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RESUMO

Considerando as limitagbes do diagndstico convencional da tuberculose
(TB) e o avanco das tecnologias de diagndstico, nosso grupo desenvolveu o
ensaio in house TagMan-IS6110 para a deteccdo do DNA do complexo
Mycobacterium tuberculosis. O objetivo deste estudo foi determinar a acuracia do
Detect-TB e do ensaio TagMan-1IS6110 em comparagdo com os métodos de
diagndstico padrdo ouro para a TB e o desfecho clinico. Um total de 216 amostras
clinicas de escarro espontaneo de pacientes com suspeita de TB foram incluidas.
A sensibilidade (SE) e especificidade (SP) do Detect-TB em comparagdo com a
baciloscopia e/ou cultura (n= 109) foram de 89,4% e 70,4%. A SE e SP do Detect-
TB em comparacao com o desfecho clinico (n= 197) foram de 86,6% e 66,4%. A
SE e SP do ensaio TagMan-1S6110 em comparacdo com a baciloscopia e/ou
cultura (n= 109) foram 92,1% e 62,0%. A SE e SP do ensaio TagMan-1S6110 em
comparacdo com o desfecho clinico (n= 197) foram de 93,3% e 55,5%. A
concordancia entre os testes foi demonstrada pelo indice Kappa de 0,56 (P <
0,001) (n= 197). O Detect-TB e o ensaio TagMan-IS6110 apresentaram valores
de SE consistentes e SP inferiores quando comparados com outros testes
moleculares in house e kits comerciais. O ensaio TagMan-IS6110 deve ser
avaliado com um maior numero amostral para poder ser validado e para,

eventualmente, poder ser implementado comercialmente.
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ABSTRACT

Considering the limitations of conventional tuberculosis (TB) diagnosis and
the advancement of diagnostic technologies, our group developed an in house
IS6110-TagMan assay for the detection of Mycobacterium tuberculosis complex
DNA. The aim of the study was to determine the accuracy of the commercial
molecular diagnostic assay Detect-TB and the 1S6110-TagMan assay compared to
the TB gold standard diagnostic methods and the clinical outcome. A total of 216
clinical specimens of spontaneous sputum from TB suspected patients were
included. Detect-TB sensitivity (SE) and specificity (SP) compared with the smear
microscopy and/or culture (n= 109) were 89.4% and 70.4%. Detect-TB SE and SP
compared with the clinical outcome (n= 197) were 86.6% and 66.4%. 1S6110-
TagMan assay SE and SP compared with the smear microscopy and/or culture
(n= 109) were 92.1% and 62.0%. 1S6110-TagMan assay SE and SP compared
with the clinical outcome (n= 197) were 93.3% and 55.5%. The concordance
among the tests were demonstrated by the Kappa index of 0.56 (P < 0.001) (n=
197). 1S6110-TagMan assay and Detect-TB showed consistent SE and lower SP
when compared with other current molecular in house and commercial Kits.
IS6110-TagMan assay should be evaluated with a larger number of samples to be

validated and may eventually be implemented commercially.

11



1. INTRODUCAO

1.1 A tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa, que tem como agente
etiolégico Mycobacterium tuberculosis. E descrita pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) como um grande problema de saude publica e que necessita de
medidas urgentes. Atualmente, um terco da populacdo mundial esta infectada
pelo bacilo da TB de forma latente e 10% destas pessoas irdo desenvolver a
doenca ativa em algum momento da sua vida. Apesar dos esfor¢cos globais para
controlar a TB, a doenca ainda representa um desafio consideravel para a saude
publica. A TB é a segunda causa de morte devido a um Unico agente infeccioso,
ficando apenas atras do HIV/AIDS (WHO, 2014 a). Em 2012, 1,3 milhdes de
pessoas morreram de TB, incluindo 320 000 entre pessoas HIV-positivas (WHO,
2014 b). No Brasil, a cada ano, sdo notificados, aproximadamente, 70 mil novos
casos e ocorrem cerca de 4,6 mil mortes em decorréncia da doenca. O Brasil
ocupa o0 17° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de
TB no mundo (BRASIL, 2014). A prevaléncia de TB no Brasil, em 2012, foi de 59
para cada 100 000 habitantes. No mesmo ano, um total de 71 230 novos casos,
sem tratamento anterior, foram notificados. Incluindo os casos de tratamento
anterior mal-sucedido, abandono de tratamento, entre outros, foram notificados
cerca de 82 755 casos no ano de 2012 (WHO, 2014 b). No Rio Grande do Sul,
foram notificados 6 646 casos da doenca em 2012, sendo 4 933 casos novos
(CEVSI/RS, 2013).

No ano de 1882, em Berlim, Robert Koch isolou e identificou o agente
causador da TB, Mycobacterium tuberculosis, e estabeleceu a natureza infecciosa
da doenca por ele causada, abrindo assim o caminho para o combate a TB.
Dessa forma, em homenagem ao seu descobridor, essa bactéria, de formato
bacilar, também ficou conhecida como bacilo de Koch (PALOMINO et al., 2007).
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Evidéncias sugerem que o género Mycobacterium tenha se originado ha
mais de 150 milhdes de anos (DANIEL, 2006). Esse género tende a ter uma maior
preservacdo do conteudo intracelular frente a outras bactérias devido a
resisténcia de sua parede celular - que é rica em lipidios - e por conter DNA com
elevado conteudo GC (% de guaninas e citosinas), o0 que aumenta a sua
estabilidade. Ha indicios de que um progenitor primitivo de M. tuberculosis tenha
sido contemporaneo e sofrido co-evolugdo com os hominideos primitivos da Africa
Oriental, had cerca de 3 milhdes de anos. Os atuais membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis parecem ter sido originados a partir de um progenitor
comum ha cerca de 15,000 — 35,000 anos (GUTIERREZ et al.,, 2005).
Mycobacterium tuberculosis é a espécie-tipo do género Mycobacterium, familia
Mycobacteriaceae, sub-ordem Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales. O
complexo M. tuberculosis inclui as espécies: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis-BCG, Mycobacterium microti,
Mycobacterium africanum e Mycobacterium Canetti (EISENACH et al., 1990). E
um bacilo reto ou ligeiramente curvo, imével, ndo esporulado, ndo encapsulado
gue mede de 1 a 10 um de comprimento e 0,2 a 0,6 de largura (BRENNAN,
1995).

Os sintomas causados pela TB sdo aparentemente simples e, muitas
vezes, sao ignorados durante alguns anos (ou meses). Contudo, na maioria das
pessoas infectadas, os sinais e sintomas mais frequentemente descritos sao
tosse seca continua durante o inicio dos sintomas, depois com presenca de
secrecdo por mais de quatro semanas, transformando-se, na maioria das vezes,
em tosse com pus ou sangue; cansaco excessivo; febre baixa geralmente a tarde;
sudorese noturna; falta de apetite; palidez; emagrecimento acentuado; rouquidao;
fraqueza e prostracdo. Os casos graves apresentam dificuldade na respiracao;
eliminacdo de grande quantidade de sangue, colapso do pulmé&o e acumulo de
pus na pleura — e havendo comprometimento dessa membrana, pode ocorrer dor
toracica (BRASIL, 2014). A TB é, normalmente, adquirida pela inalacdo do bacilo
(expelido através da fala, espirros e/ou tosse). Desta forma, na grande maioria
dos casos, a doenca tem inicio com uma leséo pulmonar (TB pulmonar), podendo

ocorrer disseminacdo para outros o6rgdos através da corrente sanglinea,
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ocasionando o que é chamado de TB extrapulmonar. A pobreza, desnutricdo, mas
condi¢cdes sanitarias e alta densidade populacional sdo fatores que contribuem

como agravante para a disseminacao da doenca (BRASIL, 2014).

A BCG (Bacilo Calmetti-Guérin) € a unica vacina disponivel para a
prevencado da TB em humanos. Esta vacina age contra as formas mais graves da
TB (miliar e meningea), mas sua eficicia referente a TB pulmonar continua sendo
debatida (PALOMINO et al., 2007). Geralmente, a vacina BCG ndo previne a
infeccdo por M. tuberculosis, nem o desenvolvimento da doenca apds a infec¢ao
(TRNKA et al., 1998). No Brasil, a BCG ¢ fornecida gratuitamente pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2014).

A partir da introducdo de agentes antimicobacterianos foi possivel
estabelecer um tratamento baseado em um conjunto de antibiéticos eficaz contra
0 patdgeno causador da TB. Este tratamento é fundamental para o controle da
doenca, promocdo da cura dos pacientes e para a interrupcdo do ciclo de
transmissao — quando corretamente administrado. Os farmacos para o tratamento
da TB passaram a ser utilizados em 1944, quando a estreptomicina e o acido p-
aminosalicilico foram descobertos. Atualmente, os farmacos empregados,
normalmente, sdo classificados em farmacos de primeira e segunda linha.
Tradicionalmente, existem cinco tipos de farmacos de primeira linha: isoniazida,
rifampicina, pirazinamida, etambutol e estreptomicina. Os farmacos de segunda
linha incluem os aminoglicosideos canamicina e amicacina, o polipeptideo
capreomicina, acido p-aminosalicilico, cicloserina, as tioamidas etionamida e
protionamida e varias fluoroguinolonas, como a moxifloxacina, levofloxacina e
gatifloxacina. Quando ocorre ou suspeita-se de resisténcia a qualquer um dos
farmacos de primeira linha ou quando ocorrem efeitos adversos, séo incluidos no
tratamento os farmacos de segunda linha. E de grande importancia a aderéncia
do paciente ao tratamento, respeitando a ordem preconizada dos
antimicobacterianos, para a eliminacdo completa dos bacilos e também para
prevencdo do surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados. Por esta
razao, o tratamento da TB deve ser supervisionado. As cepas resistentes sao

definidas quando apresentam resisténcia, pelo menos, aos dois principais
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farmacos de primeira linha - isoniazida e rifampicina. Essas cepas necessitam de
medidas de controle adicionais, como o desenvolvimento de novos métodos de
diagnoéstico, farmacos mais adequados para o tratamento e uma vacina mais
efetiva (PALOMINO et al., 2007).

