Principais acrénimos utilizados

ADA — Adenosina Deasaminase

ADN- Acido Desoxirribonucleico

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
LCR — Liquido cefalo-raquidiano

M. tuberculosis — Mycobacterium tuberculosis
NPCR — “Nested ” Polymerase Chain Reaction
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCR - Polymerase Chain Reaction

QNRT — Quantitative “Nested” Real-Time Polymerase Chain Reaction
RMN — Ressonancia Magnética

RT-PCR — Real Time Polymerase Chain Reaction
SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SNC - Sistema Nervoso Central

TB — Tuberculose

TC — Tomografia computorizada

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

WR-QNRT — Wide Range Quantitative “Nested ” Polymerase Chain Reaction
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1) Introducao

A meningite é a forma mais comum de infeccdo do Sistema Nervoso Central (SNC),
apresentando-se como uma triade classica de cefaleias, febre e meningismo. A analise do
liquido cefalo-raquidiano (LCR) revela pleocitose linfocitica moderada. Clinicamente, pode
ser distinguida em doenca aguda e crénica. A meningite aguda desenvolve-se ao longo de
horas ou dias, a0 passo que a crénica ocorre ao longo de semanas ou meses." E nestas Gltimas
que se enquadra a meningite tuberculosa, ou seja, infeccdo das meninges por Mycobacterium

tuberculosis.

Se o diagndstico ndo for feito em tempo Gtil, € uma doenca fatal. Apesar de responder a
terapéutica especifica, as sequelas neurologicas sdo documentadas em 25% dos casos tratados,

correspondendo estes, na sua maioria, a diagndsticos tardios.?

Numa situacdo em que o tempo disponivel para iniciar a terapéutica é escasso, Sd0 necessarias
técnicas com elevada sensibilidade e rapidez de execucdo, de forma a evitar sequelas ou até
mesmo a morte. Os métodos convencionais sdo considerados insuficientes, em virtude da sua
alta taxa de falsos negativos e da sua morosidade. E neste sentido que tém sido desenvolvidas
diversas técnicas, entre as quais as de amplificacdo molecular, como a Polymerase Chain
Reaction (PCR), a qual se espera venha a constituir uma mais-valia em termos de diagnostico

precoce.

Tendo em conta que esta doenca apresenta uma incidéncia mais elevada em individuos
infectados por VIH, é pertinente particularizar a investigacdo neste grupo de doentes. Este
trabalho inclui também uma reflex&o sobre a influéncia desta infeccéo na apresentacao clinica

e alteracdo dos resultados laboratoriais das técnicas convencionais e, especialmente, da PCR.



2) Epidemiologia

2a) Uma visao global

A Tuberculose (TB) mantém-se como um problema global de satde a nivel mundial.?

Ainda que estudos epidemioldgicos sugiram que o numero de casos de TB e a mortalidade
por esta patologia, em individuos infectados por VIH, tenha atingido a sua expressdo maxima
em 2005, com 1,39 milhdes e 0,48 milhGes respectivamente, as Ultimas estimativas da
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) indicam 9,27 milhdes de novos casos de tuberculose

em 2007, incluindo 1,37 milhdes de casos em doentes infectados por VIH.?

A mortalidade por TB situa-se em 1,32 milhGes de mortes em doentes néo infectados por VIH
e 0,46 milhdes nos infectados. A prevaléncia situa-se nos 13,7 milhdes de casos, estando

687 000 infectados por VIH.?

Tem ocorrido um incremento da infeccdo em termos absolutos, como resultado do aumento
populacional. Contudo, a incidéncia de casos por cada 100 000 habitantes tem vindo a
declinar a nivel global, com excepcdo da Europa (mais particularmente da Europa do Leste),

onde a taxa permanece estéavel.?

O incremento de casos de TB em individuos infectados por VIH tem também aumentado a
transmissdo de Mycobacterium tuberculosis a nivel da comunidade, tornando-se uma ameaca

até para os individuos ndo infectados por VIH.*

Na Regido Africana da OMS (maioritariamente Africa Subsariana), o impacto do VIH é tal
que as taxas de incidéncia de TB estdo fortemente associadas a prevaléncia da infeccdo por
VIH nos adultos. Estima-se que cerca de 31% dos casos de TB em adultos sejam atribuidos a
infeccdo por VIH. Nesta mesma regido, calcula-se que os individuos infectados por VIH

sejam responsaveis por cerca de 7% de toda a transmissao de tuberculose.*



Inevitavelmente, o alastrar da infeccéo por VIH esta a contribuir para o0 aumento da incidéncia

da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. *

2b) Portugal

Portugal apresenta uma tendéncia decrescente da incidéncia de tuberculose, se bem que a uma
velocidade menor que os seus congéneres europeus. Em 2008, foram notificados 2 916 novos

casos, menos 6% que no ano anterior.”

Desde 1980 que a taxa de incidéncia notificada em Portugal tem vindo a decrescer de uma
forma lenta, mas consistente, passando de um valor de cerca de 60/100 000 habitantes para
25,3/100 000 habitantes em 2007.° Da mesma forma que os restantes paises com alto fndice
de desenvolvimento humano, a maior incidéncia concentra-se preferencialmente em grandes
centros urbanos, sendo causada principalmente por focos migratérios provenientes de paises
onde a incidéncia é elevada (ex. paises da Europa do Leste) e onde prevalece uma situacao

socioecondémica mais débil.’

A regido Norte de Portugal apresenta a situagdo mais critica, pois o ritmo de decréscimo da
infeccdo € o mais lento, tendo sido considerado, em 2005, um problema de salde de
intervencdo prioritaria nesta regido.® Em 2006, a taxa de incidéncia na regido Norte foi de
37,3/100.000 habitantes, 24% superior a observada no resto do pais. Nesta regido, o distrito

do Porto apresenta a maior incidéncia da infeccéo, com 45,4/100.000 habitantes.’



2¢) Co-Infeccdo VIH/TB

A contribuicdo da TB para as mortes por SIDA ¢é substancial: 11% das mortes por SIDA séo
mortes primariamente por TB.

A infeccdo por VIH aumenta ndo s6 o risco de reactivacdo de uma infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis,’® mas também a possibilidade de uma progressao réapida ap6s
infecgdo ou reinfeccdo por M. tuberculosis.*? O risco anual de desenvolver doenca activa
em pessoas co-infectadas por M. tuberculosis e VIH pode exceder os 10%.'0344

O risco de mortalidade por TB em doentes co-infectados encontra-se estimado entre 30-40%

nos paises africanos, locais onde o VVIH tem um impacto elevado.”

Mesmo em regiGes com baixa incidéncia de tuberculose, a infeccdo por VIH desempenha um

papel importante.*

Nos Estados Unidos da Ameérica, 26% dos casos de TB foram atribuidos a infec¢do por VIH,
valor superior a outros paises onde as prevaléncias da infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis e da por VIH é maior. Este facto esta relacionado com a tendéncia de ambas

infeccOes se concentrarem em determinados grupos (toxicodependentes ou certas etnias).

Nos paises desenvolvidos, uma propor¢do alta de doentes sem infec¢do por VIH mas com
infecgdo por M. tuberculosis encontra-se em estratos etarios mais elevados, uma vez que
adquiriram a primo-infeccdo no passado, quando as taxas de transmissao de TB eram maiores,
tratando-se de reactivacdo. Tal causa um aumento na diferenca das taxas de ndo infectados

por VIH comparativamente com os infectados.*

A meningite tuberculosa é responsavel por cerca de 5% de todas as formas de tuberculose
extrapulmonar, sendo a que apresenta uma maior morbilidade e mortalidade™. O papel da

infeccdo por VIH adquire relevancia particular nesta infeccdo pois um individuo co-infectado



por VIH e por Mycobacterium tuberculosis apresenta uma probabilidade cinco vezes superior

a de um individuo n&o infectado por VIH de desenvolver meningite tuberculose.*®

3) Fisiopatologia

A meningite tuberculosa, provocada pelo Mycobacterium tuberculosis, é a causa mais
importante de meningite cronica, podendo ocorrer quer por uma infec¢do primaria, quer por

um processo de reinfecgo.!

Subsistem ainda davidas relativamente ao mecanismo fisiopatoldgico da meningite
tuberculosa. Em 1933, Rich e McCordock sugeriram que a patologia seria provocada pela
libertacdo de bacilos a partir de lesdes focais prévias em comunicacdo com as meninges,
propondo assim um modelo estatico para a fisiopatologia. As lesdes referidas sdo actualmente

conhecidas por focos de Rich, frequentemente subpiais ou subependimais, no sulco lateral.’

Actualmente, acredita-se que a origem desta invasdo bacilar possa ocorrer quer por
disseminacdo hematogénea a partir de uma infeccdo pulmonar primaria ou pos-primaria, ou
por ruptura de um tubérculo subependimal para o espaco subaracnoideu, estabelecendo-se,

portanto, um modelo dinamico.?

A capacidade do Mycobacterium tuberculosis em disseminar por via hematogénica aparenta
ser um componente chave da patogénese da meningite tuberculose. No entanto, a forma como
abandona os pulmdes e entra na corrente sanguinea é uma incognita. A bactéria
provavelmente penetra o epitélio alveolar, havendo ja& dados que apoiam a hipétese de o

microrganismo invadir e sobreviver no interior de células epiteliais alveolares do tipo 11.*2

Foi, inclusive, sugerido que a micobactéria pode aceder aos tecidos mais profundos por

translocacdo através de células epiteliais e deslocar-se dentro de mondcitos, sendo este 0



mecanismo mais plausivel de transporte de Mycobacterium tuberculosis do Iumen alveolar

para o sangue.™

Um estudo realizado por Davis JM e Ramakrishnan L sugerem que as estirpes virulentas de
Mycobacterium tuberculosis iniciam a formacdo répida de granulomas através da atraccao e
agregacdo de macrdfagos ndo infectados aos ja invadidos pelas micobactérias. Uma vez
infectados, os macréfagos sdo capazes de abandonar os granulomas e migrar pelo sangue e

tecido para formar um foco secundério distante de infecco.?

Por outro lado, a libertacdo de Mycobacterium tuberculosis no espaco subaracndideu resulta
numa resposta local dependente de linfdcitos T, caracterizada macroscopicamente como uma

inflamag&o granulomatosa caseosa.”!

O numero e tipo de leucdcitos no LCR ajuda a diferenciar a meningite tuberculosa dos outros
tipos de meningite, mas sabe-se pouco acerca do papel destes na patogenia. Tipicamente, 0
LCR apresenta altas contagens de leucécitos (até 1000-1500/mm?). No entanto, os neutréfilos
podem ser predominantes, especialmente na fase inicial da doenca, e altas proporcdes destes
tém sido associadas a uma maior probabilidade de diagndstico bacteriologico e maior
sobrevivéncia. Assim, o0s neutrofilos podem desempenhar um papel importante na

patogenia.'’

Trés processos sao responsaveis pela maioria dos deficits neurol6gicos mais comuns na
meningite tuberculosa: 1) o exsudato adesivo pode obstruir o fluxo de LCR, provocando
hidrocéfalo e compromisso dos nervos cranianos eferentes; 2) os granulomas podem coalescer
para formar tuberculomas (ou um abcesso em doentes com doenca incaracteristica) os quais
podem ocasionar consequéncias distintas, dependendo da sua localizacdo; 3) vasculite
obliterativa pode resultar em isquémia e consequente enfarte tecidular ou provocar

sintomatologia de doenca vasoclusiva. A gravidade destas complicagbes encontra-se



dependente da resposta inflamatdria intracerebral, sendo esta altamente preditiva do

prognostico.?

