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RESUMO

Carnevale GG. Andlise de interferentes na extracdo, amplificacdo e
deteccao de M. tuberculosis por reacdo de PCR em amostras de liquido
pleural, escarro e lavado broncoalveolar [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Introducdo: A tuberculose (TB) € uma das infeccbes mais prevalentes na
humanidade, sendo o comprometimento pulmonar a principal causa de
morbimortalidade. A cultura € o padrdo de referéncia para diagnostico, porém
apresenta baixa sensibilidade. Das formas extrapulmonares, a TB pleural é a
mais comum e apresenta diagnostico confirmatério dificil por ser paucibacilar e
conter interferentes intrinsecos na amostra. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), por amplificar o DNA da micobactéria, apresenta-se como teste mais
sensivel que a cultura, sendo positivo em amostras que apresentam a partir de
10> UFC/mL (unidades formadoras de colénia por mL) de M. tuberculosis
(MTB). Entretanto, quando utilizada em amostras de escarro, lavado
broncoalveolar e/ou liquido pleural pode ter seu desempenho comprometido
pela presenca de inibidores intrinsecos da amostra (variaveis pré-analiticas) e
pelas técnicas de amplificacdo e deteccao (variaveis analiticas) utilizadas na
reacdo. Objetivo: Avaliar a influéncia de variaveis pré-analiticas (concentracéo
de células, hemacias e proteinas) na deteccdo do DNA do M. tuberculosis em
amostras de escarro, lavado broncoalveolar (LBA) e liquido pleural (LP),
utilizando combinacdes de métodos de extracdo/deteccdo. Métodos: Amostras
de escarro, lavado broncoalveolar e liquido pleural de pacientes ndo infectados
pelo M. tuberculosis foram obtidas através de inducdo a expectoracao,
broncoscopia respiratoria e/ou toracocentese, respectivamente, em volumes
suficientes para o estudo. Para testar o limiar de deteccdo do M. tuberculosis,
as amostras foram preparadas “in vitro” de maneira a conter concentragdes
variadas dos interferentes pré-analiticos e de UFC/mL da micobactéria. Para a
técnica de PCR, o DNA foi extraido pelo método de extracdo QIAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e pelo AMPLICOR® Respiratory Specimen
Preparation (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA) e



amplificado e detectado por trés métodos: 1) COBAS® TagMan® MTB Test
(Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA); 2) MTB Q — PCR Alert
Kit (Nanogen Advanced Diagnosis, Trezzano, Italy) e 3) “in-house” ou caseiro.
Desta maneira, foram testadas as seguintes combinacdes: Extracao
Roche/deteccdo Roche (R/R); Extracdo Roche/deteccdo Nanogen (R/N);
Extracdo Roche/detecgcado “in house” (R/IH); Extracdo Qiagen/detec¢cdo Roche
(Q/R); Extracdo Qiagen/deteccdo Nanogen (Q/N) e Extracdo Qiagen/deteccao
‘in house” (Q/IH). Resultados: Em amostras de escarro, a quantidade de
células e de hemacias nao interferiu na deteccdo do M. tuberculosis, com
excecdo do método de extracdo/deteccdo Roche. Nas amostras de LBA,
médias e altas concentracfes de células e altas concentracbes de hemacias
contribuiram para menor deteccdo do MTB quando utilizado o método de
deteccdo Roche, enquanto que no liquido pleural, a concentracédo de hemacias
foi a variavel que mais interferiu na deteccdo do agente. Em ambas as
situacOes a menor deteccao foi obtida com a combinacdo Q/N. Conclusao: A
gualidade pré-analitica das amostras biologicas recebidas no laboratorio clinico
pode interferir no desempenho diagnostico dos testes moleculares. A escolha
dos meétodos de extracdo e deteccdo € de fundamental importancia na
sensibilidade analitica do teste, para garantia de melhores resultados,
especialmente quando trabalhamos com amostras paucibacilares que contém

potenciais inibidores da reacao.

Descritores: tuberculose, escarro, liquido da lavagem broncoalveolar, liquidos

corporais, liquido extracelular, reacdo em cadeia da polimerase/métodos.



ABSTRACT

Carnevale GG. Analysis of interfering in the extraction, amplification and
detection of M. tuberculosis by PCR reaction in pleural fluid, sputum and
bronchoalveolar lavage samples [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Introduction: Tuberculosis (TB) is one of the most prevalent infections in
humanity, and pulmonary compromise is the leading cause of morbidity and
mortality. Culture is the reference standard for diagnosis, but has low sensitivity.
Of the extrapulmonary forms, pleural TB is the most common and presents
difficult confirmatory diagnosis due to be paucibacillary and to contain intrinsic
interfering in the sample. The polymerase chain reaction (PCR), for amplifying
DNA of the mycobacterium, appears as more sensitive test than the culture,
with positive results from 10°> CFU/ml (colony forming units per ml) of M.
tuberculosis (MTB). However, when used in sputum samples, bronchoalveolar
lavage and/or pleural fluid, this test can also have its performance compromised
by the presence of intrinsic sample inhibitors (pre-analytical variables) and by
the amplification and detection techniques (analytical variables) used in the
reaction. Objective: To evaluate the influence of pre-analytical variables
(concentration of cells, red blood cells and proteins) in DNA detection of M.
tuberculosis from sputum, bronchoalveolar lavage (BAL) and pleural fluid (PF)
samples by using combinations of extraction/detection methods. Methods:
Samples of sputum, bronchoalveolar lavage and pleural fluid of patients not
infected with M. tuberculosis were obtained by inducing sputum, respiratory
bronchoscopy and/or thoracentesis, respectively, in sufficient volumes for the
study. To test the detection threshold of M. tuberculosis, samples were
prepared "in vitro" to contain variable concentrations of pre-analytical interfering
and CFU/mL of mycobacteria. For PCR, DNA was extracted by two methods:
the QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and Respiratory
Specimen Preparation Amplicor (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg,
NJ, USA) and amplified and detected by three methods: 1) COBAS® TagMan®
MTB Test (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA); 2) MTB Q -



PCR Alert Kit (Nanogen Advanced Diagnosis, Trezzano, Italy) and 3) "in-
house". Thus, the following combinations were tested: Roche extraction and
detection (R/R); Roche extraction and Nanogen detection (R/N); Roche
extraction and "in house" detection (R/IH); Qiagen extraction and Roche
detection (Q/R); Qiagen extraction and Nanogen detection (Q/N) and Qiagen
extraction and "in house" detection (Q/IH). Results: In sputum samples, the
amount of cells and red blood cells did not interfere with M. tuberculosis
detection, an exception for Roche extraction/detection method. In BAL samples,
medium and high cell concentrations and high concentrations of red blood cells
contributed to lower detection of MTB when using the Roche detection method,
while in the pleural fluid, the concentration of red blood cells was the variable
that most interfered with the MTB detection. In both situations, the smallest
detection was obtained with the combination Q/N. Conclusion: The pre-
analytical quality of biological samples received in the clinical laboratory can
interfere with the performance of molecular diagnostic tests. The choice for the
extraction/detection methods is of fundamental importance in the analytical
sensitivity of PCR, in order to guarantee better results, especially when working

with paucibacillary samples containing potential reaction inhibitors.

Descriptors: tuberculosis, sputum, bronchoalveolar lavage fluid, body fluid,

extracellular fluid, polymerase chain reaction/methods.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico/Epidemiologia

Para introduzir o tema “Tuberculose” é preciso citar a palestra de Robert
Koch, proferida em 24 de marco de 1882 em Berlim, a qual ele inicia
descrevendo uma bactéria em forma de bastonete - o Mycobacterium
tuberculosis - e que representou o primeiro grande passo da era moderna na
luta contra a tuberculose™?.

A tuberculose (TB) & uma das infecgcbes mais prevalentes na
humanidade, sendo responsavel por 8 a 10 milhdes de novos casos e 2
milhdes de mortes a cada ano, dos quais apenas quatro milhdes apresentam-
se com baciloscopia positiva. Ainda nos dias atuais representa um grande
desafio para a Saude Publica, principalmente nos paises menos desenvolvidos
e nos paises chamados emergentes®*.

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, até 2015,
aproximadamente um bilhdo de pessoas terdo sido infectadas, cerca de 200
milhdes irdo desenvolver a doenca e 35 milhdes morrerdo de tuberculose,
dados estes que mostram a relevancia de se investir em pesquisas que
discutam formas de diagnéstico, tratamento e prevencéo da doenca®®.

Em 2006, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lancou a estratégia
Stop TB, que possuia metas para reverter a disseminacao da tuberculose até
2015’. Estas metas visavam contribuir para o fortalecimento e melhoria do
sistema de saude com base na atencdo primaria a saude, identificacdo de
TB/HIV, TB multi-resistente e das necessidades das populacdes pobres e
vulneréaveis®®.

Em Marco de 2014, a OMS e seus parceiros anunciaram uma estratégia
de tuberculose pds-2015 e metas de acompanhamento com o objetivo de
acabar com a epidemia mundial. Esta estratégia ambiciona reduzir a incidéncia
de tuberculose em 90% até 2035 (em comparacdo com a incidéncia de 2015)
através do diagnéstico precoce e do rastreio sistematico (caso busca ativa) de

contatos e de grupos de alto risco’®*2,



De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o Brasil ocupa o 19°
lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de
tuberculose no mundo e o 108° lugar em incidéncia'®. A OMS estima que havia
uma incidéncia de 83 mil casos de tuberculose no Brasil em 2011 e uma taxa
de incidéncia anual de 42 casos por 100.000 habitantes™*. Estima-se que esta
incidéncia venha caindo constantemente nas duas Ultimas décadas e, embora
em nivel nacional mais de 90% dos casos estimados sejam detectados e
reportados, as taxas de sucesso de tratamento permanecem abaixo da meta
necessaria para erradicar a doenca no futuro préximo*>°.

Além do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e sua associacdo com
tuberculose ativa e, o aumento de cepas resistentes de Mycobacterium
tuberculosis as mais eficazes drogas anti-TB, existem outros fatores que
sustentam a epidemia atual, como a expansdao populacional, a pouca
notificacdo de casos, as baixas taxas de cura em paises pobres, a transmissao
ativa em hospitais superlotados, prisdes e outros locais publicos, a migracao de
pessoas provenientes de paises com incidéncia mais elevada devido a guerras

ou & fome, o abuso de drogas e a decadéncia social**™%.

