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Influéncia da terapia antituberculose sobre Mycobacterium tuberculosis
ativos e dormentes em amostras de escarro de pacientes com tuberculose

pulmonar

RESUMO
A tuberculose (TB) é uma das doengas infectocontagiosas mais antigas do mundo cuja
erradicacdo continua sendo uma desafio. Um dos maiores problemas relacionados & TB é a
infeccdo latente em que o Mycobacterium tuberculosis (MTB) é encontrado em seu
hospedeiro em um estado metabdlico caracterizado como ‘“dorméncia”. Neste estado, 0
microrganismo ndo € reconhecido pelo sistema imunoldgico e ndo é detectado pelos métodos
convencionais de diagndstico. Esse trabalho tem como objetivo detectar populacGes
metabolicamente diversas de MTB em amostras de escarro de pacientes com TB pulmonar e
analisar a influéncia da terapia antituberculose sobre estes bacilos. O objetivo secundéario do
estudo é verificar se populacBes de bacilos persistentes podem implicar em insucesso
terapéutico. Para tanto, foi utilizada a técnica de diluicdo em placa de 48 pocos, a qual calcula
a quantidade de microrganismos por meio do célculo de Numero Mais Provavel (NMP). O
determina a quantidade de microrganismos que crescem em meio liquido (7H9) e em meio
liquido apos adicdo de filtrado de cultura liquida de MTB (FC). Adicionalmente, foram
realizados métodos convencionais de diagnostico, baciloscopia e culturas solida e liquida.
Amostras de escarro foram coletadas antes do inicio de tratamento (MO0) e mensalmente até o
final do tratamento (M1 a M6). Para assegurar uma diminui¢do na taxa de contaminacao
durante o procedimento, a utilizacdo de higienizante oral (clorexidina 0,12%) foi padronizada.
Os dados clinicos e epidemioldgicos evidenciam que a populacdo estudada é jovem (39,6 +
19,4), com indice de Massa Corporal (IMC) dentro dos padrdes internacionais de normalidade

(20,5 + 1,6), sendo 57% dos pacientes do sexo masculino e 43% do sexo feminino. Os
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sintomas mais frequentes foram tosse e febre, com tempo de evolucdo da doenca em torno de
1 a 3 meses como periodo mais frequente (71% para cada). Os dados radiograficos
demonstram que todos os pacientes possuiam imagens radiograficas sugestivas de TB, de
carater anormal, sendo que seis (86%) destes pacientes foram caracterizados com doenca
avancada e um (14%) com moderada, com mesma proporcdo encontrada em relacdo a
cavitacdo. Os dados microbiolégicos mostram que somente uma (20%) das culturas
convencionais (Ogawa ou MGIT) permaneceu positiva para MTB ap6s dois meses de
tratamento. A analise dos dados indicou que 84% dos bacilos das amostras MO e 98% das
amostras M1-M4 séo bacilos dormentes ou dependentes de FC. Ao analisar o efeito da terapia
anti-TB sobre as diferentes populacGes de MTB nas amostras de escarro de pacientes em
tratamento, foi observada uma diminuicdo progressiva na quantidade de microrganismos ao
longo dos meses de tratamento,  principalmente em relagdo aos microrganismos
metabolicamente ativos. Dessa forma conclui-se que o uso de FC é uma ferramenta
importante para a reducdo do tempo de positivacdo das culturas e que MTB na sua forma

metabdlica dormente é mais tolerante as drogas de primeira linha utilizadas no tratamento.

Palavras-chave: Tuberculose, diagnostico, dorméncia, laténcia



Influence of anti-tuberculosis therapy on active and dormant
Mycobacterium tuberculosis present in sputum samples from patients with

pulmonary tuberculosis

ABSTRACT
Tuberculosis (TB) is one of the oldest infectious-contagious diseases in the world and the
eradication of which remains a challenge. One of the major problems related to TB is the
latent infection in which Mycobacterium tuberculosis (MTB) is found in its host in a
metabolic state characterized as "numbness”. In this state, the microorganism is not
recognized by the immune system and is not detected by conventional diagnostic methods.
This work aims to detect metabolically diverse populations of MTB in sputum samples of
patients with pulmonary TB and to analyse the influence of tuberculosis therapy on these
bacilli. The secondary objective of this study is to verify whether persistent bacilli populations
may imply therapeutic failure. For this purpose, the 48 wells plate dilution technique was
used, which determines the amount of microorganisms by calculating the Most Probable
Number (MPN). The MPN determines the amount of microorganisms that grow in liquid
medium (7H 9) and in liquid medium after the addition of liquid culture supernatant of MTB
(SN). In addition, conventional diagnostic methods, bacilloscopy and solid and liquid cultures
were performed. Sputum samples were collected prior to treatment (MO) and monthly until
the end of treatment (M1 to M6). To lower the rate of contamination during the procedure,
oral hygiene with chlorhexidine 0.12% was standardized. The preliminary clinical and
epidemiological data show that the population studied is young (39.6 + 19.4), with body mass
index (BMI) within the international standards of normality (20.5 + 1.6), being 57% male
patients and 43% female. The most reported symptoms were cough and fever, with time of

disease progression around 1 to 3 months as the most frequent period (71% for each). The
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preliminary radiographic data indicate that all patients had radiographic images suggestive of
abnormal TB, with six (86%) of these patients characterized with advanced disease and one
(14%) with moderate, with the same proportion found in relation to cavitation. The
microbiological data reveal that only one (20%) of the conventional cultures (Ogawa or
MGIT) remained positive for MTB after two months of treatment. A preliminary analysis
indicated that 84% of the bacilli of the samples MO and 98% of the M1-M4 samples are
dormant or SN-dependent bacilli. When analysing the effect of TB therapy on the different
MTB populations in sputum samples of patients under treatment, a progressive decrease in the
amount of microorganisms over the months of treatment was observed, mainly in relation to

metabolically active microorganisms.

Keywords: Tuberculosis, diagnosis, dormancy, latency.
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1. INTRODUCAO

1.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) € uma das doencas infectocontagiosas mais antigas do mundo e cuja
erradicacdo continua sendo uma desafio. E causada pelo agente etioldgico Mycobacterium
tuberculosis (MTB), um patégeno humano estrito que possui alta capacidade de causar
necrose pulmonar e de sobreviver em focos latentes em individuos infectados (KESHAVJEE
& FARMER, 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), um terco da
populacdo mundial é portadora da TB na sua forma latente (WHO, 2016). O boletim
epidemiologico mais recente da OMS reportou aproximadamente 10,4 milhées de novos
casos de TB em 2017, com 1,4 milhdes de mortes, constituindo uma importante causa de
morbidade e mortalidade mundial, apesar de ser passivel de prevencdo e cura (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). As mais altas incidéncias da doenca estdo geralmente
associadas a fatores como: (1) baixo nivel socioecondmico; (2) aglomeracdes; (3) desnutri¢do
e; (4) pobreza, problemas enfrentados principalmente por paises em desenvolvimento. Nas
Gltimas quase quatro décadas, este panorama foi agravado com a pandemia do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) e o surgimento de linhagens do MTB resistentes a drogas,
resultante de terapias inadequadas e uso indiscriminado de antibioticos (RUFFINO-NETTO,
2002).

A tuberculose pulmonar constitui um sério problema de salude puablica no Brasil, assim
como em outros paises em desenvolvimento, pois individuos ndo diagnosticados sdo uma das
principais fontes de disseminacdo da doenca. A principal fonte de infeccdo é o individuo que
apresenta a forma pulmonar da tuberculose e elimina bacilos para o0 ambiente. Calcula-se que

durante um Unico ano numa comunidade, uma fonte de infeccdo podera transmitir a doenca

18



para, em meédia, 10 a 15 contatos (RIEDER, 2001). Apesar de a TB ser uma doenca tratavel,
somente no Brasil, no ano de 2016 foram registrados 4.426 6bitos por TB. Isto significa que a
cada 100 mil cidad&os brasileiros, mais de dois morreram por TB naquele ano (MINISTERIO
DA SAUDE DO BRASIL, 2017). Portanto, a TB constitui uma das principais doencas
infecciosas que devem estar em constante vigilancia por meio do financiamento de pesquisas
avancadas que colaborem com o melhor tratamento e erradicacdo da mesma, com

consequente economia para a salde publica.

1.2 DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE

Por se tratar de um exame rapido e de baixo custo, a baciloscopia constitui a principal
forma de diagndstico da TB, principalmente nos paises de maior incidéncia. Esta técnica
possui sensibilidade subétima (aproximadamente 50% com limite de deteccdo de 10* bacilos
por mL de amostra). Mediante a impossibilidade de ado¢do de métodos mais sensiveis de
diagndsticos em alguns centros, existem alternativas que aumentam a sensibilidade da técnica,
como o uso de fluorescéncia e de microscopios com lampadas de LED (WHITELAW et al.,
2011).

Devido a baixa sensibilidade do método de baciloscopia, os laboratorios dispdem de uma
alternativa de alto valor diagnostico, a cultura. Esta técnica pode ser realizada por meio de
inoculacdo direta ou apds processamento do escarro em meios de cultura solidos a base de
agar ou ovo ou em meios de cultura liquidos (FURIN & JOHNSON, 2005; CAMPQS, 2006;
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008). A cultura em meio liquido utilizando
automacdo (que apresenta limite de deteccdo de aproximadamente 10 bacilos por mL) é

considerada a metodologia padrdo-ouro para confirmacéo diagnéstica da tuberculose. E uma
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técnica bastante sensivel, porém possui alto custo e € mais propensa a contaminacdo do que
métodos que utilizam meio de cultura solido (CHIEN et al., 2000).

Outros testes confirmatorios utilizados para diagndstico utilizam a amplificacdo de acidos
nucléicos, sendo o Xpert MTB/RIF® um dos mais utilizados por apresentar boa sensibilidade
em amostras com baciloscopia positiva (89%), necessitar de pouco treinamento para ser
implantado e ser custo-efetivo em areas endémicas (LANGLEY et al., 2014). Em 2017, a
Organizacdo Mundial da Salde endossou a utilizacdo de uma nova versdo do Xpert
MTB/RIF®, denominado ULTRA, que apresentou aumento de sensibilidade de
aproximadamente 17% nos casos de baciloscopia negativa e 14% em pacientes HIV positivos

(DORMAN et al., 2017).

1.3 TRANSMISSAO DA TURBERCULOSE

A transmissdo da tuberculose ocorre através da inalacdo por um individuo suscetivel de
goticulas infectantes liberadas através principalmente do espirro, fala e/ou tosse por
individuos com tuberculose (WELLS, 1934; CHURCHYARD et al., 2017). Tais eventos
liberam goticulas de diversos tamanhos: as mais pesadas se depositam rapidamente no
ambiente e as mais leves permanecem em suspensdo no ar ou entdo evaporam. Somente 0s
nucleos secos das goticulas (nucleos de Wells) com diametros de até 5 um e com 1 a 2 bacilos
viaveis em suspensdo conseguem atingir os bronquiolos e alvéolos, podendo assim iniciar o
processo de infeccdo do individuo suscetivel (WELLS, 1934). Porém, o risco de transmisséo
ndo esta relacionado apenas a densidade de bacilos no ar inspirado, mas também a frequéncia,
duracdo e intensidade do contato com um individuo com doencga ativa, bem como o estado

imunologico do individuo suscetivel (SUDRE, DAM & KOCHI, 1992).
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Em mais de 90% dos casos, 0 patdgeno esta presente em um estado de infecgdo
assintomatica latente, com risco de evolucdo para doenca ativa de aproximadamente 5% nos
primeiros 18 meses apés a infeccdo e 5% no restante da vida (ZUMLA et al., 2013). Os
individuos sem manifestacbes clinicas sdo reservatorios de MTB em sua forma néo-
replicativa. Em alguns desses casos, 0 microrganismo pode retornar a forma replicativa, o que
constitui uma das principais causas do aumento no numero de casos de TB atualmente (
WALLIS et al., 2016; KONDRATIEVA et al., 2014). Pouco se sabe sobre 0os mecanismos de
protecdo imunoldgica e patogénese da TB latente, o que dificulta a modulacao bioquimica dos
eventos relacionados a reativacdo da doenca, o desenvolvimento de vacinas e esquemas

terapéuticos adequados (KAUFMANN, 2010).

1.4 TRATAMENTO

A tuberculose € uma doenca curavel apesar de ser grave, e 0 seu tratamento consiste na
combinacdo de vérios farmacos. O tratamento atual da tuberculose é constituido de duas
fases, sendo a fase intensiva realizada com doses diérias de rifampicina (R) 150 mg,
isoniazida (H) 75 mg, pirazinamida (Z) 400 mg, etambutol (E) 275 mg por 4 meses, seguida
da fase de manutencdo com doses diarias de RIF e INH por mais 2 meses (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2019). O
esquema basico esta indicado para todos os casos novos de adultos e adolescentes (>10 anos),
de todas as formas de tuberculose pulmonar e extrapulmonar, com excecdo de
meningoencefalite, infectados ou ndo por HIV, além dos casos de retratamento (recidiva ou
retorno apds abandono). Os demais casos devem ser tratados com esquemas especificos para
meningoencefalite, esquemas para mono/poli ou multirresisténcia ou esquemas especiais para

presenca de comorbidades.(Referéncia)
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Embora denominado de tratamento de curta-duracdo, o tempo é a principal desvantagem
da terapia, com taxas de abandono entre 7% e 54% apds a quarta semana (KRUK,
SCHWALBE & AGUIAR, 2008).