O tratamento da TB tem duracdo de, no minimo, seis meses (BRASIL,
2014). Por isso, h4 uma grave preocupacdo no que se refere a aderéncia ao
tratamento durante o tempo adequado a cura definitiva, tendo em vista que a
interrupcdo do tratamento antes do tempo previsto — apesar de a doencga atingir
remissao — pode ocasionar recidivas, assim como o possivel desenvolvimento de
cepas resistentes (PALOMINO et al.,, 2007). Segundo a OMS, cada paciente
pulmonar bacilifero, se ndo tratado, pode infectar em média de 10 a 15 pessoas
por ano, mas uma vez tratado, o paciente normalmente para de transmitir a
doenca em, no maximo, 15 dias (WHO, 2014 a). Desta forma, um diagnostico
rapido e confiavel se faz necessario para o inicio do tratamento, sendo de
essencial importancia para reduzir a incidéncia da doenca, bem como para a
diminuicdo de gastos em tratamento por parte do governo. No Brasil, toda a
populacdo tem direito ao diagnodstico e tratamento da TB gratuitos pelo SUS
(BRASIL, 2014).
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1.2 O diagnostico convencional e o diagndéstico mole cular da tuberculose
pulmonar

A TB pulmonar ativa pode ser diagnosticada através da deteccao do bacilo
Mycobacterium tuberculosis em amostras do trato respiratorio (PALOMINO et al.,
2007). Apos o exame fisico, o0 exame radioldgico do térax é usualmente o método
de diagndstico utilizado, pois a TB pulmonar quase sempre causa anormalidades
observadas neste exame (KRITSKI et al., 2000). Mesmo com o0 surgimento de
novos métodos moleculares de diagnéstico, o raio X, a baciloscopia e a cultura
continuam a ser 0os métodos convencionais para o diagnostico da doenca. A
baciloscopia e a cultura sdo consideradas o "padrdo ouro” para o diagnostico da
TB, especialmente em paises menos desenvolvidos, onde, normalmente, sao
esses 0s unicos métodos disponiveis para a confirmagéo da doenca (PALOMINO
et al., 2007). A baciloscopia é um método rapido e de baixo custo, muito utilizado
para diagnosticar amostras multibacilares de M. tuberculosis. Ja a cultura, € um
meétodo utilizado para diagnosticar casos paucibacilares e também é requisitada
em casos de suspeita de TB resistente - para testes de suscetibilidade aos
farmacos - ou em casos em que ha suspeita de que a doenga pode ser causada
por outro membro do género Mycobacterium. A baciloscopia e a cultura também
podem ser utilizadas para monitoramento da efetividade do tratamento contra a
TB e podem ajudar a determinar quando um paciente possui menos probabilidade
de estar transmitindo a doenca (PALOMINO et al.,, 2007). Ambos os testes
apresentam limitacdes, enquanto a baciloscopia € uma técnica que possui baixa
sensibilidade (aproximadamente 50%), a cultura mostra-se muito mais sensivel,
porém muito mais demorada (de 3 a 8 semanas) (BROOKS et al.,1995;
HONORE-BOUAKLINE et al., 2003; KENT & KUBICA, 1985; SHINU et al., 2011).

Nas ultimas décadas, métodos de diagnostico para detec¢do do complexo
M. tuberculosis evoluiram, e as técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos
agora permitem a deteccdo rapida e sensivel do DNA de M. tuberculosis
diretamente de amostras clinicas, sem a necessidade de realizar uma pré-cultura
(BALASINGHAM et al. 2009, LARAQUE et al., 2009, MARIN et al., 2004). Varios
sistemas comerciais tornaram-se populares, como o teste Cobas Amplicor MTB
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(Roche, Basel, Suica), o Amplified M. tuberculosis direct test (Gen-Probe, San
Diego, CA), o sistema BDProbe Tec ET (Becton, Dickinson and Company,
Faiscas, MD), e, hoje em dia, o sistema GenXpert MTB RIF (Cepheid, Sunnyvale,
CA) (PIERSIMONI & SCARPARO, 2003). Nosso grupo desenvolveu o Detect-TB
(Labtest, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), um teste comercial molecular para
o diagnostico de TB, com base na deteccao colorimétrica de produto amplificado
hibridizado com sonda especifica fixada em microplacas (MICHELON et al.,
2011). Entre os métodos de amplificacdo que vém sendo comercializados, quatro
métodos ganharam difusdo mundial e foram validados através de estudos. Sdo
eles:

Amplified MTD®: desenvolvido pela GenProbe (San Diego, CA, USA). Aprovado
pela Food and Drug Administration of the United States (US FDA) para
baciloscopia negativa ou positiva de amostras respiratérias (escarro). Baseado no
sistema de amplificacdo mediado por transcricdo reversa, utiliza o RNA
ribossomal (rRNA) como alvo da deteccéo (PALOMINO et al., 2007).

Amplicor MTB Test®: desenvolvido pela Roche Molecular Systems (Basel,
Suica), baseia-se na técnica de PCR. Aprovado pela FDA para baciloscopia
positiva em amostras respiratorias. O DNA da micobactéria € amplificado com
primers especificos da regido do gene que codifica o rRNA 16S (PALOMINO et
al., 2007).

BD ProbeTec ET®: desenvolvido pela Becton Dickinson (Sparks, MD), o BD
ProbeTec ET ainda nao foi aprovado pela FDA. Utiliza a DNA polimerase e a
amplificacdo isotermal de deslocamento de fita para produzir varias cépias do
elemento de insergéo IS6110, exclusivo ao complexo Mycobacterium (PALOMINO
et al., 2007).

Xpert® MTB/RIF: desenvolvido pela Cepheid, Inc. (Sunnyvale, CA), o Xpert
MTB/RIF foi aprovado pela FDA. Através de um sistema automatizado, utiliza a
tecnologia de PCR em tempo real para fazer a deteccdo do complexo M.
tuberculosis e identificar resisténcia a rifampicina em, aproximadamente, duas
horas (Cepheid, Catalog No. GXMTB/RIF-10).
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A capacidade destes ensaios para realizar a deteccdo do complexo M.
tuberculosis em amostras clinicas é diretamente relacionada a sequéncia-alvo
escolhida, a eficiéncia do processo de extracdo e purificacdo do DNA e também
da escolha da metodologia de amplificagédo (ALDOUS et al., 2005). Ao longo dos
anos, novas plataformas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), como a PCR
em tempo real, ttm sido extensivamente desenvolvidas visando a melhoria das
tecnologias de PCR (Cheng et al. 2005). A tecnologia da PCR tem sido
aperfeicoada e protocolos baseados em PCR em tempo real tém demonstrado
numerosas vantagens sobre os ensaios convencionais de amplificacdo de acidos
nucléicos. Algumas das principais vantagens da PCR em tempo real em
comparacdo a PCR convencional sdo o tempo reduzido e a automacédo do
processo, 0 que reduz a mao-de-obra e, consequentemente, o risco de
contaminacao cruzada (ESPY et al., 2006). A PCR em tempo real, que utiliza dois
primers e uma sonda de deteccédo especifica, € um método molecular que oferece
muitas vantagens, e pode ser utilizado para deteccao e identificacdo de virus,
bactérias e micobactérias (DROUILLON et al., 2007). Para detecc¢do dos produtos
amplificados por uma PCR convencional, € necessario esperar 0 término da
reacdo. Entretanto, a PCR foi aprimorada para uma detecgdo no momento em
que a reacgdo esta ocorrendo, sendo que a amplificacéo e a deteccdo ocorrem no
mesmo tubo (PARASHAR et al., 2006). A aplicacédo da PCR em tempo real na
rotina laboratorial oferece vantagens como a facil utilizagdo e um bom rendimento,
ja que nao requer manipulacdo apos a reacdo de PCR e evita a contaminacao
cruzada por amplicons (ZHANG et al., 2003). Esta técnica, quando utiliza sondas
fluorescentes, também tem demonstrado ser util para deteccdo de micobactérias
(SHRESTHA et al.,, 2003) e permite 0o monitoramento da amplificacdo e a
deteccdo de mutacdes (KOCAGOZ et al., 2005).