1.2 Complexo Mycobacterium tuberculosis

A tuberculose é causada por membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTBC), que inclui: Mycobacterium tuberculosis (MTB), o agente
etiolégico da tuberculose humana; M. africanum, que causa a tuberculose em
humanos apenas em certas regides da Africa; M. bovis, M. caprae e M.
pinnipedii que causam tuberculose em mamiferos selvagens e domesticados e
M. microti, que causa tuberculose somente em ratazanas. Decifrar 0 genoma
de aproximadamente 4 Mbp (milhbes de pares de bases) do bacilo da
tuberculose possibilitou uma melhor compreensdo sobre sua biologia com a
identificacdo de novas e, de certa forma, inesperadas propriedades e permitiu a
reconstrucdo da histéria do MTB como um agente infeccioso humano
mundial®®.

O MTB é uma micobactéria de crescimento lento com tempo de

duplicacéo de 12-24 h em condi¢fes ideais. Uma caracteristica importante do



bacilo € a peculiar estrutura de sua parede celular, que fornece uma barreira
excepcionalmente forte e impermeavel a compostos toxicos e drogas e que
desempenha um papel fundamental em sua viruléncia. A visdo classica da
estrutura da parede celular das micobactérias foi revista com o advento de
novas técnicas de microscopia eletrbnica que preservam a organizacao da
parede celular, evitando a desidratacdo da amostra. Gracas a estes avancos,
foi demonstrado que as micobactérias possuem uma membrana externa,
funcionalmente semelhante ao observado em bactérias gram-negativas, que
consiste em uma dupla camada lipidica assimétrica feita de acidos graxos
longos no folheto interno (acidos micélicos) e de glicolipidios e de componentes
serosos na camada exterior. A membrana interior e exterior formam um espaco
periplasmatico, com uma fina camada de peptidioglicano no lado mais interior,
ligado de forma covalente a arabinogalactano e lipoarabinomanano que por sua
vez estdo ligados a acidos micolicos. A isoniazida e o etambutol, dois dos
medicamentos anti-TB mais eficazes, atuam na sintese dos acidos micoélicos e
arabinogalactana, respectivamente, destacando a importancia da parede
celular das micobactérias no mecanismo de acdo das drogas

antituberculosas®®.

1.3 Patogénese

O comprometimento pulmonar continua sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade na doenca. Sua evolugdo clinica € extremamente
variavel e depende da atividade, extensdo e padrdo de distribuicdo da
infeccao®.

A infeccdo pelo MTB ocorre quando poucos bacilos dispersos no ar, a
partir de um paciente com tuberculose pulmonar ativa, atingem os alvéolos do
hospedeiro. Neste sitio, 0 MTB é rapidamente fagocitado pelos macréfagos
alveolares, que na maioria das vezes conseguem matar as bactérias gracas a
resposta imune inata. Se os bacilos sobreviverem a esta primeira linha de
defesa, comecam a replicar ativamente no interior dos macréfagos, se
difundem para as células préximas, incluindo células epiteliais e endoteliais,

bY

chegando, em algumas semanas de crescimento exponencial, a carga



bacteriana elevada. Durante as etapas iniciais da infeccdo, o MTB pode se
difundir para outros 6rgdos através dos vasos linfaticos e por disseminacao
hematogénica, infectando outras células e 6rgaos™®?°.

Em sequéncia, uma vez que a resposta imune adaptativa entra em agéao,

a migracao, para o local da infecgdo priméria, de neutrdfilos, linfécitos e outras
células do sistema imunoldgico formam um infiltrado celular que assume a
estrutura tipica de um granuloma; uma matriz fibrética cobre o granuloma, que
se torna calcificado com os bacilos encapsulados no interior e protegido pela
resposta imunolégica do hospedeiro'®*'. Na maioria dos casos, os pacientes
sd0 assintomaticos e as lesdes sofrem fibrose e calcificacdes secundarias®.
A grande maioria dos pacientes responde as medidas quimioterapicas atuais.
O insucesso na resposta ao tratamento se associa com doenca avancada,
microorganismos resistentes aos farmacos convencionais ou presenca de
comorbidades como diabetes mellitus, AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) ou amiloidose secundaria, fatores que complicam o prognéstico?®?.
Em lactentes, criancas ou em adultos imunodeficientes, ndo raramente a
doenca evolui com disseminacdo progressiva e cavitagdo, pneumonia
tuberculosa ou tuberculose miliar.

Dentre as formas de apresentacdo de doenca primaria, as
extrapulmonares acometendo as serosas (pleura, pericardio, periténio e
meninge), ocorrem precocemente nos primeiros meses apos a infeccdo e sao
geralmente paucibacilares®. A tuberculose pleural, é a forma mais comum de
doenca extra-pulmonar em adultos, ocorrendo em até 20% dos pacientes e
representa uma das principais causas de morbidade associada a tuberculose
extrapulmonar®#*,

A maioria dos casos de tuberculose pulmonar secundaria representa
reativacdo de infeccdo antiga, possivelmente subclinica. Durante a infeccdo
primaria, os bacilos podem disseminar-se sem produzir sintomas,
estabelecendo-se em locais com alta tensdo de oxigénio, sobretudo nos apices
pulmonares. A reativacdo nesses locais ocorre em 5 a 10% dos casos de
infeccdo primaria; a evolucdo das lesbes secundarias também é variavel,

podendo cicatrizar espontaneamente ou com tratamento ou, progredir de



diferentes maneiras. De modo geral, tende a produzir mais lesdes pulmonares
do que a doenca priméaria®.

Nos paises com alta incidéncia da doenca, o acometimento pleural
reflete uma alta taxa de infeccao primaria, enquanto que nos paises com baixa
incidéncia, geralmente resulta da reativacéo de infec¢des prévias.

Sabe-se que a associacao com AIDS dificulta o controle da tuberculose pleural.
Em individuos imunocompetentes e infectados por M. tuberculosis, as chances
de que essa infeccdo evolua para doenca sdo de apenas 10% ao longo da

vida??.

1.4 Diagnostico

O aumento no numero de novos casos no mundo e 0 surgimento de
cepas multirresistentes aceleraram o0 desenvolvimento de métodos
diagnosticos mais rapidos e mais sensiveis. O diagnostico precoce da doenca
seria extremamente vantajoso do ponto de vista epidemiologico e clinico, uma
vez que nas fases iniciais, a doenca é menos contagiosa e esta associada a
menor morbidade e mortalidade.

Embora a cultura do microorganismo continue sendo o método de
referéncia para o diagnostico, este exame ndo é suficientemente sensivel,
tampouco rapido. Em média, dependendo do meio de cultura utilizado, o
resultado parcial ndo € possivel antes de duas semanas da semeadura.

A tuberculose pleural também apresenta dificuldades diagndsticas, pois
0 numero de bacilos em amostras de liquido pleural € baixo, com resultados
positivos de cultura que ndo excedem 30%. A presenca de granuloma com ou
sem necrose caseosa, embora ndo totalmente especifica, € observada em
cerca de 80% das espécimes teciduais avaliadas®.

Por estes motivos, o diagndstico de tuberculose pleural quase
invariavelmente prescinde do isolamento do agente bacteriano, se limitando ao
achado de granuloma no tecido pleural ou a presenca de exsudato linfocitico
com alto teor protéico e niveis elevados de adenosina deaminase (ADA)*>%.

O diagnéstico definitivo de tuberculose requer a deteccdo do M.

tuberculosis na amostra biol6gica através de pelo menos uma das técnicas



microbiologicas atuais: a analise microscépica, o isolamento em cultura ou
métodos moleculares™.

Entretanto, um dos problemas observados durante as investigacdes de
focos de tuberculose multirresistente foi justamente a identificacdo tardia do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) em espécimes clinicas. Para
superar este problema, especialistas do CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) sugeriram recomendacdes relacionadas aos métodos de
identificacdo das micobactérias, incluindo a utilizagdo de semeadura em meio
liquido e sdlido para a cultura e um método rapido para identificacdo do
complexo MTB (por exemplo, a sonda de &cido nucléico ou técnica
cromatografica) e relatar esses resultados dentro de 21 dias a contar da
recepcdo da amostra®. A tentativa de atingir essa meta representou uma
melhoria significativa em muitos laboratorios ao redor do mundo. No entanto, a
falta de uniformidade entre os laboratorios e o atraso além dos 21 dias para o
diagnastico definitivo, ainda colocam a tuberculose como uma das doencas de
retardo programado de inicio de terapia e de exposicdo prolongada dos
contactos.

Em diagndstico de presuncéo, o resultado de um exame de esfregaco de
escarro concentrado e corado para bacilos alcool acido-resistentes (BAAR)
deve ser comunicado dentro de 24 horas da recepcao da amostra. Entretanto,
tampouco este método é suficientemente sensivel ou especifico®.

Na tuberculose pleural, a cultura do liquido ou do fragmento pleural
continua sendo o padrdo-ouro para a confirmacdo diagnéstica. Entretanto, a
paucibacilaridade observada no liquido pleural diminui sensivelmente a
positividade da baciloscopia e da cultura®*!. Também aqui, o longo tempo de
incubacdo necessario para o crescimento do bacilo, que pode chegar a 45 dias,
representa uma importante limitacéo diagndstica.

Neste sentido, um teste capaz de confirmar ou excluir a doenca com
rapidez, sensibilidade e especificidade satisfatorias é 0 que se busca. Nesta
direcdo, foram desenvolvidos testes de amplificacdo de &cidos nucléicos da
micobactéria, dentre eles, a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, PCR),
0s quais teoricamente apresentam potencial para atingir esses critérios®*>?,

Em geral, estes testes se utilizam da amplificagdo de acidos nucléicos (AAN)



do agente e apresentam boa acuracia, além de possibilitarem um diagndstico
mais precoce®. Entretanto, a maioria dos testes de PCR com esta finalidade
sdo validados apenas para espécimes do trato respiratério, portanto, nao
padronizados para liquido pleural e/ou demais liquidos cavitérios.

