UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
MEDICA

BRAULIO MATIAS DE CARVALHO

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E PERFIL DE RESISTENCIA
AS DROGAS ANTI-TUBERCULOSE EM PACIENTES CO-
INFECTADOS COM MICOBACTERIAS E HIV EM
HOSPITAL DE REFERENCIA EM FORTALEZA, CEARA.

FORTALEZA-CE
2007



BRAULIO MATIAS DE CARVALHO

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E PERFIL DE RESISTENCIA AS DROGAS ANTI-
TUBERCULOSE EM PACIENTES CO-INFECTADOS COM MICOBACTERIAS E HIV EM
HOSPITAL DE REFERENCIA EM FORTALEZA, CEARA.

Dissertacdo submetida a Coordenacao do Curso de
Pos-graduacdo em  Microbiologia Médica, do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, da
Universidade Federal do Ceard como requisito parcial
para obtengdo do grau de mestre em Microbiologia
Meédica.

Orientador: Prof. Dr. Thalles Barbosa Grangeiro

FORTALEZA
2007



C321e Carvaho, Braulio Matias de
Estudo epidemioldgico e perfil de resisténcia as drogas anti-
tubercul ose em pacientes co-infectados com micobactérias e

HIV em hospital de referénciaem Fortaleza, CE/ Braulio
Matias de Carvalho. 2007.
163 f. :il.

Orientador: Prof. Dr. Thalles Barbosa Grangeiro

Dissertacdo (Mestrado)-Universidade Federal do Ceara
Faculdade de Medicina, Fortaleza, 2007.

1. HIV. 2. Mycobacterium tuberculosis. 3. Tuberculose. 4.
Fatores de Risco. 5. Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida.
I. Grangeiro, Thalles Barbosa (Orient.). Il. Titulo.

CDD 616.9792




BRAULIO MATIAS DE CARVALHO

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E PERFIL DE RESISTENCIA AS DROGAS ANTI-
TUBERCULOSE EM PACIENTES CO-INFECTADOS COM MICOBACTERIAS E HIV EM
HOSPITAL DE REFERENCIA EM FORTALEZA, CEARA.

BRAULIO MATIAS DE CARVALHO

Dissertacao submetida a Coordenacao do Curso de Pos-graduacao em Microbiologia Medica, do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Universidade Federal do Ceara como requisito

parcial para obtencao do grau de mestre em Microbiologia Medica.

Aprovado em: / /

%}AD RA:

Prof. Dr. Robertol da Jus Neto

!
@mp?lta%Sao José de Do€ngas Infe c&sas
/ N -
// P s [ —

Prof-Prr. Jotge LuisNobre Rodrigues”
dade de Medicina - Universidade Federal do Ceara

&@/@@@ 600 7ooeaiic ok o

Prof. Dra. ValétiaXGoes Ferreira Pinheiro
Faculdade de Medicina - Universidade Federal do Ceara

Profa. Dra. Cibele Barreto Mano de Carvalho (suplente)

PacuWe icina - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Tﬂs BarboSa Grangeiro (orientador)
Programa de Pos-graduagio e icrobiologia Médica - Universidade Federal do Ceara



A minha familia, pelos solidos ensinamentos e
pelo amor irrestrito, ao meu filho e & minha noiva
Keyla Harten, por serem luz e inspiragdo, e aos

sinceros amigos que acreditaram neste sonho.



AGRADECIMENTOS

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Ao Programa de Poés-graduacdo em Microbiologia Médica, representado pelos
professores e demais funciondrios, pela receptividade, pelos preciosos ensinamentos e pela
dedicagdo para a formagao cientifica dos seus alunos.

A Profa. Dra. Cristiane Cunha Frota, pela orientacdo e dedicagdo em todos os
momentos das pesquisas, pela atencdo, compreensdo e exemplos primordiais para a minha
formacao humana e profissional.

Ao meu orientador Prof. Dr. Thalles Barbosa Grangeiro, pelos ensinamentos, pela
orientagdo, pela atengdo e por me ensinar a arte da persisténcia, tdo essencial aos pesquisadores.

Ao Prof. André Jales Monteiro, pelos conselhos e ensinamentos estatisticos em nossas
longas conversas, e pela analise dos dados desta dissertagao.

A farmacéutica Creusa Lima Campelo, pela ajuda na realizagdo dos testes de
sensibilidade, pelo incentivo e por me transmitir todo seu amor e entusiasmo pelo trabalho para o
controle da tuberculose.

Ao Dr. Roberto da Justa Pires Neto, por ter incitado a realizagdo desta pesquisa e por
toda ajuda dispensada.

A farmacéutica Elicélia Alencar de Goes e a Maria Vania Freitas Gongalves pela
inestimavel colaborag¢do no processamento e cultivo das amostras.

A Dra. Silvia Cardoso Ledo ¢ & Dra. Maria Alice da Silva Teles, pelo treinamento
técnico para a realizagdo do PRA.

A todos do Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas que contribuiram para a
realizagdo deste trabalho.

Aos colegas mestrandos Mariana Moura F¢é, Jac6 Mesquita, Silvia Donato, Theodora
Thays Prado Arruda, Rafaela Peixoto de Aratjo, pela amizade e colaboragdo durante todos os
momentos do mestrado.

Aos amigos Alexandre Rocha Matos Junior, Jones Barbosa Lima, Tuana Oliveira
Correia, Cristiane Souza Bezerra e Francisca Monica Sousa Café pela amizade, pela

disponibilidade e pela ajuda técnica na realizag¢ao das etapas da identificacdo molecular.



“Quanto mais aumenta nosso conhecimento, mais evidente fica nossa ignorancia”.

(John Kennedy)



RESUMO

A infeccao pelo virus HIV e a TB estdo entre as principais causas de morte por agentes
infecciosos no mundo, aproximadamente 13 milhdes de pessoas estdo infectadas com ambos
agentes causadores. Os individuos infectados pelo HIV apresentam susceptibilidade aumentada
para tuberculose ativa, sendo a imunossupressao determinada pelo virus o principal fator de risco
para o desenvolvimento da doenca tuberculose. Este trabalho investigou o perfil de resisténcia do
Mycobacterium tuberculosis e os fatores epidemioldgicos relacionados ao desenvolvimento da
doenca em pacientes co-infectados pelo HIV atendidos no Hospital Sdo José de Doencas
Infecciosas (HSJ), o qual € referéncia em doengas infecciosas em Fortaleza, Estado do Ceara,
Brasil. Foram analisados, no periodo de julho de 2003 até junho de 2006, 208 pacientes com
diagnostico clinico e/ou laboratorial de micobacteriose ou tuberculose e infeccdo pelo HIV
atendidos no HSJ. Os pacientes co-infectados TB/HIV apresentavam idade superior aos pacientes
do grupo controle (média de 40 anos, p= 0,0025), tendo aproximadamente 4 anos a mais. O sexo
masculino apresentou maioria significante (80,8%, p= 0,0005) e teve risco 43,0% superior ao
sexo feminino de desenvolver TB. O risco de adquirir TB foi duas vezes maior nos pacientes com
escolaridade baixa, que representavam 85,9% dos pacientes (p=0,000). A histéria de contato
prévio com pacientes com TB e de tratamento prévio para TB foram considerados fatores de risco
para TB nesta populagdo. O nivel de imunossupressao foi maior nos pacientes co-infectados TB-
HIV com contagem média de linfocitos T CD4+ de 169 cels/mm? (p=0,000), assim como o
logaritmo da carga viral com média de 4,36 (p=0,0013). As formas clinicas mais freqiientes
foram: pulmonar (45,7%), extrapulmonar (28,4%) e disseminada (25,9%). Das amostras que
foram realizadas identificagdo, 81,2% foram identificadas como M. tuberculosis e 12,8% como
nao M. tuberculosis. A freqiiéncia de resisténcia a uma droga e multi-resisténcia foram iguais
(5,9%). Esses resultados fornecem informagdes importantes para o estabelecimento de estratégias

de politicas de satde publicas mais adequadas a nivel regional.

Palavras-chave: HIV. Mycobacterium tuberculosis. Tuberculose. Fatores de Risco. Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida.