Uma das estratégias utilizadas para melhorar a adesdo dos pacientes ao tratamento é a
Terapia Assistida Orientada (do inglés Directly Observed Therapy — DOT) em que o paciente
recebe orientacdo e supervisdo do tratamento por um profissional de salde. Entretanto, o
DOT possui alto custo para o sistema publico de salde e para os pacientes. Um estudo de
meta-analise que comparou o resultado do DOT em relacdo ao tratamento de administracédo
propria reportou que ndo houve diferenga entre os dois em relagdo a cura, recidiva e
emergéncia de resisténcia (FRIEDEN & SBARBARO, 2007).

Além da evasdo, outra grande preocupacdo em relacdo ao tratamento é a atividade dos
farmacos utilizados em bacilos com baixa taxa metabolica, que sao responsaveis pela infeccao
latente (KONDRATIEVA et al., 2014). Dos farmacos utilizados na terapia anti-TB, somente
a pirazinamida possui conhecida atividade in vitro sobre o MTB dormente. No entanto outros
experimentos in vitro revelaram que a rifampicina possui relativa atividade sobre estes
microrganismos (WAYNE & SOHASKEY, 2001), o que ajuda a sustentar o tratamento
recomendado pela OMS para TB latente que inclui INH por 6 a 9 meses, RIF e INH por 3 a 4
meses ou rifapentina (RIFP) e INH por trés meses em paises com alta taxa de incidéncia da
doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018; MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2019). Todos estes regimes parecem ter excelentes resultados e sdo recomendados
principalmente para adultos e criangas que tiveram contato com pessoas com TB pulmonar
ativa ou pacientes iniciando terapia com anti-TNF em diélise com doenca renal avangada em
preparacdo para transplante hematoldgico ou de 6rgdo. Apesar de ser recomendado para o

tratamento da TB latente, nenhum dos regimes citados é capaz de eliminar o MTB
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completamente do seu hospedeiro, sendo este capaz de permanecer indetectavel em
reservatorios ainda pouco conhecidos (CANO-MUNIZ et al., 2018).

Atualmente existem duas novas drogas (bedaquilina e delamanida) em fase 3 de teste e
trés outros novos compostos (sutezolida, oxazolidinona e pretomanida) também em processo
de avaliacdo para utilizacdo em infec¢cbes TB-MDR (do inglés Multiple Drug Resistance).
Existem também alguns protocolos em fase 2 de desenvolvimento utilizando diferentes
regimes terapéuticos e drogas com reconhecida acdo anti-TB, como a rifapentina, a
rifampicina e as fluorquinolonas, mas que visam principalmente otimizar ou definir seus
papeis na terapia da TB sensivel a droga (WALLIS et al., 2016).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO, PERSISTENCIA E DORMENCIA

A capacidade dos microrganismos de persistirem em estados metabolicamente inativos em
seu hospedeiro ou no ambiente garante a sua sobrevivéncia em condi¢Ges desfavoraveis e,
provavelmente, contribui para a diversidade microbiana ao facilitar a riqueza taxonémica em
sistemas pobres em nutrientes (DWORKIN & SHAH, 2010). CondicBGes desfavoraveis
incluem privagcdo de nutrientes (BETTS et al.,, 2002; XIE; SIDDIQI; RUBIN, 2005;
ANUCHIN et al., 2009), temperaturas extremas, dessecacdo, presenca de agentes
antimicrobianos como lisozima, ambientes hipoxicos (WAYNE; SOHASKEY, 2001) e &cidos
(HEIFETS; SANCHEZ, 2000). Oliver em 2005 listou aproximadamente 60 microrganismos
que séo capazes de entrar em um estado em que sdo denominados como “viaveis mas nao-
cultivaveis” (VMNC), no qual o microrganismo ndo cresce em meios de cultura em que

rotineiramente cresceria (OLIVER, 2005). Varios destes sdo patdgenos humanos e alguns
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deles sdo encontrados na forma de particulas celulares resistentes como esporos, a exemplo do
Bacillus anthracis e do Clostridium difficile (STEPHENSON; LEWIS, 2005).

Apesar de ndo formar esporos, 0 MTB pode entrar em um estado de baixa replicacdo e
sobreviver no hospedeiro humano por varios anos (LILLEBAEK et al., 2002). H& muito é
reconhecido o papel importante da dindmica metabdlica do MTB em relacdo a infeccéo.
Porém, somente em 2002, testes moleculares revelaram a longa persisténcia do MTB no
hospedeiro, a exemplo de um individuo que sofreu reativacdo da doenca 33 anos apos a
infeccdo primaria (LILLEBAEK et al., 2002).

A persisténcia do MTB no hospedeiro por anos pode ser explicada pela modificacéo
estrutural e epigenética das células bacterianas, desenvolvendo formas que sdo menos
imunogénicas (PEDDIREDDY, DODDAM & AHMED, 2017) e com padrdo de expressao
génica diferente das formas replicantes (VOSKUIL, VISCONTI & SCHOOLNIK, 2004).
Essas células entram em um estado metabdlico denominado de dorméncia, em que
frequentemente diminuem de tamanho (ANUCHIN et al., 2009), apresentam espessamento da
parede celular (WAYNE & SOHASKEY, 2001), modificam seu comportamento em relacéo
ao metabolismo de macromoléculas (GENGENBACHER & KAUFMANN, 2012) e
apresentam perfil de tolerdncia as drogas utilizadas no tratamento da TB (LORAINE et al.,
2016; SARATHY et al., 2018).

Essas células bacterianas podem sobreviver dentro de macrofagos e células dendriticas,
bem como em outros reservatorios incomuns, como células epiteliais ndo-fagociticas,
fibroblastos e adipdcitos (EHLERS, 2009). Um bom reservatério de MTB no estado de
dorméncia sdo microgranulomas presentes no pulméo de pessoas com infeccao latente. Nestes
individuos, pode ocorrer um equilibrio estatico onde ha pouca ou nenhuma replicacdo do

microrganismos (EHLERS, 2009). Porém, o tecido pulmonar também pode apresentar formas
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replicantes de MTB que estimulam células T, especialmente na area mais externa dos
granulomas em estruturas neolinféides (ULRICHS et al., 2004).

Ainda ha muita especulacdo sobre esse assunto, principalmente por falta de modelos
experimentais que possam acompanhar in vivo a mudanca de infeccdo latente para uma
infeccdo ativa. Tem sido alimentado o senso comum em que 0 MTB encontra-se em constante
transicdo entre os estados metabolicos ativo e dormente. Diversos autores procuram desenhar
modelos teodricos para explicar esse balango entre os diferentes estados metabolicos. O
modelo “yin-yang” proposto por Zhang e colaboradores (2007) sugere que dentro da
subpopulacdo de bacilos dormentes existe uma fracdo de bacilos metabolicamente ativos e
vice-versa, e que de acordo com a pressao de fatores externos como o sistema imunoldgico
e/ou presenca de drogas, esses bacilos podem transitar entre os dois estados metabdlicos
(ZHANG, 2007). Outro modelo tedrico sugere a existéncia de bacilos denominados de
“escoteiros”, que sentem as condicGes do ambiente e promovem a replicacdo de bacilos
dormentes proximos, levando a reativacdo da doenca (CHAO & RUBIN, 2010). Estes bacilos
podem surgir de forma aleatéria/espontanea ou por acdo de uma familia de proteinas com
caracteristicas enzimaticas secretadas pelo préprio MTB, denominada de fatores promotores

de ressuscitagéo (rpf) (CHAO & RUBIN, 2010; MUKAMOLOVA et al., 1998, 2002)

2.2 FATOR PROMOTOR DE RESSUSCITACAO

A descoberta do rpf foi realizada por Kaprelyants e colaboradores (1993) ao verificarem
que Mycrococcus luteus, um coco gram positivo ndo formador de esporo, secreta uma
substancia capaz de promover a ressuscitacdo de outros microrganismos, como Rhodococcus,
Arthrobacter, Leifsonia, Bacillus, Nocardia, Kitasatospora, Streptomyces e Mycobacterium

(KAPRELYANTS, GOTTSCHAL & KELL, 1993). Mais tarde, Mukamolova e
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colaboradores (1998) caracterizaram esse componente encontrado no sobrenadante de cultura
liguida de M. luteus que é capaz de aumentar a contagem de colbnias de culturas
extensivamente lavadas e com dificuldades de crescimento (MUKAMOLOVA et al., 1998).
Experimentos posteriores demonstraram que o rpf é capaz de ressuscitar bactérias gram
negativas, como o Curvibacter fontanus sp. (DING & YOKQOTA, 2010), além de reportar que
outras bactérias gram-negativas, como a Salmonella typhimuirium LT2, também sdo capazes
de produzi-la (PANUTDAPORN et al., 2006).

O rpf representa um grupo de proteinas secretadas com a capacidade de estimular o
crescimento de microrganismos em concentraces picomolares. M. luteus possui um dnico
gene codificante de rpf que é essencial para seu crescimento in vitro, ao passo que outras
actinobactérias podem possuir varios genes do tipo rpf (KAPRELYANTS et al., 2012). No
entanto, nem todos necessitam das proteinas codificadas por esses genes para seu crescimento
in vitro. O MTB possui cinco genes da familia rpf (rpfA-E), e foi demonstrado que a dele¢édo
individual ou coletiva dos genes ndo diminui o crescimento do microrganismo in vitro,
sugerindo a redundancia de funcdo do seu respectivo conjunto de proteinas (DOWNING et
al., 2004; KANA et al., 2008).

Estudos subsequentes demonstraram, contudo, que a dele¢cdo combinada de dois ou mais
genes da familia rpf impactou no crescimento dos mutantes in vivo com a mutacdo
ArpfAArpfB apresentando maiores efeitos deletérios em relacdo a cinética de reativacdo do
microrganismo do que a mutagdo ArpfBArpfD (RUSSELL-GOLDMAN et al., 2008). Esta
mesma mutacdo também se mostrou importante para a viruléncia do MTB, pois foi
demostrado em modelo murino que mutantes em que estes genes rpf foram deletados
apresentaram viruléncia reduzida (BIKETOV et al., 2000). Downing e colaboradores (2004)
primeiramente demonstraram que a delecdo individual de quaisquer dos genes rpfA-E é

seguida de aumento na regulacdo dos outros genes rfp. Entretanto, o mesmo grupo de
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pesquisadores demonstrou em posteriores estudos com mutantes que o0s genes rpf
remanescentes ndao compensam a perda de outros genes rpf por aumento na regulagdo
transcricional, sugerindo que esses genes sdo regulados por mecanismos distintos
(DOWNING et al., 2005). Estas pesquisas foram essenciais para que fosse posteriormente
descrita uma hierarquia funcional dentro da familia de genes rpf em MTB, em que 0s genes
rpfB e rpfE mostraram-se mais importantes no processo de ressuscitagdo do que o gene rpfD
em relacdo a caracteristicas fenotipicas (KANA et al., 2008).

Analises de perfis transcricionais revelaram um aumento na expressao de todos os genes
rpf durante as fases iniciais da ressuscitacdo de bactérias dormentes, porém com diferentes
expressdes e importancias nos estagios finais de ressuscitagdo (GUPTA, SRIVASTAVA &
SRIVASTAVA, 2010). Os genes rpfA e rpfD apresentam maior expressao nas fases iniciais
da ressuscitacdo, e rpfC € o Unico que apresenta aumento consistente na expressdo durante
todas as fases de crescimento em modelo de privacao de nutrientes (GUPTA, SRIVASTAVA
& SRIVASTAVA, 2010).

Estudos relacionados ao tema mostram ainda que diferentes genes rpf sdo mais
fortemente expressos de acordo com o modelo experimental de dorméncia adotado. Foi
verificado que o estresse &cido induz o aumento na expressdo dos genes rfpD e rpfE e o
modelo de hipdxia, dos genes rpfC e rpfE (GUPTA; SRIVASTAVA & SRIVASTAVA,

2010).

2.3 ESTRUTURA E FUNCAO BIOQUIMICA DO FATOR PROMOTOR DE

RESSUSCITACAO

As proteinas rpf possuem um sinal N-terminal, o que sugere que estas sdo exportadas e

translocadas através da parede para o meio extracelular. Apesar deste dominio conservado, as
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sequéncias amino e carboxi terminais das proteinas sdo diferentes (MUKAMOLOVA et al.,
2002). RpfA possui uma sequéncia C-terminal rica em prolina e alanina, enquanto que rpfB
possui sitios de ligacGes de lipoproteinas na extensdo N-terminal. Tais diferencas estruturais
estdo associadas com a modulagdo funcional, especificidade/seletividade de substrato e
interacdo com outras proteinas (KANA & MIZRAHI, 2010).