O genoma de M. tuberculosis possui muitos elementos polimorficos de
DNA repetitivo que podem ser utilizados para a discriminacdo entre os isolados.
Elementos de DNA repetitivo que tém sido utilizados em diversos tipos de estudos
moleculares incluem as sequéncias de inser¢ao (IS), como o 1S6110, os DR -
direct repeat elements, os PGRS - the major polymorphic tandem repeat

sequences, 0s MPTR - the polymorphic GC-rich tandem repeat sequences, e as
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sequéncias ETR - exact tandem repeat. Trabalhos anteriores tém demonstrado
que combinac¢des de métodos moleculares utilizando diferentes elementos podem
aperfeicoar a discriminacdo entre os isolados de M. tuberculosis (EVANS et al.,
2008). O elemento de insercdo 1S6110 é uma das sequéncias-alvo comumente
escolhidas, caracteristica do complexo M. tuberculosis, visto que a sua presenca
pode alcancar até 20 cépias no genoma (EISENACH et al.,, 1990). Uma outra
alternativa de sequéncia-alvo de DNA é a regido espacadora intergénica (internal
transcribed spacer - ITS) 16S-23S, codificadora de RNA ribossomal (rRNA), que
também trata-se de um bom alvo, ja que € um constituinte essencial do ribossomo
bacteriano (MOKADDAS & AHMAD, 2007; ROTH et al., 1998). Esta sequéncia de
DNA esta presente em uma coépia no cromossomo e tem sido utilizada em
estudos anteriores sobre TB (STOUT et al., 2008).

Variacfes de sensibilidade, especificidade e os altos custos dos testes
moleculares atualmente disponiveis no mercado tém dificultado a incorporacao
destes sistemas para serem utilizados largamente no diagndstico da TB (FLORES
et al., 2005). Como o diagnéstico da TB apresenta limitacGes, torna-se necessario
o desenvolvimento de novas metodologias com maior rapidez e melhor acuracia
na identificacdo do agente infeccioso causador da doenca (FILHO & REMUALDO,
2007), pois quanto mais rapido for feito o diagndéstico, mais precocemente pode

ser iniciado o seu tratamento (LING et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se o avanco das tecnologias de diagndstico e as limitacdes
do diagnéstico da TB, evidencia-se com clareza que o desenvolvimento de um
meétodo diagndstico rapido e confiavel € de suma importancia para o controle da
doenca. O diagnostico molecular, baseado na amplificacdo de acidos nucléicos,
vem apresentando resultados bastante satisfatorios, de alta sensibilidade e alta
especificidade em tempo reduzido. Devido ao custo elevado dos métodos de
diagnéstico molecular comerciais, muitas vezes torna-se impeditiva a sua
implantacdo na rotina dos laboratorios, especialmente naqueles pertencentes a
rede de saude publica. Assim, o desenvolvimento de métodos moleculares com
custos mais acessiveis que os métodos comerciais disponiveis, parece ser
fundamental para incorporar a rotina de investigacdo molecular em laboratérios

clinicos e de pesquisa.

Dado que a capacidade dos ensaios para deteccdao do complexo M.
tuberculosis em amostras clinicas é extremamente dependente da sequéncia-alvo
escolhida, da eficiéncia do processo de extracdo do DNA e também das proprias
metodologias empregadas para a deteccado do DNA, e visto a alta variabilidade de
sensibilidade e especificidade encontradas em estudos anteriores, este trabalho
visa realizar um estudo comparativo entre duas metodologias de deteccdo de
DNA de M. tuberculosis, sendo uma comercial e outra in house, com o objetivo de
buscar definir a real importancia destas metodologias para colaborar com o

diagnéstico da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi determinar a acuracia do Detect-TB e do
ensaio TagMan-IS6110 em comparacdo com o0s métodos diagnosticos padréo

ouro para a TB e o desfecho clinico.

3.2 Objetivos especificos

- Comparar duas metodologias moleculares para o diagnéstico de TB, o Detect-
TB e o ensaio TagMan-1S6110 para deteccdo do DNA de M. tuberculosis, sendo

uma metodologia comercial e outra in house;

- Padronizar um protocolo do ensaio TagMan-1S6110 utilizando o sistema TagMan
(Applied Biosystems, Life Technologies) para deteccdo de M. tuberculosis,

utilizando como alvo o elemento de insercao 1S6110;

- Comparar os resultados do Detect-TB com o padrdo ouro para o diagnostico e
com o desfecho clinico, calcular sensibilidade (SE), especificidade (SP), valor
preditivo negativo (VPN) e valor preditivo positivo (VPP), considerando cada

parametro;

- Comparar os resultados do ensaio TagMan-1S6110 com o padréo ouro para o
diagnoéstico e com o desfecho clinico, calcular SE, SP, VPN e VPP, considerando

cada parametro.
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4. MANUSCRITO

“Comparison of two molecular methodologies for the diagnosis of tuberculosis”.
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Abstract

Considering the limitations of conventional tuberculosis (TB) diagnosis and
the advancement of diagnostic technologies, our group developed an in house
IS6110-TagMan assay for the detection of Mycobacterium tuberculosis complex
DNA. The aim of the study was to determine the accuracy of the commercial
molecular diagnostic assay Detect-TB and the IS6110-TagMan assay compared to
the TB gold standard diagnostic methods and the clinical outcome. A total of 216
clinical specimens of spontaneous sputum from TB suspected patients were
included. Detect-TB sensitivity (SE) and specificity (SP) compared with the smear
microscopy and/or culture (n=109) were 89.4% and 70.4%. Detect-TB SE and SP
compared with the clinical outcome (n=-197) were 86.6% and 66.4%. 1S6110-
TagMan assay SE and SP compared with the smear microscopy and/or culture
(n=109) were 92.1% and 62.0%. 1S6110-TagMan assay SE and SP compared
with the clinical outcome (n=197) were 93.3% and 55.5%. The concordance
among the tests were demonstrated by the Kappa index of 0.56 (P < 0.001)
(n=197). 1S6110-TagMan assay and Detect-TB showed consistent SE and lower
SP when compared with other current molecular in house and commercial kits.
IS6110-TagMan assay should be evaluated with a larger number of samples to be

validated and may eventually be implemented commercially.

Key-words: tuberculosis; molecular diagnosis; Detect-TB; 1S6110; TagMan real

time PCR.
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Introduction

Despite global efforts to control tuberculosis (TB), the disease still
represents a considerable challenge to public health. TB is second only to
HIV/AIDS as the greatest killer worldwide due to a single infectious agent (WHO
2014). In 2012, the TB prevalence in Brazil was 59 for every 100,000 inhabitants
(WHO 2014). The routine methods for establishing a diagnosis of TB are smear
microscopy and culture for Mycobacterium tuberculosis (Shinu et al. 2011). Both
tests have limitations, as conventional culture may require 3—4 weeks or longer,
while smear microscopy shows low sensitivity (SE) (Shinu et al. 2011, Honoreé-
Bouakline et al. 2003). In the past several decades, diagnostic methods for M.
tuberculosis complex detection have improved, and nucleic acid amplification
techniques now allow rapid and sensitive detection directly from clinical samples,
without the need of pre-culture (Balasingham et al. 2009, Laraque et al. 2009,
Marin et al. 2004). Several commercial systems became popular, as the Cobas
Amplicor MTB test (Roche, Basel, Switzerland), the amplified M. tuberculosis
direct test (Gen-Probe, San Diego, CA), the BDProbe Tec ET system (Becton,
Dickinson and Company,Sparks, MD), and, nowadays, the GenXpert MTB/RIF
system (Cepheid, Sunnyvale, CA) (Piersimoni & Scarparo 2003). Our group
developed the Detect-TB (Labtest, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil), a

commercial molecular diagnostic assay for TB, based on colorimetric detection of
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amplified product hybridized with specific probe fixed on microplate (Michelon et
al. 2011). Over the years, real-time polymerase chain reaction (PCR) assays
platforms have been extensively developed seeking the improvement of PCR
technologies (Cheng et al. 2005). Some of the main advantages of real-time PCR
compared to PCR are the shortened turnaround time; automation of the
procedure, which reduces hands-on time, and a decrease in the risk of cross-

contamination (Espy et al. 2006).

In this study, our group developed an in house I1S6110-based real time PCR
using TagMan probes for the detection of M. tuberculosis complex DNA.
Considering the advancement of diagnostic technologies, the aim of the present
study was to determine the accuracy of the Detect-TB and the IS6110-TagMan
assay compared to the TB gold standard diagnostic methods and the clinical

outcome.

Materials and Methods

Clinical specimens:

A total of 216 clinical specimens of spontaneous sputum from patients
suspected of having TB were included in this study. All sputum samples were
provided by a specimen collection of the Centro de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CDCT) of the Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em

Saude (FEPPS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, the southern region of Brazil.
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Routine Laboratory Process:

Microbiological testing:

The specimens were tested by the Ziehl-Neelsen method (ZN) using smear
microscopy, cultured in Léwenstein Jensen and identified according to previous

description (MS/SVS 2008).

Molecular testing:

Detect-TB procedures:

Laboratory technicians who conducted the molecular testing were blinded to
the bacteriology results. DNA extraction and purification were performed as
described by Michelon et al (2011). DNA samples were divided into two equal
portions, one for the Detect-TB and the other one for the 1IS6110-TagMan assay.
To prevent DNA contamination, strict room separation was used, including a work

flow from initiation of the PCR to hybridization.

The Detect-TB (Labtest, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil) was
performed according manufacturer’s instructions. Briefly, M. tuberculosis complex
DNA was amplified using biotinylated primers targeting the 1S6110 fragment.
These amplified products were reverse-hybridized on microwell plates (Nunc
Immobilizer™ Amino Surface, Nunc A/S, Roskilde, Denmark) to a fixed aminated
probe complementary to the internal region of the amplified 1IS6110 fragment. The
hybridization signal was detected by colorimetry using the streptavidin-

peroxidase/TMB system and measured using a spectophotometer with a 450/620
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nm filter. The absorbance of the negative control was subtracted from the results,
as recommended by Detect-TB. All samples with readings above 0.275 nm were

considered positive for M. tuberculosis complex DNA (Michelon et al. 2011).

