdo infectada consegue
bloquear o avanco do processo, a partir da formaigh@omplexo primario de Ranke,

permanecendo apenas como infectados (BRASIL, 2010)
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Nos pacientes adultos, maiores de 15 anos, a tbsecatinge os pulmdes em cerca
de 90% dos casos. Nos menores de 15 anos, estafpicé de 75%, podendo, entretanto, se
localizar em outras partes do organismo, ocorranda disseminacdo para outros Orgaos,
causando o que é chamado de tuberculose extrapair{eural, 6ssea, meningoencefalica,
renal, genitourindria, entre outras). Dentre asn&s extrapulmonares isoladas, a mais
frequente é a forma ganglionar (BRASIL, 2009). [dasientes com TB pulmonar e infectado
pelo HIV, principalmente naqueles na fase avandadsua imunodepressao, € menos comum
a tosse produtiva e hemoptise e mais frequentespnéia. Estas caracteristicas clinicas
dificultam o diagndstico clinico e a obtencdo deosimas clinicas para exame baciloscopico
(KRITSKI, 2000).

1.6 Tratamento

A tuberculose embora seja uma doenca grave, apaesera em praticamente 100%
dos casos novos, sensiveis aos medicamentos arfarnfiBuberculose), desde que, uma vez
diagnosticada a doenca, sejam obedecidos os pasdigsicos da terapia medicamentosa e a
adequada operacionalizagcdo do tratamento (BRASMOR Contudo, o tempo longo de
tratamento e o0s efeitos secundarios indesejaveigami o0 paciente ao abandono,
possibilitando o surgimento de cepas resistentes$udo@rculostaticos. O ndo cumprimento do
tratamento tem levado a OMS a investir em umatégfiea global, através de um processo
conhecido atualmente como “sistema de tratamem&adiente observado” de curso breve
(DOTS), em que profissionais de saude aconselhamdamntes, realizam vigilancia
progressiva e certificam-se de que cada medicansefiotomado na dose correta (DUCATI
et al, 2006).

Os antimicrobianos recomendados pela OMS e maisur@nte usados para o
tratamento da TB em paises em desenvolvimento maériéas sdo: a estreptomicina,
etambutol, etionamida, e pirazinamida, além daiézida e RifampicindSCHERER, 2007)

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tulb®seu juntamente com 0 seu
Comité Teécnico Assessor reviu o sistema de trattonda TB no Brasil. Baseado nos
resultados preliminares do Il Inquérito Nacional Riesisténcia aos medicamentos antiTB,
gue mostrou aumento da resisténcia primaria adgatda (de 4,4 para 6,0%), e a resisténcia
primaria a isoniazida associada a rifampicina (depara 1,4%) foi introduzido o Etambutol
como quarto farmaco na fase intensiva de tratam@dis primeiros meses) do esquema
bésico (BRASIL, 2010, BARRETO et al., 2011). Espsgacom a introdu¢do de um quarto
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farmaco aumentar o sucesso terapéutico e evitamemrto da multirresisténcia (considerada
a resisténcia a Rifampicina + Isoniazida) (MUDANCAS010).

A apresentacao farmacologica deste esquema passaean comprimidos com dose
fixa combinada dos 4 farmacos (Isoniazida, RifampicEtambutol e Pirazinamida ) em 1
comprimido (4 em 1) para a fase intensiva do tratdm E para a fase de manutencéo 2
farmacos (Rifampicina e Isoniazida) em 1 comprin{fd DANCAS..., 2010).

Os comprimidos séo formulados com doses redudieldsoniazida e Pirazinamida em
relacdo as atualmente utilizadas no Brasil. Nesseepo momento, as mudancgas ocorrerao
apenas no tratamento dos doentes de tuberculose ncai®m de dez anos de idade
(MUDANCAS...., 2010).

As vantagens da mudanca da apresentacdo dos f&rsa@gpentre outras, o maior
conforto do paciente, pela reducdo do numero depdomtdos a serem ingeridos; a
impossibilidade de tomada isolada de farmacos, mpdmento da prescricdo médica, e a
simplificagdo da gestédo farmacéutica em todos\aEs(MUDANCAS..., 2010).

A realizacdo do tratamento completo € essencia pacontrole da tuberculose e é
cuidadosamente monitorado e registrado nas basdadies do SINAN: 63% dos pacientes
foram considerados curados com o tratamento completas 11% dos pacientes
abandonaram o tratamento antes do fim. Essas ésasisembora demonstrem melhora, ndo
atingem as metas do Ministério da Saude de, regspawnte, 85% e 5% e estdo aquém do

necessario para interrupcao da transmissao (BARREUITQL).

1.7 Métodos convencionais para o diagndstico da TiIlmonar

1.7.1 Baciloscopia

A pesquisa microscépica de Bacilos Alcool-AcidosRtnte (BAAR) em amostras
clinicas de escarro, a qual é denominada rotineinéen de baciloscopia, € o método
prioritario para o diagnostico e acompanhamentocdess de tuberculose pulmonar (VIEIRA
et al., 2008). A baciloscopia consiste na visughpamicroscopica do bacilo apds fixacdo em
|lamina e coloracgdo especifica do material a sdisada.

O método de coloracdo especifico para micobaaéado na rotina do diagndstico é
o Ziehl-Nielsen (ZN). Este método baseia-se na adpde das micobactérias em reter a
fucsina apos coloracdo quando se apresentam comstonbtes, ligeiramente delgados,

corados em vermelho com fundo azul, que ndo desmmra alcool-acido, sendo por isso
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referida como BAAR. A sua utilizacdo € recomendaela Ministério da Saude para todos os
laboratérios que realizam o diagnéstico da TB puanp uma vez que possibilita a
identificacdo de BAAR e utiliza o microscopio épticomum, para leitura do esfregaco
(BRASIL, 2008).

A metodologia é simples, rapida, de facil execug&e baixo custo. A baciloscopia
disponibiliza uma ampla cobertura diagnéstica, ipdgando a identificacdo da principal
fonte de infeccdo (pacientes baciliferos seja, com baciloscopia positiva), 0 que permite
pronta atuacdo na interrupcdo da cadeia de tras@miEGANGULY, 2002; PERKINS,
2000). No entanto, a técnica apresenta sensibditiadtada por necessitar de 5.000 a 10.000
bacilos por ml da amostra de escarro para obtemsaesultado positivo, o que implica
grande possibilidade de resultados falso-negatmoseja, um esfregaco negativo nédo exclui
um caso de TB (CASTELO FILHO et al. 2004; LIMA@t, 2008). Esse fato é ainda mais
notavel quando a infeccdo ocorre em outras redis=®o0s, rins, ganglios, pleura, meninges,
entre outros), onde um numero ainda menor de @es pode causar manifestacdes
clinicas (KRITSKI, 2000).

Em pacientes com tuberculose pulmonar (confirmati@vés da cultura) a
sensibilidade da baciloscopia varia de 50% a 80®&& iNdividuos paucibacilares a maioria
das baciloscopias é negativa. Na TB infantil erfedtados pelo HIV a sensibilidade oscila
entre 30 a 50% e nos pacientes com a forma extmamar entre 35% a 70% (COMISSAO
DE TUBERCULOSE DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLO& E
TISIOLOGIA, 2009).

Estas limitacbes tornam-se criticas principalmeméo aumento da doenca sem
confirmacédo bacteriolégica (baciloscopia negatev@&m regides onde a infeccao pelo HIV é
mais prevalente. Além do mais, ndo € especifica wea que ndo € possivel distinguir entre
as espécies de micobactérias descritas, necessitaehtificacdo da micobactéria
posteriormente (KRISTIKS, 2000). Metodologias altgivas a baciloscopia devem ser
estudadas e desenvolvidas para aumentar a detdegéamsos e controle da transmisséo da
doencga (GANGULY, 2002; PERKINS, 2000).
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1.7.2 Cultura

O isolamento dadM. tuberculosisatravés da cultura é a metodologia que permite a
confirmacado diagnostica da TB, sendo consideragimoco padrédo-ouro (ARNOLD, 2007).
O meio de cultura mais utilizado é o Lowensteinséan o qual € complexo, rico e propicia o
crescimento da maioria das micobactérias. A cuitigatifica o bacilo em mais de 81% dos
casos de TB e apresenta uma especificidade acirfd@,8# em uma sensibilidade maior que
a da baciloscopia, e requer cerca de 10-100 omgasispor ml da amostra (APl TB
CONSENSUS EXPERT COMMITTEE, 2006). Entretanto, #ura requer cerca de 3 a 8
semanas para obtencdo do resultado, levando adaeta diagndstico e inicio do tratamento
especifico. No Brasil, cerca de 26% dos pacientds ®watados sem confirmacao
bacteriologica de tuberculose pulmonar, com baseassociacdo de critérios clinicos,
epidemiolégicos, radioldgicos e resposta ao tratdmespecifico (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2000; NOUSSAIR et al., 2009; SCHERER gt2009).

A negativacdo da cultura ocorre cerca de 1 a 2 sndgeiniciadoo tratamento e esta
relacionada com a morte &b tuberculosislevida a eficacia das drogas, sendo considerada o
melhor preditor de sucesso do tratamento (DESJAR&tiN., 2010; MDIVANI, 2009).
Regimes terapéuticos eficazes resultam em um a@mi@sapido no nimero de Mtb viaveis
no escarro, com uma diminuicdo na multiplicagéddailo cultivado em cerca de 10 vezes
mais acentuada entre a primeira e segunda semasaoafratamento especifico. Essas
dificuldades prejudicam o controle da doenca, urea gue o diagndstico precoce é
fundamental para interromper o ciclo de transmi¢B&i_LELA et al, 1999; CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 200 HENGet al., 2005)

Devido a crescente e rapida disseminacao da tubse;unovas tecnologias para deteccéo
precoce vém sendo desenvolvidas com objetivo dezired tempo de diagndéstico da doenca.
Com o intuito de se obter uma resposta mais rapidaas técnicas de cultivo foram
introduzidas na pratica laboratorial nos ultimososantais como o sistemBACTEC
(BECTON DICKINSON DIAGNOSTIC INSTRUMENTS SYSTEMS)E um sistema
comercial semi-automatizado, de cultivo em meiaitlq, usado para o isolamento e a
identificacdo de micobactérias e realizacdo ddedede suscetibilidade aos antimicrobianos
em uso na rotina de diversos laboratérios de mé@é Fundamenta-se na deteccdo
radiométrica de COproduzido pela atividade metabdlica das micobexsga partir de meio
de cultura especifico, marcado comy.(Esse teste pode ser realizado em qualquer materia

biolégico, incluindo sangue, escarro, urina, lavdmtonco-alveolar, liquido de serosas,
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tecidos, entre outros (OPLUSTIL et,aR002). Os sistemas BACTEC 460TB e o BACTEC-
MGIT 960 séo os, atualmente, recomendados. Assprineipal vantagem do BACTEC é ser
mais rapido que a cultura convencional, levando,ne&dia, 15 a 21 dias para fornecer o

resultado, cerca da metade do tempo em relaca@talon de cultura (NEVES et al., 2007).

1.8 Diagnéstico por imagem

A radiografia do torax constitui, em muitas ocasjd@ primeira abordagem
diagnostica em Pneumologia, ndo apenas por sea basto e facilidade de realizagdo, mas,
sobretudo, pelas inimeras informagdes que propw@aaando criteriosamente avaliada. E o
meétodo diagnodstico de grande importancia na inyasiio da tuberculose, sobretudo, da
forma pulmonar. Diferentes achados radiologicosntgo para suspeita de doenca em
atividade ou doenca no passado, além do tipo engedo comprometimento pulmonar.
Deve ser solicitada para todo o paciente com suasmdinica de TB pulmonar, sendo
indispensavel submeté-los a exame bacteriolégico.

No entanto, cerca de 15% dos casos de TB pulmodarapresentam alteracdes
radioldgicas, principalmente pacientes imunodemasi(COMISSAO DE TUBERCULOSE
DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA2009).

1.9 Métodos moleculares

1.9.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Métodos moleculares de amplificacdo do DNA propospara o diagnodstico da
tuberculose demonstraram ser uma abordagem maivaefem relacdo aos métodos
tradicionais, possibilitando o diagnostico precab® paciente e o0 estabelecimento do
tratamento especifico (ALMEDA et al., 2000; BROCGDIet al., 2003; GREEN et al.,
2009).

A necessidade de um teste rapido de alta sensiiddice especificidade para o
diagnostico laboratorial da tuberculose levou asedeolvimento de métodos moleculares
para a deteccdo e identificacdo Blycobacterium tuberculosidiretamente de espécimes
clinicos, ou a partir de col6nias isoladas emwlMELLO, 2005).

A PCR é um meétodo considerado sensivel e espegjtieovem sendo utilizado na

deteccdo de DNA ou RNA de micobactérias, diretamdetamostras clinicas como escarro,
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lavado brénquico, liquido cefalorraquidiano, liquiscitico, material de bidpsia, entre outros
(MELLO et al., 2005; POROCA, et al., 2009; LIMA at, 2009).