Conforme mencionado previamente, o diagnéstico precoce permitiria
iniciar mais rapidamente a terapia antituberculosa, beneficiando ndo apenas o
paciente, mas também o0s contactantes. Embora se conheca que os pacientes
com baciloscopia de escarro negativa sejam menos infectantes do que aqueles
com baciloscopia positiva, a transmissao de TB de um caso fonte baciloscopia
negativa pode ocorrer”. Um outro beneficio acrescentado ao diagnéstico
precoce pelos testes de AAN em pacientes com baciloscopia negativa seria,
em alguns casos, de se eliminar a pratica de procedimentos mais invasivos que
além de dispendiosos, acrescentam risco ao paciente, e reduzir o tempo de
internacédo de pacientes hospitalizados®.

Neste contexto, o diagnostico molecular da tuberculose propicia: 1) a
deteccédo rapida e direta do complexo M. tuberculosis em espécimes clinicas;
2) a identificacdo das espécies de micobactérias; 3) a deteccao de resisténcia a
drogas, e 4) a tipagem do DNA (acido desoxirribonucléico) micobacteriano, que
permite diferenciar reativacdo de reinfeccdo exdgena e, desta maneira, rastrear
a transmissédo, além de afastar possivel contaminacdo laboratorial. Embora
estes avancos tecnoldgicos ndo substituam os testes convencionais, eles
servem como importantes instrumentos complementares na rastreabilidade
epidemiolégica da doenca®*>>.

Miller et al., em 1988, relataram o primeiro método quimico de extracao
de DNA por precipitacdo com sal. Na primeira etapa deste método, as células
sdo lisadas e seus debris sdo removidos por centrifugacdo; a seguir, as
proteinas sdo desnaturadas com proteases e removidas com solventes
organicos. Os solventes organicos precipitam as proteinas, que sdo separadas
dos polinucleotideos (DNA e RNA (acido ribonucléico)) por centrifugacdo. Na
ultima etapa, o DNA purificado € normalmente recuperado por precipitacao
utilizando etanol ou isopropanol. O DNA precipitado € comumente
resuspendido em tampéao TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) ou agua

bidestilada®.



Embora este método seja eficiente e mais viavel economicamente, é
trabalhoso e demorado, o que levou ao desenvolvimento de colunas de silica,
gue se tornaram populares para a extracdo de acidos nucléicos em geral,
devido a sua conveniéncia e facilidade de uso. Kits comerciais com colunas de
silica gradualmente se tornaram o novo padrdo ouro para a extracdo de DNA,
havendo varias marcas disponiveis no mercado, algumas com capacidade de
ligacdo superiores ao DNA*".

Os métodos moleculares apresentam potencial para detectar tanto o M.
tuberculosis quanto as micobactérias ndo-tuberculosas, diretamente a partir de
amostras clinicas. Mais recentemente, varios métodos baseados em PCR e
protocolos especificos de extragdo de DNA foram incorporados na rotina de
laboratorios clinicos para o diagnostico da tuberculose. Embora existam outros
métodos de isolamento de DNA, incluindo lise com detergentes enzimaticos,
ruptura mecanica e metodos a base de lise por calor, poucos estudos tém
avaliado o tratamento direto de amostras clinicas em bruto, a fim de obter DNA
micobacteriano sem descontaminacdo e/ou demais procedimentos de
purificacdo>.

E inegavel que os principais beneficiados com a utilizacdo de testes de
amplificacdo de acidos nucleicos sdo aqueles cujos espécimes respiratorios,
particularmente o escarro e o lavado brocoalveolar, sdo BAAR negativos®+°,
Embora a PCR seja um método diagnostico laboratorial rapido, preciso e
especifico, ainda apresenta emprego limitado na pratica clinica devido ao seu
custo e a necessidade de infra-estrutura e pessoal especializado®. Os
protocolos de amplificagao que utilizam metodologia “ in house” geralmente sao
conduzidos por pessoal altamente especializado e dependem de grande
esforco de logistica para controlar o bem-conhecido problema de

contaminacgéo®”**,

A sequéncia 1S6110 é especifica para o complexo M.
tuberculosis. Esta sequéncia, que se repete varias vezes no cromossoma da
bactéria, foi clonada e utilizada para a detec¢cdo do complexo M. tuberculosis
para estudos epidemioldgicos®%443,

A principal limitacdo desta técnica sdo os resultados falsos-negativos
(aproximadamente 20%) relacionados com a presenca de inibidores da enzima

Taq polimerase ou, falsos-positivos, devidos a contaminagdo da amostra com
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DNA de micobactérias ou amplicons de PCR. A nova geracédo de PCR — a PCR
em tempo real, € superior & PCR convencional, pois além de mais sensivel e
especifica, a andlise pés-PCR é realizada sem manipulacdo do produto
amplificado™.

Os testes moleculares, quando utilizados em amostras de liquido pleural,
escarro ou lavado broncoalveolar, apresentam sensibilidades varidveis (11 a
81%)3*°. Esta variabilidade se relaciona com o nimero de bacilos presentes
na amostra, com os diferentes métodos de extracao, amplificacdo e detec¢éo
do DNA da micobactéria utilizados e da prevaléncia da doenca na populacdo

3,46

de estudo Além disso, a presenca de inibidores intrinsecos a amostra,

como teor protéico, presenca de hemacias e debris celulares comprometem
sobremaneira a positividade da PCR nestes espécimes>*>*’,

Ressalta-se que amostras com baciloscopia positiva ou negativa podem
apresentar inibicdo na amplificagcdo do DNA do M. tuberculosis, enfatizando o
efeito adverso da inibicdo enddgena das amostras sobre a sensibilidade de
amplificacdo do DNA®.

A amplificacdo do DNA de pequenas quantidades do bacilo potencializa
a capacidade de deteccao do agente, tornando o método mais sensivel que a
cultura convencional para fins de diagnostico. Entretanto, a presenca de
inibidores intrinsecos da amostra (fatores pré-analiticos), associada as técnicas
de amplificacdo e deteccao utilizadas (fatores analiticos) podem comprometer a
positividade da PCR>#%474°,

Portanto, a capacidade destes testes para detectar o MTB em amostras
clinicas, depende ndo somente da sequéncia alvo selecionada, mas também,
da eficiéncia do procedimento de extracdo do DNA utilizado®’.

A técnica de PCR tem popularizado o uso da biologia molecular em
laboratorios clinicos no diagndstico de varias doencas infecciosas. No entanto,
o desempenho desta técnica depende consideravelmente da qualidade pré-
analitica das amostras a serem examinadas. Portanto, seria de grande
importancia na pratica médica, saber a influéncia da qualidade da amostra no
desempenho do teste utilizado bem como, determinar os critérios de

aceitabilidade das mesmas®.
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2. OBJETIVO

Considerando os fatores que interferem no desempenho dos testes
moleculares, este trabalho visa:

e Avaliar potenciais variaveis pré-analiticas (celularidade, teor

protéico e hemorragia) e analiticas (métodos de extracdo e

amplificacdo/deteccdo) que podem influenciar a deteccdo do M.

tuberculosis em amostras de escarro, lavado broncolaveolar e

liquido pleural.
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3. METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pleura do Instituto do
Coracdo e nos Laboratérios de Citologia e de Biologia Molecular do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo apés
aprovacdo pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da FMUSP sob o
namero 0587/11 e apoio FAPESP nimero 11/50842-2.

Como material de estudo foram coletadas amostras de escarro, lavado
broncoalveolar e liquido pleural de pacientes sabidamente ndo infectados pelo

M. tuberculosis, apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

As amostras de escarro induzido foram coletadas de pacientes
asmaticos provenientes do Ambulatério de Asma da Disciplina de Pneumologia
do HCFMUSP através do procedimento de escarro induzido. As de lavado
broncoalveolar (LBA) foram coletadas de pacientes atendidos no Servico de
Broncoscopia do Departamento de Cardiopneumologia do HCFMUSP,
principalmente por ingestdo de corpo estranho, através de broncoscopia
respiratéria. Os pacientes ndo apresentavam suspeita clinica de tuberculose e
o resultado das culturas foram todas negativas.

Coletou-se 1200 mL de liquido pleural (LP) de paciente portador de
derrame pleural secundario a insuficiéncia cardiaca congestiva, preenchendo
os critérios de transudato pleural. O paciente era sintomatico e havia indicacéo
clinica para realizacédo de toracocentese.

As amostras foram submetidas a rotina diagnostica e a baciloscopia e

cultura para confirmacéo de negatividade de infeccao tuberculosa.

Apés desmucolizacdo com solucédo de N-acetil L-cisteina (NALC)-NaOH
(hidroxido de sodio) (escarro e LBA), as amostras foram submetidas a
contagem de células nucleadas e hemacias e armazenadas em microtubos a

temperatura de -80°C para posterior andlise.
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3.1 Preparo das amostras biolégicas com as variaveis pré-analiticas

As amostras foram preparadas em grupos de acordo com a
concentracdo de células nucleadas, hemacias e proteinas, potenciais variaveis
pré-analiticas de interferéncia na técnica de PCR. As amostras foram diluidas
ou concentradas de maneira a pertencerem as faixas de estudo propostas. O
ajuste das concentracdes de células e hemécias foi feito com leucdcitos e/ou
hemacias do sangue periférico dos pacientes.

Para o ajuste do teor protéico utilizou-se albumina sérica bovina (BSA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

No grupo misto, as aliquotas foram ajustadas para conterem as
concentragcbfes maximas das variaveis avaliadas, ou seja, mais de 10.000
celss/mm®, 4,5 g/dL de proteinas e 50.000 hemécias/mm?®, que no caso do

liquido pleural, se assemelha ao perfil do exsudato tuberculoso (Tabela 1).

Tabela 1 — Preparacdo das amostras biolégicas nos grupos de acordo com a
concentragao das variaveis pré-analiticas avaliadas

VARIAVEIS LP LBA ESCARRO
<3000 <3000 <3000
Celularidade (cels/mms3) 10 000 10 000 10 000
>10 000 >10 000 >10 000
<30
Teor Protéico (g/dL) 4,5
>4,5
. <10 000 <10 000 <10 000
Hemorragia
o 50 000 50 000 50 000
(hemacias/mm?) > 50 000 >50 000 >50 000
>10 000
. >10 000 >10 000
Misto >4,5
>50 000 >50 000
>50 000
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3.2 Preparacgéo das diluigcOes seriadas de M. tuberculosis para

iInoculagdo nos tubos testes

Para testar o limiar de detec¢cdo do M. tuberculosis, os tubos contendo
as amostras biolégicas nas variadas concentracdes das variaveis pré-analiticas
foram inoculados com diluicdes seriadas e decrescentes de unidades
formadoras de col6énias/mL (UFC/mL) da micobactéria.

