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RESUMO

Os métodos convencionais para o diagndstico da tuberculose (TB) pleural
possuem varias limitagdes, assim métodos mais sensiveis e especificos sao
necessarios. O objetivo deste estudo foi avaliar uma metodologia de hibridizacao
em microplaca e uma técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real para a detecgao de DNA de Mycobacterium tuberculosis em amostras
de liquido pleural, fragmento de pleura e soro. Adicionalmente, foi avaliada a
utilidade da PCR em tempo real em paralelo com a cultura do liquido pleural para
o diagnéstico de TB pleural. Foram avaliados 161 pacientes com derrame pleural
e submetidos a toracocentese e biopsia pleural. O padrao-ouro para definicao de
um caso de TB pleural baseou-se na combinagao de baciloscopia, cultura, exame
histopatoldgico e critérios clinicos. Cento e sete dos 161 pacientes com derrame
pleural receberam diagnéstico de TB pleural. Os resultados da metodologia de
hibridizacdo em microplaca nao foram satisfatérios, assim foi desenvolvida uma
técnica de PCR em tempo real. Nas amostras de liquido pleural, a PCR em tempo
real mostrou uma sensibilidade de 46% (IC 95%, 36%-56%) com especificidade
de 100%, enquanto a cultura obteve uma sensibilidade de 29% (IC 95%, 20%-
38%). A PCR em tempo real realizada em associagédo com a cultura no liquido
pleural apresentou uma sensibilidade de 60% (IC 95%, 50%-70%). Para as
amostras de fragmento pleural, a PCR em tempo real mostrou uma sensibilidade
de 42% (IC 95%, 26%-59%) e especificidade de 100%, para este tipo de amostra
0 exame histopatolégico apresentou a maior sensibilidade (90% - IC 95%, 84%-
96%). Nas amostras de soro a PCR em tempo real foi positiva em apenas dois
pacientes, os quais também apresentaram resultado positivo nos outros tipos de
amostras. Estes resultados indicam que a PCR em tempo real realizada no liquido
pleural pode ser uma forma util para obter um diagndstico de TB pleural mais
rapido, especifico e com um procedimento menos invasivo para coleta das

amostras.
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“ABSTRACT”

Conventional tests for pleural tuberculosis (TB) have several limitations and
more sensitive and specific methods are needed. The aim of this study was to
evaluate microwell hybridization and real-time PCR (polimerase chain reaction) for
detection of Mycobacterium tuberculosis DNA in pleural fluid, pleural tissue and
serum. Additionally, the utility of real-time PCR in parallel with culture in pleural
fluid for the diagnosis of pleural TB was assessed. One hundred sixty one patients
with a pleural effusion submitted to a thoracentesis and pleural biopsy were
evaluated. The gold-standard for case definition of pleural TB were the
combination of acid-fast bacilli, culture, histopathologic examination and clinical
parameters. One hundred seven of the 161 patients with pleural effusion received
diagnosis of pleural TB. Results of microwell hybridization were not satisfactory,
thus we developed a real-time PCR assay. In pleural fluid specimens, real-time
PCR showed a sensitivity of 46% (Cl 95%, 36%-56%) with specificity of 100%,
while the sensitivity of culture was 29% (Cl 95%, 20%-38%). The combination of
real time PCR and culture in pleural fluid showed a sensitivity of 60% (Cl 95%,
50%-70%). For the pleural tissue, real-time PCR showed a sensitivity of 42% (ClI
95%, 26%-59%) with specificity of 100%, for this specimen histopathologic
examination had the highest sensitivity (90% - Cl 95%, 84%-96%). In the serum
real-time PCR was positive in only two patients, which also had positive results in
other specimens. Our results indicate that the real-time PCR is a useful approach
to achieve a more rapid and specific diagnosis for pleural TB with a less invasive

procedure for specimen collection.
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Introducéo

1. INTRODUGAO

1.1 Apresentagao

A tuberculose (TB) pleural é particularmente importante na presenga da co-
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e, em paises com alta
prevaléncia de TB (SHARMA & MOHAN, 2004). A sua manifestagdo mais
caracteristica € o derrame pleural liquido, mas também pode ocorrer acumulo de
quantidade excessiva de liquido na cavidade pleural por outras etiologias
(FERRER & ROLDAN, 2000). No Brasil, pais com alta prevaléncia de TB, a TB
pleural apresenta-se como a forma extrapulmonar mais frequente, sendo esta a

maior causa de derrame pleural (NEVES et al., 2004).

Para o diagndstico de TB pleural os métodos convencionais ainda sao
amplamente utilizados. A baciloscopia do liquido pleural possui uma baixa
sensibilidade (0 a 10%) e embora a cultura seja mais sensivel (10 a 35% para
liquido pleural e 39 a 65% para fragmento de pleura), requer de duas a seis
semanas para se obter o resultado (GOPI et al., 2007). O melhor método
diagndstico disponivel € o histopatoldgico, que possui uma sensibilidade superior
a 80% (CHAKRABARTI & DAVIES, 2006). Entretanto, este método requer

procedimentos invasivos para a coleta das amostras, como a biopsia pleural.

Na auséncia de tratamento, o derrame pleural devido a TB pode ter uma
resolugdo espontanea, porém mais da metade dos casos nao tratados podem
desenvolver formas mais graves de TB pulmonar ou extrapulmonar (GOPI et al.,
2007). Por outro lado, dados do municipio do Rio de Janeiro mostram que um
grande numero de casos (cerca de 50%) tem o tratamento instituido antes da
confirmagao diagnéstica (NEVES et al., 2004). No entanto, este tratamento
empirico, baseado somente em dados clinicos e radiolégicos, pode resultar em

uma administragao inapropriada dos farmacos anti-tuberculose (anti-TB).

Assim, métodos alternativos vém sendo buscados e as metodologias
baseadas na amplificacdo dos acidos nucléicos (AAN) parecem ser promissoras.
Atualmente, os métodos de amplificagcdo comercializados sao aprovados apenas
para 0 uso em amostras respiratérias (TORTOLI & PALOMINO, 2007). Além
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Introducéo

disso, o custo destes kits é elevado (US$ 25 — 50 por teste) para os paises em
desenvolvimento, onde a tuberculose é um importante problema de saude publica
(PAI & LING, 2008).

Estudos mostram que a técnica “in house” da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) apresenta uma sensibilidade bastante variada, de 20 a 87%
utilizando amostras de liquido pleural (PAl et al., 2004; DINNES et al., 2007) e de,
aproximadamente, 90% para amostras de fragmento pleural (TAKAGI et al., 1998;
HASANEEN et al., 2003). Devido a esta heterogeneidade nos resultados, uma
recente meta-analise concluiu que a aplicagdo clinica dos métodos “in house”

continua incerta e ainda deve ser melhor avaliada (PAl et al., 2004).

Neste estudo, buscou-se avaliar a contribuicdo da detecgdo de acido
desoxirribonucléico (DNA) de Mycobacterium tuberculosis no diagnéstico de TB
pleural, utilizando diferentes amostras (liquido pleural, fragmento de pleura e
soro). Com esta finalidade, primeiramente foi utilizada uma metodologia de
hibridizacdo e detecgado colorimétrica dos fragmentos de DNA em microplaca.
Posteriormente, foi desenvolvida uma metodologia de PCR em tempo real, a qual
foi avaliada isoladamente e em associagdo com os métodos convencionais de

diagndéstico.

1.2 Tuberculose

A TB é conhecida ha milhares de anos e possui uma longa histéria. Esta
doenca deixou sua marca na criatividade humana, musica, arte e literatura. Além
disso, tem influenciado em avangos da ciéncia biomédica e cuidados da saude
(DANIEL, 2006). Atualmente, a TB continua sendo um relevante problema de
saude publica, pois se estima que ela seja a maior causa de doenga e morte no
mundo causada por um unico agente infeccioso (WHO, 2008). Mesmo com
programas governamentais, recursos tecnoldgicos capazes de promover seu
controle, e os regimes terapéuticos utilizados, existem problemas inerentes a
doencga, como o surgimento de linhagens resistentes aos farmacos indicados para
o tratamento e, mais recentemente, a imunodepressao causada pelo HIV, que
criam condicdes ideais para transforma-la em uma doenga oportunista
(KAUFMANN & VAN EMBDEN, 1993; BRASIL, 2004).
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1.2.1 Um breve histoérico

Presume-se que o género Mycobacterium tenha surgido ha mais de 150
milhées de anos. As mais primitivas documentagdes encontradas de TB sao do
Egito, india e China com datas de 5.000, 3.300 e 2.300 anos atras,
respectivamente (DANIEL 2006). Para a investigagdo da TB nestes periodos
histdricos, a identificacdo do material genético de M. tuberculosis tornou-se uma
importante ferramenta (COOPER & POINAR, 2000).

Por volta de 460 antes de Cristo (a.C.), a TB era denominada pelo termo
grego phthisis e, Hipdcrates identificou esta como a doenga mais disseminada da
eépoca. Na Europa, a epidemia de TB conhecida como “grande peste branca”
iniciou, provavelmente, no século XVII e continuou pelos proximos 200 anos
(LEAO & PORTAELS, 2007). O aumento da incidéncia de TB comegou
juntamente com o crescimento da densidade populacional. A infecgao se expandiu
por todo o mundo, como resultado das viagens dos exploradores europeus, que

infectados disseminavam o bacilo por varios lugares (DANIEL, 2000).

Em 1882, o microbiologista alem&o Robert Koch descreveu o agente
etiolégico da TB, Mycobacterium tuberculosis ou Bacilo de Koch e, demonstrou
que este microrganismo era a causa da doenga. Em 1905, Koch recebeu o Prémio
Nobel da medicina por sua descoberta (LEAO & PORTAELS, 2007).

No Brasil, a luta contra a TB teve inicio no final do século XIX, com a
criacdo das “Ligas Contra a Tuberculose” que priorizavam a construgdo de
sanatorios. Nesta época, os esforcos eram orientados para a obtencdo da cura
espontanea da doenga, que ocorria em cerca de 25% dos enfermos. Tais esforgos
eram caracterizados por boa alimentacdo e muito repouso, preferencialmente no
clima frio das montanhas (FERNANDES et al., 1993).

De 1908 a 1919, Albert Calmette e Camille Guérin desenvolveram uma
vacina através de uma linhagem de Mycobacterium bovis, com viruléncia
atenuada, chamada Bacille Calmette-Guérin ou BCG. Atualmente a vacina é
aplicada apenas em criangas, para prevenir formas mais grave da doenga, ja que
ndo protege adultos em paises onde a TB é endémica (LEAO & PORTAELS,
2007; MARTIN et al., 2007).
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A introducdo dos farmacos anti-TB, na década de 50, juntamente com as
melhores praticas de saude publica, resultaram na diminuicdo das taxas de
morbidade e mortalidade devido a TB. Entretanto, na metade dos anos 80 houve
um aumento no numero de casos da doenga, mesmo nas regides
economicamente desenvolvidas (LEAO & PORTAELS, 2007). As razdes
identificadas inicialmente para este aumento foram: epidemia de HIV/AIDS
(sindrome da imunodeficiéncia adquirida), o crescimento da pobreza nas grandes
areas metropolitanas e o aumento da imigragdo. Desta forma, em 1993, a TB foi
considerada uma emergéncia global pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
e, desde entdo, programas de prevencgao, diagndstico e tratamento vém sendo
incentivados (RAVIGLIONE, 2003).

1.2.2 Epidemiologia

De acordo com a OMS, em 2006 foram estimados mundialmente 14,4
milhdes de casos prevalentes de TB, sendo 9,2 milhdes de novos casos e um
milhdo e 700 mil mortes devido a doenga. Cabe ressaltar que estas estimativas
consideram todas as formas de apresentacdo da TB ativa, sendo que a TB
pulmonar representa 80-90% dos casos e a TB extrapulmonar de 10-20% (WHO,
2008). A Figura 1 apresenta as taxas de incidéncia estimadas mundialmente em
2006.
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Figura 1 — Taxas de incidéncia de tuberculose em 2006 (WHO, 2008).
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No Brasil, em 2006 estimou-se uma incidéncia de 94 mil casos de TB, com
7,6 mil mortes. Assim, o Brasil ocupa o 16° lugar entre os 22 paises em
desenvolvimento responsaveis por 80% dos casos mundiais de TB (WHO, 2008).
Considerando as diferentes regides do Brasil, observa-se que 46,37% de todos os
casos de TB estdo localizados na regidao sudeste e, na regidao sul, ocorrem
10,61% dos casos. No Rio Grande do Sul, a incidéncia em 2006 foi de 39,1 casos
por 100.000 habitantes e, no Rio de Janeiro, estado com as maiores taxas de
incidéncia e mortalidade, foi de 73,6 casos por 100.000 habitantes (BARREIRA,
D. Comunicacéao pessoal. Dados SINAN 2007).

Dados de 2006 mostram que a TB extrapulmonar corresponde a,
aproximadamente, 14% dos casos de TB no pais. Destas, a TB pleural € a forma
mais freqUente, representando 44% dos casos (BARREIRA, D. Comunicagao
pessoal. Dados GT-SINAN 2006). A Figura 2 mostra a distribuicdo da TB

extrapulmonar no Brasil.
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Figura 2 — Distribuicdo da tuberculose extrapulmonar no Brasil em 2006
(BARREIRA, D. Comunicagao pessoal. Dados GT-SINAN, 2006).
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1.2.3 Agente etiolégico

M. tuberculosis, principal agente infeccioso da TB, € membro do género
Mycobacterium e um dos componentes do complexo M. tuberculosis. Este
complexo possui distintos hospedeiros, potencial zoondtico e reservatorios e inclui
as especies: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
bovis BCG, Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum e Mycobacterium
canetti. Atualmente, algumas linhagens isoladas vém sendo denominadas
Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedi, embora muitas vezes estas
sejam identificadas como subespécies ou variantes de M. bovis. Este grupo de
bactérias é identificado com base em caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e de
crescimento, também se destacam por ser geneticamente muito relacionadas,

com uma alta similaridade em suas sequéncias de DNA (BARRERA, 2007).

Algumas caracteristicas da espécie M. tuberculosis explicam muitas
questdes da histoéria natural da doenca. As micobactérias apresentam acidos
micolicos de alto peso molecular em sua parede celular. Este alto conteudo
lipidico confere protecdo a acdo de agentes quimicos (incluindo muitos
antimicrobianos), contribui para a sua sobrevivéncia ambiental, os protegem de
algumas defesas do hospedeiro. Esta caracteristica também esta relacionada
com a propriedade alcool-acido resistente e, a dificuldade pela coloragdo do
método de Gram (BARRERA, 2007).

No microscopio, M. tuberculosis apresenta-se em bacilos curvos ou retos
com 0,2 a 0,7 ym de largura por 1,0 a 10 um de comprimento. E classificado
como aerobio estrito e possui um tempo de geragcdo de 12 a 24 horas,
dependendo da oferta de oxigénio, nutrientes e do pH do meio. E um parasita
causador de patogenia intracelular, que permanece no interior do macréfago em
atividade metabdlica muito reduzida, podendo sobreviver por anos no organismo
(BARRERA, 2007). O crescimento lento do bacilo tem um importante significado
clinico, pois € um dos fatores que condiciona a evolugdo crénica da doenca
(KRITSKI et al., 2005).

O genoma completo da linhagem H37Rv de M. tuberculosis foi

sequenciado em 1998 (http: www.ncbi.nim.nih.gov, n° de acesso AL123456). O

DNA deste microrganismo é composto de 4.411.529 pares de base (pb), contém
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em torno de 4.000 genes e um conteudo de G+C de 65,5%. Este genoma é rico
em DNA repetitivo, como as sequiéncias de insercao (IS), sendo que mais de 32
tipos diferentes de IS foram identificadas (COLE et al, 1998). A 1S6110,
sequéncia da familia 1S3 é bastante utilizada para tipagem de linhagens e
epidemiologia molecular, devido as variagdes no sitio de insergdo e numero de
copias (VAN EMBEDEN et al., 1993). No genoma de M.tuberculosis H37Rv foram
identificadas 16 copias de IS6770 (DEL PORTILLO et al., 2007).

1.2.4 Transmissao

O bacilo da TB é transmitido de pessoa a pessoa, sendo sua principal porta
de entrada a via respiratéria. Os doentes com a forma pulmonar bacilifera
constituem a principal fonte de disseminagdo da doencga, pois podem eliminar
pequenas goticulas que contém apenas um ou poucos bacilos, através da tosse e
do espirro. Estas goticulas sdo estaveis e quando eliminadas ficam em suspensao
no ar por varias horas. Um paciente pulmonar bacilifero, se nao tratado, pode
infectar de 10 a 15 pessoas por ano (BATES, 1980; KRITSKI et al., 2005).

A deteccdo e manuseio do paciente portador de TB pulmonar e
baciloscopia positiva continuam sendo as principais ferramentas no controle da
TB. Entretanto, com o uso de tipagem molecular, foi possivel demonstrar que
mesmo 0s pacientes com baciloscopia negativa e cultura positiva podem ser
responsaveis por 17 a 20% da transmissao de TB. Isto ocorre, principalmente, em
grandes centros urbanos, com elevada taxa de TB e, pela associagao com outras

co-morbidades, como a infecg¢ao pelo HIV (BEHR et al., 1999).

Um estudo demonstrou que escarros induzidos de pacientes com TB
pleural podem apresentar uma alta frequéncia de baciloscopia e cultura positiva.
Isto foi observado mesmo nos casos que nao apresentavam anormalidades no
parénquima pulmonar. Assim, os autores ressaltam que pacientes com TB
pleural, diferentemente de outras formas de TB extrapulmonar, possuem um risco
potencial de transmitir M.tuberculosis para seus contatos. No entanto, mais
estudos s&o necessarios para avaliar em que grau esta transmissao pode ocorrer
(CONDE et al., 2003).
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1.2.5 Imunologia e patogénese

ApoOs a inalagao, o bacilo da TB instala-se nos alvéolos pulmonares, onde é
fagocitado pelos macréfagos (RAJA, 2004). A sobrevivéncia do agente infeccioso
no pulmao depende da sua patogenicidade e da habilidade das células
hospedeiras em elimina-lo. Se os macréfagos alveolares nao forem capazes de
evitar a proliferagdo da bactéria, € formada uma resposta pro-inflamatéria
localizada. Assim, fatores de necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas
inflamatdrias, produzidas pelo macréfago infectado, recrutam células sanglineas,
as quais fagocitam o bacilo. Estas células, eventualmente, retornam a corrente
sanguinea causando a primeira disseminacdo hematogénica em direcdo a
diferentes 6rgaos e, pela pleura devido a proximidade (KRITSKI & MELO, 2007).

As células recrutadas para o sitio da infecgcdo produzem quimicionas e
citocinas, que ampliam o recrutamento celular e remodelam o sitio da infeccdo em
uma massa celular, conhecido como tubérculo ou granuloma (DHEDA et al,
2005). O bacilo localiza-se preferencialmente no centro caseoso do granuloma,
podendo permanecer assim até que ocorra uma reativagdo (RAJA, 2004). A
resposta da proliferagdo bacilar provoca uma necrose caseosa €, ho microscopio,
podem ser observadas células gigantes multinucleadas e epiteliais, localizadas

principalmente ao redor do material caseoso (KRITSKI & MELO, 2007).

O bacilo também pode ser disseminado pela via linfatica. Esta segunda
disseminagao sistémica ocorre pelos ductos toracicos e veia cava superior.
Assim, o bacilo pode se difundir para areas superiores do pulmdo ou para
diferentes 6rgaos, como rins, cérebro e ossos. Nestes sitios, o bacilo encontra
uma atmosfera favoravel para sua implantagdo, que combina a quantidade
necessaria de oxigénio e a baixa circulagédo, sendo esta uma associagao ideal
que dificulta o acesso das células de defesa (KRITSKI & MELO, 2007).

Na grande maioria das infeccdes pelo bacilo o sistema imune atua
eficientemente. A maioria das pessoas infectadas (~90%) permanece com o
bacilo na forma latente e assim ndo desenvolvem a doenca. Contudo, doencgas e
condigdes que afetam a imunidade, tais como: ma nutricdo, alcoolismo, idade
avancada, HIV/AIDS, diabetes, insuficiéncia renal crbnica e tratamento com

farmacos imunossupressores, aumentam o risco de desenvolvimento da TB.
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Fatores adicionais incluem o nivel bacilar infectivo, patogenicidade e viruléncia do

bacilo, além da susceptibilidade genética do hospedeiro (ATS, 2000).

