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Resumo

Objetivo: Avaliar o desempenho da técnica nested PCR (nPCR) para detectar o complexo Mycobacterium tuberculosis
em amostras de sangue de pacientes com suspeita de TB para sua possivel utilizagdo como uma ferramenta auxiliar
no diagndstico laboratorial da doenca em criancas. Métodos: Detecciio do complexo M. tuberculosis em amos-
tras de sangue usando como alvo a sequéncia de insercdo 1S6770 do DNA gendmico do bacilo. Foram avaliados
120 pacientes, menores de 15 anos de idade, de ambos os sexos, provenientes de hospitais publicos do Recife (PE),
no periodo entre janeiro de 2003 e agosto de 2005. O diagndstico de TB foi realizado pelo médico assistente do
servico de saude de acordo com os critérios da Sociedade Toracica Americana. A nPCR amplificou um fragmento
de 123 pb com oligonucleotideos externos (IS 7/1S2) e, na reacdo subsequente, com oligonucleotideos internos
(1S31S4), gerando um amplicon de 81 pb. Resultados: A TB ativa ou latente esteve presente em 65 pacientes, foi
descartada em 28 suspeitos e 27 ndo tinham a doenca (controles). A sensibilidade da nPCR foi de 26,15%, sendo
significativamente maior na forma extrapulmonar (55,56%) em relacio a pulmonar (18,18%), e a especificidade foi
de 92,73%. Conclusoes: Diante das dificuldades diagndsticas da TB infantil e do baixo numero de casos estudados,
a nPCR em sangue demonstrou ser uma técnica rapida e especifica, mas com baixa sensibilidade. Para saber a sua
real utilidade no diagndstico de formas paucibacilares, sobretudo as extrapulmonares, novas pesquisas devem ser
desenvolvidas com uma casuistica maior de criancas e com outros espécimes biologicos além do sangue.

Descritores: Tuberculose; Diagnostico; Sangue; Reacdo em cadeia da polimerase.

Abstract

Objective: To evaluate the performance of nested PCR (nPCR) in detecting the Mycobacterium tuberculosis
complex in blood samples of patients suspected of having TB, in order to determine its potential for use as an
auxiliary tool in the laboratory diagnosis of TB in children. Methods: Detection of the M. tuberculosis complex in
blood samples using as a target the insertion sequence 1S6770 of the genomic DNA of the bacillus. Blood samples
of 120 patients were evaluated. All of the patients were under 15 years of age at the time of their treatment at
public hospitals in the city of Recife, Brazil (between January of 2003 and August of 2005). Attending physicians
at the hospitals diagnosed TB based on the criteria recommended by the American Thoracic Society. The nPCR
amplified a 123-bp fragment with outer oligonucleotides (IS 7/1S2) and, in the subsequent reaction, using inner
oligonucleotides (IS3/1S4), generating an 81-bp amplicon. Results: Active or latent TB was found in 65 patients,
TB was ruled out in 28 suspected cases, and 27 patients were TB-free (controls). The sensitivity of nPCR was
26.15% and was significantly higher for the extrapulmonary form of the disease (55.56%) than for the pulmonary
form (18.18%). The specificity was 92.73%. Conclusions: Despite the difficulties in diagnosing TB in children and
the low number of cases evaluated in the present study, nPCR in blood samples proved to be a rapid and specific
technique, albeit one with low sensitivity. In order to establish its true usefulness in the diagnosis of paucibacillary
forms, especially extrapulmonary TB, further studies need to be carried out with a larger sample of children and
analyzing biological specimens other than blood.
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Introducdo