As cepas de M. tuberculosis utilizadas foram isoladas no Laboratorio de
Microbiologia—DLC-HCFMUSP, a partir de amostras de pacientes do Hospital
das Clinicas. Apo6s 30 dias de crescimento, as cepas foram inoculadas em 4mL
de caldo de cultura (Middlebrook 7H9, Becton Dickinson, Sparks, MD USA) e
tween 0,5%, apos homogeneizacdo (2 min) e decantacdo (20 min) a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para tubo cénico de 15
mL e a amostra foi decantada por 15 minutos. A seguir, foi realizada uma
turvacdo com as cepas em agua estéril, até atingir a escala 0,5 de McFarland
(1,5 X 10® UFC/mL). A partir desta solucao, foram realizadas diluicdes seriadas
do agente microbiolégico (de 1,5 x 10° a 1,5 x 10* UFC/mL) para inoculacéo
nos tubos testes, com trés repeticbes para cada diluicdo. Um tubo sem
inoculacao da bactéria foi utilizado como controle negativo. As amostras foram
submetidas a temperatura de 100°C para garantir a perda de viruléncia do

agente (Figura 1).

= Lo

1.10¢ 1.10° 1.10% 1.103 1.10? 1.10! Controle
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL negativo
LP LBA ESCARRO

Figura 1 - Esquema da inoculacédo seriada do M. tuberculosis

Para confirmar que as diluicbes seriadas continham o numero de

micobactérias proposto pela escala de McFarland, determinou-se a quantidade
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de DNA presente em cada diluicdo, considerando-se que um microorganismo
de M. tuberculosis contém aproximadamente 3 fg (fentogramas) de DNA®’. Foi
utilizado o kit Qubit® dsDNA HS Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA) para a
quantificagéo.

Por ultimo, testamos a eficiéncia da recuperacdo do M. tuberculosis em
uma amostra de liquido pleural de paciente com diagnéstico de tuberculose
pleural e cujos resultados de baciloscopia e cultura do liquido pleural foram
negativos. Em aliquotas dessa amostra foram igualmente inoculadas dilui¢cdes
seriadas da micobactéria (1,5 x 10° a 1,5 x 10* UFC/mL), em triplicatas para
cada diluicdo, que foram submetidas a PCR pelas técnicas de
extracao/deteccdo abaixo descritas.

3.3 Descricdo dos métodos de extracdo e amplificacdo/deteccao

utilizados (variaveis analiticas)

Em todas as amostras, o DNA foi extraido por dois métodos: 1) Método
de Extracdo QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e 2)
AMPLICOR® Respiratory Specimen Preparation (Roche Molecular Systems,
Inc., Branchburg, NJ, USA) e amplificados e detectados por trés métodos: 1)
COBAS® TagMan® MTB Test (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg,
NJ, USA); 2) MTB Q — PCR Alert Kit (Nanogen Advanced Diagnosis, Trezzano,
Italy) e 3) in-house ou caseiro.

Desta maneira, foram testadas as seguintes combinacfes: Extracao
Roche/deteccdo Roche (R/R); Extracdo Roche/deteccdo Nanogen (R/N);
Extracdo Roche/deteccdo in-house (R/IH); Extracdo Qiagen/deteccdo Roche
(Q/R); Extracdo Qiagen/deteccdo Nanogen (Q/N) e Extracdo Qiagen/deteccéo
in-house (Q/IH). O esquema abaixo resume 0s ensaios utilizados no estudo
(Figura 2).
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LBA ESCARRO LP
S |
Inoculagao | L L { , EJ L L
do MTB L
1.106 1.10° 1.10° 1.103 1.102 1.10? Controle
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL negativo
f EXTRACAO |

SO\

QIAGEN ROCHE

AMPLIFICACAO

| | \

NANOGEN ROCHE CASEIRO

Figura 2 - Resumo dos ensaios utilizados no estudo

3.4 Extracdo do DNA

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA através dos kits
QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) e AMPLICOR® Respiratory
Specimen Preparation (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA).
O kit QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) utiliza a enzima
proteinase K e uma solucdo detergente para a extracdo dos materiais
biologicos. O material extraido é transferido para uma coluna de silica e apés
algumas lavagens estéa purificado e pronto para ser amplificado.

O kit AMPLICOR® Respiratory Specimen Preparation (Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA) utiliza primeiramente uma etapa de
lavagem para eliminacdo de interferentes. Em seguida, utiliza uma solucéao de
lise que age a 56°C destruindo a parede do M. tuberculosis, seguido do uso de

reagente de neutralizacdo para acerto do pH.
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3.5 Amplificacao e Detecgéo

As amostras foram amplificadas e detectadas pelo método COBAS®
TagMan® MTB Test (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA),
MTB Q — PCR Alert Kit (Nanogen Advanced Diagnosis, Trezzano, Italy) e in-
house ou caseiro®, conforme descri¢do abaixo:

a) O teste COBAS® TagMan® MTB (Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, NJ, USA) é um teste de amplificagdo de acido nucléico in vitro
destinado a deteccdo qualitativa do DNA do complexo Mycobacterium
tuberculosis (MTB) em amostras respiratérias humanas liquefeitas,
descontaminadas e concentradas, incluindo material de expectoracéo e lavado
broncoalveolar. Este teste realiza a amplificagédo em tempo real a partir de um
par de primers e uma sonda marcada com corante fluorescente. Juntos, esses
constituintes permitem a deteccdo do produto amplificado do MTB alvo
(amplicon) e do DNA do controle interno do Mycobacterium, que é amplificado
e detectado simultaneamente com a amostra.

O Master Mix contém um par de primers usado para amplificar uma
regido especifica do cromossoma, e a especificidade para o complexo M.
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti) é
proporcionada por uma sonda de deteccdo do alvo duplamente marcada. O
mesmo par de primers € usado para amplificar o DNA do controle interno. A
deteccdo do DNA amplificado é efetuada através de sondas oligonucleotidicas
duplamente marcadas especificas para o alvo e especificas para o controle
interno, permitindo a identificacdo independente do amplicon do MTB e do
amplicon do controle interno da micobactéria. O genoma do Mycobacterium
contétm uma regido altamente conservada de aproximadamente 1.500
nucleotideos que codificam o gene para o rRNA (RNA ribossémico) 16S. O
Teste COBAS® TagMan® MTB utiliza iniciadores especificos para o género
Mycobacterium por definir uma sequéncia dentro desta regido.

O limite de deteccdo do Teste COBAS® TagMan® MTB (Roche
Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA) é de 0,46 UFC/PCR ou

aproximadamente 18 UFC/mL, segundo o fabricante.
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b) MTB Q — PCR Alert Kit (Nanogen Advanced Diagnosis, Trezzano,
Italy) € um ensaio de amplificacdo de acidos nucléicos qualitativo para a
deteccdo do DNA do Mycobacterium tuberculosis (MTB) em amostras de DNA
extraido de escarro, exsudatos e urina.

O processo envolve uma reacao de amplificacdo em tempo real em uma
microplaca com aquecimento programavel com sistema oOptico de deteccéo de
fluorescéncia (termociclador para o tempo real).

A sonda especifica para o MTB é ativada quando se cruza com o
produto especifico da reacdo de amplificacdo de MTB. A sonda especifica para
o controle interno € ativada quando cruza com o produto da reacdo de
amplificagdo para a regido do gene TNFa (fator de necrose tumoral alfa)
humano.

A emissao de fluorescéncia aumenta conforme o aumento na formacao
de produtos especificos na reacdo de amplificacdo, que € medido e registrado
pelo aparelho de tempo real da série 7000 (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Na reacao de amplificacdo de cada amostra, o ponto onde a reac¢ao atinge
o limiar da fase exponencial é chamado de Cycle threshold (Cy) que permite a
guantificacdo exata e reprodutivel através da fluorescéncia emitida. O valor de
Cr da sonda para MTB € usado para detectar a presenca do DNA-alvo; o valor
de C; da sonda do controle interno € usado para validar a deteccéo,
amplificacéo e extracdo. Este ensaio tem um limite de deteccdo de 10 genomas
de M. tuberculosis por reacao.

c) Caseiro: Nesta metodologia a amplificacdo do alvo ocorre através da
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) através dos primers IS-1 e I1S-2 que
definem uma sequéncia de 123 pb (pares de base) do segmento 1S6110 do
DNA da micobactéria.

Utilizamos uma mistura (master mix) que contem tampao 10x
concentrado (100 mM Tris HCI pH 8,8 e 500 mM KCI) , 50 mM de MgCl,
(cloreto de magnésio), 2 mM de cada dNTPs (desoxirribonucleotideos
fosfatados) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 uM de cada primer (IS-1 5° CCT
GCG AGC GTAGGC GTC GG 3 e 1S-25 CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG
3’) e 0,25 pL de Taq DNA Polimerase, totalizando um volume final de 15 pL.

Apés a adicdo da amostra, os tubos séo levados para o termociclador, com a
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seguinte ciclagem: 94°C por 5 min; 25 ciclos de 2 min a 94° C; 2 min a 68°C; 2
min a 72°C e um ciclo final a 15°C infinito.

O produto da amplificacdo de 123 pb é visualizado em gel de agarose a
2,0% no transiluminador de luz ultravioleta apés ter sido corado com solugéo
de brometo de etidio. O limite de deteccao do teste € de 100 UFC/mL.

Todas as amostras foram realizadas em triplicata. Para avaliagdo da
sensibilidade analitica do ensaio, considerou-se a menor detec¢do obtida
simultaneamente nas triplicatas. Em caso de falha de detec¢cdo de algum tubo
da triplicata, considerou-se o valor de detecc¢ao anterior.

Os resultados serédo apresentados de maneira descritiva sob a forma de
gréficos para melhor visualizagdo dos achados. As tabelas com os conjuntos

de dados encontram-se no Apéndice.
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4. RESULTADOS

A guantidade de DNA testada nos tubos contendo as diluigbes seriadas
do M. tuberculosis esta demonstrada na Tabela 2. Considerando-se a
quantidade de DNA contida em uma micobactéria, as concentracdes de DNA
obtidas a partir da escala de McFarland corresponderam, em ordem de
grandeza, as concentracfes quantificadas por espectrofotometria.