1.2.6 Manifestagoes clinicas da tuberculose

Se durante a fase inicial da infeccao o sistema imune nao conseguir conté-
la, ocorrera a chamada TB primaria. Porém, se apés um periodo de laténcia
ocorrer quebra do equilibrio entre o individuo e o bacilo por uma diminuicdo da
resposta imune local ou sistémica, se desencadeara a TB pdos-primaria devido a
reativagdo endogena. Podera também ocorrer nova inalagdo de grande
quantidade de bacilos, associada ou nao a imunodeficiéncia, instalando-se assim
a reinfecgao exégena (SMITH & MOSS 1994; KRITSKI et al., 2005).

Como a TB é normalmente adquirida por inalacdo do bacilo, a localizagao
inicial € o pulm&o. Posteriormente, pode ocorrer uma disseminacgao, tanto por via
hematogénica como linfatica, para outros 6rgaos, causando o que é chamado de
TB extrapulmonar (KRITSKI et al., 2005). Os sintomas gerais da TB pulmonar
sao: febre, sudorese, perda de apetite e tosse acompanhada de expectoragao
mucopurulenta. Os sinais e sintomas da TB extrapulmonar dependem do érgao
ou sistema afetado e s&o caracterizados por fendmenos inflamatérios ou
obstrutivos. Em alguns casos a forma extrapulmonar pode coexistir com TB
pulmonar ativa (KRITSKI & MELO, 2007).

A maioria das formas extrapulmonares afeta érgaos com condigcbes 6timas
de crescimento do bacilo e, por esta razao, geralmente apresenta-se de forma
insidiosa, com lenta evolugao e lesdes e/ou fluidos paucibacilares. As formas
mais frequentes de TB extrapulmonar s&o: pleural, miliar, ganglionar, renal, 6ssea
e do sistema nervoso central (meningite ou intracranial). Outras formas menos
frequentes, envolvem 6rgaos como olhos, pele, intestino e sistema geniturinario
(KRITSKI & MELO, 2007).
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1.3 Tuberculose Pleural

A TB pleural é considerada uma forma de TB extrapulmonar, apesar da
proximidade anatébmica entre a pleura e o pulmao (SHARMA & MOHAN, 2004).
Segundo alguns estudos, o comprometimento pleural representa a forma mais
frequente de TB extrapulmonar (WONG, 2005; KRITSKI & MELO, 2007;
BAUMANN et al., 2007). No entanto, outros trabalhos afirmam que a TB pleural é
a segunda forma mais comum, apenas menos frequente do que a TB ganglionar
(VALDES et al, 2003; SHARMA & MOHAN, 2004; GOPI et al., 2007). Estas
freqUéncias variaveis sao observadas de acordo com os paises analisados,
dependendo da prevaléncia de TB e da sorologia positiva para o HIV
(SEISCENTO et al., 2006).

No Brasil, a TB pleural é a forma extrapulmonar mais comum e representa,
aproximadamente, 6% de todos os casos de TB do pais (BARREIRA, D.
Comunicacgao pessoal. Dados GT-SINAN, 2006). Dados indicam que a doenca
acomete principalmente homens (2:1) na faixa etaria dos mais jovens (com menos
de 50 anos) (SEISCENTO et al, 2006). Em outros paises, principalmente na
Africa, onde o impacto do HIV é maior, até 38% de todos os casos de TB podem
apresentar envolvimento pleural (CHAKRABARTI & DAVIES, 2006).

Uma precisa freqtiéncia do comprometimento pleural devido a TB é dificil
de ser determinada. Isto ocorre, pois quando este comprometimento esta
presente simultaneamente com a TB pulmonar ativa, o paciente € categorizado de
acordo com os manuais da OMS apenas como portador de TB pulmonar
(SHARMA & MOHAN, 2004).

1.3.1 Patogenia

A pleura é uma membrana fina e elastica que reveste os pulmbes (pleura
visceral) e a parte interna da parede toracica (pleura parietal), formando a
cavidade pleural. Entre as duas superficies existe uma pequena quantidade de
liquido (menos de 1mL em humanos) limpido e incolor, que é fundamental para a
movimentagdo dos pulmdes durante a respiracao (WANG, 1998). Entretanto,

pode ocorrer um acumulo de liquido na cavidade pleural, conhecido como
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derrame pleural, ocasionado por diversas etiologias, as quais dependem da
regido geografica (FERRER & ROLDAN, 2000). No Brasil, pais com alta
prevaléncia de TB, esta é a maior causa de derrame pleural, responsavel por

aproximadamente metade dos diagndsticos (NEVES et al., 2004).

A TB pleural pode ser uma manifestacdo tanto da forma primaria da
doenga quanto da reativacdo de uma infecgao latente. Nos paises com alta
prevaléncia, a TB pleural ocorre mais em jovens como manifestagdao de
tuberculose primaria, enquanto que em paises com baixa prevaléncia ela acomete
mais a populacgao idosa, como consequéncia da reativagdao endogena (LIAN et al.,
1999; IBRAHIM et al., 2005). Nos ultimos anos, observou-se um aumento dos
casos de TB pleural devido a reativagado, principalmente em pacientes co-
infectados com HIV (CHAKRABARTI & DAVIES, 2006).

Bacilos ou antigenos de M.tuberculosis podem entrar no espacgo pleural
apos ruptura do foco caseoso pulmonar, sendo este considerado o evento inicial
na patogenia da TB pleural primaria. A etiologia desta manifestagcdo primaria
ocorre, principalmente, devido a um fendmeno imunolégico € nao por uma
infeccao direta (CHAKRABARTI & DAVIES, 2006; GOPI et al., 2007). Nesta forma
de manifestagdo, o liquido pleural possui poucos bacilos e o tecido pleural é
granulomatoso em torno de 72% dos casos (LAZARUS et al., 2007).

Na reativacéo, a TB pleural ocorre, principalmente, como resultado de uma
infeccdo direta do bacilo. Nesta manifestacdo, observa-se a presenga de
infiltrados nos parénquimas ou cavidades no lobo superior € uma maior duragéo
dos sintomas, quando comparado com a manifestagao primaria (CHAKRABARTI
& DAVIES, 2006). Além disso, também se observa um maior niumero de bacilos
no liquido pleural e uma menor freqliéncia de granuloma no tecido pleural,

atribuida a menor resposta imune a M. tuberculosis (LAZARUS et al., 2007).

O derrame pleural ocorre tanto na doenga primaria como na reativagcao, no
entanto, é suportada a hipotese que ele seja resultante, principalmente, da
presenga do antigeno de M.tuberculosis no espago pleural. O antigeno provoca
uma interagdo com as células T, previamente sensibilizadas pela micobactéria,
resultando em um processo inflamatoério de hipersensibilidade tardia. Esta reagao

provoca um acumulo de fluido na cavidade pleural, devido ao aumento da
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permeabilidade dos capilares pleurais as proteinas do soro. Ainda, se observa
que o envolvimento do sistema linfatico pode contribuir para o acumulo de liquido
e a saida de proteinas do espacgo pleural também fica prejudicada (FERRER,
1997; VALDES et al., 2003).

A reacao de hipersensibilidade provoca afluxo de células do compartimento
sanguineo para o espacgo pleural. Os neutréfilos sdo predominantes no inicio da
reacdo e responsaveis pelo recrutamento de populagcbes de mondcitos-
macrofagos. Posteriormente, ocorre um predominio de linfécitos, sendo a maioria
linfécitos T. Em humanos com TB pleural, a proporgao de linfécitos T € maior no
liquido pleural do que no sangue (FERRER, 1997; SEISCENTO et al., 2006).

1.3.2 Aspectos clinicos

A presencga clinica pode manifestar-se na forma de doenca aguda ou
crbnica. A forma aguda pode simular uma pneumonia bacteriana, com tosse nao
produtiva, dor toracica ventilatério-dependente, dispnéia e febre alta. A forma
crbnica manifesta-se com tosse nao produtiva, febre vespertina, sudorese

noturna, adinamia, anorexia e perda de peso (SEISCENTO et al., 2006).

Na auséncia de diagndstico e tratamento com farmacos anti-TB, a
resolugao do derrame pleural pode ocorrer espontaneamente apos alguns meses
das manifestacdes clinicas da doenga. Porém, em mais da metade destes casos
podem se desencadear nos anos seguintes TB pulmonar ou extrapulmonar,
resultando em uma doenca mais grave ou morte (CHAKRABARTI & DAVIES,
2006; GOPI et al., 2007).

A TB pleural pode deixar sequelas, como o espessamento pleural, que
normalmente, fica circunscrito a pequenas areas pleurais, sendo muito raro
quando o tratamento quimioterapico € instituido precocemente. A TB pleural
também pode apresentar-se na forma de empiema tuberculoso, o qual na maioria
dos casos é decorrente da ruptura para o espaco pleural de uma lesdo pulmonar
com material caseoso, ricamente habitado por bacilos. Esta forma se caracteriza
por um liquido pleural purulento, que pode estar associado a uma infecgao

bacteriana secundaria, principalmente, se houver fistula broncopleural. O
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pneumotorax, que se caracteriza pela presenca de ar livre na cavidade pleural,
pode ocorrer devido a fistula ou ruptura de cavidades por TB no espaco pleural.
(SEISCENTO et al., 2006).

1.3.3 Tratamento

Apesar de a vacina BCG apresentar baixa eficacia para evitar a
enfermidade, nenhuma nova vacina esta disponivel no mercado, mesmo com as
necessidades atuais e estudos realizados. Desta forma, a quimioterapia é
fundamental para o controle da TB, promovendo a cura dos pacientes e
interrompendo a cadeia de transmiss&o (SILVA & AINSA, 2007). No caso da TB
pleural, muitos pacientes n&o tratados apresentam cura espontéanea, mas podem
evoluir para formas mais graves da doenca, ressaltando assim a importancia de

um apropriado diagndstico e tratamento (GOPI et al., 2007).

O tratamento quimioterapico preconizado é o esquema de primeira linha,
chamado Esquema | ou RHZ de curta duragdo, no qual se utiliza rifampicina
(RMP), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) por dois meses, seguidos de RMP e
INH por quatro meses. Este esquema € indicado para todas as formas de TB
(pulmonar e extrapulmonar) sem uso prévio de medicagao e, para o retratamento
nos casos de recidiva depois de curados ha mais de cinco anos. Para pacientes
que se tornaram positivos apds abandonar o tratamento inicial, ou que
apresentaram recidiva apds cura em periodo menor que cinco anos com o
Esquema I, utiliza-se Esquema | reforcado com etambutol (EMB). O Esquema lll é
utilizado em casos de faléncia dos Esquemas | (ou do Esquema | reforcado) e
inclui estreptomicina (SM) e etionamida (ETH) (BRASIL, 2004).

Nas diferentes apresentacbes de TB, situagcbes como monoterapia,
utilizagdo por tempo incorreto, prescrigdo inapropriada dos esquemas
padronizados, ou falta de colaboragao do paciente no uso da medicagao, podem
levar ao surgimento de linhagens resistentes de M. tuberculosis. A multidroga
resisténcia (MDR) caracteriza-se pela resisténcia a pelo menos RPM e INH
(ROSSETTI et al., 2002). Mais recentemente, uma extensa resisténcia aos
farmacos anti-TB (XDR), caracterizado por resisténcia aos farmacos de segunda
linha, tem emergido em varios paises (ZAGER & MCNERNEY, 2008). No Brasil,
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nao existem dados publicados especificos sobre a resisténcia de isolados de
M.tuberculosis em amostras de TB pleural. Nos Estados Unidos, um estudo
realizado recentemente, encontrou uma menor tendéncia de MDR em isolados de
TB pleural, quando comparados com amostras de TB pulmonar (BAUMANN et al.,
2007).

Aproximadamente apos 15 dias do inicio do tratamento, o derrame pleural
€ freqientemente absorvido e o paciente apresenta uma acentuada melhora
clinica. A avaliacéo radiolégica da reabsorcao deve ser acompanhada apds um a
dois meses de tratamento. Se ocorrer a manutengcao do derrame pleural ou a
presenca de grandes espessamentos, antes da indicagdo do tratamento

especifico deve ser realizada uma tomografia (SEISCENTO et al., 2006).

No caso de empiema tuberculoso, o tratamento consiste no efetivo
esvaziamento do acumulo de liquido pleural através de sistemas de drenagem e
apropriada quimioterapia. As intervengdes cirurgicas devem ser realizadas em
casos de insucesso dos tratamentos tradicionais. Também pode ser necessaria a
decorticagcado pulmonar e outros procedimentos cirurgicos para ressecc¢ao de toda
a fibrose que recobre a pleura. A fibrose pleural pode impedir que a concentragao
adequada do medicamento seja atingida, podendo levar a ocorréncia rara de
MDR (CHAKRABARTI & DAVIES, 2006; SEISCENTO et al., 2006).

O uso de corticoides como terapia adjunta para o tratamento de TB pleural,
poderia reduzir os eventos inflamatérios, diminuindo as sequelas e a evolugao da
doenga. No entanto, uma revisdo de diferentes testes clinicos randomizados
mostrou que com este tratamento pode ocorrer uma rapida resolugao do derrame
pleural e controle dos sintomas, mas nenhuma vantagem adicional € observada.
Desta forma, as evidéncias sao insuficientes para determinar a utilizagdo de
corticéides no tratamento de TB pleural (EVANS, 2008).

1.3.4 Tuberculose pleural e HIV

Desde a década de 80 (século XX), com o advento do HIV/AIDS, tem-se
observado um aumento do numero de casos de TB no mundo. Sabe-se que o HIV

€ o maior fator de risco para o desenvolvimento de TB. Estimativas mostram que
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a chance de uma pessoa previamente infectada com HIV desenvolver TB é de 5 a
8% em cada ano de vida, enquanto que a de uma pessoa nao infectada com este
virus é de 5 a 10% em toda a vida (SHARMA et al., 2005).

A infecgao pelo HIV provoca uma reducgao, principalmente, das células T
CD4" as quais possuem um papel fundamental na imunidade da TB. Pessoas
infectadas com HIV tém maiores riscos de progressao rapida de uma infecgao
recentemente adquirida, ou de reativacdo de uma infecgao latente. Principalmente
0s pacientes mais imunocomprometidos, apresentam maior propor¢éo de casos
de TB extrapulmonar ou doencga disseminada (RAJA, 2004), sendo o derrame
pleural a causa mais comum de TB extrapulmonar nestes pacientes (WHO, 2007).
No Brasil, um estudo realizado em 43 pacientes com TB pleural, mostrou que
30% possuiam co-infecgdo com HIV (TRAJMAN et al., 1997). Na Africa, a
prevaléncia desta co-infec¢do pode ser de até 80% (CHAKRABARTI & DAVIES,
2006) com uma mortalidade acima de 20% (WHO, 2007).

Evidéncias sugerem que o HIV altera a apresentacao clinica da TB pleural.
Pode ocorrer maior duragdo dos sintomas, manifestagcdes atipicas no exame
radiologico e maior proporgao de resultados negativos no teste tuberculinico
(CHAKRABARTI & DAVIES, 2006). Ainda, observa-se que diferentemente dos
pacientes sem HIV, na co-infeccéo dificilmente ocorre resolugdo espontanea do
derrame pleural (SHARMA et al., 2005).

1.4 Diagnostico de tuberculose pleural

De forma geral, é dificil estabelecer o diagnostico dos diferentes tipos de
TB extrapulmonar, principalmente devido a sua natureza paucibacilar e aos sinais
e sintomas que sao vagos e nao especificos (PAl & LING, 2008). Na TB pleural,
os testes diagnosticos convencionais possuem reconhecidas limitagdes para o
uso clinico, assim, novos testes e biomarcadores vém sendo desenvolvidos e
avaliados (TRAJMAN et al., 2008).
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1.4.1 Métodos de imagem

A radiografia de térax € o método de imagem de escolha na avaliagao
inicial e no acompanhamento de pacientes com TB pleural. O derrame pleural,
geralmente, é unilateral e com volume que varia de pequeno a moderado (LOPES
et al., 2006), em um terco dos casos pode ocorrer infiltrado no pulmao (KRITSKI &
MELO, 2007). Também podem ser observados espessamento ou calcificagbes
pleurais, especialmente nos casos em que o diagnostico ocorre tardiamente, ou
devido a sequelas ap6és a cura (SEISCENTO et al., 2006).

A ultra-sonografia € um método sensivel na detecgao do derrame pleural e
também pode ser util na orientacdo da toracocentese diagndstica. A tomografia
computadorizada apresenta um importante papel, especialmente na presenga de
sinais sugestivos de atividade no parénquima pulmonar, n&o visualizados pela
radiografia de térax. A ultra-sonografia também pode ser util na orientagdo da
puncao nos derrames septados ou em casos de pequena quantidade de liquido
(SEISCENTO et al., 2006).

1.4.2 Teste tuberculinico

O teste tuberculinico, que pode ser realizado através da técnica de
Mantoux, baseia-se na reagao celular desenvolvida apds a aplicagao intradérmica
de um derivado protéico de M.tuberculosis. O resultado é examinado apds 72
horas, sendo que os pacientes que apresentarem uma induragcdo de 5 a 9 mm
sado considerados como reatores fracos e acima de 10 mm como reatores fortes
(BRASIL, 2004).

Em populagdes com alta incidéncia de TB ou em paises onde a vacinagao
com BCG é rotineira, como no Brasil, a presenca de reagao positiva no teste
tuberculinico tem valor discutivel como método auxiliar no diagndstico de TB
pleural. Aléem disso, em pacientes imunocomprometidos, o teste negativo nao
afasta o diagndstico da doenca. De forma geral, na fase inicial ou aguda da
doencga o teste pode ser negativo devido a uma linfopenia periférica transitéria,
contudo apés dois meses pode haver conversdo do teste (SEISCENTO et al,
2006).
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1.4.3 Métodos laboratoriais

1.4.3.1 Amostras clinicas utilizadas

Para o diagndstico de TB pleural utilizam-se amostras de liquido pleural,

fragmento de pleura, escarro (principalmente o escarro induzido) e soro.

As amostras de liquido pleural sido obtidas, principalmente, pela
toracocentese, que utiliza uma agulha e seringa para coletar o derrame pleural. O
procedimento é rapido, de baixo custo e seguro, sendo baixa a incidéncia de
complicagdes (SALES & ONISHI, 2006). Esta técnica é responsavel pela
obtencédo de mais de 90% das amostras que sdo encaminhadas para diagnéstico
laboratorial. Entretanto, amostras obtidas através de drenagem toracica, por
coleta durante toracoscopia, ou mesmo durante a toracotomia, também podem
ser utilizadas para analises laboratoriais (ANTONANGELO & CAPELOZZI, 2006).

Na pratica, estas diferentes formas de puncéao pleural podem ser realizadas
tanto para o alivio dos sintomas, como para a coleta de material diagnostico
(SEISCENTO et al., 2006). Neste caso, o volume recomendado para as analises
€ em torno de 50 a 60 mL, sendo importante a utilizacdo de heparina, a fim de
evitar a coagulagcdo do liquido durante a aspiracdo (ANTONANGELO &
CAPELOZZI, 2006).

Como o liquido pleural € um ultrafiltrado do plasma, de maneira geral,
todas as determinagbes bioquimicas habitualmente realizadas no soro sao
passiveis de serem nele realizadas. Para a caracterizacdo dos derrames pleurais,
em transudatos ou exsudatos, recomenda-se que seja coletada uma amostra de
sangue, simultaneamente a coleta do liquido, para que a interpretacao da relagao
pleural-sérica de proteinas e desidrogenase latica (LDH) seja confiavel (LIGHT,
1972; ANTONANGELO & CAPELOZZI, 2006).

A bidpsia pleural € um procedimento mais invasivo que a toracocentese,
mas de extrema importancia no diagndstico das doengas da cavidade pleural. Os
fragmentos de pleura podem ser obtidos por agulha ou sob visado direta através de
toracoscopia ou toracotomia. Quando a bidpsia é realizada por agulha, o numero

minimo recomendado de fragmentos € de trés e o tamanho de cada fragmento
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obtido deve ser de 3 X 10 mm (ANTONANGELO & CAPELOZZI, 2006). Alguns
estudos analisaram o impacto do numero de fragmentos para o diagnéstico de TB
pleural por meétodos microbioldégicos e histopatologicos. Porém, ndo se

observaram dados conclusivos indicando que mais de um fragmento aumente o
rendimento do diagndstico (KIRSCH et al., 1997; JIMENEZ et al., 2002).

Em pacientes com derrame pleural, amostras de escarro sao pouco
analisadas, pois normalmente estes pacientes ndo apresentam expectoragao
espontanea. Entretanto, nos casos suspeitos de etiologia tuberculosa, a
realizagao da técnica de indugao do escarro esta indicada independentemente do
aspecto da radiografia de térax (CONDE et al., 2003; BRASIL, 2004).