Estima-se que existam cerca de 42 milhdes
de pessoas infectadas por TB no Brasil, e 10%
dos casos notificados por ano ocorrem em
menores de 15 anos.” Em Pernambuco, no ano
de 2006, foram notificados 184 casos novos de
TB infantil (0-14 anos), sendo 74,46% deles na
forma pulmonar.?) Os dados sobre TB infantil
(geralmente paucibacilar) sdo escassos na lite-
ratura, sobretudo pela grande dificuldade em
realizar-se o diagnostico, pois raramente ha
confirmacdo bacteriologica. Essa dificuldade
esta relacionada a falta de um quadro clinico
especifico, a auséncia de imagens radioldgicas
pulmonares patognomonicas da doenca, a baixa
sensibilidade da bacterioscopia e ao fato de que
a reatividade do teste tuberculinico de Mantoux
fica prejudicada pela vacinagdo recente com
BCG.® Nessa faixa etdria, a obtencio do escarro
para pesquisa do Mycobacterium tuberculosis é
restrita, devido a dificuldade de expectoracio,
sobretudo em menores de 5 anos. O achado
de M. tuberculosis através da baciloscopia ou
cultura ¢ o padrdo ouro para a confirmagéo
da doenca, mas requer entre 3 e 8 semanas
para o resultado,”’ e o tempo necessario para
a identificacdo do bacilo de Koch ¢ muito
importante para o inicio precoce da terapéutica
especifica.’?” Em criancgas, além da demora, as
multiplas culturas apresentam positividade em
menos de 20% dos suspeitos de TB primaria.©® 0
complexo M. tuberculosis é bastante infeccioso;
portanto, ¢ fundamental o répido diagnostico
para evitar a disseminacdo da doenca, principal-
mente em grupos de maior risco.

Com a biologia molecular, novas ferra-
mentas tém surgido para auxiliar o diagnostico
de varias enfermidades infectocontagiosas. A
PCR ¢ um método sensivel para a deteccio de
DNA de micobactérias diretamente de espécimes
clinicas. Permite a sintese enzimatica in vitro
de sequéncias especificas do genoma através
de dois iniciadores que hibridizam fitas opostas
de DNA. Numerosos ensaios de PCR, utilizando
sequéncias conservadas de DNA como alvo de
amplificacdo, tém sido descritos para a detecgdo
do complexo M. tuberculosis em espécimes
clinicas de adultos,”® demonstrando sua utili-
dade para o diagndstico precoce.®'?

Uma variacdo da PCR, conhecida como nested
PCR (nPCR), utiliza dois conjuntos de oligonu-
cleotideos iniciadores em reacdes subsequentes,

cujo produto de amplificacdo da primeira
reacdo ¢ utilizado como molde para a segunda.
Essa técnica ¢ proposta para a deteccdo do
M. tuberculosis nos casos que necessitam de alta
especificidade e sensibilidade.®' O propdsito da
pesquisa foi avaliar o desempenho da nPCR em
amostras sanguineas de criancas paucibaciliferas
e sua aplicabilidade clinica como ferramenta
diagnostica para a TB infantil.

Métodos

Estudo prospectivo, com pacientes de ambos
0s sexos, menores de 15 anos de idade, com
suspeita inicial de TB e atendidos nos ambula-
térios ou enfermarias do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pernambuco, do
Hospital Bardo de Lucena e do Instituto de
Medicina Integral Fernando Figueira entre
janeiro de 2003 e agosto de 2005. O diag-
nostico de TB foi realizado, de acordo com os
critérios da Sociedade Toracica Americana,!'?
pelo médico assistente do servico de saude de
modo duplo cego. Foram considerados como
padrdo ouro os métodos convencionais de rotina
baseados em critérios epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais (teste tuberculinico de Mantoux e
radiografia de torax), também tendo como base
a evolucdo e a resposta terapéutica especifica do
paciente. O teste tuberculinico de Mantoux foi
realizado segundo as normas do Ministério da
Saude do Brasil.'” Todos os pacientes com defi-
nicdo diagndstica de TB ativa ou latente foram
acompanhados e tratados nos servicos de saude
participantes da pesquisa, que sdo especializados
em TB infantil. Os grupos foram classificados da
seguinte maneira:

1) Suspeita de TB: evidéncia clinica ou radio-
logica, histéria de contato com adulto
tuberculoso ou prova tuberculinica posi-
tiva (= 10 mm em vacinados com BCG ha
mais de 2 anos e > 15 mm em vacinados
ha menos de 2 anos)!':

a) TB ativa: evidéncia clinica ou radioldgica
compativel com TB ativa, isolamento do
M. tuberculosis em amostra bioldgica
ou melhora clinica apds tratamento
especifico.

b) TB latente: sem manifestacdes clinicas
nem radiologicas da doenga; exames
bacteriologicos (quando possivel) nega-
tivos; teste tuberculinico positivo?
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e histéria de contato com adulto

bacilifero.
¢) Descartada: historia de contato com
adulto  tuberculoso, auséncia de

sintomas ou alteragdes sugestivas de TB
e teste tuberculinico negativo.