4) Diagnostico de Meningite Tuberculosa

4a) Clinica

As manifestaces clinicas instalam-se ao longo de 1 a 3 semanas.? #* As suas caracteristicas
sdo semelhantes as de muitas meningoencefalites, acabando por causar dificuldades no
diagnéstico.?* Por outro lado, a sintomatologia pode ser mais ténue, com auséncia de
cefaleias, febre ou qualquer outro sintoma ou sinal constitucional no periodo prodrémico,

dificultando o diagndstico.™

Apresenta-se frequentemente de forma subtil com cefaleias e alteracdes ligeiras do estado
mental ap6s um prodromo de varias semanas de febres baixas, mal-estar, anorexia e

irritabilidade. > %*

As queixas mais frequentes ao longo do periodo de instalacdo da doenca sdo os sinais de
irritacdo meningea (rigidez cervical, sinal de Kernig, sinal de Brudzinski) associadas aos

223 24 nodendo surgir todos durante a primeira semana®.

sintomas prodromicos referidos,
Numa fase mais tardia, os doentes podem também apresentar cefaleia intensa, letargia e

alteracdo sensorial.?

Apbs este periodo inicial, podem surgir sinais de aumento da pressdo intracraniana com
hidrocefalia, seguidos de paralisia dos nervos cranianos (111, VI e VI11) e convulsées®®, com o
envolvimento das artérias cerebrais a provocar lesdes isquémicas focais.> A doenca pode
evoluir até ao estado comatoso, associado a febre altas e morte ao fim de um periodo de 5a 8

semanas ap6s o inicio da sintomatologia. %%



Em mais de metade dos doentes, sdo encontradas evidéncias de lesdes pulmonares antigas, ou

um padréo miliar na telerradiografia do térax.’

Quando presente, a hidrocefalia caracteriza-se por cefaleia e, por vezes, vomitos, podendo
evoluir rapidamente para coma, com postura em extensdo dos membros, sinais de Babinski
bilaterais, pupilas mioticas néo reactivas e défice dos movimentos 6culo-cefalicos na direccéo

vertical .2

Com o intuito de desenvolver um algoritmo de diagnostico clinico, Thwaites et al,
identificaram 5 variaveis preditivas de meningite tuberculosa, estabelecendo um esquema de
pontuacdo no qual um score inferior ou igual a 4 corresponderia a meningite tuberculosa.
Este sistema de pontuacdo atingiu uma sensibilidade de 86% e uma especificidade de 79%

quando testado em 75 doentes.?* (Figura 1)

Diagnostic index

Age (years)

=36 2
<36 0
Blood WCC (10°/mL)

=15 000 4
<15 000 0
History of illness (days)

=6 -5
<6 0
CSF total WCC (10°/mL)

=900 3
<900 0
CSF % neutrophils

=715 -+
<75 0

WCC=white-cell count; CSF=cerebrospinal fluid.

Figura 1 — Sistema de pontuacdo para meningite tuberculosa proposto por Thwaites et al 24,



4b) Analise do LCR

Na meningite tuberculosa, a puncdo lombar constitui, actualmente, a base do diagndstico.?

Esta deve ser realizada em doentes com suspeita de meningite, mas somente apos a exclusao
de uma lesdo expansiva, pela clinica e/ou por realizacdo de um exame imagiologico
apropriado, como uma tomografia computorizada cranio-encefalica, uma vez que a existéncia

de tal les&o se pode complicar com herniagéo cerebral .

A clinica sugestiva de uma lesdo expansiva consiste em sinais neurologicos focais (tremores
focais, defeitos sensoriais, motores e visuais) e/ou sinais ou sintomas que evidenciem
aumento da pressdo intracraniana (cefaleias, vomitos, alteracdes no estado mental, edema da
papila). Apds a colheita do liquor, deve-se sempre proceder a realizacdo de culturas para

deteccdo de fungos e bactérias.*
- Bioguimica

As concentracdes de proteinas, glucose, lactato e a contagem e caracteristicas dos leucocitos
no LCR podem dar indicios relativamente ao diagnostico diferencial dos diferentes tipos de

meningite. (Tabela 1)



Normal <20 la?2 <1 >0,5 <0.45 <2
Meningite
bacteriana aguda >20 >1000 >50 <0.4 >1 >4
Meningite
linfocitica
<20 <1000 <50 >0.4 Variavel <2
benigna
Variavel
(aumento
Meningite
>20 <1000 nas fases <0,4 >1 >2
tuberculosa
iniciais e
agudas

Tabela 1 — Diagnostico diferencial a partir da analise do LCR. Adaptado de Leib SL, Martin
GT!

Apesar de se estabelecer que a meningite tuberculosa é, com base no decurso evolutivo da
clinica, uma patologia cronica, as caracteristicas do LCR sdo diferentes das da meningite
cronica. O exame do LCR releva alta contagem de leucdcitos (até 1000/ uL) com predominio
de linfécitos, ainda que, por vezes, possa haver o predominio de neutréfilos nos estagio
iniciais e nas fases agudas da doenca; concentracdo proteica de 1 a 8 g/L (100 a 800 mg/dL),

Oou mesmo superior, no caso de obstrucdo do fluxo do LCR; baixa concentracdo de glicose
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(niveis abaixo dos 40 mg/dL); aumento da concentracédo de lactato (>19 mg/dL). No entanto,
qualquer um destes parametros pode estar dentro da faixa normal, dificultando o diagnostico.
223 E comum o aumento de pressdo do LCR, apresentando este um aspecto limpido e incolor
— “4gua de rocha”.?®* A composicdo do LCR pode ser acelular em 3-6% dos doentes ndo

infectados por VIH, podendo chegar aos 16% na presenca deste.”®

O lactato ndo é especifico para a meningite tuberculosa mas é um bom marcador do
metabolismo cerebral na meningite fungica e bacteriana. Ndo tem qualquer influéncia da
concentracdo sanguinea, contrariamente a glucose, e é produto do metabolismo da glucose no

LCR.%

- Microscopia directa

Um meétodo rapido para deteccdo de Mycobacterium tuberculosis numa amostra de LCR
consiste na sua coloracdo e posterior observacdo por microscopia. Uma caracteristica tipica
destas bactérias € o facto de serem &cido-alcool resistentes, ou seja, a célula corada torna-se
resistente a descoloracdo por acido-alcool, pelo que existem métodos reservados para esse
efeito. O mais conhecido e utilizado € a coloracdo de Ziehl-Neelsen, que requer aplicacdo de

calor, ao passo que uma modificacdo deste método, o método Kinyoun, no. *

Apesar de ser uma técnica rapida e econémica, apresenta baixa sensibilidade (10-22%) 22" %,

com um estudo a apresentar valores ainda inferiores, por volta dos 3%.% O principal motivo
para a baixa sensibilidade deste teste é atribuido & natureza paucibacilar da amostra colhida®”
31 isto porque a identificacdo microscépica de bacilos por técnicas como Ziehl-Neelsen ou

auramina necessitam de 10* organismos/mL para a obtencdo de um resultado fiavel.® No

entanto, o LCR da maioria dos doentes apenas apresenta 10 a 100.%?
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A sensibilidade acaba por ser ainda menor, por diminuicdo da quantidade de bactérias
presentes na amostra, aquando da terapéutica para a tuberculose, sendo reduzida a escassos

2%, cinco a quinze dias ap6s o inicio desta.’”

Hé indicios de que a taxa de detecgdo nos esfregacos pode ser aumentada através da colheita

de grandes volumes de LCR (>5 mL)* ¥

e atraves da sua centrifugacdo a altas velocidades
por um periodo prolongado, uma vez que o alto contetdo lipidico da parede da célula da M.
tuberculosis a torna mais flutuante que as outras bactérias.®* Para além disso, a duracéo
prolongada e diligente da microscopia aumenta a positividade.®* Ja4 Kennedy e Fallon

demonstraram que a repeticdo da puncdo lombar para extraccdo de amostras de LCR

aumentava a sensibilidade em cerca de 80%.%®

- Cultura de Mycobacterium tuberculosis

Ao contrario do que acontece na doenca pulmonar, principalmente nos doentes com a
presenca de cavitacdo, as quantidades de bacilos obtidos na colheita do produto biolégico —

LCR- sd0 muito reduzidas.®’

Quando os especimenes sdo inoculados em meios convencionais, como o de Lowestein-
Jensen ou o de Midlebrook, o tempo necessario a obtencdo de resultados relevantes é de 3 a 4

semanas em média*’, podendo estender-se as 6 semanas.*®

Estdo actualmente disponiveis meios comerciais de crescimento que facilitam a cultura de M.
tuberculosis. Estes monitorizam o crescimento micobacteriano pela deteccdo da producdo de
CO, ou do consumo de O, através de indicadores radiométricos, fluorométricos e
colorimétricos. Dentro destes meios, destaca-se 0 BACTEC, que permite a deteccdo do
crescimento de culturas de Mycobacterium tuberculosis no espago de 1 a 3 semanas,

recorrendo a métodos fluorométricos.?®
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Novos meios de cultura estdo actualmente a ser desenvolvidos, dos quais se espera a
possibilidade de obter resultados em 7-10 dias, com sensibilidade e especificidade

semelhantes aos actuais testes comerciais.?®

Independentemente do meio, a cultura de Mycobacterium tuberculosis apresenta, actualmente,
uma sensibilidade com valores que variam entre os 38-88% e com uma morosidade na

obtencdo de resultados incompativel com a prética clinica.?* 2" %

- ADA

A determinacdo da actividade da adenosina desaminase (ADA) em amostras do LCR é um
exame rapido e econdémico, que tem sido considerado altamente especifico para o diagnostico
diferencial entre meningite tuberculosa e outras causas de meningite asséptica, com uma

sensibilidade de 50%.*°

Este doseamento pode ser utilizado enquanto teste de rastreio, pois 0s seus valores encontram-
se aumentados na meningite tuberculosa.”® Contudo, ndo é especifica, pois pode ser
encontrada em niveis elevados noutras patologias, como meningites bacterianas, linfomas, na

neurobrucelose e na meningite criptocéccica.*!