Tabela 2 - Concentracdes de M. tuberculosis obtidos pela escala de McFarland
e quantidade de DNA micobacteriano dosado por espectrofotometria

Concentracao | Quantidade de DNA
UFC/mL ng/mL
1x10° 5.83
1x10° 0.41
1x10* 0.069
1x10° <0,05
1x10° <0,05
1x10* <0,05

UFC: unidade formadora de colénia

De maneira geral, a deteccdo até 10* UFC/mL de micobactérias foi
possivel em todos os tipos de amostras, com todas as combinacdes de
técnicas de extracdo/deteccao utilizadas e independentemente das variaveis

pré-analiticas acrescentadas nos tubos testes.

4.1 Escarro

Nas amostras de escarro foi possivel a deteccdo de até 10° UFC/mL
independentemente da concentracdo celular com as combinacées R/N, Q/N,
R/IH e Q/IH. A combinacdo de extracdo/deteccdao Roche forneceu o pior

desempenho, tendo detectado apenas até 10% UFC/mL (Figura 3A). Em
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contrapartida, avaliando-se a variavel hemorragia, a deteccdo de 10 UFC/mL
somente nao foi alcangada quando se utilizou os kits de extragao/deteccao da
marca Roche, independentemente do nimero de hemacias acrescentado aos
tubos testes (Figura 3B). No tubo misto (alta concentracdo celular e de
hemaécias), a obtencéo de 10° UFC/mL somente foi possivel quando se utilizou

a técnica de deteccdo Nanogen ou caseira (Figura 3C).
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Figura 3 - Demonstracdo da deteccdo de UFC/mL de M. tuberculosis em
amostras de escarro com diferentes combinacbes de métodos de
extracdo/deteccdo, considerando-se 0s grupos de variaveis pré-analiticas
avaliadas
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4.2 Lavado broncoalveolar

Nas amostras de LBA, observamos que para os casos de baixa
concentracdo celular foi possivel detectar até 10> UFC/mL com todas as
combinacdes de técnicas de extracdo/deteccdo utilizadas, sendo que com a
combinacdo Qiagen/Nanogen foi possivel detectar até 10' UFC/mL. Nos casos
de média e alta concentracao celular, a excec¢ao da técnica utilizando deteccéo
Roche (10° UFC/mL), as demais combinacdes permitiram a deteccdo de 10°
UFC/mL (Figura 4A). Quando se avaliou a variavel hemorragia, os melhores
resultados de detecc¢do obtidos ocorreram com a combinacdo Qiagen/Nanogen
(10 UFC/mL). Nas amostras que continham a maior concentracdo de
hemacias, o desempenho menos satisfatorio foi obtido com a combinacéo R/R,
que detectou apenas até 10° UFC/mL (Figura 4B).

No grupo de LBA misto (alta concentracdo celular e de hemacias), foi
possivel a deteccéo de até 10° UFC/mL nas combinacées de técnicas que no

utilizaram os kits de extracdo/deteccdo Roche (Figura 4C).
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Figura 4 - Demonstracdo da deteccdo de UFC/mL de M. tuberculosis em
amostras de lavado broncoalveolar com diferentes combinacées de métodos
de extracado/deteccdo considerando-se os grupos de variaveis pré-analiticas
avaliadas

4.3 Liquido Pleural

No liquido pleural, observamos pouca influéncia da celularidade na
deteccdo da micobactéria. Foi possivel a deteccdo do Mycobacterium
tuberculosis até 10° UFC/mL com a maioria das combinacbes de
extracdo/deteccdo utilizadas. Para celularidades mais elevadas (>10.000/mm?),
este nivel de deteccdo (10%) ndo foi obtido com o kit de extracdo/deteccdo
Roche (Figura 5A).

Os resultados obtidos sugerem que médios e altos teores protéicos

influenciam no desempenho do teste molecular, particularmente quando se
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utilizou o kit de deteccdo da Roche, observando-se a deteccdo de até 10°
UFC/mL. Nas demais combinacdes, foi possivel a deteccdo de até 10°
UFC/mL (Figura 5B).

Das variaveis pré-analiticas avaliadas, a concentracdo de heméacias foi a
gue isoladamente apresentou maior interferéncia na deteccado da micobactéria.
Considerando-se a concentracdo média de heméacias nas amostras, as
combinacées Q/R e R/IH detectaram até 10° UFC/mL. Nas amostras que
continham > 50.000 hemacias/mm?, os melhores resultados de deteccdo foram
obtidos quando utilizamos os métodos de extracao/deteccdo Qiagen e
Nanogen, respectivamente, conseguindo a deteccdo de até 10> UFC/mL
(Figura 5C).

Na amostra de liquido pleural do grupo misto (valores maximos das
variaveis pré-analiticas), que se assemelha ao perfil do exsudato pleural
tuberculoso, observou-se que apenas a combinacdo de extracdo Qiagen/
deteccdo Nanogen permitiu a recuperacédo de 10> UFC/mL (Figura 5D).
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Figura 5 - Demonstracdo da deteccdo de UFC/mL de M. tuberculosis em
amostras de liquido pleural com diferentes combinacdes de métodos de
extracdo/deteccdo, considerando-se 0s grupos de variaveis pré-analiticas
avaliadas

A amostra de liquido pleural de paciente portador de tuberculose pleural
apresentou-se como um liquido pleural linfocitico (94% linfécitos, 3%
neutrofilos, 2% de mondcitos e 1% de plasmdcitos) com ADA elevada (57,6
U/L) e cultura e baciloscopia negativas. A biopsia de pleura parietal observou-
se processo inflamatdrio crénico granulomatoso com foco de necrose caseosa,
BAAR negativa.

Nesta amostra de exsudato pleural tuberculoso, em apenas um tubo da
triplicata foi possivel a deteccdo qualitativa da micobactéria na combinacéo
Q/R. Com a combinacdo Q/N, a deteccdo foi observada em dois tubos da
triplicata. Nas demais combinac¢des avaliadas, inclusive a combinacéo utilizada

na rotina (R/R) ndo houve detecgéo do M. tuberculosis.
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Nesta amostra, que se assemelha a do grupo misto, ou seja, com 0s

valores mais criticos dos interferentes pré-analiticos, obtivemos melhores

resultados de deteccdo com a combinacdo de extracdo Qiagen e deteccéo

Nanogen, que foi de 10 UFC/mL (Figura 6).
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Figura 6 - Demonstracdo da deteccdo de UFC/mL de M. tuberculosis em
amostra de exsudato pleural de etiologia tuberculosa com diferentes

combinac¢des de métodos de extracdo/deteccao
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5. DISCUSSAO

Escarro, lavado broncoalveolar e liquido pleural sdo os espécimes
biolégicos mais comumente encaminhados ao laboratério clinico para
diagnostico de tuberculose. Mimetizando o que ocorre com essas amostras,
investigamos a interferéncia da concentragdo celular, de hemécias e das
proteinas na deteccao do M. tuberculosis.

No presente estudo, observamos que em amostras de escarro, a
quantidade de células e de hemacias nao interferiu na deteccdo do M.
tuberculosis, exceto quando utilizada a combinacdo Q/R nas amostras com
médias e altas concentracbes celulares. Nas amostras de LBA, altas
concentragfes de células e de hemacias contribuiram para menor deteccédo da
micobactéria com a maioria das combinacdes utilizadas; nas amostras de LP, a
concentracdo de hemacias foi a variavel que isoladamente mais interferiu na
deteccdo, exceto na combinacdo R/N e Q/N, que apresentou bom
desempenho. A concentracdo celular e o teor proteico apresentaram pouca
influéncia nos métodos de deteccéo.

O diagnodstico de TB se baseia na deteccdo do bacilo alcool-acido
resistente por baciloscopia (microscopia) e/ou cultura. A microscopia € rapida,
especifica e de baixo custo, porém apresenta baixa sensibilidade. A cultura,
embora mais sensivel, pode demorar varias semanas para que se obtenha o
resultado de crescimento e pode ser falsamente negativa em 10-30% dos
casos”?. A falta de testes diagnosticos rapidos e precisos tem sido uma grande
preocupacao para o controle global da TB. Testes de amplificacdo de acidos
nucleicos (NAATS), que podem gerar resultados em 3-6 horas, foram
desenvolvidos e incrementados com o objetivo de melhorar o diagndstico de
TB, quer seja no aspecto de sensibilidade, quer seja no tempo de
disponibilizacdo do resultado. Dentre estes testes, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) se destaca como o mais comum?®2,

Os testes baseados em PCR permitem a detecgdo laboratorial rapida e
confiavel do DNA do M. tuberculosis, o que é fundamental para diagnostico e

manejo clinico precoce dos pacientes®. Previamente ao desenvolvimento e
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validagdo de testes comerciais, a maioria dos laboratorios utilizava a técnica de
PCR in-house, que sdo testes baseados em protocolos desenvolvidos no
laboratorio. Mais recentemente foram desenvolvidos varios NAATS comerciais,
cada um com particularidades, especialmente nos métodos de amplificacédo de
regides especificas do acido nucleico do complexo Mycobacterium
tuberculosis®?.

Atualmente recomenda-se a utilizacdo da PCR em tempo real, que além
de ser um teste mais rapido e mais sensivel, apresenta maior especificidade,
pois apresenta menor chance de contaminacdo na manipulagdo das
amostras™. No entanto, os ensaios disponiveis ndo foram comparados de
forma sistematica. A sensibilidade analitica de grande parte dos testes é
relatada apenas em alguns estudos, utilizando-se o resultado da cultura e/ou o
diagnéstico clinico como "padrdo-ouro"*. Entretanto, a falta de um padr&o-ouro
com alta sensibilidade analitica continua sendo um dos maiores obstaculos
para a avaliacdo de novos testes diagnosticos, especialmente em pessoas
infectadas pelo HIV e na doenca paucibacilar (como na TB extrapulmonar e na
doenca pediatrica). A verdadeira precisdo dos testes moleculares comerciais
pode ser mais elevada do que o relatado, se considerarmos a utilizacdo de
padrdes de referéncia imperfeitos®?.

Em geral, observa-se que a sensibilidade do ensaio de PCR ¢ afetada
pelo numero absoluto de moléculas de DNA alvo, pelo ambiente complexo das
amostras biolégicas, pela escassez de microorganismos na amostra e pela
complexidade da parede da micobactéria***°.