1.4.3.2 Analise bioquimica e citolégica dos derrames pleurais

Os derrames pleurais sao sistematicamente classificados em transudatos
ou exsudatos, de acordo com a sua classificagdo bioquimica. Esta diferenciacao é
realizada pela determinacéo dos niveis de proteina e LDH no liquido pleural € no
soro, pelo critério de “Light”. De acordo com essa classificacdo um liquido pleural
€ considerado um exsudato se um ou mais destes critérios forem encontrados: 1)
Valor da relacédo entre proteinas do liquido pleural e do soro maior que 0,5; 2)
Valor da relagao entre LDH do liquido pleural dividido pelo do soro maior que 0,6;
3) LDH do liquido pleural 0,67 maior do que o limite superior do nivel normal de
LDH no soro (LIGHT et al., 1972; LIGHT, 1997; LIGHT, 2006).

Os transudatos geralmente sao limpidos, amarelo-claros e ndo coagulam
espontaneamente. Em contraposi¢gdo, os exsudatos podem ser turvos,
hemorragicos ou purulentos e, freqientemente, coagulam devido a presenga de
fibrinogénio (ANTONANGELO & CAPELOZZI, 2006). Nos transudatos é
importante a pesquisa de sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca, evidéncias
de nefro ou hepatopatia, trauma ou cirurgia de coluna toracica. Os exsudatos
pleurais possuem causas mais variadas e requerem exames adicionais para a

investigacao e estabelecimento do diagndstico etiolégico (GENOFRE et al., 2006).

A TB pleural apresenta um derrame caracteristicamente exsudativo, com

predominio de linfécitos em 60 a 90% dos casos nas fases aguda e cronica da
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infeccdo, mas em pacientes com sintomas ha menos de 15 dias pode haver
predominio de neutréfilos (SEISCENTO et al., 2006).

Assim, quando forem observadas estas caracteristicas no derrame pleural,
principalmente em paises com alta prevaléncia de TB, esta etiologia deve ser
sempre considerada e investigada (NEVES et al., 2004). Entretanto, muitas outras
doencas podem estar associadas a um derrame pleural exsudativo, tais como:
cancer, pneumonia, embolia pulmonar, infeccdo por fungos, abscesso intra-
abdominal, doencas do pericardio, lupus eritematoso sistémico (LES), pancreatite,
derrame induzido por farmacos, pleurisia reumatdide, quilotérax e
pseudoquilotérax, entre outras (LIGHT, 2006). Mesmo com o advento de critérios
especificos e da aplicagdo de novas técnicas de diagnéstico, cerca de 10 a 20%
dos derrames pleurais permanecem sem diagndstico etiolégico definido, sendo

caracterizados como derrames de origem indeterminada (VILLENA et al., 2002).

1.4.3.3 Baciloscopia

Com base na caracteristica alcool-acido resiste das micobactérias, apos
coloracao com fucsina, o método de Ziehl-Neelsen € amplamente utilizado para o
diagnéstico da TB. Esta técnica € simples e rapida, mas além de n&o ser
especifica para M. tuberculosis, para um resultado ser positivo € necessario um
namero minimo de 5.000 a 10.000 bacilos por mL de amostra (WAARD &
ROBLEDO, 2007).

Desta forma, como a TB pleural caracteriza-se por possuir poucos bacilos
no liquido pleural, o rendimento da baciloscopia nestas amostras € muito baixo,
de aproximadamente zero a menos de 10% (VALDES et al., 2003; SEISCENTO
et al., 2006; GOPI et al., 2007). Amostras de fragmentos pleurais sdo, geralmente,

menos utilizadas, mas a baciloscopia destas amostras pode apresentar uma
sensibilidade em torno de 25% (VALDES et al., 2003).

1.4.3.4 Cultura para micobactérias

Diferentes meios podem ser utilizados para isolar micobactéria, os mais

comuns sado o Léwenstein-Jensen (LJ) e o Ogawa, preparados a base de ovos,
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enquanto os meios de cultura a base de agar (Middlebrook 7H10 e 7H11) ou
meios liquidos (Middlebrook 7H9) sao disponiveis comercialmente. Para detecgao
pela cultura, estima-se que sejam necessarios de 10 a 1.000 bacilos viaveis por
mL de amostra e, devido a caracteristica de crescimento lento, o resultado nos
meios solidos pode demorar de trés a oito semanas. Além da demora nos
resultados, todas as culturas positivas para micobactérias devem ter sua espécie
identificada por métodos bioquimicos ou moleculares (WAARD & ROBLEDO,
2007).

O BACTEC TB-460 foi o primeiro sistema semi-automatizado disponivel no
mercado para cultura de micobactérias. Atualmente, outros sistemas comerciais
estao disponiveis, como BACTEC MGIT960, VersaTREK e BacT/Alert 3D. Estes
sistemas utilizam meios liquidos, que sao mais sensiveis e mais rapidos
(detecgao de uma a trés semanas) que os meios comumente utilizados, porém
possuem um alto custo (WAARD & ROBLEDO, 2007).

A positividade da cultura no meio LJ pode variar de 10 a 35% para o liquido
pleural e de 39 a 65% para fragmento de pleura (VALDES et al., 2003;
CHAKRABARTI & DAVIES, 2006; GOPI et al., 2007). Testes realizados com o
sistema BACTEC mostraram um aumento na sensibilidade, podendo chegar a
50% para liquidos e 90% para amostras de fragmentos pleurais, com resultados
em 18 dias aproximadamente (FERRER, 1997; WONG, 2005).

Um estudo realizado com amostras de escarro induzido, em pacientes com
derrame pleural por TB, mostrou que a cultura destas amostras pode apresentar
um rendimento de 52%, mesmo na auséncia de lesdo no parénquima pulmonar
radiologicamente visivel. Enquanto o liquido pleural destes pacientes foi positivo
em apenas 11% dos casos (CONDE et al., 2003).

1.4.3.5 Adenosina deaminase

Adenosina deaminase (ADA) é uma denominagdao dada a um grupo de
enzimas, com pesos moleculares distintos, que possuem uma fungdo quimica
semelhante no metabolismo das purinas. Nos humanos € encontrada,

principalmente, nos linfocitos e esta diretamente relacionada a atividade destas

36



Introducéo

células. Assim, em enfermidades em que ha maior participacdo de linfocitos,
como na TB pleural, a ADA geralmente € detectada em niveis elevados no liquido
pleural (KAISEMANN et al., 2004).

Diversos estudos pesquisaram a ADA em amostras de liquido pleural e, até
o momento, duas meta-analises foram publicadas (GREGO et al., 2003; LIANG et
al., 2008). O ultimo trabalho analisou 63 estudos e verificou uma sensibilidade de
47% a 100% (média de 92% - Intervalo de confianga de 95% - IC — 90%-93%) e
especificidade de 41% a 100% (média de 90% - IC 95%, 89%-91%) (LIANG et al.,
2008). Em outra recente meta-analise foram avaliados 25 estudos, todos
realizados no Brasil e, encontrou-se uma sensibilidade de 91,8% (IC 95%, 89,8%-
93,6%) e especificidade de 88,4% (IC 95%, 86,0%-90,5%) (MORISSON &
NEVES, 2008). Estes estudos concluiram que apesar das diferengas
encontradas, a ADA possui uma alta acuracia no diagndstico de TB pleural,

principalmente em pacientes jovens e em paises com alta prevaléncia de TB.

No entanto, em outras doengas que produzem derrame pleural com
predominio de linfécitos, como a artrite reumatdide, carcinoma broncoalveolar,
linfoma, LES, pneumonia por Mpycoplasma ou Chlamydia, mononucleose,
histoplasmose e empiema, também podem apresentar niveis elevados de ADA
(WONG, 2005; GOPI et al., 2007). A especificidade do exame aumenta quando se
dosa a fracao ADA-2, pois esta isoenzima é produzida somente por macrofagos.
Entretanto, na pratica, quando se comparam os resultados dos testes de ADA-2
com ADA total, ndo se observa diferenca significativa (KAISEMANN et al., 2004).
Desta forma, mesmo com um valor de ADA elevado, sugerindo TB pleural, deve
ser sempre avaliada a historia clinica do paciente, a analise de imagem e a
evolugao clinica, para que outras doengas possam ser afastadas (SEISCENTO et
al., 2006).

Embora este seja um método bastante estudado, ainda nao foi definido um
valor de corte universal que possa ser adotado como referéncia para a ADA no
liquido pleural. Existe uma ampla faixa de variagao dos resultados entre diferentes
paises e até mesmo entre servigos diferentes de uma mesma regido. Assim, o
valor de referéncia para um teste diagnéstico de TB pleural, baseado na dosagem

da ADA, deve ser regionalizado de acordo com as diferencas de prevaléncia da
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TB e de outras doencgas entre os pacientes com derrame pleural (KAISEMANN et
al., 2004). As Diretrizes Brasileiras para TB indicam que com base nos estudos
até o momento, o valor discriminatério da dosagem de ADA deve ser de 40 U/L e,
recomendam que a dosagem seja realizada pelo método colorimétrico descrito
por Giusti (BRASIL, 2004).

1.4.3.6 Interferon-y

O interferon-y (INF-y) € uma citocina liberada pela ativagao dos linfécitos T
que é capaz de aumentar a atividade microbicida dos macréfagos, além de
também estar envolvida na formacdo do granuloma. Varios estudos vém
investigando a utilidade do INF-y no diagndstico de TB pleural, sendo este dosado
através das técnicas de ELISA (Imunoensaio enzimatico) ou RIA
(Radioimunoensaio) (VALDES et al., 2003).

Duas meta-analises, publicadas em 2003 e 2007, que analisaram 13 e 22
trabalhos respectivamente, avaliaram a dosagem de INF-y no liquido pleural. O
ultimo estudo verificou uma sensibilidade de 64 a 100% (média de 89% - IC 95%,
87%-91%) e uma especificidade de 86 a 100% (média de 97% - IC 95%, 96%-
98%). Assim, tem-se observado que o INF-y pode ser uma ferramenta util no
diagnéstico de TB pleural, mas deve ser interpretado juntamente com os dados
clinicos e os métodos convencionais (GREGO et al., 2003; JIANG et al., 2007).

O rendimento do INF-y tem se mostrado semelhante ao da dosagem da
ADA no liquido pleural, no entanto, o seu custo € mais elevado e assim nao é
recomendado o uso rotineiro de INF-y na pratica clinica atual (SEISCENTO et al.,,
2006). Além disso, outras doengas também podem apresentar niveis elevados de

INF-y, tais como neoplasias hematologicas e empiema (GOPI et al., 2007).

Recentemente, estdo disponiveis no mercado testes comerciais, como 0
ELISPOT e o QuantiFERON-TB, que baseiam-se na detecgao de INF-y liberado
in vitro (SINGH & ESPITIA, 2007). Normalmente, estes testes sao utilizados
apenas em amostras de sangue, mas um recente estudo analisou amostras de
sangue e liquido pleural com o teste ELISPOT. Neste estudo, observou-se uma

elevada sensibilidade em ambas as amostras, de 90% para o sangue e 95% para
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o liquido pleural, mas baixa especificidade, de 67 e 76% respectivamente (LOSI et
al., 2007).

1.4.3.7 Exame histopatologico

O exame histopatolégico do fragmento de pleura esta indicado em todo
derrame pleural exsudativo que permanecer com etiologia desconhecida
(BRASIL, 2004). A morfologia da lesdo causada pela micobactéria pode ser de
um granuloma completo ou incompleto, este Uultimo sem caseificagdo. A
observagao de um bacilo em uma amostra histoldgica de um granuloma de 1 cm?®
indica a existéncia, de pelo menos, 2.000 bacilos no interior do granuloma
(SEISCENTO et al., 2006).

Desde que foi descrito até os dias atuais, a analise da bidpsia continua
sendo o teste diagndstico mais sensivel para a TB pleural (GOPI et al., 2007).
Contudo, alguns estudos indicam que a sensibilidade do histopatolégico nao
ultrapassa 85%, pois em pacientes com diabetes ou imunocomprometidos, pode
ocorrer a perda de fungao dos linfocitos, resultando em auséncia na formacgao do

granuloma, e assim dificultando o diagnédstico (SEISCENTO et al., 2006).

Embora outras condi¢gdes, como sarcoidose, presenca de fungos e artrite
reumatdide também sejam granulomatosas, a demonstragéo de granulomas, com
ou sem necrose de caseificacdo, € normalmente considerada compativel com TB,
pois esta é a responsavel por mais de 95% dos casos de granuloma pleural
(SEISCENTO et al.,, 2006). Assim, em areas com alta prevaléncia de TB e na
auséncia de diagndstico bacteriolégico, quando o granuloma na pleura é
encontrado em paciente com quadro clinico sugestivo de TB e descartadas outras
doencgas, recomenda-se que tratamento com farmacos anti-TB seja instituido
(BRASIL, 2004).

1.4.3.8 Outros marcadores

Novos testes e biomarcadores vém sendo avaliados para o diagnostico de
TB pleural, tais como: Lisozima, Neopterina, Leptina, Fibronectina, Interleucina

(IL-2), resposta de células T a ESAT-6 (“6 kDa early secretory antigenic target”) e
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CFP-10 (“culture filtrate protein 10”), deteccao de anticorpos (utilizando diferentes
antigenos, como MPT-64, TBGL, MT-10.3). Contudo, de forma geral ainda
existem poucos dados para definir o valor diagndstico destes novos marcadores
(TRAJMAN et al., 2008).

1.5 Diagnostico de tuberculose pleural por métodos de biologia molecular

Como resultado das limitagdes dos métodos convencionais para o
diagnéstico de TB, os testes de AAN vém sendo desenvolvidos para detecgao de
M. tuberculosis diretamente de amostras clinicas. Muitos estudos ja foram
realizados e esses testes parecem ser uma alternativa promissora para um rapido
e acurado diagnostico de TB. Estas técnicas baseiam-se na amplificacdo de
regides especificas de DNA ou RNA do agente infeccioso e, possuem as
vantagens de amplificar pequenas quantidades de acidos nucléicos e de obter
resultados em apenas algumas horas (DINNES et al, 2007; TORTOLI &
PALOMINO, 2007; PAI & LING, 2008).

Os testes de AAN sao classificados em comercias, que utilizam kits ja
padronizados por empresas, ou “in house”, que sao padronizados nos diversos
laboratérios de pesquisa. Estas técnicas utilizam protocolos que diferem entre si,
pelo método de extracdo dos acidos nucléicos possivelmente presentes na
amostra clinica, pela sequéncia alvo e técnica de amplificacdo utilizada, e pela
deteccao dos produtos amplificados (FLORES et al., 2005).

1.5.1 Extracao de acidos nucléicos

O método utilizado para extrair os acidos nucléicos presentes na amostra
clinica € um fator importante, pois pode influenciar na acuracia das técnicas de
amplificagdo. Nos diferentes métodos utilizados, a primeira etapa consiste em
romper a célula bacteriana, com posterior liberagdo do DNA de seu interior. Varios
protocolos vém sendo avaliados para a lise da parede celular das micobactérias,

incluindo a utilizacdo de detergentes, enzimas proteoliticas, rompimento por
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processos mecanicos e elevadas temperaturas. Estes meétodos podem ser

utilizados isolados ou em varias combinagdes (ALDOUS et al., 2005).

A segunda etapa consiste em purificar o DNA, removendo substancias
usualmente encontradas em materiais clinicos, que podem atuar como inibidores
no processo subsequente de amplificagcdo. Os métodos descritos na literatura
variam, desde utilizar o DNA sem qualquer tratamento especifico (KOGACOZ et
al.,, 1993), até adicionar substancias capazes de purificar o DNA como fenol-
cloroformio (HERMANS et al., 1990a; WILSON et al., 1993; NOLTE et al., 1993)
ou particulas de silica (BOOM et al., 1990; ANDERSEN et al., 1993; WILSON et
al., 1993; ROSSETTI et al., 1997).

Além dos protocolos desenvolvidos por diferentes laboratérios, também
estdo disponiveis no mercado diversos kits para extragcdo. Os testes comerciais
de AAN ja possuem extragdes padronizadas, sendo que cada sistema possui a
sua propria estratégia, utilizando principalmente sonicagdo ou tratamento com
temperatura (TORTOLI & PALOMINO, 2007).

1.5.2 Regiao alvo para amplificagao

Nas técnicas de AAN, a escolha da regiao do genoma a ser amplificada é
importante para definir a especificidade da técnica. Uma das regides mais
utilizadas é a sequéncia de insercao 1S6770 (TORTOLI & PALOMINO, 2007).
Esta sequéncia, também nomeada previamente de 1S986, além de ser especifica
para o complexo M.tuberculosis, esta presente em multiplas cépias (de 4 a 20 em
95% das linhagens de M. tuberculosis), possuindo assim, um potencial para
aumentar a sensibilidade (EISENACH et al., 1990; THIERRY et al., 1990;
HERMANS et al., 1990b). Outras regides amplamente utilizadas incluem o gene
que codifica uma proteina “heat-shock” de 65 kDa, o gene que codifica uma
proteina de fusao de 126 kDa, e fragmentos de DNA que codificam uma regidao do
gene do RNA ribossomal (rRNA) 16S. Todas estas estdo presentes como copia
unica no genoma do complexo M. tuberculosis (TORTOLI & PALOMINO, 2007).
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1.5.3 Métodos de amplificagao

Para a amplificacdo dos acidos nucléicos podem ser utilizados diferentes
métodos de amplificacdo, os principais sdo: PCR, amplificagdo mediada por
transcricdo, amplificacdo por deslocamento de fita e reagcdo em cadeia da ligase
(TORTOLI & PALOMINO, 2007).

A PCR é o método de amplificagdo mais conhecido e amplamente utilizado
(PAI & LING, 2008). A técnica, desenvolvida por Kary Mullis e colaboradores em
1985, baseia-se na sintese de uma nova fita complementar ao DNA alvo. Assim,
para que a reagao ocorra € necessario, além do DNA alvo, a utilizagdo da enzima
DNA polimerase, de um par de oligonucleotideos iniciadores (“‘primers”), dos
quatro nucleotideos que compdem o DNA (deoxinucleosideos trifosfato: dATP,
dTTP, dGTP, dCTP) e de um tampao de reacdo. A reagado possui trés etapas
(desnaturacao, anelamento e extensado) que ocorrem em repetidos ciclos com

diferentes temperaturas (SAIKI et al., 1985).

1.5.4 Deteccao dos fragmentos amplificados

Os produtos amplificados podem ser detectados apenas pela visualizagcao
em luz ultravioleta (UV) de um gel apos eletroforese, ou pela hibridizagdo dos
fragmentos amplificados com uma sonda (oligonucleotideo) especifica (IEVEN &
GOOSSENS, 1997).

No caso da deteccéo pela hibridizagdo, esta pode ser realizada utilizando
substancias que sao incorporadas as moléculas de DNA, tais como a biotina
(ANDERSEN et al., 1993) e a digoxigenina (KOLK et al, 1992). Estas
proporcionam um manuseio mais facil e acessivel que a utilizacdo de marcadores
radioativos, muito utilizados antigamente. A hibridizacdo com estes marcadores
pode ser detectada com estreptavidina ou anticorpos anti-digoxigenina ligados a
uma enzima (normalmente fosfatase alcalina ou peroxidase). A reacao entre o
substrato com a enzima produz luminescéncia detectavel em filmes de raio-X
(KOLK et al., 1992) ou coloragao que pode ser apenas visualizada, ou medida em
espectrofotometro (CHO et al, 1995; KOX et al, 1996). Estas etapas de

hibridizagdo podem ser realizadas em membranas de nailon ou nitrocelulose em
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experimentos de "Southern blotting" (KOLK et al., 1992; ANDERSEN et al., 1993;
SPERHACKE et al., 2004) ou em microplacas (WILSON et al., 1993; CHO et al.,
1995; KOX et al., 1996; ROSSI et al., 2000).

1.5.5 Métodos comerciais

Atualmente, existem no mercado alguns métodos comerciais de AAN para
o diagnéstico de TB, mas apenas trés estdo amplamente difundidos e validados
por estudos internacionais. No Brasil, estdo disponiveis os dois kits aprovados
pelo organismo norte americano de controle e regulamentacdo “Food and Drug
Administration” (FDA), sendo estes o Amplified MTD (Gen-Probe, San Diego, CA)
e o Amplicor MTB Test (Roche Molecular Systems, Basel, Switzerland). O sistema
BD ProbeTec ET (Becton Dickinson, Sparks, MD), que utiliza uma amplificacao
por deslocamento de fita para produzir multiplas cépias de IS67170, ainda nao foi
aprovado pelo FDA (TORTOLI & PALOMINO, 2007).