As dificuldades desta especificidade aumentam quando se tenta avaliar a correlacdo entre 0s
valores e patologia de base, pois enquanto Corral et al concluiu que os niveis de ADA na
meningite tuberculosa sdo superiores ao dos doentes com meningite criptococcica e que a
infeccdo por VIH n3o tem influéncia nos niveis da enzima,** outros autores defendem o
oposto, apresentando resultados onde os niveis de ADA sdo mais elevados nos doentes
infectados por VIH e com meningite criptococcica, ndo havendo qualquer diferenca entre os

T .. .. . Lo AA43, 44 s s
valores médios na meningite tuberculosa e na meningite criptococcica™ ™. Corral et al atribui

os altos niveis de ADA no LCR de doentes com infeccdo por VIH a presenca de uma resposta
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inflamatdria ndo especifica causada por infec¢Bes oportunistas ou linfoma, e ndo a accao

directa do VIH.*

H& resultados bastante animadores relativamente a este teste simples, com Piras et al a
relatarem uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 99% “°, e Lépez-Cortés et al a
referiram uma especificidade de 100% e um valor preditivo positivo de 1 no diagnéstico de

meningite tuberculosa e neurobrucelose em casos de meningite asséptica.*

No entanto, também para este teste, os resultados ndo sdo uniformes. Uma questdo
constantemente presente nestes estudos € a determinacdo de um valor limiar acima do qual
tenha significado diagndstico, o qual tem apresentado grandes variacdes de acordo com o
ensaio clinico realizado. Com um valor limiar estabelecido em 8,5 IU/L, Corral et al
apresentam resultados com uma sensibilidade de apenas 57% e uma especificidade de 87%. *?
Ja com um valor mais elevado, como 10 IU/L, a sensibilidade aumenta, atingido 90%, mas a

custa da especificidade (50%).*°

Também Cunha obteve resultados bastante positivos na utilizacdo do doseamento da ADA,
com um limiar de 6,0 IU/L, tendo atingido uma sensibilidade de 70% e uma especificidade de

90%.%

No que respeita a relacdo da ADA com outros elementos bioquimicos presentes no LCR,
Corral et al*? concluiram que o primeiro se correlaciona directamente com a contagem celular
e com a concentragao proteica e inversamente com a concentracédo de glicose, discordando de
outros autores, como Lépez-Cortes.** Uma correlacéo entre elementos celulares foi também

estabelecida por outros autores,* assim como com a concentracao proteica.*’

Segundo Corral et al, o simples doseamento da glicose pode ter uma acuidade diagndstica

semelhante a0 doseamento da ADA, tornando-o um método altamente inespecifico.*?
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Contudo, e como ja explicitado anteriormente, a maioria dos autores nao estdo de acordo com

esta afirmagdo.*® ## 4

- Métodos imunoldgicos

Um dos métodos usualmente relatado, na literatura mais recente, ¢ o “Dot-Immunobinding

assay” (Dot-Iba), considerado simples e altamente reprodutivel.*® 4

A accdo do Dot-lba passa pela ligacdo directa de antigénios ou anticorpos a discos numa
membrana de nitrocelulose. O material de diagndstico das amostras bioldgicas colhidas (ex.
LCR) é incubado neste disco, sendo a presenca do complexo antigénio-anticorpo demonstrada

directamente por antiglobulinas e substratos conjugados com enzima.*®

O procedimento é simples, ndo exigindo instrumentos sofisticados ou espaco laboratorial
préprio e, para além disso, os reagentes utilizados tém uma semi-vida de mais de 6 meses,
colocando-se a hipéGtese de ser utilizado como técnica de rotina em paises em

desenvolvimento. #

Sumi et al, recorrendo a esta técnica para a deteccdo do antigénio micobacteriano 14 kDa,
atingiram uma sensibilidade de 75,67% e uma especificidade de 100%, num estudo com

apenas 45 doentes.*

Mathai et al utilizaram a mesma técnica estandardizada para o antigénio de Mycobacterium
tuberculosis inactivado pelo calor (PPD), obtendo uma sensibilidade e especificidade global

de 83,3% e 95%, respectivamente. *°

A confirmar a alta especificidade desta técnica para infeccGes paucibacilares surge outro
estudo realizado por Sumi et al, onde ndo encontraram quaisquer falsos negativos no ensaio

realizado, apesar da baixa sensibilidade (60%).*®
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Ja Thomas et al direccionaram o seu estudo a deteccdo de células T secretoras de interferédo-
gama especificas para Mycobacterium tuberculosis, presentes no LCR de doentes com
meningite tuberculosa, obtendo uma sensibilidade de 90% e uma especificidade de 100% no

diagnéstico de meningite tuberculosa.>

A semelhanca do que se passa com outras técnicas, a ndo uniformizacdo das mesmas impede
a avaliacdo de qual o melhor alvo antigénico a ser detectado. Foi concluido por Annamma et
al que a determinacdo de um antigénio de Mycobacterium tuberculosis poderd ser mais
sensivel em termos de diagnéstico do que a pesquisa direccionada de um anticorpo

micobacteriano através de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Portanto, a alta especificidade deste tipo de ensaios ndo se faz acompanhar pela sensibilidade,

tornando incerta a sua utilizagdo na prética clinica.

- Métodos moleculares

Apesar da analise bioquimica necessitar da quebra da anatomia da célula, foram
desenvolvidas técnicas de separacdo mais moderadas, com a preservacdo da funcdo dos varios

componentes celulares.

Os meétodos de diagndstico molecular ttm como objectivo a deteccdo de componentes

moleculares do complexo Mycobacterium tuberculosis.

O método mais importante desta seccdo é a Polymerase Chain Reaction (PCR), que sera

tratada num capitulo préprio para o efeito, tendo em conta o objectivo do presente trabalho.
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4¢) Exames imagiologicos

As principais caracteristicas imagioldgicas no contexto da meningite tuberculosa s&o
alteracbes provocadas por uma infeccdo prévia ou actual em localizagcGes anatdmicas mais
tipicas, como cavitacdo pulmonar na telerradiografia toracica ou indicios de tuberculose
miliar na Tomografia Computorizada (TC) ou na Ressonancia Magnética (RMN) abdomino-

pélvica.>> >

A infeccdo presente nas meninges traduz-se, sobretudo, num espessamento anormal destas,

especialmente nas regides mais basais,”* **

sendo detectaveis tanto por RMN como por TC.
Verifica-se a presenca de espessamento das cisternas basais, que corresponde ao exsudato de
consisténcia gelatinosa formado®, encontrando-se ainda alargamento ventricular na maioria

dos pacientes.> Os exsudatos basilares espessos surgem como &reas de alto contraste nas

cisternas basais (aspecto de “pernas de aranha™) e nos sulcos laterais.>*

A hidrocefalia comunicante é a complicacdo mais comum da meningite tuberculosa. No
entanto, também pode ocorrer hidrocefalia obstrutiva por obstrucéo do fluxo do LCR devido a
doenca parenquimatosa focal, estando os graus destas complicacBes correlacionadas com a

duracdo da doenga.>® **

Para além destes, também os enfartes isquemicos sdo uma complicacdo potencial da
meningite tuberculosa. Os enfartes estdo geralmente localizados nas regides do talamo, dos
ganglios da base e da capsula interna, resultado de uma compressdo vascular e da oclusdo de

pequenos vasos perfurantes.® >

Aparentemente, a TC apresenta especificidade limitada comparativamente com a RMN.>°A
frequéncia dos enfartes encontrados na TC varia entre 0s 20,5 e 0s 38%. A taxa de detec¢do

destes ¢ maior aquando da utilizacdo da RMN. Para além disso, um grande nimero de
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enfartes sdo de natureza hemorragica na RMN, um achado ndo tdo bem documentado na

TC.>

Os tuberculomas raramente sdo documentados na TC ou na RMN de pacientes com meningite
tuberculosa. Davis et al encontraram tuberculomas em 16% dos doentes com cultura positiva
ou meningite tuberculosa presuntiva.*> Mdltiplos tuberculomas intracranianos de pequenas

dimens6es s&o mais frequentes na TB miliar.>® >

Exames ndo direccionados a observacdo directa do SNC podem revelar resultados sugestivos
da patologia, como a presenca de alteracdes nos vasos do poligono de Willis, no angiograma
ou na RMN da artéria carétida, onde é possivel identificar um colapso uniforme de largos
segmentos, um colapso de um pequeno segmento, um aspecto irregular ou ainda, oclusdo
58 . . ~ A=
completa.™ Estes achados podem surgir por vasculite ou por compressdo mecanica pelo

exsudato basilar.**

5) Influéncia da infeccéo por VIH

Uma nova infeccdo por Mycobacterium tuberculosis adquirida por um individuo infectado
por VIH pode evoluir para a doenca activa em semanas, em vez de o fazer no decorrer de

Meses ou anos.’

A tuberculose extrapulmonar é comum entre doentes infectados por VIH. Em alguns estudos,
foi registado a ocorréncia de tuberculose extrapulmonar — isoladamente ou em associagdo
com doenca pulmonar — em 40 a 60% dos casos em individuos co-infectados. As formas mais

comuns s&o a linfética, a disseminada, a pleural e a pericéardica.?
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O diagndstico em doentes infectados por VIH pode ser complicado pela presenca de um
maior numero de resultados negativos nos esfregacos, ou por resultados radioldgicos atipicos,

como a auséncia da formacéo classica de granuloma.’

A prevaléncia de meningite tuberculosa é significativamente mais elevada nos doentes
infectados por VIH do que nos sem co-infeccdo, sendo relatada uma incidéncia cinco vezes

superior da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis nos doentes do primeiro grupo.* >

Para além disto, a presenca do VIH pode complicar o diagndéstico diferencial pela incidéncia
de outras infec¢bes oportunistas neste contexto como, por exemplo: pneumonia intersticial
linfocitica ou bronquiectasias, no caso de afec¢do pulmonar; ou granulomas de toxoplasmose,

no caso de alteracdo a nivel do sistema nervoso central. **2

Conhecidos estes factos, é plausivel a questdo de que a presenca das duas infeccBes possa
influenciar a apresentacdo clinica, analitica, imagioldgica e anatomopatoldgica, contribuindo
assim para um acréscimo nas dificuldades ja existentes de diagndstico para a meningite

tuberculosa isolada.

5a) Clinica

Como referido anteriormente, a presenca do VIH num individuo infectado por M. tuberculosis
predispGe 0 mesmo a uma maior probabilidade de tuberculose extrapulmonar activa. Assim, é
mais comum nestes 0 desenvolvimento de tuberculose linfatica, disseminada, pleural,

pericardica e do SNC.?

A infeccdo por VIH pode também condicionar a apresentacdo clinica de cada um dos 6rgaos
afectados. A titulo de exemplo, o 6rgdo mais infectado, pulmé&o, apresenta achados atipicos,
caracterizando-se por um exsudato infiltrativo inespecifico, que contrasta com a formacéo de

cavitages em individuos imunocompetentes.*
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Como demonstrado anteriormente, as principais complicagcdes da meningite tuberculosa séo
componentes importantes no diagnostico clinico. Contudo, estas ocorrem pela resposta
imunolodgica do hospedeiro a infeccao, pelo que os doentes infectados por VIH recorrem aos
servicos de salde com uma apresentacdo clinica representativa de um estadio mais tardio da

doenca, associada a uma bacteriémia elevada.®

A maioria dos autores descreve que a infecgcdo por VIH ndo altera a apresentagdo clinica dos

doentes com meningite tuberculosa.>>>%6%¢

Azuaje et al confirmam a afirmacéo anterior, mas constatam que os individuos infectados por
VIH demonstram uma maior tendéncia para afeccdo pleuropulmonar e presenca de
adenopatias noutras localizacGes; alertando assim para a possibilidade de infeccdo simultanea
de varios oOrgaos, como pulmao ou ganglios linfaticos, e consequente sintomatologia de
origem focal a adicionar ao quadro clinico geralmente observado em cada uma destas

enfermidades.®

Relativamente ao quadro clinico da meningite tuberculosa propriamente dito, Katrak et al
refere a possibilidade de ser mais frequente os doentes com meningite tuberculosa co-
infectados por VIH apresentarem defeitos cognitivos, uma vez que, no estudo realizado por

estes autores, apenas este grupo continha esta alteragdo.®

6364 concluiram

Estudos realizados exclusivamente com criangas com meningite tuberculosa
que os critérios de diagnostico clinico e laboratorial da meningite tuberculosa podiam ser
aplicados com sucesso tanto em doentes infectados por VIH como nos ndo infectados. Topley

et al®

, ho entanto, demonstrou que o0s co-infectados sdo, regra geral, mais jovens, e
apresentam uma evolucdo temporal mais prolongada, factor decisivo para um prognostico

mais sombrio, em termos de morbi-mortalidade.

20



Finalmente, van der Weert et al, descreve ser mais comum que os doentes com meningite
tuberculosa co-infectados por VIH apresentem hepatomegalia, linfadenopatia generalizada,
otorreia e mau estado geral. No entanto, atribui a presenca destes achados a infeccdo por VIH

e ndo a infeccéo por M. tuberculosis.®

5b) Analise do LCR

A anélise do LCR geralmente ndo apresenta diferencas significativas entre o grupo de doentes
infectados por VIH e o grupo dos doentes ndo infectados.>® ** ® A maioria dos autores
acredita que hd uma maior dificuldade em isolar M. tuberculosis de amostras bioldgicas
proveniente de doentes infectados por VIH, uma vez que a resposta imunologica deprimida
permite uma maior dispersdo dos bacilos nos fluidos, levando a uma maior incidéncia de

falsos negativos nos testes. *?

