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RESUMO

Introducdo: A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (MTb) que apresenta cerca de 80% predilecdo pelo
acometimento pulmonar. Amostras de escarro Ssdo necessarias para identificar este
microrganismo e o escarro induzido (EI) tem sido um método alternativo de obtencéo destas
amostras, porém tem apresentado, frequentemente, resultados negativos. A cultura,
considerada padrdo aureo, € mais morosa em seus resultados, portanto menos util para guiar o
diagnostico. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é a metodologia mais comum para o
diagnostico rapido da TB e poucos estudos avaliaram seu papel nas amostras de EIl. Objetivo:
Determinar acurécia diagnostica do PCR para microbactéria no El de pacientes com suspeita
de TB pulmonar e descrever caracteristicas socio demogréficas, dados clinicos, radioldgicos,
comorbidades e habitos comportamentais. Métodos: Estudo prospectivo. Pacientes internados
e ambulatoriais maiores de 18 anos com sintomas respiratérios sugestivos de tuberculose
pulmonar (PTB) foram convidados a participar. Os sujeitos foram entrevistados utilizando-se
um questionario padronizado e o El foi coletado. Foram obtidas trés amostras para
baciloscopia direta e cultura. Obteve-se uma quarta amostra para o teste de PCR. Resultados:
Foram avaliadas 116 amostras de escarro induzido. A sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo da PCR foram de 95,2%, 48,4%, 29,0% e 97,9%,
respectivamente. A &rea sob a curva ROC foi de 0,72 para o teste de PCR (P <0,0001).
Conclus6es: Embora a especificidade da PCR possa ser subestimada, se considerarmos a
PCR mais sensivel do que os metodos de cultura utilizados pensaram que esses testes
positivos para PCR significam falsos positivos. Os resultados de PCR devem ser sempre

interpretados cuidadosamente em conjunto com informacdes clinicas.
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Palavras-chave: Tuberculose, Diagnostico, Inducdo de Escarro, Solugdo Salina Hipertonica,

Baciloscopia Negativa, Diagnostico Molecular.

ABSTRACT

Introduction: Induced sputum (IS) is an alternative method of obtaining sputum, but IS
smears are frequently negative. Culture is more time-consuming in its results, and less useful
to guide the diagnosis. Polymerase chain reaction (PCR) is the most common methodology
for rapid diagnosis of tuberculosis and few studies evaluated its role in IS samples.
Objective: The objective of this study is to determine the diagnostic yield of PCR for TB
compared with culture in IS samples. Methods: Prospective study. Inpatients and outpatients
> 18 years with respiratory symptoms suggestive of PTB were invited to participate. Subjects
were interviewed using a standardized questionnaire, and collected IS. Three samples were
obtained for AFB smear and culture. A fourth sample was obtained for PCR test. Results: A
total of 116 induced sputum samples were evaluated. The sensitivity, specificity, positive
predictive value, and negative predictive value of PCR were 95.2%, 48.4%, 29.0%, and
97.9%, respectively. The area under the ROC curve was 0.72 for the PCR test (P<0.0001).
Conclusions: Although the PCR specificity could be underestimated, if we consider PCR to
be more sensitive than the culture method used, we thought that these PCR positive tests
means false-positives. PCR results should always be interpreted carefully in conjunction with
clinical information.

Keywords: Tuberculosis; Diagnosis; Induced sputum; Saline solution, hypertonic; Smear-

negative tuberculosis; Molecular diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Casos de tuberculose (TB) pulmonar com baciloscopia negativa correspondem a 30 -
60% de todos os casos da doenca, de acordo com a regido estudada. No caso do Brasil este
percentual varia de 24 a 30% nos adultos (1,2). Esta situacdo é considerada grave, pois
possibilita atraso no diagndstico, repercutindo em um aumento de 25% nos casos de Obitos,
principalmente em pessoas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (3,4).
Além disso, embora o0s pacientes com baciloscopia positiva sejam considerados mais
infecciosos, 10 a 20% das transmissdes de TB em nivel populacional séo atribuiveis aos casos
com baciloscopia negativa (5-7). Nestes casos ou naqueles que apresentam pouca
expectoracdo, os métodos alternativos para a obtencdo de amostras de escarro ocorrem através
do exame de broncoscopia e da técnica de Escarro Induzido (EI).

A broncoscopia € um procedimento considerado invasivo, que requer equipe clinica
especializada e por ser oneroso ndao € amplamente disponivel em situacfes de contextos de
recursos limitados. Contrariamente, o El é uma alternativa menos dispendiosa, ndo invasiva,
bem tolerada, e que apresenta rendimento microbiolégico semelhante ao da broncoscopia (8-
11).

No entanto, em locais com alta prevaléncia da coinfeccdo TB-HIV, observa-se que o
resultado do esfregaco da amostra de escarro obtido através da técnica de El é frequentemente
negativo, sendo, portanto o diagndstico preciso dependente do resultado do exame de cultura.
Este aumenta o rendimento diagndstico nestes casos de esfregaco negativo e € o exame
considerado padréo aureo para o diagnostico de certeza da TB (12). Apesar disso, a aquisi¢cdo
do resultado é bem mais demorada, em torno de 2 a 8 semanas o que leva ao atraso no

diagnostico e, portanto menos util no processo de tomada de decisao clinica (10).
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A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é um método de diagndstico molecular
considerado rapido, pois em duas horas é possivel a obtencdo de seu resultado. Atualmente
vem apresentando aumento de sua aplicabilidade nos servigos de salde brasileiros. As
amostras de escarro a serem analisadas por este procedimento podem ser obtidas através de
expectoracdo espontanea ou induzidas (13,14).

Em amostras de escarro espontaneo, a PCR para TB fornece alta especificidade, e a
sensibilidade varia de 36% a 97%, dependendo dos resultados das amostras também
analisadas pela cultura (15). Entretanto, poucos estudos (16-19) avaliaram seu papel em
amostras obtidas pelo EI. O objetivo deste estudo é, portanto, determinar acuracia diagnéstica
do PCR para microbactéria no El de pacientes com suspeita de TB e descrever caracteristicas

socio demogréficas, dados clinicos, radioldgicos, comorbidades e habitos comportamentais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. TUBERCULOSE

2.1.1. Definicao

A TB é uma doenca causada por um agente especifico, 0 Mycobacterium tuberculosis
(MTb), variedade humana das micobactérias, é nos dias atuais, o agente etiolégico mais
importante causador da TB no homem. Este microrganismo foi descoberto por Robert Koch
em 1882, e por isso costuma ser também denominado “Bacilo de Koch” (BK). Apresenta uma
maior predilecdo pelo acometimento pulmonar, o que ocorre em cerca de 80% das vezes

(20,21).

2.1.2. Epidemiologia

2.1.2.1. Epidemiologia no Mundo

A TB foi considerada uma situacdo de emergéncia mundial em 1993 devido a elevadas
taxas de incidéncia, e desde entdo indicadores epidemiol6gicos vem sendo acompanhados em
todo o mundo. Varias politicas de saude foram criadas tanto de abrangéncia internacional
como de cada pais individualmente devido as diversas diferencas encontradas entre eles. Ha
duas décadas a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) criou o Sistema de Monitoramento
Global da TB que permite acompanhar varios indicadores, a fim de conhecer e compreender o

comportamento desta enfermidade no mundo (22).
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Historicamente, a TB recrudesceu na década de 80, sobretudo pela ocorréncia da HIV-
AIDS e sempre denotou um comportamento de altas taxas de incidéncia, especialmente nos
paises mais pobres. Porém, a partir de 2014 perceberam-se modificacdes neste panorama
mundial, destacando reducdo de nimero de casos, especificamente documentada no ano de
2015 em relacdo aos anos anteriores. Os paises mais ricos da Europa, Estados Unidos,
Canada, Austria e Nova Zelandia foram os responsaveis apresentando 10 casos/100 mil
habitantes em 2015. Todavia, outros paises ainda mantém elevadas taxas de incidéncia,
prevaléncia e mortalidade como é o caso do Brasil, Camboja, China, Eti6pia, india, Miamar,
Filipinas, Uganda, Vietna e Paquistéo (22).

Em 2015, foram notificados 6,1 milhdes de novos casos de TB mundialmente, e os
paises India, Indonesia, China, Nigeria, Paquistdo e Africa do Sul contabilizaram 60% deste
total. O comportamento da incidéncia da doenca em relacdo ao género mantém uma
proporcdo de 1:7 casos nos homens em relacdo as mulheres. Também se percebe menores
taxas encontradas em criangas com idade inferior a 15 anos, que neste mesmo ano apresentou
um percentual de 6,3% do total de casos (23).