O teste Amplified MTD ¢é baseado no sistema de amplificagcdo mediado por
transcricdo reversa e utiliza o 16S (rRNA) como alvo da detecgado. Isto,
teoricamente, poderia tornar a técnica mais sensivel, devido ao alto numero de
rRNA presente em cada célula da bactéria (aproximadamente 2.000 cépias). Os
produtos amplificados sao detectados por uma sonda de DNA, marcada com uma
molécula quimioluminescente. O procedimento pode ser realizado em duas horas
e 30 minutos (min). Este sistema é aprovado para utilizacdo em amostras
pulmonares com baciloscopia positiva e negativa, porém nao disponibiliza
controle interno para monitorar a presenca de inibidores (TORTOLI & PALOMINO,
2007).

O teste Amplicor baseia-se em uma PCR e o DNA da micobactéria é
amplificado com “primers” especificos da regidao do gene que codifica o rRNA
16S. Os produtos amplificados hibridizam com uma sonda e sdo reconhecidos por
um conjugado formado de avidina-peroxidase. Os produtos desta ligagdo sao
entdo detectados pela coloragao que € produzida quando a peroxidase reage com
0 seu substrato. Neste teste, os resultados falsos positivos, produzidos por
contaminagdes com amplicons, podem ser reduzidos pelo uso de dUTP e a uracil-

N-glicosilase, além disso, possiveis inibicdes podem ser detectadas com o uso de
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um controle interno. O teste pode ser desenvolvido em seis a sete horas. Este
sistema é aprovado somente para a utilizagdo em amostras clinicas pulmonares
com baciloscopia positiva (TORTOLI & PALOMINO, 2007).

Mesmo ndo sendo aprovados para a utilizagdgo em amostras
extrapulmonares, varios estudos avaliaram a acuracia destes métodos comerciais
no diagnoéstico da TB pleural. Em uma meta-analise foram avaliados quatro
estudos que utilizaram o teste Amplicor e seis estudos que utilizaram o teste
Amplified MTD, todos testados em amostras de liquido pleural. Os estudos
apresentaram uma elevada especificidade, de aproximadamente 95 a 100%
(média de 98% - IC 95%, 96%-98%), mas em contraste a sensibilidade foi baixa e
bastante heterogénea, pois variou de 20% a 100% (média de 62% - IC 95%, 43%-
77%). Esta meta-andlise concluiu que os métodos comerciais possuem um
potencial para confirmar a TB pleural, mas devido a variavel sensibilidade n&o

devem ser usados para excluir a doenga (PAI et al., 2004).

Outros dois trabalhos, mais recentes, também avaliaram o potencial
diagnédstico do teste Amplicor utilizando amostras de liquido pleural. Em um
destes estudos, foram analisadas 111 amostras, 57 de TB pleural. A
especificidade encontrada foi alta (98%), mas a sensibilidade foi de apenas
17,5%, assim o teste mostrou-se menos sensivel que a cultura, que apresentou
uma sensibilidade de 24,6%. Dividindo os pacientes em grupos, de acordo com
resultados de baciloscopia, cultura e exame histopatoldgico da bidpsia, os autores
concluiram que a sensibilidade é altamente dependente da concentragdo de
bacilos (MOON et al., 2005). Em outro estudo foram analisadas 512 amostras de
liquido pleural, mas apenas 25 amostras de pacientes com TB pleural e,
encontrou-se uma sensibilidade de 68% e especificidade de 98,1% (MICHOS et
al., 2006).

Utilizando amostras de fragmentos pleurais, um estudo analisou 74
amostras (em parafina) com o teste comercial Amplified MTD. Baseando-se nos
resultados histopatolégicos e de cultura, foi observado que 57 eram de pacientes
com TB e pelo teste de AAN encontraram uma sensibilidade de 52,6% e
especificidade de 100% (RUIZ-MANZANO et al., 2000).
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1.5.6 Métodos “in house”

Os ensaios padronizados em laboratérios sdo comumente utilizados nos
paises em desenvolvimento, pois os kits comerciais possuem um elevado custo.
Os métodos “in house” possuem protocolos bastante diversos, mas de forma
geral, a amplificacdo por PCR e a regidao alvo 1IS67110 sao as estratégias mais
utilizadas. Uma das grandes diferengas entre os protocolos € o método de
deteccao dos produtos amplificados (FLORES et al., 2005).

Em uma meta-analise, avaliando o diagnostico de TB pleural pelos
métodos de AAN, foram analisados 26 estudos que utilizaram metodologias “in-
house” em amostras de liquido pleural. Neste estudo, observou-se que estes
testes sdo muito heterogéneos, pois tanto a sensibilidade (20% a 100%) como a
especificidade (53% a 100%) apresentaram grande variagcao (PAIl et al., 2004).
Outra recente meta-analise, avaliou 20 estudos de técnicas “in-house” e também
observou esta grande diferenca na sensibilidade e especificidade. No entanto,
mostrou que a especificidade é relativamente maior (89%) quando os testes
utilizam a sequéncia alvo IS67170 (DINNES et al., 2007).

Ambos os estudos concluiram que os testes de AAN ndo podem ser
substituidos pelos testes convencionais, mas precisam ser interpretados em
paralelo com os achados clinicos e os resultados de outros testes diagndsticos.
Assim, devido principalmente a esta elevada heterogeneidade encontrada, a
aplicabilidade clinica dos testes “in-house” ainda nao esta clara (PAI et al., 2004;
DINNES et al., 2007). PAI et al. (2004) relataram que esta heterogeneidade esta
significativamente relacionada ao tipo de estudo utilizado (transversal ou caso
controle) e a sequéncia alvo utilizada para amplificagdo. Ja DINNES et al. (2007)
relataram que a heterogeneidade esta correlacionada ao local em que o estudo foi

realizado (laboratdério ou hospital) e a utilizagcdo de cegamento nas analises.

Na Tabela 1 estdo listados varios estudos que utilizaram métodos “in-
house” com amplificagao por PCR e com “primers” da regiao 1IS6770 em amostras
de liquido pleural. Podem ser observados o numero de amostras analisadas, a
referéncia padrao de diagnéstico utilizada e as respectivas sensibilidades (S) e

especificidades (E).
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Tabela 1 — Estudos realizados para o diagndstico de tuberculose pleural

utilizando métodos “in-house” com amplificacdo por PCR e regido alvo IS6770 em

amostras de liquido pleural.

Referéncia N de Referéncia padrao S E

amostras de diagnéstico

testadas

(com TB/

sem TB)
LASSENCE et al. (1992) 15/10 Cultura / biopsia 60% 100%
QUEROL et al. (1995) 21/86 Cultura / biopsia 81% 98%
CHAN et al. (1996) 25/76 Cultura 44% 99%
MANGIAPAN et al. (1996) 17/25 Cultura / biopsia 76% 100%
TAN et al. (1997) 16/49 Cultura / clinico 100% 88%
VILLENA et al. (1998) 33/98 Cultura / biopsia 42% 99%
ALMEDA et al. (2000) 9/16 Cultura / clinico 89% 100%
PARANDAMAN et al. (2000) 30/20 Baciloscopia / cultura  100% 70%
PORTILLO-GOMEZ et al. (2000) 17/56 Cultura / biopsia 94% 100%
VILLEGAS et al. (2000) 42/70 Cultura / biopsia 74% 90%
GUNISHA et al. (2001) 4/26 Cultura 25% 96%
LIMA et al. (2003) 45/13 Cultura / biopsia 31% 97%
CHAKRAVORTY et al. (2005) 53/16 Cultura / biopsia 755%  94%
ANIE et al. (2007) 69/71 Cultura / clinico 87% 93%
LIU et al. (2007) 53/110 Cultura / biopsia 43%  95,5%
TRAJMAN et al. (2007) 78127 Cultura / biopsia / 82% 85%

clinico

S= sensibilidade / E = especificidade
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O uso combinado da técnica de PCR com outros métodos de diagndstico
também ja foi avaliado. Estudos avaliaram a associacdo de PCR com ADA
(VILLEGAS et al., 2000; LIMA et al., 2003) ou de PCR com INF-y (VILLEGAS et
al., 2000), ambos testados em amostras de liquido pleural e, observaram que a
sensibilidade aumentou quando comparada com as técnicas isoladas. Outro
estudo observou que a associacdo de uma técnica de PCR “in house” com
métodos convencionais também aumentou a sensibilidade do diagndstico. A
técnica de PCR foi realizada em amostras de liquido pleural e isoladamente
mostrou uma sensibilidade de 44,4%. Quando combinada com a cultura do liquido
pleural a sensibilidade aumentou para 51,9% e a maior sensibilidade encontrada
foi entre a associagao da PCR com o histopatolégico da biépsia pleural (70,3%)
(LIU et al., 2007).

Amostras de fragmentos de pleura sdo menos utilizadas pelas técnicas de
amplificagdo do que o liquido pleural, mas alguns estudos mostraram bons
resultados. TAKAGI et al. (1998) utilizaram a técnica de PCR com a regidao alvo
IS671710 e analisaram 47 amostras de fragmentos de pleura, 19 com TB pleural.
Comparando com os resultados histopatolégicos e clinicos encontraram uma
sensibilidade de 89% e especificidade de 100%. HASANEEN et al. (2003)
analisaram 45 amostras de fragmentos pleurais, 26 com TB pleural, também por
PCR (IS6110). Utilizando a cultura e o exame histopatolégico como referéncias,

encontraram uma sensibilidade de 90% e especificidade de 100%.

Baseando-se nas hipdteses de que os macréfagos que migram para as
areas inflamatérias podem retornar ao sangue com os bacilos fagocitados, ou
ainda, que os bacilos podem escapar dos alvéolos para o sangue, alguns estudos
foram realizados com o objetivo de detectar M. tuberculosis por PCR em amostras
de sangue. Para a extracdo de DNA, estes estudos utilizaram amostras de
sangue total ou a camada de leucécitos. A sensibilidade encontrada variou de
24% a 44% para pacientes com TB pulmonar e imunocompetentes (ROLFS et al.,
1995; FOLGUEIRA et al., 1996; AHMED et al., 1998; TACI et al., 2003).

No entanto, em pacientes vivendo com HIV/Aids, esta sensibilidade pode
ser maior (82%), pois alguns achados sugerem que a redugdo das células CD4

parece ter um importante papel na disseminagcdo hematogénica do bacilo,
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principalmente em pacientes com menos de 200 células/uL (FOLGUEIRA et al,,
1996). Especificamente para o diagndstico de TB pleural, ndo foram encontrados
dados publicados analisando a acuracia da deteccao de M.tuberculosis por PCR

em amostras de sangue.

1.5.6.1 Hibridizagao em microplaca

Para as técnicas de hibridizacdo em microplaca, a PCR é realizada com
“primers” biotinilados e os produtos amplificados biotinilados ligam-se a uma
sonda previamente fixada na microplaca. Além de possuir um protocolo simples, o
que torna adequada a sua utilizagdo em rotinas de laboratério, esta técnica
permite que o sinal da hibridizagdo seja mensurado por densidade 6ptica (DO).
Assim, apoés ser definido um valor de corte (“cut-off’), pode ser realizada uma
distincao clara entre os resultados positivos e negativos (YAM et al., 2004). Outra
vantagem € que a técnica de hibridizagado pode ser 10 vezes mais sensivel que a

deteccéao por eletroforese em gel (KOX et al., 1996).

Alguns estudos utilizaram a hibridizacdo em microplaca para a deteccéo de
M. tuberculosis diretamente de amostras clinicas e observaram resultados
promissores (CHO et al.,, 1995; KOX et al., 1996; YAM et al., 2004), contudo,
poucos estudos avaliaram esta técnica para o diagndéstico da TB pleural. KOX et
al. (1996) analisaram 172 amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares,
destas 48 eram liquidos pleurais, porém este trabalho ndo apresentou os
resultados obtidos pelo tipo de amostra e n&o calculou a acuracia do teste. YAM
et al. (2004) analisaram 659 amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares,
mas somente 17 liquidos pleurais. Os resultados também nao foram
apresentados pelo tipo de amostra e assim, de forma geral, encontraram uma

sensibilidade de 97% e uma especificidade de 100%.

1.5.7 PCR em tempo real

Para realizar a detecgdao dos produtos amplificados por uma PCR
convencional, € necessario esperar o término da reagdo. Entretanto, esta

tecnologia da PCR foi aprimorada para uma deteccdo no momento em que a
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reacao esta ocorrendo, sendo que a amplificacdo e a deteccdo ocorrem no
mesmo tubo (PARASHAR et al., 2006). Esta técnica é conhecida como PCR em
tempo real e, devido a combinagdo de excelente acuracia, baixo risco de
contaminagao, protocolos simples e rapidez, vem sendo utilizada como uma

alternativa para a PCR convencional (ESPY et al., 2006).

Atualmente, existe uma variedade de equipamentos para PCR em tempo
real disponiveis no mercado. Cada equipamento possui as suas caracteristicas
quanto ao método de deteccao utilizado, 0 numero maximo de amostras por
corrida, o volume maximo de reagao e o tempo médio de cada corrida. O método
de deteccao pode variar em cada equipamento e, de forma geral as metodologias
mais utilizadas envolvem moléculas que emitem fluorescéncia (ESPY et al,
2006).

Sistemas como “TagMan” e “Molecular beacons” utilizam sondas que
hibridizam especificamente na regiao interna do produto da PCR formado e, por
possuirem moléculas fluorescentes ligadas a esta sonda, emitem um sinal de
fluorescéncia. O sistema “Sybr Green” utiliza uma molécula fluorescente, que
possui uma fluorescéncia nado detectavel quando esta na sua forma livre, mas
quando se liga ao DNA fita dupla emite um sinal que é detectado pelo
equipamento. Este sistema possui a vantagem de nao precisar de um par de
“primers” especificos para esta metodologia e nao utiliza sonda, possuindo assim

um custo mais acessivel que outros sistemas (PARASHAR et al., 2006).

Ao utilizar o sistema “Sybr Green”, o equipamento da PCR em tempo real
permite que seja realizada uma curva de dissociagdao. Com esta curva pode ser
analisada a temperatura (Tm) na qual metade do fragmento amplificado esta
dissociado (ou seja, em fita simples). Assim, baseando-se na quantidade de G+C
e no tamanho dos fragmentos, € possivel identificar se fragmentos inespecificos

(como dimeros de “primers”) estdo sendo amplificados (ESPY et al., 2006).

A técnica de PCR em tempo real vem sendo utilizada em amostras de TB,
para diferentes finalidades; pode ser aplicada na quantificagdo da concentragao
bacilar, principalmente para o monitoramento do tratamento (DESJARDIN et al,,
1998; DESJARDIN et al., 1999; HELLYER et al, 1999), na detecgdo de
resisténcia aos farmacos (TORRES et al., 2000; VIEDMA et al., 2002; VAN
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DOORN et al., 2003; MARIN et al., 2004; WADA et al., 2004) e na identificacdo de
espécies de Mycobacterium (LACHNIK et al., 2002; SHRESTHA et al., 2003; LIM
et al., 2008).

A deteccao de M. tuberculosis por PCR em tempo real, com a finalidade de
diagnostico, esta sendo avaliada para diferentes formas de TB, tais como;
pulmonar (LEMAITRE et al., 2004; BURGRAFF et al., 2005; HILLEMANN et al.,
2006; POUNDER et al., 2006; DROUILLON et al., 2007; KIBIKI et al., 2007),
ganglionar (VAN COPPENRAET et al., 2004), 6ssea (KOBAYASHI et al., 2006),
meningea (TAKAHASHI & NAKAYAMA, 2006) e extrapulmonar de forma geral
(LEMAITRE et al., 2004; BURGRAFF et al., 2005; POUNDER et al., 2006).

Para o diagnostico de TB pleural, entretanto, poucos estudos utilizando
PCR em tempo real foram realizados até o momento. LEMAITRE et al. (2004)
analisaram 24 amostras extrapulmonares, mas apenas trés de liquido pleural.
BURGRAFF et al. (2005) analisaram 38 amostras extrapulmonares, mas
nenhuma relacionada a TB pleural. POUNDER et al. (2006) analisaram sete

amostras extrapulmonares, mas sem especificar de qual natureza.

Em um estudo utilizando amostras de bidpsia, foram comparados um kit de
PCR em tempo real e uma PCR convencional “in-house” para deteccdo de
M.tuberculosis. Foram testadas 48 amostras de tecido pulmonar em parafina e,
concluiu-se que a PCR em tempo real foi mais sensivel (66,7%) do que a PCR
tradicional (33,3%) (HILLEMAN et al., 2006).

1.5.8 Resultados falso-positivos e falso-negativos

Para que a técnica de PCR seja executada com sucesso no diagnostico de
doencgas, precaugdes rigorosas sao essenciais e devem ser adotadas a fim de
evitar resultados falso-positivos e falso-negativos. E necessaria a utilizacdo de
controles em todas as etapas do processo, para confirmar a obtengao adequada
do DNA da amostra clinica, a eficacia da reacdo de PCR e a auséncia de
contaminagao cruzada com produto de M. tuberculosis nos reagentes (BARNES &
BARROWS, 1993, NOORDHOEK et al., 1996).
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Os resultados falso-positivos ocorrem, principalmente, devido a
contaminagao no ambiente de trabalho com produtos prévios da PCR (amplicons)
(VALENTINE-THON, 2002). No entanto, alguns procedimentos sao utilizados para
controlar este problema, tais como modificar os amplicons com radiagao UV ou
fotoquimicamente (CIMINO et al., 1990), isolamento fisico de todas as etapas do
processo e a autoclavagem dos reagentes (KWOK & HIGUCHI, 1989;
NOORDHOEK et al., 1996).

Resultados falso-negativos podem estar relacionados as pequenas
quantidades de amostra clinica para o isolamento do DNA, a pequena quantidade
de bacilos presentes nas amostras e a presenga de substancias que inibem a
DNA polimerase, como heparina, hemoglobina, etanol, fenol, dodecil sulfato de
sodio (SDS), acido etilenodiaminotetracético sal sédico (EDTA) e acetato de sédio
(VALENTINE-THON, 2002). Assim, € aconselhado o uso de um controle interno
para verificar a possivel inibicdo da reagcdo de amplificagdo. Um dos controles
internos mais utilizados € um plasmideo que contém uma sequéncia similar, mas
nao idéntica a sequéncia alvo. Ambas as seqléncias podem ser amplificadas com
0 mesmo par de “primers”’, mas devido ao tamanho de cada uma é possivel
diferencia-las (BURGGRAF & OLGEMOLLER, 2004).

1.5.9 Recomendacgoes para utilizagao de novas tecnologias

A incidéncia global de TB continua a subir 1% a cada ano, assim devido a
necessidade de maiores mudancas, em 2006, a OMS publicou um Plano Global
(Global Plan to Stop TB: 2006-2015) no qual lista seis elementos para o melhor
controle da TB (WHO, 2006 a). Sabe-se que um rapido e acurado diagndstico é
critico para diminuir a transmissao, evitar casos mais graves da doencga e reduzir
a mortalidade devido a TB. Desta forma, o desenvolvimento de novos testes
diagnodsticos faz parte destes seis elementos e € uma das prioridades da OMS
(WHO, 2006 b).

Com esta finalidade, a OMS estimula parcerias publicas e privadas para a
pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias. O objetivo é que estes testes
diagnédsticos atendam aos pacientes com tuberculose pulmonar ativa, para

diminuir o risco de transmissao da doenca. No entanto, estudos de novos testes
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diagndsticos para a TB extrapulmonar também sao incentivados, devido as
limitacbes dos métodos convencionais e ao aumento da mortalidade nos casos
nao diagnosticados e tratados (WHO, 2006 b).

Contudo, mesmo incentivando novos testes diagndsticos, atualmente,
existe um consenso da utilizagdo destes testes com cautela. A utilidade clinica
dos testes de AAN tem sido discutida e “Centers for Disease Control and
Prevention” (CDC) publicou recomendacgdes para a interpretacao dos resultados,
porém apenas para a TB pulmonar. De forma geral, sugere-se que quando a
baciloscopia e os testes de AAN discordarem, as evidéncias clinicas devem ser

consideradas e os testes devem ser repetidos (ATS, 2000).

Com base nestes dados, o Il Consenso Brasileiro de Tuberculose nao
recomenda, no momento, a técnica de PCR na rotina diagnéstica de TB. No
entanto, afirma que ela podera ser utilizada em laboratérios de referéncia,
principalmente naqueles casos que demandarem diagnostico rapido,
considerando-se as caracteristicas da populacdo estudada, antes da decisao
diagndstica final (BRASIL, 2004).