O principio basico da técnica de PCR consiste maliicacdo de uma regido
selecionada do DNA de fita simples ou dupla, olRBEA. A amostra a ser amplificada, ou
seja, a sequéncia alvo de um determinado genertaigile a ser amplificada constitui uma
sequéncia de bases previamente conhecida. O cordrdoi dessa seqiéncia permite a sintese
de oligonucleotideos, denominadpamers ou iniciadores da PCR que ira reproduzir a
replicacdo do DNAIn vitro, porém a partir de um pequeno fragmento especificeeacao
consiste de trés etapas: a primeira, chamada dwmtdescdo, refere-se a separagdo da fita
dupla de DNA em fita simples, através do aquecimeamtsegunda, chamada de anelamento,
consiste no pareamento das sequéncias dos inie@ad® sequéncias complementares no
DNA alvo e a terceira etapa € denominada de fasextinsao, e desenvolve-se através da
polimerizacdo da nova fita de DNA com o auxilio efima Taq polimerase. Todo esse
processo se d4 em um termociclador, que gera atitamante as modificacbes de
temperatura necessarias a cada fase da reacadirAdpacada iniciador, uma copia de DNA
€ sintetizada, e o produto ao final das trés etépaslizado como substrato para as novas
reacbes de amplificacdo, que se desenvolvem era. $&ortanto, ocorre uma reacdo em
cadeia de forma exponencial, permitindo a obtemgiaovos produtos do DNA especifico
(MELLO et al., 2005). Assim, o fragmento alvo é difiqgado, gerando mudltiplas copias,
capazes de serem detectadas. Entre as técnicas para deteccdo, a mais utilizada é a
eletroforese em gel de agarose. Outras técnicdstarpodem ser usadas para a detec¢éao do
material amplificado, e algumas apresentam umadlskaade de deteccdo superior aquela da
eletroforese. E 0 que ocorre quando associamos R &Ctécnicas de hibridagdo para
deteccao dos produtos amplificados (DROBNIEWSK&algt2003).

A sensibilidade da técnica de PCR esta relacionadlacipalmente, ao niumero de
copias da sequéncia alvo presente no genoma dgepatdtipo da amostra, forma de TB,
escolha dos iniciadores, bem como inibidores ptesama amostra clinica (POROCA et al.,
2009).

Dependendo do “padrdo ouro” considerado, estudagram que a sensibilidade do
PCR varia entre 77% e 95% e a especificidade é rntpie 95% em amostras com
baciloscopia positiva (KIVIHYA-NDUGGA et al., 200#LORES et al., 2005).

Através de um estudo de meta-analise realizaddSpaomiento e colaboradores em
2003, sobre o papel da técnica de PCR para o diigndda TB pulmonar com escarro

negativo a baciloscopia, 0s autores concluiramagiéenica ndo possui acuracia consistente o
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suficiente para ser indicada de forma rotineiraapar diagnéstico de TB pulmonar
paucibacilar devendo ser usada com um padréo eeenefa que combina cultura e critérios

clinicos e epidemioldgicos do paciente (SARMIENT@lg 2003).

1.9.2 PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR)

A gPCR foi inicialmente introduzida em 1992 por ttifi e colaboradores e representa
um significante avanco biotecnolégico para o diago6 das doencas infecciosas e
parasitarias (ESPY et al., 2006; GOMES et al., 20d®IVANI et al, 2010; PAIVA
CAVALCANTI et al., 2008).

A gPCR é uma técnica que esta se tornando amplaméhtada em laboratérios de
biologia molecular. A possibilidade de monitoraremacdo de amplificacdo em tempo real
revolucionou o processo de quantificacdo de fragosetie DNA e RNAA PCR em tempo
real realiza a quantificacdo de &cidos nucléicos nigneira precisa e com maior
reprodutibilidade, porque determina valores duranfase exponencial da reacdo. O ponto
que detecta o ciclo na qual a reacao atinge orlidaafase exponencial é denomindtigcle
Threshold (C;). Este ponto permite a quantificagcdo exata e wkpieel baseada na
fluorescéncia (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).

Diferente da PCR tradicional, a reacdo exponerciabnitorada ao mesmo tempo em
que ela ocorre, economizando tempo por reduzir gessedade de andlise subsequente
(eletroforese em gel de agarose). O monitoramentteenpo real também fornece uma mais
acurada representacdo da quantidade de matewadai quando comparado com o PCR
tradicional (BUSTIN, 2000). A capacidade de obtadak quantitativos faz esta tecnologia
ser utilizada em aplicacfes variadas, incluindamtileacdo de alelos em DNA gendmico,
analise de sequéncias virais, bacterianas ou dezpdrios a partir de varias fontes, analise
de patdgenos em alimentos, analise de produtosggéaitos, além da aplicagdo em
diagnéstico (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).

A gPCR requer uma plataforma de instrumentacaocqugm um termociclador com
sistema otico para a excitacao da fluorescénceamliecdo da emissdo e um computador com
um software para aquisicdo de dados e andlise dmakacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES;
SILVA, 2004).

O sistema de deteccdo é baseado no uso de comntssndas fluorescentes que

permitem o monitoramento em tempo real do prodoiplificado. As moléculas absorvem e
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emitem luz em comprimento de onda especifico. @gpostos fluorescentes mais utilizados
sé@o 0 SYBR Green | e TagMan ou sondas de hidrfi€8VES, 2008).

O SYBR Green (Figura 1) se liga a qualquer seqaédeidupla fita de DNA gerada
durante a amplificacdo. E baseada nessa propriepsé feita a leitura da fluorescéncia na
reagdo, de acordo com a diferenca entre a fluarescénicial e final. Sendo, dessa forma, o
aumento da fluorescéncia proporcional a quantidddeacido nucléico de fita dupla
amplificado na reacédo (KUBISTA, 2005; GOMES, 2011).

Figura 1. llustragdo de uma molécula 8BR Green | entre a dupla fita de DNA.
Fonte: Novais,Pires-Alves e Silva (2004)

Em uma reacdo que utiliza SYBR Green | é fundanhenémalise da curva deelting

ou curva de dissociacao (Figura 2) a qual é geapda o encerramento da sequéncia de ciclos
de amplificacdo da qPCR. A inclusédo da curva dsodisacdo € essencial para verificar se
houve formacdo de um Unico produto ou se produtespecificos também foram formados.
O aparecimento de um unico pico na curva de mebungere a existéncia de um unico
produto, porém se for observado varios picos naagyoode-se considerar a possibilidade de
formacdo de produtos inespecificos ou a eventuahdodo de dimeros de iniciadores
(NASCIMENTO; SUAREZ;PINHAL, 2010).

Dissociation Curve

Curva de dissociacéo de
) f primers especificos

Curva de dissociacéo de
.. dimeros de primers

76
Temperature (5)

Figura 2. Curvas de dissociacdo de um ensaio com SybenGree
mostrando uma curva de dissociacao de primeec#gws e de
dimeros de primers.

Fonte: Applied Biosystems (2006)
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Uma das grandes vantagens do uso de SYBR Greand corante fluorescente para
deteccdo dos produtos da amplificados € o custtRAMAR et al, 2006; FRAGA;
MEULIA; FENSTER, 2008). Atualmente € o mais bardtw mercado, de facil utilizacéo,
além de ter mostrado sensibilidade e eficiénciaefiantes as outras formas de deteccédo
(GOMES, 2011). Como desvantagem do uso de SYBRnAremm-se importante destacar a
falta de especificidade do corante com a sequé&ieta uma vez que a molécula de SYBR
Green | se liga a qualguer DNA dupla-fita, inclnsequéncias inespecificas e dimeros de
primes(DERVEAUX; VANDERSOMPELE; HELLEMANS, 2010). Issox&e que o sistema
(iniciadores e temperaturas de ciclagem) seja nin@to otimizado no intuito de minimizar a
amplificacdo de sequéncias que ndo sejam as dasemadonseqientemente formarem mais
de um pico (DERVEAUX; VANDERSOMPELE; HELLEMANS, 20)

Outra forma de gerar fluorescéncia é através dalasama sonda (fragmento de DNA
marcado usado para hibridizar outra molécula de PNHrigida especificamente a uma
regido interna da sequéncia que se deseja amplifeado um exemplo destas a TagMan
(NASCIMENTO; SUAREZ;PINHAL, 2010).

Esta sonda (Figura 3presenta em uma extremidade 5’ ligada a um floowéé sua
extremidade 3’ a uma molécujaenchermolécula que aceita energia do fluoréforo na orm
de luz e a dissipa na forma de luz e calor) cagazdr um fenébmeno fisico denominado
FRET-Transferéncia de Energia de Ressonancia por Flu#nesig absorver a fluorescéncia
emitida pelo fluoréforo apos este ser estimuladolypo de comprimento de onda especifico.
Os produtos da reacdo sdo detectados pela fluomsacgerada apos atividade exonuclease
5' - 3’ da Taq DNA polimerase (NOVAIS; PIRES-ALVES, SI1RY2004).

r —
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ial
guidliempee

[ 3 3"

Figura 3. Sonda com tecnologia TagMan
mostrando numa extremidade um fluoréforo e na
outra um quencher.
Fonte: Novais; Pires-Alves; Silva, 2004
Note: F - Fluoréforo Q — Quenche
Durante a PCR em tempo real a sonda TagMan hibridom a seqUéncia de fita
simples de DNA complementar alvo para a amplifioag¢do processo de amplificagdo a
sonda TagMan é degradada devido a atividade exeamecb.. 3’ da Taqg DNA polimerase,

separando quencherda molécula fluorescente durante a extensao. &raefo do fluoréforo
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do quencherresultaem um aumento da intensidade da fluoroscéncia r@ig). Assim
durante o processo @enplificacdo a emisséo de luz é aumentada de fexpanencial. Esse
aumento da fluorescéncia ocorre apenas quandoda sibridiza e quando a amplificacao da
sequéncia alvo é estabelec(tl®dVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).

1.Polimerizagao
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Figura 4. PCR em Tempo Real com sonda TAgMan mostrando
as etapas da reacéo.
Fonte:Novais: Pires-Alves: Silve. 2004

A reacdo com TagMan é considerada um método strva determinar a presenca
ou auséncia de sequéncia especificas (NOVAIS; PIRB&S, SILVA, 2004).

A gPCR permite, basicamente, a realizacdo de ipés e ensaios, dentre eles: de
quantificacdo absoluta, quantificacéao relativa &iae de Polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP). Estudos que envolvem quantificacdo abssliwaaqueles onde é possivel quantificar,
com precisdo e uso de unidade de medida, alvosiisps. Como ferramenta diagndstica, a
quantificacdo absoluta pode ser utilizada paracdéte da infeccdo e quantificacdo de seu
agente etiolégico. O ensaio de quantificacao aledlaseia-se na analise da curva-padréo
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2005).

Para o estabelecimento de uma curva padrao é aeogaeparar padroes absolutos de
quantidades conhecidas do gene alvo, diluidos em. 8 DNA plasmidial e 0 RNA
transcrito in vitro sdo comumente utilizados como padrbes e deve ®eidad em
concentracbes padrdes semelhante ao alvo nas amdsimldégicas (BUSTIN, 2000;
APPLIED BIOSYSTEMS, 2007 E por meio destes dados, ou seja, quantidades ddake
de DNA, que asoftwareefetua a quantificacdo de DNA alvo nas amostragesta (Figura 5)
(APPLIED BIOSYSTEMS, 2007).
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Standard Curve

aaaaa

Quantity

Target: RNase P TAMRA Slope: -3.685 Y-Inter: 40.966 BZ: 0.992 Efft: 86.81

Figura 5. Interface dosoftwareABI PRISM 7500 SDS (versdo
2.0.4) mostrando a curva-padrdo do ensaio de djcagéo
absoluta. Os pontos vermelhos representar@tegerados pelo
namero de copiade cada concentracdo de DNA padréo.

Fonte Applied Biosystems ( 200°

A representacdo da curva padrdo através da araphfic da reacdo de gPCR é
chamada de curva de amplificacdo e é reproduzidaupo grafico, em que o eixo das
abscissas representa o numero de ciclos e o exordanadas a variacdo da fluorescéncia
detectada (Figura 6). Essa curva é didaticamewnigidih em 3 fases principais (considerando
uma reacdo com 40 ciclos): fase linear, fase expoale fase de platd. A fase linear é a fase,
entre os ciclos 1 a 12 em média, onde as ampldesaainda ndo séo totalmente especificas e
0 numero de sequéncias alvo amplificadas aindadloBm a cada ciclo (GOMES, 2011). A
fase exponencial € assim chamada, pois, € nessagies a reacdo tem a duplicacdo da
quantidade de sequéncias alvo a cada ciclo, isandgua reagdo tem proximo a 100% de
eficiéncia (ideal > 90%). Essa fase acontece apdreiclos 12 e 35 da reagdo (GOMES,
2011). A ultima das fases € a de platd, cuja reatidge o maximo platd nas amplificacdes,
que ocorre, sobretudo pelo fato dos reagentes @praca ser exauridos. Essa etapa final
acontece por volta dos ciclos 35 ao ciclo 40 (DERVEK; VANDERSOMPELE;
HELLEMANS, 2010).

Um importante conceito referente as reacfes de oG8t que € a abreviagcao para
cycle thresholdepresentando o ciclo em que a amostra atingeitelohe positividade. Isso
porque aproximadamente no primeiro 1/3 da faserexpoal € estabelecido o limite onde a
partir daquele ponto as amostras que cruzarem leggsa sdo consideradas positivas
(GOMES, 2011; NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).
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Delta RN versus ciclos

Fase de platd

Fase exponencial

Fase linear [

" thershold

Delta RN

Cycle threshold - Ct

Numero de ciclos

Figura 6. Curva de amplificacdo de uma reacéo de gPCR
Fonte: Gomes (2011)

E a partir da curva padrdo que se calcula a efiziéta reacdo de qPCR de acordo
com férmula [107(1/slog] — 1 (TOO et al., 2003).