Yechoor et al sugerem a existéncia de hipoglicorraquia com valores menores nos individuos
infectados por VIH. No entanto, referem que isto nem sempre se verifica, tornando a analise

do LCR pouco especifica.>

Nos casos de infecgdo por VIH, a resposta imunocelular fundamental para o controlo da TB
ndo estd ao seu nivel maximo, permitindo a libertacdo de factores quimiotaxicos para
neutréfilos e persisténcia da resposta de fase aguda.® Isto levou van der Weert el al a
indiciarem que seria a infeccdo por VIH a conferir o predominio neutrofilico na meningite
tuberculosa, caracterizado por uma presenca inicial e persistente (com intervalo minimo de 7
dias) de uma pleocitose neutrofilica (50%), alta concentracéo proteica no fluido espinhal (>40

mg/dL) e baixa concentragdo de glicose no fluido espinhal (<2/3 glicemia).®®

No entanto, ja outros estudos referem que a analise bioquimica e bacterioldgica do LCR,

como a contagem de linfocitos, os valores de ADA e a prova definitiva de meningite
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tuberculosa (culturas e coloracdo de Ziehl-Neelsen) se encontra presente nos doentes dos dois

grupos, sem existirem diferencas significativas entre estes.? >>>°

5¢) Exames de imagem

E possivel encontrar algumas diferencas entre o grupo de doentes infectados por VIH e o
grupo dos que ndo tém a co-infeccdo. Contudo, a maioria dos autores acredita que estes ndo

s30 relevantes para o diagnéstico da patologia seja em que grupo for.>> 6%

Alteracdes a nivel da telerradiografia toracica, ou seja, alteracfes por tuberculose pulmonar,
sdo mais frequentes na co-infeccdo por VIH, sendo Gteis para alertar o médico para a eventual
existéncia de tuberculose extrapulmonar, na evidéncia de clinica de meningite.> % As
alteracdes acabam por ter uma baixa sensibilidade, pelo diagndstico diferencial no doente
infectado por VIH ser diversificado, podendo estas ter como base outro tipo de patologia,

como pneumonia intersticial linfocitica ou bronquiectasias.®®

H& estudos que mostram uma maior incidéncia de aumento meningovascular basal,
tuberculomas, hidrocéfalo obstrutivo e dilatacdo ventricular no individuo ndo infectado por
VIH, como consequéncia de uma resposta inflamatéria preservado neste grupo, sendo a
atrofia cerebral mais frequente nos co-infectados por VIH, aquando da realizacdo de

Tomografia Computorizada cerebral.*® %% %

Outros autores apresentam dados que contrariam estes, a0 demonstrarem uma maior
incidéncia de lesbes de massa, hidrocéfalo, dilatacdo ventricular e enfartes na regido dos

ganglios da base em doentes infectados por VIH?: 333> €0. 61
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5d) Anatomopatologia

Os estudos onde esta avaliagdo post-mortem foi realizada, indicam uma incidéncia igual nos

dois grupos dos achados morfoldgicos encontrados.

No entanto, Katrak et al descreveu que o espessamento meningeo proeminente e o hidrocéfalo
comunicante pode ocorrer somente nos doentes sem infeccdo por VIH encontrando-se, no
grupo co-infectado, dilatacdo ventricular média, secundaria a atrofia cerebral. Também neste
estudo, a formacdo de adesdes e vasculite obliterante, devido a presenca do denso exsudato
meningeo basal, ocorreu de forma mais perceptivel nos individuos sem infeccdo por VIH,
assim como a formacdo de granulomas. Nos individuos com infec¢do por VIH, predominou
um espessamento minimo das meninges e, apesar das artérias se apresentarem livres de
exsudato, a evidéncia de arterite foi observada microscopicamente, com enfartes detectados
na regido dos ganglios da base e no parénquima cerebral, na total auséncia de tuberculomas.®

Também Yechoor et al descreveu que a imunossupressdo provocada pela infeccdo por VIH

faz com que os granulomas n&o surjam tdo bem definidos nos individuos por VIH.>

5e) Prognostico

A maioria dos estudos realizados até a data aponta para uma resposta ao tratamento

semelhante em ambos os grupos.>®

Apesar da duracdo dos sintomas ser comparavel, o estadio da infeccdo por Mycobacterium
tuberculosis nos doentes co-infectados tende a ser mais avancado, indicador importante de

doenca mais grave.®

O prognostico tende essencialmente a ser estabelecido com base na apresentagdo clinica dos
doentes, tendo em especial atencdo as morbilidades neuroldgicas. Ocorre uma maior taxa de

morbilidade nos doentes co-infectados, possivelmente justificada por reacctes inflamatdrias
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paradoxais. Assim, multiplos granulomas intracerebrais dispersos, detectados por RMN, e
alvos de farmacos bactericidas, como a isoniazida, podem causar a libertacdo difusa do
conteddo destes, ocorrendo inflamacédo e edema, que pode contribuir para a degradagédo

clinica.*®

Thwaites et al refere ainda que no grupo dos doentes co-infectados por VIH, para além da
apresentacdo clinica, a alteracdo do estado de consciéncia e a presenca de enfartes cerebrais
sdo os factores mais importantes para o progndstico, sendo a existéncia de hidrocefalia
obstrutiva, nos individuos infectados por VIH, o melhor indicador de progndstico,

independentemente da existéncia de enfarte.>®

Contudo, a Escala de Coma de Glasgow pode ser o critério mais valido para estabelecimento
de prognoéstico em individuos de ambos o0s grupos, apesar de ndo ser revelador de um exame
de imagem anormal. Uma pontuacdo igual ou inferior a 8 sugere progndstico sombrio, ao
passo que uma pontuacdo entre 14 e 15 prevé um bom progndstico do ponto de vista
neuroldgico em 80% dos casos. A contagem de linfocitos CD4+ aparenta ser irrelevante para

o progndstico®™

6) A PCR na Meningite Tuberculose

A disponibilidade de polimerases purificadas de ADN e de oligonucleotideos de ADN
sintetizados quimicamente tornaram possivel a clonagem rapida de sequéncias especificas de
ADN, sem a necessidade de uma célula viva.

Criada em 1984 por Kary Mullis, esta técnica - Polymerase Chain Reaction (PCR) - permite
gue o ADN de uma regido escolhida seja amplificado de forma infinita, desde que pelo menos

parte da sua sequéncia de nucleétidos seja conhecida.
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A parte conhecida da sequéncia é utilizada para desenvolver dois oligonucleétidos, sendo

cada um complementar a cada fita da dupla hélice de ADN, e dispondo-se em locais opostos a

regido a ser ampliada. Estes oligonucleotidos funcionam como primers para a sintese de ADN

in vitro, a qual é catalisada por uma polimerase de ADN, e determinam o final do fragmento

de ADN que é obtido.®®

Assim, um ciclo de PCR consiste em trés etapas: 1) separa¢édo dos filamentos, 2) hibridizacdo

dos primers e 3) sintese das cadeias alvo.®’ (Figura 2)
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Figura 2 — Processo de amplificacdo da Polymerase Chain Reaction (PCR). Fonte: Berg JM
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Sdo estes os principios orientadores para a compreensdo e execucdo da PCR convencional,
sendo a partir desta que se desenvolveram outras técnicas de PCR que sdo descritas, mais

adiante.

O uso de técnicas de biologia molecular no diagndstico da tuberculose comegou com a
utilizacdo de sondas de ADN e, na altura, os resultados obtidos indicavam uma sensibilidade

inferior aos testes convencionais.®®

Desde entdo tém sido testados e utilizados outros protocolos, in-house (protocolos

desenvolvidos numa instituigdo ou servigo) e comerciais.

Uma apreciacdo prévia da sensibilidade e especificidade das técnicas de amplificacdo do
4cido nucleico foi realizada em 2003 por Pai M. et al,"® tendo concluido por uma
sensibilidade e especificidade globais de 71% e 99%, respectivamente. Contudo alguns dos
estudos integrados nessa meta-analise obtiveram resultados inferiores, como uma

sensibilidade de 25% ou especificidade de 38%." (Figura 3)

Test property Summary measure Test for
of test accuracy* heterogeneityt
(95% CI) p value
All studies (n=49)
Sensitivity 0-71 (063, 0-77)  <0-001
Specificity 0-95 (0-92, 0-97)  <0-001

Pasitive likelihood ratio (LR+) 15-4 (9-6, 24-9) <0-001
MNegative likelihood ratio (LR-) 0-25(0-15, 0-39) <0001
Diagnostic odds ratio (DOR) 59-4 (40-6, BE6-9) 0-43
Commercial tests (n=14)

Sensitivity 0-56 (0-46, 0-66) 010
Specificity 0-98 (097, 0:99) 010
Positive likelihood ratio (LR+) 35-1 (19-0, 64-6) 078
Negative likelihood ratio (LR-) 0-44 (0-33, 0-60) 0-07
Diagnostic odds ratio (DOR) 06-4 (42-8, 217-3) 0-75
In-house tests (n=35)

Sensitivity 0-76 (0-67, 0-83) <0-001
Specificity 0-92 (088, 0-95) <0-001
Pasitive likelihood ratio (LR+) 11-5 (68, 19-7) <0-001
Negative likelihood ratio (LR-) 0-21 (0-11, 0-40)  <0-001
Diagnostic odds ratio (DOR) 548 (34-4, B7-2) 0-28

Figura 3— Resultados da meta-anélise realizada por Pai M. et al, com ensaios efectuados

antes de 2003.%°
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No decorrer do presente estudo, sdo referidas diferentes técnicas com alvos distintos do

genoma. A Tabela 2 apresenta os estudos mais relevantes da literatura internacional apés a

realizacdo da meta-analise j& citada.

Autor e ano Tipo de teste Sequéncia alvo | Sensibilidade Especificidade
Bhigjee et al PCR 1S6110 54,5% 87,5%
2006

Bhigjee et al PCR MPB64 54,5% 87,5%
2006

Bhigjee et al RT-PCR 1S6110 70,5% 87,5%
2006

Takahashi et al | PCR* MPB64 22% 100%
2005 *

Takahashi et al | NPCR* MPB64 100% 100%
2005 "

Takahashi et al | QNRT MPB64 100% 100%
2006 "

Takahashi et al | NPCR MPB64 51,2% 100%
2007 °

Takahashi et al | QNRT MPB64 55,8% 100%
2007 °

Takahashi et al | WR-QNRT MPB64 95,8% 100%
2008 "

Dora et al NPCR Ag 65-kDa 50% 98,5%
2008

Rafi et al PCR 1S6110 76,4% 89,2%
2007 "

Desai et al PCR 1S6110 66,7% 100%
2006 %

Rafi et tal PCR 1S6110 98% 100%
2007 "’

Rafi et tal NPCR MPB64 91% 91%
2007 "’

Rafi et tal NPCR Ag 65-kDa 51% 92%
2007 "’

San Juan et al PCR 1S6110 65% 99%
2006 "

Kurkani et al PCR Ag 38-kDa 90% 100%
2005 "°

* - Casos avaliados somente em condig¢des laboratoriais

PCR — PCR convencional; RT-PCR — PCR em tempo real; NPCR — Nested PCR; QNRT- Quantitative

Nested Real-Time PCR; WR-QNRT — Wide Range Quantitative Nested PCR.