No caso da TB pleural, devido as reconhecidas limitacbes dos testes
convencionais, novos testes vém sendo desenvolvidos e testados. Entretanto,
uma das maiores limitagoes destes estudos deve-se ao fato de que a TB pleural
nao possui um método diagnostico padrao-ouro, e assim, os resultados dos novos
testes podem ser influenciados pelo método de referéncia utilizado (PAI & LING,
2008). Atualmente, mesmo com suas limitacdes, o uso combinado dos métodos
convencionais é reconhecido como a melhor referéncia padrao para a avaliagao
da acuracia destes novos testes (TRAJMAN et al., 2008).

Os resultados dos diferentes estudos sugerem que os testes de AAN
podem contribuir para um diagnostico mais efetivo e em menos tempo da TB
pleural. No entanto, as evidéncias mostram que estes testes ndao podem ser
substituidos pelos métodos de diagnodsticos comumente utilizados. Eles devem
ser empregados e interpretados em conjunto com os testes convencionais e 0s
dados clinicos (PAI & LING, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Como descrito anteriormente, os sinais e sintomas da TB pleural e as
caracteristicas do liquido pleural sdo comuns a varias outras doencas
(TARANTINO, 2002). Aléem disso, os métodos tradicionais de diagndéstico sao
pouco acurados. Devido a estas dificuldades, na pratica clinica, o derrame pleural
com etiologia de TB € muitas vezes caracterizado como indeterminado, ou a TB
pleural é diagnosticada apenas por critérios clinicos (KAISERMANN et al., 2004).
Entretanto, isto pode resultar na auséncia de um tratamento especifico para a TB,

ou no uso equivocado de farmacos anti-TB (PAI & LING, 2008).

Assim, métodos alternativos para o diagnoéstico da TB pleural, como os
testes de AAN, vém sendo avaliados. Estudos mostram que a deteccao de DNA
de M. tuberculosis em amostras extrapulmonares, como o liquido pleural, tém
demonstrado uma alta variabilidade de resultados, dificultando uma avaliacao da
sua utilidade no diagnéstico de TB pleural (PAI et al., 2004). Apesar de existirem
testes moleculares comerciais para o diagndstico da doencga, o que poderia
minimizar esta variabilidade dos resultados, 0 seu emprego na rede de saude
publica é discutivel, principalmente, por questdes de custo e pelo fato de serem

aprovados apenas para a analise em amostras pulmonares.

Desta forma, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
contribuicdo de duas metodologias moleculares, ndo comerciais, no diagnostico
de TB pleural. Primeiramente, avaliou-se a hibridizacdo e deteccéo colorimétrica
em microplaca, que possui um protocolo simples e permite uma clara distingao
entre os resultados positivos e negativos. Posteriormente, utilizou-se a PCR em
tempo real, uma metodologia inovadora que possibilita uma amplificacdo e
deteccdo mais sensivel e em menor tempo. Sabe-se que para o diagndstico da
TB pleural frequentemente torna-se necessario a realizacdo de um procedimento
invasivo para a coleta das amostras, como a bidpsia pleural. Desta forma, como
alternativa para uma coleta menos invasiva, foi avaliada a contribuicdo da PCR
em tempo real quando utilizada em associagdo com a cultura, ambos os métodos
realizados no liquido pleural. Adicionalmente, devido a caracteristica paucibacilar
do liquido pleural também foi avaliada a contribuicdo de mais de um tipo de

amostra clinica do mesmo paciente para o diagnostico de TB pleural.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar a detecgao de DNA de M. tuberculosis
em diferentes amostras clinicas (liquido pleural, fragmento de pleura e soro) de
pacientes com suspeita de TB pleural e, comparar os resultados obtidos com o
diagndstico final para avaliar a contribuicdo dessa metodologia no diagnédstico de

TB pleural.

3.2 Objetivos especificos

e Utilizar uma metodologia de PCR “in house” e testar o protocolo de
hibridizacao e deteccao colorimétrica em microplaca para a amplificacéo de

DNA de M. tuberculosis em diferentes amostras clinicas;

* Padronizar e testar um protocolo de PCR em tempo real utilizando o
sistema “Sybr Green” para deteccdo de M. tuberculosis em diferentes

amostras clinicas;

* Calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e
valor preditivo negativo (VPN) da PCR em tempo real para cada tipo de

amostra;

* Realizar uma analise da PCR em tempo real em paralelo com cultura,
ambos realizados no liquido pleural, e calcular a sensibilidade, intervalo de

confianga (IC) e VPN da associagao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo descritivo transversal de avaliagdo de teste
diagndstico. A analise das amostras foi realizada com cegamento, ou seja, todos

os testes laboratoriais foram realizados sem conhecimento do diagnéstico.

4.2 Local do estudo

A coleta das amostras e os exames de bioquimica, citologia, baciloscopia,
cultura e histopatolégico foram realizados no Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As
amostras clinicas foram entdo encaminhadas ao Centro de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CDCT) da Fundagao Estadual de Produgédo e Pesquisa

em Saude (FEPPS) onde foram realizadas as técnicas moleculares.

4.3 Periodo do estudo e numero de amostras

A coleta das amostras foi realizada no periodo de janeiro de 2003 a julho
de 2005, sendo que durante este periodo 161 pacientes atenderam aos critérios

de inclusao para participar do estudo.

4.4 Populagao elegivel para o estudo

Foram elegiveis os pacientes com suspeita clinico-radiolégica de derrame
pleural liquido, encaminhados ao Setor de Métodos Especiais do Instituto de

Doencgas do Térax do HUCFF/UFRJ com objetivo de diagndstico.

4.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo os pacientes que atenderam aos seguintes

critérios no momento da coleta das amostras:
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. Apresentar condigdes clinicas para o procedimento de toracocentese e

bidpsia pleural (estabilidade hemodinamica e/ou Karnofski igual ou superior

a 50%) e, ser possivel realizar a coleta de liquido pleural.
Nao possuir histéria clinica de coagulopatia.

Nao ser portador de insuficiéncia cardiaca descompensada e/ou sindromes

edemigénicas (sindromes nefréticas, hepatotoxicas).

Nao estar utilizando esquema de tratamento para TB por mais de uma

semana nos ultimos trés meses, antes da coleta das amostras.
Nao ser gestante.
Idade acima de 18 anos.

Concordar em participar do estudo e assinar o termo de consentimento livre

e esclarecido (Apéndice 1).

4.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos das analises de acuracia dos testes diagnostico os

pacientes:

1.

Cujo diagnéstico final nao foi definido pela analise do liquido pleural e/ou
do fragmento de pleura e, que foram considerados indeterminados e
excluidos pela falta de informagdes para o seguimento clinico do seu

desfecho diagnéstico.

4.5 Coleta de dados

Apds prévio consentimento, foram coletadas informacdes através de

entrevista com todos os participantes do estudo. Os dados do instrumento de

coleta (Apéndice 2) foram armazenados em uma planilha do programa Excel.
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4.6 Critérios para o diagnoéstico

4.6.1 Critérios para o diagnodstico de tuberculose pleural (Padrao-ouro)

Os pacientes foram considerados com diagnéstico de TB pleural se

atenderam a um dos seguintes critérios:

1.

Diagnéstico confirmado de TB pleural: Presenga de baciloscopia positiva
e/ou cultura positiva para TB, no liquido pleural e/ou no fragmento pleural
e/ou no escarro induzido, e/ou identificacdo histopatolégica do granuloma,

associado ou nao a necrose caseosa.

Diagndstico presumptivo ou clinico: Quando o paciente estivesse com
suspeita clinica e radiolégica de TB pleural, mas os exames da
investigacdo foram todos inconclusivos e, que apresentou cura completa
do quadro clinico e radiolégico apds o tratamento exclusivo com o

esquema RHZ por trés meses.

4.6.2 Critérios para o diagnodstico de outras doencas

Nos pacientes que nao apresentaram diagndstico final de TB pleural,

outras doencgas foram confirmadas de acordo com os seguintes critérios:

1.

O diagndstico de infecgao respiratéria inespecifica viral ou bacteriana foi
realizado com base nos achados clinicos, radiograficos e laboratoriais,
associados com uma evolucao favoravel apds tratamento especifico com

antimicrobiano e/ou medidas de suporte clinico.

O diagnodstico de cancer de pulmao foi realizado a partir de exames

citologicos e estudos de anatomia patologica.

O diagndstico de sindrome edemigénica foi estabelecido se o derrame
pleural foi caracterizado como transudato através de parametros clinicos,
associados a avaliacao radiolodgica e ao diagndstico laboratorial diferencial
de acordo com os critérios de Light (LIGHT et al., 1972).

O diagnéstico de LES foi estabelecido através do teste de Fator Anti

Nuclear associado a sinais e sintomas compativeis com a doenca.

57



Materiais e Métodos

4.7 Coleta e processamento das amostras

Primeiramente foi realizada uma analise radioldgica, sendo adotado o
critério radiolégico quanto ao volume de liquido, para a classificacdo dos
derrames (TARANTINO, 2002). A toracocentese e bidpsia pleural fechada por
agulha de Cope foram realizadas segundo rotina do Servico de Pneumologia do
HUCFF/UFRJ, com as quais foram coletados aproximadamente 10 mL de liquido

pleural e oito fragmentos pleurais.

Os liquidos pleurais foram colocados em tubos apropriados, com citrato de
sédio 3,2% e, centrifugados por cinco minutos em uma velocidade de 3000
rotacbes por minuto (rpm). Apés o encaminhamento para os setores de
diagndstico, foram aliquotados 500 ulL do liquido pleural restante, em tubos
identificados e congelados em freezer a - 20°C. Os fragmentos pleurais também
foram encaminhados para os setores de diagnédstico e, os fragmentos restantes

foram armazenados em tubos identificados e congelados a - 20°C.

Foi coletado, de cada paciente, um frasco de 5 mL de sangue, em tubo
com ativador de coagulo e gel separador. Este tudo foi colocado em centrifuga
para separagdo do soro, durante cinco minutos a 3000 rpm. Com o soro foi
realizado o exame de proteinas totais e fragcdes, LDH e glicose. Apds, foram
aliquotados 500 uL em tubos apropriados, identificados e congelados em freezer
a - 20°C. O liquido pleural foi considerado como exsudato se atendeu um ou mais
dos critérios definidos por LIGHT (LIGHT et al, 1972; LIGHT, 1997).

Sempre que possivel, os pacientes foram submetidos a realizacdo de
escarro induzido. A inducao do escarro foi realizada através de nebulizagdo com

solugao salina a 3%.

4.8 Procedimentos laboratoriais

4.8.1.Testes bacteriolégicos

Uma aliquota de liquido pleural, dois fragmentos pleurais e o escarro
induzido (quando disponivel) foram encaminhados para o laboratério de

Micobacteriologia do HUCFF/UFRJ e submetidos a baciloscopia e cultura para
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micobactérias. A baciloscopia foi realizada pelo método de Ziehl-Neelsen e para a
cultura de micobactéria utilizou-se o meio LJ. As culturas positivas foram testadas,
por meétodos bioquimicos, para distinguir M. tuberculosis de outras micobactérias
nao tuberculosas. Todos os procedimentos foram realizados conforme Manual de
Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 1994).

4.8.2 Exame histopatolégico

Outra aliquota de liquido pleural e trés fragmentos pleurais também foram
encaminhados para o setor de Anatomia Patolégica. As amostras de fragmentos
pleurais foram coradas pelo método hematoxillina-eosina, para analise
histopatoldgica. As amostras de liquido pleural foram examinadas por citologia

para células malignas, pela técnica de Papanicolau.

4.8.3 Extracao de DNA das amostras clinicas

A extragao de DNA foi realizada conforme técnica adaptada de BOOM et
al. (1990), de acordo com o protocolo descrito no Apéndice 3. Para as extragdes
foi utilizado um controle negativo de extragcao (tubo contendo apenas o tampao TE
— Tris EDTA) e um controle positivo de extragcao (uma diluicao da linhagem H37Rv
de M. tuberculosis contendo 60 unidades formadoras de colénias — UFC). As
amostras de liquido pleural estavam disponiveis em duas aliquotas de 500 pL,

assim para estas amostras a extracao foi realizada em duplicata.

4.8.4 Amplificacao e detecgao por hibridizagao

4.8.4.1 “Primers” utilizados

A reacdo de amplificagdo foi realizada com “primers” descritos por
HERMANS et al. (1990 b). Os “primers” foram construidos com uma molécula de
biotina e o fragmento gerado foi de 245 pb. Na Tabela 2 estdo listados os

“primers” utilizados para amplificacdo do DNA de M. tuberculosis.
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Tabela 2 - “Primers”, sequéncia, regido alvo e posicdo no genoma de M.

tuberculosis utilizados para amplificacdo do DNA.

“Primers” Sequéncia (5’- 3’) Regiao alvo Posigao
INS-1 Biotinilado CGTGAGGGCATCGAGGTGGC IS67110 631-651
INS-2 Biotinilado GCGTAGGCGTCGGTGACAAA IS6110 856-875

4.8.4.2 Condi¢goes de amplificagao

A PCR foi realizada em um volume de 50 L, contendo 200 uM de cada
dNTPs; 5 uL de tampao 10X; 3 mM de MgCl,; 40 pmol de cada “primer” (INS-1 e
INS-2 biotinilados); 2,5 U da enzima Tagq DNA polimerase e 10 uyL de DNA
extraido das amostras clinicas. Todas as reacbes foram realizadas em um
aparelho termociclador (PTC 150 Mini Cycler, MJ Research, Watertown, MA,
USA), nas seguintes temperaturas e tempos: 35 ciclos de 94°C por 2 min, 68°C
por 2 min e 72°C por 2 min, de acordo com o padronizado por ROSSETTI et al.
(1997). Para cada corrida de amplificagao utilizou-se um controle negativo de
reacao (mix de PCR contendo agua) e um controle positivo (fragmento de 245 pb

da regido I1IS6110 clonado em um vetor pAMP-1).

4.8.4.3 Hibridizacao e detecgao colorimétrica em microplaca

Apds a amplificagdo, os fragmentos foram detectados em microplacas
(Nunc Immobilizer™ Amino Surface, Nunc A/S, Roskilde, Denmark), para isso
utilizou-se uma sonda complementar a uma regiao interna do produto amplificado
(de 747 a 764) com a seguinte sequéncia: TTTTTTTTTTGCCCGTCCCGCCGATCTC.
Esta sonda foi construida com amina e uma sequéncia poli T na regiao 5,

possibilitando assim a sua ligagao na microplaca.

A fixagao da sonda na microplaca, bem como a hibridizacao e a deteccao
foram realizadas de acordo com o descrito pelo fabricante das microplacas (Nunc
Tech Note, 1999, Nunc Immobilizer™ Amino Instruction Protocol, 2005), conforme
padronizado por MICHELON et al. (submetido a publicagdo). O protocolo de

hibridizagao e deteccao pode ser observado no Apéndice 4.
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4.8.4.4 Ponto de corte (“Cut-off”)

Para uma distingao entre os resultados positivos e negativos, um ponto de
corte (“cut-off’) foi previamente determinado por MICHELON et al. (submetido a
publicagdo). Ao analisar 120 amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares,
com resultados negativos na baciloscopia e na cultura, o valor de “cut-off” foi
determinado em 0,250. A zona cinza foi estabilizada entre 0,225 e 0,275. Desta
forma foram consideradas positivas apenas as amostras que obtiveram valor de

absorbancia acima de 0,250.

4.8.5 PCR em tempo real

4.8.5.1 “Primers” utilizados

A amplificagdo por PCR em tempo real foi realizada com os mesmo

“‘primers” descritos na Tabela 2.

4.8.5.2 Condigoes de amplificagao
A PCR foi realizada com o equipamento ABI Prism 7500 system (Applied

Biosystems, Foster City, Califérnia) e os produtos amplificados foram detectados
pelo marcador “SYBR Green I”. A reagao foi padronizada em um volume final de
20 pL, contendo 10 pL de “SYBR Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems)
(0.8X); 5 pmol de cada “primer’ (INS-1 e INS-2) e 5 yL de DNA extraido das
amostras clinicas. As condigdes de amplificagao foram: incubacéo inicial de 50°C
por 2 min e 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s e 68°C por 1
min. Um ciclo final de 95°C por 15 s, 60°C por 1 min e 95°C por 15 s foi
adicionada para gerar a curva de dissocia¢ao. Para cada corrida de amplificagao
utilizou-se um controle negativo de reagcdo (mix de PCR contendo agua) e um
controle positivo (fragmento de 245 pb da regido 1IS6770 clonado em um vetor
pAMP-1).
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4.8.5.3 Analise dos fragmentos amplificados

As curvas de amplificagao e dissociagao foram analisadas com o programa
7500 System SDS Software (Applied Biosystems). Para a analise da curva de
amplificagdo, que representa o sinal de fluorescéncia vs. o numero de ciclos
durante a PCR, utilizou-se os parametros “threshold” (nivel de fluorescéncia
detectavel) e “baseline” (limite pré-definido de ciclos de PCR) auto definidos pelo
equipamento. Desta forma, foi possivel determinar o Ct de cada amostra, ou seja,
o ciclo da PCR no qual o sinal de amplificagdo cruzou o “threshold”. A curva de
dissociacao foi utilizada para observar a possivel amplificacdo de produtos
inespecificos ou dimeros de “primers”. Nesta curva, para cada amostra, avaliou-
se a temperatura em que metade do produto amplificado estava dissociado (Tm).

Apenas foram consideradas positivas as amostras que apresentaram
amplificagdo (possuiam um Ct) e que obtiveram uma Tm igual a dos controles
positivos (88,8°C). As amostras de liquido pleural foram testadas em duplicata
pelo PCR em tempo real, quando os resultados da duplicata foram discordantes

realizou-se a triplicata do teste.

4.8.5.4 Sensibilidade analitica do teste

Para determinar o limite de deteccdo da PCR em tempo real foi realizada
uma suspensao de cultura da linhagem H37Rv de M. tuberculosis, com turvacéo
compativel com o tubo numero 1 da escala de McFarland e, a partir desta
realizou-se uma diluicdo seriada (de 1 a 10). Um volume de 100 uL de cada
diluicao foi semeado em meio LJ. Com este mesmo volume de cada diluigéo,
também foi realizada a extracdo de DNA, pelo método descrito anteriormente no
item 4.8.3 e posteriormente amplificado com o método padronizado de PCR em

tempo real.

4.8.6 Teste de inibicao da PCR

As amostras com resultados negativos na PCR foram testadas para a
presenga de inibidores. Para isto foi realizada uma PCR com o0s mesmos

“primers” descritos na tabela 2 e as mesmas condi¢gdes de amplificacdo descritas
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no item 4.8.4.2. No entanto, para cada amostra também foram adicionados 10 fg
de um controle interno (fragmento de 600 pb clonado em um vetor pAMP-1). Os
resultados foram observados apds eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado
com brometo de etideo e visualizado em luz UV (CORTEZ-HERRERA et al.,
2008).

4.9 Analise estatistica

A comparacao entre as frequéncias dos grupos foi realizada utilizando o
teste Chi-quadrado. Calculou-se a sensibilidade, especificidade, VPP e VPN dos
métodos diagndsticos, e para cada sensibilidade foi estimado o intervalo de
confianga (IC) de 95%. As analises em paralelo foram realizadas utilizando a
seguinte férmula: Sensibilidade (S) do método o com método g = S metodo A + S
método B - (S método A X S metodo 8) (MEDRONHO et al., 2006). O VPN para diferentes
prevaléncias foi realizado baseando-se em taxas descritas na literatura (VALDES
et al., 2003). As analises foram realizadas no programa estatistico SPSS verséao
12.0 (SPSS Ins. Chicago, IL, USA).

4.10 Consideracgoes éticas

Aos pacientes elegiveis foram dadas informagdes detalhadas sobre o
estudo e o0s que concordaram em participar assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1). O projeto referente a este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FEPPS de acordo com

o parecer numero 15/2006.
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4.11 Fluxograma do estudo e numero de amostras analisadas

Setor de Métodos Especiais do Instituto de Doengas do Térax do HUCFF/UFRJ

Numero de pacientes que atenderam os critérios de inclusdo = 161

Numeros de pacientes incluidos na avaliagao dos testes diagndsticos = 148

i l

Coleta das amostras clinicas Entrevista e coleta de dados

Analise bioquimica e

> Soro citologia

\

Citologia para células

> Liquido pleural malignas

~

—> Fragmento pleural —»

Amostras enviadas ao CDCT/FEPPS

v

Extracdo de DNA

v v

Baciloscopia e
cultura

Exame
histopatolégico

PCR “in house” PCR em tempo real
Numero de amostras analisadas: Numero de amostras analisadas:
94 liquidos pleurais 94 + 47 = 141 liquidos pleurais
47 fragmentos de pleura 47 + 3 = 50 fragmentos de pleura
32 soros 32 + 74 =106 soros
Hibridizagao e Analise no programa
detecgao em 7500 System SDS
microplaca Software
v v
Leitura em Analise estatistica no
espectrofotdmetro > programa SPSS 12.0
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da populagao de estudo

Durante o periodo de estudo, 161 pacientes com achados clinicos e
radiologicos suspeitos de derrame pleural atenderam aos critérios de incluséo
para participarem do estudo. Cento e sete (66,5%) pacientes apresentaram
diagnéstico final de TB pleural e 41 (25,5%) apresentaram diagnéstico de outra
doenca. Treze (8,0%) pacientes obtiveram diagndstico como indeterminado, desta
forma 148 pacientes foram incluidos na avaliacdo dos testes diagndsticos. O
diagndstico e as caracteristicas demograficas dos 161 pacientes elegiveis para o

estudo podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3. Diagnéstico e caracteristicas demograficas dos 161 pacientes elegiveis

para o estudo.