O slopeé o indicador da amplificacéo real, representa eficente angular da reta
gerada no grafico composto pelo logaritmo da canaefio (eixo das abscissas) e o valor de
Ct (eixo das ordenadas) (GOMES et al., 2011).

Alguns procedimentos sdo importantes para que gioede gPCR tenha a méaxima
eficiéncia. A utilizacdo de pipetas calibradas oesmo de pipetadores automéaticos
maximizam a precisao das amostras (VANGUILDER; VERANREEMAN, 2008). O uso
de, no minimo, duplicatas de cada amostra, costpmisitivos (esses devem ser repetidos em
cada placa de reagao - as mesmas amostras), esmegativos, sdo exemplos de condicdo

essenciais.

1.9.2.1 PCR em Tempo Real no Diagnéstico da Tuberculose

Um crescente niamero de artigos publicados demorstrdilidade da gPCR na
deteccdo do DNA relacionada de microorganismos mlerdsse na saude publica
(NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010). A elevada sensibilidade e especificidade,
associada a um curto tempo para liberacdo dostades| tem feito da gPCR uma
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metodologia atrativa na substituicdo da cultura®ehsaios baseados em antigenos (ESPY et
al, 2006).

No que se refere a aplicabilidade dessa técnicaletaccdo doMycobacterium
tuberculosiscom finalidade de diagndstico, esta sendo avapada diferentes formas de TB,
tais como: pulmonar ( LEMAITRE et al., 2004; HILLEMIN et al., 2006) ganglionar (VAN
COPPENRAET et al., 2004), Ossea (KOBAYASHI et aR006) meningea (
TAKAHASHI;NAKAYAMA, 2006) e extrapulmonar (BURGRAFF et al., 2005;
POUNDER; ALDOUS; WOODS, 2006).

No entanto, a aplicacdo da qPCR no estudo do DNMytmbacterium tuberculosis
apresenta algumas limitagées importantes: a) nalguesspeito a impossibilidade de fazer a
distincdo entre organismos vivos e mortos, geranekultados falso-positivo; b) no
monitoramento da eficacia terapéutica devido aigiérxia do DNA deMycobacterium
tuberculosisaté 12 meses depois de iniciado o tratamentosenseses apds a baciloscopia e
cultura terem negativado, pacientes com tubercupgmonar (BOLELLA et al., 1999;
HELLYER et al., 1996; LI et al, 2010; MIDVANI et al2009; THOMSEN et al, 1999).
Diante dessas restricbes, 0s avancos em busca @dégnmica que permitisse detectar nao
somente o DNA, mas também, a viabilidadeMgcobacterium tuberculosidez com que
pesquisadores aplicassem a técnica de transcegéacsa seguida de PCR em tempo Real na
deteccdo e quantificagdo do RNA mensageiro (RNAma vez que um sinal positivo do

RNAm indica a presenca de um organismo recentervétel (MARTINEZ, 2009).

1.9.3 RT-gPCR (Transcri¢ao reversa seguida da seaigicadeia da polimerase em Tempo
Real)

Recentemente, com o0 surgimento da medicina mole@BRT-gPCR tem sido usada
na quantificacdo dos niveis de RNA no diagnéstitooo. Tais aplicacfes sdo abrangentes e
inclui estudos de regulacdo e expressao de maesdiar resisténcia a drogas em células
tumorais (RAMACHANDRAN; MELNICK, 1999), monitoramémda resposta ao tratamento
especifico da tuberculose (DESJARDIN, et #99), avaliacdo molecular do estagio de
células tumorais em pacientes com cancer (BUSTIRRDDI 1998; GHOSSEIN; ROSAI
1996).

Seu principal diferencial € que a amplificacdo m@ote de um molde de DNA
diretamente extraido da amostra e sim de um RNAaiekt, que é convertido em cDNA

(DNA complementar). Ferramenta util em estudos xj@essdo génica, pois avaliando o
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RNAmM, é possivel detectar quais proteinas est&iosefetivamente expressas. No entanto, o
estudo direto do RNA (principalmente o RNAm) € &wal, devido a sua alta sensibilidade a
varios fatores e a altas temperaturas. A RT-gP@RBnéposta de duas etapas: a transcricao
reversa e a amplificacdo propriamente dita. O pron@asso da reacdo consiste na sintese de
fita de cDNA antisense (complementar e reversayaatdo ao mRNA pela acdo de uma
enzima DNA polimerase RNA-dependente (transcriptasersa). Depois de completada a
reacao de transcriptase reversa e do cDNA terggdado, inicia-se a etapa da PCR em tempo
Real utilizando como alvo o cDNA (FRAGA; MEULIA; RESTER, 2008). Uma das
limitacdes para o emprego da RT-gPCR esté reladéoaajualidade do RNAm alvo, uma vez
que ele é extremamente vulneravel (BUSTIN et al0R0E susceptivel & degradagdo por
RNases (ribonucleases), que sdo proteinas altarestéeeis e persistentes. Alguns métodos
de purificacdo de RNA podem co-extrair altos niveés proteinas — incluindo RNases.
Proteinas co-extraidas e/ou RNA degradados podametar em resultados errbneos na PCR
em tempo real. O RNA extraido que apresenta vatorAdsorbancia 260/28¢ 2,0 é
considerado relativamente livre de proteinas. Ous@in, processamento e armazenamento
do RNA séo extremamente importantes para garaniitegridade do mesmo (NOLAN;
HANDS; BUSTIN, 2006.

Em alguns casos as reagfes de RT e PCR podem rmebinedas em uma Uunica
reacdo. Ha vantagens e desvantagens para esseddipoocedimentos. O emprego de uma
Gnica etapa minimiza erros e variacoes, entretaotmp o RNAm é rapidamente degradavel,
tendem a apresentar menor sensibilidade quandoaradss normalmente com os resultados
obtidos em duas etapas (BUSTIN, 2000) .

J& a reacdo em duas etapas permite que diversamihetgOes sejam realizadas a
partir de um RNAmM e de seu cDNA correspondentee ERINA é estavel e pode ser
estocado. A grande vantagem do emprego da reac@o&sretapas € a reprodutibilidade dos
experimentos, uma vez que a RT apresenta variagheficiéncia do rendimento (NOLAN;
HANDS; BUSTIN; 2006).

Uma primeira abordagem nesse assunto no diagnaiicbuberculose envolveu a
RT-gPCR para a deteccdo da molécula alvo RNA memsagRNAmM) em amostras de
escarro de pacientes submetidos ao tratamento ifisped estudo desenvolvido por
DESJARDIN e colaboradores (1999) analisou a téamicacompanhamento do tratamento da
tuberculose através da deteccdo dos niveis de RbBisageiro (RNAm), ribossomal RNA
(rRNA), e DNA gendmico em amostras de escarro ageptes comparando os resultados

com 0s métodos convencionais de diagnéstico. @dtadss indicam que os niveis de RNAmM
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85B diminuiram apds o inicio da terapia, assim camnaolénias d&l. tuberculosisviaveis

na cultura, apresentando 90% dos pacientes conitagss negativos para ambos 0s
marcadores apos 2 meses de tratamento. Confirmreahgmtese de que 0 RNAmM é um bom
indicador de viabilidade microbiana e marcador deacde pacientes submetidos ao
tratamento.

A partir deste trabalho véarios pesquisadores \attasua atencdo na aplicacdo da
tecnologia do gPCR na quantificacdo do RNAm queificada proteina 85B dd\.
tuberculosis(HU Y et al., 2000;JOU et al., 1997; LI et al., 2010; MIDVANI et.aP009).
Esses estudos tém apresentado o gene 85B (antajfx)opresente no complexo de
Mycobacterium tuberculosicomo indicador de viabilidade celular e atividadetabolica.
Possuindo um tempo de vida curto, quando compamthioos genes que codifica o rRNA e o
DNA genbmico. Desse modo, um sinal positivo de RNAmica a presenca de um
organismo recentemente viavel ( JOU NAINN-TSYRIgtl®97).

O antigeno 85 é um complexo de trés proteinasioeladas: 32 kDa (antigeno 85A e
85C) e de 30kDa que contém o antigeno 85B. Esse@essponsavel pela producdo de uma
proteina que apresenta como caracteristica umassgw abundante (41% em relacdo ao
gene 85A e 85C) em meio de cultura e fagocitos macieares em humanos (ARMITIGE et
al., 2000). Embora a quantidade atual de RNAmM em umica célula seja desconhecida,
estima-se que de 1 a 10 copias do RNAmM 85B estegepte por célula no cultivo dé.
tuberculosis(cepa de referéncid37Rv). Todas as proteinas mostram propriedadaddigs
de fibronectina do plasma e células e atuam coroolitiansferases envolvidas nos estagios
finais da construcdo da parede celular de todasiesbactérias, como também apresentam
um papel na interacdo entre o bacilo e a infecgibaspedeiro (ARMITIGE et al., 2000;
BENTLEY-HIBBERT et al., 1999; OHARA et al., 1997).

Sabe-se que moléculas de RNA bacteriano apresemdarmédia extremamente curta
mais vulneravel a destruicdo do que as moléculag DBhdmico e, portanto, a detecgéo

desse acido nucléico reflete organismos vivos.
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2 JUSTIFICATIVA

A falta de um diagnostico rapido e eficaz paraltzetculose (TB) impede o manejo
adequado do paciente e o controle da doenca (PARRSEt al., 2006). As técnicas
diagndsticas microbiolégicas convencionais, bacdpga e cultura, sdo pouco sensiveis e
laboriosas respectivamente. A comprovacdo baobgicd torna-se ainda mais dificil nos
casos onde a doenca esta associada a outras eldi@esiie nas formas paucibacilares
(JAMAL; MOHERDAUI, 2007; LIMA et al., 2009).

O periodo de tratamento prolongado que resultaifieuldade de aderéncia aos
esquemas terapéuticos promove a transmissédo daadeeronduz ao surgimento de cepas de
M. tuberculosigesistentes as drogas. Novos tipos de tratametitd§gecos estdo surgindo,
porém testes para novos farmacos e para avalias@osta ao tratamento especifico sédo
dispendiosos, particularmente com a necessidad@aiotoramento prolongado (BRASIL,
2010).

Desta forma, um marcador que refletisse precisamargfetividade antimicrobiana
seria certamente um grande avanco na avaliacdesgasta as drogas experimentais e as do
esquema padrdo. A avaliagdo da quimioterapia niddsede fornecer um meio mais rapido
com poder de determinar se 0 esquema terapéutiepr@priado para o0 paciente, €
particularmente importante devido ao aumento deat#acia de cepas multidrogarresistentes
do M. tuberculosigMDIVANI et al, 2009).

A maioria dos casos de multirresisténcia no mundadguirida por tratamentos
irregulares e abandono. No Brasil, 96% dos casagsisténcia notificados sao adquiridos,
sendo que mais da metade tem um historico de trésags tratamentos prévios para TB, com
lesGes cavitarias bilaterais em 65% dos casosné&ecoao pelo HIV de 7% (BRASIL, 2010).
Para o tratamento desses casos, é necessariode nsedicamentos injetaveis e de farmacos
de reserva, com duracdo de 18 a 24 meses, cujaidgde é de aproximadamente 60%
(BRASIL, 2010).

A dificuldade de se detectar a resisténcia inigidrogas, devido a ndo-realizacéo do
Teste de Sensibilidade para casos suspeitos (casi@acientes HIV positivos) conduz a
tratamentos inadequados dos portadores de TubsecWNuultirresistente, levando a um
aumento no tempo de disseminacéo de bacilos nesiste/IEIRA et al., 2008).

Os métodos mais comuns para monitorar a respostatamento anti-TB se baseia na
reducdo progressiva do niumero de bacilos no esfvedmescarro e na conversao negativa da
cultura deM. tuberculosisEstes métodos apresentam algumas desvantageasieMie todos
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0s novos casos de TB pulmonar, no inicio da doepgasenta baciloscopia negativa, o
desaparecimento dos bacilos através do esfregagsadero é geralmente prolongado e a
coloracdo nao distingue 0s microorganismos viagegsnao viaveis. A conversao da cultura
positiva para negativa necessita de 1 a 2 mesesisdép iniciado o tratamento e se
correlaciona com a atividade esterilizante das agagdministradas, ou seja, com a morte
completa davl. tuberculosisnos tecidos, sendo considerada o melhor predit@udesso do
tratamento (DESJARDIN et al., 1999). Entretantwjdi® ao crescimento lento do bacilo, esta
medida pode ser determinada apenas semanas oudepsesdo tratamento.

Avancos nas técnicas de Biologia Molecular e armégdo proporcionada pelo
sequenciamento do genoma completo de micobactétiberculosas estimularam o
desenvolvimento de novas ferramentas para o didgaogapido da tuberculose
(PALOMINO, 2005). Entre as varias técnicas molemda atualmente aplicadas no
diagndstico da tuberculose, a PCR em Tempo Reatitptava se destaca pela rapidez, maior
precisdo, reprodutibilidade e acuracia na detedgaioenca (PARASHAR et al., 2006).