RpfB interage com uma endopeptidase micobacteriana designada em inglés de rpf-
interacting protein A (ripA). As duas proteinas se localizam no septo de células em divisdo
ativa sugerindo um papel do complexo ripA-rpfB na hidrolise de peptideoglicanos durante a
divisdo celular. RipA também se liga a rpfE, porém nédo tem interacdo com rpfA, rpfC e rpfD,
corroborando mais uma vez a hipétese de que cada proteina age em uma via distinta no
processo de ressuscitacdo (HETT et al., 2007). Foi demonstrado in vitro que a expresséo de
rpfC, o gene responsavel pela maior expressdo de rpf em MTB (MUKAMOLOVA et al.,
2002), ¢ regulada por SigD (fator Sigma D), que tem sua producdo aumentada em resposta a
falta de nutrientes. O aumento na producdo de SigD e expressdo de rpfC em modelos
experimentais de falta de nutrientes indicam que estes estdo envolvidos na adaptacdo e
persisténcia na fase estacionaria (GUPTA; SRIVASTAVA,; SRIVASTAVA, 2010).

Dessa forma, ao analisar e comparar dados de varios estudos, Gupta e colaboradores
(2010) sugeriram que rpfC e rpfE possuem um papel importante na sobrevivéncia do MTB
durante a persisténcia induzida por hipoxia. Além disso rpfD e rpfE influenciam na adaptacéo
do MTB em condicdes de estresse induzido por ambiente acido, indicando que o rpfE é
importante para a sobrevivéncia do microrganismo em condi¢des de estresse induzidas por
falta de oxigénio e baixo pH, microambiente encontrado no interior dos granulomas e em
fagossomos de macrdfagos, e potenciais reservatorios de MTB em estado de dorméncia

(GUPTA, SRIVASTAVA & SRIVASTAVA, 2010).
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2.4 DORMENCIA

Existem fortes evidéncias de que a TB latente esta intimamente ligada ao MTB em seu
estado de dorméncia, e que nesta condi¢cdo pode ocorrer uma inibi¢cdo acentuada ou mesmo
uma supressdo total do seu metabolismo (FLYNN & CHAN, 2001). Alguns modelos
experimentais ja descritos procuram mimetizar os microambientes provaveis em que o MTB
se encontra no hospedeiro, sendo a baixa tensdo de oxigénio e a privacdo de nutrientes uns
dos modelos mais utilizados (DUTTA & KARAKOQUSIS, 2014). Ja foi demonstrado nesses
modelos experimentais que 0 MTB é capaz de sobreviver por longos periodos em um estado
ndo-replicativo (WAYNE & HAYES, 1996), o que pode ser responsavel pela persisténcia do
microrganismo no hospedeiro. A suposicdo mais comum é que o MTB resida em lesdes
granulomatosas fibréticas dentro do pulmao, e que o ambiente de baixa tensdo de oxigénio e
com escassez de nutrientes 0 mantém no estado de dorméncia (WAYNE & HAYES, 1996).
Entretanto, DNA do microrganismo foi encontrado em tecido pulmonar de individuos sem
evidéncia de doenca ativa ou prévia (HERNANDEZ-PANDO et al., 2000), sugerindo que
existem outros fatores relacionados a existéncia e manutencdo do MTB em estado de
dorméncia, como a pressdo do sistema imunoldgico.

Mais recentemente, apds a descoberta da familia de proteinas rpf, observou-se que existe
uma populacdo oculta de bactérias ndo-cultivaveis em amostras de escarro de pacientes com
TB pulmonar (MUKAMOLOVA et al., 2010). Essa descoberta foi possivel através da
utilizagdo de meio de cultura suplementado com sobrenadante de cultura liquida de MTB, que
contem, além de outras substancias (enzimaticas e ndo-enzimaticas), as proteinas rpf
(CHENGALROYEN et al., 2016). Chengalroyen e colaboradores (2016) demonstraram
recentemente a existéncia de diversas subpopulacdes de MTB, que podem sub-classificadas

de acordo com sua dependéncia de fatores exdgenos, dentro eles as proteinas rpf. Devido a
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incapacidade atual de distinguir fenotipicamente essas subpopula¢des (ROSSER et al., 2017),
todos 0s microrganismos capazes de ressuscitar a partir da adicdo de sobrenadante de cultura
liquida de MTB serao denominados de “dependentes de sobrenadante”, conferindo uma visao
mais ampla das populagdes micobacterianas que sé@o isoladas a partir da utilizacdo deste
recurso.

Foi demonstrado que a populagdo de MTB dependente de sobrenadante em escarro de
pacientes nas fases iniciais de tratamento se torna mais proeminente a medida que a contagem
de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) de MTB ndo dependente de sobrenadante
diminui. Dessa forma, a populacdo de micobactérias dependentes de sobrenadante séo
eliminadas até 20 vezes mais lentamente do que a populacdo metabolicamente ativa

(MUKAMOLOVA et al., 2010).

2.5 DORMENCIA E ANTIBIOTICOTERAPIA

A importancia de uma terapia antimicrobiana eficaz é evidenciada pelos atuais desafios da
resisténcia genotipica e tolerancia fenotipica aos medicamentos. A eficacia dos
antimicrobianos depende de muitos fatores, tais como a capacidade de ativar respostas de
estados de deficit de nutrientes, interacdes célula-célula em populagGes heterogéneas,
interacdo patdgeno-hospedeiro e o estado metabdlico do microrganismo (TURAPOV et al.,
2014a).

Em se tratando de TB, os farmacos disponiveis para tratamento da doenca sdo bastante
eficazes in vitro, resultando numa morte bacteriana rdpida. Porém, esse efeito ndo é
reproduzido in vivo, motivo pelo qual o tratamento é realizado em duas fases, por seis meses.
Pacientes ndo tratados com o regime recomendado durante os seis meses apresentam maior

risco de recidiva (XIE, SIDDIQI & RUBIN, 2005).
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O efeito de cada droga sobre as diferentes subpopulacbes de MTB encontradas em
pacientes com TB pulmonar foi demonstrado por Mitchinson (1985), que descreveu 4 tipos
diferentes de MTB segundo seu estado metabdlico e susceptibilidade A drogas. Em seu
modelo tedrico, propds que o bacilo da TB poderia ser encontrado em 1) estado de
crescimento ativo (em que o iszoniazida teria acdo sobre o mesmo), 2) estado de
semidorméncia inibidos por ambientes acidos (em que a pirazinamida teria a¢do), 3) estado de
semidorméncia com breves episodios de reativacdo metabdlica (agdo preferencial da
rifampicina) e 4) estado de dorméncia completa, onde ndo ocorre inibicdo relacionada a
drogas (MITCHISON, 1985). Defini¢cdo semelhante foi proposta por Fiuza de Melo & Afiune
(1993) em que as populagdes foram classificadas em 1) populacdo intracelular com
crescimento lento, 2) populacdo extracelular com crescimento intermitente, 3) populacdo de
multiplicacdo répida e 4) populacdo dormente.

O modelo apresentado por Mitchinson (1985) elucida o efeito de cada droga utilizada no
tratamento antiTB, entretanto ndo explica algumas particularidades do tratamento, como a
utilizagdo de rifampicina e isoniazida durante a fase de manutencdo do tratamento, em que
sdo utilizadas as duas drogas por 4 meses com o intuito de eliminar os bacilos persistentes.
Zhang (2007) propds um novo modelo tedrico denominado de Yin-Yang, em que postula que
cada uma das duas populacbes de MTB (em divisdo e em nédo-divisdo) possuem
subpopulacBes distintas, capazes de reverter o estado metabdlico de cada uma dessas
populagdes. Assim, os bacilos em plena divisdo possuem uma subpopulacdo de bacilos
persistentes tolerantes as drogas anti-TB, enquanto que os bacilos persistentes possuem uma
subpopulacéo de bacilos “revertores” que seriam alvo da rifampicina ¢ isoniazida (ZHANG,
2007).

Em dois novos modelos que procuram explicar a dindmica populacional de MTB em

pacientes com TB pulmonar, ha a descri¢cdo da infeccdo como uma processo dindmico entre
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os bacilos dormentes e metabolicamente ativos. O primeiro hipotetiza um modelo em que
micronddulos contendo MTB em estado de dorméncia sdo drenados, ocasionando reinfeccdes
com ativacdo metabolica do MTB, o que o tornaria susceptivel a isoniazida e rifampicina,
desde que o microrganismo seja genotipicamente sensivel (CARDONA, 2010). O segundo
sugere que alguns bacilos podem ressuscitar espontaneamente ou apds sinalizacdo com
moléculas como o rpf. Estes bacilos, denominados de sentinelas, seriam capazes de sentir o
microambiente em que o MTB se encontra em busca de boas condigdes de crescimento (o que
seria baixo dentro de granulomas sélidos). Ao encontrar melhores condi¢bes (como em
granulomas case0sos), 0s sentinelas seriam responsaveis pela ressuscitacdo dos bacilos
dormentes, provavelmente por intermédio da liberacdo de rpf (CHAO & RUBIN, 2010).
Ambos 0s modelos explicam em partes o grau variado de susceptibilidade do MTB a drogas
que ndo teriam acgdo sobre o bacilo em seu estado de dorméncia.

Para mimetizar os microambientes encontrados pelo MTB no hospedeiro que o induzem
a dorméncia, foram realizados varios estudos in vitro (WAYNE & SOHASKEY, 2001;
BETTS et al., 2002; XIE, SIDDIQI & RUBIN, 2005; MUKAMOLOVA et al., 2010;). Estes
modelos experimentais utilizam ferramentas que promovem um estado de tolerancia do MTB
as drogas sob varias condicbes, como alteracdo de pH e privacdo de oxigénio e nutrientes.
Entretanto, a falta de um modelo unificado, padronizado que submeta 0 MTB a todos o0s
agentes nocivos em que ele é submetido no hospedeiro leva a divergéncia de resultados. E
observado, por exemplo, que um mesmo composto possui perfis diferentes de sensibilidade
dependendo do modelo experimental utilizado (XIE, SIDDIQI & RUBIN, 2005). Um dos
modelos experimentais mais utilizados atualmente ¢ o de multiplo estresse, que parece ser o
que mais se aproxima do microambiente em que o0 MTB se encontra no hospedeiro (DEB et
al., 2009).

Apesar da discordancia de alguns resultados, ha senso comum em relacdo a tolerancia
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fenotipica as drogas do MTB em estado de dorméncia. Além disso, foi possivel também isolar
MTB de amostras aparentemente estéreis de pacientes pos-tratamento (MUKAMOLOVA et
al., 2010), o que comprova que o tratamento utilizado atualmente é eficaz contra a doenga
ativa, porém incapaz de esterilizar a infeccdo. O fato é que a populacdo de bacilos
dependentes de sobrenadante parece representar um obstaculo no tratamento da TB, uma vez
que estes podem ser a origem de recidivas e que necessitem de tempo maior de tratamento
para a cura clinica (ROSSER et al., 2017). Conforme relatado anteriormente, foi demonstrado
que bacilos da TB dependentes de sobrenadante sdo mais tolerantes a algumas drogas, como
rifampicina, isoniazida e estreptomicina, e que esta populacdo desaparece mais lentamente
das amostras de escarro. Portanto, é possivel que seja necessaria a depuracdo total desta
populacdo para que haja cura, mediante estudos comprobatérios (ROSSER et al., 2017). Se
esta hipdtese for verdadeira, a quantificacdo de bacilos dependentes de sobrenadante durante a
terapia pode ser utilizada como biomarcador de resposta ao tratamento e constituir um melhor

preditor de eficiéncia de potenciais novos agentes anti-TB (TURAPQV et al., 2016).

2.6 JUSTIFICATIVA

A TB continua sendo um problema grave de satde publica, mesmo ap6s anos de esforcos
internacionais por parte da OMS e entidades governamentais e ndo governamentais para
tentar erradica-la. Um dos principais problemas atuais da doenca est4 na reativacdo do MTB
que se encontra em sua forma n&o-replicativa, dormente. Essa preocupacdo se da
principalmente porque cerca de um terco da populacéo esta infectada por este microrganismo
e porque o envelhecimento da populagéo e as taxas oscilantes de infeccdo por HIV ameagam
0 sucesso do plano global END-TB, que tem como um dos pilares a reducdo de 95% dos

casos de morte por TB até 2035 (WHO, 2014).
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Os investimentos acordados neste novo encontro estdo sendo em parte direcionados ao
desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico, novas drogas, regimes terapéuticos e
vacinas que visam principalmente alcancar as subpopulacdes de MTB dormentes. O uso de
rpf na sua forma recombinante ja demonstrou que pode ser Gtil na diminuicdo do tempo de
positivacdo de culturas liquidas (HUANG et al., 2014), e parece ser uma ferramenta
promissora na avaliacdo da eficacia terapéutica de pacientes com TB pulmonar. Entretanto,
nenhum estudo foi realizado até 0 momento sobre o acompanhamento da eficacia das drogas
sobre essas subpopulacgdes.

Com o advento de técnicas para crescimento de bacilos ndo-cultivaveis, entretanto, novos
estudos estdo sendo conduzidos para o desenvolvimento de compostos que possuam acao
sobre esta subpopulacdo especifica. Alguns dos compostos que ja estdo em teste sdo:
lassomicina e derivados de capreomicina, em fase | e Il de testes, respectivamente
(GAVRISH et al., 2014; SIRICILLA et al., 2014); e pretomanida e bedaquilina, em fase Il
de testes (BALD & KOUL, 2010; HAAGSMA et al., 2009).