ABSTRACT

The HIV infection and the tuberculosis (TB) are together the main causes of death for
infectious agents in the world, being approximately 13 million people infected with both
causative agents. The HIV-infected individuals show increased susceptibility for active
tuberculosis, being the imunosupression caused by the virus the main risk factor for the
development for active TB. This study investigated the profile of Mycobacterium tuberculosis
drug resistance and evaluated the factors related to the development of TB in HIV infected
patients who were treated at HSJ, which is a reference hospital in infectious diseases in Fortaleza,
Ceard, Brazil. During the period of July 2003 until June 2006, 208 patients with clinical and/or
laboratorial diagnosis of micobacteriosis or tuberculosis and infection for the HIV were taken
care in this hospital. The TB/HIV co-infected patients were older (average: 40 years, p= 0.0025)
than the control group, being approximately 4 years older. The majority of the patients were male
(80.8%, p= 0.0005) and they had shown a risk to develop TB of 43.0% greater compared to the
female sex. The risk to develop the TB disease was two times higher in the patients with lower
educational levels (less than eight years of schooling) and they represented 85.9% of the patients
(p=0.000). The history of previous contact with TB patients and previous treatment for TB were
also found to be risk factors for TB. The imunosupression level was higher in TB-HIV co-
infected patients being the CD4+ lymphocytes count average of 169 cells/mm *(p=0.000) and the
viral load logarithm average of 4,36 (p=0.0013). The clinical forms most frequents were
pulmonary (45.7%), extrapulmonary (28.4%) and disseminated (25.9%). Of the samples that
were submitted to identification, 81.2% were M. tuberculosis and 12.8% were not M.
tuberculosis. The resistance frequency to one drug and multi-resistance were the same (5.9%).
Overall, these observations are important for establishing political strategies of public health to

improve the conditions at the regional level.

Keywords: HIV. Mycobacterium tuberculosis. Tuberculosis. Risk Factors. Acquired

Immunodeficiency Syndrome.
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1 INTRODUCAO

A doenga tuberculose (TB) esta presente na populacdo humana desde a antiguidade.
Foram encontrados, em mumias egipcias datadas de 3000 anos atrds, sinais definitivos de
tuberculose (GTI, 2006). Da mesma forma, foram observados bacilos alcool-acido resistentes em
pulmdes de mumias do Peru datadas de aproximadamente 700 A.D. e, posteriormente, outros
casos de tuberculose foram observados em mumias da América do Sul (ALLISON; MENDOZA;
PEZZIA, 1973). A tuberculose, nos tempos de Hipocrates, era conhecida como “phthisis”, um
termo derivado da Grécia que significa “consumpg¢ao” (GTI, 1996; DANIEL; BATES; DOWNES,
1994). No século 19, a tuberculose tornou-se conhecida como ““a praga branca” e foi responsavel
por muitas mortes na Europa e nos Estados Unidos da América. Em 24 de mar¢o de 1882, Robert
Koch descreveu o bacilo da tuberculose, ainda hoje conhecido como ‘bacilo de Koch’ e também
demonstrou ser este o agente causador da tuberculose (KOCH, 1932). A partir de seus estudos e
da publicagdo, em 1884, dos “Postulados de Koch” marcou-se o inicio de importantes avangos na
pesquisa da tuberculose como a descoberta da caracteristica de alcool-acido resisténcia destes
organismos e a coloracdo de Ziehl-Neelsen, resultando no desenvolvimento de vérios métodos de
detec¢do da bactéria por microscopia, culturas in vitro e analise genomica, além do
desenvolvimento de medidas terap€uticas e preventivas eficazes. Posteriormente outras espécies
de micobactérias foram descobertas, sugerindo que o bacilo da tuberculose era um dos muitos
microrganismos do género.

O género Mycobacterium contém muitas espécies de patdogenos estritos e oportunistas
que acometem igualmente humanos e animais. Apesar da maioria dos membros do género ser
avirulenta para o homem, algumas espécies como os membros do complexo Mycobacterium
tuberculosis € o M. leprae sdao importantes patdgenos humanos (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT;
WALLACE JUNIOR, 2003; RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001).

1.1 O género Mycobacterium

O género Mycobacterium ¢ um dos mais antigos géneros definidos. Seu nome genérico
inicialmente designava um grupo de organismos que crescia como uma pelicula de bolor em
meios liquidos. Da ordem Actinomycetales, o género Mycobacterium & o Unico na familia

Micobacteriaceae (WAYNE, 1986).
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O género pode ser classificado, de acordo com o seu potencial patogénico para
humanos, em patogénicas estritas, patogénicas oportunistas e raramente patogénicas (RASTOGI;
LEGRAND; SOLA, 2001). Uma divisdo natural existe em relagdo as caracteristicas de
crescimento sob condi¢des ideais in vitro, separando-o em espécies de crescimento lento e de
crescimento rapido. As espécies de crescimento lento usualmente t€ém tempo de geragdao de
aproximadamente 24 horas e requerem mais de 7 dias para formarem colonias enquanto que as
espécies de crescimento rapido tém tempo de geracdo de 3 a 4 horas e as col6nias sdo
evidenciadas em menos de 7 dias (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2003).
Por razdes praticas, as micobactérias sdo diferenciadas entre dois grupos: o complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e ‘mycobacteria other than the M. tuberculosis complex’
(MOTT ou NTM). O complexo tuberculosis ¢ composto por 5 espécies que sdo agrupadas em
razdo de suas propriedades bioquimicas e homologia gendmica (>95% DNA-DNA): M.
tuberculosis, que € responsavel pela tuberculose humana; M. bovis, que predominantemente causa
tuberculose em bovinos, mas também causa doenca em outros animais inclusive humanos; M.
africanum, que causa tuberculose humana e ¢ essencialmente limitado a Africa; M. microti, que é
um patdgeno raro de roedores e pequenos mamiferos e que recentemente foi identificado como
causador de doenca em humanos imunocomprometidos (VAN SOOLINGER et al., 1998) e M.
canettii (VAN EMBDEN et al., 2000). Recentemente algumas subespécies tém sido propostas: M.
caprae (ARANAZ et al., 2003; ARANAZ et al., 1999) e M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003).

1.2 Caracteristicas e estrutura das micobactérias

As micobactérias sdo definidas como bactérias aerdbias, alcool-acido resistentes, ndo
formadoras de esporos, imdveis, levemente curvas ou retas, medindo 0,2 a 0,6pum por 1,0 a 10um.
A morfologia das colOnias varia entre as espécies, apresentando-se de lisas a rugosas, de nao-
pigmentadas a pigmentadas (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2003). As
bactérias sdo classificadas no género Mycobacterium com base na sua caracteristica de alcool-
acido resisténcia e na presenca de acidos micdlicos de alto peso molecular em sua parede celular.
O DNA das espécies de micobactérias contém alto teor de bases nitrogenadas citosina e guanina
(C + G) com taxas entre 62 mol % a 70 mol % (RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001), excecao
feita pelo M. leprae que contém 56% C + G (CLARK-CURTISS et al., 1985).
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Algumas propriedades especificas do género como a alcool-acido resisténcia, seu
tempo de crescimento, a resisténcia a detergentes e aos antimicrobianos além de sua capacidade de
sobrevivéncia intracelular em macrdéfagos sdo determinadas pelo envelope bacteriano que tem
superficie hidrofobica (BARRY, 2001). Conforme mostrado na figura 1, o envelope ¢ constituido
de uma membrana plasmaética, que ¢ aparentemente semelhante a membrana plasmatica de outras
bactérias, circundada por uma complexa parede de carboidratos e lipidios que, por sua vez, ¢
circundada por uma cépsula de polissacarideos, como o lipoarabinomanan e lipooligossacarideos
derivados da manose, proteinas e, relativamente, pequena quantidade de lipidios (DAFFE;
DRAPER, 1998). A capsula ¢ visualizada através de microscopia eletronica como uma zona
eletro-transparente principalmente nas espécies patogénicas, como M. tuberculosis € M avium, ¢
estd ausente nas ndo-patogénicas, como o M. smegmatis (RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001).
A parede celular ¢ composta por um esqueleto de peptidoglicano covalentemente ligado com
moléculas de acido arabinogalactano-micolato associado a uma cobertura de variados lipidios
livres e polipeptideos (DAFFE; DRAPER, 1998; BRENNAN; DRAPER, 1994). Os acido
micolicos sdo acidos graxos a-alquil B-hidroxi de cadeias longas e de alto peso molecular,
produzidas por todas as micobactérias, constituindo 40-60% do peso do envelope bacteriano
(DUBNAU et al., 2000). Esses acidos micoélicos juntos com os lipidios livres conferem a parede
celular uma barreira de permeabilidade hidrofobica (BRENNAN; DRAPER, 1994). A membrana
plasmatica possui uma estrutura basica que nao difere das outras membranas plasmaticas de outras
bactérias: lipidios polares, principalmente fosfolipidios agrupados, em associa¢do com proteinas,
formando uma bi-camada lipidica (DAFFE; DRAPER, 1998).

Tem sido descrito que varios constituintes da parede celular, como os dcidos micoélicos,
lipoproteinas e arabinogalactatanos, sdo intensamente antigénicos e sdo primordiais para a
patogenicidade do M. tuberculosis (RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001; DUBNAU et al., 2000;
DAFFE; DRAPER, 1998).
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Figura 1- Estrutura da parede celular das micobactérias.
Fonte: (DUCATI et al., 2006).