2) Sem TB (controle): auséncia de contato
com adulto tuberculoso, quadro clinico e
laboratorial ndo compativel com TB latente
ou ativa; presenca de cicatriz vacinal de
BCG.

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da
Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife (PE). Os respon-
saveis pelos menores assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido referente a
participacdo na pesquisa e a coleta do sangue.
As informagdes clinicas e epidemiologicas de
cada paciente foram registradas numa ficha
pré-elaborada por um dos pesquisadores e inse-
ridas em um banco de dados para as andlises
estatisticas.

Foram excluidos individuos portadores de
doencas cronicas; em uso de corticosteroides ou
drogas imunossupressoras por mais de 15 dias;
individuos sabidamente portadores de HIV e
portadores de outras pneumopatias cronicas.

Para haver uma padronizagio e resultados
mais eficazes, utilizou-se o DNA gendmico
purificado de cepa de referéncia (H37Rv) do
M. tuberculosis, utilizando-se o kit de extracdo
(Tissue and Cells GenomicPrep; Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, EUA), segundo as
instrucdes do fabricante. Para determinar o limiar
de deteccdo através da nPCR, foi realizada uma
curva de diluicdo de fator 10 seriada, variando
de 10 ng a 0,01 fg. Posteriormente, adicionou-se
DNA purificado ao sangue de individuo sadio.

1 2 34567 891011C,C,C+M
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O DNA desta cepa foi utilizado como controle
positivo nas reacdes de amplificacio.

Foram coletados 2-4,5 mL de sangue de
cada paciente por puncio venosa usando tubos
(Vacutainer; Becton and Dickson, Oxford,
Inglaterra), contendo acido etilenodiaminotetra-
cético (EDTA) e acondicionados a 4°C.

A extracdo de DNA foi realizada da seguinte
forma: uma aliquota de 500 uL da amostra foi
centrifugada a 13.000 rpm por 10 min e subme-
tida a trés lavagens com tampdo Tris-EDTA
(TE). O sedimento foi ressuspendido em 100 pL
de TE e aquecido em termobloco a 100°C por
10 min. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo e adicionou-se 5 UL de resina
(Sephaglas BandPrep Kit; Amersham-Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia) e, ao volume final,
o dobro desse volume com uma solucdo de
iodeto de sodio (0,9 g/mL). Em seguida, o tubo
foi agitado por 5 min e incubado a tempera-
tura ambiente por mais 5 min. Os tubos foram
centrifugados por 1 min, descartando-se o
sobrenadante e adicionando-se 200 plL de
etanol gelado a 70%, seguida por nova agitacio
e centrifugacdo por 1 min. O sedimento foi
deixado a temperatura ambiente durante 60 min
para secagem completa e ressuspendido com
40 uL de TE, sendo incubado em banho-maria
a 50°C por 10 min. Centrifugado por 1 min, o
sobrenadante foi transferido para outro micro-
tubo e estocado a —20°C até o uso para PCR.!"
A sequéncia de insercdo 1S6770, encontrada em
cepas do complexo M. tuberculosis, foi o alvo
utilizado para a amplificacdo.”

O DNA do M. tuberculosis existente nas
amostras biologicas foi amplificado em um
termociclador automatico (modelo 4800; Perkin
Elmer, Foster City, CA, EUA). A mistura da

81 pb

Figura 1 - Em a), curva de dilui¢io utilizando sangue total de um individuo sadio misturado com DNA de
Mycobacterium tuberculosis. Em b), curva de diluicio de DNA de M. tuberculosis em agua para estabelecer o

limite de deteccdo de DNA através da nested PCR.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos
pacientes estudados.