Mundialmente, a relagdo de casos de pacientes com TB e infectados pelo HIV vem
demonstrando que as maiores notificagdes se encontram na Regido Africana (90%). Em 2015,
55% dos pacientes notificados com TB globalmente tinham resultados do teste de HIV, e a
proporcéo de pacientes com TB/HIV e que estavam em tratamento antiretroviral (TARV) foi
de 78% (23). Observa-se um significativo declinio desta coinfeccdo nos paises desenvolvidos,
cuja ocorréncia maior se dad em imigrantes. Nos Estados Unidos, por exemplo, 70% dos casos
foram nesta populacéo, correspondendo a 7% em latino-americanos, 8% em negros e 25% em

asiatico-americanos (24).
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Apesar de a doenca ter tratamento eficaz que pode evoluir para a cura, 0 numero de
casos de Obitos ainda € considerado alarmante. Em 2014 foram 1,1 milhdes de notificacGes de
obitos e infelizmente em 2015, percebeu-se aumento de 0,3 milhdes nestas notificagcdes. O
nimero de 6bitos somente nos casos de TB sem a coinfeccdo TB/HIV também vem
aumentando; em contrapartida as mortes de pacientes coinfectados estdo diminuindo. Fato
atribuido ao TARV ofertado, uma vez que pode reduzir em 65% a morbimortalidade
(22,23,25).

Outra situacdo que vem sendo preocupante é a TB multirresistente (TB-MDR), que
pode comprometer o tratamento e a cura e, se associado a infec¢do pelo HIV, potencializa
desfechos desfavoraveis da doenca (26). Em 2015, estimou-se 480 mil novos casos de TB-

MDR, sendo a india, China e Rissia o0s paises responséaveis pelas maiores notificacdes (23).

2.1.2.2. Epidemiologia no Brasil

Os dados do relatério global da TB trazem estatisticas de 205 paises e territérios que
juntos correspondem a 99% da populacdo mundial. Vinte e dois destes paises integram o
grupo que tem 80% das maiores taxas de notificagdo, sendo o Brasil o ocupante da 18°
posicao, com 0,9% dos casos estimados no mundo e 33% das Ameéricas (23). Ao longo de dez
anos (periodo compreendido entre 2006 e 2015) a taxa de incidéncia da doenca foi reduzida

no pais, conforme se visualiza na Figura 1.
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Figura 1 — Coeficiente de incidéncia de TB. Brasil, 2006-2015.

Fonte: Sistema de Informagao de Agravos de Notificacdo (Sinan), Boletim Epidemiolégico, 2016.

Em 2015 foram notificados 81.137 casos da doenga, sendo 72.221 de TB primaria com
87% na forma clinica pulmonar, 73% confirmados por teste bacterioldgico e 82% dos casos
apresentando testagem para HIV. A taxa de co-infec¢do TB/HIV foi de 15% (23,27).

Quanto a distribuicdo da doenca nas capitais brasileiras, em 2015, Manaus/AM
(98,3/100 mil hab.), Porto Alegre/RS (88,8/100 mil hab.), Recife/PE (78,3/100 mil hab.) e Rio
de Janeiro/RJ (66,8/100 mil hab.) foram as de maiores destaque, todas com coeficientes de
incidéncia superior ao valor nacional (30,9/100 mil habitantes). As menores taxas ficaram na
regido Centro/Oeste, Goias - 11,0/100 mil habitantes (27).

Em relacdo a distribuicdo da doenca por género e idade, ainda se observa uma
prevaléncia 2,1 vezes maior nos homens economicamente ativos em relacdo as mulheres e
também nos individuos em vulnerabilidade social. Ainda, 57,5% dos casos ocorreram em
negros e também nesta populacdo observaram-se taxas inferiores de cura. Quanto a

escolaridade, 60,4% dos pacientes com TB tinham menos de oito anos de estudo (28).

2015
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Em relacdo ao desfecho da doenca, houve 74,2% de cura, portanto taxa inferior a
preconizada pela OMS, que é de 80%. O destaque para este desfecho foi a Regido Norte,
especificamente o estado do Acre que apresentou 87,3%, seguida da Regido Sudeste,
representada pelo estado de S&o Paulo (82,8%). Com relacéo a taxa de abandono, o pais ainda
vem apresentando taxas elevadas (11%) ao comparar com as metas internacionais permitidas
pela OMS (5%), a Regido Sul foi a que demonstrou o maior percentual de abandono (12%)

(23,27).

2.1.2.3. Epidemiologia no estado do Rio Grande do Sul e na capital Porto Alegre

O comportamento das taxas de incidéncia da doenca no Rio Grande do Sul demonstra
que desde 1993 se observa elevadas taxas. Em 2011 foi de 46,8 casos/100 mil habitantes, bem
superior @ média nacional para este mesmo ano que foi de 35 casos/100 mil habitantes. Mais
recentemente, em 2014, apresentaram 33,5 casos/100 mil habitantes, portanto uma reducéo e
isto fez refletir na possibilidade do Estado estar no caminho de atingir as consideradas metas
nacionais de controle da doenca (23,29,30,31).

Quinze municipios contemplam a ocorréncia da doenca, os chamados municipios
prioritarios, sdo eles: Alvorada, Porto Alegre, Canoas, Sapucaia do Sul, Viamao,
Cachoeirinha, Rio Grande, Guaiba, Santa Maria, Gravatai, Sdo Leopoldo, Pelotas, Novo
Hamburgo, Santa Cruz do Sul e Uruguaiana. A regido Metropolitana e a Capital, Porto
Alegre, sdo as detentoras das maiores taxas. Alvorada se destacou em 2013 sendo a cidade
que apresentou a maior taxa de incidéncia do pais, passando a frente da capital, que sempre se

comportou como uma cidade de alta incidéncia entre as capitais brasileiras (29,30).
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Em 2014, o coeficiente de incidéncia de Porto Alegre foi de 99,5/100 mil habitantes e
um ano depois foi de 88,8/100 mil habitantes. Embora se observe este declinio, a cidade ainda
apresenta uma posicdo desfavoravel em relacdo a outras capitais do pais (21,17). O
coeficiente de mortalidade em 2015 foi de 2,3/100 mil habitantes, sendo, portanto o maior em
comparacdo aos estados do Parana (1/100 mil habitantes) e Santa Catarina (0,9/100 mil
habitantes) (27).

Em relacdo a realizacdo de exame de cultura, 29,3% foi o percentual encontrado no
Estado, e 32,9% em Porto Alegre. Quanto ao desfecho da doenca, 42,1% apresentaram cura
nos casos confirmados laboratorialmente no Estado e Porto Alegre apresentou percentual
inferior (35,9%). O abandono no RS foi de 33,5% e na capital de 45,6%, ambos bem
superiores a media nacional permitida (5%) (27).

Sabe-se que o recrudescimento desta doenca tem relacdo direta com a infeccao pelo
HIV, desta forma complicando todo o manejo e alterando o curso de gravidade desta
enfermidade. Em 2014, o RS foi o segundo Estado brasileiro a apresentar a maior taxa de
deteccdo de AIDS que foi de 38,3 casos para cada 100 mil habitantes, sendo Porto Alegre a
capital nacional com a maior taxa, totalizando 94,2 casos para cada 100 mil habitantes. As
taxas de realizacdo do teste HIV estdo acima de 80% e em 2015, 25,2% dos casos novos de

TB e 43,6% dos casos de retratamento da TB tinha infeccéo pelo HIV (22,23,28).

2.1.3 Patogénese

A compreensdo acerca do porqué algumas pessoas adoecem quando em contato com o
agente causador da TB enquanto outras ndo € o grande desafio do estudo da patogénese desta
doenca. Apesar de todos os avancos tecnologicos acerca do conhecimento das propriedades

do agente etiologico e dos mecanismos de defesa do organismo frente a infeccdo, a
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patogénese da TB ainda é considerada bastante complexa (20,21). Acreditava-se que o MTh
teria sido uma forma modificada do Mycobacterium bovis, um microrganismo com menor
capacidade aerobica e com definida preferéncia pelo comprometimento 6sseo, atestado por
lesbes diversas documentadas na antiguidade em mumias egipcias (33). Avangos nas
ferramentas de investigacdo molecular, em especial estudos genéticos das micobactérias
(sequenciamento), demonstraram que, com genomas muito semelhantes, essas duas espécies
(34) devem ter se originado de um ancestral comum, o que se contrapde a teoria evolutiva
anterior (35,36).

O complexo MTb inclui diversas espécies: M. microti, M. canetti, M. africanum, M.
caprae, M. pinnipedii, Mycobacterium bovis e o bovis BCG. Todas estas formas apresentam
caracteristicas de terem formato pequeno, medindo aproximadamente de 1p a 10p de
comprimento por 0,2pn a 0,6u de largura, possuirem imobilidade, sem esporos e com
crescimento considerado lento, geralmente em torno de 20 horas na presenca de fatores
predisponentes, como oxigénio, alguns nutrientes e o pH do meio em que se encontra. Sao
considerados sensiveis ao calor, radiacdo e na presenca de tinturas apresentam resisténcia ao
alcool e &cido, o que os tornam BAAR (bacilos alcool acidos resistentes) (37).