Real Time PCR procedures:

For the IS6110-TagMan assay, DNA extraction and purification were
performed as described previously (Michelon et al. 2011). Real-time PCR was
conducted according to the manufacturer’s instructions (Applied Biosystems by
Life Technologies). The 1S6110-TagMan assay was performed on an ABI 7500
TagMan system (Applied Biosystems, Warrington, United Kingdom) to amplify and
detect the 1S6110 multicopy elements, as previously described (Tanaka et al.
2004). Each sample was tested in duplicate and coamplified with an exogenous
internal positive control (Applied Biosystems by Life Technologies) for detecting
endogenous PCR inhibitors. Each reaction included 1.25 pL of primers (Forward:
18 pM; Reverse: 18 uM) and probe (Reporter: 5 uM), 12.5 yL from a 1X TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems by Life Technologies), 5 pL of
template DNA, 3.75 pL from the 10X Exo IPC Mix (primers and TagMan probe
labeled with VIC), 0.5 uL of 50X Exo IPC DNA and pure water added up to a final
volume of 25 pL. The oligonucleotide sequences were as follows: forward primer:
5-CAGGACCACGATCGCTGAT-3;; reverse primer: 5'-
GCTTCGGACCACCAGCA-3’; and the fluorescent probe: 5'-
TCCCGCCGATCTCG-3" (labeled with a fluorescent reporter dye FAM at the 5°

end and with a non-fluorescent quencher dye MGB at the 3" end). The expected

28



amplification product size was a 73 bp sequence in the 1S6110 insertion
sequence. Cycling conditions were 1 cycle at 50°C for 2 min., initial denaturation
at 95°C for 10 min., followed by 55 cycles of denaturation at 95°C for 15 seg., and
annealing and amplification at 60°C for 1 min.. Milli-Q water negative controls and
Mycobacterium bovis BCG positive controls were included in all amplification

reactions. The positive controls were the same as used in Detect-TB.

IS6110-TagMan assay standardization:

The 1S6110-TagMan assay is a Custom TagMan Gene Expression Assay
and was constructed according to the manufacturer's instructions. The
optimization of this assay was performed by evaluating the use of different
concentrations of the primer set, probe and exogenous internal positive control.
The analytical SE of the 1IS6110-TagMan assay was determined by performing the
procedure described above using PCR products obtained from a serial dilution

starting from 10 ng/uL and up to 1.2 fg/uL of the M. tuberculosis H37Rv DNA (10

ng/uL, 5 ng/uL, 2.5 ng/uL, 1.25 ng/uL).

The specificity (SP) of the assay was determined by performing the
described 1S6110-TagMan assay using 100 ng of DNA extracted from Neisseria
meningitidis, Pneumococcus pneumoniae, Salmonella enterica and Haemophilus
influenzae obtained from the Laboratorio Central do Rio Grande do Sul and
Mycobacterium  marinum,  Mycobacterium intracellulare, = Mycobacterium
scrofulaceum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium avium, Mycobacterium

smegmatis, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium xenopi, Mycobacterium
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fortuitum-peregrinum and Mycobacterium phlei obtained from the Instituto

Oswaldo Cruz-Fiocruz, Brazil.

TB case definition:

Pulmonary TB cases were defined as those with a positive smear
microscopy and/or positive culture for M. tuberculosis in the respiratory specimen
or those with suggestive clinical outcome, including characteristic symptoms.
Clinical outcome was defined as symptomatic patient who received treatment and
showed improvement of disease symptoms after 6 months. Negative pulmonary
TB patients were considered whose smear microscopy and culture for M.
tuberculosis were negative or who did not show characteristic symptoms. The gold
standard criteria for all pulmonary TB final diagnosis included positive smear

microscopy and/or culture and/or clinical outcome.

Participant enrollment:

All patients with the information of confirmed previous or current TB

treatment were excluded from data analysis.

Data analysis:

All data were entered into a computer database and analyzed with the

Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v21.0 software (Chicago, IL, USA).
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Performance and accuracy analysis:

The endpoints were SE, SP, and the negative and positive predictive values
(NPV, PPV) for detection in suspected pulmonary TB patients. For M. tuberculosis
DNA detection, analysis were performed in the following order: a) the Detect-TB
SE, SP, NPV and PPV were evaluated with the smear microscopy and/or culture;
b) the Detect-TB SE, SP, NPV and PPV were evaluated with the clinical outcome,;
c) the Detect-TB SE, SP, NPV and PPV were evaluated with the 1IS6110-TagMan
assay; d) the IS6110-TagMan assay SE, SP, NPV and PPV were evaluated with
the smear microscopy and/or culture and e) the 1S6110-TagMan assay SE, SP,
NPV and PPV were evaluated with the clinical outcome. All the analysis were
performed using the gold standard criteria for all pulmonary TB final diagnosis.
The gold standard was defined as smear microscopy and/or culture and/or clinical

outcome.

Statistical analysis:

The agreement between the tests was evaluated using kappa value. P-
values lower than 0.05 were considered statistically significant. Smear microscopy
and/or culture and/or clinical outcome were primarily considered the gold standard
for performance calculation. Analysis were performed in the following order: a) the
Detect-TB was evaluated with the smear microscopy and/or culture; b) the Detect-
TB was evaluated with the clinical outcome; c) the Detect-TB was evaluated with
the 1S6110-TagMan assay; d) the 1S6110-TagMan assay was evaluated with the

smear microscopy and/or culture; and e) the 1IS6110-TagMan assay was evaluated
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with the clinical outcome. The SE and SP values were also calculated to evaluate
each system. The cumulative accuracy was estimated by means of a receiver
operating characteristic (ROC) curve, a regression line that summarizes the
overall diagnostic accuracy and the trade-off between sensitivity and specificity of
the Detect-TB and [1S6110-TagMan assay when compared with the smear
microscopy and/or culture and with the clinical outcome. The area under the curve
(AUC) was used as measure of the overall accuracy of the test (an AUC value of
100% indicates a perfect test while an AUC value of 50% means that the test does

not have discriminating ability).

Ethics:

This study was approved by the Ethical Committee of Fundacédo Estadual
de Producéo e Pesquisa em Saude of Rio Grande do Sul (FEPPS-RS) (protocol

number 002936-20.69/10-5).

Results

IS6110-TagMan assay optimization:

All reaction conditions were followed as recommended by the manufacturer
(Labtest, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). The best conditions of primers
concentrations and probe for the PCR reactions were 900 nmol and 250 nmol,
respectively, and for the exogenous internal positive control 1350 nmol and 375

nmol (primers and probe). The detection limit of IS6110-TagMan assay was 4.8
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fg/uL of the template DNA. Standard curve was generated using a serial dilution of
the template DNA and the reproducibility of the replicates (R2) was 0.998. It was
defined that the threshold cycle value (Ct) at above 45 cycles was accepted as a
negative or inconclusive finding due to the greater variability and unreliable
detection. The Ct value for 4.8 fg/uL of the template DNA was at 36.33 + 0.78

cycles.

For the SP of the assay, no amplification was detected for the

microorganisms tested.

Laboratory and clinical findings:

Of the 216 analyzed samples, all of them had clinical outcome results and
128 of these had also smear microscopy and/or culture results. Nineteen samples
were excluded from data analysis, by virtue of confirmation of previous or current
TB treatment. Thus, the analysis was performed in two manners. First, considering
the gold standard to be smear and/or culture (microbiological criteria), and second,
considering the gold standard as the clinical outcome. All results are disposed in

Table 1.

Considering smear and/or culture as the gold standa  rd:

Of the 109 analyzed samples, 38 (34.9%) had positive results using smear
microscopy and/or culture testing methods (6 only culture and 32 smear
microscopy and culture), while 71 (65.1%) had negative results. Of the 38 positive

smear microscopy and/or culture samples, 34 (31.2%) were positive for the
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Detect-TB and 4 (3.7%) were false-negative (FN). Of the 71 negative smear
microscopy and/or culture samples, 50 (45.9%) were negative for the Detect-TB
and 21 (19.3%) were false-positive (FP). Of the 38 smear microscopy and/or
culture positive samples, 35 (32.1%) were positive for the 1IS6110-TagMan assay
and 3 (2.7%) were FN. Of the 71 smear microscopy and/or culture negative
samples, 44 (40.4%) were negative for the 1S6110-TagMan assay and 27 (24.8%)

were FP. No sample was in the gray zone.

Considering the gold standard as the clinical outco me:

Of the 197 samples, 60 (30.4%) had clinical outcome positive results, while
137 (69.5%) had negative results. Of the 60 clinical outcome positive results, 52
(26.4%) were positive for the Detect-TB and 8 (4.0%) were FN. Of the 137 clinical
outcome negative results, 91 (46.2%) were negative for the Detect-TB and 46
(23.3%) were FP. Of the 60 clinical outcome positive results, 56 (28.4%) were
positive for the 1S6110-TagMan assay and 4 (2.0%) were FN. Of the 137 clinical
outcome negative results, 76 (38.6%) were negative for the IS6110-TagMan assay

and 61 (31.0%) were FP. No sample was in the gray zone.
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Table 1. Results for Detect-TB and 1S6110-TagMan assay considering smear

microscopy and/or culture and the clinical outcome as the gold standard.