1.3 Patogénese e resposta imune as micobactérias
1.3.1 Resposta imune inata

A rota de entrada no corpo do M. tuberculosis €, usualmente, via trato respiratorio,
através da inalacdo de bactérias aerosolizadas em pequenas goticulas de tamanho suficiente (1 a
2um) para permitir a passagem aos bronquiolos e alvéolos. Entretanto, a maioria dos bacilos
inalados fica depositada no epitélio do trato respiratorio superior onde sdo expelidos através da
atividade mucociliar (FITZGERALD; HAAS, 2005; HINGLEY-WILSON;
SAMBANDAMURTHY; JACOBS, 2003; FROTA, 2002). Apds a entrada no pulmao, os bacilos
sao fagocitados pelos macrofagos alveolares e células dendriticas, e, ou sdo mortos, ou
sobrevivem para iniciar infec¢do (KUAFMANN, 2005; FENTON; VERMEULEN, 1996). O
contato inicial entre o bacilo e o macrofago ¢ mediado por uma gama de receptores, como
receptores de complemento (FERGUSON et al., 2004), receptor de manose (KANG et al., 2005),
ICAM-3 (CAMBI; KOOPMAN; FIGDOR, 2005), DC-SIGN (GEUUTENBEEK et al., 2003) e
colesterol da membrana plasmatica (CHASTELLIER; THILO, 2006). A infec¢do dos macréfagos
induz um amplo espectro de defesas do hospedeiro, abrangendo a imunidade inata e adquirida.
Alguns componentes da parede celular como o lipomanam, o lipoarabinomanam, a lipoproteina
19-kDa e o fosfatidilinositol, ativam macréfagos e células dendriticas através dos receptores Toll-

like (TLR) TLR2 e TLR4 (TJARNLUND et al., 2006; QUESNIAUX ef al., 2004; GILLERON;
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QUESNIAUX; PUZO, 2003; THOMA-USZYNSKI et al., 2001 ¢ UNDERHILL et al., 1999)
induzindo a produgdo de peptideos antimicrobianos e citocinas proinflamatérias através da
ativacao do fator nuclear (NF-kB) e MAP-kinase (SALGAME, 2005; REILING et al., 2002;
STENGER; MODLIN, 2002 e MEANS et al., 1999). O exsudato contendo fatores quimiotaticos
atrai monocitos, linfocitos e neutrofilos circulantes para o sitio da infec¢dao. Essa migragdao de
linfoécitos € mondcitos podera levar a formacdo de um granuloma para a contengdo do
microorganismo.

O M. tuberculosis pode sobreviver nos macrofagos interrompendo a maturacdo do
fagossomo, prevenindo sua destrui¢do por intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio e
sua degradacdo por enzimas lisossomicas (KAUFMANN, 2006). Alguns fatores estao
relacionados a inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo e conseqiiente deficiéncia de acidificagao
do fagossomo: exclusdo da bomba de prétons ATPase vacuolar (STURGILL-KOSZYCKI et al.,
1994), modulacao da proteina ligadora de calcio calmodulina (MALIK; IYER; KUSNER, 2001),
retencdo da proteina macrofagica TACO (tryptofan aspartate-containing coat) presente em
fagossomos infectados (PIETERS, 2001; FERRARI et al., 1999), exclusdo e retencao de GTPases
da familia Ras (VIA et al., 1997), além de algumas substancias micobacterianas como glutamina
sintetase e sulfatides (HARTH; HORWITZ, 1999; GOREN et al., 1976).

A infec¢do usualmente ndo determinara o desenvolvimento de doenga ativa porque a
resposta imune montada contra a infec¢do geralmente ¢ efetiva em conter o patogeno, apesar de
ndo elimind-lo. A tuberculose primdria resulta de um pequeno percentual das infeccdes,
provavelmente devido a uma deficiéncia na iniciagdo de uma resposta imune apropriada. Na
maioria dos casos de infeccao pelo M. tuberculosis, o individuo € assintomatico e nao bacilifero,
podendo permanecer neste estagio de laténcia clinica por toda sua vida. Entretanto, a reativagao de

uma infec¢do latente pode ocorrer devido a estados de imunodeficiéncia (FLYNN; CHAN, 2001).

1.3.2 Reposta imune adquirida

Como o M. tuberculosis ¢ um patdgeno intracelular, a imunidade protetora requer uma
resposta imune mediada por células ao invés de uma resposta imune humoral. Os macrofagos
infectados e as células dendriticas podem agir como células apresentadoras de antigeno,
sinalizando a presen¢a de micobactérias intracelulares através da expressdo de moléculas
derivadas desses patogenos na superficie celular utilizando as moléculas do complexo de

histocompatibilidade maior classe II (MHC-II) (FLYNN, 2004; HINGLEY-WILSON;
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SAMBANDAMURTHY; JACOBS, 2003). Estes sinais sao reconhecidos pelas células T CD4+.
As citocinas produzidas por macréfagos e células dendriticas, como IL-12 e IL-18, induzem o
desenvolvimento de células Thl a partir precursores virgens de células T CD4+ e também
estimulam a producdo de interferon gama (IFN-y) (O’GARRA; ARAIL 2000; BARNES;
MODLIN; ELLNER, 1994). Além disso, existem evidéncias que as células T CD8+ possam
contribuir para uma resposta imune adequada (KAUFMANN, 2005; TAN et al., 1997), apds o
reconhecimento de peptideos micobacterianos citoplasmaticos apresentados via MHC classe |
(BOOM et al., 2003).

As células T, uma vez ativadas, produzem IFN-y e IL-2 que ativam macrdéfagos
(KAUFMANN, 2006; FLYNN, 2004). Ademais, as cé¢lulas T também expressam atividades
microbicidas diretas através da acdo de perforinas e granulosinas (KAUFMANN, 2005, FLYNN;
CHAN, 2001).

Virias citocinas sdo secretadas por macrofagos e células dendriticas em resposta ao M.
tuberculosis. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) apresenta multiplas fungdes na resposta
imune contra o M. tuberculosis: atua como mediador da ativacdo de macrofagos, induz em
sinergismo com o IFN-y a expressdo da 6xido nitrico sintetase (NOS) além de ser importante na
formacao e manutengdo do granuloma (SCHLUGER, 2005; FLYNN, 2004; CHAN et al., 1992;
LIEW; LI, MILLOTT, 1990). A 1L-12 ¢ induzida apos a fagocitose do M. tuberculosis por
macrofagos e células dendriticas e direciona o desenvolvimento de uma resposta TH1 com
producdo de IFN-y (FLYNN, 2004; LADEL ef al., 1997). O IFN-y ¢ uma citocina primordial no
controle do bacilo da tuberculose por seu papel na ativagdo e recrutamento de macrofagos para a
morte de bactérias intracelulares e a formacdo do granuloma, respectivamente (FLYNN, 2004;
FLYNN; CHAN, 2001). Em contraste, a IL-10 ¢ considerada como anti-inflamatdria, pois possui
propriedades antagonicas a ativacdo macrofagica incluindo inibi¢do da producdo de IL-12 com

conseqiiente reducao da produgdo de IFN-y (FLYNN; CHAN, 2001).

1.4 Epidemiologia da tuberculose

A notificagdo de casos de tuberculose em paises industrializados declinou durante
quase todo o século XX devido a melhores condigdes socio-econdmicas da populagdo e,
possivelmente, devido ao isolamento dos pacientes em sanatorios. Esse declinio foi acelerado na
segunda metade do mesmo século pelo uso de quimioterapia efetiva (MAHER; RAVIGLIONE,

2005). A partir da metade dos anos 80, entretanto, alguns paises comecaram a notar uma reducgao
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no declinio das taxas de notificacdo e outros evidenciaram um aumento dessas taxas (MAHER;
RAVIGLIONE, 2005; DANIEL; BATES; DOWNES, 1994 ¢ RAVIGLIONE et al., 1993). Varios
fatores foram citados como causa para o recrudescimento da tuberculose. Dentre eles, os mais
importantes foram a desestruturacao da infra-estrutura de saude publica necessaria para o controle
da tuberculose, a imigragcdo de pessoas provenientes de paises de alta prevaléncia e o impacto da
epidemia de HIV (MAHER; RAVIGLIONE, 2005; RIEDER et al., 1994; BRUDNEY; DOBKIN,
1991).

Por conseqiiéncia, em 1993, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou a
tuberculose uma doenca de emergéncia global devido a escalada da epidemia e a urgente
necessidade de melhoria global no controle da tuberculose (WHO, 1994; WHO, 1993).