Para compreender a patogénese desta doenca, varios fatores sdo levados em
consideracdo, tais como: patogenicidade, carga infectante, viruléncia, resisténcia natural e
adquirida e a hipersensibilidade do hospedeiro. Fatores estes que determinaram através da
férmula matematica proposta por Rich em 1944 (P = NVH / (Rn + Ra)), que a probabilidade
(P) de uma infecgdo tuberculosa evoluir para doenca esta relacionada diretamente ao nimero
de bacilos infectantes (N), a sua viruléncia (V) e a reacdo de hipersensibilidade (H) que ela
provoca, e inversamente relacionada a resisténcia natural (Rn) e adquirida (Ra) do organismo

infectado (38).
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O risco de exposicdo do organismo ao bacilo da TB esta relacionado a alguns aspectos
epidemioldgicos como nimero de casos infectantes, ou seja, individuos adultos com doenca
pulmonar escavada na comunidade, o tempo de duracdo da infec¢do, a magnitude e natureza
das interacfes entre a pessoa livre de infeccdo com a doente, a densidade populacional,
fatores climaticos e tipo de ocupacdo profissional. Idade, presenca da diabetes mellitus,
transplante de 6rgdo, insuficiéncia renal cronica, infeccdo pelo virus HIV, alcoolismo e
tabagismo, sdo fatores que aumentam a probabilidade da infeccao tornar-se doenca (39).

A transmissao acontece quando individuos adultos, portadores de TB pulmonar ativa,
através dos atos de tossir, espirrar, falar alto ou cantar eliminam diminutas goticulas, cada
uma delas contendo bacilos, constituindo as goticulas de Fligge. Estas apresentam condicdes
aerodinamicas de penetrarem no sistema respiratério e atingirem os alvéolos pulmonares. Um
individuo doente pode infectar cerca de 10 pessoas no periodo de um ano, e uma ou duas
destas podem desenvolver clinicamente a doenca. Portanto, a infec¢do pelo Mtb pode ter trés
desfechos: 1) ser controlada na porta de entrada devido a integridade imunoldgica do
individuo; 2) tornar-se doenca ativa, e 3) pode permanecer na forma latente por longos anos
(39,40,41).

Em relacéo a integridade imunoldgica, ao longo do tempo e das possiveis exposicoes
vivenciadas, o aparelho respiratorio desenvolveu determinados mecanismos de protecdo tais
como: cilios nasais, o préprio reflexo da tosse e a depuracdo mucociliar. Quando os bacilos
ndo sdo barrados por esta depuracdo, poderdo atingir os alvéolos para assim iniciar sua
multiplicacdo. Os macrofagos, células extremamente importantes na defesa inicial, ja dentro
dos alvéolos séo liberadores de substancias, como as quimiocinas que irdo ativar outras
células tambem importantes de defesa, como os monacitos, neutrofilos, linfocitos T, e todos

irdo atuar na tentativa de provocar apoptose ou morte programada destes bacilos (39,40,41).
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Receptores diversos, como de complemento (CR1, CR2 e CR3), de manose, e outros
de superficie celular, como a fibronectina, receptor fracdo de Fc de imunoglobulinas e, mais
recentemente, os receptores Toll-like, encontram-se ai envolvidos. A liberacdo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), € extremamente importante, uma vez que secreta
oxido nitrico, componente altamente toxico para o bacilo (41).

Apesar de nenhuma célula ser capaz de destruir efetivamente os bacilos, elas por sua
vez interagem liberando citocinas antimicobacterianas, as quais tornardo o ambiente ainda
mais desfavoravel ao crescimento dos bacilos por liberarem IFN-y (interferon-gama) e TNF-a
(fator de necrose tumoral-alfa), produzirem Oxidos tdxicos derivados de nitrogénio e
provocarem lise no fagolisossomo. Todavia, todas essas acbes ndo se mostram completamente
capazes de destruir a micobactéria, especialmente quando o individuo contaminado a enfrenta
pela primeira vez (primoinfecgédo) (42).

Em 5% dos casos a infeccdo ndo é contida pelo sistema de defesa do hospedeiro,
evoluindo para doenca. Nesta evolucdo haverd a formacdo do cancro de inocula¢do ou o
complexo de Gohn, momento em que pode ocorrer a disseminacao linfatica e a inflamacéo do
ganglio regional que ird formar o complexo primério, traduzido pelo enfretamento de um
individuo previamente higido ao MTh. Também pode existir a ocorréncia da disseminagao
sanguinea e desta maneira os bacilos podem atingir outros 6rgéos (43).

O padréo de resposta do hospedeiro quando ele estiver enfrentando uma primeira
infeccdo (TB priméria), mais comum em criancas, sera diferente daquele de um
enfrentamento ulterior (TB pds-priméria), a partir de uma nova infecgdo (reinfeccdo exdgena),
ou da reativacdo de bacilos em estado latente presentes nos tecidos (reinfeccdo enddgena)

(40).
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2.1.4. Diagnostico

2.1.4.1. Sinais e Sintomas

As manifestacdes clinicas da TB envolvem a presenca de sinais e sintomas
pulmonares, como tosse, expectoracdo, hemoptise, dispneia e dor toracica, bem como sinais e
sintomas nao especificos do sistema respiratorio, como perda de peso corporal, febre,
sudorese noturna e mal estar. Sabidamente, o reconhecimento de pacientes com a doenca em
fase inicial pode precocemente diagnosticar e introduzir o tratamento e assim interromper sua
cadeia de transmissao (31).

A tosse € um sintoma muito comum nos pacientes com TB pulmonar e aparece de
forma considerada cronica, pois envolve uma duracdo de 3 (trés) semanas de seu surgimento.
Inicialmente se apresenta na forma improdutiva, com pouca ou quase nenhuma producédo de
muco, mas com a evolucao da doenga torna-se produtiva com escarro variando de purulento a
sanguinolento (44,45). Um estudo realizado por pesquisadores brasileiros que avaliaram o
impacto da deteccdo de casos de TB em grupos de pacientes com tosse maior que 3 (trés)
semanas e menor que 1 (uma) semana, demonstrou que a reducdo do tempo de tosse para
menor que 1 (uma) semana foi determinante para aumentar o nimero de identificacdo de
casos e ndo acarretou em aumento de carga de trabalho para o sistema de saude (46).

A hemoptise é outro sintoma encontrado nos pacientes com TB pulmonar. Em um
estudo sobre as causas da hemoptise em pacientes hospitalizados no setor de pneumologia de
um hospital do nordeste do Brasil, dos 50 casos de hemoptise encontrados, 4 (10,3%) foram
por TB pulmonar em atividade e 19 (48,7%) por bronquiectasia. Embora, a hemoptise tenha

sido pouco relatada, os autores deste estudo relatam a relacdo da bronquiectasia e da
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hemoptise com a infeccdo pelo MTb, pois este microorganismo pode causar dilatagdes nos
brénquios, assim formando as bronquiectasias e portanto aumentando as chances de ter
hemoptise (47).

A febre no caso da TB pode ser acima de 38°C, e ocorrer por longo periodo de forma
intermitente ou somente noturna. Esta manifestacdo ocorre pelo processo inflamatorio
causado pelo MTb que ativa as células de defesa produzindo prostaglandinas e mediadores
inflamatdrios, os quais alcangam o hipotalamo, permitindo elevadas variacfes de temperatura
corporal. A febre pode acometer mais de 50% dos pacientes e pode vir acompanhada de
sudorese noturna (48).

A dispneia no inicio da doenca aparece em decorréncia da realizacao de esforco fisico,
todavia, com a evolucgdo, passa a surgir também no repouso. Este achado clinico, geralmente,
é encontrado em casos bem avancados da doenca, sobretudo em pacientes infectados pelo
HIV, estando associado a padrfes fibréticos e comprometimento pleural (derrame pleural e
pneumotorax) (48).

A dor toracica, considerada pouco comum, aparece em casos de comprometimento
pleural e também pelo esforco causado pela tosse crénica. Emagrecimento é frequente e
proporcional ao tempo e a extensdo da doenca, sendo que 0s pacientes costumam perder de 5
a 10 quilos em poucas semanas (48,49). Boffo et al (50) ao estudar a associagcdo da TB com
AIDS mostraram que a febre foi a manifestacéo clinica mais frequente, ocorrendo em 64,5%
dos individuos com ambas as condicBes, seguida de sudorese noturna, emagrecimento e
astenia, sendo a tosse encontrada em somente 22,0% dos casos.