Microbiological Criteria

Positive

Smear
Culture

Smear + Culture

Negative

Total
Sensitivity (%)
Specificity (%)

Kappa

Clinical Outcome
Positive
Negative
Total
Sensitivity (%)
Specificity (%)

Kappa

Detect-TB IS6110-TagMan assay
Detect- False- False- 1S6110- False- False-
; e n  TagMan : o
B negative  positive negative  positive
assay

38 34 - - 38 35 - -

0 - 0 - 0 - 0 -

6 4 2 - 6 5 1 -
32 30 2 - 32 32 2 -
71 50 - 21 71 44 - 27
109 84 4 21 109 79 3 27

89.4 92.1
70.4 62.0
(p <0.001) (p <0.001)
Detect- False- False- 1S6110- False- False-
: e n TagMan . "
B negative  positive negative  positive
assay

60 52 8 - 60 56 4 -
137 91 - 46 137 76 - 61
197 143 8 46 197 132 4 61

86.6 93.3
66.4 55.5
(p <0.001) (p <0.001)
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Performance of the Detect-TB compared with the smea  r microscopy and/or
culture:

The SE and SP were 89.4% (confidence interval [CI] = 83.1 — 95.6) and
70.4% (Cl=61.4 — 79.4), respectively. The PPV and NPV were 61.8% (Cl=52.2 —
71.4) and 92.6% (Cl= 87.2 — 98.0), respectively. The Detect-TB and smear
microscopy and/or culture showed moderate agreement, as demonstrated by the

Kappa index of 0.54 (P < 0.001).

The Figure 1 illustrates the ROC curve for the Detect-TB and the 1S6110-
TagMan assay compared with the smear microscopy and/or culture. The area
under the curve for the Detect-TB was 0.799 and the P value was < 0.001.The
area under the curve for the 1S6110-TagMan assay was 0.770 and the P value

was < 0.001.

Performance of Detect-TB compared with the clinical outcome:

The SE and SP were 86.6% (Cl=81.6 — 91.6) and 66.4% (Cl=59.5 — 73.2),
respectively. The PPV and NPV were 53.0% (Cl= 45.8 — 60.2) and 91.9% (Cl=
87.8 — 96.0), respectively. The Detect-TB and clinical outcome also showed

moderate agreement, as demonstrated by the Kappa index of 0.45 (P < 0.001).

The Figure 2 illustrates the ROC curve for the Detect-TB and the 1S6110-
TagMan assay compared with the clinical outcome. The area under the curve for
the Detect-TB was 0.810 and the P value was < 0.001.The area under the curve

for the IS6110 -TagMan assay was 0.776 and the P value was < 0.001.
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Performance of the IS 6110-TagMan assay compared with the smear

microscopy and/or culture:

The SE and SP were 92.1% (Cl= 86.6 — 97.6) and 62.0% (Cl=52.4 — 71.6),
respectively. The PPV and NPV were 56.4% (Cl= 46.6 — 66.2) and 93.6% (Cl=
88.5 — 98.6), respectively. The 1S6110-TagMan assay and the smear microscopy
and/or culture also showed moderate agreement, as demonstrated by the Kappa

index of 0.47 (P < 0.001).

Performance of the IS 6110-TagMan assay compared with the clinical

outcome:

The SE and SP were 93.3% (Cl= 89.5 — 97.0) and 55.5% (Cl= 48.3 — 62.7),
respectively. The PPV and NPV were 47.9% (Cl= 40.7 — 55.1) and 90.5% (Cl=
86.1 — 94.8), respectively. The 1S6110-TagMan assay and the clinical outcome

showed mild agreement, as demonstrated by the Kappa index of 0.38 (P < 0.001).

Concordance among Detect-TB and the IS 6110-TagMan assay:

The concordance among the testes were demonstrated by the Kappa index

of 0.56 (P < 0.001), considering n= 197.

Discussion

Nowadays, the diagnosis and treatment of active TB are the most important

strategies of TB control programs. Globally, there is a high number of patients with
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undetected active TB. In a population where TB is a high prevalence disease, the
search for faster and more accurate diagnosis methodologies is crucial. The study
main objective was to compare two molecular methodologies with potential to be
used in the routine clinical practice, the Detect-TB (Labtest, Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brazil) and the 1IS6110-TagMan assay.

In this study, the analysis was performed within two manners. First,
considering as the gold standard smear microscopy and/or culture, and second,
considering the clinical outcome as the gold standard. When considering smear
and/or culture as the gold standard (n=109), 34 of the 38 positive smear
microscopy and/or culture samples were positive for the Detect-TB and 4 were FN.
Of the 71 negative smear microscopy and/or culture samples, 50 were negative for
the Detect-TB and 21 were FP. The Detect-TB detected the DNA of M.
tuberculosis in 21 samples from patients whose conventional tests (smear
microscopy and culture) were negative. Of these, 15 samples were also positive
for 1IS6110-TagMan assay and 2 samples had also positive clinical outcome.
Considering only the smear microscopy, the Detect-TB identified 4 culture positive
samples that smear microscopy did not. Of these 4 FN smear microscopy
samples, 2 were negative for the clinical outcome. For the IS6110-TagMan assay,
35 samples were positive (of the 38 positive smear microscopy and/or culture), 44
negative (of the 71 negative smear microscopy and/or culture), 3 were FN, and 27
FP. The 1S6110-TagMan assay detected the DNA of M. tuberculosis in 27
samples from patients whose conventional tests (smear microscopy and culture)
were negative. Of these, 2 samples had positive clinical outcome. Considering

only the smear microscopy, the 1S6110-TagMan assay identified 4 culture positive
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samples that smear microscopy did not. Of these 4 samples, 3 were negative for
the clinical outcome. Of the 6 smear microscopy negative samples, but culture
positive, the Detect-TB identified 4 of these, while the 1S6110-TagMan assay
identified 5. This suggests that the Detect-TB and the 1IS6110-TagMan assay are
able to identify positive samples with negative smear microscopy and clinical
outcome. It was not possible to access the information of previous treatment of all
patients samples. Thus, it is possible to infer that probably other samples could
have been collected from patients previously treated or under treatment for TB.
Molecular tests can detect pathogen DNA even after the disease has been
eradicated, leading to FP results (Assuncdo et al. 2014). Therefore, molecular
tests should not be used for patients with previous TB treatment or under
treatment. The Detect-TB aims only the molecular disease diagnosis and not
monitoring TB treatment, as described according to the manufacturers
instructions. For this reason, all samples with information of previous or current

treatment (n=19) were excluded from the data analysis of both tests.

When considering the clinical outcome as the gold standard (n=197), of the
60 clinical outcome positive results, 52 were positive for the Detect-TB and 8 were
FN. Of the 137 clinical outcome negative results, 91 were negative for the Detect-
TB and 46 were FP. For the IS6110-TagMan assay, 56 were positive, 4 FN, 76
negative and 61 FP. Similarly to the results when considering the smear
microscopy and/or culture as the gold standard, a large number of FP samples
was observed. Evidently, this was not expected, but considering that molecular
tests can be more sensitive than the routine microbiological tests for TB diagnosis,

this could reveal an increase of TB cases detection. For the I1S6110-TagMan
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assay, of the 27 FP samples for smear microscopy and/or culture, 25 FP samples
had Ct values above 35, which may indicate the presence of small amounts of
DNA from M. tuberculosis in these samples. Polymerase chain reaction (PCR) and
TagMan real time PCR have been described as molecular methodologies of SE
and SP over the conventional methods, seeking to reduce the time required for the
TB diagnosis (Katoch 2004). Although smear microscopy is the most widely used
method for diagnosis of pulmonary TB and an inexpensive test, the SE is about
45-80% with culture confirmed pulmonary TB cases. Approximately, only 40-50%
of patients with pulmonary TB are smear-positive, since sputum must contain at
least 5,000 bacilli/mL to be detectable by smear microscopy (Siddigi et al. 2003).
Currently, culture is the most sensitive available test for TB diagnosis. However, it
may require 2-8 weeks for the isolation of M. tuberculosis from a clinical specimen
and may give FN results in 10-20% of cases (Pai et al. 2004). On the other hand,
molecular tests can detect 50 to 80% of cases subsequently confirmed by culture

and provide results in hours (CDC 2009).

It is important to emphasize that there is scarce information about the
samples involved in this study, as the information of previous TB treatment or
treatment in progress from all patients involved in this study - which can be
inferred as a limitation of the work. Thus, the high FP rate samples in this study
could probably be related to the enrollment of samples from patients with previous
treatment or under treatment for TB, since it was not possible to obtain this data
from all patients included in this study. Otherwise, part of FP results may be due to
the presence of M. tuberculosis DNA in the samples, but the absence of viable

bacteria for growth in culture. Molecular DNA-based diagnostics tend to
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overestimate the number of live cells due to the relatively long persistence of DNA
after cell death (Nocker et al. 2006). Despite strict room separation was used,
including a work flow from initiation of the PCR to hybridization, some FP results
might also be explained by possible contamination of true positive samples or

PCR amplicons.