Paradoxalmente, apesar dos dados epidemioldgicos que indicam forte correlagdo entre a
reativacao dos casos de TB latente e a manutencdo das altas taxas da doenca, ndo ha relatos de
nenhum protocolo em andamento de avaliacdo da eficicia do tratamento anti-TB em bacilos
dormentes. Entretanto, essa abordagem € de extrema importancia pois a persisténcia do Mtb

em amostras biologicas pode ser preditiva de recidiva ou indicativa de falha terapéutica.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a influéncia da terapia antituberculose sobre Mycobacterium tuberculosis ativos e

dormentes em amostras de escarro de pacientes com tuberculose pulmonar

3.2 ESPECIFICOS

1) Quantificar populagcdes metabolicamente diversas de MTB (ativas e dormentes) em
amostras de escarro de pacientes com TB pulmonar e analisar a influéncia da terapia
antituberculose sobre estas;

2) Verificar se os pacientes apresentam a mesma dindmica de eliminacéo das subpopulacdes
(ativas e dormentes) de MTB durante o tratamento;

3) Verificar se populacBes de bacilos dormentes persistentes apds o segundo més de
tratamento podem implicar em insucesso terapéutico;

4) Avaliar e validar um método de higienizacdo oral com clorexidina para obtencdo de

amostras de escarro a serem utilizadas no método de NUmero Mais Provavel.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PACIENTES E METODOS

4.1.2 DESENHO DO ESTUDO

Este se trata de um estudo longitudinal em que foi avaliada a dinamica das
subpopulacGes de MTB (metabolicamente ativos e dependentes de sobrenadante) em amostras
de escarro espontaneo de pacientes portadores de tuberculose pulmonar, antes, durante e ao

término do tratamento.

4.1.2.1 Plano de Trabalho

No periodo de Outubro de 2016 a Maio de 2018, todos os individuos adultos (>18 anos)
com suspeita de TB pulmonar atendidos nas Unidades de Atendimento Priméario a Saude e
Regional de Salde, no anexo metropolitano de Vitéria foram considerados potenciais
participantes do estudo. Apds a realizacdo de exames de rotina para diagnostico (baciloscopia
e/lou XPERT MTB/RIF®), com posterior confirmacdo da doenca e avaliacdo dos critérios de
incluséo e exclusdo (citados no item 4.1.2.2), o paciente tornou-se elegivel para o estudo.

Uma vez selecionado selecionado, o paciente foi encaminhado ao Centro de Pesquisa
Clinica do HUCAM (CPC-HUCAM). A equipe do estudo descreveu em detalhe o protocolo,
0 sistema de protecdo ao sujeito da pesquisa e os dados/amostras a serem coletados do
paciente. Nesta ocasido, foi solicitado ao paciente o seu consentimento para participar do
estudo. Cada paciente foi cadastrado assim que os critérios de consentimento e elegibilidade

foram confirmados. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos 0s
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pacientes participantes (Anexo 1), assim como 0 questionario epidemiolégico e clinico
(Anexo 02), para fins de coleta de informacdes relevantes ao estudo.

4.1.2.2 Critérios de Incluséo e Excluséo de Sujeitos

A) Inclusdo de Casos com suspeita de TB: Todos 0s casos atendem a um ou mais dos

seguintes critérios de inclusao:

e Individuo com18 anos ou mais;

e Diagnostico de tuberculose pulmonar confirmado (avaliacao clinica e teste molecular
Xpert MTB/RIF);

e Paciente de acordo com o retorno para as coletas de escarro mensais;

e Paciente de facil contato por telefone ou visitas ndo agendadas (no caso de

impossibilidade de retorno pontual para coleta de escarro mensal).

B) Critérios de Exclusdo de Sujeitos:

e HIV positivos ou recusa em submeter-se ao teste de triagem para HIV;

e Histdrico anterior de tratamento para TB;

e Casos de TB com perfil de ndo-adesao ao tratamento escolhido pelo clinico;

e Pacientes portadores de outras doencas de base ou formas graves de tuberculose
(com hemoptise, comprometimento pulmonar) ou extrapulmonar;

e Gestantes;

e Individuo em situacdo de privacédo de liberdade;

e Individuos em situacéo de rua;

¢ Incapacidade de produzir escarro.
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4.2 AMOSTRAS E COLETA

4.2.1 AMOSTRAS

Para a avaliacdo da presenca das diferentes populacdes de MTB nas amostras de escarro
espontaneo dos pacientes arrolados no estudo, foram coletadas 1) uma amostra de escarro
antes do inicio do tratamento (MO0) e 2) uma ou duas amostras mensais (M1 a M6) em dias
consecutivos durante os seis meses de tratamento. Quando era possivel coletar duas amostras
de escarro em dias consecutivos, o procedimento de higienizacgéo oral era realizado de acordo
com o disposto no item 4.2.1.2.

Para avaliagdo do valor preditivo dos resultados obtidos durante o tratamento como uma
melhor ferramenta de real negativacdo da cultura e/ou eficacia do tratamento, foi realizada
coleta de amostra de escarro ap6s dois meses do término do tratamento (M8) dos pacientes

com isolamento de MTB a partir das amostras M2.

4.2.1.1 Procedimento de Coleta

Para a coleta da amostra de escarro, os pacientes foram primeiramente instruidos a nao
realizar a higienizacdo oral ao acordar. A adequada assepsia e higienizacdo da boca foi
orientada e supervisionada pelo corpo de enfermagem do CPC utilizando somente agua,
evitando assim o uso de pasta de dente de qualquer natureza, o que pode interferir na detec¢éo
de bacilos nas amostras de escarro. A coleta de escarro foi assistida de forma a evitar
possiveis manuseios indevidos do pote de coleta, diminuindo assim o risco de contaminacéao.

Todas as amostras de escarro espontaneo foram coletadas em frasco de boca larga estereis, de
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acordo com a recomendacéo do Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e
outras Micobactérias (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008). Os pacientes foram
orientados a continuar a coleta até que alcangassem o volume minimo de 3,0 mL de escarro.
Tal amostra foi imediatamente colocada em refrigerador de 2 a 8°C até o transporte para o
laboratdrio. Todas as amostras foram processadas no mesmo dia.

Na ocorréncia de eventualidades de qualquer natureza que impediram o paciente de
retornar ao CPC para coleta de escarro assistida, todos os esfor¢os foram tomados para evitar
a ndo coleta da amostra de escarro. Nestes casos, a coleta foi realizada de forma domiciliar
por um profissional da area da saude devidamente treinado. Todas as medidas de boas
praticas no momento da coleta, armazenamento e transporte de amostras biolégicas foram

adotadas.

4.2.1.2 Utilizacdo de Higienizante Oral para Coleta de Amostras

Devido a alta taxa de contaminacdo das culturas realizadas a partir de escarro de
pacientes em tratamento, que pode chegar até a 40% (PERES et al., 2011), foi adotada uma
medida de higienizacdo oral com solucdo de clorexidina 0,12% sem alcool (Periogard® —
Colgate) com o intuito de diminuir a quantidade de microrganismos contaminantes
provenientes da microbiota oral (PERES et al., 2011). Dessa forma, dos pacientes em que foi
possivel coletar duas amostras de escarro em dias consecutivos, estes foram instruidos a 1)
coletar uma amostra apos a higienizagdo oral com clorexidina 0,12% e 2) coletar outra
amostra da forma convencional como descrito no item 4.2.1.1. A ordem de coleta foi

realizada apds randomizagdo simples.
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4.3 CONTROLE DE TRATAMENTO

O tratamento anti-TB foi realizado em todos os pacientes de acordo com o
preconizado por diretrizes internacionais (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2019), consistindo na administracdo por dois meses
de quatro antibidticos — isoniazida (INH), rifampicina (RIF), ethambutol (EMB) e
pirazinamida (PZA),seguida por administragcdo de INH e RIF por mais quatro meses.

O controle de tratamento foi realizado por meio de ligacfes semanais, durante as quais 0s
pacientes foram questionados sobre a correta conduta do tratamento, interrupgdes ocasionais
do mesmo, bem como possiveis efeitos adversos. Os pacientes foram instruidos a retornar
com a caixa do medicamento que lhes foi dispensado naquele més para conferéncia pelos
profissionais envolvidos na pesquisa, sempre que possivel. O tratamento assistido orientado
(DOT) foi realizado para todos os pacientes atendidos na Unidade de Saude de Maruipe,
sendo que estes retornaram diariamente durante os primeiros 15 dias para medicacao
assistida pelos profissionais de saude local. Apds este periodo inicial, 0s mesmos retornaram
uma vez a0 més para tratamento assistido e conferéncia da medicacdo. Na impossibilidade do
paciente de retornar com tal frequéncia a unidade de satde, um parente era escolhido para
supervisionar a administracdo do medicamento, devendo informar as ocorréncias aos

profissionais de salde.

4.4 PROCESSAMENTO DE AMOSTRA

As amostras de escarro foram coletadas em frasco estéril, armazenadas em local
refrigerado e enviadas ao Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doengas

Infecciosas em até duas horas ap0ds a coleta. Para conferéncia das caracteristicas e medicao do
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volume, as amostra de escarro foram transferidas para um tubo cénico de 50 mL e digeridas
pela técnica de NALC/NaOH, conforme proposto pelo Manual Nacional de Vigilancia
Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (2008) para as analises microbiologicas

(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008).

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.5.1 Baciloscopia

Os esfregacos e exames microscopicos do escarro para pesquisa de bacilos alcool-&cido
resistentes (BAAR) foram realizados de forma rotineira de acordo com as recomendacoes
técnicas descritas no Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
Micobactérias (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008). Ap6s processamento pelo
método descrito no item 4.5.2, descrito abaixo, 100 pL da amostra foram dispostos em lamina
de vidro previamente identificada. A aliquota passou por processo de fixacdo em chapa
aquecedora por no minimo 1 h, com posterior coloragdo pelo método de auramina-O. Este
método consiste na adi¢do de solucdo de auramina fenicada, de forma a cobrir toda a lamina,
reacdo por 20 minutos, posterior adi¢cdo da solucdo descorante (alcool-acido 1%) com tempo
de acdo de dois minutos e, seguida de adicdo da solucdo de permanganato de potassio por 1
minuto. Apos lavagem com filete de agua corrente para retirar o excesso, foi feita a leitura das

laminas j& secas.

4.5.2 Cultura do Escarro

A cultura semiquantitativa foi realizada pelo método de N-Acetil-L-Cisteina-Hidroxido

de Sodio (NALC-NaOH), também de acordo com o Manual Nacional de Vigilancia
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Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2008). Esse constitui na adicdo do mesmo volume de solucdo de NALC-NaOH (sob
concentracdes de NALC 0,05%, NaOH 2% e Citrato de Sédio 1,45%) em relacdo ao escarro,
seguindo um periodo de reacdo de 15 min. Apos a digestdo, a amostra foi tamponada com
Tampéo Fosfato pH 6,8 (PBS) e centrifugacdo a 3.000xg por 15 min. O sobrenadante foi
descartado e o centrifugado reconstituido com PBS, no volume aproximado de 2,0 a 2,5 mL.
Em seguida, uma aliquota de 0,2 mL do centrifugado foi incorporado ao meio de cultura
solido Ogawa e 0,5mL foi adicionado ao tubo de BBL™ MGIT™ previamente preparado
com antibiotico BBL™ PANTA™, segundo as recomendagdes do fabricante. As culturas
solidas passaram por leitura semanal até 8 semanas e o tubo de MGIT™ permaneceu NO

equipamento de leitura por até 42 dias.

4.5.3 Contagem de Unidade Formadora de Coldnias (UFC)

O procedimento de quantificagdo da carga bacilar foi realizado em placa de 48 pogos.
Para tanto, 7 diluicOes seriadas (10, 102, 103, 104, 10, 10® e 10°") foram preparadas por
meio da adicdo de 0,5 mL da amostra em 4,5 mL de meio de cultura liquido 7H9 (Difco™).
Uma aliquota de 10 pL de cada poco e de cada diluicdo foi inoculada separadamente em
placas quadripartidas contendo &gar 7H11 (Difco™) e suplementadas com antibidticos
(SIGMA-ALDRICH®) nas seguintes concentragdes finais: polimixina B (200 UIl/mL),
carbenicilina (50 pg/mL), trimetoprim (20 pg/mL), anfotericina B (10 pg/mL) e soro fetal
bovino inativado (SFB). A diluicdo e o plagueamento das aliquotas seguiram o padréo
descrito na Figura 1.

As colbnias foram quantificadas entre os dias 21 e 28 apds inoculagdo, em diluicbes com

10 a 100 colénias visiveis. Apés a escolha da dilui¢do, a quantificacdo das UFC correspondeu

42



a média das contagens. Apos a leitura das placas, os dados referentes a contagem e sua
respectiva diluicdo, para uma mesma amostra, foram utilizados para o calculo do nimero de

bacilos por mL de sedimento por meio da seguinte formula:

UFC/mL de sedimento = (n° colénias em 30 pL) x [33,3 x (1000 pL/30 uL)] x (1/diluicéo)

Devido ao volume final do sedimento da amostra processada ser menor que o volume
inicial, a quantificacdo de UFC/mL do sedimento deve ser corrigida para esta concentracao.