Véarios ensaios utilizando as sequéncias de rRNADNA como alvos para
amplificacédo tem sido descritos para o diagnédded B. Entretanto estas técnicas ndao tem
sido aplicadas com sucesso para 0 monitoramentcefidacia terapéutica devido a
persisténcia de acidos nucléicos amplificados mesmmds a baciloscopia e cultura tornarem-
se negativas. A analise semiquantitativa do rRNW &do usada para reduzir o tempo
requerido em testar a susceptibilidade antimicrabido M. tuberculosis embora sejam
necessarios cerca de 5 dias para discriminar ceésentes a algumas drogas. Estudos
promissores utilizando a gPCR para avaliar a esgedo gene 85B através do RNAmMMIo
tuberculosisdurante o tratamento especifico, representam @mcavna deteccdo dos bacilos
que causam a infeccdo, uma vez que um sinal positvRNAmM indica a presenca de um
organismo recentemente viavel. Devido a meia d@&NAmM da bactéria ser extremamente
curto comparado com o rRNA ou DNA gendmico, tesfae usem como alvo o RNAmM
refletem melhor a viabilidade micobacteriana (DESBDAN et al., 1999); desse modo, podera
detectar bacilos ainda em atividade metabodlicardera tratamento da tuberculose, poucos
dias ap0Os ter iniciado o tratamento. (GOMES, 2008VAIS et al., 2004; PARASHAR et
al., 2006; TAKAHASHI et al, 2006). Nesse contexéopossibilidade de poder detectar a
carga bacteriana através da deteccdo quantitaivRMAmM, certamente representaria um
avanco no monitoramento da terapia da tuberculaserrompendo precocemente a
transmissdo de cepas multidrogarresistente (DESJRRE al., 1999; LI et al.,, 2010;
MIDVANI et al., 2009).
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O presente estudo visa avaliar a deteccdo do RN2B1c®@mo um marcador para a
viabilidade micobacteriana e demonstrar a posddidke de quantificagdo através da RT-
gPCR, com o objetivo de discriminar cepas de Mtisiseis e resistentes as principais drogas
utilizadas no tratamento especifico. Assim, a niftd entre essas cepas certamente trara um
impacto importante para a saude publica, principatedevido ao surgimento de organismos
multidrogarresistentes, bem como a alta taxa deafidade associada a co-infecgdes. O
RNAmM de organismos procariontes, ao contrario dAA[RNRNA, é rapidamente degradado,
com um tempo de vida util de aproximadamente 3 tosjupermitindo que exercam sua
funcdo apenas no intervalo de tempo necessériotaDiesma, métodos baseados na
amplificacdo do RNAmM estdo sendo propostos paranseuntilizados na deteccédo de
organismos viaveis, sendo considerado como um hdioador de susceptibilidade as drogas
antimicrobianas e da eficacia terapéutica, aléraedpoder avaliar a atividade bactericida de
novas drogas e prevenir o aparecimento de cepdslmgharresistentes (DESJARDIN et al.,
1999, MIDVANI et al., 2009, LI et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar o desempenho da RT-gPCR utilizando o RNoamo alvo para dlycobacterium

tuberculosisna resposta ao tratamento especifico da tubeecpldsmonar.

3.2 Especificos

a) Otimizar as condi¢des do método RT-qPCR utitibacomo alvo o gene 85B da cepa

de referéncia H37Rv ddycobacterium tuberculosis

b) Aplicar a tecnologia de RT-gPCR desenvolvida posj@éin et al, (1999) em

pacientes com TB pulmonar do estado de Pernambuco;
c) Avaliar o desempenho da RT-gPCR em relacdo ao padind;

d) Analisar o grau de concordancia entre a cultur&@-g§PCR antes e depois do inicio

da terapéutica especifica;

e) Determinar os niveis da carga bacilar dos pacieatdss e depois do inicio da

terapéutica especifica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo que utilizou amastra de conveniéncia para
avaliar, sobretudo o desempenho da técnica RT-gitliRando o RNAmM na deteccéo do
Mycobacterium tuberculositomo marcador de cura de pacientes com Tb pulmonar

submetidos ao tratamento etioldgico.

4.2 Local de estudo

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Iloepidemiologia do
CPgAM/FIOCRUZ. Os pacientes do estudo foram preames de ambulatérios e/ou
enfermarias do Hospital das Clinicas da Universdeaederal de Pernambuco, Hospital Geral
Otavio de Freitas, Unidade de Saude Joaquim Caxtalba Distrito Sanitario | da Secretaria
de Saude do Recife os quais fazem parte do Sisténieo de Salde/SUS e recebem

pacientes com suspeita de tuberculose pulmonatrasaafeccdes respiratorias.

4.3 Classificacdo dos pacientes:

Foram selecionados 98 pacientes com idade superlddr anos, de ambos 0s sexos,
que procuraram o ambulatério ou enfermaria daguiggies acima referidas com suspeita de
tuberculose pulmonar. Os pacientes que foram cersids suspeitos de ter TB foram
aqueles que apresentaram dois ou mais dos segsintesnas - perda de peso, imagem
radiolégica sugestiva de TB, tosse por mais de id$§, debre prolongada ndo esclarecida,
sudorese noturna. Os pacientes inicialmente sospedpds definicdo diagnostica, foram

classificados como segue:

Grupo 1 - TB doenca (56 pacientes)Pacientes cuja confirmacdo diagnéstica foi feita
através da positividade da cultura associada a omjumto de critérios clinicos e
epidemioldgicos e/ou resposta ao tratamento especif

Grupo 2 - Nao TB (42 pacientes)Pacientes com afeccdes pulmonares inespecificas, co
resultados negativos paM. tuberculosisatravés da baciloscopia, cultura e radiologia de
térax de TB.
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4.4 Consideracdes Eticas

Os participantes da pesquisa ou 0s seus resposigavemn informados verbalmente
pelo médico assistente ou pesquisador principapés @ concordancia em participar do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento LivriEs@arecido (Apéndice A). Foi
preenchido um formulario padronizado, onde constaidentificacdo, procedéncia,
caracteristicas do domicilio, escolaridade, daghideeniologicos, queixas principais, tempo
de duracdo da doenca, historia de tratamento préxiame fisico, dados laboratoriais e
evolucéo da doenca (Apéndice B).

As entrevistas foram realizadas pela pesquisadorgordjeto, sob orientacdo e
supervisao do meédico assistente do servi¢o de saude

Os pacientes foram informados que a recusa emcipartindo teria nenhuma
implicacdo quanto ao seu atendimento, acompanhamegdico ou tratamento.

A todos os individuos participantes do estudoassegurado a confidenciabilidade
quanto aos resultados dos exames ou quaisquersalddos obtidos durante o periodo de
acompanhamento.

Os pacientes foram informados através do TermoCdeasentimento Livre e
Esclarecido que os espécimes biologicos coletai®s iser congelados e armazenados no
banco de amostras existente no laboratério de lepidemiologia do CPgAM/FIOCRUZ,
caso fosse necessario a realizacéo de estudosipaste

O referido projeto foi submetido & apreciacdo @emiSsdo de Etica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhaes, obtendo parecer fav@hv88/2009) e registro no CAEE:
0016.0.095.000-09 (Anexo).

4.5 Acompanhamento do Paciente

A confirmacao diagndstica, prescricdo do tratamentmonitoramento dos pacientes
foram realizadas pelo médico acompanhante do sedac¢saude. De cada paciente foram
coletadas amostras de escarro para investigacderaulose através dos exames de rotina
(baciloscopia e cultura), no ambulatério ou enferaaads exames de microscopia direta do
escarro foram realizados por técnicos, no Labdmtle Salude da Prefeitura do Recife e nos
laboratorios de referéncia do Hospital das Clinieasospital Geral Otavio de Freitas. As
culturas foram feitas por técnico treinado no Labmio de Nivel NB3 do
CPgAM/FIOCRUZ e a RT-gPCR pela pesquisadora praicimo Laboratério de
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Imunoepidemiologia do CPgAM. Todas as técnicasnfioraalizadas de maneira cega, ou
seja, sem conhecimento dos resultados de outrosesxegealizados nem do diagnadstico final
do paciente.

Todos os pacientes portadores de TB pulmonar tivenaostras de escarro coletadas
antes do inicio do tratamento anti-TB e com 15 ali3g@® de terapéutica, a fim de serem
submetidas aos exames de cultura e RT-qPCR natébiordo CPgAM.

Todos os pacientes com diagndéstico confirmado depllBionar e sem tratamento
prévio receberam o esquema terapéutico de prirtielva recomendado pelo Ministério da
Saude (BRASIL, 2010).

4.5.1 Critérios de Exclusao:

Foram excluidos os pacientes que:

a) Nao foi possivel a realizacdo da coleta de esempontaneo ou induzido;
b) Fizeram uso prévio de tratamento anti-TB;

c) Apresentaram irregularidade na tomada dos quindpitens prescritos;

d) Abandonaram o tratamento.

4.5.2 Critérios de Perda
1) Pacientes que foram a 6bito durante a pesqniea da definicdo diagndstica;
2) Nao retornaram ao Servi¢o de Saude para acorapemtto clinico;
3) As amostras coletadas foram insuficientes parpraxessamento no laboratorio ou
acondicionadas de maneira inadequada.
4.6 Coleta e processamento dos espécimes bioldgicos
4.6.1 Pacientes de Enfermaria e Ambulatorio
Foi coletado, no minimo, 1ml de escarro de caddepte antes do tratamento

especifico dia 0, e apds o inicio da terapia dia B9 (de acordo com a producao de escarro).

As amostras coletadas dos pacientes foram esto@ad®sC, ndo mais que 48 horas e
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transportadas para o CPgAM para serem processadas.

4.6.2 Descontaminacéo das amostras bioldgicas:

As amostras de escarro foram descontaminadas slegas)informacgdes do protocolo do
Método de Petroff (NaOH 4%) (BARRETO, 1994).

4.7 Métodos diagnosticos convencionais

4.7.1 Baciloscopia

O protocolode coloracdo pelo método déehl-Neelsen para a identificacdo e
quantificacdo do BAAR foi realizado de acordo ca@marmas técnicas do Manual Nacional
de Vigilancia da Tuberculose e outras Micobacteis, 12 edicao, 2008.

4.7.2 Cultura e Identificacdo de micobactéaasmeio Lowenstein-Jensen

Para a identificacdo das micobactérias, 200ul dastaende escarro descontaminado
foi dividido e semeado em trés tubos contendo @ rhéiwenstein-Jensen: 1) um tubo de
meio Lowenstein-Jensen (simples) que identificaénego Mycobacterium; 2) um tubo de
meio Loéwenstein-Jensen com PNB (acido para-nitrofien) que identifica cepas de
Micobactérias atipicas; 3) um tubo de meio Léwensiensen com TCH (Hidrazida do acido
2 carboxilico) para identificar a espédsycobacterium tuberculosisOs tubos foram
colocados em estufa a 37°C e avaliados uma vegepoana até a 82 semana, ou antes, desde
que apresentassem positivos (crescimento de celéama algum tubo). Os meios de
Léwestein-Jensen (simples, PNB e TCH) foram prefmmraela equipe do Laboratério de
Imunoepidemiologia do CPqAM/FIOCRUZ. Todos os meyosparados passaram por testes
de esterilidade (estufa a 37°C sem inoculacdo destam) e controle de qualidade do meio
(inoculacdo de cepa de referéncia H37RWidéuberculosiy seguindo o Manual Nacional de

Vigilancia da Tuberculose e outras MicobactériaRABIL, 2008).
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4.8 Métodos Moleculares

4.8.1 Alvo molecular

O alvo molecular do estudo € uma regido do gene g&Bente no complexo
antigénico da parede celular diycobacteriumtuberculosiscodificado pela expressédo do
RNA mensageiro (HELLYER et al., 1996).

4.8.2 Extracdo do RNAm do gene 85BMygcobacterium tuberculosis

A extracdo de RNA das amostras de escarro foizesdi com o reagente TRIZOL
(Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante @gumas modificacbes. Na etapa inicial,
para romper a membrana celular, foi necessaridgzarilo sistema de congelamento e
descongelamento com nitrogénio liquido da seguirgreira: Para cada 5d0de amostra de
escarro descontaminado, que estava armazenad&@, {60 utilizado 75@! de TRIZOL,
divididos da seguinte maneira: 100e TRIZOL seguido de congelamento no nitrogénio
liguido; descongelado e adicionado mais [258e TRIZOL; congelado novamente e
adicionado 400l do mesmo reagente. Com as amostras uma vez homingdas, incubou-se
por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguadadicionado 200 de cloroférmio e
agitando vigorosamente com as maos por 15 segumsdgggindo de uma incubacdo a
temperatura ambiente por mais 10 minutos. Centiifitge a 10.400 rpm por 15 minutos, a
4°C. A fase aquosa foi transferida para tubos Ienppés centrifugacdo e acrescentou-se
50Qul de élcool isopropilico, deixando os tubos incusad temperatura ambiente por 10
minutos. Apés os 10 minutos, centrifugou-se a 10400 por 10 minutos, a 4°C, e removido
o0 sobrenadante, deixando apenas o pellet que Yadéa com 1ml de etanol a 75% e
homogeneizado no vortex. Centrifugou-se esse mhte8600 rpm, por 5 minutos a 4°C. No
final do procedimento, o sobrenadante foi descartad pellet colocado a uma temperatura
ambiente por 10 minutos para secar. O mesmo feuspendido em 20ul de agua DEPC
(Dietilpirocarbonato)e aquecido a 55°C por 10 minutos.