In some specific patient population, as HIV positive, the SE could be much
lower, which results in an important number of FN samples. In this study, it was
not possible to access this information about HIV status. Inefficient
homogenization may also have contributed to the FN samples and the absence of
organisms in the small volumes sampled for the test. IS6110 is present in multiple
copies in the bacterial genome, but some strains from certain parts of the world
lack it (Lok et al. 2002). This may have caused some FN results, which may have
affected a little the SE of the assays. A possible solution to this problem would be
to amplify more than one target sequences. For the I1IS6110-TagMan assay an
internal amplification control was used, hence it was possible to discard FN results
due to the presence of TagDNA polymerase inhibitors. The internal control has a
different fluorescence from the target probe and failure of amplification could be
detected. Smear microscopy negative results may be due to presence of only a
few bacteria, while culture negative results could be explained by microbiological

growth inhibition.

The SE and SP of the Detect-TB compared with the smear microscopy
and/or culture were 89.4% (Cl= 83.1 — 95.6) and 70.4% (Cl= 61.4 — 79.4),
respectively. When the Detect-TB was compared with the clinical outcome, the SE

were 86.6% (Cl=81.6 — 91.6) and SP 66.4% (Cl= 59.5 — 73.2), respectively. The
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SE and SP of the 1S6110-TagMan assay compared with the smear microscopy
and/or culture were 92.1% (Cl= 86.6 — 97.6) and 62.0% (Cl= 52.4 — 71.6),
respectively. When the 1S6110-TagMan assay was compared with the clinical
outcome were 93.3% (Cl=89.5 — 97.0) and 55.5% (CI= 48.3 — 62.7), respectively.
According to Figure 1, when the Detect-TB and the 1S6110-TagMan assay were
compared with the smear microscopy and/or culture, the area under the ROC
curve for the Detect-TB was 0.799 (P < 0.001), a slightly higher value than found
for the 1IS6110-TagMan assay, which was 0.770 (P < 0.001). When compared the
Detect-TB and the IS6110-TagMan assay with the clinical outcome, the area
under the ROC curve for the Detect-TB was 0.810 (P < 0.001), while the area
under de curve for the 1S6110-TagMan assay, was 0.776 (P < 0.001). This can be
seen in Figure 2. Although in this study SE levels were consistent or slightly
higher, SP levels were lower than the previously studies reported of commercial
and in house tests (Antonenka et al. 2013, Armand et al. 2011, Lira et al.2012,
Miller et al. 2011, Siddigi et al. 2003, Singh & Kashyap 2012, Weyer et al. 2013,
Yang et al. 2011). In a previous work, in which samples of patients with previous
history treatment or under treatment were not included, the Detect-TB showed SE
and SP of 94% and 100%, respectively, in a group of 175 spontaneous sputum
samples (Michelon et al. 2011). Poor SE can result in FN results with adverse
consequences for patient morbidity and mortality and ongoing disease
transmission. Poor SP can result in FP results exposing patients to unnecessary
treatment while the underlying cause of disease remains undiagnosed (Weyer et

al. 2013).
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The concordance among the Detect-TB and the IS6110-TagMan assay was
demonstrated by the Kappa index of 0.56 (P < 0.0001), considering n=197, which
demonstrates moderate agreement among the tests. Considering the gold
standard as smear microscopy and/or culture, the Detect-TB detected 34 positive
results from 38 positive smear microscopy and/or culture samples, while the
IS6110-TagMan assay detected 35 positive results. Of the 71 negative smear
microscopy and/or culture samples, 50 were negative for the Detect-TB and 44
were negative for the IS6110-TagMan assay. Considering the gold standard as the
clinical outcome, the Detect-TB detected 52 positive results from 60 positive
clinical outcome samples, while the 1S6110-TagMan assay detected 56 positive
results. Both tests showed some conflicting results with the gold standard, but
similar between them. In addition, both tests showed a high number of FP results
and this number was even higher for 1IS6110-TagMan assay (27 versus 21 of the
Detect-TB, considering the smear microscopy and/or culture as the gold standard;
and 61 versus 46 of the Detect-TB, considering the clinical outcome as the gold
standard). These results can be explained in part by the upper SE of molecular
tests (Katoch 2004). Therefore, another fact that must be taken into account is that
some real positives samples may not have been identified by smear microscopy
and culture. A total of 15 samples showed FP results in both molecular assays. In
addition, the 1S6110-TagMan assay showed a great detection limit of 4.8 fg/uL of
the template DNA, while detection limit of Detect-TB is about 50 colony-forming
units (CFU), this fact could explain the higher number of 1IS6110-TagMan assay

FP samples.
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With the emergence and reemergence of various infections with significant
impact on public health, such as TB, it is necessary the development of new
methodologies with faster results and more accuracy for the identification of
infectious agents (FILHO & REMUALDO 2007). A fast and reliable diagnosis is
needed for the beginning of TB treatment, which is essential to reduce the disease
incidence, even as to reduce costs on treatment by the government. Both
molecular tests described in this study have the potential to be implemented in the

routine, but further tests are needed.

The main drawback of this study was the recruitment of an inadequate
sample population and sample size, which produced high percentages of FP
results, thus affecting the quality of results. For these reasons, some more
analysis with a higher number of samples will be required. Nevertheless, this study
demonstrates that Detect-TB and the 1IS6110-Tagman assay can be auxiliary tools
for diagnosing active pulmonary TB when used in conjunction with conventional

tests, thus helping to increase the SE and SP of the diagnosis.
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Figure 1. ROC curve for the Detect-TB and the IS6110-TagMan assay compared
with the smear microscopy and/or culture. The area under the curve for the
Detect-TB was 0.799 (P < 0.001). The area under the curve for the 1S6110-
TagMan assay was 0.770 (P value < 0.001). Sensitivity was 89.4% and specificity

70.4%.
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Figure 2. ROC curve for the Detect-TB and the 1S6110-TagMan assay compared
with the clinical outcome. The area under the curve for the Detect-TB was 0.810
(P < 0.001). The area under the curve for the 1IS6110-TagMan assay was 0.776 (P

< 0.001). Sensitivity was 86.6% and specificity 66.4%.
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5. DISCUSSAO

Atualmente, o diagnostico e tratamento da TB ativa sdo as estratégias mais
importantes dos programas de controle da TB. Mundialmente, h4 um elevado
namero de pacientes com TB ativa sem serem detectados. Em uma populacao
onde a TB € uma doenca de alta prevaléncia, a busca por um diagnéstico mais
rapido e por metodologias de diagndstico mais precisas é crucial. O principal
objetivo deste estudo foi comparar duas metodologias moleculares com potencial
para serem implementadas na rotina laboratorial, o Detect-TB (Labtest, Belo

Horizonte, Minas Gerais, Brasil) e o ensaio TagMan-1S6110.

Neste estudo, a analise dos dados foi realizada de duas maneiras. Em
primeiro lugar, considerando-se a baciloscopia e/ou cultura como padréo-ouro, e
em segundo lugar, considerando-se o desfecho clinico como padrao-ouro. Ao
considerar a baciloscopia e/ou a cultura como padrao-ouro (n= 109), 34 das 38
amostras positivas para a baciloscopia e/ou cultura foram positivas para o Detect-
TB e 4 foram falso-negativas (FN). Das 71 amostras negativas para a
baciloscopia e/ou cultura, 50 foram negativas para o Detect-TB e 21 falso-
positivas (FP). O Detect-TB detectou o DNA de M. tuberculosis em 21 amostras
de pacientes cujos testes convencionais (baciloscopia e cultura) foram negativos.
Destas, 15 amostras também foram positivas para o ensaio TagMan-1S6110 e 2
amostras também apresentaram desfecho clinico positivo. Considerando-se
apenas a baciloscopia, o Detect-TB identificou 4 amostras positivas para a cultura
que a baciloscopia ndo. Destas 4 amostras FN para a baciloscopia, 2 foram
negativas para o desfecho clinico. Para o ensaio TagMan-1S6110, 35 amostras
foram positivas (de 38 positivas para a baciloscopia e/ou cultura), 44 negativas
(de 71 negativas para a baciloscopia e/ou cultura), 3 foram FN, e 27 FP. O ensaio
TagMan-1S6110 detectou o DNA de M. tuberculosis em 27 amostras de pacientes
cujos testes convencionais (baciloscopia e cultura) foram negativos. Destas, 2
amostras apresentaram desfecho clinico positivo. Considerando-se apenas a
baciloscopia, 0 ensaio TagMan-1S6110 identificou 4 amostras positivas para a

cultura que a baciloscopia ndao. Destas 4 amostras, 3 foram negativas para o
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desfecho clinico. Das 6 amostras com baciloscopia negativa, mas cultura positiva,
o Detect-TB identificou 4 destas, enquanto o ensaio de TagMan-1S6110 identificou
5. Isto sugere que o Detect-TB e o ensaio TagMan-1S6110 sdo capazes de
identificar amostras positivas, mas com baciloscopia e desfecho clinico negativos.
Os testes moleculares podem detectar o DNA do patbgeno mesmo depois de a
doenca ter sido erradicada, levando a resultados FP (ASSUNCAO et al., 2014).
Por conseguinte, os testes moleculares ndo devem ser utilizados em pacientes
com historico de tratamento anterior ou em tratamento para a TB. O Detect-TB
visa apenas o diagndstico molecular da doenca e ndo o monitoramento do
tratamento da TB, conforme descrito pelas instru¢des do fabricante. Como nao foi
possivel acessar as informacdes de tratamento prévio de todas as amostras dos
pacientes envolvidos neste estudo, € possivel inferir que, provavelmente, algumas
amostras ndo excluidas do estudo podem ter sido coletadas de pacientes
previamente tratados ou em tratamento para TB, gerando resultados FP. Por este
motivo, todas as amostras com a informacdo de tratamento anterior ou em

andamento (n= 19) foram excluidas da analise de dados de ambos 0s ensaios.