Portanto, o calculo do nimero de bacilos por mL de escarro € atualizado da seguinte forma:

Concentracdo (UFC/mL) da amostra original corrigida =

(UFC/mL do sedimento x Volume do sedimento)/VVolume da amostra

4.5.4 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Todos os isolados de MTB das amostras de escarro coletadas antes do inicio do
tratamento foram encaminhadas para o Laboratério Central de Satde Publica do Estado do
Espirito Santo (LACEN-CE) para realizacdo de Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos
(TSA) utilizando o BACTEC® MGIT® 960 SIRE KIT, segundo as recomendacdes do
fabricante. Os isolados foram inoculados em meio BACTEC™ MGIT™ e incubados no
sistema BACTEC™ 960 até a positivacdo e em seguida foi realizado o teste de

sensibilidade para as drogas estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol.
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Em caso de isolamento de MTB a partir das amostras de controle apds pelo menos
dois meses de tratamento, o isolado foi reencaminhado para TSA para anélise

fenotipica de resisténcia (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL , 2008).

4.5.5 Ensaio Utilizando Filtrado de Cultura Liquida de MTB (FC)

4.5.5.1 Preparo do sobrenadante

O fator promotor de ressuscitacdo € uma proteina que pode ser encontrada no filtrado de
culturas liquidas de MTB (MUKAMOLOVA et al., 2002). Para a obtencdo deste produto, foi
realizada uma pré-cultura de cepa referéncia MTB H37Rv em meio 7H9 suplementado com
10% de OADC (v/v), 0,2% de glicerol (v/v) e 0,05% de Tween 80 10% (w/v). A pré-cultura
foi incubada sob agitacdo (100 rpm) a 37°C até alcancar a densidade 6tica 0.5 (580 nm). Em
sequida, foi preparada uma nova cultura utilizando uma aliquota da pré-cultura, onde o
crescimento foi acompanhado até a densidade 6tica 0.8 a 1.0 (580 nm).

A cultura foi submetida a centrifugacéo por 15 min a 3.000xg com subsequente filtracdo
do sobrenadante duas vezes por um filtro de porosidade 0,22 um. O filtrado foi aliquotado em
tubos de centrifuga de 15 mL (aliquotas de 6 mL), liofilizado segundo as recomendacfes do
fabricante do liofilizador de bancada FeeZone, e congelado em freezer -80°C até a utilizacdo,

por no maximo dois meses.

4.5.5.2 Ensaio de Dilui¢do Limitante (DLM) com calculo de Numero Mais Provavel (NMP)

Para a realizacéo do ensaio comparativo entre o crescimento das diferentes populagdes de
MTB em placa, utilizou-se 0 método de DLM. Preparou-se uma placa de 48 pocos , cujas 3

primeiras colunas foram preenchidas com 0,45 mL de meio 7H9 suplementado com OADC
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(BD™ BBLT™) e antibidticos (7H9S) nas concentragdes finais: polimixina B (15,6 U/mL),
acido nalidixico (6,24 pg/mL), trimetoprim (1,56 pg/mL), anfotericina B (1,56 pg/mL) e
azlocilina (1,56 pg/mL), e cujas 3 ultimas colunas foram preenchidas com 0,45mL de 7H9S
adicionado de sobrenadante (v/v). Em cada poco da primeira linha da placa foram adicionados
0,5 mL de amostra processada, seguido de diluicdo seriada até 10”’. Diretamente da amostra e
de cada poco das trés primeiras colunas da placa de 48 pogos, foram retirados 10ul. que
foram aplicados em placas de 7H11 contendo antibidticos nas concentragdes finais:
polimixina B (200 Ul/mL), carbenicilina (50 ug/mL), trimetoprim (20 pg/mL), anfotericina B
(10 pg/mL) e SFB, para a contagem de UFC/mL. As dilui¢des e o plaqueamento das diluigdes
foram realizados como demonstrado na Figura 1. A imagem mostra também o esquema de
plagueamento em placas de 7H11 + SFB dos pogos contendo amostra diluida somente em
7HI9S. Em experimentos preliminares foi observado que o plagueamento dos pogos contendo
meio de cultura com adicdo de filtrado de cultura ndo reproduz o crescimento dos bacilos
dormentes observados na placa de 48 pocos, pela inativacdo imediata do rpf ap6s inoculacdo
em meio solido, razdo pela qual ndo foi realizado o plaqueamento dos pogos representados

por circulos verdes.
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Figura 1. Modelo esquematico do procedimento de diluicdo de amostra em placa de 48 pogos
utilizando somente meio 7H9S (circulos em marrom) e 7H9S + filtrado de cultura (circulos

em verde escuro).

A avaliacdo da carga bacilar das amostras de escarro foi realizada segundo as
recomendacgdes de modificacdo da metodologia de DLM propostas por Chengalroyen e
colaboradores (2016), pois em experimentos anteriores foi verificado que o utilizo da placa de
48 pocos de forma horizontal resulta numa contagem de bacilos dependentes de sobrenadante
maior do que o limite de deteccdo da técnica. Como medida preventiva, foi proposta a
utilizagdo da placa de 48 pogos na orientacdo vertical, de forma que ao inves de quatro
replicatas de cada ensaio com 06 (seis) dilui¢bes cada, utilizou-se trés replicatas com oito
diluigdes por ensaio, ganhando duas dilui¢des para contagem de bacilos através do célculo do
Numero Mais Provavel (Figura 2). Com essa alteracdo de conformacdo, o limite superior de
deteccéo da técnica ficou definido como 4,8 x10” NMP.

A alteracdo da orientacdo da placa acrescentou duas diluicbes para 0 ensaio e diminuiu
uma replicata, portanto os resultados de NMP serdo acompanhados de aumento do desvio
padrdo e, consequentemente, aumento na faixa do intervalo de confianga (95%). As placas
foram incubadas em saco plastico a temperatura de 37°C com leitura semanal até completar
oito semanas € o0 NMP foi calculado com o auxilio do Programa de Calculo para NMP,
disponivel online (http://www.wiwiss.fu-

berlin.de/fachbereich/vwl/iso/ehemalige/wilrich/index.html).

4.6 ASPECTOS ETICOS
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O estudo foi realizado segundo as diretrizes preconizadas na Resolugcdo 196/96
(Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos) do
Conselho Nacional de Saude e da Orientacio Operacional para Revisdo Etica de Pesquisas
relacionadas & Saude com Participantes Humanos da OMS. Todos 0s participantes assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
e Pesquisa do Hospital Universitario Cassiano Anténio de Moraes (nimero de referéncia
1.501.892).

Procedimentos foram adotados pelos responsaveis por este estudo a fim de proteger as
informagdes dos pacientes. As informagdes foram mantidas em local reservado com acesso
exclusivo aos pesquisadores. Apos o término deste estudo, as informagdes foram transcritas
dos questionarios para arquivos no computador com acesso restrito dos pesquisadores

envolvidos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram processados e analisados utilizando os softwares
estatisticos R (versdo 3.4.3), IDE RStudio (versdo 1.0.153) e o pacote de optimizacdo nlme
para a otimizagdo dos modelos n&o-lineares.

Para a determinacdo de carga bacilar maxima nos ensaios de crescimento de MTB, foi
realizado um ajuste das médias dos logaritmos por intermédio da otimizacdo do modelo de
crescimento de Gompertz (GOMPERTZ, 1825; ZWIETERING et al., 1990). Os parametros
otimizados foram utilizados para a avaliacdo da significancia estatistica (p<0,05) entre o
crescimento de MTB nos diferentes meios de cultura por meio de teste de permutagdo. A
forca da associacdo linear entre variaveis continuas, como reducdo de UFC, NPM e NPM+FC

nos primeiros meses de tratamento, foi medida por coeficiente de terminagdo R2.
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O teste de Wilcoxon Signed-Rank foi utilizado para avaliar a correlagdo entre 0 aumento
na taxa de ressuscitacdo e a porcentagem de bacilos ressuscitados durante o primeiro més de

tratamento apds a adicdo de FC.
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5. RESULTADOS

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS, RADIOGRAFICOS E TESTES DE

TRIAGEM

Vinte e dois pacientes com tuberculose pulmonar foram arrolados no estudo. Destes,
quatro pacientes foram excluidos precocemente devido ao uso de substancias de abuso e um
paciente foi excluido por ter interrompido o tratamento no segundo més. O estudo foi
concluido com 17 pacientes que foram acompanhados mensalmente durante todo o tratamento
anti-TB. Os dados demogréficos, clinicos e dos testes de triagem estdo sumarizados na Tabela

1, na qual os pacientes foram divididos de acordo com a extensdo da doenca.

Tabela 1. Dados demograficos, clinicos e dos testes de triagem de acordo com a extensao

da doenga.
Extensdo da doenca (%)
Caracteristica Moderadamente avancado (%) Avancado (%)
n=4 n=13
Média da idade em anos + DP 39+155 39,7+ 17
Género
Masculino (%) 2 (50) 9 (69)
Feminino (%) 2 (50) 4 (31)
Média do IMC
(kg/m?) + DP 21,7+39 219+26
Carga bacilar pela
microscopia (%)
Negativa 1 (25) 3(23)
1+ to 2+ 0 (0) 4 (31)
3+ 3 (75) 6 (46)
Resultado de amplificacdo
Xpert MTB/RIF®
Muito baixo 0 (0) 1(8)
Baixo 2 (50) 3(23)
Médio 1(25) 7 (54)
Alto 1(25) 2 (15)

DP = desvio padrdo ; IMC = indice de massa corporal
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5.2 CLASSIFICACAO DOS GRUPOS DE PACIENTE DE ACORDO COM OS

RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

De acordo com os resultados obtidos apds a avaliacdo dos ensaios microbioldgicos, 0s
pacientes foram divididos em trés grupos 1) Grupo 1,pacientes com culturas positivas em
culturas de amostras de escarro M1 e/ou M2; 2) Grupo 2, pacientes que foram capazes de
converter a cultura apds o primeiro més de tratamento (negativos nas culturas de escarro M2)
e; 3) Grupo 3, pacientes paucibacilares, com crescimento de MTB na placa de 48 pocos do

ensaio LDM apenas no meio 7H9+CF (Tabela 3).

5.3 UTILIZACAO DO FILTRADO DE CULTURA

O crescimento das populaces dependente e independente de FC foi acompanhado em
placa de 48 pocos semanalmente para a avaliacdo do efeito da adicdo do FC em meio de
cultura liquido, em relacdo a positividade e carga bacilar. A Figura 2 mostra que a adi¢do de
FC reduz o tempo que a cultura precisa para atingir o limiar maximo de carga bacilar, assim
como aumenta a quantidade de bacilos na contagem final (semana 8). Para isto, utilizou-se o
modelo de crescimento de Gompertz, que determinou o efeito durante as oito semanas de
acompanhamento.

A Figura 2 mostra a curva de crescimento de MTB durante as oito semanas de
acompanhamento, onde cada ponto da curva é representado pela média dos crescimentos
obtidos dos 17 pacientes e do desvio padrdo associado. O modelo de Gompertz indicou um
aumento de 30% na carga bacilar apds a adicdo de FC nas culturas realizadas a partir de
amostras de escarro coletadas antes do inicio do tratamento (MO) (p=0.0005), e de 35% nas

culturas realizadas a partir de amostras de escarro coletadas apds um més de tratamento (M1)
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(p=0.0977). Além disso, houve crescimento de MTB em amostras de escarro coletadas apds
dois meses de tratamento de trés pacientes, sendo que em dois deles s6 foi possivel obter

crescimento de MTB ap0s a adi¢édo de FC.
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Figura 2. Leitura semanal das placas de 48 pocos do Ensaio de Dilui¢cdo das amostras de

escarro antes e durante o tratamento antituberculose.

*Linha e pontos em cinza representam a curva de crescimento semanal de amostras ap6s adi¢do de filtrado de
cultura e linha e pontos em preto representam a curva de crescimento semanal de amostras sem a adi¢do de

filtrado de cultura. (A) amostra antes do tratamento (MO0) e (B) amostras ap6s um més de tratamento (M1).

5.4 ENSAIO DE DILUICAO LIMITANTE (DLM) COM CALCULO DO NUMERO MAIS

PROVAVEL (NMP)

Todas as amostras foram cultivadas em placas de 48 pogos contendo 7H9 suplementados
ou ndo com FC para o ensaio de LDM (7H9 e 7TH9+FC) e os resultados estdo apresentados na
Tabela 3. Em nenhuma dos meios de cultura convencionais que foram inoculadas amostras de
escarro dos pacientes acompanhados, observou-se crescimento de MTB, entretanto foi
possivel observar crescimento de MTB em meio de cultura liquido suplementado com FC
realizados ap6s a inoculagdo de escarro de dois pacientes apos o segundo més de tratamento.

Na Tabela 3, a porcentagem de bacilos ressuscitaveis (%BR) foi calculada utilizando o
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numero absolutos pela seguinte formula: %BR = UFC/NPM+FC x100. A contagem de UFC
foi utilizada na formula por ter demonstrado melhor detec¢do de bacilo do que o meio liquido

utilizado na placa de 48 pocos para calculo de NPM sem adicéo de filtrado de cultura (7H9).