Diagnéstico N total = 161 Sexo masculino Idade (anos)
N (%) N (%) (Média = DP)
Tuberculose 107 (66,5%) 75 (70,1%) 36,97 £ 14,31
Confirmado 103 (64,0%) 73 (70,9%) 37,36 + 14,36
Presumptivo 4 (2.5%) 2 (50,0%) 27,00 £ 9,59
Nao tuberculose 41 (25,5%) 25 (61,0%) 60,71 £ 14,85
Cancer 31 (19,3%) 18 (58,1%) 62,60 + 15,67
Derrame parapneumonico 6 (3,7%) 4 (66,7%) 51,50 + 12,82
LES 1(0,6%) 0 (0%) 60,0+ 0
Sindrome edemigénica 3 (1,9%) 3 (100%) 50,70 + 1,53
Etiologia indeterminada 13 (8,0%) 8 (61,5%) 53,23 + 19,66

N = nimero de amostras; DP = desvio padrao; LES = lUpus eritematoso sistémico.

Entre os pacientes com TB pleural, a média de idade foi de 36,97 + 14,31
anos (minima de 18 e maxima de 74 anos) e 70,1% (75/107) eram do sexo
masculino. Noventa e um (85%) dos 107 pacientes demonstraram na radiografia
de torax, derrame unilateral de tamanho médio a moderado e, todos os derrames

eram exudativos. Entre os pacientes com TB pleural, 24,3% (26/107) relataram
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contato, nos ultimos trés anos, com pacientes que apresentavam TB pulmonar.
Dos 161 pacientes incluidos, o resultado do teste anti-HIV (ELISA) estava
disponivel para 37 (23%) pacientes; 32 com diagnéstico de TB pleural (sete anti-
HIV positivo) e cinco com diagnéstico de outras doengas (todos anti-HIV

negativos).

5.2 Avaliagao dos métodos convencionais

A TB pleural foi confirmada em 96% (103/107) dos pacientes através dos
métodos bacteriolégicos ou histopatolégicos e, assim estes pacientes foram
considerados com TB pleural confirmada. Quatro pacientes apresentaram
resultados negativos nos testes bacteriologicos e histopatolégicos, mas o
diagndstico clinico (presumptivo) para TB pleural foi estabelecido. O rendimento
dos métodos convencionais para os diferentes tipos de amostras no diagndstico

dos 107 pacientes com TB pleural, pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimento dos métodos convencionais para o diagndstico dos 107

pacientes com TB pleural.

Métodos de

TB pleural confirmada
N total =103

TB pleural clinica
N total =4

TB pleural total
N total =107

diagnostico/

Amostras clinicas

(N positivas/

N analisadas)

(N positivas/

N analisadas)

(N positivas/

N analisadas)

Baciloscopia

Liquido pleural 1/99 (1,0%) 0/4 1/103 (0,97%)

Fragmento de pleura 1/101 (0,99%) 0/4 1/105 (0,95%)

Escarro induzido 2/56 (3,57%) 0/3 2/59 (3,39%)
Cultura

Liquido pleural 29/97 (29,89%) 0/4 29/101 (28,71%)

Fragmento de pleura 69/101 (68,31%) 0/4 69/105 (65,71%)

Escarro induzido 13/52 (25,00%) 0/3 13/55 (23,63%)
Exame histopatolégico 95/102 (93,14%) 0/4 95/106 (89,62%)

N = niUmero de amostras
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5.3 Hibridizagao e detecc¢ao colorimétrica em microplaca

Das 94 amostras de liquido pleural testadas pela técnica de PCR “in house”
e deteccao colorimétrica através da hibridizacdo em microplaca, 65 eram de
pacientes com diagndéstico de TB pleural, e em cinco amostras observou-se
resultado positivo. Das 47 amostras de fragmentos pleurais analisadas, 32 eram
de pacientes com diagndéstico de TB pleural, e cinco amostras apresentaram
resultado positivo na deteccédo colorimétrica. Das 32 amostras de soro testadas,
19 eram de pacientes com diagndéstico final de TB pleural, e nenhuma apresentou
resultado positivo na detecgado colorimétrica. Na Figura 3, pode ser observada

uma fotografia de uma microplaca apds hibridizacdo e detecgao colorimétrica.

Figura 3 - Fotografia de uma microplaca apds hibridizacdo e detecgao

colorimétrica.

5.4 Padronizagao da PCR em tempo real

Para a padronizagdo da PCR em tempo real foram testadas diferentes
concentragdes de “primers”, numeros de ciclos de amplificagdo e volume de DNA
extraido das amostras clinicas. Assim, a reagao foi padronizada para obter a
melhor cinética de amplificagdo, ou seja, para que a menor quantidade possivel
de DNA presente em uma amostra pudesse ser amplificada, sem formar produtos
inespecificos e dimeros de “primers”. Apds o teste de sensibilidade analitica da
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PCR em tempo real padronizada, observou-se que o teste foi capaz de detectar,
aproximadamente, 60 UFC, sendo que a diluicdo seguinte, que apresenta 10 UFC
nao foi detectada pelo teste.

Na Figura 4, esta um exemplo de uma curva de amplificagdo, na qual
podem ser observados os Ct das diferentes amostras que apresentaram
amplificagdo. Também podem ser observadas algumas curvas de amostras que
nao amplificaram, pois ndo obtiveram a fluorescéncia minima para cruzarem o
“threshold”. As amplificagdes das amostras clinicas que obtiveram resultado
positivo ocorreram entre os Ct 13 e 38. Na Figura 5, esta um exemplo da curva de
dissociagao obtida nos testes, na qual pode ser observada apenas uma Tm para

todas as amostras amplificadas.

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

Data: [Deka Fin vs Cycle +
Detector: |All -
Line Color: [well Color _+

1.0e+000

1.0e-001

Analysis Settings
@ Auto Ct
" Manual Ct

Threshold: |0.0777218

1.0e-002 |

Delta Rn

1.0e-003 |-X
Y -

1.0e-004 | i Start [cycle): |Auto
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1.0e-005

1.0e-006
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Figura 4 — Exemplo de uma curva de amplificagcdo da PCR em tempo real.
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Figura 5 — Exemplo de uma curva de dissociagao da PCR em tempo real.
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5.5 Sensibilidade e especificidade da PCR em tempo real

As mesmas amostras analisadas pela hibridizagéo e detecg¢ao colorimétrica
também foram analisadas pela técnica de PCR em tempo real. Na Tabela 5,
podem ser observadas as diferencas de positividade entre os testes de

hibridizagao e deteccao colorimétrica e PCR em tempo real.

Tabela 5 — Comparacado dos resultados entre as técnicas de hibridizacado e
deteccéao colorimétrica em microplaca e PCR em tempo real obtidos nas amostras

de liquido pleural, fragmento de pleura e soro.

Amostras clinicas Hibridizagcao em PCR em tempo real
(N TB pleural / N analisadas) microplaca (N positivas)

(N positivas)

Liquido pleural (65/94) 05 33
Fragmento de pleura (32/47) 05 17
Soro (19/32) 00 01

N = nidmero de amostras

Além destas amostras, a PCR em tempo real também foi aplicada em mais
47 amostras de liquido pleural, trés fragmentos de pleura e 74 soros. Assim, 0
total de amostras analisadas por PCR em tempo real foi de 141 liquidos pleurais,
50 fragmentos de pleura e 106 soros. Desta forma, a maioria (141) dos 148
pacientes incluidos nas analises de avaliagdo dos testes diagndstico possuiam
amostras de liquido pleural disponivel para serem testadas pela PCR em tempo
real, mas nem todas as amostras de fragmento de pleura e de soro estavam
disponiveis para os testes moleculares.

Das 141 amostras de liquido pleural analisadas, 100 eram de pacientes
com diagndstico final de TB pleural e destas, 46 foram positivas na PCR em
tempo real. Nenhuma amostra com outro diagndstico apresentou resultado
positivo na PCR em tempo real. Assim, calculou-se uma sensibilidade de 46% (IC
95%, 36%-56%) e especificidade de 100%. A PCR em tempo real do liquido

pleural foi positiva em trés dos quatro pacientes que apresentaram resultados
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negativos em todos os testes diagnésticos, mas que o diagndstico de TB pleural
foi estabelecido pelo critério clinico.

Das 50 amostras de fragmentos de pleura analisadas, 38 eram de
pacientes com diagnéstico final de TB pleural e destas, 16 foram positivas na
PCR em tempo real. Nenhuma amostra de um paciente com outro diagnéstico,
que nao TB pleural, apresentou resultado positivo na PCR em tempo real. Assim,
calculou-se uma sensibilidade de 42% (IC 95%, 26%-59%) e especificidade de
100%. Das 106 amostras de soros analisadas, 77 eram de pacientes com
diagndstico final de TB pleural e destas, duas amostras foram positivas na PCR
em tempo real. Assim, calculou-se uma sensibilidade de 2,6% (IC 95%, 1%-6%) e
especificidade de 100%.

Na Tabela 6, pode ser observada a sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN da PCR em tempo real para os diferentes tipos de amostras testadas. Na
Figura 6, pode ser observado o VPN da técnica de PCR em tempo real para as
amostras de liquido pleural ou fragmento de pleura baseando-se na prevaléncia
de TB entre pacientes com derrame pleural. Nesta figura observa-se que quanto
menor a prevaléncia da doenca, maior sera o VPN. Para a populagao estudada, a
qual possui uma prevaléncia de aproximadamente 65% de TB, encontrou-se um
VPN de 50% para a técnica de PCR em tempo real testada em amostras de

liquido pleural e de 48% paras amostras de fragmento de pleura.

Tabela 6 — Sensibilidade, especificidade e valores preditivos da PCR em tempo

real para diferentes tipos de amostras.

Amostras clinicas S E VPP VPN
(N TB pleural / N amostras analisadas)

Liquido pleural (100/141) 46% 100% 100% 43%
Fragmento de pleura (38/50) 42% 100% 100% 35%
Soro (77/106) 2,6% 100% 100% 28%

N = nimero de amostras; S = sensibilidade; E = especificidade; VPP = valor preditivo

positivo; VPN = valor preditivo negativo.
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Figure 6 — Valor preditivo negativo (VPN) da PCR em tempo real para amostras
de liquido pleural (LP) ou fragmento de pleura (FP) de acordo com a prevaléncia

de TB pleural em pacientes com derrame pleural.

5.6 Teste de inibigcao

O teste de inibicdo foi realizado em todas as amostras com resultado
negativo em ambos os protocolos de PCR utilizados neste estudo. De todas as
amostras testadas, quatro amostras de liquido pleural apresentaram inibicéo e
assim foram excluidas das analises de acuracia dos testes moleculares.
Observou-se que estas quatro amostras eram de pacientes com TB pleural, de
acordo com o padrao-ouro estabelecido. Para as amostras de fragmento de
pleura e soro nenhuma amostra apresentou inibicao pela PCR. Na Figura 7, pode

ser observado o resultado em eletroforese de uma PCR para testar inibigao.
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—p 664pb

—_» 245pb

Figura 7 — Teste de inibicdo da PCR. Eletroforese realizada em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etideo e visualizada em transiluminador UV. CN:
controle negativo da reagao. CP: controle positivo da reacdo. Canaleta 1: amostra
clinica positiva para M. tuberculosis (245 pb) amplificada juntamente com o
controle interno (664 pb). Canaleta 2: amostra clinica negativa para M.
tuberculosis amplificada juntamente com o controle interno (664 pb). Canaleta 3:
amostra clinica com inibi¢cao, pois o fragmento correspondente ao controle interno

nao pdde ser visualizado.

5.7 Analise da sensibilidade da PCR em tempo real e dos métodos
convencionais

Na Tabela 7, pode ser observada a sensibilidade, o IC e o VPN dos
métodos isolados e da combinagao entre PCR em tempo real e cultura realizada
no liquido pleural e também da PCR em tempo real realizada em ambas as
amostras. Esta analise em paralelo de dois métodos foi realizada considerando
um resultado positivo em um dos dois métodos como indicativo de um diagndstico
positivo para TB pleural.

Considerando apenas amostras de liquido pleural, a cultura combinada
com a PCR em tempo real mostrou uma sensibilidade de 60% (IC 95%, 50%-
70%) e assim foi significativamente mais sensivel que apenas a cultura (29% - IC
95%, 20%-38%). Com a PCR em tempo real foi possivel detectar TB pleural em

33 pacientes que apresentaram resultados negativos na cultura. Quando
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consideradas apenas amostras de fragmento de pleura, o exame histopatoldgico
apresentou a maior sensibilidade (90% - IC 95%, 84%-96%). Quando
considerados os dois tipos de amostras (liquido pleural e fragmento de pleura) de
um mesmo paciente, a PCR em tempo real realizada nas duas amostras do

mesmo paciente obteve uma sensibilidade de 72% (IC 95%, 55%-88%).

Tabela 7 — Sensibilidade, intervalo de confianga e valor preditivo negativo dos métodos

isolados e das analises em paralelo.

Amostras clinicas e métodos de diagnéstico S IC 95% VPN

(N com TB pleural/N amostras analisadas)

Liquido pleural (LP)

Baciloscopia (103/154) 1% - -
Cultura (101/151) 29% 20% - 38% 39%
PCR tempo real (100/141) 46% 36% - 56% 43%
PCR tempo real + cultura (96/138) 60% 50% - 70% 53%
Fragmento de pleura (FP)

Baciloscopia (105/144) 1% - -
Cultura (105/144) 66% 56% - 75% 57%
Histopatolégico (106/145) 90% 84% - 96% 90%
PCR tempo real (38/50) 42% 26% - 59% 35%
Liquido pleural + fragmento de pleura (LP + FP)

PCR tempo real LP + PCR tempo real FP (32/50) 72% 55% - 88% 67%

N = namero de amostras; S = sensibilidade; IC = intervalo de confianga; VPN = valor

preditivo negativo; LP = liquido pleural; FP = fragmento de pleura.
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6. DISCUSSAO

O diagndstico da TB pleural possui varias limitagdes e permanece um
desafio na pratica clinica. Esta dificuldade tem levado a busca de novos métodos
de diagnodstico que poderao otimizar a abordagem dos pacientes com derrame
pleural e suspeita de TB. Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a
contribuicdo de um método alternativo no diagndstico de TB pleural. Para isso,
duas metodologias de PCR (hibridizagdo e deteccao colorimétrica em microplaca
e PCR em tempo real) foram utilizadas na deteccdo de DNA de M. tuberculosis
em diferentes amostras clinicas.

Uma das dificuldades em determinar a causa de um derrame pleural deve-
se, principalmente, a grande variedade de doengas que podem ocasionar este
derrame. Desta forma, mesmo com o advento de critérios especificos e da
aplicacdo de novas técnicas de diagndstico, cerca de 10 a 20% dos casos
permanecem sem diagndstico etioldgico definido, mesmo depois de esgotados os
meétodos diagnosticos atualmente disponiveis e, assim sdo caracterizados como
derrames pleurais de origem indeterminada (VILLENA et al., 2002). Neste estudo,
dos 161 pacientes recrutados, 13 (8,0%) foram excluidos da avaliagdo dos testes
de diagnéstico, pois ao final das investigagcbes o derrame pleural permaneceu
com etiologia desconhecida.

A etiologia do derrame pleural varia conforme a prevaléncia das doencas
na regido estudada. Segundo VALDES et al. (2003), em paises da Europa, como
na Espanha e na Franga, a TB pleural representa 23% a 25% dos casos de
derrame pleural, ja nos Estados Unidos uma frequéncia muito inferior é reportada
(aproximadamente 5%). Em outro extremo, em paises da Africa até 85% dos
casos de derrame pleural podem ser devido a TB. A prevaléncia de TB no Brasil é
alta, em 2006 calculou-se 55 casos para 100.000 habitantes (WHO, 2008), sendo
que a TB pleural representa, aproximadamente, 6% de todos os casos
(BARREIRA, D. Comunicagao pessoal. Dados GT-SINAN 2006).

Neste estudo, dos 161 pacientes com derrame pleural, 107 (66,5%)
apresentaram diagndstico final de TB pleural. Esta alta prevaléncia foi similar a

outros dois estudos também realizados com pacientes da cidade do Rio de
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Janeiro; KAISEMANN et al. (2004) e TRAJMAN et al. (2007) estudaram um grupo
de 137 pacientes e encontraram uma prevaléncia de 72%. Mas a prevaléncia
encontrada foi maior do que a identificada por NEVES et al. (2007), a qual foi de
48% ao estudarem 215 pacientes. No presente estudo, a segunda maior causa de
derrame pleural foi o cancer, que acometeu 31 (19,3%) dos 161 pacientes. Este
dado também estda de acordo com outros trabalhos realizados no Brasil;
KAISEMANN et al. (2004) e TRAJMAN et al. (2007) encontraram uma prevaléncia
de 13% e NEVES et al. (2007) de 19% para cancer.

Observou-se que a idade dos pacientes foi associada as diferentes
etiologias. A TB pleural foi associada com uma idade mais jovem (36,97 + 14,31),
enquanto as outras etiologias foram associadas com uma maior idade (60,71 +
14,85). Outros estudos também descreveram que a TB pleural acomete
principalmente pessoas jovens, com menos de 45 anos (VILLENA et al., 2002;
IBRAHIM et al., 2005). Também, como ja relatado na literatura (LOPES et al.,
2006), a maioria dos pacientes com TB pleural (85%) apresentaram derrame
unilateral e com volume que variou de pequeno a moderado.

Neste estudo, os métodos bacterioldgicos realizados no liquido pleural
apresentaram uma sensibilidade de apenas 1% para a baciloscopia e de 29%
para a cultura. O teste com maior capacidade de detectar casos de TB pleural foi
o exame histopatolégico do fragmento de pleura (90%), seguido da cultura do
fragmento (66%). Esta baixa positividade para as amostras de liquido pleural e
um melhor rendimento para as amostras de fragmento ja eram esperados
(CHAKRABARTI & DAVIES, 2006; GOPI et al., 2007).

Como observado, os métodos convencionais como baciloscopia e cultura,
apresentam limitagdes quanto a demora na obtencédo dos resultados e ao baixo
rendimento. Mesmo com a analise histopatoldogica do fragmento, que atualmente
€ considerado o melhor método diagndstico de TB pleural, os resultados podem
ser negativos em, aproximadamente, 10% dos casos. Além disso, principalmente
em paises com menor prevaléncia de TB, o diagnostico pelo exame
histopatolégico deve ser avaliado com atengdo, pois a demonstracdo do

granuloma também pode ser observada em outras doencgas. Desta forma,
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doengas causadas por fungos, sarcoidose, artrite reumatdide e infeccdo por
Nocardia devem ser excluidas (GOPI et al., 2007).

Para a realizacdo das técnicas de amplificagao, inicialmente € necessario
realizar a extracdo dos acidos nucléicos presentes nas amostras clinicas, sendo
esta uma etapa fundamental na acuracia do teste. Neste estudo, optou-se por
uma extragao realizada sem auxilio de kits comerciais, e sim com reagentes
preparados no proprio laboratério. A metodologia de extragado utilizada ja havia
sido padronizada pelo laboratério (CDCT) e mostrado bons resultados com
amostras de escarro (MICHELON et al. — submetido a publicacao).

Esta metodologia baseia-se na propriedade do DNA ligar-se as particulas
de silica na presenca de agentes caotropicos, como o hidrocloreto de guanidina.
Além de ser uma metodologia simples e rapida, possui a vantagem de um baixo
custo, pois se estima um custo em reagentes de R$ 0,50 para cada amostra,
enquanto que nas extragdes que utilizam kits comerciais este custo é de R$15,00
por amostra aproximadamente.