Tabela 2 — Ensaios com PCR realizados ap6s 2003.
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Certo estudo® conclui, inclusivamente, numa comparacdo custo-efic4cia, que a utilizacdo da
PCR para diagnostico de meningite tuberculosa ndo apresenta qualquer vantagem
relativamente a observacao directa por microscopia que, como se verificou num capitulo
anterior, apresenta uma sensibilidade muito reduzida (10 a 22%). No entanto, € reconhecido
por estes mesmos autores que a PCR pode ser de grande utilidade para a deteccdo de
quantidades reduzidas de bacilos quando é imperativo um diagnostico rapido, tal como na

meningite tuberculosa ou na TB pleural.

6a) Validacdo da técnica

A validacdo de qualquer tipo de exame auxiliar de diagnostico passivel de ser utilizado na
meningite tuberculosa, como a PCR, passa pela comparacdo dos resultados obtidos com um
método padrdo previamente estabelecido. E usual a utilizagio de meios de cultura apropriados
para M. tuberculosis para este efeito, extrapolando-se entdo a sensibilidade, especificidade e

consequente utilidade da técnica em estudo.

As amostras biologicas colhidas para ensaios com a utilizacdo da PCR séo provenientes de
doentes com infeccdo por M. tuberculosis suspeita ou confirmada. Uma vez que estas ndo sdo
todas provenientes de doentes com infec¢do confirmada, a probabilidade de que o bacilo
esteja presente em todas as amostras é baixa,® impossibilitando o estabelecimento de um
método padrdo fidvel. Este, e outros factores, tornam a utilizacdo da cultura para estes fins
pouco segura, uma vez que a sensibilidade desta pode variar entre 38-88%"% 370 Ha,

inclusive, estudos em que a PCR apresentou uma sensibilidade superior a cultura, enquanto

método padréo.®

Apesar da sua baixa sensibilidade, a cultura de Mycobacterium tuberculosis ¢ o método

83,84

globalmente aceite enquanto método padrdo™"", por se tratar do Gnico exame com capacidade

de detectar bacilos viaveis e, consequentemente, potenciais causadores de patologia.’* 884
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Pelas razdes enunciadas, apesar de ndo ser pratica corrente da maioria dos estudos revistos, ha
autores que concluem ndo existir um método padrdo Unico fidvel, sugerindo a associagédo de
metodologias como a clinica, a imagiologia, resultados bioquimicos e observacéo directa apos
coloracdo com Ziehl-Neelsen do LCR para sugerir uma etiologia tuberculosa e s6 entdo

validar um método padréo.®

6b) Sequéncias alvo do genoma

Dentro das técnicas utilizadas para a realizacdo da Polymerase Chain Reaction (PCR), vérias
sequéncias do genoma do Mycobacterium tuberculosis, enquanto alvos de amplificacdo, tém
sido testadas. As mais frequentemente estudadas na literatura internacional sdo, sem duvida,
regides da sequéncia de repeticdo 1S6110 e da sequéncia codificadora da proteina MPB64,
existindo ainda referéncias para sequéncias codificadoras dos antigénios 65 kDa e 38 kDa e
para a sequéncia de repeticdo TRC4. No entanto, hd poucos estudos a comparar a
sensibilidade e especificidade da amplificacdo de varios destes genes nas mesmas amostras

clinicas.”
- 1S6110

Esta regido do genoma do MB consiste numa sequéncia de repeticdo presente num elevado

nGmero de estirpes.** E o alvo preferencial em varios estudos.

Ainda que a amplificacdo deste elemento resulte num aumento da sensibilidade da PCR no
diagnostico de TB e, consequentemente, meningite tuberculosa, reconhece-se a existéncia de
estirpes de Mycobacterium tuberculosis sem qualquer cépia deste’®, com 40% a conterem

somente uma copia e 4% nos quais a regiao n&o esta presente.®

Contudo, ha poucos relatos destas estirpes, pelo que € pouco provavel que os falsos negativos

possam ser atribuidos a estirpes com falta deste elemento.”
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Nesse mesmo sentido, alguns autores recorreram a informacéo preliminar, do ponto de vista
epidemioldgico, no sentido de excluir a presenca destas estirpes na area geografica da

populacdo onde os ensaios seriam realizados.”
- MPB64

Sabe-se actualmente que Mycobacterium tuberculosis pode secretar mais de 33 diferentes
tipos de proteinas,® sendo MPB64, uma proteina de 24-kD, uma das predominantes. Este
antigénio foi encontrado apenas no fluido de culturas de estirpes do complexo M. tuberculosis

e em alguns substratos de M. bovis, tendo mostrado potencial para uso diagnéstico.®’

Assim, o elemento de insercdo MPB64 tem sido relatado como altamente especifico para o
complexo do M. tuberculosis.” Quando testado comparativamente com os fragmentos 156110

e 65kDa HSP, resultou em menos falsos positivos.”
- TRC,

Trata-se de um elemento repetitivo conservado com especificidade para o complexo
Mycobacterium tuberculosis. Os primers direccionados para esta sequéncia geralmente
amplificam um fragmento de 173 pb localizado na zona de leitura aberta Rv0697 no genoma

da bactéria.®

6¢) As diferentes técnicas de PCR

Uma grande limitacdo dos estudos realizados é a dificuldade na comparagdo entre 0s
protocolos das diferentes técnicas de PCR utilizadas, desde a extraccdo do ADN até a

realizacdo da amplificacdo da regido seleccionada.

N&o existe um método padrdo fiavel como identificativo de todos os individuos nos quais a

presenca de Mycobacterium tuberculosis provoca a doenca. Como tal, a cultura do
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microrganismo em meio apropriado (ex. Lowestein-Jensen) é geralmente tido como método
padrdo, utilizando-se este para estabelecer a sensibilidade e especificidade da maioria das
técnicas em estudo. A possibilidade de um valor baixo de sensibilidade da cultura
impossibilita a realizacdo de uma comparacdo eficaz entre as diferentes técnicas adoptadas ou
os diferentes alvos génicos seleccionados para amplificacdo. Para além disto, as condicdes
laboratoriais e as amostras para estudo ndo sdo uniformes, variando consoante a localizacéo

geografica e o laboratdrio, complicando a realizagdo de meta-analises.®*

Diferentes técnicas referidas tém sido utilizadas em vérios estudos no sentido de apurar qual a
que apresenta maior utilidade no diagnostico da meningite tuberculosa, como a PCR

convencional ou a “Nested” PCR entre outros.

Sabe-se que uma simples cépia de um gene corresponde a uma célula bacteriana.” ® Partindo

deste pressuposto, Takahaski el al’> ™ ™

, hos seus trabalhos, (explorados mais adiante)
focaram muita da sua atencdo na quantificacdo do namero de copias da amostra de LCR
colhida, de forma a determinar qual o nimero minimo de bactérias que os protocolos por eles

desenvolvidos necessitavam para obter um resultado positivo e consequente identificacdo de

M. tuberculosis nas amostras.

- Kits comerciais

Espera-se que a PCR seja mais sensivel e especifica que os restantes procedimentos de rotina

para diagnostico, apesar do seu custo elevado.®

Existem actualmente no mercado varios testes padronizados para a detec¢do do bacilo de
Koch em amostras bioldgicas. Destes, apenas 0 COBAS® AMPLICOR, da Roche Molecular
Systems, Inc., e 0 AMPLIFIED Mycobacterium Tuberculosis Direct (MTD) Test®, da Gene-

Probe Inc. foram aprovados pela Food and Drug Administration.?
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Os protocolos comerciais disponibilizados no mercado para o diagnostico de meningite
tuberculosa foram alvo de comparagéo com protocolos in-house por Pai M et al™, na meta-
analise referenciada, acabando os primeiros por obter resultados consistentes com elevada

especificidade (98%), mas com a sensibilidade a rondar apenas os 56%. (Figura 3)

Jonsson et al® concluiu que a “performance” de testes comerciais, ao utilizar o0 COBAS®
AMPLICOR, é decepcionante, com uma sensibilidade de 57,8% e uma especificidade de
98,6%. Recorrendo ao mesmo teste, Bonington et al® obteve resultados semelhantes

(sensibilidade de 60% e especificidade de 100%).

Lang et al relata uma sensibilidade de apenas 33% na utilizacdo do MTD® da Gene-Probe

Inc., mantendo-se uma elevada especificidade (100%).%

Ndo obstante essa questdo, a principal vantagem reside no facto de serem testes
estandardizado, passiveis de avaliacdo independentemente das condicBGes laboratoriais e
geograficas, sem que estas variaveis sejam um impedimento para a realizacdo de estudos
comparativos eficazes. Dai que os resultados constantes obtidos em diferentes estudos sejam

o principal ponto a favor destas metodologias.™

O maior componente do custo é a compra do kit de PCR. E possivel diminuir isto com a

utilizacdo de métodos in-house estandardizados.™

Independentemente do aumento de sensibilidade, que se perspectiva no futuro, para estes
testes, 0s seus custos elevados sdo um entrave para a sua aplicacdo nos paises em
desenvolvimento, regibes onde é indispensavel a existéncia de um método auxiliar de

diagndstico répido, fiavel e pouco dispendioso.’®

32



- Protocolos in-house

Comparativamente com os Kits comerciais, 0s protocolos in-house apresentaram um valor de
sensibilidade bastante superior (76%) e uma especificidade ligeiramente inferior (92%). No
entanto, estes resultados foram menos consistentes que 0s observados nos testes comerciais,

tendo Pai M et al™ verificado que estudos sem testes duplamente cegos estdo associados a

92 93
| |

melhores resultados. Para além disso, Noordhoek et al** e Stuffys e tal* apontam que as
condigdes laboratoriais desempenham um papel importante na discrepancia dos resultados,

assim como a excessiva variabilidade entre os protocolos.

- PCR convencional

Sendo o primeiro tipo de PCR desenvolvido, existem diversos estudos a avaliar a acuidade
desta técnica no diagnostico da meningite tuberculosa. No entanto, hd mais informacéo

relativamente a infeccdo doutros locais, nomeadamente pulmonar.
A execucdo desta técnica encontra-se descrita na introducdo do presente capitulo.

Bhigjee et al realizou um estudo comparativo entre diversas técnicas, obtendo uma
sensibilidade de 55,8% e uma especificidade de 87,5% com um protocolo de PCR
convencional. Utilizaram, como alvos de ampliacdo, as sequéncias 1S6110 e a codificadora de
MPB64, obtendo resultados semelhantes em ambos. No entanto, a utilizacdo de primers para
uma regido dentro da sequéncia de 1S6110 apenas positivou em um dos nove doentes

seleccionados como tendo meningite tuberculose definitiva.** (Tabela 2)

Utilizando também esta técnica, e tendo como alvo a sequéncia de repeticdo 1S6110, Sumi et
al, num estudo que procurou estabelecer uma analise comparativa entre a PCR e o Dot

Immunobinding assays (Dot-Iba), obteve uma sensibilidade de 75% nos doentes com

33



meningite tuberculosa comprovada e 40,5% nos com doenga provavel. A especificidade

atingiu os 100%, com todos os resultados nos grupos de controlo a serem negativos.*

Noutro estudo com um pequeno grupo (9 doentes), e desta vez escolhendo MPB64 como alvo
de amplificagdo, Takahashi et al estabeleceram uma sensibilidade de apenas 22,2% para a

PCR convencional e uma especificidade de 100%."