Atualmente, devido as limitagdes da notificagdo de tuberculose ¢ a dificuldade em
mensurar o numero de casos € mortes, a extensao da doenca tuberculosa tem de ser estimada. Em
2004, a OMS estimou, mundialmente, em 8,9 milhdes o nimero de casos novos de TB, com uma
taxa de incidéncia de 140 por 100.000 habitantes. Deste total, 3,9 milhdes tinham baciloscopia
positiva (62/100.000 habitantes). Estima-se ainda que 1,7 milhdes (27/100.000 habitantes) de
pessoas morreram de TB em 2004. Globalmente, em cinco das seis regides da OMS, o niimero de
casos novos de TB ficaram estaveis ou em queda, exceto na regido da Africa onde a incidéncia de
TB continua crescendo seguindo a epidemia de HIV. Além disso, mais de 80% dos casos novos
vivem na Africa Sub-Sahariana e Asia (WHO, 2006). A figura 2 mostra a estimativa de taxas de
incidéncia por paises em 2004.

No Brasil, no ano de 2004 foram notificados 79.365 casos de tuberculose, com
incidéncia de 23,5 casos por 100.000 habitantes. Entre os anos de 2004 e 2005, houve reducao na
taxa de incidéncia e de casos encerrados por abandono no pais (DATASUS, 2006).

No estado do Ceara, observou-se um aumento nas taxas de incidéncia entre os anos de
2004 e 2005, passando de 49,4 para 50,1 casos por 100.000 habitantes. Isso representou, em 2005,
um total de 4.059 casos de tuberculose notificados no estado, dos quais 61% eram baciliferos.
Neste mesmo ano, 95% dos municipios do estado apresentaram notificagdo de casos e somente

5% permaneceram silenciosos, sendo este siléncio decorrente de sub-notificacdes (SESA, 20006).
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Figura 2: Estimativa de taxas incidéncia de TB por paises em 2004. Fonte: WHO, 2006.

De forma geral, os paises em desenvolvimento sofrem mais o impacto da TB. Estima-
se que 95% dos casos novos e 98% das mortes por TB ocorrem em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (RAVIGLIONE; SNIDER; KOCHI, 1995). Além disso, a TB tem sido
responsavel por mais de 25% das mortes preveniveis nestes paises (MURRAY; STYBLO;
ROUILLON, 1990).

Portanto, as notificagdes e estimativas mundiais sugerem um regular declinio nos casos
de tuberculose em muitas regides exceto na Africa Sub-Sahariana e Asia. As razdes para a
persisténcia dessa elevada incidéncia incluem: 1) a pobreza e a cada vez maior divisdo irregular de
renda entre ricos e pobres; 2) o abandono prévio dos programas de controle de tuberculose; 3)
mudangas demograficas; e 4) o impacto da pandemia do HIV (MAHER; RAVIGLIONE, 2005;
RAVIGLIONE; LEULMO, 1996).

1.5 Estrutura gendomica do Mycobacterium tuberculosis
Em 1998, Cole et al. publicaram a seqiiéncia completa do genoma da cepa virulenta de

M. tuberculosis H37Rv. O genoma deste patdogeno consiste em uma seqiiéncia de 4.411.532 pares



26

de base, com alto conteudo de C + G representando 65,6% do genoma. O genoma ¢ rico em
seqliéncias de insergdes repetitivas. As principais repeticoes identificadas sdo a seqiiéncia de
insercdo IS6/10 e a seqiiéncia polimorfica rica em G + C (PGRS). Ademais, um Unico operon
RNA ribossomico, o rrnA, produz as moléculas funcionais de RNA e, distintamente das outras
bactérias de crescimento rapido que t€ém um ou mais operons proximos a origem de replicacao
(oriC) (PARKHILL et al. 2001), estéa localizado a 1.500 kilobases (kb) do oriC. O M. tuberculosis
H37Rv contém 56 copias de seqiiéncias de insercao (IS) pertencentes a diferentes familias. A mais
freqiiente ¢ a IS6710 com 16 copias no genoma (COLE et al., 1998; COLE, 1999).

Foram identificadas 3.924 regides abertas de leitura (open reading frames, ORF) no
genoma que correspondem a 91% do potencial da capacidade de codificacao. Entretanto, somente

40% das proteinas tém suas fun¢des conhecidas (COLE et al., 1998).

1.6 Métodos de identificacao de micobactérias
1.6.1 Identificacao fenotipica

As espécies de micobactérias sdo tradicionalmente diferenciadas com base na
velocidade de crescimento, temperatura de crescimento ideal, morfologia das colonias, producao
de pigmentos e crescimento na presenca de niacina e sorotipagem. Outras caracteristicas de
crescimento sdo uteis para a determinagdo da espécie, como a habilidade de algumas espécies de
crescer em meios outros que nao o Lowenstein-Jensen (LJ), ou a habilidade de crescer na presenga
de inibidores como o acido p-nitrobenzoato (PNB) e hidrazida do &acido 2-tiofenocarboxilico
(TCH). Ademais, propriedades bioquimicas especificas sdo Uteis para a descriminagdo entre as
espécies, como, por exemplo, a presenga ou a auséncia de algumas enzimas como a urease,
arilsulfatase e catalase e/ou as caracteristicas especificas de cada enzima, como a termo-resisténcia
da catalase (VINCENT et al, 2003; RASTOGI; LEGRAND; SOLA, 2001). Os testes para

identificacdo de micobactérias estdo descritas nos anexos.

1.6.2 Analise de acidos micolicos

Os acidos micolicos sdo acidos graxos B- hidroxi com uma longa cadeia na posi¢do o e
sdo os principais componentes do notavel conteudo lipidico da parede celular micobacteriana. Eles
diferem no nuimero de atomos de carbonos, variando de 60 a 90 atomos, e na presenga de
diferentes grupos funcionais. Os padrdes de adcidos micolicos da parede celular geralmente variam

entre as espécies. Assim, a analise dos acidos micdlicos € 1til na identificacdo das micobactérias.
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Trés métodos diretos sao usados para a analise dos acidos micoélicos: cromatografia de camada
fina (TLC), cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e cromatografia gas-liquido (GLC)
(TORTOLI, 2003).

1.6.3 Identificacio genotipica

1.6.3.1. PCR e analise com endonucleases de restri¢cao

Um método extensivamente usado para a identificagdo de micobactérias ¢ o PRA
(PCR-restriction endonuclease analysis). Ele baseia-se em na amplificacdo do gene que codifica
uma proteina de choque térmico de 65-kDa, o Asp65, seguido por digestdo enzimatica com duas
endonucleases de restricao (BstEIl e Haelll) (TELENTI et al., 1993b). Os produtos da digestao
enzimatica, separados por eletroforese em gel de agarose, aparecem como bandas cujos padrdes
sdo usualmente espécies especificos. O hsp65 € altamente conservado entre as espécies de
micobactérias, no entanto apresenta regioes hipervariaveis cujas seqiiéncias podem ser usadas
para fins de identificagdo (RINGUET et al., 1999). O M. tuberculosis ¢ facilmente diferenciado
das NTM pelas caracteristicas de suas bandas na digestdo enzimatica com a Haelll. Entretanto,
os membros do MTBC ndo sdo discriminados pelo PRA enquanto que a maioria das NTM ¢
reconhecida por este método (VINCENT et al., 2003).

Outros alvos gendmicos t€m sido usados para o PRA. Eles incluem o gene rpoB que ¢
responsavel pela resisténcia a rifampicina, o gene dnal e o ITS (Internal Transcribed Spacer)
16S-23S rRNA (PARK et al., 2000; KIM et al., 1999; TAKEWAKI et al., 1994).

As vantagens do PRA sdo: a identificacdo ¢ independente da taxa de crescimento, os
equipamentos e reagentes sdo de baixo custo, a metodologia ¢ relativamente rapida e identifica a
maioria das espécies de micobactérias incluindo aquelas ndo identificadas por métodos

fenotipicos e HPLC (VINCENT et al., 2003).

1.6.3.2. Sondas de DNA

Algumas sondas de DNA estdo comercialmente disponiveis, todas apresentando
vantagens e restri¢des referentes a metodologia empregada. A AccuProbe® (GenProbe Inc., San
Diego, Calif) ¢ um conjunto com uma sonda de DNA baseado na deteccdo de rRNA especifico de

MTBC, MAC, M. kansasii e M. gordonae. O INNO-LiPA Mycobacteria (Innogenetics NV, Gent,
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Bélgica) baseia-se na técnica de hibridizagdo reversa na qual a sonda ¢ representada por um
amplicon 400-550 pb do ITS 16S-23S rRNA, o conjunto inclui sondas especificas para varias
espécies de micobactérias (LEAO et al., 2004).