Ao considerar o desfecho clinico como padrdo-ouro (n= 197), das 60
amostras positivas para o desfecho clinico, 52 foram positivas para o Detect-TB e
8 foram FN. Das 137 amostras negativas para o desfecho clinico, 91 foram
negativas para o Detect-TB e 46 foram FP. Para o ensaio TagMan-IS6110, 56
foram positivas, 4 FN, 76 negativa e 61 FP. Da mesma forma que quando a
baciloscopia e/ou cultura foram consideradas como padrao-ouro, foi observado
um grande numero de amostras FP. Evidentemente, isso ndo era esperado, mas
considerando que o0s testes moleculares podem ser mais sensiveis do que 0s
testes microbiolégicos de rotina para o diagndéstico da TB, isso pode revelar um
aumento na deteccédo de casos de TB. Considerando o ensaio TagMan-1S6110,
das 27 amostras FP para baciloscopia e/ou cultura, 25 amostras FP apresentaram
valores de Threshold cycle value (C+) acima de 35, o que pode indicar a presenca
de pequenas quantidades de DNA de M. tuberculosis nestas amostras. A Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e a tecnologia TagMan de PCR em tempo real
foram descritas como metodologias moleculares de SE e SP mais elevadas

guando comparadas aos métodos diagndsticos convencionais e buscam reduzir o
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tempo necessario para o diagnostico da TB (KATOCH, 2004). Embora a
baciloscopia seja 0 método mais utilizado para o diagnéstico da TB pulmonar e
um teste de baixo custo, a SE é cerca de 45-80% em casos de TB pulmonar
confirmados pela cultura. Aproximadamente, apenas 40-50% dos pacientes com
TB pulmonar apresentam baciloscopia positiva, uma vez que 0 escarro deve
conter pelo menos 5.000 bacilos/mL para ser detectavel pela baciloscopia
(SIDDIQI et al., 2003). Atualmente, a cultura € o teste mais sensivel disponivel
para o diagnostico da TB. No entanto, pode exigir de 2 a 8 semanas para o
isolamento de M. tuberculosis a partir de uma amostra clinica e pode apresentar
resultados FN em 10-20% dos casos (PAI et al., 2004). Por outro lado, os testes
moleculares podem detectar 50 a 80% dos casos posteriormente confirmados por

cultura e fornecem resultados em horas (CDC, 2009).

E importante ressaltar que ha pouca informacdo sobre as amostras
envolvidas neste estudo, como o historico de tratamento anterior de TB ou
tratamento em andamento de todos os pacientes envolvidos neste estudo — 0 que
pode ser inferido como uma limitacao do trabalho. Assim, a alta taxa de amostras
FP neste estudo provavelmente pode estar relacionada com a inclusdo de
amostras de pacientes com historico de tratamento anterior ou em tratamento
para a TB, uma vez que nao foi possivel obter esses dados de todos os pacientes
incluidos neste estudo. Além disso, uma parte dos resultados FP pode ser devida
a presenca de DNA de M. tuberculosis nas amostras, mas a auséncia de
bactérias viaveis para o crescimento em cultura. Testes diagnésticos baseados na
deteccdo de DNA tendem a superestimar o ndmero de células vivas, devido a
relativamente longa persisténcia do DNA apds a morte celular (NOCKER et al.,
2006). Apesar de uma sala separada ter sido utilizada, incluindo um fluxo de
trabalho desde o inicio da PCR até a hibridiza¢céo, alguns resultados FP também
podem ser explicados pela possivel contaminacdo com amostras verdadeiras
positivas ou amplicons de PCR.

Em algumas populacbes especificas, como HIV positiva, a SE dos testes
moleculares pode ser muito menor, o que resulta num grande numero de

amostras FN. Neste estudo, ndo foi possivel acessar informacdes quanto a
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presenca de HIV nos pacientes. Homogeneizagdo ineficiente também pode ter
contribuido para o numero de amostras FN e a auséncia de DNA nos pequenos
volumes amostrais aliquotados para o teste. A sequéncia 1S6110 esta presente
em multiplas cOpias no genoma bacteriano, mas algumas cepas de certas partes
do mundo, ndo o possuem (LOK et al.,, 2002). Isso pode ter causado alguns
resultados FN, o que pode ter afetado um pouco a SE dos ensaios. Uma possivel
solucéo para este problema seria amplificar mais de uma sequéncia alvo. Para o
ensaio TagMan-1S6110 foi utilizado um controle interno de amplificagdo, portanto,
foi possivel descartar resultados FN, devido a presenca de inibidores da enzima
TagDNA polimerase. O controle interno utilizado emite uma fluorescéncia
diferente da sonda alvo e a falha de amplificacdo pode ser detectada. Resultados
negativos para a baciloscopia podem ter ocorrido devido a presenca de poucas
bactérias nas amostras, enquanto os resultados negativos para a cultura podem

ser explicados pela inibicdo de crescimento microbioldgico.

A SE e SP do Detect-TB em comparacao com a baciloscopia e/ou cultura
foi de 89,4% (IC= 83,1-95,6) e 70,4% (IC= 61,4-79,4), respectivamente. Quando o
Detect-TB foi comparado com o desfecho clinico, a SE foi de 86,6% (IC= 81,6-
91,6) e SP de 66,4% (IC= 59,5-73,2), respectivamente. A SE e SP do ensaio
TagMan-1S6110 em comparagdo com a baciloscopia e/ou cultura foi de 92,1%
(IC= 86,6-97,6) e de 62,0% (IC= 52,4-71,6), respectivamente. Quando 0 ensaio
TagMan-1S6110 foi comparado com o desfecho clinico, a SE foi de 93,3% (IC=
89,5-97,0) e SP 55,5% (IC= 48,3-62,7), respectivamente. De acordo com a Figura
1, quando o Detect-TB e 0 ensaio TagMan-IS6110 foram comparados com a
baciloscopia e/ou cultura, a area sob a curva ROC para o Detect-TB foi de 0,799
(P < 0,001), um valor ligeiramente superior do que a encontrada para 0 ensaio
TagMan-1S6110, que foi de 0,770 (P < 0,001). Quando comparados com o
desfecho clinico, a area sob a curva ROC para o Detect-TB foi de 0,810 (P <
0,001), enquanto que a area sob a curva para o ensaio TagMan-1S6110 foi de
0,776 (P < 0,001), o que pode ser visto na Figura 2. Embora neste estudo os
niveis de SE tenham sido consistentes ou ligeiramente mais elevados, 0s niveis
de SP foram inferiores aos estudos previamente relatados de testes in house e
kits comerciais (ANTONENKA et al., 2013; ARMAND et al., 2011; LIRA et al.,
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2012; MILLER et al., 2011; SIDDIQI et al., 2003, SINGH & KASHYAP, 2012,
WEYER et al., 2013, YANG et al., 2011). Em um trabalho anterior do nosso grupo,
em que nado foram incluidas amostras de pacientes com historico de tratamento
anterior ou em tratamento para TB, o Detect-TB apresentou SE e SP de 94% e
100%, respectivamente, em um grupo de 175 amostras de escarro espontaneo
(MICHELON et al., 2011). Valores baixos de SE podem resultar em resultados
FN, com consequéncias adversas para taxas de morbidade e mortalidade e
transmissao da doenca. Ja valores baixos de SP podem resultar em resultados
FP, expondo os pacientes a tratamentos desnecessarios, enquanto a causa

subjacente da doenca permanece sem diagnostico (WEYER et al., 2013).

A concordancia entre o Detect-TB e 0 ensaio TagMan-IS6110 foi
demonstrada pelo indice Kappa de 0,56 (P < 0,0001), considerando-se o n= 197,
0 que demonstra concordancia moderada entre os testes. Considerando-se o
padréo-ouro como a baciloscopia e/ou cultura, o Detect-TB detectou 34 resultados
positivos de 38 amostras positivas para baciloscopia e/ou cultura, enquanto que o
ensaio TagMan-IS6110 detectou 35 resultados positivos. Das 71 amostras
negativas para a baciloscopia e/ou cultura, 50 foram negativas para o Detect-TB e
44 foram negativas para o ensaio TagMan-IS6110. Considerando-se o padrao-
ouro como o desfecho clinico, o Detect-TB detectou 52 amostras positivas de 60
amostras com desfecho clinico positivo, enquanto o ensaio TagMan-1S6110
detectou 56 amostras positivas. Ambos os testes apresentaram alguns resultados
conflitantes com o padrédo-ouro, mas semelhantes entre eles. Além disso, ambos
0s testes apresentaram um elevado numero de resultados FP e este numero foi
ainda maior para o ensaio TagMan-1S6110 (27 contra 21 do Detect-TB,
considerando a baciloscopia e/ou cultura como padréao-ouro, e 61 contra 46 do
Detect-TB, considerando o desfecho clinico como padréao-ouro). Estes resultados
podem ser explicados, em parte, pela SE superior dos testes moleculares
(KATOCH, 2004). Portanto, outro fato que deve ser levado em consideragédo &
que algumas amostras verdadeiras positivas podem nao ter sido identificadas
pela baciloscopia e cultura. Um total de 15 amostras apresentaram resultados FP,
em ambos o0s ensaios moleculares. O ensaio TagMan-1S6110 apresentou um bom

limite de deteccéo, de 4,8 fg/uL do DNA molde, enquanto que o limite de deteccao
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do Detect-TB € de cerca de 50 unidades formadoras de colénias (UFC); este fato

pode explicar o maior nimero de amostras FP do ensaio TagMan-1S6110.