As amostras de RNA forma armazenadas a —70C garpasterior na realizagao da

transcrigao reversa.
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4.8.3 Reacao de Transcricdo Reversa ( RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizactam o Kit SuperScript Il
First-Strand™ cDNA Synthesis System for RT-PCR ifhogen). A reacdo de transcricdo
reversa foi realizada utilizando:;ul2de RNA extraido, @ do primer reverso TB2 a
10pmoles, jil do dNTP mix (10mM) e 10 de agua DEPC, finalizando um volume dell15
Esse mix foi aquecido a 65°C por 5 minutos e calogao gelo por 1 minuto. Uma mistura
contendo gl do Buffer (10x), 4l de MgCh (25mM), 4l de ditiotreitol DTT (0,1 M), ul de
RNase out (40Wd) e lul da enzima transcriptase reversa SuperScript THI(EOOULI) foi
preparada e adicionada a primeira mistura conterbA. Os tubos foram incubado a 50°C
por 50 minutos e posteriormente a reacgdo foi imddva 85°C por 5 minutos. Apos breve
centrifugacéo, foi adicionadoullde RNase H em cada tudo por 20 minutos a 37°@ par
remocdo do RNA molde da molécula cDNA:RNA. O DNAmmementar (CDNA)
sintetizado foi armazenado a -20°C até o momengudaitilizacao.

Em cada reacdo dois controles negativos foranradibs: os que sdo comumente
chamados de controle sem alvoif template controt NTC) com todos os reagentes, e um
controle da Reacédo de Transcricdo reversa semimmatranscriptase reversa SuperScript Il

RT para confirmar a auséncia de DNA contaminant@mastra.

4.8.4 Subclonagem do alvo 85B para a construc@oia padréo

Para a obtencéo do plasmideo recombinante a s#w naaconstrucédo da curva padrao
da RT-gPCR, foi realizada uma PCR convencional cos primers TB1 (5'-
TCAGGGGATGGGGCCTAG - 3) e TB2 (5- GCTTGGGGATCTGGLGTA - 3)
descritos por Desjardin e colaboardores (1999), ggram um amplicon de 130pb do alvo
85B doM. tuberculosis

A reacao de amplificacdo para a obtencdo desta@mngbi feita em um volume final
de 5QL, contendo jiL de cDNA sintetizado de um RNA extraido da cultdeacepa de
referéncia H37Rv d#&l. tuberculosis 1U deTaq polimerase, 200M de cada dNTP, 1,5mM
de MgCI2, 10 pmoles de cada primers e 1X Tampd@G@r (50mM KCL; 10mM Tris pH 9;
Triton X-100 0,1%). As condi¢Bes da reacdo foranfase de desnaturacdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos es@égtan/2°C por 45 segundos, num total
de 39 ciclos, com uma extenséo final a 72°C panitfutos, conforme reagéo descrita no Kit
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SuperScript 11l First-Strand™ cDNA Synthesis Syst@emRT-PCR (Invitrogen). Os produtos
foram visualizados em gel de agarose a 2%, corashiobcometo de etidio.

A purificacdo e reacdo de clonagem foram realizamsn o kit TOPO TA Cloning
(Invitrogen Life Technologies, Califérnia, USA), gggéndo, em parte, as instrucdes do
fornecedor. Para a reacao de clonagem foram wldiz&p | do produto de PCR transcricional,
0,5ul de solugéo de sais (1.2M NaCl e 0,06M Myp€I0,5ul do vetor de clonagem pCR 4
TOPO (50% glicerol, 50mM Tris-HCL, pH7.4, 1mM EDT2Mm DTT, 01% Triton X-100,
100ug/ml BSA e 30uM de fenol vermelho).

O DNA plasmidial foi extraido de acordo com o pamlo publicado e Sambrook,
Fritish & Maniatis, 1989. O alvo molecular, 85B, d&pa de referéncia H37Rv de
M.tuberculosisfoi subclonado no vetor plasmidial pCR 4 TOPO tesiio atribuido o0 nome
p85B.

4.8.4.1Mini-prep de plasmideos recombinantes

Com o objetivo de usar o produto de clonagem comirdm nos experimentos
posteriores foi necessario obter-se uma alta qiedi de material. Portanto foi realizada uma
Mini-prep de plasmideos recombinantes, seguindootogolo Mini Spin Kit lllustra para
isolar o vetor pCR4 TOPO com o inserto p85B. O Itado final foi avaliado por
espectrofotdmetro e através da eletroforese ermdegabarose a 2% corado com brometo de
etidio.

O sequenciamento foi realizado para confirmacésedaéncia do fragmento clonado
utilizando10 ng de amplicon e 3,2 pmoles de cada iniciadBf (& TB2) em sequenciador de
16 capilares ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, US@ijlizando o kit para sequénciamento
BigDye Terminator vs 3.0 (Applied Biosystems, CASA) seguindo as indicacdes do
fabricante.A andlise das sequéncias foi realizada atravéungaracdo com as sequéncias
do banco de dados do NCBI, através do programa lighamento BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gsorf.html

O DNA plasmidial contendo o inserto de 130 pb foatificado por meio de um

espectrofotometro Nanodrop 2000C (Thermo Scieintific
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4.8.5 Construcdo da Curva Padréo para a QuanéficAbsoluta

A partir da quantificacdo inicial do DNA plasmidiai construida uma curva padrao
de diluicdes seriadas de fator {000.000pg, 10.000pg, 1000pg, 100 pg, 10 pg, 1 pg,
0,001pg).

Para obter a quantificagcdo absoluta estas congéetade DNA plasmidial foram
convertidas em numero de copias do alvo 85B poratitio (copias/ul) na reacédo de RT-

gPCR, utilizando o auxilio do site http://molbialueru/eng/scripts/0107.html

A amplificagdo e deteccdo da curva padrao foranlizeetas paralelamente a
amplificacdo das amostras que se quer quantiferalcstambém aplicadas para a avaliagdo
da sensibilidade de deteccéo da RT-gPCR.

Para a analise da curva de amplificacédo, que remie® sinal de fluorescéncia vs. o
namero de ciclos durante a reacdo, utilizou-se asnpetros threshold” (nivel de
fluorescéncia detectavel)“baseline” (limite pré-definido de ciclos de PCR) auto defos
pelo equipamento. Desta forma, os valores do cialgual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial (Ct) foram mensurados pelo equipamehBi PRISM 7500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA),

A eficiéncia de amplificacdo (e) da molécula alha talculada pela férmula
(E= 107(-1/"slope”) — 1).

4.8.6 Otimizagao da RT-gPCR

4.8.6.1Diluicdo da concentracdo de primers e sonda

Osprimerse sonda utilizadas nesse estudo foram desenhanobase no trabalho de
Desjardin et al. (1999), porém a abordagem moleada foi diferente, mas foi necessario
uma reavaliacdo para os padrdes atuais.

No estudo da padronizagédo foi utilizada uma camnaedo de DNA plasmidial de
10.000pg. Foram realizadas diluicbes gqwsners (TB1 e TB2) em cinco concentracdes:
0,2pmol/ul, 0,3pmol/ul, 0,4pmol/ul, 0,5pmol/ul e sonda (TagMan) foi diluida nas
concentracées de 0,15pmol/ul, 0,2pmol/ul, 0,25pgmhold,3pmol/ul e 0,35pmol/ul. De
acordo com os valores dét das amostras positivas e controles negativos (NfbC)
selecionado uma concentracaopdimer e sonda para serem utilizadas na RT-qPCR.
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Para confirmacdo dos resultados durante a etappadenizacdo da técnica, foi
efetuada eletroforese em gel de agarose a 2% ca@dobrometo de etidio (10 mg/ml)
usando um marcador de peso molecular (100 bp LN Blass Ladder - Invitrogen).

As bandas de DNA separadas através de eletroféoeam visualizadas em um
transluminador de luz ultravioleta e fotografadasmaum sistema de documentacdo Kodak
(Gel Logic 100 Imaging System), utilizando o softevdéodak molecular imaging software
4.0.0.

4.8.6.2Condic¢des da RT-gPCR

A RT-gPCR foi realizado no termociclador ABI PRISN00 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), utilizando o sistema TaqMaara deteccdo do produto de
amplificacdo. Foram utilizados gwimers (TB1: 5-TCAGGGGATGGGGCCTAG-3' e
TB2: 5- GCTTGGGGATCTGCTGCGTA-3") que geram ampiis de 130pb da regido do
gene 85B daMlycobacterium tuberculosigGenBank accession number X62398). As sondas
foram compostas de duas moléculas: na extremidadentoléculareporter dye FAM (5-
carboxifluoresceina - TCGAGTGACCCGGCATGGGAGCGT - NRA (6-
carboxitetrametilrodamina) na extremidade 3' a md&quencher

Cada reacao teve volume final de 25 pul e foi congpde 12,5 pul TagMan Universal
PCR Master Mix (2x) Applied Biosystems, 2 pl do c®NLul de cada primer (0,3pmol) e
0,2pmol da sonda, completado o volume com agua @EPE

As condigbes da reagéo foram um ciclo de 509@mde 2 minutos; um ciclo de 95°C
durante 10 minutos; 40 ciclos de 94°C durante 8Qrs#os e 68°C durante 1 minuto.

Em cada experimento de RT-gPCR, foram utilizado#roles negativos e positivos
distribuidos da seguinte forma:

1. Controles negativos: dois controles negativos dede de RT-gPCR com todos os
reagentes sem alvaad@n template contro NTC); Um controle negativo da
Reacdo de Transcricdo reversa com todos os reagsene alvo rion template
control— NTC) e um sem a enzima transcriptase reversarSopmgt Il RT para
confirmar a auséncia de DNA contaminante na amostra

2. Controles positivos: Curva padrao utilizada na &eat0.000pg, 1000pg, 100 pg,
10 pg.
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Todas as amostras foram feitas em duplicata ear da thresholdfoi ajustado de
acordo com o menor desvio padrao observado enttepisatas. Dessa forma, os valores de
Ct determinado foram considerados os valores daandéd Ct (média das duplicatas).

A analise, interpretacao e registro dos resultaldoRT-gPCR foram efetuados com o

auxilio dosoftwareABI PRISM (versdo 2.0.4 — Applied Biosystems).

4 9 Andlise Estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva para expaessltados obtidos. A apresentacao
das variaveis mensuradas foi feita através deaahlml graficos incluindo também o uso de
algumas medidas descritivas como minimo, maximaliang desvio padréo. Para andlise das
variaveis com mais de dois grupos utilizou-se btrtpara testar o pressuposto de
homogeneidade das variancias, aplicou-se anova post-hoc Tukey observado o
pressuposto de homogeneidade. Na analise compaetive as variaveis qualitativas foi
aplicado o teste kappa para a analise de concoadéneste qui-quadrado para a analise de
associacdo, e quando necessario o teste de Figidas as conclusdes foram tomadas ao
nivel de significancia de 5%. Os Softwares utilzaébram o Excel 2000 e o R v2.10.0.

Visto que utilizamos uma amostra de conveniéncian @a amostra nédo foi
previamente calculado para avaliarmos o desempeah®T-gPCR na deteccao d.
tuberculosisem amostras de escarro de pacientes com suspéit de

A quantificacdo absoluta do alvo 85B nas amostnatisadas foi determinada pelos
valores deCt da curva padrdo. Foram consideradas vélidas, asters que apresentaram
valores médios d€t das duplicatas 34 (Applied Biosystems, 2004). As amostras que
tiveram valores médioSt maiores de 34 foram consideradas negativas egnporos valores
das concentracdes do alvo na reacao foram condaeraro.

Os valores apresentados do numero de coépias popltsicda RT-qPCR foram

transformados em log na base 10.
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizacéo da técnica de RT-gPCR

5.1.1 Avaliacdo da concentracéo de oligonucleosi@desonda

Osprimersforam diluidos nas concentracdes de 0,2pmol/puprogd/ul, 0,4pmol/ul,

0,5pmol/ul. Todas as diluicbes foram feitas enlitgpa (Figura 7).
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Figura 7 — Curva de amplificacdo de diferentes concentraglds primers (TB1 e
TB2) testadas com amostra de 10pg da curva decd@iludo DNA plasmidial
clonado.

Nota: NTC (controle negativo sem alvo).

No gel de agarose (Figura 8) podemos observar gjpeirnersnas concentragoes de
0,3pmol, 0,4pmol e 0,5pmol mostraram melhores diogtides, porém o selecionado foi
0,3pmol, o de menor concentracdo. Os iniciadoresonaentracdo de 0,3pmol apresentaram

um bom desempenho amplificando uma banda bem kisigele nos permitiu escolhé-los.
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—> 130pb

Figura 8 — Eletroforese do produto de RTgPCR. Pocos 1®2Zmol; Poco 4: NTC;
Pocos 5,6,7: 0,3pmol, Poco 8: NTC; Pocos 9,10034pmol; Poco 12: NTC; Pocos

13,14,15: 0,5pmol; Poco 16: NTC. Marcador molecd®ad 00 pares de bases (pb).