Silva et al (51) ao realizar um estudo em um hospital terciario na cidade de Porto
Alegre/RS, verificaram que dos 305 pacientes com TB pulmonar, a febre foi o sintoma mais

encontrado (n=190/62,3%), seguida de tosse (n=132/43,3%) e sudorese noturna
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(n=74/24,3%). Além disso, a tosse e a febre foram mais comuns no grupo de paciente que
obtiveram o diagndstico no tempo inferior a seis dias. Em outro estudo, os sintomas mais

frequentes foram tosse (98,5%), febre (82,0%) e sudorese noturna (83,0%) (49).

2.1.4.2. Busca de casos de Tuberculose Pulmonar

Estratégias que visem encontrar pacientes com TB pulmonar ativa vém sendo
documentadas desde a década de 60. Nos anos 70 e 80, pesquisadores no Quénia e na india
verificaram presenca de TB pulmonar ativa nos individuos que procuraram 0s servicos de
salide com sintomas respiratdrios. Esta demanda aumentou a preocupacdo com estes pacientes
e assim possibilitou maiores investimentos para a qualidade da atencdo dada a eles (52).

Segundo as orientacbes da OMS e de acordo com diretrizes governamentais
brasileiras, os servicos publicos em todos os niveis de atencdo a salude devem assegurar a
realizacdo da pesquisa de BAAR em amostras de escarro de individuos com tosse por um
periodo de pelo menos trés semanas e a estes individuos denominou-se de sintomaticos
respiratdrios (SR) (53). Para tanto, se estabelece no Brasil um percentual de encontrar um SR
em 1% da populacéo geral, ou em 5% das primeiras consultas dos individuos com 15 anos ou
mais nos servicos de saude (45).

A partir da caracterizacdo desses pacientes, surgiu a estratégia de busca de casos de
SR, a qual corresponde a uma atividade multiprofissional orientada a identificar individuos
com tosse por um tempo igual ou superior a trés semanas atraves da investigacao clinica sobre
a presenca deste sintoma, da realizacdo de exames de baciloscopia direta e em alguns casos da

solicitacdo do exame de radiografia toracica. Estes pacientes apresentam maior possibilidade
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de diagnostico de TB pulmonar e esta estratégia tenta garantir a deteccao dos casos baciliferos
que sao os responsaveis pela cadeia de transmissdo da doenca (31,44).

Esta busca de casos TB pulmonar pode ocorrer tanto de forma ativa como passiva. A
primeira acontece quando individuos com tosse ndo procuram servicos de saude
espontaneamente ou quando assim o fazem néo € por este sintoma, ja a passiva quando os SR
procuram oS servicos espontaneamente (44).

No Brasil, em nivel Municipal, Estadual e Federal observam-se dificuldades, ora
financeiras, ora operacionais, nas acdes de prevencdo, diagnostico e tratamento da TB. Isto
acarreta dificuldades nas acbes de busca de casos, uma vez que esta estratégica acaba
ocorrendo quase que exclusivamente em unidades de referéncia da doenca (54).

Murray e Salomon (1998) (55) ao considerar custos e prevaléncia da TB no mundo,
verificaram que estratégia de busca de casos ativa associada ao tratamento diretamente
observado pode trazer significativos beneficios em regides com elevadas taxas de prevaléncia
da doenca, desta forma contribuindo para a reducdo das taxas de mortalidade. No entanto,
ainda se percebe atraso no diagndstico, ocorrido pela inadequada avaliacdo dos pacientes
sintomaticos respiratérios por parte dos servicos de salde ou pelo retardo na procura por

atendimento por parte dos pacientes.

2.1.4.3. Diagnostico Radioldgico

A investigacdo radioldgica toracica, apesar de ndo ter boa especificidade, € um exame
muito utilizado na préatica clinica por ser de baixo custo e ndo invasivo, embora existam
outros métodos diagnosticos por imagem muito mais precisos, como o caso da tomografia

computadorizada de alta resolucdo (TCAR). Pesquisadores da Universidade do Estado de S&o
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Paulo (UNESP) em Botucatu/SP (2010) observaram que os padrdes tomogréaficos de alto
comprometimento de area pulmonar estavam bem relacionados com o processo inflamatério
em 16 pacientes com diagnostico confirmado de TB (56). Apesar desta precisdo, a TCAR tem
sido utilizada na pratica médica em pacientes suspeitos de TB pulmonar com radiografia do
torax normal ou com demonstracdo de alguma alteracdo duvidosa, no entanto seu custo é
cerca de dezenove vezes maior em comparacdo ao exame de radiografia torécica (45).

A radiografia tordcica associada com a avaliacdo da baciloscopia e de aspectos
clinicos e epidemioldgicos é considerada um dos principais métodos de investigacdo inicial e
também de acompanhamento da doenca (57). As principais alteracbes pulmonares
radiologicas em pacientes com TB pulmonar sdo: infiltrados, opacidades parenquimatosas,
linfonodomegalias, cavidades, atelectasias, micronddulos e derrames pleurais, este Gltimo
comum em 25% dos adultos. Em até 15% dos casos confirmados de TB pulmonar a
radiografia de torax pode ser normal (58,44).

Nos casos de TB pulmonar primaria, opacidade parenquimatosa juntamente com
presenca de linfonodomegalias hilares ou mediastinais sdo as manifestacbes mais sugestivas
(58). As primeiras acometem lobos superiores na infancia e lobos médio e inferior em adultos;
ja a segunda é observada na maioria das criangas e em até 40% dos adultos (44).

Na TB pulmonar pds-primaria, encontram-se com mais frequéncia lesbes cavitérias
Unicas ou maltiplas localizadas nos seguimentos lobares superiores (apical e posterior) e nos
seguimentos superiores dos lobos inferiores que, quando curadas, sofrem modificacdes
teciduais tornando-se fibréticas, provocando alteragbes na arquitetura do paréngquima
pulmonar, formagdo de bronquiectasias de tragdo, desvio das estruturas mediastinais e

tuberculomas (44,58).
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As manifestacdes radioldgicas nos pacientes com coinfeccdo TB-HIV dependerdo do
estado imunoldgico encontrado, sendo a contagem de células linfocitarias T CD4"
extremamente importante, uma vez que naqueles casos com contagem abaixo de 200
célulassmm? de sangue, as alteragdes podem ser completamente atipicas e em 10-20% dos
casos podem nem existir. Naqueles com contagem de CD4" superior a 500 células/mm®, as
manifestacbes de imagens encontradas tornam-se semelhantes as de pessoas sem

imunossupressao (59).

2.1.4.4. Diagnéstico Microbiologico

2.1.4.4.1. Baciloscopia de escarro

Segundo orientacdes da OMS, a realizacdo da pesquisa bacteriologica direta em
amostras respiratérias € de fundamental importancia para a confirmagdo do diagnostico
microbioldgico da TB pulmonar. A baciloscopia de escarro baseia-se na utilizacdo de corante
especifico para micobactéria a fim de identifica-la; como rotina, no Brasil, utiliza-se o padrédo
de coloracdo de Ziehl-Nielsen (ZN), o qual determina a capacidade das micobactérias em reter
a fucsina ou hidrocloreto de rosanilina e se apresentar como bastonetes, ligeiramente
delgados, corados em vermelho com fundo azul, que ndao descora com alcool-acido, sendo por
isso referido como bacilo alcool 4cido resistente (BAAR) (44).

Ainda que este exame seja 0 método diagndstico de elei¢cdo adotado pelos servicos de
salde publica do Brasil, em torno de 24% a 30% dos pacientes que recebem terapéutica para a
TB pulmonar ndo tém a confirmacdo bacteriologica, sendo o diagnostico elaborado e o

tratamento prescrito com base no quadro epidemioldgico-clinico-radiologico (2).
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A baciloscopia apresenta um valor preditivo positivo maior que 95%, mas com
sensibilidade variando de 40 a 60% (44). A sensibilidade e especificidade deste método
dependerdo de alguns fatores como: experiéncia técnica dos profissionais envolvidos, forma
de apresentacdo clinica da doencga, quantidade de bacilos presentes na amostra de escarro a ser
examinada, cuidados na coleta, conservacgdo e transporte destas amostras, e da qualidade nos
recursos laboratoriais disponiveis (60). Para se encontrar um resultado positivo no exame de
baciloscopia direta faz-se necessaria a presenca de um ndmero minimo, da ordem de 5 a 10

mil por ml de amostra a ser analisada (20,61).

2.1.4.4.2. Cultura para micobactérias

A cultura do MTb é um método de exame considerado padrao aureo no diagnostico da
TB pulmonar. Consiste no isolamento e identificacdo das micobactérias utilizando meios
solido e/ou liquido que pode detectar 10 bacilos/mL de espécime. Além de promover este
isolamento, pode testar a sensibilidade aos quimioterapicos utilizados no tratamento desta
doenca. Rotineiramente, nos servicos de saude brasileiros, utilizam-se 0 meio sélido de
Loewenstein-Jensen e o Ogawa-Kudoh, pois apresentam menores custos e indices de
contaminacéo (36,44).