1.6.3.3. Seqiienciamento de DNA

A disponibilidade de tecnologias de seqlienciamento de DNA constitui um grande
beneficio para a identificacdo de micobactérias. A identificagdo de ‘‘assinaturas” espécie-
especificas dentro das regides varidveis de genes altamente conservados permitiu o desenho de
protocolos simples baseados em amplificagdes seguidos de seqlienciamento do produto em
estudo. O polimorfismo de varios genes conservados tem sido investigado para a identifica¢dao de
micobactérias: o gene dnal (TAKEWAKI et al., 1994), o gene sod que codifica a superoxido
dismutase (ZOLG; PHILIPPI-SCHULZ, 1994), o gene gyrB codificante da girase subunidade B
(KASAIL EZAKI; HARAYAMA, 2000), o rpoB codificante da RNA polimerase (KIM et al.,
1999) e a seqiiéncia ITS 16S-23S (PARK ef al., 2000). No entanto, os alvos mais amplamente
usados sdo o gene Asp65 e o 16S rDNA (RINGUET ef al, 1999; ROGALL; FLOHR;
BOTTGER, 1990).

1.7 Tratamento da tuberculose

Até meados do século 20, ndo existia tratamento definitivo disponivel para TB. Antes
do desenvolvimento de drogas efetivas, 50% dos pacientes com TB pulmonar ativa morriam em 2
anos e somente 25% curavam-se (STYBLO, 1980). Em meados dos anos 40, com a
disponibilidade da estreptomicina, da isoniazida e do acido para-aminosalicilico (PAS), o
tratamento curativo tornou-se uma realidade (SHARMA; MOHAN, 2004).

Atualmente, 100% dos casos novos de tuberculose sdo praticamente curaveis, desde
que obedecidos os principios da moderna quimioterapia. De acordo com o Ministério da Saude
(2002) o emprego de uma associagdo medicamentosa adequada, com doses corretas ,por tempo
suficiente e com supervisdao da tomada dos medicamentos associados ao diagnostico precoce da
doenga sao os meios para evitar a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia as

drogas, assegurando, assim, a cura do paciente.
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Os antimicrobianos para tuberculose t€ém sido tradicionalmente classificados como:
drogas de primeira linha, que tém eficacia superior com toxicidade toleravel; e drogas de segunda
linha, que tém menor eficdcia ou maior toxicidade, ou ambos. Sdo consideradas drogas de
primeira linha: isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E) e estreptomicina
(S). As drogas de segunda linha sdo: quinolonas, linezolida, etionamida (Et), cicloserina,
amicacina, capreomicina, kanamicina, acido para-aminosalicilico, terizidona e tioacetazona
(WALLACE; GRIFFITH, 2005; HENN; JOHN, 2002).

Os agentes antituberculose de primeira linha, com exce¢do do etambutol, sdo
bactericidas. As atividades bactericidas antituberculose intra-cavitaria, intracelular € no foco
necrdtico fornecem as bases para a eficacia dos regimes de curta duragao. A combinacao de trés
agentes bactericidas ativos contra organismos intracelulares (isoniazida, rifampicina e
pirazinamida) ¢ fundamental para o regime atualmente recomendado de 6 meses de tratamento
(WALLACE; GRIFFITH, 2005).

As drogas com atividade antimicobacterianas apresentam diferentes mecanismos de
agdo, tais como: inibi¢do da sintese de acidos micolicos (isoniazida e etionamida), inibi¢do da
transcricdo ribossomica (rifampicina), acidificagdo do citoplasma (pirazinamida), inibi¢do da
sintese proté€ica (estreptomicina e amicacina) e inibicdo da DNA girase (fluoroquinolonas).

O Ministério da Saude do Brasil (2002), através do Programa Nacional de Controle da
Tuberculose, estabelece os regimes terapéuticos a serem utilizados no pais. A escolha do regime
de tratamento (Quadro 1) ¢ baseado na forma clinica e na classificacdo de cada caso em caso
novo, recidiva apds cura, recidiva apos abandono e faléncia dos esquemas anteriores. As
defini¢des de caso novo, recidiva apos cura, recidiva apds abandono e faléncia de esquema estao

descritos na se¢ao Materiais ¢ Métodos, sub-item “Outras defini¢oes”.

1.8 Tuberculose multirresistente

A tuberculose multirresistente as drogas (MDR-TB) ¢ um dos mais preocupantes
elementos da pandemia de resisténcia antimicrobiana porque os pacientes que falham ao
tratamento tém maior risco de morte (DYE et al., 2002 ¢ SHARMA et al., 1996). No Brasil, sdo
classificados como casos de MDR-TB os pacientes que apresentam bacilos com resisténcia mais
de duas drogas, incluindo entre elas a isoniazida e a rifampicina (MINISTERIO DA SAUDE,
2002).
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A resisténcia as drogas antituberculose pode ser classificada em primadria e secundaria.
A resisténcia primdria & aquela que estd presente antes do inicio do tratamento. Ela inclui a
resisténcia em cepas selvagens que nunca tiveram contato com as drogas e a resisténcia que ocorre
como resultado da exposicdo de uma cepa as drogas, mas em outro paciente. Resisténcia
secunddria ou adquirida indica a emergéncia de resisténcia em uma situacdo de prescri¢ao
inadequada ou ma aderéncia ao tratamento. Ela indica o desenvolvimento de resisténcia em cepas
previamente sensiveis as drogas durante tratamento antimicrobiano (FITZGERALD; HAAS, 2005
e SHARMA; MOHAN, 2004).

Quadro 1: Esquemas de tratamento de tuberculose indicados no Brasil.

Caso novo sem tratamento anterior ou caso novo com .
. Esquema I (Basico)
tratamento e cura ha mais de 5 anos.

Com tratamento anterior:
e Recidiva apos cura com Esquema I Esquema I-R (Reforgado)

e Retorno apds abandono do Esquema I

Tuberculose meningoencefalica Esquema II

Faléncia dos esquemas I ou I-R Esquema III

* Esquema I: RHZ por 2 meses + RH por 4 meses; esquema [-R = RHZE por 2 meses + RHE por
4 meses; ESQUEMA 1II: RHZ por 2 meses + RH por 7 meses; esquema III: SZEEt por 3 meses +
EEt por 9 meses. Abreviagdes: isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E),
estreptomicina (S) e etionamida (Et). Fonte: Ministério da Satide do Brasil, 2002.

Geralmente a resisténcia a drogas em espécies bacterianas ¢ mediada por plasmidios ou
transposons, todavia estes elementos moveis ndo estdo relacionados com a resisténcia a drogas em
M. tuberculosis (MARTIN et al., 1990). Ao invés destes elementos, a resisténcia em M.
tuberculosis € causada por mutacdes pontuais cromossomicas. Uma caracteristica importante
dessas mutagdes ¢ que elas ndo sdo vinculadas, o que faz com que a resisténcia a uma droga
usualmente ndo seja associada com resisténcia a outra droga (SHARMA; MOHAN, 2004). Assim,
o fendtipo de resisténcia a varias drogas ¢ causado pela acumulagcdo de mutagdes em diferentes

genes envolvidos em resisténcia.
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Em relagdo aos genes envolvidos na resisténcia, pode ocorrer mutacao de genes alvos
ou de genes relacionados com a conversao do precursor da droga (RAMASWAMY; MUSSER,
1998). Varios autores relatam os diferentes mecanismos de resisténcia de drogas
antimicobacterianas, incluindo muta¢des em katG (ZHANG; GARBE; YOUNG, 1993), inhA
(BASSO et al., 1998), kasA (LEE et al., 1999), rpoB (TELENTI et al., 1993a), pncA (MILLER et
al., 1995) e rpsL (FINKEN et al., 1993). O quadro 2 lista os mecanismos moleculares de
resisténcia as drogas (SHARMA; MOHAN, 2004).

Virios fatores tém sido implicados no desenvolvimento da MDR-TB como a pobreza,
cavitacdoes pulmonares, tratamento inadequado e incompleto, adesdo inadequada ao tratamento e
os fatores genéticos do hospedeiro. Entretanto, o fator mais fortemente associado com a presenga
de MDR-TB ¢ uma histéria prévia de tratamento de tuberculose (SHARMA; MOHAN, 2004;
BARROSO et al., 2003; ALRAJHI et al., 2002; SHARMA et al., 2003; ESPINAL et al., 2001;
TELZAK et al., 1999).

Quadro 2: Drogas antituberculose e os genes envolvidos em suas resisténcias. Fonte: SHARMA;

MOHAN, 2004.