Tabela 2. Resultados de culturas das amostras de escarro coletadas mensalmente dos 17
pacientes acompanhados durante o tratamento anti-TB. Os pacientes foram organizados em

grupos de acordo com os resultados microbiolégicos.

. Meés de coleta log1o log1o logio ¢ o §
Grupo  Paciente ", ocarr0 UFC NMP NPM+FC TR Y0BR
MO 648 5,36 7,18 0,70 80,00
12 M1 256 2,76 5,23 2,67 99,79
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
MO 6,40 6,33 6,88 048 66,67
15 M1 278 326 426 148 96,67
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
MO 634 1,26 6,34 0,00 i
10 M1 1,10 124 424 314 99,93
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
MO 6,06 441 6,08 003 588
5 M1 0,00 1,08 2,33 2,33 100,00
. M2* 0,00 0,00 1,26 1,26 100,00
% MO 563 1,36 5,95 032 5222
3 1 M1 0,00 060 1,56 1,56 100,00
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
MO 490 5,09 5,09 0,19 34,78
8 M1 0,00 0,67 1,34 1,34 100,00
M2* 0,00 0,00 0,33 0,33 100,00
MO 428 396 448 020 36,67
3 M1 0,00 078 2,14 2,14 100,00
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
MO 415 3,87 4,15 0,00 -
6 M1 0,00 0,00 0,45 0,45 100,00
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 i
2 MO 283 1,38 2,92 0,09 19,18
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M1 2,02 1,15 2,42 0,41 60,90

M2 0,00 1,45 1,78 1,78 100,00
MO 254 413 3,85 131 95,07
17 M1 0,00 0,00 0,15 0,15 100,00
M2 0,00 0,00 0,00 0,00 .
, MO 585 6,13 6,13 029 48,15
M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -
o MO 465 4,65 4,65 0,00 -
M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -
S 13 MO 318 3,64 3,64 0,46 65,28
S M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -
o
A MO 252 2,18 3,19 0,66 78,28
M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -
1 MO 240 0,26 2,65 0,26 44,44
M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -
16 MO 0,00 0,00 4,04 4,04 100,00
P M1 0,00 0,00 1,75 1,75 100,00
o
5 14 MO 0,00 141 2,40 2,40 100,00
M1 0,00 0,00 0,00 0,00 -

*Pacientes que demonstraram crescimento de MTB somente ap6s adigdo de FC na cultura da amostra M2, que foram
avaliados clinica e laboratorialmente em relagdo a recidiva com coleta e analise de amostra de escarro M8 (coletada dois
meses apos o término do tratamento).

UCF = Unidade Formadora de Col6nia; NPM = Nimero Mais Provavel; FC = Filtrado de cultura; TR = taxa de
ressuscitag&o.

#p=0.0085; $p=0.0080, Wilcoxon Signed-Rank test.

Para avaliar a correlagdo entre a diminuicdo na carga bacilar das amostras de escarro
coletadas antes e ap6s o tratamento, foi realizada uma correlacdo linear, comparando a
reducdo de crescimento micobacteriano entre MO e M1 nos dois meios utilizados (7H9 e
7H9+FC). Os resultados dos 17 pacientes apresentados na Figura 3 indicam uma fraca
correlacgédo entre a reducéo das subpopulacdes dependente e independente de FC (R? = 0.367)
(Figura 3A). O mesmo ajuste foi aplicado aos resultados dos pacientes dos grupos 1 e 2
(Figura 3B e 3C), o qual indicou uma forte correlacdo entre a reducdo das subpopulagdes
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dependente e independente de FC somente no grupo 2 (R? = 0.978). A avaliacdo do grupo 1
também apresentou uma fraca correlacdo linear (R?=0.365). A correlacdo linear nédo foi
realizada nos pacientes do grupo 3 devido ao numero reduzido de pacientes. Na Figura 3, a
reducdo em UFC e NPM+FC foi calculada como a razdo de logl0 das amostras pré-

tratamento e ap6s 1 més de tratamento (MO e M1, respectivamente).

Redugéo em NMP+FC (log10)

" s @
Redugdo em NMP+FC (log10)
Redugao em NMP+FC (log10)

2 4 2 4 6 F] 4
Radugdo em UFC (log10) Redugéo em UFC (log10) Redugdo em UFC (log10)

Figura 3. Correlacéo entre a redugédo das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) em relagdo
a subpopulacdo de MTB dependente de FC (NPM+FC) no primeiro més de tratamento: (A)
Todos os pacientes; (B) Grupo 1; (C) Grupo 2.

*As areas em cinza representam o intervalo de confianga de 95%.

Foi calculada a taxa de ressuscitacdo (TR) para realizar o acompanhamento da
ressuscitacdo induzida pela adicdo de FC em meio de cultura liquida. O calculo foi feito
através da formula: TR = UFC - NPM+FC. Além disso, foi calculada a porcentagem de
bacilos ressuscitaveis (%BR) para avaliar o efeito da adicdo de FC em meio de cultura no
ensaio de DLM, como descrito anteriormente (MUKAMOLOVA et al., 2010), dividindo
NPM+FC pela quantidade de UFC, em logio. A contagem de UFC foi utilizada na formula
por ter demonstrado melhor isolamento de bacilo do que o meio liquido utilizado na placa de
48 pocos para calculo de NPM sem adicdo de filtrado de cultura. Foi utilizada uma outra
forma de avaliar a porcentagem de bacilos ressuscitaveis das amostras de escarro dos

pacientes com TB pulmonar utilizando a formula %BR = (UFC/NPM+FC) x 100. A
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populacdo dependente de FC aumentou proporcionalmente no grupo 1 (de uma média de 39%
para 95,8%, p=0,0080) durante os primeiros dois meses de tratamento, embora nenhum
paciente tenha demonstrado crescimento de MTB nas amostras de escarro coletadas apos 3

meses de tratamento. Os resultados dessas analises estdo apresentados na Tabela 3.

5.5 HIGIENIZACAO ORAL COM GLUCONATO DE CLOREXIDINA 0,12%

A importancia da higienizagdo oral com clorexidina foi demonstrado em estudo anterior
que relatou uma reducéo significante da contaminacao de culturas (PERES et al., 2011), por
isso realizamos uma avaliacdo do uso de CHX para reduzir as perdas de resultado por
contaminacdo de culturas. Entretanto, devido a dificuldade em retornar ao CPC em dias
consecutivos para a coleta das duas amostras pareadas, sete pacientes nao foram incluidos
nesta parte da analise do procedimento de higienizacdo oral com clorexidina. Portanto, foi
coletado um total de 44 amostras de escarro provenientes de 10 pacientes (22 pares) com
tuberculose pulmonar confirmada por teste molecular Xpert MTB/RIF. As amostras foram
coletadas em pontos diferentes durante o tratamento, de acordo com a disponibilidade do
paciente.

A taxa de contaminacdo em todos os meios de cultura utilizados no estudo foi menor
apos a realizacdo de protocolo de higienizacdo oral com CHX, quando comparada a taxa de
contaminacdo das culturas realizadas apds higienizacdo com protocolo padréo utilizando agua
(Tabela 2). Para avaliar o efeito do uso do protocolo de higienizacdo oral com CHX no
isolamento de MTB de amostras de escarro, foi realizado um teste comparativo nos pares de
amostras com crescimento de MTB sem contaminacao. Nos dois meios de cultura avaliados
(7H9 e 7TH9+FC), o isolamento de MTB foi ligeiramente menor ap6s o protocolo que utiliza
CHX em relagdo ao protocolo padrdo, entretanto este efeito ndo foi estatisticamente

significativo (p>0,05). Ademais, foi calculada a diferenca de crescimento de MTB nas

55



culturas realizadas apds os dois protocolos, representada por A(P-C) (Tabela 2), em que

também ndo foi evidenciada diferenca entre as mesmas.

Tabela 3. Avaliagdo da frequéncia de contaminacdo das culturas utilizando dois métodos

distintos de higienizacéo oral: 4&gua (padrao) versus gluconato de clorexidina 0,12%.

Meio (ﬁI:;z() F(’;';‘Sgg;’ pt OR (1C95)" pt
0-K 5(23%) 12 (55%) 0.023 1
MGIT 2 (9%) 14 (64%) 0.003 0.86 (0.29-2.54)  0.782
7H9 1 (5%) 5 (23%) 0.131 0.15(0.04-0.53)  0.003
THO+FC 2 (9%) 7 (31%) 0.027 1.00 (0.34-2.95)  1.000

0O-K = Ogawa-Kudoh ; FC = filtrado de cultura ; CHX = gluconato de clorexidina 0,12% ; "OR = odds ration — regresséo
logistica linear utilizando meio O-K como referéncia; 1C95 = intervalo de confianca.

p" = McNemar ; p* = regressdo condicional.
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6. DISCUSSAO

Foi realizado um acompanhamento de 17 pacientes com tuberculose pulmonar durante o
tratamento anti-TB para avaliar seu efeito sobre as diferentes subpopulacdes de MTB, além
do efeito da adicdo de CF em meio de cultura liquido na melhora da deteccdo de bacilos
presentes em amostras de escarro. Por intermédio da avaliagdo dos dados clinicos e
demograficos foi possivel verificar que a populacdo desse estudo consistiu de um grupo
homogéneo, com tuberculose pulmonar classificada radiograficamente como moderadamente
avancada ou avangada. Estes resultados sdo atribuidos especialmente a presenca de
cavitagcOes em todos os pacientes.

Apesar de ndo constituir um dos objetivos principais, a avaliacdo da taxa de
contaminag&o de culturas realizadas apds procedimento de higienizacéo oral com CHX foi de
grande importancia para a conducdo do estudo, pois as taxas de contaminagdo de culturas
realizadas a partir de amostras de escarro coletadas durante o tratamento tendem a ser maiores
por conta da selecdo de microrganismos mais resistentes da microbiota oral. Os resultados da
Tabela 2 indicam uma reducdo nas taxas de contaminagdo das culturas apos procedimento de
higienizacdo oral com CHX, principalmente porque o digluconato de clorexidina possui agéo
sob bactérias (DONNEL, 1999) porém néo possui atividade micobactericida nem mesmo apés
24h de exposicao (RIKIMARU et al., 2000). Este efeito positivo na reducdo da contaminacéao
de culturas utilizadas para o isolamento de MTB foi previamente observado por Peres e
colaboradores (2011), que relataram uma reducdo de 12% na contaminagdo de MGIT apds
higienizacdo oral com CHX (PERES et al., 2011).

Como este estudo utilizou amostras de escarro de pacientes em tratamento, caracterizados
por serem portadores de bactérias mais resistentes, pois sdo expostas diariamente a uma

concentracdo maxima de antibidticos por seis meses, era esperado que a taxa de contaminacéo
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fosse maior do que o convencional (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008). De fato,
a taxa de contaminacdo do MGIT de amostras de escarro sem prévia higienizacdo oral com
CHX foi de 64%, similar ao obtido em meio solido (Ogawa-Kudoh (55%). O protocolo
simples de higienizacdo oral com CHX reduziu a contaminacdo de todas as culturas utilizadas
para o diagndéstico de TB, tanto os meios convencionais, como o 7H9 suplementado com FC
(Tabela 2), sendo que para 0 meio de cultura liquido adicionado de FC a reducéo foi de 22%.
Essa reducdo da taxa de contaminacéo € atribuida principalmente a rapida acdo da CHX sobre
diversos tipos de bactéria, gerando lesdo em ambas as membranas externa e interna, com
inicio da acdo bactericida em aproximadamente 20 segundos (DONNELL, 1999). E
importante salientar que as micobactérias sdo altamente resistentes & acdo de diversos
compostos utilizados como antissépticos e desinfetantes, inclusive o digluconato de
clorexidina (BEST et al., 1990).

Conforme relatado anteriormente, as proteinas rpf secretadas em meio de cultura liquida
pelo MTB podem agir diretamente em diversas fases da replicagio micobacteriana com
propriedades cataliticas com potencial de utilizacdo na reducdo do tempo de positivacdo
(TDP) de culturas. Neste estudo, constatou-se que o uso de FC constitui uma excelente
abordagem para a reducdo de TDP de culturas, pois foi observado um aumento da carga
bacilar em culturas realizadas a partir de amostras coletadas antes e durante o tratamento anti-
TB (30% em MO; p=0.0005 e 35% em M1; p=0.0977, respectivamente). Nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa em culturas realizadas a partir de amostras M1,
provavelmente devido a pequena diferenga nos nimeros absolutos obtidos no ensaio de LDM
(NPM e NPM+FC). Esta abordagem foi previamente avaliada por outros autores utilizando o
sistema de deteccdo de crescimento MGIT, com resultados promissores em relacdo a reducéo
do TDP somente em amostras de escarro coletadas durante o tratamento (KOLWIJCK et al.,

2014). Um outro estudo realizado utilizando rpfB e rpfE recombinantes em meio de cultura
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liquido demonstrou uma reducdo do TDP de culturas realizadas com amostras de escarro
coletadas antes do inicio do tratamento (HUANG et al., 2014).