A presenca de inibidores intrinsecos da amostra afeta 0 mecanismo de
amplificacéo dos primers utilizados no ensaio, interferindo nos resultados®®. Ja
a complexidade da parede da célula micobacteriana, por ser composta por um
envelope multilaminado rico em lipideos, dificulta a lise celular pelos
procedimentos convencionais, prejudicando a exposicdo do conteddo genético
e, portanto, sua amplificacdo®"°2.

Frente aos problemas apresentados com a técnica de PCR, procuramos
com este estudo, analisar, de maneira sistematica, a importancia de
interferentes pré-analiticos usuais no desempenho dos testes moleculares.

Para testarmos tal assertiva, simulamos in vitro, 0 que acontece na rotina de
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um laboratério de biologia molecular. Amostras de escarro, lavado
broncoalveolar e liquido pleural, que sdo as amostras mais comuns na rotina
molecular para diagnodstico de TB, foram preparadas de maneira a conter
concentragbes crescentes de interferentes e decrescentes de UFC/mL da
micobactéria, uma vez que ndo é incomum estes interferentes impedirem a
amplificagdo da sequiéncia alvo e com isso, resultarem na ndo detecgédo da
micobactéria.

De acordo com nossos achados, observamos que quando aumentamos
a concentracdo dos interferentes nas amostras, ha uma tendéncia de menor
deteccéo do M. tuberculosis.

Varios estudos abordam a questdo dos interferentes pré-analiticos no
desempenho da PCR. A fim de simular as condigbes mais dificeis para a
extracdo e amplificagdo seletivas do DNA micobacteriano, o estudo de
Restrepo et al.** utilizou o sangue como modelo, pois o sangue é paucibacilar,
tem inibidores internos da enzima Taq polimerase, alguns tdo naturais como o
heme e o IgG do plasma e outros adicionados durante a coleta, tais como o
uso de tubos com anticoagulantes contendo EDTA (quelante de Mg?") ou
heparina (liga-se a Taq polimerase). Ademais, no sangue ha um excesso de
DNA gendmico que também pode interferir na amplificacdo dos alvos. Os
autores obtiveram sensibilidade que variou de 33-95%, dependendo do método
de extracao de DNA e do tipo de teste de PCR utilizado.

Ao avaliarmos se o grau de hemorragia presente em determinada
amostra poderia causar alguma inibicdo ou interferéncia nas técnicas de PCR
utilizadas, observamos que para o LBA e para o LP, a presenca de altas
concentragcbes de hemacias condicionou uma menor recuperacdo da
micobactéria. A presenca de proteinas no liquido pleural, mesmo em altas
concentragfes, pouco influenciou na deteccdo do MTB. Talvez a explicacéo
para o fato seja termos utilizado a albumina bovina (BSA) para mimetizar a
presenca das proteinas endoégenas no liquido pleural. Um artigo publicado por

Forbes e Hicks et al.*®

demonstrou que a incorporacao de BSA nas reacfes de
amplificacdo teve um impacto significativo sobre a taxa de inibicdo nos ensaios
de PCR. Com base nos resultados obtidos, os autores sugerem que o BSA

poderia anular os efeitos de inibidores enddgenos presentes em amostras
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respiratérias e consequentemente, aumentar a eficiéncia do ensaio de PCR,
podendo ser encarada como uma ferramenta para minimizar tais efeitos em
amostras clinicas.

Com relagdo a concentracdo celular, observamos em nosso estudo que
guando grandes concentra¢cfes de células foram adicionadas as amostras de
LBA, houve uma menor detecgcéo do M. tuberculosis, sugerindo que a presenca
de excesso de DNA pode interferir na recuperacdo da micobatéria, conforme
também observado por outros autores®®°%

Considera-se 0 método de extracdo utilizado no ensaio de PCR uma das
etapas mais fundamentais para o éxito na deteccao do M. tuberculosis, pois é
nessa etapa que se expde o conteudo do DNA gendmico. A extracao ideal é
aquela que consegue romper a barreira lipidica da micobactéria e recuperar
pequenas quantidades de DNA puro e isento de inibidores, de maneira a
garantir que as reacgbes de amplificacdo e deteccdo ocorram sem
problemas®”®3.

O estudo de Suffys et al.** avaliou 183 amostras de escarro obtidas de
individuos com diagndéstico clinico e radiologico de TB pulmonar, sendo que em
80 amostras (44%) a PCR foi positiva. Destas, 35 apresentavam baciloscopia
negativa, 29 BAAR +, 10 BAAR ++ e 6 BAAR +++, demonstrando que a
positividade da PCR ndo estava diretamente relacionado com o numero de
bacilos presentes na amostra. A baixa sensibilidade da PCR em amostras de
escarro com baciloscopia positiva (67%), levou os autores a suspeitarem da
ocorréncia de degradacdo do DNA micobacteriano durante o processamento
do ensaio ou, inibicdo da reacdo. Para avaliar se houve realmente inibicéo, as
amostras de escarro foram misturadas com DNA puro de M. tuberculosis em
uma concentracao final de 10 ng/mL e 36 amostras foram ressubmetidas a
PCR. A inibicdo foi avaliada comparando-se a intensidade do produto
amplificado com trés reacdes onde ndo houve adicdo de DNA. As amostras
controle apresentaram rendimento idéntico do produto de PCR. Vinte e duas
amostras (61%) apresentaram menor intensidade do produto amplificado ou
nao houve deteccdo. Destas, 8/17 foram PCR positivas e apresentavam
baciloscopia negativa; 4/7 apresentavam BAAR +, 3/3 BAAR ++ e 7/9 BAAR

+++. Os autores concluiram que houve inibicdo da reacdo de PCR em um
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namero significativo de amostras de escarro, ressaltando a importancia da
escolha do método de extragdo na eliminacdo de possiveis interferentes das
amostras.

No presente estudo, utilizamos dois diferentes métodos de extracdo de
DNA e de maneira geral, para os 3 tipos de amostras avaliadas, os melhores
resultados de deteccdo foram obtidos quando se utilizou o método de extracao
Qiagen, independente das condicfes pré-analiticas das amostras. Neste
método, que é baseado em colunas de silica, o DNA ¢é adsorvido a
membranas, superficies ou particulas de silica na presenca de sais e em pH
especifico, de maneira que os contaminantes celulares sdo removidos por
etapas de lavagens e o DNA pode ser eluido em um tampé&o. Como vantagem,
0 uso das colunas de silica na etapa de extracdo melhora o rendimento e o
grau de pureza do 4cido nucléico obtido.

Realmente observamos diferencas na deteccéo da micobactéria quando
comparamos o0s dois tipos de extracdo. Para as amostras de escarro,
independente da concentracdo de células e hemacias, pudemos observar que
quando utilizada a combinacdo R/R a deteccdo de MTB foi de até 10* UFC/mL,
e quando utilizada a combinacdo Q/R, a deteccéo foi de até 10° UFC/mL para
todas as concentracdes de hemacias e baixa concentracéo de células e de até
10® UFC/mL para as maiores concentracées celulares. Para o LBA, também a
extracdo baseada em coluna de silica demostrou o melhor desempenho.

|.*® avaliaram diferentes

Assim como em nosso trabalho, Amicosante et a
tipos de extracdo: fenol-cloroférmio, kit GeneReleaser (baseado em coluna de
silica) e a combinacao de fenol-cloroformio com o GeneReleaser. O objetivo do
referido estudo foi avaliar se a utilizacdo de coluna de silica em protocolo de
PCR para diagnostico da tuberculose poderia evitar procedimentos
laboratoriais mais demorados, como a extracdo do DNA com fenol-cloroférmio.
Os autores concluiram que a utlizagcdo destas colunas pode melhorar
significativamente o desempenho dos testes de PCR para o diagndstico de
tuberculose.

Embora utilizando tubos de lise (IDI INFECTIO Diagnostics, Inc.), Aldous
et al.*’ reportaram resultados semelhantes aos nossos, inferindo que nessa

técnica de extracdo, ocorre uma maior exposi¢cdo do DNA micobacteriano pela
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ruptura mecénica com beads de vidro, permitindo a recuperagdo de maior
guantidade de &cido nucleico, quando comparada a métodos de extracdo
baseados em detergente (como o método da Roche testado em nosso estudo).
Segundo os autores, estes Ultimos ndo conseguem remover completamente 0s
inibidores de PCR*"®,

Também avaliando a importancia dos métodos de extracdo no
diagnéstico molecular de TB pleural, Santos et al.>® avaliaram o rendimento e a
presenca de inibidores da PCR em DNA extraido por diferentes métodos em
amostras de liquido pleural positivas para M. tuberculosis. Os autores
utiizaram métodos baseados em fenol-cloroférmio, congelamento-
descongelamento com ebulicdo, baseados em detergentes, resina Chelex,
QIAmp DNA Mini kit (Qiagen), Roche Cobas TNAI-AMPLI - prep e, finalmente,
o kit robd IQ Casework da Promega com Maxwell 16. Dentre os métodos
comerciais e 0s caseiros, verificou-se, surpreendentemente, que apenas trés
métodos - o DNA QIAmp Mini kit, o CHELEX 100 e o Cobas TNAI-AMPLI-prep
foram eficientes para remover os inibidores da PCR e produzir pequenas
quantidades detectaveis de DNA do M. tuberculosis (<10? bacilos)®,%,
demonstrando que os resultados foram influenciados pela técnica de extracao
de DNA utilizada.

Até um passado recente, a deteccdo do M. tuberculosis era realizada
somente pela técnica caseira ou in-house na maioria dos laboratorios de
Biologia Molecular. Embora ainda utilizada, esta técnica, além de demorada,
apresenta alto risco de contaminacao das amostras devido a manipulacdo dos
amplicons na area de p6s-PCR. Com o desenvolvimento dos kits comerciais,
passou-se a utilizar mais globalmente o kit Cobas Amplicor (Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA). Neste ensaio, 0 processo de extracdo é
baseado no uso de detergentes, porém ainda mantém a manipulacdo dos
amplicons no p6s-PCR. Embora menos demorado e mais sensivel que a
técnica in-house, apresenta maiores taxas de falsos positivos pelo risco de
contaminacdo. Com o desenvolvimento da técnica de PCR em tempo real, o
Cobas Amplicor foi sendo substituido pelo Cobas Tagman (Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, NJ, USA), atualmente bastante difundido na rotina

laboratorial. Este ensaio, por utilizar a técnica de PCR em tempo real, ndo
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apresenta o risco de contaminacdo com amplicons, porém, ainda utiliza o
mesmo método de extragdo do kit Amplicor, que ndo favorece a eliminacao de
substancias interferentes presentes nas amostras. Ambos 0S ensaios sao
destinados a detec¢do qualitativa do DNA do complexo MTB em amostras
respiratérias humanas liquefeitas, descontaminadas e concentradas, incluindo
amostras obtidas por expectoracdo e lavados broncoalveolares.