Droga Gene(s) envolvido(s) na resisténcia a droga

Isoniazida Enoil acp redutase (inhA)
Catalase-peroxidase (kat G)

Alquil hidroperoxido redutase (aspC)
Regulador de estresse oxidativo (oxyR)

Rifampicina RNA polimerase subunidade B (rpoB)
Pirazinamida Pirazinamidase (pncA)
Estreptomicina Proteina ribossomal subunidade 12 (7psL)

RNA ribossomal 16s (77s)
Gene aminoglisideo fosfotranferase (strA)

Etambutol Arabinosil tranferase (emb A, B e C)

Fluoroquinolonas DNA girase (gyr A e B)

1.9 Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
Os Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) tipo 1 e 2 sdo agentes etiologicos da

Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA, ou, em inglés A/DS ou ainda aids). O HIV-1 ¢ o
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HIV-2 sdo classificados como membros do género Lentivirus, pertencente a familia Retroviridae.
A infeccao pelo HIV resulta em uma doenca cronica e progressiva, com deterioragdao gradual do
sistema imunologico do ser humano. A aids ¢ o estagio final do processo patolégico no qual ha
uma destrui¢cdo progressiva do sistema imune da pessoa infectada, resultando na incapacidade de
controlar doencas infecciosas e doengas malignas proliferativas (SCHUPBACH, 2003). A aids foi
reconhecida pela primeira vez nos Estados Unidos em 1981 através de relatos de infeccdes
oportunistas inexplicaveis como pneumonia por Pneumocystis jirovecii (anteriormente conhecido
como Pneumocystis carinii) e Sarcoma de Kaposi entre homens que praticavam sexo com homens
em NovaYork e Sao Francisco (MASUR et al., 1981; GOTTLIEB ef al., 1981; DURACK, 1981).
Em 1983, simultaneamente, Robert Gallo, nos Estados Unidos, e Luc Montaigner, na Franca,
isolaram um novo virus linfotropico (GALLO et al., 1983 e BARRE-SINOUSSI e al., 1983).
Posteriormente, este virus foi confirmado como sendo virologicamente e sorologicamente
associado a aids (GALLO et al, 1984; LEVY et al., 1984; POPOVIC et al., 1984;
SARNGADHARAN et al., 1984 e SCHUPBACH et al., 1984).

1.9.1 Epidemiologia do HIV

Ao final de 2005, estimava-se que mundialmente 38,6 milhdes de pessoas estivessem
vivendo com HIV mundialmente. Destes, 24,5 milhdes eram da Africa Sub-Sahariana e 8,3
milhdes na Asia. Neste mesmo ano, estima-se em 4,1 milhdes o niimero de adultos e criangas que
se infectaram pelo HIV e 2,8 milhdes de obitos sendo aproximadamente 2 milhdes destas mortes
na Africa Sub-Sahariana. A Africa é a regido com a mais alta taxa de prevaléncia na populagdo
adulta em geral (15-49 anos) chegando a 6,1% (UNAIDS, 2006). A figura 3 mostra as taxas de
prevaléncia de infeccao pelo HIV no mundo.

Especificamente, a Africa Sub-Sahariana permanece como a regido do mundo mais
afetada pela epidemia do HIV. Nesta regido reside pouco mais de um décimo da populagdo
mundial, no entanto nela residem quase 64% dos casos de infec¢ao pelo HIV do mundo.

No Brasil, até junho de 2006, haviam sido notificados 433.067 casos de aids, sendo a
maioria concentrada na regido Sudeste (62,3%) e 11% na regido Nordeste. O sexo masculino foi
responsavel por 67,2% das notificacdes. A razdo de sexos vem diminuindo sistematicamente,
passando de 15,1 homens por mulher em 1986, para 1,5 homens por mulher em 2005. A taxa de
incidéncia teve crescimento acelerado até 1998, com posterior redu¢do da velocidade de

crescimento, alcancando a taxa maxima de 20,7 por 100.000 habitantes em 2003. Desde entdo tem
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ocorrido uma estabilizagdo com discreta queda (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No estado do
Ceara haviam sido notificados, até junho de 2006, um total de 8.019 casos de aids (DATASUS,
2006).

Adult prevalence rate
B 150%—34 % O 71 0%e—5. 0% O 0.71%—0.5%
O 50%=150% O ¢5%—<1.0% O <0.1%

Figura 3: Taxas de prevaléncia de infec¢dao pelo HIV no mundo. Fonte: UNAIDS, 2006.

De uma forma geral, acredita-se que as taxas de incidéncia de HIV tenham alcancado
um limite no final dos anos 90 e estabilizaram-se subseqiientemente, apesar do aumento de
incidéncia em vdrios paises. Provavelmente as mudancas comportamentais € os programas de
prevencdo sdo as responsaveis por essas mudancas favoraveis. Tal fato, aliado as taxas de
mortalidade da aids, tem feito com que a prevaléncia mundial alcance niveis baixos. Entretanto,
nos ultimos anos o nimero de pessoas vivendo com HIV continua aumentando, pois ha o

prolongamento do tempo de vida com o uso de terapia antiretroviral (UNAIDS, 2006).

1.9.2 Manifestac¢des clinicas da infec¢cdo pelo HIV

O espectro clinico da infeccao pelo HIV varia de um estdgio assintomatico a uma
imunodeficiéncia severa e associada a graves infec¢des oportunistas e neoplasias (GREENBERG
etal., 1992; FARIZO et al., 1992).

Na infec¢@o aguda ou primadria, os sintomas aparecem durante o pico de viremia e da

resposta imunologica e variam desde um quadro de gripe até sintomas semelhantes a infec¢ao pelo
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virus da mononucleose infecciosa. Outras caracteristicas associadas com a soroconversao incluem
febre, linfadenopatia, sudorese, mialgia, artralgia, exantema cutaneo, calafrios, letargia, faringite,
hepatoesplenomegalia, cefaléia, perda de peso, nduseas, vomitos e tlceras mucocutdneas (DAAR
etal.,2001; SCHACKER et al., 1996). Tais sinais e sintomas ocorrem em 40 a 90% daqueles com
infeccdo primaria e usualmente manifestam-se dias a semanas depois da exposicao (KAHN;
WALKER, 1998 ¢ PEDERSEN et al., 1989), sendo relatado, em uma revisdao, em média um
tempo de 2 a 4 semanas pos-exposicao (TINDALL; COOPER, 1991). O diagndstico nesta fase da
infeccdo ndo pode ser realizado com testes sorologicos padrdes, pois estes detectam anticorpos e
somente se tornardo positivos entre 3 semanas a seis meses (BUSCH; SATTEN, 1997). Desta
forma, o diagnostico laboratorial deve ser realizado através de deteccao HIV-RNA plasmatico e
de antigeno p24 viral (DAAR et al., 2001).

Depois da infeccdo primdaria ocorre uma fase assintoméatica, onde normalmente nao
existem sintomas clinicos, entretanto, a replicacdo viral € continua e ocorre debilitagdo
progressiva do sistema imunologico. Segue-se uma fase sintomatica inicial onde aparecem
sintomas inespecificos como perda de peso, fadiga, diarréia, adinamia, sudorese noturna e mal-
estar, além de processos oportunistas de menor gravidade, principalmente com acometimento
mucocutaneo, como candidiase oral, herpes—zoster, leucoplasia pilosa oral e dermatite seborréica
(WIGG, 2002).

Por fim, a imunossupressao atinge um estagio avangado, com contagem de linfocitos T
CD4+ abaixo de 200 células/puL, com aparecimento das mesmas afec¢des anteriormente citadas
em formas mais graves, além do aparecimento de infec¢des e processos patoldgicos definidores de
aids.

O risco de progressdao para doenca aumenta com a duracdo da infeccdo (CDC, 1992;
RUTHERFORD et al., 1990). As taxas de progressdo variam dependendo de fatores como: rota
de infec¢do, tamanho do inoculo viral, patogenicidade da cepa viral infectante e estado
imunoldgico do hospedeiro (DEL RIO; CURRAN, 2005). Devido a essa variagcdo consideravel
entre pessoas, alguns marcadores laboratoriais foram descritos como preditores de progressao de
doenga, sendo a contagem de linfocitos T CD4+ e quantificagdo da carga viral (HIV-RNA)
plasmatica os melhores fatores preditores de progressdo de doencgas e de prognostico (MELLORS
et al., 1997; MELLORS et al., 1996; SAAG et al., 1996 e STEIN; KORVICK; VERMUND,
1992).
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1.10 Co-infecc¢ao tuberculose e HIV
1.10.1 Ligacao biologica

A infecgdo pelo M. tuberculosis segue-se apos a fagocitose e multiplicagdo dos bacilos
inalados nos macréfagos alveolares nao-especificamente ativados quando os bacilos sdo
suficientemente virulentos para resistir as enzimas liticas dos fagolisossomos macrofagicos. Apos
algumas semanas o processo imune mediado por células leva a formagdo de um granuloma que
mantém os bacilos controlados em seu interior enquanto houver um equilibrio entre a resposta
imune e os bacilos. As células T CD4+ sdo essenciais na manutencao desse equilibrio através do
seu papel de produtor de citocinas para a ativacdo dos macrofagos. Nos pacientes infectados com
o HIV, entretanto, a contagem de células T CD4+ declina constantemente a medida que a infec¢ao
progride. Por essa razdo, ¢ perdida a habilidade de restringir os bacilos da tuberculose nos

granulomas.

