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Introducéo

A tuberculose (TB) também conhecida como “peste branca”, recebeu o titulo
de “capitd da morte de todos os homens” pelo escritor John Bunyan na segunda
metade do século XVII, quando a doenca atingiu as maiores taxas de mortalidade
na Europa (DUCATI et al. 2006).

E uma doenca infecto-contagiosa, causada pelo Mycobacterium tuberculosis e
permanece como importante problema de Saude Publica, acometendo milhares de
pessoas e gerando preocupacao no ambito mundial (BERTOLLI, 2010).

Um dos grandes trabalhos sobre TB foi realizado em 1882, por Robert Koch,
um estimado cientista, que isolou e cultivou o M. tuberculosis de tubérculos
macerados. Seus experimentos identificaram a bactéria como o agente etioldgico da
doenca, contribuindo assim para o fortalecimento da teoria da transmissibilidade,
desenvolvida na época atraveés das pesquisas de Pasteur e outros cientistas
(BLOOM; MURRAY, 1992).

O aumento da incidéncia de TB nos dias de hoje é, portanto, ndo apenas um
problema médico e bioldgico, mas sim um problema complexo de salde publica
determinada por fatores politicos, sociais, econdmicos, culturais e de préaticas
sanitarias. Em outras palavras, a TB, uma enfermidade milenar, ainda acompanha a
humanidade, refletindo o perfil de uma doenca social com implicagdes médicas
(AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2015).

Os sintomas e sinais classicamente relacionados com a TB, embora importantes

em termos de suspeita diagnostica, sdo, na forma extrapulmonar, habitualmente
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inespecificos, e consequentemente, de dificil analise diagnostica. Deste modo, 0s
meios complementares utilizados no diagnostico desempenham um papel

primordial na abordagem desta doenca (BENTO et al., 2011).

Embora o quadro clinico permaneca a chave para o diagnéstico da TB, o encontro
do M. tuberculosis atraves de cultura permanece o exame padrdo-ouro para a
confirmacdo diagnostica (BRASIL, 2015). No entanto, a sensibilidade do
diagnostico convencional estd comprometida em pacientes paucibacilares, sendo
frequente o resultado negativo (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2010).

Muitas vezes, o diagnostico da tuberculose extrapulmonar € feito por
exclusdo de outras enfermidades e com auxilio da prova tuberculinica de mantoux,
0 que implica alto risco de erro, em razéo da prevaléncia da infeccao tuberculosa
ser alta em nosso meio e de muitos pacientes serem imunodeprimidos. Atualmente,
novas modalidades diagnosticas tém sido utilizadas na tuberculose. Dentre elas,
destacam-se os testes moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que pode ser Uteis em certas formas extrapulmonares da doenca
(BOLLELA; SATO; FONSECA, 1999).

O diagnoéstico da TB extrapulmonar possui varias limitacdes e ainda
representa um desafio para o controle da doenca. Esta dificuldade tem levado a
busca de novos métodos de diagnostico auxiliares na identificacdo de bacilos em

amostras paucibacilares.

Diante dos desafios na confirmacdo do diagnostico utilizando técnicas
laboratoriais convencionais, nas formas paucibacilares incluindo a TB
extrapulmonar, verifica-se que had uma lacuna, com um percentual consideravel de
casos que permanecem sem confirmacdo diagndstica e bacteriolégica. Com isso,
espera-se que a PCR em tempo real, possa contribuir para uma maior detec¢do em
diferentes tipos de amostra de casos paucibacilares da doenca, sobretudo da forma
extrapulmonar, evitando processos invasivos e tratamentos inadequados, atuando

assim no controle da doenca.

Metodologia

O presente projeto trata-se de um estudo prospectivo de avaliacdo de um
teste de diagnostico baseado em PCR em tempo real, realizado no Laboratorio de
Imunoepidemiologia (Departamento de Imunologia) do Centro de Pesquisas Aggeu
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Magalhdes/FIOCRUZ (CPgAM). A casuistica foi composta por individuos de
ambos 0s sexos, sem restricdo de idade, provenientes de ambulatoérios e enfermarias
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e

Hospital Correia Picanco.

Foram selecionados 57 pacientes (com suspeita de tuberculose
extrapulmonar de varias formas clinicas (pleural, cutanea, 6ssea, ganglionar, miliar
e outras), de ambos os sexos, de idades variadas). O diagnostico clinico,
epidemioldgico e laboratorial bem como o tratamento especifico do paciente com
tuberculose foi realizado pelo médico acompanhante de cada servigo publico de

saude.

Os individuos selecionados para o estudo foram classificados nos seguintes grupos

segundo diagnostico final.

a) Pacientes com tuberculose extrapulmonar: quadro clinico e/ou exame de
imagem compativel com tuberculose ativa e/ou isolamento do M.
tuberculosis em amostra clinica através de cultura ou exame
histopatoldégico, ou melhora clinica evidente ap6s tratamento

especifico;

b) Pacientes sem TB: pacientes com suspeita inicial de TB extrapulmonar
por apresentarem quadro clinico sugestivo ou terem contato com doente
bacilifero de TB, e cujo diagnostico foi afastado pelo médico do servico

através do acompanhamento clinico, exames bacteriol6gicos negativos.