Kaneko et al, com uma PCR convencional seguida de hibridizacdo por Southern blot,
atingiram uma sensibilidade de 83%. Concluiram que os 3 a 4 dias necessarios para cada
ensaio sdo compensados pelo facto de ser uma técnica com menores custos econémicos e com

menos riscos de contaminacao que outras, como a NPCR.®

Folgueira et al realizaram uma técnica de PCR direccionada para um fragmento de 123 pb na
sequéncia de repeticao 1S6110, obtendo 100% de sensibilidade e 100% de especificidade num

estudo com 8 doentes. *

Narayana et al procuraram amplificar TRC4, um elemento de repeticdo conservado com
especificidade para o complexo Mycobacterium tuberculosis, e comparar estes resultados com
uma outra PCR convencional direccionada para 1S6110. A sensibilidade no teste utilizado
com o primeiro alvo atingiu os 91%, e uma especificidade de 76%. Por outro lado, os
resultados obtidos com o alvo mais frequentemente utilizado, 1S6110, foram de 81% para a
sensibilidade e 79% para a especificidade. Contrariamente a maioria dos estudos efectuados,
ndo estabeleceram a cultura do microrganismo como método padrdo, tendo atribuido a certeza

do diagnéstico a um conjunto de factores clinicos e laboratoriais.®®

Mais um estudo que obteve bons resultados foi o realizado por Rafi et al, que atingiu uma
sensibilidade de 100% e uma especificidade de 100%, utilizando uma PCR convencional que
teve como alvo de amplificagdo 1S6110. O ponto forte deste estudo foi a utilizacdo de um

namero elevado de doentes (677), com a atencdo de constatar que 90 dos mesmos estavam
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infectados por VIH. Para além disso, utilizaram um também elevado numero amostras de

LCR de doentes sem meningite tuberculosa (268) como controlo.”

Desai et al utilizaram um protocolo in-house para a realizagdo de uma PCR convencional,
tendo como alvo de amplificacdo um fragmento de 245 pb na sequéncia de repeticdo 1S6110,
através de primers INS, e obtiveram resultados dispares para a mesma técnica e amostras
quando alteraram o processo de extraccdo e purificacdo do ADN. Assim, conseguiram obter
uma sensibilidade de 66,7% aquando da extracgdo com o protocolo QiAmp, e outro valor
ligeiramente inferior (50%), aquando da extraccdo com o protocolo com CTAB. Foi um
estudo realizado com 30 doentes com meningite tuberculosa confirmada ou provavel e 27

doentes sem esta infecgdo para controlo.”

Um estudo que procurou comparar trés técnicas diferentes de PCR com diferentes alvos
(1IS6110 com PCR convencional, MPB-64 e Antigénio 14 kDa com NPCR), atribuiu o0s
melhores resultados a PCR convencional, com uma sensibilidade de 98% e uma
especificidade de 100% quando comparados com o método padréo. Neste estudo avaliaram as
técnicas em 176 amostras de LCR, onde 46 eram de casos confirmados de meningite
tuberculosa por cultura e 56 eram de casos suspeitos onde a cultura tinha tido resultados
negativos. Para além dos resultados comparativos com 0 método padréo, esta técnica de PCR
conseguiu detectar a presenca de ADN de Mycobacterium tuberculosis em 86% dos doentes
em que o diagndéstico foi sugerido pela clinica, e ndo pelas culturas, que eram negativas.
Apesar destes resultados a PCR para 1S6110 foi inferior a MPB-64 no que diz respeito a
avaliacdo da sensibilidade. Isto confirma a superioridade dos protocolos de NPCR sobre PCR
convencional no que diz respeito a avaliagdo da sensibilidade dos protocolos, devido ao

protocolo de 2 passos utilizados na NPCR. ”’
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Um estudo realizado por San Juan et al, no sentido de estabelecer um limiar de diagndstico
para uma técnica com doseamento do interferdo-gama, utilizou uma PCR convencional
direccionada para 1S6110. A sensibilidade obtida foi de 65%, com valores bastante baixos nas
amostras de doentes com culturas negativas (35%) - onde a carga bacilar no LCR ¢
supostamente menor® - e uma especificidade de 99,6%. No entanto, a utilizacdo simultanea
dos dois testes nas mesmas amostras obteve uma sensibilidade de 80% e uma especificidade
de 92,6%). O estudo comportou 127 doentes, 20 com meningite tuberculosa, 59 com
meningite de outra etiologia e 49 tinham LCR sem alterac6es (incluindo também individuos

infectados por VIH).”

Kulkarni et al utilizaram esta mesma técnica direccionada a sequéncia codificadora da
proteina 38 kDa, altamente especifica para o complexo Mycobacterium tuberculonsis. Os
resultados obtidos por estes autores, sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, foram
principalmente atribuidos pelos mesmos a hibridizacdo por Southern blot para deteccdo dos
resultados, em vez de recorrem ao bromido de etidio. Uma das principais vantagens deste
estudo foi a realizacdo de estudos duplamente cegos. No entanto, apenas consistiu em 30

amostras.”®

- “Nested” PCR

E uma técnica que consiste em dois passos de amplificacdo, com o objectivo de atingir maior
especificidade e sensibilidade da reaccdo. Na primeira fase ou passo de amplificagéo, o
segmento alvo do genoma é amplificado de forma abrangente, sendo copiadas inclusive
sequéncias localizadas fora deste. Apos isto, e, utilizando este produto, realiza-se a

amplificacdo somente da sequéncia alvo na segunda fase.®
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Fig. 4: Esquema de uma reaccdo de Nested PCR.

Liu et al®

especulam que a utilizacdo desta técnica promova um incremento da sensibilidade
na ordem das 1000 vezes quando comparado com a PCR convencional, valor previamente
concluido por Miyazaki et al®®, e confirmados neste seu estudo. Assim, a sensibilidade

atingida foi de 90,5%.

Dora el al utilizaram uma técnica de NPCR in-house que ndo havido sido anteriormente
validada, com primers direccionados a amplificacdo do gene codificador do antigénio 65-
kDa. A especificidade deste teste foi bastante elevada, atingindo os 98% e um valor preditivo
negativo de 97%. No entanto, a sensibilidade, reconhecidamente o maior problema das
técnicas de amplificacdo molecular, ficou-se pelos 50%, neste estudo que envolveu 148

doentes com meningite.

Caws et al optaram por uma NPCR com protocolo in-house cujo alvo de amplificagéo se situa
na sequéncia de repeticdo 1S6110, num estudo com 131 amostras de LCR de 131 doentes
diferentes. Ao comparem os resultados com o método padrdo, ou seja, a cultura, obtiveram

uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 94%.
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Scarpellini et al, num pequeno estudo com apenas 10 doentes, com primers também
direccionados para 1S6110, justificam a utilizacdo desta técnica com dois passos de
amplificacdo por tornar desnecessaria a hibridizacdo com sonda interna apds electroforese
com gel. Um pormenor interessante &€ que apresentam resultados que implicam terem

detectado 102 cfu/ml, ou seja, 0 ADN correspondente a apenas 2 micobactérias.”’

Martins et al utilizaram uma NPCR com primers direccionados para MPB64, num estudo em
que comparou a acuidade de diagndstico desta técnica na tuberculose pleural com a na
meningite tuberculosa. Utilizou como método padrdo a cultura de Mycobacterium
tuberculosis, obtendo uma sensibilidade de 70%, uma especificidade de 88%, um valor
preditivo positivo de 82% e um valor preditivo negativo de 80% no diagndstico de meningite

tuberculosa.®*

Brienze et al apresentaram, ao utilizar primers direccionados para MPB64, um estudo com
uma sensibilidade de 53%, valor inferior ao obtido pela cultura neste estudo, que obteve uma
sensibilidade de 54%. A semelhanca dos outros estudos, também envolveu uma populacdo
bastante reduzida. Um ponto bastante positivo deste estudo é que o diagnéstico nao foi
estabelecido apenas pelos resultados da cultura mas sim por todo um conjunto de elementos:
suspeicdo clinica e varios exames complementares de diagndstico, desde a analise bioquimica

do LCR até & microscopia.*®

Rafi et al, num estudo ja referido, direccionou duas técnicas de NPCR para MPB64 e para a
sequéncia codificadora do antigénio 65 kDa, excluindo qualquer possivel vantagem da
utilizacdo do ultimo no diagndstico da meningite tuberculosa. A especificidade foi alta em
ambas, com cada uma a apresentar apenas um resultado positivo nos grupos de controlo.
Contudo, a sensibilidade do primeiro situou-se nos 91%, ao passo que a do ultimo foi somente

51%. °

38



Como é reconhecido pela grande maioria dos autores, o principal problema da NPCR € a

questdo da contaminago, que ocorre com maior frequéncia em métodos mais especificos.®

|71 |88

No entanto, Takahashi et al’~ e Liu et al™ esclarecem que a boa pratica laboratorial pode
reduzir a incidéncia desta complicacdo (de 52,3% para 3,2%), sendo possivel obter resultados

bastante fiaveis.

- Real-Time PCR

A PCR em tempo real (Real-Time PCR; RT-PCR) combina a amplificacdo rapida de ADN
com fluorimetria e parece ser vantajosa quando comparada com a PCR convencional, como
verificou Bhigjee et al, num estudo comparativo realizado, onde obteve uma sensibilidade de

72,1% na RT-PCR e de apenas 55,8% na PCR convencional .*

O surgimento desta técnica permitiu a observacdo directa da reaccdo de amplificacdo, sem
necessidade de abrir os tubos onde esta se processa, sendo uma mais-valia na prevencao de

contaminaco.”?

No entanto, acaba por ser uma técnica dispendiosa, dificil de aplicar nos paises em

desenvolvimento, onde a tuberculose é endémica.

- ONRT

Takahashi et al desenvolveu uma nova técnica, “Quantitative Nested Real Time” (QNRT)
PCR, baseado na PCR TagMan®, da Applied Biosystems. Semelhante a NPCR, também
consiste em duas fases consecutivas de amplificacdo. No entanto, a principal alteracdo do
protocolo ocorre na conversao do segundo passo numa PCR em tempo real, permitindo assim

uma analise quantitativa.’>"

A principal e inovadora caracteristica desta nova técnica € a capacidade de calcular o nimero

inicial de copias de ADN de M. tuberculosis existentes nas amostras de LCR antes de serem
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submetidas a extraccéo e aos dois passos subsequentes de PCR.”* Estes autores calcularam o
nimero de copias iniciais do ADN de Mycobacterium tuberculosis atraves da taxa de
amplificacdo do controlo interno especifico. Utilizaram um “Plasmideo M” desenvolvido de
forma a ter a mesma amplificacdo e eficacia na deteccdo que o ADN de Mycobacterium
tuberculosis. Assim, este plasmideo foi formado a partir sequéncias aleatérias de nucledtidos
com um fragmento de MPT64 conhecido. Sabendo o numero inicial e final de cdpias dos
genes codificadores de MPB64 do plasmideo, e ainda o numero final de cépias de ADN de
Mycobacterium tuberculosis, facilmente chegaram a quantidade inicial de bactérias na

amostra.”

Assim, utilizando este método direccionado a sequéncia MPT64 do ADN de Mycobacterium
tuberculosis, obtiveram uma sensibilidade de 100% e uma especificidade também de 100%,
apesar de se ter tratado de um estudo bastante pequeno (9 doentes com meningite tuberculosa
e 20 doentes sem esta patologia). Para além disso, referem ter alcancado positividade no teste

com apenas uma bactéria na amostra.’®

Num outro estudo, os mesmos autores utilizaram uma PCR convencional, uma NPCR e a
QNRT, para avaliar a evolucéo clinica da doenca e a resposta ao tratamento, num estudo que

envolveu 8 doentes com 43 amostras de LCE.”