Por conseqiiéncia, os pacientes infectados pelo HIV tém maior risco de desenvolver
tuberculose ativa tanto por reativacdo de uma infeccdo latente ou a partir de uma progressao
rapida de uma infecgdo recente (CARVALHO et al., 2001; HAVLIR; BARNES, 1998). O risco
de desenvolvimento de tuberculose nos pacientes co-infectados pelo HIV por reativacdo de uma
infeccdo latente aumenta 5 a 15 % anualmente, aumentando a medida que piora a
imunossupressao (ANTONUCCI et al., 1995; SELWYN et al., 1989). Além disso, estudos de
epidemiologia molecular em pacientes HIV+ realizados em Sao Francisco e Nova York sugerem
que um terco dos casos em Sao Francisco e 40% em Nova York sdo devidos mais a transmissao
recente do M. tuberculosis do que por reativagdo de infeccdo latente (SMALL et al., 1994;
ALLAND et al., 1994).

O risco de desenvolver tuberculose durante toda a vida ¢ de 5 a 10% em pacientes sem
infeccao pelo HIV contra 50% em pacientes infectados pelo HIV (WHO, 2004). Um estudo em
mineradores de ouro na Africa do Sul mostrou que o risco de TB dobra no primeiro ano de
infeccdo pelo HIV e continua aumentando levemente durante os anos seguintes (SONNENBERG
et al., 2005). Desta forma, a imunossupressao causada pelo HIV ¢ o principal fator de risco para o

desenvolvimento da doenca tuberculosa (ASTEN et al., 2003).



36

1.10.2 Epidemiologia da co-infeccdo tuberculose e aids

A infecgdo pelo virus HIV e a TB estdo entre as principais causas de morte por agentes
infecciosos no mundo (WEISS; McMICHAEL, 2004), aproximadamente 13 milhdes de pessoas
estdo infectadas com ambos agentes causadores (WHO 2003). A pandemia do HIV aumentou
globalmente a prevaléncia da tuberculose, principalmente em paises pobres e subdesenvolvidos
(WHO 2000). O maior impacto tem sido na Africa sub-Sahariana, onde as notificagdes de casos
de TB tém, em média, triplicado desde meados dos anos 80 e as taxas de mortalidade durante o
tratamento chegaram a 20% comparados com os 5% observados em paises com bons programas
de controle de tuberculose sem HIV (NUNN et al., 2006). Além disto, nestes mesmos paises tem
havido um aumento anual constante de 10% para os casos de TB principalmente entre individuos
de 15 a 49 anos de idade (SONNENBERG et al., 2005).

A Organizacdo Mundial da Satde estimou em 8,9 milhdes os novos casos de
tuberculose em 2004 com 1,7 milhdes de obitos causados pela doenga, incluindo aqueles co-
infectados com HIV (WHO 2006). Do total de casos de TB estimados para 2004, 8,3% eram co-
infectados com HIV (WHO 2006)

No estado do Ceara, no ano de 2005, foram notificados 111 casos de co-infec¢ao TB-
HIV, representado 2,4% das notificacdes de TB no estado para o mesmo ano. Além disso, nos
anos de 2004 e 2005, foi observado um aumento numérico e percentual dos casos da co-infeccao
TB-HIV em relagdo aos quatro anos anteriores (SESA 2006).

A incidéncia e os casos de notificagdo de TB refletem o aumento na prevaléncia do
HIV. Em paises africanos onde a prevaléncia do HIV em adultos ¢ menor que 4%, as taxas de
notificacdo de TB tém também permanecidas estaveis ou com aumento discreto. Nos paises que
apresentam prevaléncia do HIV acima de 4%, as taxas de notificagdo de TB tém triplicado, com
aumentos maiores em determinados paises do que em outros (NUNN et al., 2006). A figura 4
mostra a propor¢do de pessoas co-infectadas com TB-HIV no mundo. Comparando-se as figuras
2, 3 e 4, fica nitidamente evidenciado a forte associacdo entre a incidéncia de TB e a infecc¢ao pelo
HIV.

O risco de desenvolvimento de tuberculose, no entanto, é reduzido em 70 a 90% para
pacientes infectados pelo HIV que tém recebido terapia antiretroviral altamente potente (Highly

Active Anti-Retroviral Therapy, HAART). Esses dados foram obtidos através de estudos
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observacionais conduzidos em paises com alta e baixa incidéncia de tuberculose (GIRARDI et al.,
2004). Os antiretrovirais (ARV) tém transformado uma condi¢do fatal em uma doenca cronica
manejavel, com taxas de mortalidade anual de pacientes mantendo-se bem abaixo dos 5% em
pacientes tratados (CASCADE, 2000). Todavia, para que o tratamento com ARV possa prevenir
uma fracao significante dos casos de TB, ¢ necessario o tratamento precoce no curso da infecgao

pelo HIV associado a alta cobertura e adesao ao tratamento (WILLIAMS; DYE, 2003).
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Figura 4: Estimativa de prevaléncia de HIV em casos novos de TB em adultos em 2004. Fonte:

WHO, 2006.

1.10.3 Tuberculose multirresistente

A TB multirresistente as drogas (MDR-TB) ¢ mais comum em pessoas com co-
infeccdo pelo HIV do que naqueles somente com TB (CDC, 1998). Alguns fatores tém sido
relacionados a esse maior risco de adquirir MDR-TB: alta propor¢do de doenca resultante de
infecc¢des recentes por cepas MDR (SMALL et al., 1994; ALLAND et al., 1994), mé absor¢ao de
drogas antituberculose orais na populacdo infectada pelo HIV (PELOQUIN; MACPHEE;
BERNING, 1993) e maior oportunidade de adquirir TB devido a aglomeracdo de pessoas e maior
nimero de visitas hospitalares (FRIEDEN ef al., 1993; CORONADO et al., 1993; EDLIN et al.,
1992; BUSILLO et al., 1992).
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1.11 Importancia do estudo:

Sdo escassos os dados sobre a investigacdo dos fatores de risco para tuberculose em
pacientes co-infectados com HIV. A importancia das doengas isoladamente do ponto de vista de
morbimortalidade, a gravidade dos dados produzidos pela co-infecgdo, a necessidade de
informacdes para o embasamento do planejamento e desenvolvimento de programas que visem a
prevencdo e o controle dessas patologias, tornam eminente a realizacdo de estudos
epidemioldgicos sobre a co-infeccdo, principalmente a nivel regional, onde estudos a esse respeito
sdo escassos, citando-se apenas as publicagdes de Kerr-Pontes, Oliveira e Freire (1997), em

pacientes co-infectados TB/HIV, e de Barroso et al. (2001; 2003) realizados na populacao geral.

Além disso, atualmente, no Ceard, ndo existem laboratdrios publicos que realizem a
identificacdo das micobactérias ao nivel de espécies, sendo necessario o envio de amostras para
outros centros quando se planeja proceder tal identificagdo, levando um tempo excessivo entre a

coleta do exame e retorno do resultado, com conseqiiente prejuizo para o paciente.

Outra informacdo sobre a qual também ainda inexistem estudos no Ceara refere-se ao
perfil de sensibilidade de M. tuberculosis nos pacientes infectados pelo HIV, com analise da

multirressiténcia.

Portanto, informacdes quanto as espécies de micobactérias mais freqiientes, assim
como quanto ao perfil de sensibilidade do M. tuberculosis nos pacientes infectados pelo HIV, sao
importantes para orientar os médicos no tratamento e manejo desses pacientes. Assim, esse
trabalho ¢ importante, pois fornecerd informagdes que servirdo de orientacdo, a nivel regional,
para o manejo pratico dos pacientes co-infectados atendidos no Hospital Sdo José de Doengas
Infecciosas, centro regional de referéncia em infectologia. Além disso, fornecerd informagdes e
servird como incentivo para a implementag¢do da técnica PRA para a identificagdo de NTM no

estado do Ceara.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil epidemioldgico dos pacientes co-infectados com micobactérias e
HIV atendidos no periodo de julho de 2003 a junho de 2006 no hospital de referéncia para
tratamento de HIV/aids, Hospital Sao José de Doencas Infecciosas, em Fortaleza, Ceara e

identificar os padrdes de resisténcia do bacilo as drogas anti-tuberculose.

2.2 Objetivos especificos

Tragcar o perfil epidemioldgico dos pacientes co-infectados com Mycobacterium

tuberculosis/HIV;

Fazer a identificacdo molecular das cepas de micobactérias ndo-tuberculose, classificadas
previamente por provas bioquimicas, para identificagdo de espécies através da técnica

PRA (PCR-restriction endonuclease analysis);

Analisar os possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de TB em pacientes

infectados com o virus HIV.