As amostras de escarro de pacientes com TB pulmonar possuem uma grande variedade
de MTB em estados metabdlicos diferentes, que respondem a diversos fatores contidos no FC
(CHENGALROYEN et al., 2016). Portanto, o uso de rpf na sua forma recombinante é
insuficiente, pois estaria subestimando o crescimento de subpopulacdes de MTB
independentes de rpf. Dessa forma, os resultados desta tese reforcam que o FC deve ser
utilizado para estimular o crescimento de subpopulacbes de MTB em diferentes estados
metabdlicos, principalmente porque € facil de ser produzido e pode ser armazenado em -80°C
por até seis meses sem perda de atividade (TURAPQV et al., 2016).

Desde a descoberta das subpopulagdes dependentes dos componentes de FC em amostras
de escarro de pacientes com TB pulmonar, muito se tem especulado sobre a dindmica desses
microrganismos durante o tratamento, principalmente devido as caracteristicas de maior
toleréncia das subpopulaces (SARATHY et al., 2018). Este estudo prospectivo indicou que
uma quantidade inicial baixa de MTB dependente de FC em amostras pré-tratamento € crucial
para a efetividade do tratamento, ja que ndo foi possivel isolar MTB em culturas realizadas de
amostras de escarro coletadas apds o segundo més de tratamento. Além disso, todos os
pacientes foram considerados clinicamente curados no final do estudo. Os dados apresentados
nesse estudo revelam que em um grupo de pacientes bem controlados, com boa aderéncia ao
tratamento, as subpopulacdes de MTB se tornam indetectaveis pelo ensaio de LDM com FC
apos o segundo més de tratamento. Os resultados obtidos diferem da nossa hipétese inicial,
pois em um estudo anterior foi relatado crescimento de MTB dependente de FC em culturas
de amostras de escarro apds o quarto més de tratamento (MUKAMOLOVA et al., 2010).
Entretanto, os autores ndo disponibilizaram dados sobre o acompanhamento dos pacientes e

sua classificacdo quanto a gravidade e extensdo radiografica da doenca. Igualmente
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importante € que 0s pacientes que apresentaram crescimento de MTB apds o quarto més de
tratamento exibiram um resultado de baciloscopia positiva, subpopulacdo que pode ser
representada por bacilos metabolicamente ativos que ndo crescem em meio de cultura solido a
base de agar. Os pacientes do nosso estudo foram classificados como moderadamente
avancados e avancados de acordo com as caracteristicas clinicas e radiograficas, o que pode
explicar as menores populacbes de MTB dormentes nas amostras antes do inicio do
tratamento, em relagdo ao mesmo estudo conduzido por Mukamolova e colaboradores (2010).

Uma explicacdo para a diferenca entre a quantidade de MTB isolado nos dois estudos
esta relacionado a producdo de grandes quantidades de rpf pelo MTB em ambiente
replicativo, caracteristico de individuos com caracteristicas radiolégicas e clinicas como as
encontradas no nosso estudo. O resultado é a reativacdo de bacilos dormentes naquele
microambiente pulmonar (GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012).

Em nossas analises, em trés dos 17 pacientes foi observado crescimento de MTB
dependente de FC apenas nas amostras de escarro M2, sendo que dois deles foram
acompanhados em relacéo a recidiva da doenca por meio da coleta de amostra de escarro M8
(dois meses apés o final do tratamento). Ambos foram avaliados clinica e
microbiologicamente sem qualquer indicacdo de recidiva. Entretanto, sugerimos o
acompanhamento de um numero maior de pacientes com essas mesmas caracteristicas
microbiologicas para que o real significado do encontro de MTB dependente de FC em
culturas realizadas a partir de escarro nas fases tardias do tratamento seja melhor avaliado,
principalmente porque essa detecgdo pode indicar recidiva e/ou emergéncia de resisténcia,
representando uma valiosa fonte de pesquisas futuras.

Foi proposto por outros autores que a quantidade de MTB dependente de FC diminui
mais lentamente nas amostras de escarro em relagdo a subpopulacdo metabolicamente ativa

no decorrer do tratamento anti-TB. Ao avaliar a correlacdo linear entre a reducdo das
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subpopulacdes que crescem em meio soélido (UFC) e a subpopulacdo dependente de FC
(NPM+FC) no primeiro més de tratamento, os resultados foram similares ao obtidos em
estudo anterior, de acordo com o valor de R? = 0,367 (Figura 3A). Isto indica que os bacilos
da MTB dependentes de FC sdo mais tolerantes ao tratamento, muito embora os resultados do
estudo anterior tenha reportado o comparativo de crescimento de MTB em apenas 7-11 dias
de tratamento (MUKAMOLOVA et al., 2010). Esses resultados sugerem que: 1) o tratamento
é menos efetivo sobre essa subpopulacdo e induz dorméncia (SARATHY et al., 2018;
TURAPOV et al.,, 2014a) e; 2) fatores especificos do hospedeiro estdo envolvidos na
mudanga de estado metabdlico do MTB para dormente (TURAPOQV et al., 2014b).

Embora alguns dos nossos pacientes tenham demonstrado desfechos microbiol6gicos
distintos, a maioria seguiu 0 mesmo padrdo em relacdo a dindmica durante o tratamento anti-
TB. Este resultado é diferente do esperado, em que o crescimento de MTB dependente de FC
ocorreria apenas nas fases tardias de tratamento, especialmente em pacientes com maioria da
populacédo total de MTB constituida da subpopulacdo de bacilos dormentes, dependentes de
FC. No entanto, os resultados dos pacientes do grupo 3 indicam que fatores individuais
podem direcionar a resposta ao tratamento, ja que independente da carga bacilar inicial no
escarro, houve conversdo de cultura nas amostras M1.

Outra evidéncia da complexidade da suscetibilidade do MTB e a resposta do hospedeiro
ao tratamento foi relatada recentemente em um experimento ex vivo com MTB persistentes
provenientes de lesGes caseosas. Tal estudo revelou que MTB neste microambiente é
altamente tolerante as drogas do tratamento anti-TB (SARATHY et al., 2018). Em conjunto,
esses dados sugerem que ndo somente 0s ensaios in vitro devem ser realizados para avaliar a
efetividade de novas abordagens terapéuticas sobre MTB persistente, mas um

acompanhamento mais amplo dos pacientes € essencial para avaliar o efeito dessas terapias,

61



levando em consideracdo também os fatores imunolégicos e fisiolégicos do hospedeiro

(ROSSER et al., 2017) .
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7. CONCLUSAO

a. O uso de filtrado de cultura liquida de MTB aumentou a carga bacilar em meios de
cultura liquido.

b. A subpopulacdo de MTB dependente de FC mostrou-se mais tolerante ao tratamento
anti-TB, e portanto tem uma reducdo menos proeminente nas amostras de escarro em
relagdo a subpopulagdo metabolicamente ativa.

c. O uso de procedimento de higienizacdo oral com CHX revelou-se uma excelente
ferramenta para superar problemas de contaminacdo de culturas, especialmente

daquelas realizadas a partir de amostras coletadas durante o tratamento.
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9. ANEXOS

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: EFEITO DA TERAPIA ANTITUBERCULOSE SOBRE A SUB-
POPULACAO DE Mycobacterium tuberculosis DORMENTES E INFLUENCIA NA

RESPOSTA IMUNE EM PACIENTES COM TUBERCULOSE PULMONAR

Centro de Pesquisa:
Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria

(Espirito Santo)

Investigadores:

Pedro Sousa de Almeida Junior

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
Avenida Marechal Campos, 1468

Bairro Santos Dumont — Vitoria (Espirito Santo)
CEP: 29040-091

Fone: (27) 98174-7807

Moisés Palaci
Laboratorio de Micobactérias/Nucleo de Doencas Infecciosas

Avenida Marechal Campos, 1468
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Bairro Santos Dumont — Vitoria (Espirito Santo)
CEP: 29040-091

Fone: (27) 3335-7209

David Jamal Hadad

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES)
Avenida Marechal Campos, 1468

Bairro Santos Dumont — Vitoria (Espirito Santo)
CEP: 29040-091

Fone: (27) 99239-8929

Comité de Etica em Pesquisa Local (CEP local):

Av. Marechal Campos, 1355, Bairro Santos Dumont, Vitéria — ES
CEP: 29043-260

Email: cephucam@gmail.com

Fone: (27) 3335-7326
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Nome do voluntério:

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa que tem como responsavel

o Prof. Moisés Palaci, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

O motivo de vocé estar sendo convidado a participar deste estudo é porque o0 seu
médico suspeita que vocé pode ter tuberculose pulmonar, uma doenca infectocontagiosa
causada por uma bactéria (Mycobacterium tuberculosis) que passa de pessoa para outra

através do ar ao falar, tossir ou espirrar.

O objetivo deste estudo é:

a) Quantificar os bacilos vivos e em repouso (dormentes) presentes no escarro € a
quantidade de bactérias que crescem em meio de cultura inoculado com o escarro
coletado durante todo o tratamento.

b) Avaliar o perfil de substancias relacionadas com diferentes respostas do sistema

imunoldgico (citocinas) e a inducdo ou ndo dos bacilos ao estado de repouso.

Para isto sera necessario que vocé autorize a utilizacdo de parte do escarro que vocé
coletou espontaneamente ou sob inducdo com NaCl 3% para pesquisa de Mycobacterium
tuberculosis e do sangue e da urina que serdo coletados juntamente com a amostra de escarro.
Estes exames serdo processados no Laboratorio de Micobactérias e Imunologia do Ndcleo de
Doencas Infecciosas da UFES (NDI/UFES).

Vocé receberd orientacbes pelos profissionais do Centro de Pesquisa Clinica

(CPC/NDI) sobre como eliminar espontaneamente 0 escarro.
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Se vocé concordar em participar do estudo, vocé serd informado sobre os resultados da
PESQUISA DIRETA DE BACILOS ALCOOL-ACIDO RESISTENTES (ou
BACILOSCOPIA), CULTURA para MICOBACTERIAS e do TESTE RAPIDO
MOLECULAR (TRM). Além disso, esses resultados serdo registrados no seu prontudrio
médico.

Os microrganismos causadores da tuberculose que podem ser encontrados a partir da
cultura do seu escarro serdo guardados em freezer a -70°C no laboratdrio de micobactérias do
NDI/UFES. Vocé tem o direito de concordar ou discordar desse procedimento.

Sua contribuicdo serd muito importante para avaliarmos o efeito do tratamento
antituberculose nas diferentes populacgdes de bacilos (vivos e dormentes) presentes no escarro,
além de nos ajudar a entender a participacdo do sistema imunolégico no processo de indugédo
a dorméncia.

Sua participacdo é voluntaria, e a recusa em participar do estudo ndo implica em
qualquer tipo de prejuizo para vocé.

Em nenhum momento serd revelada sua identidade, garantindo o total anonimato e
confidencialidade da sua identificacdo. Antes de assinar esse termo, vocé deve informar-se
plenamente, ndo hesitando em formular perguntas sobre quaisquer aspectos que julgar

conveniente.

1. O QUE VOCE DEVE SABER SOBRE ESTE ESTUDO:

1.1) Vocé esta sendo convidado a participar deste projeto de pesquisa porque VOCé
apresenta sinais e sintomas compativeis com tuberculose;
1.2) Este termo de consentimento explica o projeto de pesquisa e a sua participacao

no estudo;
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1.3)

1.4)

1.5)

1.6)

1.7)

Por favor, leia com cuidado e leve o tempo que for necessario;

Por favor, faca perguntas a qualquer momento sobre qualquer coisa que vocé
néo tenha entendido;

Vocé é um voluntario. Se vocé participar do projeto, podera mudar de ideia
depois. Vocé pode decidir ndo fazer parte mais do projeto e pode desistir a
qualquer momento. N&o havera nenhuma penalidade ou perda de beneficio se
vocé decidir ndo participar ou desistir do estudo. Seus cuidados médicos ndo
serdo afetados;

Peca a0 médico do estudo ou membro da equipe para te explicar qualquer
palavra ou informacdo neste consentimento que vocé ndo entenda;

Se vocé participar desse estudo, vocé tera testes clinicos realizados como parte
do estudo. Um registro sera adicionado ao seu prontuario médico informando
que vocé esta participando desta pesquisa. Os resultados do TESTE RAPIDO
MOLECULAR, PESQUISA DIRETA DE BACILOS ALCOOL-ACIDO
RESISTENTES (ou BACILOSCOPIA) e CULTURA PARA

MICOBACTERIAS serdo incluidos no seu histérico médico.

POR QUE ESTA PESQUISA ESTA SENDO FEITA?