Caracteristicas n %

1dade

<5 anos 48 39,7

> 5 anos 72 60,2
Procedéncia

Ambulatdrio 105 87,5

Enfermaria 15 12,56
Sexo

Masculino 61 50,5

Feminino 59 49,5
Diagndstico final

TB ativa 42 35,0

TB latente 23 19,2

Controles? 55 45,8
Forma clinica

TB pulmonar 33 79,0

TB extrapulmonar 9 21,0

“TB descartada + sem TB.

primeira reacdo de amplificacdo consistiu de KCI
50 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 2,5 mM,
dNTP (200 uM cada), 25 pmol de cada oligonu-
cleotideo (IS 7-5’CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG3’
e 1S2-5°CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG3)'"® e
2,5 U de Taq DNA polimerase, num volume final
de 50 pl. A fase de desnaturacdo aconteceu a
94°C por 30 s; a fase de anelamento, a 68°C
por 1 min; e a fase de extensdo, a 72°C por
1 min, totalizando 30 ciclos. Na segunda reacgéo
(nPCR), foram adicionados 2 pulL do produto
da primeira reacdo, nas mesmas concentracoes
que a anterior. As condicdes de amplificacio,
nas fases descritas acima, foram, respectiva-
mente, 94°C por 30 s, 57°C por 30 s, e 72°C
por 30 s, utilizando-se os oligonucleotideos
1S? e 1S4 (5GGTGACAAAGGCCACGTAGG3’
e 5'CCAGCACCTAACCGGCTGT3’, respectiva-
mente)''® por 30 ciclos.

Dos produtos amplificados, 10 uL foram
analisados em gel de agarose a 2,0% e corados
com brometo de etidio. As bandas de DNA sepa-
radas por eletroforese foram visualizadas em um
transluminador com luz UV e fotografados com
uma camera (Polaroid MP4+ Instant Camera
System; Polaroid, Minnetonka, MN, EUA).

Foi realizada uma andlise descritiva para
expor os resultados obtidos, e a apresentacdo
das varidveis mensuradas foi feita através de
tabelas. Para a analise das variaveis, foi apli-
cado o teste do qui-quadrado ou o teste exato
de Fisher quando necessario. Para a validagdo
dos testes, foram calculados a sensibilidade, a
especificidade, o valor preditivo positivo e o
valor preditivo negativo com seus respectivos
intervalos de confianca. Todas as conclusdes
foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
Os programas utilizados foram Epi Info versio
6.04d e Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS 1nc., Chicago, 1L, EUA) versdo 8.0.

Resultados

Os resultados mostraram a amplificacdo
especifica do DNA gendmico de M. tuberculosis,
nio havendo amplificacdo aleatoria do genoma
humano. Na primeira reacdo, foi produzido um
amplicon de 123 pb e na segunda, um de 81pb
(dados ndo mostrados). A quantidade minima
detectada utilizando DNA gendmico purificado
de M. tuberculosis e DNA gendmico purificado
adicionado ao sangue de doador sadio foi de
0,1 fg e 100 fg, respectivamente (Figura 1).

No estudo, foram avaliados 120 pacientes,
sendo 93 com suspeita clinica inicial da doenca
e 27 individuos controles. A mediana da idade
foi de 7,00 £ 0,42 anos. Ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao sexo dos individuos.
De acordo com o diagndstico final, os indivi-
duos foram categorizados da seguinte maneira:

Tabela 2 - Desempenho da nested PCR nos pacientes com TB ativa, TB latente e controles.

Nested PCR TB ativa Controles TB latente Controles

Resultado

Positivo, n (%) 11 (26,2) 4(7,3) 6 (26,1) 4(7,3)

Negativo, n (%) 31 (73,8) 51(92,7) 17 (73,9) 51(92,7)
Sensibilidade, % (1C95%) 26,2 (14,4-42,3) 26,1 (11,1-48,7)
Especificidade, % (1C95%) 92,7 (81,6-97,6) 92,7 (81,6-97,6)
Valor preditivo positivo, % (1C95%) 73,3 (44,8-91,1) 60 (27,4-86,3)
Valor preditivo negativo, % (1C95%) 62,2 (50,8-72,5) 75 (62,8-84,4)
P 0,1 0,033

J Bras Pneumol. 2009;35(7):690-697



694

Lima JFC, Montenegro LML, Montenegro RA, Cabral MML, Lima AS, Abath FGC et al.