Em relagdo a sonda (TagMan) foram realizadas @igichas concentragbes de
0,15pmol/ul, 0,2pmol/ul, 0,25pmol/ul, 0,3pmol/pd 85pmol/ul (Figura 9). Apesar da sonda
na concentracédo de 0,15pmol ter apresentado umdesempenho, uma concentragdo menor
aumenta a possibilidade de amplificar produtospee§icos. Analisando a RT-qPCR em

conjunto com a eletroforese (Figura 10), a cone€eaty da sonda escolhida foi 0,2pmol que

apresentou uma boa performance.
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Figura 9 — Curva de amplificacdo de diferentes concentragfzes
sondaTagMantestadas com amostra de 10pg da curva de dildigdo
DNA plasmidial clonado.

Nota: NTC (controle negativo sem alvo)
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Figura 10 — Eletroforese do produto de RT-gPCR. Pocos B: B,15pmol/ul; Pogo 4: NTC;
Pocos 5,6,7: 0,2pmol/ul; Poco 8: NTC; Pocos 9,100,25pmol/ul; Poco 12: NTC; Pocos
13,14,15:; 0,3pmol/ul; Poco 16: NTC ( controle nagasem o alvo). Marcador molecular de
100pb -Low DNA Mass Ladder

5. 2 Curva—padréo a partir da subclonagem do alvo olecular 85B

A curva padréo foi construida, mantendo-se lineabdogaritmos da concentracdo de
DNA plasmidial padrao, resultando um limite deedefio de 10pg do alvo (Figura 11).

Observou-se um coeficiente de correlacdo de 98%cireia da reacdo de 106%
(R2=0,98%¢ = 106 e slope = -3,18) (Figura 12).

Em relacdo ao nimero de cépias do alvo na reagéenica variou de 7 x 1ba 7 x
107/l
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Figura 11. Curva de amplificagdo acima do “threshold” mmstto em ordem
decrescente a diluicio do DNA plasmidial correspodd a 100.000pg Ct= 19,63,
10.000pg Ct=22,95, 1000pg Ct= 25,31, 100pg Ct=28,30pg Ct= 32,5.

Nota: Amostras em duplicat
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Figura 12 — Regressao linear a partir da curva padrdo addstr
com concentracdes conhecidas de DNA plasmidiabmdn entre
100.000pg a 10pg. Coeficiente de Correlacdo (RB30eficiéncia
de amplificacao = 106% e slope=-3,18.

Nota: Amostras em duplicata.
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5.3 Caracterizagéo da populacdo do estudo

Durante o periodo do estudo, foram analisados @8iduos com suspeita clinica de
tuberculose pulmonar. Desses, 59 (60.20%) era xlo s@&asculino e 39 (39.80%) do sexo
feminino, idade variando entre 17 a 78 anos, comliarge 40 anos +13,6. Todos 0s pacientes
eram provenientes de instituicbes do Sistema Undeo Satde/SUS, sendo 73.47%
procedentes de ambulatorios especializados. Dodetadividuos selecionados, 56 (57.14%)
apresentaram diagnaostico final de TB pulmonar estante, 42 (42.86%) eram portadores de
doenca respiratoria inespecifica, de acordo comarecer do médico do servico de saude,
sendo considerados como o grupo “ndo TB”. Entre 56s doentes, o diagnéstico
bacteriologico foi confirmado em 51 (91,07%) porioneéa cultura e em 5 através da
associacdo de critérios clinicos, epidemiologiqussitividade da baciloscopia, alteracdes
radiolégicas e resposta a terapéutica especifidaste grupo, a maioria dos pacientes
(75,51%) apresentou na radiografia de térax albemgqo parénquima pulmonar, porém
24,49% nao realizaram o referido exame. Todos dadiBiduos com TB doenca receberam
inicialmente o tratamento especifico de primeinadi recomendado pelo Ministério da Saude
(2008). Destes, 54 (55.10%) pacientes responder@nmapéutica realizada, com boa resposta
clinica e microbiolégica, tendo recebido alta para¢c porém dois (2.04%) apresentaram
resisténcia as drogas tuberculostaticas (Vide &abel
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Tabela 1.Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos 98p&s selecionados para o estudo
com suspeita de tuberculose pulmonar.

N %
Diagnéstico
TB pulmonar 56 57.14
N&o TB 42 42.86
Sexo
Masculino 59 60.20
Feminino 39 39.80
Procedéncia
Ambulatorio 72 73.47
Enfermaria 26 26.53
Rx de Torax
AlteracBes especificas 44 44,90
Sem alteracdes especificas 30 30,61
N&o realizado 24 24,49
Tratamento anti - TB
Esquema Basico (12 linha) 56 57,14
N&o realizado 42 42,86
Evolucéo
Alta por cura 54 55.10
Resistente 2 2.04
Evolucdo ndo compativel com TB 42 42,86

Fonte: elaborado pela autora

5.4 Avaliacdo do desempenho para a deteccdo dd. tuberculosis através da

baciloscopia, cultura e RT-gPCR no total de paciers com suspeita de TB pulmonar

DOS 98 individuos selecionados para o estuda;digitada uma amostra de escarro
de cada paciente e antes de iniciar qualquer gperdpéutica foram realizados os exames de
baciloscopia, cultura e RT-gPCR. Deste total, S6iguaies foram considerados portadores de
TB pulmonar através da positividade da cultura, sgmea de critérios clinicos,
epidemiolégicos e/ou resposta ao tratamento espedéndo sido afastado a doenca em 42
suspeitos. A baciloscopia foi positiva em 48 (48),0a cultura em 51 (52,04%) e a RT-gPCR



60

em 52 (53,06%) (Tabela 2). Considerando como padtio a cultura, critérios clinicos

epidemilégicos e/ou resposta terapéutica, a sdidsitie da baciloscopia foi de 85,71% (IC=
73,2 — 93,2) e especificidade de 100% (IC= 89,806) B da RT-gPCR foi de 91,1% (IC=

79,6 — 96,7%) e 97,6% (IC= 85,9 — 99,9%), respantente (Tabela 3). O valor de p para
ambos os testes foi altamente significante (p @@L (ela correcéo de Yates).

Tabela 2.Resultados dos testes de baciloscopia, cultura-gAFROR no total de 98 pacientes com suspeita de TB
pulmonar selecionados para a pesquisa

Resultados
Positivo (%) Negativo (%) Total de
Exames :
pacientes
Baciloscopia 48 (49,0%) 50 (51,0%) 98
Cultura 51 (52,04%) 47 (47,96%) 98
RT- gPCR 52 (53,06%) 46 (46,94%) 98

Tabela 3.Desempenho da Baciloscopia e RT-qPCR em 98 pasieate suspeita de TB considerando a cultura
associada aos critérios clinicos e/ou resposteataniento especifico como padrdo ouro

Exame Sensibilidade Especificidade
85,7% 100%
Baciloscopia
91,07% 97,61,%
RT-gPCR
p <0,0001

Fonte:elaborado pela autora

5.5 Avaliagbes dos métodos de cultura e RT-gPCR commarcadores de viabilidade
bacilar e no monitoramento da resposta a terapéuti especifica nos 56 pacientes com

tuberculose pulmonar

Os 56 pacientes com diagndstico confirmado de tul@se pulmonar foram avaliados
durante 30 dias de regime terapéutico especificoetagdo a viabilidade bacilar e resposta
terapéutica, através da cultura e RT-qPCR.

Foram coletadas amostras de escarro antes do dddi@atamento especifico, (ponto
zero) e com 15 e 30 dias apés. Das 56 amostrascder@ coletas no ponto zero (uma coleta
para cada paciente), 51 (91,07%) foram positiveevé@$ da cultura e 5 (8,93%) negativas.
Quando submetidas a RT-gPCR, 52 (92,86%) forantipasie 4 (7,14%) negativas. Nas



61

duas semanas seguintes apos o inicio da terapi@iBafdia 15), os exames de cultura e RT-

gPCR negativaram em 43 (76,8%) pacientes e coméimupositivos apenas em 13 (23,2%),

com uma excelente concordancia entre os testegrrados pelo indice de Kappa=1 (p <

0,001). No dia 30 de esquema tuberculostatich,3b%0) amostras permaneciam positivas na
RT-gPCR e 2 (3,57%) na cultura, negativando en{9%443%) amostras na cultura e 53

(94,64%) na RT-gPCR, tendo demonstrado uma bozoodéncia, com um indice de Kappa

= 0,79 (p=0,0019) (Tabela 4). Em relacdo ao moai@nto da eficacia terapéutica os

resultados da RT-gPCR foram paralelos aos dasras)ttendo-se observado uma conversao
dos resultados dos testes de positivo para negatisopontos de coletas pré-determinados
como mostra a Figura 13.

Tabela 4. Desempenho da cultura e da RT-gPCR no monitorandmt@sposta a terapia especifica em 56
pacientes com TB pulmonar antes (dia 0) e apé®idas drogas tuberculostaticas.

Exames Positivo (%) Negativo (%) Total de pacientes
DIAO Cultura 51 (91,07%) 5 (8,93%) 56(100%)
RT- gPCR 52 (92,86%) 4 (7,14%) 56(100%)
Cultura 13 (23,2%) 43 (76,8%) 56(100%)

DIA 15
RT- gPCR 13 (23,2%) 43 (76,8%) 56(100%)
Cultura 2 (3,57%) 54(96,43%) 56(100%)

DIA 30
RT- gPCR 3 (5,36%) 53(94,64%) 56(100%)

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 13. Conversédo dos resultados de positivo para negdtivoultura e RT-
gPCR durante o tratamento especifico.

Nota: Dia 0, a cultura apresentou 91,07% de posite a RT-gPCR 92,86%; no
dia 15 a cultura e RT-gPCR 23,2% e no dia 30, daumule RT-gPCR
apresentaram 3,57% e 5,36% de positivos, respattivie.

5.6 Quantificagao do alvo 85B na RT-gPCR

A guantificacdo absoluta dos niveis de 85B mRNAamastra de escarro foi realizada
através da RT-qPCR nos 52 pacientes positivosa0,d nos dias 15 e 30, nos pacientes em
tratamento. As concentragfes da carga bacilifetidasbpelosoftwareABI PRISM (verséo
2.0.4 — Applied Biosystems), foram representadagpiewgramas/ul, calculadas a partir dos
valores gerados ndSt das amostras em relacdo &isda curva padrdo. Em seguida foram
convertidas em numero de copias por pul na reac®TdgPCR. Os resultados obtidos estdo
apresentados no Apéndice A.

Assim, a quantificagdo do alvo 85B na reacgdo revel dia 0, uma média de 8,5 x
10° copias/l, equivalente a 9.5 lggEnquanto que no dia 15 a média foi 6 X d6pias/pl
igual a 2.6 log, e no dia 30,3 x Focopias/ul ou 0.6 log, (Figura 14). A diferenca nas
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médias do log no dia 0 para o dia 15 e para o @itoi3altamente significante (p < 0,0001
pela corregcéao de Yates).

Do total de 52 pacientes analisados através daachagilar, apenas 3 tiveram
quantificacdo dos niveis de 85B detectados at@ @@i como mostra a figura 1Bois deles
(paciente 118/10 e 266/1yeram aumento da carga bacilar em um més dentesi®m em
relacdo ao dia 0 e 15. No entanto, o paciente 23ffrésentou uma reducdo da carga

bacilifera, mas na amostra de escarro coletadaim®@@ os niveis de 85B ainda foram

detectados (Apéndice C).
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Figura 14. Média da carga bacilar do alvo 85B nos 52 paciem@sitorados durante os
dias 0, 15 e 30 de tratamento anti-TB.
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6 DISCUSSAO

Apesar dos recentes avangos no diagnostico labadatia doenca nos paises da
Europa, America do Norte e Japéo, a baciloscopiageece como a ferramenta principal na
deteccdo e acompanhamento dos casos de tuberpulosanar. Porém, a baixa sensibilidade
apresentada pela técnica, pode acarretar um m@sdébso-negativo causando danos tanto ao
individuo quanto a sociedade (VIEIRA et al.,, 2008).método diagndstico considerado
padrédo-ouro para confirmacéo bacterioldgica dartuibese € a cultura. No entanto, a demora
na obtencéo dos resultados pelo lento crescimend. duberculosisresulta geralmente em
um diagnéstico tardio, favorecendo a transmiss&opamacdo e severidade da doenca
(FERREIRA et al 2005)

O desenvolvimento de novos testes diagnosticopdae do novo plano mundial de
controle da tuberculose para o periodo 2006-201BRGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2006). Parcerias publico privadas como Fouhdation for Innovative New
Diagnostics (FIND) foram criadas para integrar pesquisas @esenvolvimento de testes,
direcionando-os para a necessidade do pacientedécées locais de infra-estrutura de saude.

Como suporte aos meétodos tradicionais, nos Udtimmeos, diversos artigos foram
publicados baseados na amplificacdo do DNAMletuberculosisatravés da PCR e os
resultados promissores obtidos, sugeriram ser téstdca uma ferramenta muito Gtil na
deteccdo molecular desse patdgeno, especialmentgefiricdo de casos inconclusivos
através de dados clinicos e laboratoriais (BABAlIgt2008; LIMA et al., 2009; MILLER et
al., 2002; PORTILLO-GOMEZ; MORRIS; PANDURO, 2000; VAROPPENRAET et al.,
2004). Por outro lado, a deteccdo do DNA atravéBCR pode permanecer positiva por mais
de 12 meses ap0Os o diagndstico e o inicio do tettomespecifico, inclusive mantendo-se
positivo mesmo apos 6 meses da negativacdo dasamiia e cultura. Desta forma, a técnica
de PCR convencional nédo deve ser utilizada parateccbo da viabilidade do bacilo apoés
inicio de drogas tuberculostaticas, nem para o paohmmento da resposta do paciente a
terapéutica especifica (SOCIEDADE BRASILEIRA DE RMWIOLOGIA E TISIOLOGIA,
2004).