O ensaio da Nanogen (MTB Q — PCR Alert Kit), mais recentemente
disponibilizado no mercado, também utiliza PCR em tempo real, porém ainda é
pouco utilizado na rotina laboratorial. A vantagem deste ensaio, é que ele
permite a deteccdo do DNA do Mycobacterium tuberculosis (MTB) em
amostras de escarro, exsudatos e urina, ou seja, em outros tipos de amostras
além do trato respiratério, motivo pelo qual optamos por testa-lo em nosso
estudo.

Desta maneira, utilizamos no estudo, trés diferentes ensaios de
deteccéo: dois deles utilizando-se a técnica de Real Time, porém com primers
e sondas marcadas com fluoréforos diferentes (Roche e Nanogen) e uma
terceira, utilizando-se a técnica de PCR convencional, a fim de verificarmos a
influéncia destas metodologias no resultado final do teste.

Para as amostras de escarro, independente da variavel pré-analitica
acrescentada, a combinacdo de técnicas Roche (extracdo/deteccéao),
apresentou o desempenho menos satisfatorio; entretanto, a deteccdo Nanogen
apresentou boa sensibilidade, independendo da técnica de extracao utilizada.
Para o lavado broncoalveolar os resultados foram semelhantes, embora
guando se utilizou a combinac¢do Qiagen/Nanogen os niveis de deteccdo foram
melhores.

Nas amostras de liquido pleural, observamos que com o aumento da
celularidade, da concentracdo de heméacias e de proteinas, a combinacdo R/R
foi a que apresentou pior deteccdo do M. tuberculosis. Resultados semelhantes
foram observados com a combinacédo de extracdo Qiagen com deteccdo Roche
para o grau de hemorragia e de teor proteico. Entretanto, quando utilizado o kit
de deteccao da Nanogen, obtivemos melhor desempenho, independentemente
do método de extracdo utilizado e do tipo de amostra analisada. O método de

deteccdo caseiro evidenciou um bom desempenho diagnostico quando



38

combinado ao método de extracdo Qiagen, reforcando a importancia da melhor
combinagcdo extragcdo/deteccdo, especialmente quando avaliamos amostras
paucibacilares ou, que apresentam baciloscopia negativa.

Ao mimetizarmos o perfil do exsudato pleural tuberculoso (tubos
preparados com o0s valores maximos das variaveis pré-analiticas - grupo
misto), somente a combinacdo de extracdo Qiagen com deteccdo Nanogen,
demonstrou desempenho ideal. Segundo Nagesh et al.’, apesar da PCR ser
um método rdpido e sensivel para a deteccdo do DNA micobacteriano no
liquido pleural, esta técnica deve ser recomendada quando a chance pré-teste
de tuberculose € alta e o resultado da baciloscopia de escarro é negativa.

Apesar das referéncias de literatura serem controversas com relagéo ao
desempenho dos testes de PCR para diagnostico de tuberculose, os resultados
obtidos em nosso estudo demonstram que os trés testes utilizados foram
capazes de detectar baixas concentra¢cdes de M. tuberculosis nos trés tipos de
amostras avaliadas. Entretanto, as menores detec¢des foram obtidas com o kit
de deteccao Nanogen, independente do tipo de amostra biologica testada e de
maneira geral, quando se utilizou a extracéo Qiagen.

O teste Cobas TagMan apresenta boa sensibilidade e especificidade
diagnostica para amostras do trato respiratorio quando comparado a cultura,
detectando, segundo os fabricantes, até 10° UFC/mL. O ensaio da Nanogen se
mostrou promissor para uso na rotina laboratorial, por ser mais sensivel e
passivel de utilizagcdo em amostras além das do trato respiratorio.

A literatura ndo é vasta na avaliacdo do desempenho do kit da Nanogen
em amostras do trato respiratorio e em amostras extrapulmonares. No estudo
de Mendes et al.®®, os autores comparam o kit da Nanogen (MTB Q — PCR
Alert Kit) com um kit utilizado na rotina do laboratério (Amplified MTD Assay -
Genprobe). Os resultados obtidos com o kit Nanogen foram concordantes com
os resultados da rotina. Além disso, todas as amostras de controle de
gualidade testadas também apresentaram resultados concordantes com 0s
resultados fornecidos pelo painel de controle externo. No entanto, 33% das
amostras dos pacientes estudados forneceram resultados invalidos devido a
inibicdo da PCR atribuivel a amostra, levando os autores a concluir que o kit

MTB Q Alert (Nanogen) apesar de bastante sensivel e especifico, teve seu
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desempenho severamente prejudicado pelo processo de extracdo do DNA.
Embora este trabalho mostre resultados divergentes dos nossos, julgamos
procedente considerar a avaliacdo da deteccao do ensaio frente aos diferentes
métodos de extracao utilizados.

Mais recentemente foi introduzido na rotina laboratorial, 0 equipamento
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, Califérnia, EUA), que € um teste de
PCR em tempo real completamente automatizado, concebido para detectar o
Mycobacterium tuberculosis e a resisténcia a rifampicina em 2 h, diretamente

das amostras clinicas®’®®

. O equipamento foi langado em 77 paises em 2012,
e a maioria dos resultados publicados sugerem que por ser um teste simples,
do tipo point-of-care, devem auxiliar a enfrentar os casos de tuberculose néo
diagnosticados, fornecendo um teste simples e rapido®’.

Ainda existem poucos estudos comparando o ensaio GeneXpert com 0s
demais ensaios de PCR em tempo real para diagnostico de TB, especialmente
para as formas extrapulmonares. Os estudos apresentados até o momento
apresentam resultados conflitantes.

Embora o desempenho do GeneXpert MTB/RIF tenha sido mais
estudado em amostras de escarro, trabalhos atuais tém avaliado seu
desempenho em outros tipos de amostras biologicas, como a de liquidos
cavitarios®”. Até o presente momento, ha divergéncias quanto ao uso deste
método para a deteccdo do MTB em amostras extrapulmonares. Segundo

Lusiba et al.®®

, 0 GeneXpert MTB/RIF ndo deve ser utilizado como teste de
avaliacdo inicial em pacientes com suspeita de tuberculose pleural. Porém,
baseado na revisdo de Denkinger et al.”’, a Organizacdo Mundial de Salde
recomenda o GeneXpert MTB/RIF para o diagndstico da TB ganglionar e de
outros tecidos e, como teste inicial preferencial para o diagnostico de meningite
tuberculosa.

1.t avaliou

Mais recentemente, um estudo de Gascoyne-Binzi et a
amostras de escarro, lavado broncoalveolar, liquido pleural, tecido, pus, liquor
e urina utilizando o ensaio Cepheid GeneXpert® MTB/RIF PCR (GeneXpert) e
uma outra aliquota foi extraida utilizando o kit QIAmp DNA Mini kit (Qiagen) e
MTB Q-PCR Alert Kit (Nanogen). Quando comparado com a cultura, a

sensibilidade e especificidade para o ensaio GeneXpert MTB/RIF foi de 96,2%
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e 98,5% e para o ensaio Nanogen, de 92,3% e 92,5%. Quando ajustado para
incluir doentes em tratamento, as especificidades dos ensaios foram de 100% e
94%, respectivamente.

Embora esta metodologia ndo tenha sido contemplada no desenho
inicial de nosso estudo, devera ser objeto de futuras pesquisas, particularmente

com amostras outras além de escarro.

5.1 LimitagOes do estudo

Podemos considerar como limitagdo do estudo, a utilizagdo de amostras
preparadas in vitro e que, portanto, possam nao refletir os problemas de
diagnostico de amostras reais, que passam pela interacdo do agente
microbiano e das células do hospedeiro. Entretanto, optamos por escolher esta
metodologia a fim de que pudéssemos controlar as concentracdes dos
interferentes pré-analiticos nas amostras e com isso, avaliar o comportamento
do ensaio de PCR para MTB quanto aos métodos de extracao e detec¢do mais
utilizados na rotina laboratorial. Trabalhos semelhantes foram desenvolvidos

por outros autores, como Klaschik et al.”

que desenvolveram um protocolo de
PCR em tempo real para triagem de bactérias a partir de amostras preparadas.
Este sistema de deteccdo permite uma classificacdo exata da coloracdo de
Gram e, em particular, a triagem para espécies especificas de 17 bactérias
relevantes para a unidade de terapia intensiva por meio de sondas de
hibridacdo de fluorescéncia. Uma cepa de cada espécie foi testada a uma
densidade final de 10° UFC/mL. Todas as bactérias examinadas, com excecao
de Staphylococcus aureus e do Staphylococcus epidermidis, puderam ser
diferenciadas com sucesso. Os S. aureus e S. epidermidis s6 puderam ser
classificados como "espécies de Staphylococcus.".

|.73

Os autores Jagodzinski et al.”®, a partir de amostra de plasma preparada

com diferentes concentracdes de heparina, avaliaram a concentracéo ideal de

heparina que néo levaria a inibicdo da deteccdo do HIV por PCR em dois

I.”* em trabalho

diferentes tipos de equipamentos automatizados. Opel et a
semelhante ao nosso, utilizaram diferentes concentragbes de inibidores da

PCR para determinar a eficiéncia de amplificagdo de primers especificos,
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demonstrando haver uma variedade de mecanismos de inibicdo durante o
processo de PCR e que alguns inibidores podem afetar a reagcdo em mais de
uma maneira.