Tabela 3 - Desempenho da nested PCR nos pacientes com TB pulmonar, TB extrapulmonar e controles.

Nested PCR TB pulmonar Controles TB Controles
extrapulmonar

Resultado

Positivo, n (%) 6(18,2) 4(7,3) 5 (55,6) 4(7,8)

Negativo, n (%) 27 (81,8) 51 (92,7) 4 (44,4) 51 (92,2)
Sensibilidade, % (1C95%) 18,2 (7,6-36,1) 55,6 (22,7-84,7)
Especificidade, % (1C95%) 92,7 (81,6-97,6) 92,7 (81,6-97,6)
Valor preditivo positivo, % (1C95%) 60,0 (27,4-86,3) 55,6 (22,7-84,7)
Valor preditivo negativo, % (1C95%) 65,4 (53,7-75,6) 92,7 (81,6-97,6)

P

0,114

TB ativa, TB latente, TB descartada e controle
(individuos nao-infectados; Tabela 1).

Dentre os 93 individuos que apresentaram
suspeita inicial, a maioria dos casos diagnosti-
cados (69,89%) foi de TB ativa ou TB latente.
No grupo de pacientes doentes, a forma preva-
lente foi a pulmonar (78,57%). As formas de TB
extrapulmonar detectadas foram: ganglionar
periférica (n = 3), dssea (n = 2), abdominal
(n = 1), pleural (n = 1), miliar (n = 1) e menin-
gite (n = 1). Ndo houve diferenca significativa
entre a faixa etdria e a presenca da doenca ou as
formas clinicas.

Nesse mesmo grupo de suspeitos, a nPCR
foi positiva em 22,58%. A taxa de concordancia
entre o diagndstico final dos pacientes e a nPCR
foi de 52,380 dos casos com TB ativa e de
28,57% dos casos de TB latente. Em 19,05% dos
pacientes cuja TB foi descartada pelo médico, a
nPCR foi positiva (Tabela 2).

Para a avaliacio do real desempenho da
nPCR, considerando a limitacdo do padrdo ouro
inerente a confirmac¢io da doenca na faixa pedi-
atrica, foi incluido no grupo controle também
o grupo de pacientes em que a TB foi descar-
tada apesar de serem considerados inicialmente
suspeitos. A sensibilidade da nPCR obtida foi
de 26,15%, e a especificidade foi de 92,73%.
Considerando a forma da doenca, a sensibilidade
para a TB extrapulmonar foi de 55,56% e, para a
TB pulmonar, 18,18% (Tabela 3).

Discussio

A TB infantil ¢ um sinalizador da qualidade
do sistema de saude, sendo indicativa de que
os casos baciliferos em adultos nio estdo sendo
detectados precocemente, permitindo a disse-
minacdo da doenca. Um terco dos contatos
adultos com TB ativa tem seu diagnostico defi-
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nido apds a confirmacdo da doenca na crianca.
Isso demonstra que um numero considerdvel
de adultos pode ficar sintomatico durante um
periodo prolongado e infectar outros grupos,
além do pediatrico, levando ao desenvolvimento
da doenca.'” Devido 4 dificuldade confirmatdria
da TB infantil através de exames bacterioldgicos,
a implantacdo da PCR como ferramenta auxi-
liar na detec¢do da doenca, sobretudo em casos
dificeis ou paucibacilares, podera possibilitar o
uso de amostras biologicas menos traumaticas
e que podem ser coletadas ambulatorialmente
quando comparadas com o lavado gastrico, que
necessita de internacdo e sedacio.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos
individuos da pesquisa sdo muito semelhantes as
dos demais estudos avaliados.>'® Possivelmente
as variacdes em relacdo ao sexo e a mediana
de idade sdo devidas ao numero diferente de
pacientes incluidos. As faixas etdrias mais baixas
ndo estiveram diretamente relacionadas as
formas extrapulmonares,''? provavelmente pelo
maior numero de criancas concentradas na faixa
etdria > 5 anos, na qual o diagndstico de TB
parece ser mais evidente.