Teoricamente, a purificagdo em colunas é o método que deixa o DNA mais
purificado e sem inibidores e, assim pode apresentar uma maior sensibilidade do
que outras metodologias (ALDOUS et al, 2005). Desta forma, neste estudo,
inicialmente foi realizado um teste em que aliquotas de 500 uL de amostras de
liquido pleural, sabidamente negativas para TB, foram contaminadas com 100 pL
de cada diluicao seriada (de 1 a 10) realizada com uma cultura da linhagem
H37Rv de M. tuberculosis (ver item 4.8.5.4). Cada uma destas amostras foi
processada de acordo com a metodologia de extragao utilizada neste trabalho
(Apéndice 3) e também com o kit “Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen, Santa Ménica,
Califérnia) e apos foram amplificadas pelas duas metodologias de PCR testadas
neste trabalho. Ao comparar os resultados, ndo observou-se diferengca na
sensibilidade entre os dois métodos de extragao (resultados ndao mostrados).

Como regidao alvo para amplificagao utilizou-se a seqiéncia de insergcao
IS67110. Este alvo é especifico para o complexo M. tuberculosis e esta presente
de 4 a 20 vezes em mais de 95% das linhagens de M. tuberculosis. Assim,

estudos mostram que as técnicas de PCR que utilizam este alvo podem ser mais
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sensiveis (PAIl et al., 2004) e especificas (DINNES et al., 2007), quando
comparadas com protocolos que utilizam outras sequéncias para a amplificagao.

Inicialmente, a proposta deste trabalho era avaliar a utilidade da técnica de
hibridizacdo e detecgao colorimétrica em microplaca, em diferentes amostras
clinicas, no diagndstico de TB pleural. Esta técnica foi escolhida, pois a detecgao
por gel de agarose e a hibridizacgdo em membranas possuem limitagdes
intrinsecas, devido aos procedimentos bastante laboriosos e interpretacao
subjetiva dos resultados. Com o objetivo de superar estas limitagdes, técnicas de
hibridizagdo em microplaca vém sendo desenvolvidas e avaliadas no diagndstico
de TB. Esta técnica ja havia sido testada em 303 amostras de escarro induzido e
a sensibilidade e especificidade encontrada para o diagnéstico de TB pulmonar foi
de 88% e 98% respectivamente (MICHELON et al. — submetido a publicagao). No
entanto, como observado esta técnica quando utilizada em amostras clinicas para
o diagndstico de TB pleural, ndo obteve resultados satisfatorios.

Diante destes resultados, buscou-se uma metodologia que possibilitasse
um aumento na sensibilidade. Como alternativa, uma técnica de PCR em tempo
real foi padronizada e testada nas amostras clinicas. Como sistema de detecg¢ao
optou-se pelo “Sybr Green”, devido ao menor custo e a facilidade de
implementagdo da técnica. A molécula de “Sybr Green” emite fluorescéncia
quando intercalada em DNA de fita dupla e esta fluorescéncia é detectada pelo
equipamento. Outros sistemas, que utilizam sondas, podem ser mais especificos
que o “Sybr Green”, no entanto, analisando a curva de dissociacao pode ser
observado claramente se amplificacbes inespecificas estiveram ocorrendo.

No teste de sensibilidade analitica da PCR em tempo real, observou-se que
o teste foi capaz de detectar, aproximadamente, 60 UFC, sendo este
teoricamente o limite de deteccdo do teste. No entanto, ressalta-se uma limitagao
deste teste, pois como esta diluigao seriada é realizada na proporgao de 1/10, a
diluicdo seguinte ao limite de detec¢ado encontrado apresentou, aproximadamente,
10 UFC e, assim nao pbdde ser detectada pelo teste. Porém, acredita-se que
existe um intervalo entre 60 UFC e 10 UFC que pode ser detectado pelo teste.

Ao comparar os resultados obtidos nas amostras testadas pelas duas

técnicas de amplificagao (hibridizacdo em microplaca e PCR em tempo real),
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observou-se que com a PCR em tempo real ocorreu um significativo aumento na
positividade, como pode ser observado na Tabela 5. HILLEMAN et al. (2006)
testaram outro tipo de amostra (amostras histopatoldgicas de tecido pulmonar)
para detecgdo de M. tuberculosis, mas também encontraram que a PCR em
tempo real pode ser duas vezes mais sensivel do que uma PCR convencional.
Além da maior sensibilidade, a PCR em tempo real possui as vantagens de menor
risco de contaminagao e de ser uma técnica simples e rapida, podendo se obter
resultados em até duas horas ap0s a extracao de DNA.

Apos observar estes resultados, a técnica de hibridizacdo em microplaca
nao foi mais utilizada neste estudo e o restante das amostras foram testadas
apenas pela técnica de PCR em tempo real. Os resultados mostraram que para o
total de 141 amostras de liquidos pleurais testadas a PCR em tempo real obteve
sensibilidade de 46% e especificidade de 100%. Uma baixa sensibilidade da PCR
quando testada em amostras de liquido pleural ja havia sido encontrada por
outros trabalhos, a qual variou de 17% a 44% (CHAN et al., 1996; VILLENA et al.,
1998; GUNISHA et al., 2001; NAGESH et al., 2001; LIMA et al., 2003; MOON et
al., 2005; LIU et al., 2007). Outro estudo, também realizado com amostras de
pacientes da cidade do Rio de Janeiro avaliou a técnica de PCR em 105 amostras
de liquido pleural e encontrou uma sensibilidade de 82%, sendo assim superior a
encontrada neste estudo, no entanto, a especificidade encontrada foi de 85%.

Um resultado de baixa sensibilidade no liquido pleural era esperado devido
ao fato de que o derrame pleural, nos pacientes com TB, ocorre como resultado
de uma reacao de hipersensibilidade tardia as proteinas do bacilo, e ndo devido a
presenca de M. tuberculosis no espago pleural. Assim, como 0 numero de bacilos
no liquido pleural normalmente é baixo, acredita-se que os resultados falso-
negativos devem-se principalmente a esta natureza paucibacilar do liquido
pleural. Também, pode ter ocorrido uma distribuicdo irregular dos bacilos nas
amostras durante a homogeneizagdo. Entretanto, mesmo ndo sendo possivel
identificar todos os casos de TB pleural, os resultados mostraram que a PCR em
tempo real quando realizada com liquido pleural foi mais sensivel do que qualquer

outro teste aplicado neste tipo de amostra (baciloscopia e cultura).

78



Discusséo

Dos 107 pacientes com TB pleural, apenas 32 apresentavam resultado de
anti-HIV disponivel, pois este ndo € um exame realizado rotineiramente no setor
do HCFF/UFRJ, no qual este estudo foi realizado. Assim, nao foi possivel realizar
associagdes entre a co-infeccao HIV/TB pleural e os resultados dos métodos de
diagnéstico. No entanto, sabe-se que o HIV altera a apresentagao clinica da TB
pleural e, desta forma pacientes com a co-infeccdo podem apresentar amostras
de liquido ou fragmento de pleural com maior numero de bacilos, aumentando a
positividade nos testes.

A avaliacdo da eficiéncia de um método de diagndstico alternativo é
conduzida com referéncia ao melhor teste padrao disponivel, que é conhecido
como “padrao-ouro”. No caso da TB pleural e de outras formas paucibacilares da
infeccdo por M.tuberculosis, o “padrao-ouro” (cultura e exame histopatoldgico)
pode apresentar significativas limitacées (VILLEGAS et al., 2000). Assim, neste
estudo o diagndstico de TB pleural foi baseado nos exames bacterioldgicos,
histopatoldgicos e também em achados clinicos (melhora clinica apds trés meses
de tratamento com farmacos anti-TB). Em paises com alta incidéncia de TB, como
no Brasil, o quadro clinico de TB pleural tem alto VPP. Entretanto, ha um risco
maior de uso equivocado de farmacos potencialmente téxicos por periodo
prolongado nos paises em que a prevaléncia de TB é mais baixa (KAISEMANN et
al., 2004). No presente estudo, apenas quatro pacientes obtiveram diagnédstico de
TB pleural baseado nos achados clinicos, contudo a PCR em tempo real testada
em amostras de liquido pleural, foi positiva em trés destes pacientes,
representando assim um ganho sobre o “padrao-ouro”.

Para amostras de fragmento pleural analisadas por PCR em tempo real
observou-se uma sensibilidade de 42% e especificidade de 100%. Até o
momento, poucos estudos utilizando este tipo de amostra para o diagndstico por
PCR foram encontrados na literatura. Em dois estudos, que utilizaram PCR “in
house”, também se observou uma alta especificidade, porém a sensibilidade foi
de, aproximadamente, 90% (TAKAGI et al., 1998; HASANEEN et al., 2003).

Um recente estudo, realizado com amostras de fragmentos pleurais em
parafina utilizou uma técnica de PCR em tempo real para deteccdo de M.

tuberculosis. Ao comparar os resultados com o diagndstico clinico, observou uma
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sensibilidade de 68% e uma especificidade de 73% (BABA et al., 2008). Quando
os estudos utilizam fragmentos pleurais em parafina, torna-se necessario
adicionar uma etapa inicial para desparafinar as amostras. No entanto, ja foi
observado que técnicas de PCR utilizando estas amostras apresentam uma
menor sensibilidade, devido a inibicdo na PCR, quando comparadas com a
utilizagcao de fragmentos frescos (RUIZ-MANZANO et al., 2000; HASANEEN et
al., 2003). Neste estudo, foram utilizados fragmentos pleurais sem parafina e, isto
pode ter colaborado para que nenhuma amostra apresentasse inibicdo na PCR.

Quando amostras de fragmento de pleura sdo utilizadas em comparagao
com amostras de liquido pleural, a chance de obter resultados positivos podem
ser maiores, pois na TB pleural o bacilo localiza-se preferencialmente no tecido,
causando a infecgdo. Porém, esta maior sensibilidade em amostras de
fragmentos pleurais nao foi observada no presente estudo, isto pode ter ocorrido,
pois mesmo que o bacilo localize-se preferencialmente no tecido pleural este tipo
de material também pode ser paucibacilar. Outra causa da baixa sensibilidade
também pode ser o pequeno tamanho disponivel da amostra. O material
disponivel para a analise era apenas um fragmento de cada paciente, de 2 mm
aproximadamente, assim, a extragdo de DNA desta pequena amostra pode ter
sido insuficiente e isto pode ter comprometido os resultados. Nos estudos que
encontraram uma maior sensibilidade para a PCR em amostras de fragmento de
pleura, foram analisados de dois a trés fragmentos por paciente de 2 mm cada
(TAKAGI et al., 1998; HASANEEN et al., 2003).

Dos 106 pacientes que possuiam amostras de soro para serem analisadas,
77 eram de pacientes com diagndstico final de TB pleural. Na PCR em tempo
real, apenas duas destas amostras apresentam resultado positivo, sendo que
estes pacientes ja apresentavam resultados positivos de PCR em tempo real
tanto para o liquido pleural como para o fragmento de pleura. Neste estudo, uma
das abordagens iniciais era avaliar se amostras obtidas de formas menos
invasivas poderiam ser uteis no diagndéstico de TB pleural. Entretanto, para esta
finalidade estavam disponiveis apenas amostras de soro, com as quais nao se
obteve um bom resultado. Como observado na literatura, a utilizagdo de amostras

de sangue total seriam mais apropriadas, pois com estas seria possivel realizar a
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extracao de DNA presente nos leucécitos, que sao as células preferencialmente
infectadas por M. tuberculosis quando esta na corrente sanguinea (FOLGUEIRA
et al., 1996; AHMED et al., 1998; TACI et al., 2003).

Para aumentar a sensibilidade do diagndéstico de TB, alternativas como a
deteccao de M. tuberculosis em mais de um tipo de amostra clinica do mesmo
paciente (REBOLLO, et al., 2006) ou a associacao da técnica de PCR com
métodos convencionais (LIU et al.,, 2007) vém sendo utilizadas. No presente
estudo, um método convencional (cultura) e um método alternativo (PCR em
tempo real), ambos utilizando amostras de liquido pleural, foram avaliados
individualmente e em conjunto. Esta analise em paralelo explorou uma
combinacao de métodos a qual oferecem uma opg¢ao que pode ser utilizada como
alternativa para um diagnostico com uma coleta de amostra menos invasiva que a
bidpsia pleural.

Quando o unico tipo de amostra disponivel for o liquido pleural, a
combinacao entre PCR em tempo real e cultura mostrou ser a melhor opgao de
diagnéstico, detectando 60% dos casos. Com esta associagéo, dos 96 pacientes
com TB pleural analisados, 33 foram diagnosticados apenas pela PCR em tempo
real, pois apresentaram resultados negativos na cultura. Estes resultados
suportam a utilizagdo da PCR em tempo real no liquido pleural como uma das
primeiras opg¢des de diagnostico, nos casos em que se suspeita de TB pleural,
mas o acesso a procedimentos como a bidpsia pleural estiver limitado.

No caso de estarem disponiveis apenas amostras de fragmento pleural, a
melhor opgao de diagndstico neste estudo foi o exame histopatolégico. Para a
coleta das amostras de fragmento pleural € necessario um procedimento mais
invasivo que a toracocentese. Neste estudo, sempre que possivel, foi realizada a
técnica de bidpsia pleural por agulha, utilizando a agulha de Cope. Segundo as
Diretrizes Brasileiras para Tuberculose (BRASIL, 2004), a biépsia esta indicada
apenas nos casos de derrame pleural exsudativo que permanecerem com
etiologia desconhecida. Assim, os exames de microbiologia, citologia e PCR
devem ser preferencialmente realizados nas amostras de escarro e liquido

pleural. Entretanto, quando os resultados destes exames forem negativos e o
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diagndstico permanecer inconclusivo, a analise do fragmento pleural pode ser
necessaria e bastante util para a definicao do caso.

Uma das vantagens da PCR ¢é a rapidez para obter os resultados. Desta
forma, a PCR em tempo real para o liquido pleural e para o fragmento de pleura,
de um mesmo paciente, também foi analisada. Com esta técnica observou-se que
dos 38 pacientes com TB analisados, 13 pacientes apresentaram resultado
positivo apenas no liquido pleural, nove apenas no fragmento de pleura e, seis
apresentaram resultado positivo em ambas as amostras, totalizando 28 pacientes
com resultados positivos pela PCR em tempo real. Assim, para as amostras
analisadas em conjunto, a sensibilidade da PCR em tempo real foi de 72%. Estes
resultados poderiam ter sido ainda melhores se todas as amostras de fragmentos
pleurais coletadas pudessem ter sido analisadas. No entanto, sempre foi dada
prioridade para os exames laboratoriais de rotina (cultura, histopatoldgico), assim,
eventualmente, o fragmento pleural coletado de alguns pacientes foi insuficiente
para a realizagao dos testes moleculares.

A técnica de PCR em tempo real apresentou VPN de 43% e VPP de 100%
quando testada em amostras de liquido pleural e, VPN de 35% e VPP de 100%
quando testada em amostras de fragmento de pleura. Embora a técnica
apresente um baixo VPN, o qual indica que uma PCR com resultado negativo nédo
pode ser utilizada para excluir totalmente um caso de TB pleural, o VPP indica
que um resultado positivo na PCR em tempo real é bastante confiavel.

E importante ressaltar que a sensibilidade e especificidade de um
determinado teste diagnostico ndo dependem da populagdo ou localidade em que
o teste sera utilizado, pois sdo caracteristicas do teste. Assim, se o teste for
realizado conforme padronizado espera-se resultados reprodutiveis e constantes.
Diferentemente, o VPP e o VPN séao variaveis dependentes da prevaléncia da
doenca na populacdo em que o teste sera empregado. Desta forma, também foi
calculado os VPN das técnicas testadas considerando-se diferentes prevaléncias
de TB pleural em pacientes com derrame pleural, utilizando-se para isso valores
de prevaléncia descritos na literatura. Assim, como pode ser observado nas
Figuras 6, 8 e 9, quando o teste é utilizado em cenarios de menor prevaléncia de
TB maior sera VPN.

82



Discusséo

Em concluséo, este trabalho confirmou que os testes de AAN possuem alta
especificidade e VPP e, esta caracteristica confere um grande beneficio para
confirmar a TB pleural. Porém, como possuem uma sensibilidade heterogénea e
baixo VPN, um resultado negativo néo pode excluir a TB pleural e a investigacao
deve continuar (PAI & LING, 2008). Ainda, ressalta-se que quando estes testes
sao empregados e interpretados em conjunto com os testes convencionais um

aumento na sensibilidade pode ser observado.
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7. CONCLUSOES

A técnica de hibridizagdo e detecgcao colorimétrica em microplaca
apresentou uma sensibilidade muito baixa quando realizada em amostras

extrapulmonares para o diagnostico de TB pleural.

Ao comparar a PCR em tempo real com a hibridizacdo e deteccao
colorimétrica em microplaca, observou-se que com a PCR em tempo real
foi possivel aumentar a sensibilidade do diagnéstico de TB pleural,
utilizando amostras de liquido pleural ou fragmento de pleura. Para as
amostras de soro, observou-se que estas ndo sao uteis no diagnostico de

TB pleural.

A técnica de PCR em tempo real, analisada isoladamente, ndo obteve uma
alta sensibilidade e VPN, assim nado deve ser utilizada para excluir os
casos de TB. Entretanto, o teste pode ser util para confirmar os casos de

TB pleural devido a alta especificidade e VPP.

A PCR em tempo real do liquido pleural apresentou uma sensibilidade de
46% e pode ser util como uma ferramenta extra para um diagnéstico mais
rapido e especifico de TB pleural. Este método quando associado a cultura
da mesma amostra em 60% dos casos analisados poderia ndo haver
necessidade da realizagdo de um procedimento invasivo para coleta das
amostras, como a biopsia pleural, Entretanto, € importante salientar que o
uso da PCR na pratica clinica deve ser avaliado considerando todas as
peculiaridades da doenga em cada regido, bem como do servigo que esta
disponibilizando o teste. Em conclusédo, sugere-se que os resultados da
PCR em tempo real devem ser interpretados em conjunto com os métodos

convencionais e os achados clinicos.
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Apéndices

Apéndice 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Novos testes para o diagnostico da TB pleural: métodos convencionais no escarro

induzido e métodos imunolégicos e de biologia molecular no liquido pleural

A. Proposta e background

Marcus B. Conde, Amir Szklo, Ana Luiza C. Fernandes, Liliane Olival médicos do Hospital

Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ estao conduzindo uma pesquisa sobre a

validade de novos testes no liquido pleural e no escarro para obterem o diagndstico de

tuberculose na pleura. Como eu estou com derrame pleural e uma das possibilidades de

diagndstico para o meu problema é a tuberculose pleural, eu estou sendo convidado a

participar deste trabalho.

B. Procedimentos

Se eu concordar em participar do estudo os seguintes fatos ocorrerao:

1.

Eu irei responder a um questionario padrao que investigara aspectos da minha
histéria médica e pessoal e farei uma telerradiografia toracica

ApOs ser esclarecido, eu permitirei que seja retirada uma amostra de sangue de
10 ml para a realizagdo de varios testes, entre os quais o teste que da o
diagnostico de AIDS (teste de HIV). Parte do soro obtido a partir do sangue que
foi retirado podera ser congelado, e utilizado futuramente para testar novos
meétodos diagndsticos em tuberculose.

Apébs assepsia e anestesia local com xilocaina a 1% sem vasoconstrictor, eu serei
submetido a uma puncéao toracica para retirada uma amostra de liquido pleural.
Neste mesmo ato, serei submetido a biopsia pleural (retirada de minusculos
fragmentos de pleura através de uma pinga apropriada) por agulha. Esta conduta
€ a habitual e a puncado é feita com uma agulha de Cope. Serdo retirados
aproximadamente 10 ml de liquido pleural e 8 fragmentos de pleura parietal. O
material usado para os procedimentos sdo previamente esterilizados e nao re-
utilizados

Eu concordo em submeter-me a uma indugédo de escarro, onde eu deverei inalar
um aerosol com uma solugdo salina durante 15 minutos enquanto respiro
profundamente e tusso.

A participacao neste estudo gastara um total de 2 horas em um periodo de 1 dia.
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Estes procedimentos serao realizados no Setor de Métodos Especiais (SME) do
servico de Pneumologia do Hospital Clementino Fraga Filho da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

C. Riscos/Desconfortos

1. Caso eu me sinta desconfortavel com as questbes que forem feitas eu poderei
interromper a entrevista em qualquer momento.

2.Venopuntura: Os riscos da retirada de sangue incluem desconforto temporario,
introdugao da agulha, pequena ferida e, raramente, infecgao.

3. Toracocentese/biopsia pleural: Os riscos deste procedimento incluem desconforto local
temporario, pequena ferida no local da introdugdo da agulha e, raramente, infeccao
pneumotoérax (entrada de ar no espaco pleural) ou sangramento Estas possiveis
complicagdes serdo tratadas pela equipe médica responsavel.

4. A inducao de escarro produzira tosse, mas eu poderei interromper o procedimento se
julgar necessario.

5. Radiacdo: A quantidade de radiagao a qual serei exposto é relativamente pequena. Em
funcao disto os riscos sao dificeis de serem medidos.