A cultura é indicada nos pacientes que apresentam clinica sugestiva de TB pulmonar
com resultado negativo no exame de baciloscopia e presenca de exame radioldgico com sinais
sugestivos da doenca. Também é bastante utilizada para o diagnostico da TB extra-pulmonar,
nos pacientes HIV positivos, pois nestes casos frequentemente a baciloscopia € negativa
devido a baixa quantidade de bacilos no escarro. Também € indicada no acompanhamento do

paciente que esteja em retratamento e nos casos de populagcdes mais vulneraveis a adquirir a
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doenca e com possibilidade de cepas mais resistentes, como os presidiarios, moradores de rua,
indigenas, idosos institucionalizados e profissionais da area de satude (44,31).

Por conseguir detectar um numero pequeno de bacilos, a cultura apresenta rendimento
diagnostico variando de 20-40%. Em termos de custos tem valor superior a baciloscopia,
porém inferior a outros exames diagndsticos, como os testes moleculares (44).

Apesar de ser exame considerado padrdo aureo, estudos destacaram a possibilidade de
resultados falso-positivos, sobretudo devido a contaminacdo durante 0s exames noS
laboratdrios e a deteccdo de micobactérias ndo tuberculosas (micobactérias atipicas) (34).
Também héa possibilidade de resultados falsos negativos os quais podem ocorrer devido a
problemas técnicos no tratamento do material a ser analisado, uso de meios de cultura
inadequados, incubacdo por tempo insuficiente, exposicao do material a luz e calor excessivos
e armazenamento da material por tempo prolongado (57).

Consideravelmente, um dos maiores problemas da aplicabilidade do exame de cultura
esta relacionado ao tempo transcorrido para se obter o resultado, o qual gira em torno de oito
semanas, e isto tem determinado menor aplicabilidade na rotina dos servi¢os de salude e
consequentemente na pratica didria de atendimento dos casos, para a tomada da decisdo
terapéutica. Outro aspecto relevante é a necessidade de laboratério com disponibilidade de

maior tecnologia e equipe de profissional qualificada (31,44).

2.1.4.4.3. PCR para micobactérias

Com a descoberta da estrutura da molécula de acido desoxirribonucleico (DNA), a

partir da década de 50 grandes progressdes ocorreram na area da biologia molecular, uma vez

que a perspectiva de identificacdo e isolamento da sequéncia de &cidos nucleicos de variados
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microorganismos patogénicos, possibilitaria numerosos avancos no diagnéstico de muitas
doencas infectocontagiosas (62).

Aprimoramentos nos testes moleculares ocorreram ao longo do tempo e, a partir disso,
puderam-se diferenciar as categorias das especies as quais pertenciam 0S organismos em
analise. Varios alvos de genomas, os chamados primers, foram identificados e no caso da
identificacdo do DNA do MTb considerou-se a sequéncia 1S6110 como a mais utilizada, pois
pode chegar a alcancar até 20 coOpias do genoma e isto aumentou sobremaneira a
especificidade e a sensibilidade no diagndéstico (60,62-63-64).

A PCR é um teste molecular que pode detectar menos de um fragmento de DNA e é
capaz de em poucas horas determinar a presenca do agente causador da doenca ajudando na
escolha terapéutica mais adequada, além de poder testar a sensibilidade aos farmacos
utilizados (65).

No final da década de 80, os pesquisadores Brisson-Noel, (66) descreveram o uso da
técnica de PCR para detectar a sequéncia do DNA do MTh em amostras clinicas. E a partir de
entdo, muitos testes vem sendo utilizados no Brasil, testes estes que podem ser artesanais —
kits in house (hPCR) ou comercializados (66,67). Os primeiros apresentam a vantagem de
serem mais acessiveis em rela¢do a custos, mas tanto estes quanto os comercializados devem
seguir orientacfes quanto a padronizacao técnica de sua utilizacdo, ou seja, identificacdo da
regido do DNA que sera ampliada e a deteccdo exata dos fragmentos que serdo amplificados
(68).

Em uma metanalise (69) realizada por um grupo de pesquisadores italianos para
verificar a sensibilidade e especificidade do uso de técnicas de hPCR para o diagnostico de
TB com baciloscopia positiva, utilizando a cultura como padrdo ouro, foram incluidos 35

artigos. A sensibilidade encontrada foi 0,96 (IC95%: 0,95-0,97) e a especificidade de 0,81
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(1IC95%: 0,78-0,84), sendo que a grande variacdo da especificidade limitou a aplicabilidade
clinica dos hPCR. Este levantamento também considerou que a hPCR pode ser usada com
confianca para excluir TB em pacientes com baciloscopia positiva, que sua baixa
especificidade pode levar equivocadamente ao inicio da terapéutica anti-TB e sugerem que
futuros estudos excluam pacientes previamente tratados da doenca.

Em dezembro de 2010, a OMS recomendou a utilizacdo dos testes moleculares nos
paises em que TB apresentava elevadas taxas de incidéncia e isto foi considerado um marco
importante para o avan¢o no diagnostico e manejo desta doenca. Existem varios Kits
comerciais utilizados e ja aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos, a saber, 0 AMTD®, Amplicor® e o EMTD® (69).

O rendimento diagnostico dos testes comerciais € considerado variavel, entretanto
resultados mais fidedignos sdo encontrados nos casos de pacientes que apresentam resultado
positivo no exame de baciloscopia. A diferenca de rendimento diagndstico dos testes in house
e dos comerciais envolve a investigacdo de situacdes pela qual ocorreu o processo de
obtensdo das amostras respiratdrias, estas por sua vez necessitam serem descontaminadas para
que n&o haja a possibilidade de contaminacgdo cruzada, assim como a verificacdo da qualidade
técnica do exame de cultura utilizado para comparacéo (69).

No Brasil, 0 Ministério da Satde (MS) reconhece que os testes moleculares podem ser
feitos, porém em laboratérios considerados de referéncia, onde haja instrumentalizacdo
adequada e pessoal qualificado (70). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
em 2008 autorizou o uso do Amplicor Mycobacterium Tuberculosis Test (Amplicor, Roche
Diagnosis System, Inc., Bronchnurg, NJ) e no ano seguinte, 2009, autorizou o Xpert

MTB/RIF®. Os estados do Rio de Janeiro e Manaus foram os primeiros a utilizar este Kit e
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até as fichas do SINAN (Sistema de informacéo de agravos de notificacdo) foram modificadas
para sua implementacao nos servicos publicos (71,72).

No ano de 2013 através da publicacdo da Portaria N° 48 do MS, o kit Xpert
MTB/RIF® foi disponibilizado em ambito nacional, acrescentando mais estados, como:
Distrito Federal, Pernambuco, Rio Grande do Sul e S&o Paulo. Entretanto, esse teste ainda néo
é amplamente disponivel (71,72).

Um grupo de pesquisadores brasileiros desenvolveu um teste molecular cuja
padronizacdo foi firmada em 2009 com uma empresa brasileira a fim de produzir um
prototipo de kit molecular inteiramente nacional. Este kit foi chamado de Detect-TB o qual
consiste na identificacdo de DNA com base na deteccao colorimétrica de produto amplificado
hibridizado utilizando sonda especifica fixada em microplacas (73).

Em estudo que avaliou o uso do Detect-TB em amostras de escarro espontaneo e
induzido nos pacientes com suspeita de TB, foram encontradas sensibilidade de 94% e
especificidade de 100% nas amostras espontaneas e nas obtidas por inducdo do escarro, a
sensibilidade foi de 85% com especificidade de 98%. Assim, este método colorimétrico
mostrou especificidade semelhante ao descrito para kits disponiveis comercialmente e pdde
proporcionar uma importante contribuicdo para o diagndéstico desta doenca (73).

Sabe-se que a alta especificidade do PCR tem relagéo direta com a qualidade das
amostras respiratorias que serdo investigadas. No estudo de Silva BC (2010), (74) que avaliou
a qualidade de amostras de escarro espontaneo para teste de PCR, foi definido que amostras
de alta qualidade seriam aquelas com mais de 40% de células viaveis e menos de 25% de
células epiteliais. Das 72 amostras de pacientes suspeitos de TB, 34,5% tiveram alta qualidade
e destas 25% apresentaram resultado positivo no PCR, enquanto que 51,2% das amostras de

baixa qualidade apresentaram 22,6% de resultados negativos no PCR. Portanto, de acordo
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com este levantamento a qualidade do escarro ira influenciar no desempenho dos testes
moleculares e quanto mais representativa da via aérea inferior, maior sera seu rendimento

para detectar moléculas de DNA (9,13).