Resultados e discusséo

Dos 57 pacientes com suspeita de tuberculose extrapulmonar selecionados
para o estudo, 32 (57,7%) foram do sexo masculino e 23 (42,3%) do feminino, com
idade variando de 1 a 89 anos e média de 34 anos. Quanto a procedéncia hospitalar,
31 (54,4%) foram provenientes do ambulatdrio e 26 (45,6%) da enfermaria. Dos 38
casos de tuberculose extrapulmonar, confirmados pelo médico acompanhante do
servico de salde, as principais formas encontradas foram: TB pleural (13), TB
0ssea (8), TB ganglionar (5), TB cutanea (2), TB meningocefalica (2), TB intestinal
(2), TB hepética (1), TB miliar (1) e outros (4). Foram coletados 143 espécimes
bioldgicos dos 57 pacientes suspeitos da doenca, sendo 49 amostras de sangue, 46
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urinas, 27 biopsias e 21 de outros liquidos. Do total de amostras analisadas, exceto

as amostras de sangue, 75% foram negativas através do exame de cultura.

No total de 57 pacientes suspeitos de TB extrapulmonar, 49,1%
apresentaram positividade na gPCR, quando se considerou a positividade em
qualquer tipo de amostra coletada. A sensibilidade e especificidade foram de 73,7%
(IC=57,7 a 84,9) e 84,2% (1C=67,8 a 100,6) respectivamente, considerando como
padrdo-ouro o diagnostico clinico e a resposta terapéutica. O indice de Kappa foi de
0,53 (p<0,001).

O desempenho da técnica de gPCR foi avaliado considerando apenas a cultura,
como padrdo-ouro, obtendo uma sensibilidade de 64,3% (1C=39,2 a 89,4) e
especificidade 51% (IC=36,2 a 66,1), respectivamente. O indice de Kappa foi de
0,11 (p<0,001). Considerando isoladamente o diagnostico clinico e resposta
terapéutica como padrao-ouro, o teste molecular apresentou uma especificidade de
73% (1C=58,7 a 87,7) e 85% (IC=75,7 a 103,3), respectivamente. Com indice de
kappa de 0,57 (p<0,001).

Neste estudo se avaliou em conjunto varios tipos de amostras clinicas devido ao
reduzido numero de pacientes. Rosso et al. (2011) avaliando amostras de liquido
pleural através de (PCR, encontraram uma sensibilidade melhor (40%),
provavelmente pelo maior nimero de pacientes estudados e por serem portadores
de TB pleural, favorecendo o isolamento do bacilo na amostra. Outros trabalhos da
literatura que demonstram um melhor desempenho da técnica molecular utilizam
espécimes bioldgicos relacionadas com a forma especifica da TB extrapulmonar.
Como o nimero de bacilos nas diversas amostras clinicas extrapulmonares é baixo,
acredita-se que os resultados falso-negativos foram devidos principalmente a
natureza paucibacilar dos liquidos e a uma distribuicdo irregular dos bacilos nas
amostras durante a homogeneizacdo. Desta forma, era de se esperar que a
sensibilidade da gPCR piorasse quando se considerou a cultura como padrdo ouro

diferentemente do diagndstico clinico com a resposta a terapéutica especifica.

Quando se avaliou a técnica de gPCR utilizando a cultura como padrdo ouro,
obteve-se um desempenho inferior ao observado com o estabelecido na pesquisa.
Isto reforca a limitacdo da cultura como teste padrdo para o diagndstico de TB

extrapulmonar. Por outro lado, quando se considerou apenas o diagndstico clinico
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com a resposta terapéutica, tanto a sensibilidade como a especificidade do teste
molecular aumentou consideravelmente atingindo valores similares ao encontrado

com o padrdo ouro definido no estudo.

Conclusdes

A PCR em tempo real apresentou um bom limite de deteccdo, podendo ser
utilizada como uma ferramenta auxiliar no diagnostico da TB extrapulmonar. A
cultura isoladamente ndo deve ser utilizada como padrdo ouro em formas
paucibacilares da doenca.

Ficou demonstrado que quanto maior a diversidade de amostras bioldgicas
submetidas a gq°PCR do mesmo paciente, maior sera o desempenho da técnica
molecular, sobretudo quando se trata de casos paucibacilares da doenca.Para uma
maior deteccdo de formas paucibacilares da doenca, sobretudo em regides de alta
prevaléncia, mesmo tendo a possibilidade de realizar a g°PCR em diversas amostras,
sempre deve ser considerado a associacdo de critérios clinicos, epidemiologicos,
laboratoriais e terapéuticos.

A gPCR apresentou um bom desempenho para auxiliar o diagnéstico da TB
extrapulmonar. Sendo necessario o maior nimero possivel de amostras clinicas

para o diagnostico final em pacientes paucibacilares.
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