Na tentativa de superar as limitacdes encontradas os métodos tradicionais e as
dificuldades de abordagens baseadas em sistem&CReatualmente disponiveis, neste
estudo, pode ser demonstrado que a PCR em tempé rgaa alternativa viavel para a
deteccdo e monitoramento da resposta terapéatievés da deteccdo do RNA mensageiro

que codifica o gene 85B dw. tuberculosisem pacientes com TB pulmonar.
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No estudo néo foi realizado teste de especificididgrimers visto que, o autor que
os desenhou (DESJARDIN et al., 1996) ja havia zedb inicialmente esses testes com o
DNA humano e genoma de outras micobactérias ou Bs&@a houve amplificacéo
caracteristica do fragmento de 130pb (referentahan85B do Mtb) no DNA humano e nem
no DNA extraido de outras micobactérias atipicas.

Analisando a curva padréo em relagéo a eficiéagi@deficiente de correlacao (R2) e
slope confirmam o bom desempenho do sistema padeteccdo do alvo 85B do
Mycobacterium tuberculosisomo demonstrado também nos estudos de Li et @LQ;2
Mdivani et al., 2009; Desjardin et al., 1999 e peillet al., 1999.

Em relacdo a populacdo do estudo o sexo masculimonhais frequiente, o que condiz
com a literatura (BRASIL, 2011; CAVALCANTI et al2006; SILVA; MONTEIRO;
FIGUEIREDO, 2011)A faixa etaria escolhida para o estudo foi de paes> 15 anos, uma
vez que esse grupo é responsavel por 90% das fguasnares da tuberculose (BRASIL,
2002). Os dados referentes a idade acompanhanr@opaaicional com faixa etaria entre 17 a
78 anos, com média de 40 anos. Estudo mostra quélitmos 20 anos houve uma elevacgao
da incidéncia da tuberculose nas faixas etaria39e49 anos e de mais de 60 anos, fazendo
com que a mediana de idade esteja em torno de @kl partanto, com predominio de um
grupo economicamente ativo (VENDRAMINI et al. 2005)

A maioria da populacao estudada (73.47%) foi preerea do ambulatério da Unidade
de Saude Joaquim Cavalcanti, 0 qual realiza butga de sintomaticos respiratorios.
Provavelmente, esse numero elevado se deve ao @mispo com a populacédo, numa atitude
permanente e incorporada a rotina de atividademdies os membros das equipes de Saude
da Familia do Brasil, de acordo com Plano NacioleaControle da Tuberculose que visa a
integracdo do Programa de Agentes Comunitarios aleléSe o Programa de Saude da
Familia, para garantir a efetiva ampliacdo do acessdiagnostico e tratamento (HIJJAR et
al., 2007).

Parao diagnostico laboratorial dos pacientes sintornétiespiratérios que procuram
0S servicos de saude com tosse e expectoracdo ibalenduas semanas e que constituem
casos suspeitos de tuberculose, é importante @agi@b da baciloscopia visando detectar
casos de tuberculose pulmonar. Porém, calcula-ge ngu Brasil sé 55,07% dos casos
diagnosticados de TB cursam com baciloscopia pasde escarro. Assim, se este fosse o

anico método empregado, metade dos casos naalsegiesticada (BRASIL, 2008).
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6.1 Avaliacdo do desempenho para a deteccdo dd. tuberculosis através da
baciloscopia, cultura e RT-qgPCR no total de paciers com suspeita de TB pulmonar

Por apresentar uma baixa sensibilidade, a bacpsaemonstrou uma positividade
menor para detectar casos de TB pulmonar, em elgsiexames analisados. No entanto, a
RT-gPCR apresentou uma capacidade de deteccaohsemeeh cultura, com a vantagem do
resultado da PCR poder ser obtido em 24 a 48 leodascultura entre 2 até 8 semanas (NEGI
et al., 2007).

O sistema de PCR em tempo real e suas variantesaddis na deteccdo do alvo 85B
do RNA mensageiro apresentam variacoes de sedaiidie especificidade dependentes de
varios fatores, tais como: método de extracdo deA,Rbualidade do RNA obtido,
oligonucleotideos escolhidos, padrao-ouro utilizatjio de pacientes analisados (criancas,
portadores de HIV, idosos, adultos imunocompetgnttema de TB (pulmonar ou
extrapulmonar), variacdo da PCR em Tempo Real (Med—PCR, quantificacdo de RNA
utilizando a reacdo em cadeia de polimerase consdrigdo reversa (RT-PCR) em uma ou
duas etapa, eliminacdo das RNases, entre outros.

Dos 98 pacientes suspeitos de TB selecionadosgyaesquisa considerando como
padrdo ouro a confirmacdo diagnostica através d#tiyydade da cultura associada a um
conjunto de critérios clinicos e epidemiologicosuefesposta ao tratamento especifico a
baciloscopia apresentou uma especificidade de 1@¥#onstrando alta capacidade de
exclusdo da doenca, porém apresenta baixa capactadeteccdo da tuberculose com
sensibilidade de 85,7%.

A RT-gPCR apresentou sensibilidade de 91,1% e depdmde de 97,6%. Os
resultados obtidos neste estudo estédo dentro div8gsada literatura, apesar de escassa, cuja
sensibilidade através da PCR em tempo Real e sadantes na deteccdo do RNA
mensageiro variam de 83 a 98% e especificidade2da T00% em amostras clinicas de
pacientes com TB pulmonar (HELLYER et al., 1999;(NEet al., 2007; MDIVANI et al.,
2009).

Provavelmente, sistemas baseados em PCR, comog®PBR-poderdo servir como
uma ferramenta importante para o diagnéstico peectac TB pulmonar, sobretudo os que
utilizam o DNA e demonstraram, em varios trabalhuws,bom desempenho na deteccdo do
M. tuberculosiem amostras clinicas (BROCCOLO et al., 2003; SHRESet al., 2003).
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6.2 Avaliagdo da cultura e RT-qPCR como marcadoresle viabilidade bacilar e no
monitoramento da resposta a terapéutica especificaos 56 pacientes com tuberculose

pulmonar

Como a baciloscopia ndo é recomendada para awali@bilidade do bacilo, sendo
indicada para a deteccao da doenca (BENTO et 1)2neste estudo, nédo foi analisada em
relacdo ao monitoramento dos pacientes com TB pudmem tratamento.

A cultura € o método tradicionalmente utilizadogparmonitoramento da viabilidade
dos bacilos e susceptibilidade a terapéutica @dtiFTAKAHASHI; TAMURA; ASAMI,
2008). Apesar do referido exame se manter comddpanlirono diagndstico e seguimento
das infeccbes micobacterianas €, porém, um processto demorado, visto que, o
Mycobacterium tuberculosisresce lentamente requerendo varias semanas @s pP&® sua
deteccdo em amostras clinicas. A conversdo daraudtiescarro positiva para negativa esta
relacionada com a atividade de esterilizagdo, ¢ai seorte dos bacilos nos tecidos, sendo
considerado o melhor preditor de sucesso do tratamespecifico (DESJARDIN et al.,
1999). A terapéutica eficaz leva ao decréscimo @wmero de bacilos viaveis no escarro e
reduz para cerca de 10 vezes dentro de 1 a 2 seifidra al., 2009; MDIVANI et al., 2009).

Foi demonstrado neste estudo, uma excelente aamoa entre a cultura e RT-gPCR
em relacdo a resposta dos pacientes a terapidBntendo sido observado através dE um
declinio de bacilos viaveis através da reducéo atgacbacilifera nos 56 pacientes com
diagndstico confirmado depois de iniciada a terap@&uEstes achados concordam com os de
Jou et al., (1997), Hellyer et al., (1999), Degjaret al., (1997) e Mdivani et al., (2009).
Desta forma, o método RT-gPCR pode ser considesanim um bom marcador de cura em
pacientes com TB pulmonar.

Desjardin e outros (1999) analisaram os niveis &, IRNAmM e rRNA, em dezenove
pacientes durante o tratamento anti-TB, em relac&oltura e baciloscopia. Demonstraram
que, houve um rapido declinio em 99% dos pacienmesegundo més de tratamento, nos
niveis de 85B do RNA mensageiro como na positivaddd cultura. Os autores concluiram
que o desaparecimento ou a diminuicdo do RNAmM doriMtescarro podera ser usado como
um bom indicador da viabilidade microbiana e umaador Gtil para o monitoramento da
resposta a terapéutica especifica. A semelhancaremfsgtados com do nosso estudo,
demonstra que o teste analisado (RT-qPCR) seguarcador de cura tradicional (cultura)

com a vantagem de ser mais rapido e poder ser ugadwmnuseio clinico e terapéutico dos
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pacientes com TB pulmonar. Estudos semelhanteizadat pelos autores Jou et al (1997),
Mdivani et al, (2009), Li et al., (2010), corrobordambém com estes resultados.

Hellyer et al (1999) em estudo posterior compam®uiveis de 85B (RNAm), 1IS6110
(DNA), e 16S ribossomal RNA (rRNA) em culturas Mgcobacterium tuberculosisatadas
com Isonizida e Rifampicina. Os autores constatagjam a exposi¢cdo de cepas sensiveis a
Isonizida e Rifampicina reduziu em 24hs os niveiRBNAmM 85B. O rapido desaparecimento
da expressdo do RNA mensageiro em amostras derestarpacientes submetidos ao
tratamento de primeira linha Isoniazida e Rifamm@cha fase intensiva dos 2 primeiros
meses, possivelmente se deve a acdo bactericiddralgass bloqueando a sintese dos acidos
micélicos e impedindo a sintese de RNA mensageide g@roteina pelo bacilo causando
morte celular (HELLYER et al., 1999; LI et al.,@®) ARBEX et al., 2010). Por sua vez os
niveis de I1IS6110 (DNA), e 16S ribossomal RNA (rRNAdo diminuiram no mesmo periodo.
Concluiram assim, que a analise guantitativa do RiNRsageiro pode ser uma ferramenta
atil para avaliar a rqpida determinacéo da sudmégtde doM. tuberculosisas drogas, bem

como o monitoramento da eficacia terapéutica.

6.3 Quantificagao do alvo 85B na RT-gPCR

A quantificacdo do alvo 85B do RNAm através doesist RT-gPCR demonstrou a
real queda da carga bacilifera durante o tratamesgecifico da tuberculose pulmonar nos 56
pacientes estudados, semelhante aos resultadositrawlos por Desjardin et al.,, 1999;
Mdivani et al., 2009; Hellyer et al., 1999.

Walllis e Johnson (2005), em estudo analisando elmlgs marcadores na avaliagao
clinica do tratamento da tuberculose apontou queamtagem potencial do complexo
antigénico 85B como marcador na deteccédo dos doenta TB € que a resposta terapéutica
é evidenciada precocemente (nos primeiros 3-14ddidsatamento).

Devido a existéncia da presenca do bacilo ter siei@ctada em 3 pacientes no
trigésimo dia de terapéutica apenas pelo RT-qP@Rapelmente houve um resultado falso-
negativo detectado pela cultura, visto que, o péeiem questdo sé apresentou melhora
clinica evidente ap6s o segundo més de tratametobora tenha havido uma reducdo da
carga bacilifera no 30° dia pds-tratamento, comsaltado positivo da RT-qPCR, o referido
paciente pode ser considerado ainda infectantdaDasna, o periodo de transmissibilidade
apos o inicio da terapéutica anti-TB pode ser rmdaninesmo em pacientes tratados

corretamente, sem histéria de tratamento anteeior outros riscos conhecidos de resisténcia.
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Pesquisas, com uma maior casuistica, sdo necasgarna demonstrar a utilidade da RT-
gPCR como um indicador do periodo de transmissatodaca, além de ser uma ferramenta

importante para o monitoramento clinico e terapgéudo paciente com TB pulmonar.
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7 CONCLUSOES

1. O rapido declinio, observado neste estudo, dgadzacilifera durante os 30 dias de
acompanhamento do tratamento especifico em pasieoite TB pulmonar, em concordancia
com o método de cultura, sugere que o RNA mensa§bB é um bom marcador de cura da
doenca.

2. A presenca continuada de. tuberculosisviavel apos inicio das drogas
tuberculostéticas, detectada através da cultueraahutencdo da positividade da RT-gPCR
analisando o antigeno 85, sugere que este sistenRCR podera ser util também como
sinalizador de resisténcia bacteriana.

3. O método RT-gPCR, como demonstrado neste estugere que além de poder ser
utilizado como um bom marcador de cura e de vigduile bacilar pode também ser util como
um indicador do periodo de transmissibilidade dugrde com TB pulmonar em vigéncia de
tratamento especifico.