Na andlise do desempenho da nPCR para
amplificacdo do alvo 1S6770, o limite minimo
de deteccdo de DNA gendémico do bacilo foi
equivalente a menos DNA do que o contido
em uma micobactéria (5 fg).”) A sensibilidade
de deteccdo foi mais eficiente que em outros
trabalhos, ja descritos na literatura, utilizando
0 mesmo sistema.!®?? A maioria dos pacientes
com suspeita inicial de TB foi diagnosticada
como caso (ativa ou latente) provavelmente por
eles serem provenientes de hospitais ou ambula-
torios de referéncia para TB.

0 desempenho de um teste diagnostico
depende da eficiencia do padrio ouro em
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detectar a existéncia ou ndo da doenca. Dessa
forma, testes moleculares baseados em PCR
podem apresentar uma baixa sensibilidade
devido a limitacdo do padrdo ouro em detectar
o M. tuberculosis na infancia,'®2" levando-se
ao questionamento de muitos pacientes consi-
derados doentes ou infectados incluidos neste
estudo, cuja definicio foi baseada em critérios
clinicos e subjetivos.!?

A sensibilidade encontrada com a nPCR
para o diagndstico de TB em menores de 15
anos foi baixa, utilizando sangue periférico
total; porém, teve uma excelente especifici-
dade. Resultados semelhantes (sensibilidade de
20% e especificidade de 94,44%) foram encon-
trados por outros autores,?? que utilizaram PCR
em amostras de sangue de adultos, a maioria
desses com TB pulmonar. Todavia, 26,7% dos
pacientes que iniciam o tratamento especifico
para TB pulmonar o fazem sem confirmacio
bacteriolégica. A decisdo do tratamento ¢
tomada baseada apenas no quadro clinico e
radiolégico.?® Portanto, a nPCR poderia ter um
papel relevante nessa parcela de suspeitos que
ficariam sem diagndstico ou que iniciariam o
tratamento sem a confirmacdo da doenca.

O desempenho do sistema de PCR mostra
ser mais promissor para o diagnostico de TB em
adultos, sobretudo na forma pulmonar, quando
se utiliza o escarro como amostra bioldgica.?*>
Ja o uso da nPCR no sangue ¢ importante para
tentar elucidar os casos da doenca nas formas
extrapulmonares ou paucibacilares, cuja baci-
loscopia no escarro € negativa ou quando nio
existe expectoracao.

Provavelmente, o inadequado desempenho
da nPCR encontrado neste estudo deve-se a
imprecisdo no diagnostico clinico da TB infantil,
a baixa carga bacilifera desse grupo e a dificul-
dade na deteccdo de M. tuberculosis nos exames
de rotina, além do baixo numero de pacientes
estudados. A escassez de trabalhos na litera-
tura utilizando o sistema de PCR em espécimes
bioldgicos para o diagnostico da TB infantil e a
presenca de inibidores do sangue que interferem
na amplificacdo do DNA também contribuiram
para este resultado.

Em relacdo as formas de TB e os resultados
da nPCR, a taxa de positividade do teste na TB
extrapulmonar foi significativamente maior que
na pulmonar. Esse achado corrobora com o de
outros autores,?® que relataram a existéncia de

uma maior possibilidade dos bacilos circularem
no sangue periférico na forma extrapulmonar
da doencga. Outros autores?® apontaram para a
dificuldade de se encontrar M. tuberculosis em
espécimes extrapulmonares, onde a quantidade
de bacilos é escassa, levando a baixa sensibilidade
da baciloscopia e da cultura, assim como para a
presenca de fatores inibidores que podem inter-
ferir na amplificacdo do DNA através da PCR. No
entanto, encontramos uma maior sensibilidade
da PCR nas criancas com TB extrapulmonar,
mesmo utilizando sangue de pacientes pauci-
baciliferos. Também devem ser considerados os
métodos de extracdo e o sistema da nPCR utili-
zados neste trabalho.