2.1.4.5. Escarro Induzido (EI)

O diagnéstico de doengas pulmonares, meramente baseado nos aspectos clinicos, pode
ndo ser totalmente suficiente uma vez que este grupo de doencas podem apresentar
similaridades nestes achados (74). De acordo com a OMS deve ser realizada analise de
escarro para a detec¢cdo do agente causador de muitas doencas respiratorias (75), a exemplo da
TB.

Nos pacientes com resultado de baciloscopia negativa ou naqueles que apresentam
pouca expectoracao, pode ser usado o El. A técnica de El € ndo invasiva e tem a vantagem de
ser de baixo custo operacional, sendo uma excelente ferramenta de investigacdo diagndstica
que fornece informacdes de eventos inflamatérios de vias aéreas respiratdrias mais periféricas
(75).

A inducdo de escarro envolve a aplicagdo por um tempo pré-determinado de 15 a 20
minutos de aerossois de solucdo salina hipertdnica de alta densidade (3% a 10%) através de
nebulizador ultrassénico. Para que as névoas de aerossol sejam produzidas, um cristal piezo
elétrico converte ondas de radio em vibracGes mecanicas de alta frequéncia e as propriedades
do sinal ultrassbnico é que irdo determinar as caracteristicas deste aerossol. Cada fabricante
do equipamento determina a frequéncia de giro que ira estabelecer o exato tamanho das

particulas a serem liberadas. A relacdo desta frequéncia com o tamanho das particulas segue
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um comportamento inversamente proporcional, de maneira que uma frequéncia de 2,25 MHz
produzira aerossois com diametro de aproximadamente 2,5 um (76).

Uma solucdo hiperténica fisiologicamente pode promover alteracbes de pH e
osmolaridade celular, que por sua vez ativa mediadores inflamatdrios que aumentam a
permeabilidade vascular facilitando a eliminacdo de muco principalmente de vias aéreas mais
periféricas e desta maneira pode aumentar o volume do muco eliminado (77-80). Estas
secrecOes localizadas mais perifericamente no pulmao sdo consideradas estéreis, porém,
guando ocorre a expectoracdo, existe a possibilidade de mistura com outras, a exemplo saliva
e residuos alimentares e isto podera interferir na analise desta amostra, com consequentes
alteracdes de resultado de testes para a identificagdo de microrganismos causadores de
doencas (80,81).

Importante considerar as recomendag6es em relacdo as questdes de biosseguranca para
a obtencdo destas amostras respiratorias, uma vez que para a aplicacdo da técnica de inducéo
de escarro ha a necessidade de espaco fisico adequado, com sala especifica que possua
exaustores de pressdo negativa, filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air) e também
alguns materiais especificos de uso individual como méascaras faciais, jalecos e 6culos (82).

A aplicabilidade do EI para o diagndstico da TB ocorre principalmente na investigacdo
de pacientes com suspeita clinica da TB, com exames de imagens sugestivos, infectados pelo
HIV, com resultados negativos na baciloscopia ou com pouca expectoracdo de muco
(82,83,84). Varios estudos ja foram publicados retratando a sua sensibilidade e especificidade
diagndstica na TB pulmonar. O primeiro estudo a ser publicado foi em 1961 (85) e seis anos
depois se publicou um estudo (86) no qual 225 pacientes com suspeita da doenca e oriundos
do Hospital de Forcas Aéreas Americanas realizaram coleta de escarro por expectoracao

espontanea, lavado gastrico e inducdo de escarro para a se estudar a eficacia destes métodos.
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Daquele total de pacientes, 155 apresentaram TB ativa, com cultura positiva em 51% na
inducdo do escarro comparada a um resultado de 30% para a técnica de lavado gastrico.

Outro estudo classico de Yue WY et al (87) apresentou resultado de trés anos de
inducdo de escarro com diferentes substancias inalatérias, entre elas 10% de cloreto de sodio,
através de nebulizador aquecido com variacdo de tempo de inalacdo de 15 a 45 minutos em
pacientes com TB com pouca ou nenhuma producdo de muco. Foi demonstrado que a
inalacdo de concentracao de cloreto de sodio p6de melhorar a producédo de muco e a eficiéncia
no diagnostico da TB em 97,4% dos casos, com poucos efeitos adversos da técnica.

Estudos posteriores compararam a eficacia da inducdo do escarro com outras formas
mais invasivas de obtencdo de amostras respiratorias. Anderson et al. (8) compararam o El
com o exame de fibrobroncoscopia com lavado broncoalveolar para o diagnéstico da TB
pulmonar em 251 pacientes, em regido de alta prevaléncia da doenca e de infeccao pelo HIV.
Apesar de ndo encontrarem diferencas significativas na baciloscopia e cultura na comparagéo
entre as técnicas, 0s pesquisadores concluiram que o El foi um procedimento que demonstrou
elevado rendimento diagnostico.

Em estudo (88) realizado no Rio de Janeiro, os autores investigaram o rendimento
diagnéstico da inducdo de escarro e da fibrobroncoscopia com lavado broncoalveolar para o
diagnostico de TB em 251 pacientes. Apesar de ndo encontrarem diferengas estatisticas
significativas entre estas duas técnicas, este levantamento mostrou que o EI é um
procedimento seguro, que pode ser utilizado como rotina principalmente em locais com
Menos recursos uma vez que é menos invasivo e oneroso. Ja no estudo de Mc Williams et al
(2002), o rendimento de trés testes de indugdo de escarro foi superior em rendimento
diagnostico em relacdo a broncoscopia, além de apresentar custo trés vezes inferior (89).

Outro levantamento realizado em 101 pessoas asiladas de cinco centros de triagem na regido
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da Suica identificou que amostras de EI, apesar de ndo melhorarem o rendimento do exame de
baciloscopia, aumentaram o rendimento da positividade no exame de cultura em 46% (90).

Um estudo (65) retrospectivo realizado por pesquisadores de um Hospital
Universitario no Sul do Brasil investigou a sensibilidade diagnostica da analise bacteriologica
do El e o rendimento diagndstico da broncoscopia feita apds o resultado negativo para BAAR
em amostras de EIl. Dos 417 pacientes suspeitos da doenca, 83 (19,9%) tiveram resultados
positivos (BAAR e/ou cultura) na inducdo do escarro, com 83,5% das amostras consideradas
adequadas para analise. E dos 39 casos diagnosticados com TB pulmonar depois de
submetidos tanto a inducdo de escarro como a broncoscopia, 14 (35,9%) obtiveram o
diagnostico por El e 34 (87,2%) por broncoscopia. Desta maneira, concluiu-se que embora o
rendimento do EIl tenha sido menor, a indicacdo desta técnica na abordagem inicial de
pacientes com suspeita de TB que ndo sdo capazes de produzir escarro ou que tiveram
resultado negativo em pesquisa de BAAR prévia é til na pratica clinica.

Outros pesquisadores na India também demonstraram resultados similares ao acima
proposto, ao avaliarem a utilizacdo do EI no estabelecimento do diagnoéstico em pacientes
com suspeita de TB, incapazes de produzir muco ou com exames de esfregaco negativo. Dos
100 casos investigados, 95% conseguiram expectorar quantidade suficiente de escarro durante
a técnica, portanto demonstrando uma elevada adequacdo das amostras para anélise e
apresentando sensibilidade diagnostica elevada de 80% e 87%, para baciloscopia e cultura,

respectivamente (91).
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3. JUSTIFICATIVA

A TB ¢é um importante problema de saude publica no mundo, particularmente em
paises de baixa e média renda, como no Brasil. Porto Alegre é, atualmente, a segunda capital
brasileira com maior nimero de casos de TB, além de apresentar um elevado percentual de
coinfeccdo TB-HIV.

Para o diagndstico da TB, a OMS preconiza que seja utilizada inicialmente a
baciloscopia de escarro. Entretanto, essa ndo € uma tecnica sensivel, e somente cerca de 60%
dos novos casos de TB pulmonar tém baciloscopia positiva. Varias situacdes podem
comprometer o resultado deste exame, dentre elas: paciente em inicio da doenca, pacientes
com pouca producdo de muco e aqueles infectados pelo HIV. Dessa forma, muitas vezes o
tratamento é realizado empiricamente baseado em critérios clinico-radiologicos e pode
resultar em custos e toxicidades desnecessarios.

A TB com baciloscopia negativa (TPBN) representa 24-30% dos casos de TB no
Brasil. A mortalidade desses pacientes pode chegar até 25% em populacdes com alta
prevaléncia de infeccéo pelo HIV, o que pode ser em grande parte consequéncia do atraso no
diagndstico. Além disso, embora os pacientes com baciloscopia positiva sejam considerados
mais infectantes, 10-20% das transmissdes de TB em nivel populacional sdo atribuiveis a
casos de TPBN.