4. Pesquisas futuras de validacdo deverdo seradal com pacientes em tratamento
com TB pulmonar, para melhor demonstrar a realdatle da RT-gPCR analisando o
antigeno 85B, no monitoramento clinico e terapéutia doenca, como sinalizador de
resisténcia bacteriana e indicador do periodo atesinissdo divl. tuberculosisde pacientes

em tratamento para TB pulmonar.
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do RNA mensageiro (RNAm) do Mycobacterium tuberculosis por PCR em Tempo Real como marcador de
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Mycobacterium tuberculosis, em comparagao com os meétodos convencionais (baciloscopia e cultura), para
0 monitoramento do tratamento da tuberculose pulmonar.

Procedimentos do estudo: Quando o Sr(a) for atendido pelo médico(a) assistente do hospital,
vocé responderd a um questiondrio onde irdo constar: nome, endereco, telefone para contato,
caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas principais e tempo de duragéo, se esta tomando algum
remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O preenchimento do questionério sera feito por
um dos colaboradores da pesquisa.

O Sr(a) sera acompanhado durante os seis meses de tratamento por uma equipe multidisciplinar
envolvendo os médicos responsaveis pela Instituicdo com experiéncia reconhecida no mansjamento da
tuberculose em adultos, enfermeiras e técnicos que coletardo outros exames necessarios € seguirao os
procedimentos adequados e de rotina do hospital para cada caso. O acompanhamento e tratamento serao
feitos pelo médico assistente do servico que, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia
ou nao de Tuberculose. Caso for diagnosticada a doenga sera utilizado como terapia de primeira escolha o
esquema com rifampicina, isoniazida e pirazinamida para o tratamento e se necessario, um esquema de
segunda escolha sera oferecido em casos selecionados. O Tratamento sera fornecido pelo Posto de
Saude do Programa de Saude da Familia.

Para a nossa pesquisa coletaremos 2ml de escarro que serdo encaminhadas ao Laboratorio de
Imunoepidemiologia do Departamento de Imunologia do CPgAM para ser submetida a técnica de cultura
de Mycobacterium e de biologia molecular (JPCR) por profissionais capacitados. Os resultados de todos os
exames serdo encaminhados ac médico responsavel pelo atendimento. As amostras seréo congeladas e
armazenadas para uso futuro caso seja necessario.

Riscos e Beneficios: O Sr (a) nao serd submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e
seguiremos a rotina estabelecida pelo profissional de satde, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O
beneficio deste estudo sera contribuir para o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, especificas,
rapidas e menos dolorosas que possam ser adequadas a realidade do nosso Sistema Plblico de Saude, e
a padronizagdo de critérios mais adequados de diagnostico e tratamento que irdo beneficiar um melhor
tratamento e a cura mais precocemente da tuberculose pulmonar.

Centro de Pesquisas Aggeu
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FIGCRU.

Centro de Pesquisas
AGGEU MAGALHAES Ministério da Saude
Custo/Reembolso para o paciente: Nao havera nenhum gasto com sua participacdo. As consultas,
exames, tratamentos seréo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranga com o que sera
realizado. Vocé também né&o recebera nenhum pagamento com a sua participagéo.

Serdo guardadas no Laboratério de Imunoepidemiologia do CPgAM as amostras dos liquidos
coletados para que possamos repetir o exame de PCR, caso seja necessario. O Sr (a) podera entrar em
contato com o responsavel pela amostra no enderego abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ

Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia

Avenida Moraes Rego, s/n°, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569

Contato: Rosana de Albuquerque Montenegro, Lilian Maria Lapa Montenegro, Haiana Charifker Schindler.

CONSENTIMENTO

Eu,

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

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador
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Apéndice B —Protocolo de Pesquisa de Tuberculose

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

IDENTIFICACAO

1. Numero da ficha na
pesquisa

s s 51

/ /

2. Data da entre vista | 3.

Procedéncia: 4. Hospita

1 de origem:

[]

1. Ambulatério 1. Hospital das Clinicas
2. Enfermaria 2. Hospital Otavio de Freitas
3. IMIP
4. Hospital Bardo de Lucena
D 5. Outro:

DADOS DO PACIENTE

7. Nome Completo do Pa

ciente

9. Data de nascimento 10. Idade do paciente 11. Sexo
1. Feminino
/ / Dj anos :I:I meses 2. Masculino |:|
m. Endereco 13. CEP 14. Telefone Res. e Celular

o ( ) =
Ponto de referéncia ( ) -
15. Bairro 16. Cidade 17. UF 18. Zona de localizacido da moradia

1. Urbana
CI:] 2. Rural

DADOS SOCIO-ECONOMICOS

19. Grau de instrucfio do

20. Renda familiar mensal

21. Quantas pessoas

22. Quantos adultos?

paciente moram na casa do
1. Analfabeto 1. Menor ou igual a 1 saldrio minimo paciente? 1. Até 2 l:l
2. Tniciou alfabetizagdo 2. De 2 a 4 salarios minimos 2.De3as
3. 1° grau 3. Mais que 5 saldrios minimos 1. Até 3 3. Mais que 5
4. 2° grau 4. Biscate 2.De4at
5. 3° grau 8. Nio sabe informar l—_-] 3. Mais de 6 |:|
6. Qutro 8. Néo sabe informar
23. Quantas 24. Quantos locais para 25. O senhor(a) ou algum adulto 26. O senhor(a) ou alguém
criangas? dormir tém na casa? na casa fuma? na casa bebe?
1. Um 1. Sim L Sim
1. At¢ 2 2.De2a4 2. Nio 2. Nao
2.De3as [:] 3. Mais de 4 D 8. Nao sabe informar 8. Naio sabe informar
3. Mais que 5 8. Nao sabe informar El
27. Existe algum caso de | 28. Uso de drogas 29. Existe alguém da familia ou do 30. Raca/Cor
HIV na familia? na familia convivio que faz tratamento 1. Branca
1. Sim 1. Sim prolongado para TB? 2. Preta
2. Nao 2. Ndo 1. Sim =] 3. Parda L]
8. Nao sabe informar 8.  Nao sabe informar 2. Nao 4. Amarela
I'_"__I I:l 3. Sim -nfio sabe informar a doenga | - Indigena
8. Nao sabe informar
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PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

49. Realizou Raio X de Térax?
1. Sim ]
2. Nio
3. Nao sabe informar

Data: / ¥

50. Resultado do Raio X de
admissido:

1. Normal 2. Alterado

[]

- Se alterado:

. Padrao nao sugestivo de TB
. Forma Pneuménica

. Forma Pneumoganglionar

. Forma Pleuropulmonar
Forma Miliar

. Forma Ganglionar

. Inaplicavel

. Nao sabe informar

PN AL~

]

OBSERVACOES:

Responsavel pelo preenchimento da ficha:
Telefone de contato do responsavel pelo paciente (profissional de satde):




Apéndice C

por log baseado na curva padréao externa
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Quantificacdo do alvo 85B na RT-qPCR em relac&oleoero de copias por reacao (ul) e

Quantificacdo do alvo 85B na RT-gPCR em relacdatanero de copias por reacao (ul) e por log bas
na curva padrdo externa

DIAO DIA 15 DIA 30
pg copias/ul log pg copias/ul log pg coOpias/ log
101/09 621,54 4,4 x10 9065 |101/09 0 0 o |101/09 0 li)l 0
118/10 1018,61 7,2 x10 9.86 118/10 547.83 3,9 x10 9,59 | 118/10 975.36 6,9 x 10 9.84
122/10 248.87 1,7 x 10 025 |122/10 0 0 o |122/10 0 0 0
134/09 114.20 8 x10 gol | 134109 0 0 o | 134109 0 0 0
181/09 113.01 8 x1¢ gol |181/09 0 0 o |181/09 0 0 0
182/09 109.01 7,7 x16 ggg |182/09 0 0 o |182/09 0 0 0
183/09 113 7,8 x16 8.9 183/09 0 0 o | 18309 0 0 0
184/09 115.01 8 x1¢ gol | 18409 0 0 o |184/09 0 0 0
185/09 1380 9,8 x 10 999 |185/09 0 0 o |185/09 0 0 0
186/09 205,3 1,4 x 10 016 |186/09 0 0 o |186/09 0 0 0
187/09 724.99 5x 10 071 |187/09 0 0 o |187/09 0 0 0
190/09 2506.68 1,7 x 16° 1025 | 19009 0 0 o |190/09 0 0 0
192/09 161.66 1,1x 10 006 |192/09 0 0 o |192/09 0 0 0
193/09 382.02 2,7x16 043 | 193/09 0 0 o |193/09 0 0 0
33/09 957.01 6,8 x 10 083 |33/09 0 0 o |33/09 0 0 0
34/09 172.99 1,2x 10 009 |3409 0 0 o | 3409 0 0 0
35/09 976.26 6,9 x 16 9084 |35/09 0 0 o | 35009 0 0 0
37/09 441.94 3x10 37/09 0 0 37/09 0 0
9,5 0 0
40/09 1017.01 7,2x10 9.86 40/09 111,76 7,8x10 g | 4009 0 0 0
44/09 547.83 3,9x1d 959 |44/09 0 0 o | 44/09 0 0 0
45/09 115.99 8 x 10 g2 |45/09 0 0 o |45/09 0 0 0
67/10 308.22 2x10 934 | 6710 0 0 o |67/10 0 0 0
76/10 382.02 2,7x10 043 |76/10 0 0 o |76/10 0 0 0
77109 133.55 9,5x 10 gog | 77/09 0 0 o |77/09 0 0 0
79/09 289.61 2x10 931 | 7909 0 0 o | 79/09 0 0 0
82/09 161.66 1,1x 10 006 |82/09 0 0 o |82/09 0 0 0
88/10 307.82 2x10 934 |88/10 259.56 1,8x10 9,27 | 88/10 0 0 0
175/10 297.66 2x10 933 |175/10 203.71 1,4x16 9,16 | 175/10 0 0 0
195/10 343.36 2,4x10 939 |195/10 230.07 1,6 x16 9,21 | 195/10 0 0 0
196/10 372.74 2,6x10 9042 |196/10 0 0 o |196/10 0 0 0
230/10 298.05 2x10 033 |230/10 0 0 o |230/10 0 0 0
231/10 725.03 5x 10 071 23110 0 0 o |23110 0 0 0
248/10 198.01 1,4 x 16 015 |248/10 132.15 9,4x1G 8,97 | 248/10 0 0 0
263/10 142.27 10° 001 |263/10 105.06 7.4x16 8,87 | 263/10 0 0 0
266/10 234.47 1,6 x 10 922 |266/10 287.86 2x10 0,31 | 266/10 1200 8,5x1d 9.93
271/10 242.01 1,7 x 16 9024 27110 0 0 o |27110 0 0 0
5/10 3239.21 2,3x16° 1036 | 510/ 763.40 5,4x10 9,74 | 510/ 0 0 0
6/10 372.74 2,6x10 042 |60/ 0 0 o |60/ 0 0 0
275/10 254.35 1,8 x 16 926 |275/10 204.32 1,4x10 9,16 | 275/10 0 0 0
278/10 242.07 1,7 x16 924 |278/10 0 0 o |278/10 0 0 0
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280/10 4258.97 3x10° 1048 | 280110 820.75 58 x 10 9,77 | 280/10 0 0 0
283/10 1707.04 1,2 x 16° 1008 |283/10 0 0 o |283M10 0 0 0
7111 1874.99 1,3 x 16° 1013 | 711 0 0 o |7 0 0 0
3/11 27650.10 1,9 x 1¢° 1129 |31 0 0 o |31 0 0 0
16/11 1303 9x10° 997 |1611 0 0 o |16/11 0 0 0
27/11 810.44 57x10 076 |2711 284.59 2 x1¢ 0,31 | 2711 0 0 0
23/11 883.38 6,2x10 0.8 23/11 831.83 5,9x10 0,77 2311 281.77 x 10 93
29/11 524.38 3,7x10 957 |2911 0 0 o |29 0 0 0
34/11 1163.34 8 x 10 002 3411 0 0 o |3411 0 0 0
40/11 161.66 109 9006 |4011 0 0 o |4011 0 0 0
44/11 1303 9,2x1d 907 |41 0 0 o |4411 0 0 0
53/11 161.66 1,1x 10 906 |53/11 0 0 o |5311 0 0 0




ANEXO — Parecer do CEP/FIOCRUZ
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a—
CEP

Comité de Elica
am Pesiunsa

Titulo do Projeto: Avaliacio da quaniificacdo do RNA mensageino (RMAM) do
Mycaobaenur tuberciosis por POR om Temps Real como marcadaor d2 cura
de pacentes com berculose pulmonar.

FPesguisador responsavel: Rosana de Albuquargue Montenegro

Instituicdc onde sera realizade o projeto; CPoAMFiociuz

Data de apresentacio ao CEP: 22/04/00

Ragistro no CER/CPANFICCRUZ: 17,09

Registre no CAAE: 0012.0.095.00C-09

FARECER N® 38/2009

O Comid avaliou as medificagbes introduzidas & considera gque oz
procedimanios metodoldgicos do Projete em questic estdo condizentes com a
cohduta &tica que deve norlear pesouisas envolvendo seres humanes, do
acerds com o Cédigo de Etics, Resalucio TS 195/96, & complementaras

0 projeto e3ta aprovado para ser realizado em sua Lldima Tormalacio
apresantada ao CEP e este parscer tem validade g2 31 de agosto de 2012

Recifz, 31 de agosta de 2004.
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