Atualmente, torna-se necessario 0 desenvolvimento de novas
metodologias, com resultados mais rapidos e mais precisos para a identificacdo
de agentes infecciosos (FILHO & REMUALDO, 2007). Um diagndstico rapido e
confiavel é necessario para o inicio do tratamento da TB, o que é essencial para
reduzir a incidéncia da doencga, assim como para reduzir os custos de tratamento
pelo governo. Ambos os testes moleculares descritos neste estudo apresentam
potencial para serem futuramente implementados na rotina, mas sdo necessarios

mais testes.

Neste trabalho, a populacdo amostral inadequada e o pequeno n amostral
geraram altos percentuais de resultados FP, afetando a qualidade dos resultados.
Por estas razBes, uma andlise com um ndamero maior de amostras faz-se
necessario. No entanto, este estudo demonstra que o Detect-TB e 0 ensaio
TagMan-1S6110 podem ser ferramentas auxiliares para o diagnostico da TB
pulmonar ativa, quando utilizados em conjunto com 0s testes convencionais,

contribuindo assim para aumentar a SE e SP do diagndstico.
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Apéndice 1

MEMORIAS DO INSTITUTO OSWALDO CRUZ

INSTRUCOES AOS AUTORES

Escopo e politica

Memérias do Instituto Oswaldo Cruz é uma revista multidisciplinar que publica pesquisas
originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo patologia, epidemiologia de campo e
estudos clinicos), parasitologia médica e veterinaria (protozoologia, helmintologia, entomologia e
malacologia) e microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista aceita,
especialmente, pesquisas basicas e aplicadas em bioquimica, imunologia, biologia molecular e
celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a essas areas. Comunicacgdes breves sao
também consideradas. Artigos de revisdo somente através de convite. A revista publica oito
nameros regulares, constituindo um por ano. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em
simpdsios ou congressos sao publicados como suplementos. Os artigos apresentados devem ser
escritos em inglés. Inglés de baixa qualidade é a principal causa de atraso na publicacéo; entéo,
sugerimos aos autores que tenham inglés como lingua estrangeira submeterem seus manuscritos
a verificacao de alguém com o inglés como lingua nativa e, preferencialmente, seja um cientista da
area. A submissdo de um manuscrito as Memérias requer que este nao tenha sido publicado
anteriormente (exceto na forma de resumo) e que nado esteja sendo considerado para publicacdo
por outra revista. A veracidade das informacdes e das citacBes bibliograficas é de
responsabilidade exclusiva dos autores. Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois
pareceristas; a aprovacao dos trabalhos serd baseada no conteldo cientifico e na apresentagéo
do material.

Formato e estilo

O manuscrito deve ser preparado em um software para edicdo de textos, em espago
duplo, fonte 12, paginado, figuras legendadas e referéncias. As margens devem ser de pelo
menos 3 cm. As figuras deverao vir na extensao tiff, com resolugdo minima de 300 dpi. Tabelas e
legendas de figuras devem ser submetidas juntas em Unico arquivo. Somente figuras deveréo ser
encaminhadas como arquivo suplementar.

O MANUSCRITO DEVE SER ORGANIZADO NA SEGUINTE ORDEM:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espagos).
Titulo: com até 250 caracteres.
Autores: sem titulos ou graduagées.

Afiliacao institucional:  nome do autor, secéo, departamento, laboratério, instituicdo e localizagéo
geografica (cidade, estado e pais); endereco completo somente do autor correspondente.

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicacdes breves). Deve enfatizar
novos e importantes aspectos do estudo ou observacdes.
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Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista Medical Subject
Headings (Mesh) do Index Medicus.

Fonte de financiamento: Indicar as fontes de apoio financeiro e a mudanca de endereco.

Introducdo: deve determinar o propdsito do estudo, oferecer um breve resumo (e ndo uma
revisdo de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, além de especificar quais novos avangos
foram alcancados através da pesquisa. A introducdo ndo deve incluir dados ou conclusdes do
trabalho em referéncia.

Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informacdes suficientes para permitir
gue o estudo seja repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas bastam ser
referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os procedimentos
seguidos estiveram de acordo com os padres éticos do comité responsavel por experimentos
humanos (institucional ou regional) e de acordo com a Declaracédo de Helsinki de 1975, revisada
em 2008. Ao relatar experimentos em animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa
institucionais ou nacionais ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de
laboratério foram seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descricdo concisa das novas descobertas, com o minimo
julgamento pessoal. Nao repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustraces.

Discussdo: deve limitar-se ao significado de novas informagBes e relacionar as novas
descobertas ao conhecimento existente. Somente as cita¢cdes indispensaveis devem ser incluidas.

Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente necessario.

Referéncias: devem ser precisas. Somente as citacdes que aparecem no texto devem ser
referenciadas. Trabalhos nédo publicados, a ndo ser os ja aceitos para publicacdo, ndo devem ser
citados. Trabalhos aceitos para publicacdo devem ser citados como "in press”; nesse caso, uma
carta de aceitagdo da revista devera ser fornecida. Dados nédo publicados devem ser citados
somente no texto como "unpublished observations"; nesse caso, uma carta com a permissao do
autor deve ser fornecida. As referéncias ao final do manuscrito devem ser organizadas em ordem
alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro autor.

NO TEXTO USE O SOBRENOME DOS AUTORES E A DATA:

Lutz (1910) ou (Lutz 1910)

Com dois autores, é:

(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912)

Quando ha mais de dois autores, somente o0 primeiro € mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

Ao final do trabalho, use os seguintes estilos de referéncias:

REVISTAS

1. Artigo de periédico padréo

1.1. Impresso

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N Engl
J Med 25: 284-287.
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1.2. On line

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N Engl
J Med 25: €12140307.

1.3. DOI

Zhang M, Holman CD, Price SD, Sanfilippo FM, Preen DB, Bulsara MK 2009. Comorbidity and
repeat admission to hospital for adverse drug reactions in older adults: retrospective cohort study.
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2. Organizacdo como autor

Diabetes Prevention Program Research Group 2002. Hypertension, insulin and proinsulin in
participants with impaired glucose tolerance. Hypertension 40: 679-686.

3. Autores pessoais e organizagdo como autor

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ, Alf-One Study Group 2003. Sexual
dysfunction in 1,274 European men suffering from lower urinary tract symptoms. J Urol 169: 2257-
2261.

4. Volume com suplemento

Geraud G, Spierings EL, Keywood C 2002. Tolerability and safety of frovatriptan with short and
long-term use for treatment of migraine and in comparison with sumatriptan. Headache 42 (Suppl.
2): S93-S99.

5. Artigo com errata publicada

Malinowski JM, Bolesta S 2000. Rosiglitazone in the treatment of type 2 diabetes mellitus: a critical
review. Clin Ther 22: 1151-1168. Erratum in Clin Ther 2001 23: 309.

6. Artigo publicado eletronicamente antes da versao impressa

Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK 2002. Immortalization of yolk sac-derived precursor cells.
Blood Nov 15 100: 3828-3831. Epub 2002 Jul 5.

LIVROS E OUTRAS MONOGRAFIAS
1. Autor pessoal

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA 2002. Medical microbiology, 4th ed., Mosby,
St. Louis, 255 pp.
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2. Capitulo em um livro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM 2002. Chromosome alterations in human solid tumors. In B
Vogelstein, KW Kinzler (eds.), The genetic basis of human cancer, McGraw-Hill, New York, p. 93-
113.

3. Anais de Conferéncias

Harnden P, Joffe JK, Jones WG 2002. Germ cell tumours. Proceedings of the 5th Germ Cell
Tumour Conference, 2001 Sep 13-15, Leeds, UK, Springer, New York, 102 pp.

4. Dissertacdo e Tese

Borkowski MM 2002. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans, PhD
Thesis, Central Michigan University, Michigan, 78 pp.

MATERIAIS NAO PUBLICADOS
1. No prelo

Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson J, Kreitman M 2002. Signature of balancing selection in
Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci USA, in press.

2. CD-ROM

Anderson SC, Poulsen KB 2002. Anderson's electronic atlas of haematology [CD-ROM]. Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia.

3. Artigo de periédico na Internet

Abood S 2002. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory role.
Am J Nurs [Internet] [cited 2002 Aug 12] 102. Available from:
nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htmAtrticle.

ILUSTRACOES
Figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao texto.

Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco
em papel brilhante, se apresentadas laminas, as figuras devem ser numeradas consecutivamente
em algarismos arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e
referenciadas, se necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e gréficos
devem ajustar-se tanto em uma coluna (8 cm) como na largura completa (16.5 cm) da pagina, e
devem ser menores que a pagina para permitir a inclusdo da legenda. As letras e nUmeros nas
figuras devem ter tamanho legivel apos a reducao ou a impressao. llustracGes coloridas somente
podem ser aceitas se 0s autores assumirem 0s custos. Como uma fotografia colorida ilustra a
capa de cada fasciculo de Memoérias, os autores sédo convidados a submeter para consideracao da
revista ilustracdes com legendas de seus manuscritos que poderao vir a ilustrar a capa.
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Tabelas: devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser numeradas em algarismos
romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer
explicagBes ou notas (identificadas com letras a, b, c etc.) colocadas abaixo.
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