Nos pacientes com suspeita de TB e pouca expectoracdo ou com baciloscopia
negativa, o exame de broncoscopia, quando disponivel, pode ser realizado, no entanto, € um
procedimento invasivo e de maior custo. Em contraste, o EI € um procedimento ndo invasivo,
menos dispendioso, com poucos efeitos adversos e tém mostrado acuracia diagnostica igual

ou superior a da broncoscopia no diagndstico da TB. A cultura para micobactérias tem
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rendimento diagnostico superior ao da baciloscopia direta no EI, porém, por ser
consideravelmente mais demorada em seus resultados, € menos pratica na rotina diaria de
atendimento dos casos e para a tomada de decisdo terapéutica. A técnica de PCR é a
metodologia mais comum para o diagnostico rapido da TB, todavia poucos estudos avaliaram

seu papel em amostras de EI.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL
Determinar a acuracia diagnostica do PCR para micobactérias no escarro induzido em

pacientes com suspeita de TB pulmonar.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever caracteristicas socio-demograficas, dados clinicos, radiologicos,
comorbidades, habitos comportamentais dos pacientes com suspeita de TB;

- Avaliar sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do PCR

para micobactéria no escarro induzido, utilizando como padrdo ouro o exame de cultura.
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ABSTRACT

Objective: The objective of this study is to determine the diagnostic yield of PCR for TB
compared with culture in IS samples. Methods: Prospective study. Inpatients and outpatients
> 18 years with respiratory symptoms suggestive of TB were invited to participate. Subjects
were interviewed using a standardized questionnaire, and collected IS. Three samples were
obtained for AFB smear and culture. A fourth sample was obtained for PCR test. Results: A
total of 116 induced sputum samples were evaluated. The sensitivity, specificity, positive
predictive value, and negative predictive value of PCR were 95.2%, 48.4%, 29.0%, and
97.9%, respectively. The area under the ROC curve was 0.72 for the PCR test (P<0.0001).
Conclusions: Although the PCR specificity could be underestimated, if we consider PCR to
be more sensitive than the culture method used, we thought that these PCR positive tests
means false-positives. PCR results should always be interpreted carefully in conjunction with

clinical information.

Keywords: Tuberculosis; Diagnosis; Induced sputum; Saline solution, hypertonic; Smear-

negative tuberculosis; Molecular diagnosis.
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INTRODUCTION

Smear-negative pulmonary tuberculosis (SNPT) represents 30-60% of all pulmonary
tuberculosis (TB) cases, according to region *. In Brazil, 24-30% of cases of pulmonary TB in
adults are SNPT 2. The mortality of these patients can reach 25% in populations with high
prevalence of HIV infection, which may be largely related to delay in diagnosis *.
Furthermore, although smear-positive patients are considered to be more infectious, 10-20%
of TB transmissions at the population level are attributable to SNPT cases >”.

In patients with smear negative sputum or no reliable sputum production, alternative
methods of obtaining sputum specimens are bronchoscopy and induced sputum (IS).
Bronchoscopy is an invasive procedure, expensive, and not widely available in resource-
limited settings. Induced sputum is a less costly, non-invasive, and well-tolerated alternative
with a similar microbiological yield of bronchoscopy #**. Nevertheless, in settings with a high
prevalence of TB-HIV, IS smears are also frequently negative and diagnosis still relies on
culture. 1S culture for mycobacteria increase the diagnostic yield three times more than
smears alone *2. However, culture is more time-consuming in its results—the turn-around
time is about 2-8 weeks—so it is less useful to guide the clinical decision-making process *°.
Thus the treatment is often carried out empirically, based on clinical criteria, and can result in
unnecessary costs and toxicities.

Polymerase chain reaction (PCR) is the most common methodology for rapid
diagnosis of pulmonary TB. In spontaneous sputum samples, PCR for TB provides high
specificity, and the sensitivity varies from 36% to 97%, depending on the results of smears

16-19

and cultures ***°, However, few studies ***° evaluated its role in IS samples. The aim of this
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study was therefore to determine the diagnostic yield of PCR for TB compared with culture in

IS samples, among patients with a clinical suspicion of pulmonary TB.
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METHODS

Study Design and Setting

We conducted a prospective study in Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), a
general, tertiary care, university-affiliated hospital with 750 beds and approximately 29,000
hospitalizations/year, located in the city of Porto Alegre, in Southern Brazil. Porto Alegre has
the second highest incidence of TB in the country (88.8 cases/100,000 inhabitants/year in
2015), and 25.2% of TB patients are coinfected with HIV ?°. The study was approved by the

Ethics Committee at HCPA in March 5th, 2013 (number 13-0064).

Patients and Data Collection

Inpatients and outpatients aged > 18 years with respiratory symptoms suggestive of
PTB, like productive cough for > 2 weeks, cough of any duration accompanied by
constitutional symptoms (fever for at least 3 days, night sweats or weight loss of at least 3 kg
in the previous month), or hemoptysis, with no sputum or with negative AFB smear on
spontaneous sputum, were invited to participate. Patients with a previous diagnosis of TB and
patients that already started TB treatment were excluded.

After signing informed written consent enrolled subjects were interviewed using a
standardized questionnaire, and collected IS. The following data were recorded: demographic
data (sex, age, race, years of schooling), presence of cough, fever, night sweating, hemoptysis,
sputum production, weight loss, dyspnea, smoking status, alcohol consumption, drug use,

presence of comorbidities. An independent physician analyzed the chest X-rays (CXRs) and
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classified them as typical of TB (the presence of nodular, alveolar, or interstitial infiltrates
predominantly affecting the zones above the clavicles or upper zones; the presence of
cavitation affecting the upper zones or the apical segment of the lower lobe) or compatible
with TB (enlarged hilar nodes, pneumonic lesion, atelectasis, mass lesion, miliary), according
to previously described guidelines #. We also evaluated hospitalization outcome (death or
discharge), and outcome after discharge (cure, dropout, death). Data after discharge were

obtained from SINAN’s database.

IS Procedure, Microbiological and Molecular Testing

IS was performed in the sputum induction room, with a negative-pressure isolation
chamber and a standardized protocol, supervised by a trained nurse. Appropriate staff
protection measures were taken. Sputum was induced through inhalation of 5% hypertonic
saline solution produced by an ultrasonic nebulizer (RespiraMax®, NS, S&o Paulo, Brazil).
The procedure was continued until an adequate amount of sputum sample was collected or 20
min has passed.

Three samples were obtained for AFB smear (Ziehl-Neelsen method) and culture
(Lowenstein-Jensen medium). A fourth sample was obtained for PCR test. Laboratory
technicians who conducted the molecular testing were blinded to the bacteriology results.
Detect-TB (Labtest, MG, Brazil) is a new molecular commercial kit that has been developed
in Brazil, based on colorimetric detection of amplified product of the 1S6110 region
hybridized with specific probe fixed on microplate. DNA extraction, purification and
amplification were performed as described previously %. To prevent DNA contamination,

strict room separation was used, including a workflow from initiation of the PCR to
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hybridization. Briefly, Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) DNA was amplified
using biotinylated primers targeting the 1S6110 fragment. These amplified products were
reverse hybridized on microcell plates (Nunc Immobilizer™ Amino Surface, Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) to a fixed aminated probe complementary to the internal region of the
amplified 1S6110 fragment. The hybridization signal was detected by colorimetry using the
streptavidin-peroxidase/TMB system and measured using a spectrophotometer with a 450/
620 nm filter. The absorbance of the negative control was subtracted from the results, as
recommended by Detect-TB (Nunc Tech Note, 1999a, Nunc Tech Note, 1999b). All samples

with readings above 0.275 were considered positive for MTBC DNA .

Statistical Analysis

Data analysis was performed using SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, lllinois) and MedCalc 16.4.3 software package (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium). Data were presented as number of cases, mean * standard deviation
(SD), or median with interquartile range (IQR). Positive mycobacterial culture results were
defined as a gold standard of the diagnosis. On the basis of culture results, we calculated the
sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative predictive value with 95% ClIs
of the PCR for the detection of MTBC. We constructed receiver operating characteristic
(ROC) curves for PCR. Considering the sensitivity of the DetectTB test of 85% 2, with a
confidence interval of 95% and a power of 80%, it will be necessary to include at least 100

patients in the study.
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RESULTS

During the study period, 126 patients met the inclusion criteria and were invited to
participate. Ten patients could not expectorate sputum after hypertonic saline inhalation, and
were excluded from analysis. A total of 116 induced sputum samples were evaluated. The

characteristics of the study population are shown in Table 1.

Table 1. Characteristics of study patients.