6. Confidencialidade: A participagdo em pesquisa pode resultar na perda da privacidade.
Meu prontuario sera manuseado tdo confidencialmente quanto for possivel. As
informagdes obtidas neste estudo serdo guardadas sob cédigo e somente os Dra.
Liliane/Dr Amir tera acesso aos arquivos e questionarios. Nao serao identificados nenhum

dos pacientes em qualquer relato ou trabalho resultante deste estudo.

D. Tratamento e compensagao por injuria

Se eu for lesionado como resultado deste estudo, serei submetido ao tratamento
necessario. Os custos do tratamento serédo cobertos pelo HUCFF/UFRJ, dependendo de
alguns fatores. A UFRJ ndo prevé nenhuma forma de compensagao financeira por
possiveis injurias. Para qualquer informacgéao adicional o Dr. Conde deve ser contatado no
telefone 25622633.

E. Beneficios

Os procedimentos médicos aos quais eu me submeterei aumentarao as possibilidades de
um diagnéstico mais apurado, potencialmente evitando tratamentos inapropriados. Com
isto espera-se que mais conhecimentos cientificos sejam obtidos com conseqliente

melhoria no tratamento futuro de pessoas que estejam na mesma condigdo que eu.

101



Apéndices

F. Alternativas
Se eu optar por nao participar do estudo, ou mesmo sair dele durante o seu andamento,

minha situacao presente ou futura como paciente nao sera afetada.

G. Custos

Eu néo serei cobrado por qualquer dos procedimentos realizados no estudo.

H. Reembolso

Eu néo serei reembolsado por participar deste estudo.

I. Questoes

O estudo foi explicado pelo Dr. Amir Szklo/Dra Liliane Olival e todas as minhas questbes
foram respondidas. Caso novas duvidas sobre o estudo surjam, eu poderei contactar o
Dr.Szklo/Dra Liliane

J. Consentimento

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA. Eu tenho o direito de ndo concordar
em participar ou mesmo de me retirar do estudo em qualquer momento que eu queira,
sem riscos para o meu tratamento médico. Se eu desejar participar, eu devo assinar na

linha abaixo.

Data Assinatura do voluntario

Pessoa que obteve o consentimento
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Apéndice 2 - Instrumento de coleta de dados

Caso numero:

Entrevistador:

Data / /

1. Fatores de nao elegibilidade

A) Histéria de tratamento anti-tuberculose por mais de uma semana nos ultimos trés

meses”?

B) Ja foi submetido anteriormente a puncgao/bidpsia pleural?

2.ldentificagdao do paciente

Nome
Endereco
Casa: Recado:
Numeros de - :
telefone Celular: Nome da pessoa para recado:

3. Informagoes preliminares

Consent (assinou termo de 0=nao; 1=sim;9=ignorado

consentimento?)

Namostra (numero da amostra — Numero do soro(ano-més-dia-
preenchido apenas no laboratério) |amostra do dia)

Origempac (origem do paciente) 1= HUCFF/UFRJ;

2=outros(especifique)
9=ignorado

Pront (nimero do prontuario) (caso seja paciente do HUCFF)

RG (numero do registro geral)

4. Dados demograficos

Idade do paciente

(em anos) ou 999=desconhecido

Cor do paciente

O=branco;1=n&o branco; 9=desconhecido

Género do paciente

O=masculino; 1=feminino; 9=deconhecido

5. Contato prévio com o bacilo da Tuberculose

Fezppd ( Fez o PPD?)

0=nao; 1= sim; 9= ignorado

Resppd ( Resposta do PPD ) Colocar o resultado do PPD em

milimetros

Pastb (sabe ter tido TB

no 0=nao; 1= sim; 9= ignorado
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passado?)

Tratou corretamente a TB do
passado?

B

0=nao; 1=sim; 9=desconhecido/ ndo

Fezbcg (tomou BCG na infancia? Ou | 0=n&o; 1= sim; 9= ignorado

ignora, porém tem cicatriz de vacina

BCG?

Contato nos dois ultimos anos , por
mais de 100 horas, com portador de

TB pulmonar?

0=nao; 1=sim; 9=ignorado

6.Sintomas gerais do paciente

Presenga de sintomas gerais?

0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Tempo de inicio dos sintomas
gerais

(em dias)

Emagrecimento? (>10% em 3
meses)

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido

Febre medida?

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido

7.Sintomas Respiratérios do Paciente

Tosse

0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Expectoracao

0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Sangue na expectoragdo

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido/sem
expectoragao

Dispnéia

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido

Dor toracica

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido

Outros

Especifique:

8. Historia Patolégica Pregressa do Paciente

Uso de alguma droga

imunossupressora nos ultimos dois

anos ? (especifique)

0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Uso de corticoide em dose/tempo
imunossupressora nos ultimos dois
anos?

0= nao; 1= sim (prednisona >15mg/dia
mais de 15 dias); 9= desconhecido

Etilismo (usar questionario CAGE
simplificado - ver anexo 2)

0= n&o; 1= sim; 9= desconhecido

Tabagismo atual?

0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Ex-tabagismo?

0= nédo; 1= sim; 9= desconhecido

Carga tabagica total

(magos /ano)
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9. Diagnéstico HIV/SIDA

Fezhiv ( foi submetido ao 0=nao; 1 =sim; 9=ignorado

teste de HIV ?)

Reshiv ( qual o resultado 0O=negativo; 1=positivo 9=ignorado/ nao fez
do teste

teste para HIV?)

Paciente é portador de 1=sim ; 0=nao ; 9=ignorado
SIDA?

Qual o critério diagndstico 0=sem SIDA ; 1=CDC modificado (anexo
para SIDA ? 2); 2=CARACAS ( anexo 3); 9=ignorado

10. Co-morbidades

Presencga de co-morbidades ? |0= nao; 1= sim; 9= desconhecido

Qual a co-morbidade ?

( ) sem doenga de base; ( ) insuf cardiaca; () insuf hepatica; ()
insuf renal;

( ) Diabetes; ( ) Pneumonia; ( )LES; () artrite
reumatoide;

( ) pos op revascularizagao; () linfoma Hodking; ()
linfoma nao Hodking;

() cancer de pulmao; ( ) cancer gastrico; ( ) cancer ginecoldgico; ()

cancer de mama;

( ) cancer de cabecga e pescogo; ( ) outros —
especifique

11. Exame Fisico do Paciente

indice de Karnofski (anexo 4)

Edemas 0= néo; 1= sim; 9= desconhecido

Ictericia 0= n&o; 1= sim; 9= desconhecido

Exame ap respiratorio: Sugere 0= nao ; 1= sim ; 9=ignorado

Insuficiéncia Respiratoria?

Exame ap cardiovascular: O=normal; 1=sugere ins cardiaca;
2=sugere derrame pericardico;
9=ignorado

Exame abdominal: O=normal; 1=hepatomegalia;
2=hepatoesplenomegalia;
3=esplenomegalia; 4= ascite;
9=ignorado
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12. Exames Complementares
1° Avaliador

Possui Telerradiografia de Torax?

0=nao; 1=sim; 9=ignorado

Localizac&do do derrame pleural na tels

O=sem derrame; 1=derrame unilateral;
2=derrame bilateral; 9=desconhecido/ndo
realizado

Tamanho do derrame telerradiografia

0= sem derrame; 1=pequeno (1/3
inferior); 2=moderado (2/3 inferiores); 3=
grande; 9=desconhecido/ n&o realizado

Telerradiografia de Térax

1- ( ) normal exceto pelo derrame
2- () sugestivo de TB em atividade;
3- ( ) sugestivo de sequelade TB

sugestivo de CA de pulmao
outros
ignorado/néao realizado

4-()
5-()
6-()

Laurell

0=nao realizado; 1=realizado,liquido ndo
correu (espessamento) ou linha de
liquido livre <10 mm altura; 2= linha de
liquido livre >=10 mm altura ;
9=desconhecido

Fez Tomografia computadorizada?

0=nao0; 1=sim; 9=desconhecido

Tomografia computadorizada:

1- ( ) normal exceto pelo derrame
2- () sugestivo de TB em atividade;
3- ( ) sugestivo de sequelade TB

sugestivo de CA de pulmao
outros
ignorado/néao realizado

4-()
5-()
6-()

Toracocentese:

0= néo; 1=sim; 9=
desconhecido

Data da toracocentese

(dia xx /xx més/ xxxx ano)

Volume retirado

(em mililitros)

Aspecto inicial do liquido:

0= sem liquido; 1=amarelo
citrino; 2=amarelo turvo;
3=serohematico;
4=hemorragico; 5=purulento;
6=quiloso; 7=achocolatado;
99=ignorado

Citologia do liquido pleural
para células malignas

0= negativo; 1=positivo; 9=
ignorado/nao realizado

Biopsia de pleura por agulha
de Coppe

0= n&o; 1=sim; 9=
desconhecido

Data da biopsia de pleura

(dia xx /xx més/ xxxx ano)

Numero de fragmentos
retirados

Realizado exame
histopatoldgico do fragmento
pleural?

0= néo; 1=sim; 9=
desconhecido

Laudo histopatolégico do
fragmento pleural

0= nao realizou bidpsia; 1=
sugestivo de TB; 2=
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neoplasia; 3= inflamatorio
inespecifico; 9= ignorado

Complicagbes
toracocentese+biopsia

0=nao; 1=sim

Quais complicagdes?

1=pneumotodrax
s/drenagem;
2=pneumotoérax
c/drenagem;
3=sangramento no local
puncgéo;

4=lipotimia;

5=edema de reexpansio;
6=hemotorax
9=s/complicagao ou s/relato

2’ Avaliador

Possui Telerradiografia de Torax?

0=nao; 1=sim; 9=ignorado

Localizac&o do derrame pleural na tels

O=sem derrame; 1=derrame unilateral;
2=derrame bilateral; 9=desconhecido/ndo
realizado

Tamanho do derrame telerradiografia

0= sem derrame; 1=pequeno (1/3
inferior); 2=moderado (2/3 inferiores); 3=
grande; 9=desconhecido/ n&o realizado

Telerradiografia de térax

1- ( ) normal exceto pelo derrame
2- () sugestivo de TB em atividade;
3- ( ) sugestivo de sequelade TB

sugestivo de CA de pulmao
outros
ignorado/néao realizado

4-()
5-()
6-()

Laurell

0=nao realizado; 1=realizado,liquido ndo
correu (espessamento) ou linha de
liquido livre <10 mm altura; 2= linha de
liquido livre >=10 mm altura ;
9=desconhecido

Fez Tomografia computadorizada?

0=nao0; 1=sim; 9=desconhecido

Tomografia computadorizada:

1- ( ) normal exceto pelo derrame
2- () sugestivo de TB em atividade;
3- ( ) sugestivo de sequelade TB

sugestivo de CA de pulmao
outros
ignorado/néao realizado

4-()
5-()
6-()

13. Resultados Laboratoriais
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Bioquimica Soro Liquido Pleural

Glicose (mg/dl)

LDH (U1

Proteinas totais
(g/dl)

Citometria global (liquido pleural): células

Citometria especifica (liquido pleural)

PMN: % Mononucleares: %

Preencher: 0= negativo 1= positivo 9= ignorado/ nao realizado

Tipo de material Resultado do Resultado da Cultura para
BAAR BK

Liquido pleural

Fragmento pleural

Escarro espontaneo

Escarro induzido

14. Diagnéstico Final

Diagnéstico final da doenca pleural:

() sem diagndstico () Tuberculose () cancer metastatico
() Sind. Edemigénica () outros

Forma de diagnéstico:

() micobacteriologia do liquido pleural () micobacteriologia do fragmento
pleural

() citologia do liquido pleural () micobacteriologia do Escarro

() histopatologia do fragmento pleural () diagndstico de presungao

Apéndice 3 — Protocolo de extragao de DNA
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Inicialmente, aliquotas de 500 uL de liquido pleural e 500 uL de soro foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante foi retirado com
auxilio de ponteira. Ao pellet foram adicionados 100 uL de Solucdo de lise
(Hidrocloreto de Guanidina 8 M; Tris HCI 0,08 M; EDTA 0,04 M; Triton X-100 2%)
e homogeneizado rapidamente em vértex. Nas amostras de fragmentos de pleura
(um fragmento por paciente de aproximadamente 2 mm de didmetro) foram
adicionados 100 ulL de solugao de lise e o tecido foi fragmentado. Apds esta etapa
inicial, realizou-se 0 mesmo procedimento para ambos os tipos de amostras. As
amostras foram colocadas a 100°C por 10 minutos, centrifugadas rapidamente a
13.000 rpm e o sobrenadante foi retirado e transferido para um novo tubo
contendo 2,5 uL de resina (suspensao de diéxido de silica). Os tubos foram
homogeneizados em vortex, centrifugados a 13.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante foi retirado com auxilio de ponteira. O pellet foi lavado com 200 uL
de solucao de lavagem (Hidrocloreto de Guanidina 8 M; Tris HCI 0,08 M) por duas
vezes e uma vez com 200 uL de etanol 70%. O etanol for retirado com ponteira, e
os tubos fechados foram colocados a 56°C por 10 minutos, apds este tempo as
tampas dos tubos foram abertas dentro da capela de fluxo laminar, e o pellet foi
seco a temperatura ambiente por 5 minutos. Foi adicionado ao pellet 33 uL de TE
1X (Tris-EDTA), os tubos foram homogeneizados em vortex e colocados a 56°C
por 10 minutos. Apds, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 1 minuto, e
o sobrenadante (30 ul) foi retirado e transferido para um tubo novo, previamente
identificado com o numero da amostra e a data. Estes foram armazenados a -

20°C para os experimentos posteriores.
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Apéndice 4 — Protocolo de hibridizacdo e deteccao colorimétrica em

microplaca

A fixacdo da sonda na placa foi realizada pela adigdo, em cada pogo, de
100 uL de uma solugao contendo; 100 mM de Carbonato de Sédio pH 9,6 e 100
Mg da sonda aminada, e incubagao a 2 — 8 °C por 24 horas. A solugao foi aspirada
e cada poco foi lavado 3 vezes com 300uL de solugdo PBST. O produto
amplificado foram desnaturados a 100°C por 5 minutos e imediatamente colocada
em gelo. Em cada poc¢o foram adicionados 100 uL de solugao de hibridizagcao
(SSC 5X; 0,5% BSA; 0,1% Tween 20) e 15 pyL do produto amplificado
desnaturado, a placa foi entdo incubada a 50°C a por 45 minutos. Os pogos foram
lavados trés vezes com a 300 yL de solugdo de lavagem 1 (SSC 0,5X; 0,1%
Tween 20), entdo 300 uL desta solugao de lavagem pré-aquecida foi colocada em
cada poco e a placa foi incubada a 50°C por 15 minutos, e apds este tempo,
lavada novamente por trés vezes com 300 yL de solucdo de lavagem 1. Foi
adicionado 100 pL do conjugado enzimatico estreptavidina (peroxidase
horseradish) em cada pogo, e incubado a 37°C por 30 minutos. Os pogos foram
lavados trés vezes com 300 uL de solugao de lavagem 2 (Tris HCI 100 mM; NaCl
150 mM; 0,1% Tween 20), entdo 300 yL desta solugéo de lavagem foi colocada
em cada poco e a placa foi deixada a temperatura ambiente por 5 minutos, e apos
este tempo, lavada novamente por trés vezes com 300 uL de solugao de lavagem
2. Foi adicionado 100 yL de TMB (3,3°,5,5 -tetramethilbenzidine) e apés 15
minutos a temperatura ambiente foi adicionado 100 uL de solu¢cado de parada
(acido sulfarico 0,1 M). Os resultados foram mensurados em um

espectrofotdmetro (leitora de ELISA) a 450 nm e re-filtro de 620 nm.
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Apéndice 5 - Curriculo do autor

CURRICULUM VITAE resumido

ROSSO, F.

1. DADOS PESSOAIS

Nome: Franciele Rosso

Local e data de nascimento: Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil,
04/12/1982.

Endereco profissional: Fundagao Estadual de Producao e Pesquisa em Saude —
Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico.

Avenida Ipiranga, 5400 - 3° andar. Jardim Botéanico - Porto Alegre, RS — Brasil.
CEP: 99610-000.

Telefone profissional: (51) 3352-0336

E-mail: francielerosso@yahoo.com.br

2. FORMAGAO

Graduacéo

Curso: Farmacia — Farmacéutico Bioquimico.
Instituicao: Universidade de Passo Fundo
Periodo: 2000-2004

Pés-graduaciao stricto sensu

Curso: Mestrado em Biologia Celular e Molecular
Instituicao: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Periodo: 2006-Atual
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Cursos de curta duracao

Curso: PCR Real Time: Aplicagcdes na quantificacao relativa.
Instituicao: Applied Biosystems, Brasil.
Periodo: Agosto de 2006

Carga horaria: 20 horas

Curso: Métodos de pesquisa clinica-epidemiolégica em DST/AIDS.

Instituicao: Centro de Estudos de AIDS/DST do Rio Grande do Sul (CEARGS) e
“Center for AIDS Prevention Studies”, da Universidade da Califérnia em Sao
Francisco.

Periodo: Abril a agosto de 2007

Carga horaria: 100 horas

Curso: Metodologia do ensino superior
Instituicao: Universidade de Passo Fundo
Periodo: Abril a julho de 2008

Carga horaria: 60 horas

3. ESTAGIOS

- 2005 - Atual. Fundagao Estadual de Produgao e Pesquisa em Saude — Centro

de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolodgico.

Participando dos seguintes projetos:
- 2007 — Atual: “Caracterizacao da diversidade genotipica do HIV-1 na co-
infeccao HIV/Aids e tuberculose” (OBS: Projeto financiado pelo Centro de
Estudo de AIDS/DST do Rio Grande do Sul (CEARGS) e Universidade da
Califérnia em Sao Francisco).
- 2006 — Atual: “Novos métodos de diagnostico molecular para a
tuberculose: Desenvolvimento, validagao e utilizagdo na rotina”.
- 2006 — Atual: “Contribuicao da detecgdo molecular de Mycobacterium
tuberculosis em diferentes amostras do mesmo paciente no diagndéstico da

tuberculose pleural”.
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- 2005 — 2007: “Avaliacado das técnicas moleculares: PCR Dot-Blot e PCR
GM em amostras de pacientes co-infectados com HIV/TB”.
- 2005 - 2007: “Avaliacéo do custo efetividade e aplicabilidade na rede
publica de saude das metodologias moleculares GM PCR e Dot-Blot PCR
na deteccao de Mycobacterium tuberculosis em amostras clinicas”.
- 2006 — 2008. Bolsista do CNPq — Desenvolvimento Tecnoldgico Industrial.
Participacdo no projeto “Desenvolvimento de um kit para detec¢ao molecular do
Papiloma virus humano — HPV”.
- 08/2004 - 11/2004. Estagio curricular em analises clinicas no Laboratério
Central da Prefeitura de Porto Alegre. Totalizando 300 horas.
- 03/2004 - 06/2004. Estagio curricular em farmacia hospitalar no Hospital Sao
Vicente de Paulo, Passo Fundo, RS. Totalizando 300 horas.
- 06/2003 — 06/2004. Estagio extra-curricular em analises clinicas no Laboratério
Hoérus, Passo Fundo, RS. Totalizando 1400 horas.
- 06/2002 — 06/2003. Estagio extra-curricular em analises clinicas no Laboratério

Lavoisier, Passo Fundo, RS.

4. RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

- ROSSO, F.; Michelon, C. T.; Sperhacke, R. D.; Gregianini, T.; Conde, M.;
Olival, L.; Szklo, A.; Zaha, A.; Rossetti, M. L. R. Deteccao colorimétrica e por
PCR em tempo real de Mycobacterium tuberculosis em diferentes amostras do
mesmo paciente no diagndstico de tuberculose pleural. In: 44° Congresso da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. Porto Alegre. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 41:13-274, 2008.

- Michelon, C. T.; Schmid, K. B.; ROSSO, F.; Sperhacke, R. D.; L.; Zaha, A,;
Rossetti, M. L. R. Desenvolvimento de uma metodologia molecular para o
diagnostico de tuberculose. In: XX Congresso Brasileiro de Genética Médica.
Gramado, RS, 2008.

- Michelon, C.; ROSSO, F.; Sperhacke, R. D.; Kritski, A. L.; Oliveira, M. M.;
Rossetti, M. L. R. Desenvolvimento de um método de purificacdo e detecgao de
DNA de Mycobacterium tuberculosis utilizando hibridizagdo em microplacas de
Elisa. In: 24° Congresso Brasileiro de Microbiologia. Brasilia, DF, 2007.
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