Em 4 pacientes cujo diagnostico clinico
ndo foi compativel com TB, a nPCR foi posi-
tiva. Porém, essas criangas apresentaram alguma
forma de contato com adulto bacilifero. Em
1 delas, o teste tuberculinico ndo foi reator,
apesar de ter tido contato intradomiciliar por
mais de 2 anos com um adulto que fazia trata-
mento irregular para TB e historia de pneumonia
anterior. Outra teve o resultado do teste tuber-
culinico de 9 mm e diagndstico de pneumonia
aguda. A terceira crianca, além do contato,
apresentou micropoliadenopatia cervical, e a
ultima foi reatora ao teste tuberculinico e tinha
contato com tuberculoso por mais de 1 ano.
Apos ter sido afastada a possibilidade de TB
ativa, essas criancas ndo retornaram ao servico
de saude para acompanhamento. Como a PCR
pode detectar DNA vidvel ou invidvel do bacilo,®
esses pacientes poderiam estar na fase inicial da
infeccdo/doenca ou terem tido o processo de
cura espontanea.

Embora tenham sido adicionados controles
negativos em todas as etapas de extracdo e
amplificacdo do DNA e repetidas as amostras
duvidosas, faz-se necessario analisar um maior
numero de amostras para diminuir a possibili-
dade de resultados falso-positivos.

A amplificacdo do DNA por PCR tem mostrado
ser um método bastante especifico e com sensibi-
lidade razoavel para deteccdo do M. tuberculosis
em sangue total, comparando-se a outros traba-
Thos.[1927) J4 existe a descricio de testes /n7 house
de PCR para TB com desempenho promissor em
amostras respiratorias com baciloscopia negativa
em adultos,”® mas os estudos sdo escassos sobre
amostras de sangue de criancas.
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Métodos baseados na amplificacdo de DNA
poderdo auxiliar o diagndstico precoce de TB em
criancas e individuos paucibacilares e reduzir o
periodo de definicdo da doenca para 1-2 dias,®”
sobretudo se for possivel detectar o DNA do
M. tuberculosis em sangue, amostra pouco inva-
siva e viavel nessa faixa etaria.

A PCR pode ter um papel importante na
pratica clinica quando o diagndstico da TB ¢
dificil e precisa de uma definicdo urgente pela
gravidade do paciente,®® em formas dissemi-
nadas e extrapulmonares da doenca, sobretudo
em individuos soropositivos para HIV.¢?% Diante
dos achados, pode-se sugerir a nPCR como
método auxiliar na elucidacdo diagnodstica; no
caso de ser positiva, pela baixa sensibilidade
demonstrada, ndo deve ser dissociada dos crité-
rios clinicos, epidemioldgicos e/ou laboratoriais
de rotina. Apesar de ter apresentado uma espe-
cificidade alta, a nPCR nio pode ser considerada
por si s6 como método de exclusido no grupo
de pacientes pediatricos cuja TB ¢ de natureza
paucibacilar. Além disso, o sangue pode conter
fatores inibidores para a PCR.?¥ O diagnostico
precoce nos menores de 15 anos e a busca por
adultos baciliferos trara uma maior deteccdo dos
casos indices da doenca® e um impacto posi-
tivo nos programas de controle da TB.

Devido a imprecisdo em identificar criangas
infectadas ou doentes, da pouca atenc¢io dada
a TB infantil nos programas de governo e da
escassez de estudos na literatura sobre técnicas
moleculares para a deteccdo do bacilo de Koch,
torna-se fundamental a realizacdo de novas
pesquisas em busca de métodos mais sensiveis
e especificos, utilizando diversos espécimes
biologicos de pacientes com a forma pauciba-
cilar da doenca. Diante deste estudo, sugerimos
a realizacdo de outras pesquisas moleculares
para o diagnostico, através do sangue, da TB
paucibacilar com uma amostra representativa
da populagdo para uma melhor avaliacido destes
resultados.
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