Characteristics n=116*
Demographic characteristics
Age, yr 50.8 £ 16.2
Male sex 53 (45,7)
White race 85 (73.3)
< 8 years of schooling 74 (63.8)
Current smokers 53 (45.7)
Never smokers 49 (42.2)
Former smokers 14 (12.1)
Alcoholism 39 (33.6)
Drug use 20 (17.2)
Symptoms
Cough 110 (94.8)
Weight loss 79 (68.1)
Dyspnea 71 (61.2)
Fever 60 (51.7)
Night sweats 52 (44.8)
Comorbidities
HIV positive 35(30.2)
Lung diseases 22 (19.0)
Neoplasia 13 (11.2)
Diabetes mellitus 5(4.3)
Radiographic patterns
Typical of TB 61 (52.6)
Compatible with TB 35(30.2)
Atypical of TB 20 (17.2)
Outpatients 78 (67.2)
Induced sputum AFB smear positive 9(7.8)
Induced sputum culture positive 21 (18.1)

Induced sputum PCR positive 69 (59.5)
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*Data are presented as mean = SD, n/N (%): number of cases with characteristic/total number of cases
(percentage), or median (interquartile range).HIV: human immunodeficiency virus; TB: tuberculosis; AFB: acid-

fast bacilli; PCR: polymerase chain reaction.

The mean age of all patients was 50.8 + 16.2 years, 45,7% were males, and 73.3% were
white. Thirty-five patients (30.2%) were HIV positive. The most common symptoms were
cough (94.8%), weight loss (68.1%), and dyspnea (61.2%). The radiographic patterns were
classified as typical of TB, compatible of TB, and atypical of TB in 61 (52.6%), 35 (30.2%),
and 20 (17.2%) patients, respectively. Thirty eight (32.8%) inpatients and 78 (67.2%)
outpatients were included in the study.

Thirty-three patients (28.4%) were able to collect spontaneous sputum samples, and all
of them were AFB and culture negatives. Induced sputum AFB smear and culture were
positives in 9 (7.8%) and 21 (18.1%) patients, respectively. PCR was positive in 69 (59.5%)
of induced sputum samples. Ninety seven (83.6%) patients had a clinical TB diagnosis. The
outcomes were cure (n=44), dropout (n=36), death (n=15), and drug-resistant TB (n=2).

Of the 116 analyzed samples, considering the culture as the gold standard, 21 samples
were defined as TB cases and 95 non-TB cases. Among the 21 samples that were culture
positive, only one was PCR negative. All samples that were culture negative were smear
negative. Among the 95 culture negative samples, 49 (51.6%) were PCR positive and 46
(48.4%) PCR negative. The sensitivity, specificity, positive predictive value, and negative
predictive value of PCR were 95.2% (95% CI 76.2-99.9), 48.4% (95% CI 38.0-58.9), 29.0%
(95% CI 18.7-41.2), and 97.9% (95% CI 88.7-99.9), respectively. The area under the ROC

curve was 0.72 for the PCR test (95% CI 0.63 to 0.79; P<0.0001) (Figure 1).
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Figure 1. Receiver Operating Characteristic (ROC) Curve for the Detection of
Tuberculosis with PCR test (The area under the ROC curve was 0.72 for the PCR

test [95% CI 0.63 to 0.79; P<0.0001]).

Among the 49 PCR positive/culture negative samples, 43 (87.8%) had a clinical
diagnosis of TB and were treated with anti-TB drugs. The outcomes of these patients were:

cure (n=18), dropout (n=16), death (n=8), and drug-resistant TB (n=1).
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DISCUSSION

In the present study, we evaluated the accuracy of a PCR test (Detect-TB) in IS of
outpatients and inpatients with a clinical suspicion of TB in the routine assessment carried out
at a tertiary hospital. The overall PCR sensitivity and specificity for 116 specimens were
95.2% and 48.4%, respectively, with a positive predictive value of 29.0% and a negative
predictive value of 97.9%.

IS is proved to be useful in smear negative pulmonary TB or in patients unable to
expectorate, increasing TB case detection rates 2*. Nevertheless, IS smear microscopy lacks

12;25

sensitivity and, although mycobacterial culture increases diagnostic yield, its results are

too slow for clinical practice usefulness. In this context, rapid diagnosis of TB relies on PCR

test. Few studies °1°

evaluated the PCR role in IS samples for TB diagnosis, and most of
them had small sample sizes and were not designed to evaluate the sensitivity and specificity
of the test 1"*°. Kawada et al *" compared the PCR with the conventional smear and culture
method for the detection and identification of Mycobacterium tuberculosis in only 25 IS
samples from patients suspected of active pulmonary TB. IS were both PCR and culture
positive in 10 patients, PCR positive and culture negative in 4 patients, and PCR negative and
culture positive in 2 patients. In another study °, the role of IS in patients with spontaneous
expectoration was investigated. Only 38 patients were evaluated, and PCR was positive in 9,
including cases of nontuberculous mycobacteria. A retrospective study *® from South Korea
also reported the findings of 39 IS samples from pulmonary TB patients. Thirty-one patients
were culture positive. Twenty-four 1S specimens were tested for PCR and 13 (54.2%) were

positive. The largest study *® that evaluated PCR in IS was developed to assess the yield of

repeated sputum induction for the diagnosis of active TB in patients who do not produce
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spontaneous sputum, or with smear negative spontaneous samples. The authors found that
PCR specificity was 100%, but in smear negative/culture positive patients, the sensitivity was
only 47%. In addition, one concern about this study is that almost 30% of active TB cases in
this study were clinically diagnosed, and clinical assessment is not always reliable to be used
as the gold standard in a comparison study. Another study  that evaluated the same PCR test
(Detect-TB), and demonstrated high sensitivity and specificity, also used clinical outcome as
the gold standard.

In our study, we found a very low specificity for PCR test. There are some possible
explanations for this finding, like previous TB history, cross-contamination of specimens, and
low sensitivity of culture. False-positive cases due to previous TB were not a problem, since
we excluded these patients. Intra- and pre-laboratory contamination of specimens with DNA
from previous PCRs or during DNA extraction could be the cause of false positive results %.
Although we used an unidirectional workflow in order to prevent DNA and amplicon
contamination, it is very unlikely but possible that a contamination could have occurred,
especially during the pre-analytical phase, at the samples collection site. Another reason for
this observation could be that the sensitivity of the culture system used in our institution is
lower than PCR, as reported previously °?°. Also, when culture is used as the gold standard
test, specimens containing noncultivable organisms may lead to a positive PCR and be
considered as false-positive result *>*!. In order to support the hypothesis that PCR is more
sensitive than culture, it would be useful to have two or more positive PCR results in patients
with negative cultures 22, but we collected only one sample per patient for PCR test in our
study. Al Zahrani et al *® demonstrated that the yield of PCR test increased with the greater
number of IS samples evaluated. However, when we considered the clinical diagnosis

together with PCR/culture results, we found that almost 90% of patients with PCR
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positive/culture negative samples had a clinical diagnosis of TB and were treated with anti-TB
drugs, supporting the hypothesis that PCR is more sensitive than culture.

In conclusion, in this study we found a high sensitivity and a low specificity of a PCR
test in patients with a clinical suspicion of pulmonary TB. Although the PCR specificity could
be underestimated, if we consider that PCR to be more sensitive than the culture method used,
we thought that these PCR positive tests in culture negative patients actually means false-
positive results. It demonstrates that PCR results should always be interpreted carefully in

conjunction with clinical information.
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6. CONCLUSOES

Em conclusdo, neste estudo encontramos uma alta sensibilidade e baixa especificidade
do teste de PCR em amostras de El de pacientes com suspeita clinica de TB pulmonar.
Embora a especificidade da PCR possa ser subestimada, se considerarmos que a PCR é mais
sensivel do que o método de cultura utilizado, pensamos que esses testes positivos para a PCR
em pacientes com cultura negativa realmente significam resultados falso-positivos. Este
estudo demonstra que os resultados de PCR devem ser sempre interpretados cuidadosamente

em conjunto com as informagdes clinicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, avaliamos a acuracia de um teste de PCR (Detect-TB) em amostras
de EIl de pacientes ambulatoriais e internados com suspeita clinica de TB pulmonar, na
avaliacdo de rotina realizada em hospital terciario. A sensibilidade e especificidade da PCR
para 116 espécimes foram de 95,2% e 48,4%, respectivamente, com valor preditivo positivo
de 29,0% e valor preditivo negativo de 97,9%. Ha algumas possiveis explicacdes para a baixa
especificidade do exame de PCR encontrada nesse estudo, conforme discutido anteriormente.
Estudos futuros com um novo delineamento, utilizando um padrdo-aureo diferente, como um
painel de revisores consistindo de médicos experientes no diagnéstico da TB e especialistas

de laboratério, devem ser realizados para confirmar esses achados.