Concluiram que a NPCR e a QNRT eram eficazes na avaliacdo da evolucdo dos doentes.
Ambas obtiveram valores positivos em cerca de metade das amostras (51,2% para a NPCR e
55,8% para a QNRT) antes da terapéutica. Apds o inicio desta, verificaram que a melhoria do
estado clinico dos doentes se correlacionava directamente com a conversdo dos resultados da

NPCR e da QNRT de positivos em negativo.”
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A vantagem da utilizacdo da QNRT estabeleceu-se pela sua capacidade em quantificar os
patogenos. Uma diminuicdo do nimero de bacilos correspondeu a uma melhoria do estado

geral.”

O principal ponto fraco desta técnica é o de tanto o plasmideo M como o ADN do
Mycobacterium tuberculosis serem amplificados com dois pares de primers comuns. Isto leva
a dificuldade acrescida na amplificagdo de amostras paucibacilares pela consequente
interferéncia de um namero elevado de copias do controlador (plasmideo M). Para se obter
uma amplificagdo suficiente numa amostra onde o nimero de cépias de ADN é inferior a 100,
a primeira fase de amplificacdo da QNRT necessita de ser realizado num ndmero de ciclos

elevado (35 ciclos), ocorrendo sobre amplificacdo e instabilidade do plasmideo M.”

- WR-ONRT

Na sequéncia da dificuldade de utilizacdo da técnica explorada anteriormente para a correcta
quantificacdo em amostras com baixo nimero de bacilos, Takahashi et al desenvolveu um
novo controlador interno para utilizar como calibrador, convertendo a QNRT na “Wide-

Range QNRT” (WR-QNRT) PCR."

Este novo calibrador consistiu no desenvolvimento do plasmideo NM, baseado no plasmideo
M utilizado na QNRT. Para isto, um total de 4 regibes deste plasmideo foram substituidos por
nucledtidos artificiais aleatérios, estabelecidos de forma a conter a mesma composicao de
nucleétidos que MPT64 do genoma “selvagem” da M. tuberculosis. Apds clonagem do
mesmo para se obterem 10° cépias, estas foram tidas como a nova forma de controlo da

técnica.”

As etapas de amplificacdo compreendem a utilizagdo de dois pares de primers externos na

primeira fase de amplificacdo, nos sentidos directo e reverso, WF1/WR1 e MF1/MR1. Os
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primeiros sdo especificos para o MPT64 do Mycobacterium tuberculosis “selvagem”, ao

passo que os (ltimos sio especificos para o plasmideo NM.™

No segundo passo, utilizam-se dois pares de primers internos nos sentidos directo e reverso,
TgMn-WF2/TgMn-WR2 e TgMn-MF2/TgMn-MR2, sendo os dois primeiros primers

especificos para 0 MPT64 selvagem e os Gltimos para os nucleétidos artificiais aleatérios.

Para além disto, dois tipos de sondas (TgMn-W-VIC e TqMn-M-FAM) sdo utilizadas. A
primeira etiquetada com uma tinta fluorescente VIC e especificamente acoplada ao MPT64
selvagem. A outra contém fluorescéncia por 6-carboxifluoresceina (FAM) e acopla-se

especificamente aos nucleétidos artificiais aleatorios do plasmideo NM. "

A diferenca no protocolo presente relativamente ao da QNRT, é que neste, a realizacdo das
duas fases de amplificacdo decorre com pares de primers comuns WF1 e WR1 no primeiro
passo e TqMn-Wf2 e TgqMn-WR2 no segundo passo tanto para o ADN de M. tuberculosis
como para o plasmideo M, enquanto controlador. Dois tipos de sondas, TqMn-W-VIC e
TgMn-M-FAM sdo de seguida adicionados para a deteccdo de ADN Mycobacterium

tuberculosis e para o plasmideo M."

A alteracdo no protocolo e consequente desenvolvimento desta nova técnica alargou o

espectro de detecgdo, conseguindo detectar um niimero de ADN entre 1 e 10°.”

Com este novo controlador, procura-se nao existirem interferéncias entre o plasmideo NM e o
nimero de copias do ADN de Mycobacterium tuberculosis, uma vez que sSd0 necessarios
menos ciclos (25 ciclos) de amplificacdo que na QNRT na detec¢do de pequenas quantidades

de ADN."

Os resultados obtidos aquando da utilizacdo da WR-QNRT por Takahashi et al na aplicacdo

clinica sdo equivalentes a QNRT em termos de sensibilidade (95.8%) e especificidade
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(100%). No entanto, no numero de coépias calculado pela QNRT verificou-se a influéncia
desfavoravel da sobre-amplificacdo e consequente instabilidade do plasmideo M enquanto
controlador interno, tal como tinha sido demonstrado num ensaio laboratorial prévio com

amostras manipuladas.”

No mesmo estudo, o nimero de cdpias apresentou variagfes significativas, do ponto de vista
estatistico, durante o curso do tratamento dos 10 doentes. Para além disto, alteracdes no
namero de copias do ADN de M. tuberculosis correlacionaram-se com a condigéo clinica do

doente e a resposta & terapéutica.”

A principal vantagem da utilizacdo deste teste na evolucédo clinica, defendida pelos autores,
baseia-se na sua capacidade de deteccdo precisa do nimero de cépias de ADN, mesmo
guando presentes num ndmero muito reduzido. Contudo, 0 nimero de cdpias calculadas pode
ndo corresponder ao numero de bactérias viaveis, podendo estar presentes bacilos nédo

causadores da patologia. ™

6d) PCR na avaliacdo do prognéstico

Né&o se tratando de uma questdo fulcral a ser abordada na realizacdo deste trabalho, serve o
presente espaco para indicar que a utilizacdo da PCR na evolucao clinica encontra-se limitada,
uma vez que as principais complicagdes da meningite tuberculosa, como a presenca de
hidrocéfalo ou vasculopatia, ndo sdo dependentes de proteinas ou ADN da micobactérias, mas

antes da reac¢do imunolégica do hospedeiro.”” %

6e) A baixa sensibilidade da PCR

A baixa sensibilidade permanece o principal entrave a sua aplicabilidade, tendo os diferentes

autores apresentado justificacdes para estes resultados.
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A avaliacdo da especificidade, ou seja, a percentagem de resultados negativos obtidos em
amostras que nao contém os alvos de amplificacdo desejados, é estabelecida pela utilizacéo da
técnica em estudo num grupo de controlo, nos quais nédo esta presente a patologia infecciosa
nem o agente patogénico em questdo. A inexisténcia da doenca ndo implica a total auséncia
de bacilos nos doentes, pelo que uma técnica pode amplificar fragmentos de ADN de

bactérias que n&o sio viaveis, prejudicando os valores de especificidade.”

O local de colheita de LCR pode ser importante, pois pressupde-se a existéncia de uma maior
quantidade de bacilos na base do cranio.** No entanto, tal n&o foi confirmado por Bhigjee et

al, para além de ser inviavel na pratica clinica.**

|31 IlOO

Bhigjee et al’~ e Nguyen et al™ atribuem a existéncia de falsos negativos a baixa quantidade
de Mycobacterium tuberculosis nas amostras de LCR. A paucibacilaridade das amostras é
também referida por Baran et al que, através um método dilucional, registaram um maior
nGmero de falsos negativos em amostras com menor concentracdo de bacilos.*® A terapéutica

anti-tuberculosa prévia pode também ter influéncia por esta raz&o.®®

Para além da carga bacilar presente numa amostra, a sensibilidade também pode ser afectada
pela presenca de inibidores da PCR contidos no LCR, a lise incompleta das micobactérias e a

distribuicao desigual dos microrganismos nos fluidos bioldgicos extraidos.™™

Pelos motivos acima referidos, € recomendada a extraccdo de volumes de LCR acima de 5

m L.34'45

A metodologia utilizada para a extraccdo e purificacio do ADN de M. tuberculosis para
amplificagdo pelas técnicas moleculares tem também sido referido como fundamental no

desempenho da PCR.
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Os metodos de extraccdo convencional, que consistem em fenol-cloroférmio e precipitacao

por etanol, sdo considerados por alguns autores® 7% 78

como inadequados no contexto clinico
da meningite tuberculosa pela sua morosidade e dificuldade de execuc¢do. Os kits comerciais
disponiveis podem ser insuficientes para a extraccdo de ADN de M. tuberculosis, com

Takahashi et al a sugerirem adicdo de ethachinmate ao ja referido para a extraccdo de

pequenas quantidades de ADN de forma mais eficaz e econémica.

Por outro lado, Folgueira et al**

relata resultados positivos com lise simples, evitando a
utilizacdo do fenol-cloroférmio, seguido de amplificacdo e hibridizagdo com uma sonda com
radiomarcador. Brienze et al comparou um protocolo de aquecimento simples a 95°C durante

15 minutos, com outro método comummente utilizado, o de xarope de silica, obtendo uma

eficacia equivalente em ambos.*®

Martins et al realizou um estudo com dois métodos de extrac¢cdo utilizados em paralelo:
aquecimento simples da amostra durante 10 minutos a 100°C ou digestdo do material génico
durante uma noite com proteinase K seguida de extraccdo por fenol-cloroférmio e

precipitacdo com etanol, no qual obteve os melhores resultados.*

Ja Desai et al comparou um método em que recorreu ao bromido de amonio hexadeciltrimetil
(CTAB), com o kit de extraccdo de ADN sanguineo QIAmp. A sensibilidade foi superior
neste ultimo (66,7%), com o primeiro a ficar-se pelos 50%. O CTAB é um detergente
conhecido por formar complexos com polissacarideos e proteinas, podendo assim auxiliar na
remocao de possiveis inibidores da PCR.? Rafi et al atingiu melhores resultados que o autor
anterior, com a conversdo dos resultados da PCR para valores positivos na maioria das
amostras previamente negativos com fenol-cloroférmio quando este foi substituido pelo

CTAB (dados néo fornecidos).”
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A utilizacdo da totalidade da amostra do LCR, e ndo apenas do precipitado formado apds
centrifugacdo pode revelar-se favoravel, especialmente em casos onde a maioria do ADN do
Mycobacterium tuberculosis se encontra presente no LCR como ADN livre, no sentido de

aumentar a sensibilidade do teste.”® ™®

No sentido de aumentar a sensibilidade da PCR, alguns autores debatem a possibilidade de
e - A : A 31, 76, 83, 85 ~ i an
amplificar véarias sequéncias alvo em simultaneo. Narayanan et al propde a utilizagdo
de mais que um teste de amplificacdo em simultaneo, ao obter melhores resultados com duas
técnicas convencionais de PCR, uma com 1S6110 e outra com TR4C como alvos génicos

(dados néo apresentados).®

Bonington et al obteve conclusdes semelhantes com kits comerciais, na comparacéo entre o
AMPLICOR® semi-automatico (sensibilidade de 17,5%) e o AMPLICOR® manual
(sensibilidade de 25%), sem haver predominancia, do ponto de vista estatistico, da
sensibilidade de uma das técnicas sob a outra. Quando utilizadas no mesmo ensaio, atingiram
uma sensibilidade global de 27,5%. & Tal como os autores anteriores, Rafi et al também
conclui que é possivel obter melhores resultados com a amplificacdo de duas sequéncias em
simultaneo, com uma NPCR direccionada a MPB64 a poder ser utilizada como coadjuvante

ao protocolo de PCR convencional com a sequéncia 1S6110.”

No entanto, ha autores que ndo obtiveram qualquer vantagem com a utilizacdo simultanea de

vérias sondas, desencorajando a utilizacdo de varios alvos no mesmo procedimento.®
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7) Concluséo/Discussao

A tuberculose mantém-se como um problema global de saiude a nivel mundial, com uma

incidéncia de 9,27 milhdes de casos em 2007.°

A tuberculose extrapulmonar é comum entre doentes infectados por VIH. Em alguns estudos,
foi registado a ocorréncia de tuberculose extrapulmonar — isoladamente ou em associagdo
com doenca pulmonar — em 40 a 60% dos casos em individuos co-infectados. As formas mais

comuns so a linfatica, a disseminada, a pleural e a pericéardica.’