2.1)

2.2)

Para descobrir os efeitos das drogas antituberculose sobre os bacilos
causadores da tuberculose presentes nas amostras de escarro, tanto aqueles que
estdo ativos quanto aqueles que estdo em um estado ndo-replicativo;

Podem participar deste estudo adultos com sintomas de tuberculose capazes de

eliminar escarro espontaneamente ou de forma induzida e que concordem em
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2.3)

2.4)

2.5)

2.6)

coletar amostras de sangue e urina para ensaios imunologicos e de verificagdo
da adesdao ao tratamento;

Caso vocé ndo consiga expectorar espontaneamente, seu escarro serd coletado
mediante indugdo com NaCl 3% utilizando nebulizador ultrassonico;

Seré coletada uma amostra de escarro espontaneo ou induzido de cada paciente
antes do tratamento e durante os 6 (Seis) meses de tratamento antituberculose
(uma amostra por més);

Seréa coletada uma amostra de sangue de cada paciente durante os 6 (meses) de
tratamento antituberculose (uma amostra por més);

Seré coletada uma amostra de urina de cada paciente durante os 6 (meses) de

tratamento antituberculose (uma amostra por més);

3. O QUE ACONTECERA SE VOCE PARTICIPAR DESSE ESTUDO?

3.1)

3.2)

3.3)

Vocé deverd responder perguntas sobre a sua salde e sobre qualquer remédio
que vocé tenha recebido ou esteja recebendo;

Vocé autoriza que a equipe de estudo verifique seus registros médicos;

Vocé fornecera no minimo uma amostra de escarro espontaneo ou induzido ou,
idealmente, trés amostras de escarro (espontaneo ou induzido). Escarro é um
material eliminado dos seus pulmdes e vias aéreas. O escarro (espontaneo ou
induzido) sera utilizado para o TESTE RAPIDO MOLECULAR (TRM),
PESQUISA DIRETA DE BACILOS ALCOOL-ACIDO RESISTENTES e

CULTURA PARA MICOBACTERIAS.
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3.4)

3.5)

3.6)

3.7)

Vocé fornecerd uma amostra de urina ao fim dos 6 (seis) meses de tratamento.
Essa amostra serd utilizada para verificar se o tratamento estd sendo feito
adequadamente;

Vocé fornecera uma amostra de sangue antes do tratamento e ao fim dos 6
(seis) meses de tratamento. Essa amostra sera utilizada para a dosagem de
substancias (citocinas) que ajudardo a entender como seu sistema imunoldgico
esta agindo na doenca;

Vocé sera informado sobre os resultados de todos os exames realizados;

Vocé deverd submeter-se a uma radiografia de torax.

4. QUAIS SAO OS RISCOS OU DESCONFORTOS DESTE ESTUDO?

Os riscos relacionados a esse estudo sdo minimos.

4.1)

4.2)

4.3)

4.4)

Existem riscos relacionados ao Raio-X? A exposi¢do a radiacdo neste estudo é
de 0,0100 rem (um rem é uma unidade de radiacdo absorvida). Isso € menor
que 0,3 rem que uma pessoa normal recebe a cada ano, no Brasil e nos Estados
Unidos, proveniente de fontes naturais como o sol, espaco, ar, comida e solo.
Portanto, o risco da exposi¢do a radiacdo nesse estudo é muito pequena.
Existem riscos relacionados a gravidez? Nao.

Existem riscos relacionados a coleta de sangue? Nao, entretanto a coleta de
sangue podera causar pequena dor e um possivel hematoma no local da
puncdo. Algumas pessoas podem sentir fraqueza.

Existem riscos relacionados a coleta de urina? Nao.

81



4.5) Existem beneficios em participar deste estudo? Os resultados dos exames
laboratoriais serdo fornecidos a vocé. Ao participar deste estudo, vocé também
podera ajudar outras pessoas portadoras de TB no futuro com o conhecimento
que os cientistas vao adquirir com esta pesquisa.

4.6) A participacdo neste estudo tera algum custo para mim? N&o.

4.7) Eu poderei abandonar o estudo antes do término do mesmo? Sim. Vocé pode

concordar em participar do estudo agora e abandonéa-lo a qualquer momento.

EM CASO DE DUVIDAS ESTAMOS A DISPOSICAO NO TELEFONE CELULAR: (27)

98174-7807.

Eu concordo em participar do estudo. Eu concordo em ter a bactéria isolada do meu

pulméo e reservada para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica.

Eu concordo em participar do estudo, mas eu NAO CONCORDO em ter a
bactéria isolada do meu pulméo e reservada para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo
Comité de Etica.

Eu NAO concordo em participar do estudo. Porém, eu terei garantido os
procedimentos de BACILOSCOPIA, CULTURA e IDENTIFICACAO da CEPA de

micobactéria isolada a partir da cultura do escarro coletado do meu pulmao.

Nome legivel do participante da pesquisa
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Assinatura do participante da pesquisa

Data

Nome legivel da testemunha ou responsavel

Assinatura da testemunha ou responsavel

Data
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ANEXO 2

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO E RAIO-X

1. Identificacao:

NuUmero estudo:

Lab ID:

Data de Nascimento: / /

Idade: Sexo: O Masculino O Feminino

2. Avaliacéo Clinica:

Peso: Altura: IMC:

Tempo de evolucéo da doenca:

Sinais e sintomas:

3. Raio-X de Térax:

Raio-X foi realizado? 0 Sim O Néo (razéo):

Achados Radiograficos

O Normal



0 Anormal: sem relacdo com TB (ex.: escoliose)
0 Anormal: possivelmente compativel com TB
0 Anormal: altamente sugestivo de TB

O Desconhecido

- Caso alguma resposta “ANORMAL” tenha sido selecionada acima, preencha as

questdes abaixo:

Infiltrado? O Sim —> Se SIM: 0O Unilateral O Bilateral O Desconhecido
- Quantos lobos envolvidos?
O1 O2 Omais de 2 O Desconhecido
O Nao
O Desconhecido
Infiltrados miliares? O Sim O N&o O Desconhecido

Cavidade(s)? O Sim O N&o [0 Desconhecido

Extensdo da doenca pulmonar no Raio-X de torax:
Ooo 0O1 0O2 O3

0 = Normal

1 = Doenga minima: infiltracGes de densidade leve a moderada; a doenca pode estar presente
em pequena porcgao de ambos os pulmdes; o volume total de infiltracOes deve ser o volume de
um pulmao, presente acima da segunda juncdo condroesternal e a espinha da quarta juncao,

ou o corpo da quinta vértebra toracica; nenhuma cavidade deve estar presente.
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2 = Doenca moderadamente avangada: a doenca pode estar presente em um ou ambos 0S

pulmdes; a extensdo total ndo deve ser mais do que o seguinte: (a) LesGes dispersas de

densidade leve a moderada; ndo devem envolver mais do que o volume total de um

pulméo ou o volume equivalente de ambos; (b) Lesdes densas e confluentes; ndo devem

envolver mais do que 1/3 do volume de um pulmao; (c) O diametro total da(s) cavidade(s)

néo deve ser maior do que 4 cm.

3 = Avangada: lesdes mais extensas do que moderadamente avangada.

4. Consumo de Bebida Alcodlica:

Atualmente ingere bebida alcoolica?

[0 Sim (Se sim, responda os itens abaixo)
O Nao
- Sesim. Com que frequéncia ingere bebida alcodlica?
0 Raramente (< 1 dia / semana)
O Ocasionalmente (1 — 3 dias / semana)
0 Frequentemente (4 — 6 dias / semana)
O Diariamente

[ Prefiro ndo responder

5. Tabagismo:

O Sim

O Nao
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Vocé fumou um cigarro — ainda que s6 uma tragada — nos ultimos dias?

Se sim, quantos cigarros fuma, habitualmente, em um dia?

Quando fumou o seu ultimo cigarro?

[0 Ha mais de dois anos.

0 H& mais de um ano.

[0 Quatro a doze meses atras.
[0 Um a trés meses atras.

[ Nas ultimas duas semanas.

0 Hoje.

6. Medicacéao:

Fez uso de medicamentos? O Sim [ Nao

Se sim, qual(is)?

Uso prévio de Antimicrobiano: Héa quanto tempo?

7. Doencas Respiratorias:

O Asma O Rinite
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0 Bronquite Cronica

8. Agravos Associados

O Céancer
O Diabetes

O Outros:

0O DPOC

O Doenca Renal

0 Abuso de Drogas

ASSINATURA DO COLETOR:

DATA DO PREENCHIMENTO:
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	A tuberculose (TB) é uma das doenças infectocontagiosas mais antigas do mundo e cuja erradicação continua sendo uma desafio. É causada pelo agente etiológico Mycobacterium tuberculosis (MTB), um patógeno humano estrito que possui alta capacidade de ca...
	A tuberculose pulmonar constitui um sério problema de saúde pública no Brasil, assim como em outros países em desenvolvimento, pois indivíduos não diagnosticados são uma das principais fontes de disseminação da doença. A principal fonte de infecção é ...
	1.2 DIAGNÓSTICO DA TUBERCULOSE
	Por se tratar de um exame rápido e de baixo custo, a baciloscopia constitui a principal forma de diagnóstico da TB, principalmente nos países de maior incidência. Esta técnica possui sensibilidade subótima (aproximadamente 50% com limite de detecção d...
	Devido à baixa sensibilidade do método de baciloscopia, os laboratórios dispõem de uma alternativa de alto valor diagnóstico, a cultura. Esta técnica pode ser realizada por meio de inoculação direta ou após processamento do escarro em meios de cultura...
	Outros testes confirmatórios utilizados para diagnóstico utilizam a amplificação de ácidos nucléicos, sendo o Xpert MTB/RIF® um dos mais utilizados por apresentar boa sensibilidade em amostras com baciloscopia positiva (89%), necessitar de pouco trein...
	1.3 TRANSMISSÃO DA TURBERCULOSE
	A transmissão da tuberculose ocorre através da inalação por um indivíduo suscetível de gotículas infectantes liberadas através principalmente do espirro, fala e/ou tosse por indivíduos com tuberculose (WELLS, 1934; CHURCHYARD et al., 2017). Tais event...
	Em mais de 90% dos casos, o patógeno está presente em um estado de infecção assintomática latente, com risco de evolução para doença ativa de aproximadamente 5% nos primeiros 18 meses após a infecção e 5% no restante da vida (ZUMLA et al., 2013). Os i...
	1.4 TRATAMENTO
	A tuberculose é uma doença curável apesar de ser grave, e o seu tratamento consiste na combinação de vários fármacos. O tratamento atual da tuberculose é constituído de duas fases, sendo a fase intensiva realizada com doses diárias de rifampicina (R) ...
	Embora denominado de tratamento de curta-duração, o tempo é a principal desvantagem da terapia, com taxas de abandono entre 7% e 54% após a quarta semana (KRUK, SCHWALBE & AGUIAR, 2008).
	Uma das estratégias utilizadas para melhorar a adesão dos pacientes ao tratamento é a Terapia Assistida Orientada (do inglês Directly Observed Therapy – DOT) em que o paciente recebe orientação e supervisão do tratamento por um profissional de saúde. ...
	Além da evasão, outra grande preocupação em relação ao tratamento é a atividade dos fármacos utilizados em bacilos com baixa taxa metabólica, que são responsáveis pela infecção latente (KONDRATIEVA et al., 2014). Dos fármacos utilizados na terapia ant...
	Atualmente existem duas novas drogas (bedaquilina e delamanida) em fase 3 de teste e três outros novos compostos (sutezolida, oxazolidinona e pretomanida) também em processo de avaliação para utilização em infecções TB-MDR (do inglês Multiple Drug Res...
	3. OBJETIVOS
	4.1 PACIENTES E MÉTODOS
	4.1.2 DESENHO DO ESTUDO
	4.1.2.1 Plano de Trabalho
	No período de Outubro de 2016 a Maio de 2018, todos os indivíduos adultos (≥18 anos) com suspeita de TB pulmonar atendidos nas Unidades de Atendimento Primário à Saúde e Regional de Saúde, no anexo metropolitano de Vitória foram considerados potenciai...
	Uma vez selecionado selecionado, o paciente foi  encaminhado ao Centro de Pesquisa Clínica do HUCAM (CPC-HUCAM). A equipe do estudo descreveu em detalhe o protocolo, o sistema de proteção ao sujeito da pesquisa e os dados/amostras a serem coletados do...
	4.1.2.2 Critérios de Inclusão e Exclusão de Sujeitos
	A) Inclusão de Casos com suspeita de TB: Todos os casos atendem a um ou mais dos seguintes critérios de inclusão:
	 Indivíduo com18 anos ou mais;
	 Diagnóstico de tuberculose pulmonar confirmado (avaliação clínica e teste molecular Xpert MTB/RIF);
	 Paciente de acordo com o retorno para as coletas de escarro mensais;
	 Paciente de fácil contato por telefone ou visitas não agendadas (no caso de impossibilidade de retorno pontual para coleta de escarro mensal).
	B) Critérios de Exclusão de Sujeitos:
	 HIV positivos ou recusa em submeter-se ao teste de triagem para HIV;
	 Histórico anterior de tratamento para TB;
	 Casos de TB com perfil de não-adesão ao tratamento escolhido pelo clínico;
	 Pacientes portadores de outras doenças de base ou formas graves de tuberculose (com hemoptise, comprometimento pulmonar) ou extrapulmonar;
	 Gestantes;
	 Indivíduo em situação de privação de liberdade;
	 Indivíduos em situação de rua;
	 Incapacidade de produzir escarro.
	Todos os isolados de MTB das amostras de escarro coletadas antes do início do tratamento foram encaminhadas para o Laboratório Central de Saúde Pública do Estado do Espírito Santo (LACEN-CE) para realização de Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos ...
	Em caso de isolamento de MTB a partir das amostras de controle após pelo menos dois meses de tratamento, o isolado foi reencaminhado para TSA para análise fenotípica de resistência (MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL , 2008).

	De acordo com os resultados obtidos após a avaliação dos ensaios microbiológicos, os pacientes foram divididos em três grupos 1) Grupo 1,pacientes com culturas positivas em culturas de amostras de escarro M1 e/ou M2; 2) Grupo 2, pacientes que foram ca...