Desta maneira, justificamos a opcado de trabalhar com amostras
preparadas in vitro a fim de se ter controle das vérias variaveis (pré-analiticas e

analiticas) avaliadas do presente estudo.
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6. CONCLUSOES

Reconhecemos que a qualidade da amostra biolégica recebida no
laboratério clinico pode interferir no desempenho diagndstico do método
molecular. Entretanto, conhecendo os interferentes da amostra, a
escolha dos melhores métodos de extracdo e deteccdo é de
fundamental importdncia para a garantia de melhores resultados,
especialmente quando se trata de amostras paucibacilares e de

amostras outras, além do trato respiratorio;

Em nosso estudo obtivemos melhor recuperacdo do M. tuberculosis
guando se utilizou o método de extracdo Qiagen e de deteccéo
Nanogen, independente dos interferentes pré-analiticos acrescentados
nas amostras. A combinacdo de extracdo Roche e detec¢cdo Roche, que
€ a mais utilizada na rotina laboratorial, apresentou a recuperacao

menos satisfatdria da micobactéria tuberculosa;

Novos estudos devem ser realizados com amostras biologicas da rotina,
utilizando os ensaios de extracao/deteccdo semelhantes ao utilizados no
presente estudo, porém, acrescentado o GeneXpert MTB/RIF para ser

comparado aos demais ensaios de PCR em tempo real.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

Lo INOME: o et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : w.....corrvicammeneeeenene sexo: MmO F O

DATA NASCIMENTO: ......../o.c.coecece.

ENDERECO:....ccccoiii, NO o, APTO: ............
BAIRRO:...........coc, CIDADE ...
CEP............o TELEFONE: DDD (............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL......ccociiiiiitiieiestesietesies sttt ssesessess e ssanens

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....ccoviviiieeiieeiieeeie, SEXO: MO rO
DATA NASCIMENTO.: ....../ecccco......

N D= 1=l F TP N APTO: oo,
BAIRRO: ... ene e CIDADE: ....oooeeeeeeeeeeeeee s e
(1= =T TELEFONE: DDD (............ ) TSSO

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA . Andlise de interferentes na extracio, amplificacéo e
deteccdo de M. tuberculosis por reacdo de PCR em amostras de liquido pleural, escarro e lavado
broncoalveolar

PESQUISADOR : Profa. Dra. Leila ANTONAGEI0.........ccoiiie ittt st e see et s eaneeennnaee e
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1 — Desenho do estudo e objetivo(s): o objetivo deste estudo é avaliar interferentes
nas amostras de escarro, liquido pleural e lavado broncoalveolar no resultado

final para a definicdo do diagnéstico

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e

identificacdo dos que forem experimentais e ndo rotineiros; N&o se aplica

3 — Relacdo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados — coleta de sangue

por puncao periférica da veia do antebraco; exames radiolégicos;

Para saber a causa da doenca € necessario realizar alguns procedimentos antes da
execucao dos exames, como por exemplo, inducdo de escarro, retirada de liquido
pleural e lavado broncoalveolar.

1- Para tirar uma quantidade de liquido pleural utilizamos uma agulha fina e
seringa para injetacdo nas costas (térax) de um remédio liquido que diminui a
dor (anestesia) e possibilita que uma agulha mais grossa possa ser colocada
nas costas, para a retirada do liquido;

2- Para realizar o escarro induzido faz-se a coleta de escarro eliminado apés
inalacdo de uma solugéo salina, que ser& analisado posteriormente em relagdo a
guantidade e tipos de células encontrados;

3- Para retirada do Lavado Broncoalveolar um médico pneumologista ira borrifar
um anestésico na boca ou garganta do paciente, em seguida, é inserido um
tubo. Este procedimento podera causar tosse no inicio, que ira desaparecendo a
medida que o anestésico comecar a fazer efeito. Quando a é&rea estiver
anestesiada o broncoscopio serd inserido até passar pela garganta e penetrar o
brénquio. Alguns frascos sdo conectados a um pequeno equipamento, que suga

e recolhe os fluidos dos brénquios.



Todo o material retirado (liquido pleural, escarro e lavado broncoalveolar) ser&a
armazenado para exames. O material que sobrar, que seria jogado fora, sera
guardado para que possamos realizar alguns novos exames e pesquisas para
descobrir novos formas de diagndéstico e tratamento.

Estou ciente que este material (liquido pleural, escarro e lavado broncoalveolar)
guardado, por ter sobrado, podera ser utilizado para realizagcdo de novos exames
ou pesquisas, relacionadas ou ndo ao meu tratamento, preservando a minha
privacidade e o sigilo de minha identidade. Considero que fui devidamente
esclarecido . Concordo com os procedimentos acima descritos que eventualmente
sobrem apés a realizacdo dos exames para diagndéstico e tratamento de minha
doenca.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3;

Descritos no item 3

5 — Beneficios para o participante (Por exemplo: Ndo h& beneficio direto para o
participante... Trata-se de estudo experimental testando a hipétese de que......

Somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio...;

Ndo ha beneficio direto nesta fase do estudo. Apds a conclusdo do estudo,

poderemos verificar a presenca de algum beneficio.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o

paciente pode optar;

N&do se aplica

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé ter4d acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas.
Os principais investigadores séo Dra. Leila Antonangelo no enderego Laboratério de
Citologia, 2° andar, bloco 12 do Prédio dos Ambulatérios. Telefone(s) 2661-6179
e Gabriela Gaspar Carnevale que pode ser encontrado no endereco Laboratério
de Biologia Molecular, 2° andar, bloco 4 do Prédio dos Ambulatérios. Telefone(s)
2661-7275 ou 2661-6178 Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética

da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua



Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20,
FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hc.fm.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicdo;

09 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum

paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores;

11 — Despesas e compensacfes: ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensacao financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa

adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente

para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgfes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Analise de interferentes na extracao,
amplificacdo e deteccdo de M. tuberculosis por reagdo de PCR em amostras de liquido
pleural, escarro e lavado broncoalveolar”

Eu discuti com o Dra Leila Antonangelo sobre a minha decisao em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais s&o os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em patrticipar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.


mailto:cappesq@hc.fm.usp.br

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /



ANEXO B

. Hospital das Clinicas da FMUSP
kb Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
== CAPPesq

N° Protocolo: 0587/11

Titulo: ANALISE DE INTERFERENTES NA EXTRACAO, AMPLIFICACAO E
DETECCAO DE M. TUBERCULOSIS POR REACAO DE PCR EM AMOSTRAS DE
LIQUIDO PLEURAL ESCARRO E LAVADO BRONCOALVEOLAR

Pesquisador Responsdvel: Profa. Dra. Leila Antonangelo

Pesquisador Executante: Gabriela Gaspar Carnevale

Finalidade Académica: Doutorado

Departamento: COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR

A Comisséio de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesqg da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, APROVOU na sessdo datada de 31/08/2011 o

protocolo acima.

A CAPPesg em obediéncia a Resolucdo CNS 196/96, solicita ao

pesquisador (a) s elaboracdo de relatdrio parcial e final.

No caso de relatério parcial &€ necessdrio informar o tempo previsto

para a conclusdo do protocolo e breve resumo dos resultados obtidos.

CAPPesq, 31 de Agosto de 2011.

¢

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracéo - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP.
Fone: 55 11 3069-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesg@hcnet.usp.br



APENDICE




Tabela 1: Comparacéo entre os diferentes grupos de amostras de escarro com diferentes combina¢des de métodos de extracédo

e deteccéao

Variaveis

Pré-analiticas

Extracdo Roche

Deteccdo Roche

Extracao Qiagen

Deteccdo Roche

Extracao Roche

Deteccdao Nanogen

Extracdao Qiagen

Deteccdao Nanogen

Extracdao Roche

Deteccao caseira

Extracao Qiagen

Deteccao caseira

< 3.000 104 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade
3.000 a 10.000 104 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
(cels/mma3)
>10.000 104 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
5a 10.000 104 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Hemorragia
10.000 a 50.000 104 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
(hemacias/mm3)
>50.000 104 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade (cels/mms3) >10.000
104 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Hemorragia (hemacias/mms3) >50.000




Tabela 2: Comparacdo entre os diferentes grupos de amostras de lavado broncolaveolar com diferentes combinacdes de

métodos de extracdo e deteccdo

Variaveis

Pré-analiticas

Extracdo Roche

Deteccdo Roche

Extracao Qiagen

Deteccdo Roche

Extracao Roche

Deteccdao Nanogen

Extracdao Qiagen

Deteccdao Nanogen

Extracdao Roche

Deteccao caseira

Extracao Qiagen

Deteccao caseira

< 3.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 10" UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade
3.000 a 10.000 103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
(cels/mms3)
>10.000 103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
5a 10.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 10" UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Hemorragia
10.000 a 50.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 10" UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
(hemacias/mm3)
>50.000 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade (cels/mm3) >10.000
103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Hemorragia (hemacias/mms3) >50.000




Tabela 3: Comparacéo entre os diferentes grupos de amostras de liquido pleural com diferentes combinacdes de métodos de

extracao e deteccao

Variaveis

Pré-analiticas

Extracdo Roche

Deteccdo Roche

Extracao Qiagen

Deteccdo Roche

Extracao Roche

Deteccdao Nanogen

Extracdo Qiagen

Deteccdao Nanogen

Extracdao Roche

Deteccao caseira

Extracdo Qiagen

Deteccao caseira

< 3.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade
3.000 a 10.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
(cels/mms3)
>10.000 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
<3,0 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Proteina
(g/d) 3,0a4,5 103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
g
> 4,5 103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
. 5a 10.000 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL
Hemorragia
.. 10.000 a 50.000 102 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL
(hemdcias/mm3)
>50.000 103 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL 102 UFC/mL 103 UFC/mL 102 UFC/mL
Celularidade (cels/mms3) >10.000
Proteina (g/dL) > 4,5 104 UFC/mL 104 UFC/MI 103 UFC/mL 102 UFC/mL 103 UFC/mL 103 UFC/mL
Hemorragia (hemacias/mm3) >50.000




Tabela 4: Comparacéo as diferentes combinacdes de métodos de extracdo e detec¢do para uma amostra MTB positiva

Variaveis

Pré-analiticas

Extracdo Roche

Deteccdo Roche

Extracdao Qiagen

Deteccdo Roche

Extracao Roche

Deteccdao Nanogen

Extracdao Qiagen

Deteccdao Nanogen

Extracdo Roche

Deteccao caseira

Extracao Qiagen

Deteccao caseira

Celularidade (cels/mms3) >10.000
Proteina (g/dL) > 4,5
Hemorragia (hemacias/mms3) >50.000

104 UFC/mL

103 UFC/mL

102 UFC/mL

10" UFC/mL

102 UFC/mL

102 UFC/mL