Os doentes previamente infectados por VIH contribuem para uma maior disseminacdo da
doenca em individuos ndo infectados por VIH, e apresentam uma tendéncia cinco vezes

superior de desenvolver meningite tuberculosa.

A situacdo em Portugal permanece controlada, apesar de ainda existirem regides que foram
consideradas como locais de intervencdo prioritaria, como o Norte de Portugal, com especial
atencdo ao distrito do Porto. A infeccdo no nosso pais ocorre preferencialmente em
circunstancias semelhantes a outros paises com alto indice de desenvolvimento humano,
sendo uma patologia encontrada predominantemente nos grandes centros urbanos, devido a

emigracdo e & maior debilidade socioeconémica em grupos populacionais de risco.?

Ainda que possam existir algumas diferencas entre os doentes co-infectados por VIH e por M.
tuberculosis, comparativamente com os doentes infectados somente pelo Gltimo, estas

geralmente ndo s&@o significativas - quando presentes, sdo alteracbes possivelmente

relacionadas com o estado do sistema imunitario,**>% 063

Os resultados sdo contraditorios, com autores a sugerirem uma maior incidéncia de les6es de

H,28,33,55,60,61

massa em individuos co-infectados por VI enguanto outros sugerem que sera 0
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grupo dos néo infectados por VIH a demonstrar uma maior presenca destas complicacdes.®”

62, 63

Independentemente destas diferengas, a auséncia da infecgdo por VIH permite uma
abordagem diagnoéstica mais direccionada. Nos doentes infectados por VIH, hd um acréscimo
na probabilidade da infeccdo por M. tuberculosis se manifestar como doenca extrapulmonar

activa, com a possibilidade de acometimento simultaneo de varios 6rgéos™ 2

Para além disto, a presenca da infeccdo VIH pode complicar o diagndstico diferencial da
meningite tuberculosa pela incidéncia de outras infecgdes oportunistas neste contexto como,
por exemplo: pneumonia intersticial linfocitica ou bronquiectasias, no caso de afec¢éo
pulmonar; ou granulomas de toxoplasmose, no caso de alteracdo a nivel do sistema nervoso

central 1%

A deficiéncia imunitaria e uma maior dificuldade no diagnostico da infeccdo por M.

tuberculosis resulta numa taxa de mortalidade superior destes individuos.*®

As alteracdes encontradas nos diferentes grupos (com e sem infecgdo por VIH) podem ser
documentadas em exames imagioldgicos, ndo sendo, geralmente, relevantes para o

diagndstico.>> 6% 63

Tratando-se de uma infec¢do grave, em que o tempo de espera até ao inicio da terapéutica é
decisivo para o prognostico do doente, a inexisténcia de exames complementares com
resultados fiaveis pode ser comprometedora. Os métodos convencionais de diagnostico desta
patologia, como a clinica, a caracterizacdo do LCR e as culturas estdo associados a

sensibilidades bastante reduzidas."****'
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A clinica pode ndo ser tipica, com a auséncia de sinais ou sintomas importantes para a
caracterizacdo desta meningite crénica, como a auséncia de prodromos, sinais de irritagdo

meningea ou alteragdes neurolégicas distintivas."**

A caracterizacdo do LCR pode ser importante mas € frequente as quantificagdes bioquimicas

e celulares manterem-se inalteradas ou dentro de valores considerados normais. 12%3%

Mais recentemente, tem-se proposto o doseamento dos niveis de ADA, a semelhanca de
outros tipos de infeccdo por M. tuberculosis, como na tuberculose pleural. Trata-se de um

método rapido e facil de executar. %4/

Os resultados obtidos para este teste ndo sdo uniformes, principalmente pelas variagdes nos
protocolos consoante o ensaio clinico realizado. Os valores de sensibilidade variam consoante
0s autores — 57% e 70% para Corral et al*® e Cunha®®, respectivamente. Para estes autores, a
especificidade rondou os 90%. A sensibilidade pode ser aumentada com o estabelecimento de
um valor limiar para os niveis de ADA elevado, mas esta alteracdo resulta numa diminuicao

da especificidade do teste.*

O doseamento dos niveis de ADA deve ser considerado no diagndstico rapido da meningite
tuberculosa. Contudo, sdo ainda necessarios mais estudos acerca da utilidade deste teste no

diagnostico da referida enfermidade.

A cultura é, de momento, o Unico método pelo qual se pode quantificar a presenca de
bactérias viaveis numa amostra clinica. Como tal, é usual o seu uso como método padrdo, seja
na pratica clinica, seja nos ensaios para extrapolacdo de sensibilidade e especificidade de
outras técnicas de diagnostico na infeccdo por M. tuberculosis. Trata-se de um método padrdo
pouco fidvel, uma vez que a sua sensibilidade pode variar entre 38-88%.%* 2" 28 pPara além

disto, é uma técnica que tem um tempo de execucdo elevado (3 a 4 semanas), tornando-a
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incompativel com a pratica clinica na meningite tuberculosa. Espera-se que novos meios de

cultura tornem mais célere a obtencéo de resultados.”®

A observacgdo directa por microscopia de LCR tem a vantagem de ser uma técnica rapida,
barata e de facil execucdo. Contudo, é dos métodos auxiliares de diagnostico com uma

sensibilidade de somente 10-22%. 272

A utilizacdo de métodos direccionados a alvos imunologicos tem apresentado resultados
promissores para a realizacdo dos requisitos referidos. Técnicas como a “Dot-
Immunobinding-assay” tém apresentado sensibilidade entre os 60-90%, associadas a elevadas
especificidades. Deste modo, podem-se perspectivar como uma boa alternativa a explorar no

futuro.

A Polymerase Chain Reaction é um dos métodos que tém vindo a ser estudados para o
diagnostico rapido da meningite tuberculosa. Os diferentes estudos com este tipo de técnica
apresentam uma grande variabilidade de resultados, devido a utilizacdo da cultura para

método padrédo e da execugdo protocolos distintos.

Os estudos realizados com a utilizagéo de kits comerciais séo 0s que apresentam os resultados
mais concordantes, com sensibilidades a rondar os 56-58% e especificidades entre os 98-
100%. Esta concordancia deve-se, principalmente, a realizacdo dos ensaios com protocolos
padronizados. Apesar de se perspectivar um incremento da sensibilidade no futuro, os
elevados custos de aquisicdo serdo sempre um impedimento a utilizacdo destes nas zonas
onde sdo mais necessarios, ou seja, nos paises em vias de desenvolvimento. Ja os protocolos
in-house apresentam grande variabilidade de resultados consoante o autor e o estudo. A meta-
analise realizada por Pai M. et al™ atribuiu uma sensibilidade global de 76% e uma

especificidade de 92% a este tipo de protocolos. Curiosamente, os valores de sensibilidade
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mais elevados eram geralmente encontrados em estudos sem testes duplamente cegos ou

noutros em que esta condi¢cdo ndo era revelada.

O LCR pode conter inibidores da PCR, cujos constituintes ainda ndo foram bem
caracterizados.’® A lise incompleta das micobactérias e a distribuicio desigual dos

microrganismos nos fluidos biolégicos extraidos também pode prejudicar a sensibilidade.3**

Por estes motivos, e pela natureza paucibacilar das amostras, recomenda-se uma colheita de

um volume de LCR superior a 5 mL.3**

A propria questdo da escolha do alvo do genoma de M. tuberculosis para a amplificacdo acaba
ndo ser clara a presente data. Qualquer que seja a sequéncia escolhida para este efeito, ha
sempre varios considerandos a fazer, como o facto de estas ndo estarem presentes em todas as
estirpes da micobactéria. Também esta variavel acaba por contribuir para a tdo elevada
heterogeneidade dos dados apresentados. Mesmo utilizando a mesma técnica de PCR
direccionada ao mesmo alvo génico, os resultados continuam a ndo ser coerentes, variando
consoante o autor. De qualquer forma, e ainda neste tema, parece ser uma boa pratica a
amplificacdo de mais do que uma sequéncia ha mesma amostra pois aumenta a probabilidade

de pelo menos uma das sequéncias estar presente, mas com incremento nos custos.

No que diz respeito as diferentes técnicas de PCR, existe disparidade de resultados consoante
a técnica utilizada. A PCR convencional é a técnica mais estudada. Alguns autores

consideram-na a técnica mais fiavel.”®

Outros ha que consideram que a sensibilidade pode
atingir um valor 1000 vezes mais elevados com a utilizacdo da Nested PCR.2! De qualquer
forma, esta Ultima técnica tera sempre a desvantagem de necessitar de um espaco laboratorial

e condi¢Oes técnicas mais aprimoradas, por comportar um risco aumentado de contaminagéo

das amostras.
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A RT-PCR ainda ndo foi devidamente explorada no contexto da meningite tuberculosa. A
principal vantagem desta técnica aparenta ser a possibilidade da observacdo directa dos
resultados da reaccdo, evitando a abertura dos tubos de reaccdo e, consequentemente,
diminuindo a possibilidade de contaminacdo.”” Devido a esta mais-valia da RT-PCR,
Takahashi et al desenvolveu a QNRT e a WR-QNRT, obtendo uma sensibilidade de 51% para
a primeira’® e 95,8% para a segunda.”® A principal vantagem destes dois novos procedimentos
foi a possibilidade de se poder quantificar o numero de bacilos presentes nas amostras de

LCR 72,73

A PCR pode oferecer, independentemente da técnica utilizada, resultados com elevada
especificidade mas sensibilidade relativamente baixa. Prevalece a vantagem da obtencéo
répida de resultados. A maioria dos estudos revistos na literatura internacional apresentam um
namero de doentes bastante reduzido (<20), o que contribui para a indefinicdo do papel da

PCR no diagnéstico da meningite tuberculosa em doentes com e sem infec¢édo por VIH.

A amplificacdo do acido nucleico complementa mas ndo substitui o julgamento clinico,
microscopia directa e cultura de M. tuberculosis no diagnéstico de meningite tuberculosa. E
necessario um elevado indice de suspeicdo baseada na clinica, no contexto epidemiolégico do

local de origem do doente e na possibilidade da infecgéo por VIH.

A existéncia de tuberculose em localizacdo extrapulmonar corresponde a doenca definidora de
SIDA, pelo que a presenca de infeccdo por VIH deve ser excluida. A partir dai, a utilizagdo de
métodos como a analise e caracterizacdo do LCR ou a imagiologia podem fornecer indicios

importantes, e a PCR pode ser Gtil como método rapido de diagnéstico.

A PCR ¢é um exame auxiliar de diagndstico rapido, simples, altamente especifico, mas com

baixa sensibilidade e custo elevado.

52



As suas principais limitacbes sdo a necessidade de elevadas quantidades de ADN
micobacteriano e a sua incapacidade para distinguir microrganismos viaveis. No entanto, a
facilidade de execucdo desta técnica e a rapidez na obtencdo de resultados constituem-se

como vantagens adicionais a clinica e cultura no diagnéstico de meningite tuberculosa.

O papel da PCR no diagnostico da meningite tuberculosa permanece incerto. S0 necessarios
mais estudos, com um ndmero de doentes superior, € com uma técnica in-house com um
protocolo estandardizado. Apesar das suas limitacfes, a PCR deve ser executada por rotina, 0
que acontece ja em muitos centros, uma vez que, na presenca de uma suspeicdo clinica
fundamentada, um resultado positivo é altamente sugestivo de etiologia tuberculosa da

meningite.
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