Analisar os padrdes de sensibilidade a drogas antituberculose dos isolados clinicos de
Mycobacterium  tuberculosis dos pacientes co-infectados com Mycobacterium

tuberculosis/HIV;

Verificar a incidéncia de cepas resistentes a drogas antituberculose, inclusive do tipo

MDR (multidrug-resistant), correlacionando com falha de tratamento e tratamento prévio;



3. Materiais e métodos:

3.1 Tipo de estudo:

Trata-se de um estudo caso-controle, retrospectivo, ndo-pareado, onde serdo avaliados
os pacientes co-infectados com micobactérias e HIV atendidos no Hospital Sao José de Doengas
Infecciosas (HSJ) no periodo de julho 2003 até junho de 2006. O HSJ ¢ um hospital-escola de
referéncia em doencas infecciosas para todo o estado do Ceard, localizado no nordeste do Brasil,
sendo composto por 118 leitos de internamento e com atendimento médio no ambulatério de
HIV/SIDA de 2611 pacientes por més no ano de 2006. O HSJ ¢ o hospital de referéncia para
pacientes infectados com HIV na nossa regido e faz o tratamento de pacientes co-infectados com

TB, apesar de ndo ser um centro de referéncia para TB.

3.2 Populac¢ao de estudo:

Foram estudados 208 pacientes atendidos no Hospital Sao José¢ de Doengas Infecciosas
co-infectados com micobactérias e HIV. De cada paciente, os seguintes dados contidos em
prontudrios foram coletados: idade, sexo, estado civil, profissdo, procedéncia, condicdo sécio-
econdmica, uso de bebidas alcoodlicas, tabagismo, tempo de diagnostico da infec¢do pelo HIV,
classificagdo clinica da infeccdo pelo HIV, tratamento prévio de tuberculose, tuberculose ativa,
teste cutaneo de PPD (tuberculina), tratamento antiretroviral, forma clinica da micobacteriose,
drogas usadas no tratamento contra tuberculose ou imunoprofilaticas contra tuberculose, dados
laboratoriais (dosagem de CD4+, carga viral e espécie de micobactéria isolada com TSA) e
evolucdo clinica. Deste modo empregou-se questionario, contido no anexo I, que foi preenchido
pelo pesquisador buscando informagdes contidas nos prontudrios. Foram coletadas informagdes de
208 pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo. A populagdo controle foi constituida por
103 pacientes infectados pelo HIV e sem infec¢do por micobactérias selecionados aleatoriamente

entre os pacientes atendidos no mesmo servico de satde.

3.3 Critério de inclusio e exclusio:
Foram incluidos neste estudo pacientes com diagnéstico concomitante de

micobacteriose tuberculosa e ndo-tuberculosa e infec¢do pelo HIV, independente do sexo. Foram
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incluidos somente casos com diagnostico clinico e/ou microbioldgico através do isolamento de
micobactéria em meio Lowestein-Jensen (LJ) e por exame direto das amostras.

Foram excluidos, desde o inicio do estudo, pacientes acompanhados em outras
instituicdes, gestantes e criangas menores de dois anos. As criancas foram excluidas devido a
freqliente incerteza em relacdo ao diagnostico da infeccao pelo HIV observada para esta faixa
etaria. Pacientes com diagnostico inicial presuntivo de micobacteriose, mas que posteriormente se

revelarem portadores de outra patologia ou que ndo foram confirmados, também foram excluidos.

3.4 Definicao de casos:

Em relagcdo ao diagnostico da infeccdo pelo HIV e definicdo dos casos de aids, este
estudo seguiu as orientacdes contidas na Portaria N°. 59/GM/MS, do Ministério da Satde do
Brasil, de 28 de janeiro de 2003 e no manual “Critérios de defini¢do de casos de aids em adultos e
criancas”, também do Ministério da Saude do Brasil, publicado em 2004. O estadiamento da
infeccdo pelo HIV foi feito com base em dados clinicos e laboratoriais conforme os ultimos
critérios do Center for Disease Control and Prevention (CDC) (MINISTERIO DA SAUDE, 2004;
MINISTERIO DA SAUDE, 2003; CDC, 1992).

Foi definido portador de infec¢do pelo HIV todo paciente com dois (2) testes de
triagem reagentes ou um (1) confirmatorio para detec¢do de anticorpos anti-HIV. Sdo testes de
triagem para detec¢do de anticorpos anti-HIV: ensaio por imunoabsorbancia ligado a enzima
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA), ensaio imunoenzimatico (Enzyme Immuno Assay,
EIA), ensaio imunoenzimdtico com microparticulas (Microparticle Enzyme Immuno Assay,
MEIA) e ensaio imunoenzimatico com quimioluminescéncia. Sdo testes confirmatdrios:
imunofluorescéncia indireta, imunoblot, Western Blot, teste de amplificagdo de acidos nucléicos
como, por exemplo, a reacdo em cadeia polimerase (Polimerase Chain Reaction, PCR) e a
amplificacdo seqiiencial de acidos nucléicos (Nucleic Acid Sequence Based Amplification,
NASBA).

Os critérios de defini¢do de caso de aids estdo descritos na figura 5:

Em relagdo aos aspectos diagnosticos e terapéuticos da tuberculose, este estudo
adotou todas as definigdes contidas no Manual Técnico para o Controle da Tuberculose
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Algumas destas defini¢des estdo apresentadas abaixo. Em
termos gerais e de acordo com o referido manual, define-se como caso de tuberculose “todo

individuo com diagndstico confirmado por baciloscopia ou cultura e aquele em que o médico,
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com base nos dados clinico-epidemiologicos e no resultado de exames complementares, firma o
diagnéstico de tuberculose” (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). A partir desta defini¢do de caso,

foram ainda identificados casos confirmados e casos suspeitos e o sitio envolvido.

RESUMO DOS CRITERIOS DE DEFINICAO DE CASO DE AIDS
EM INDIVIDUOS COM 13 ANOS DEIDADE OU MAIS

CRITERID COC ADAPTADD
Existéncia de dois (2) testes de triagem reagentes ou um (1) confirmatdrio
para deveccac de anticorpos anti-HIv
+
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Figura 5: Critérios de defini¢do de caso de aids. Nota explicativa: Define-se como investigagao
epidemioldgica inconclusiva aquela em que, apds a busca em prontudrios, o caso ndao puder ser
descartado ou enquadrado num dos critérios principais, pelo nido registro de dados clinico-

laboratoriais. Fonte: Ministério da Saude, 2004.

Para os casos de tuberculose pulmonar, foram revisados os seguintes elementos
diagndsticos: histéria clinica, exame fisico, baciloscopia direta do escarro, cultura do escarro,
exame radioldgico e prova tuberculinica. Um caso confirmado de tuberculose pulmonar foi
definido como o que apresentar: (a) duas baciloscopias diretas positivas, ou (b) uma baciloscopia

direta positiva e cultura positiva, ou (c) uma baciloscopia direta positiva e imagem radiologica
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sugestiva de tuberculose. Um caso suspeito de tuberculose pulmonar foi aquele em que os critérios
acima ndo foram preenchidos e o diagndstico havia sido formulado com base nos dados clinico-
epidemioldgicos e no resultado de exames complementares ndo confirmatdrios (Ministério da
Satde, 2002).

Para os casos de tuberculose extrapulmonar, foram revisados os seguintes elementos
diagnosticos: historia clinica, exame fisico, baciloscopia direta e cultura de amostras especificas
(secrecdes, urina, liquido pleural, liquido peritoneal, LCR e outros), exames de imagem
(radiologico, ultra-sonografia, etc.), exames histopatologicos e prova tuberculinica. Um caso
confirmado de tuberculose extrapulmonar foi aquele em que tenha havido isolamento de
micobactérias em cultura de liquido (exceto sangue e medula dssea) ou tecido (por exemplo:
urina, LCR, géinglio, pleura, etc.), ou exame histologico com alteragdes patoldgicas compativeis
associadas a visualizacdo de bacilo alcool-acido resistente no tecido (ganglio, pleura, etc.). Um
caso suspeito de tuberculose extra-pulmonar foi aquele em que os critérios acima ndo foram
preenchidos e o diagnostico havia sido formulado com base em dados clinico-epidemiologicos e
no resultado de exames complementares ndo confirmatdrios (Ministério da Satude, 2002).

Um caso de tuberculose disseminado foi definido como aquele em que tenha havido
isolamento de micobactérias em cultura de sangue e/ou medula dssea e/ou em dois ou mais sitios
(FITZGERALD; HAAS, 2005)

Os casos de micobacteriose ndo-tuberculosa foram definidos como os pacientes que
apresentaram alguns dos seguintes sintomas e sinais: febre, sudorese noturna, perda ponderal,
diarréia, dor abdominal, hepatoesplenomegalia ou linfadenopatias, nos quais foram isolados
micobactérias nao-tuberculosas através de cultura de liquidos e tecidos. Nos casos
oligossintomaticos, foi considerado micobacteriose nao-tuberculose quando houve isolamento de

NTM em, no minimo, 2 amostras clinicas colhidas do mesmo sitio anatémico.

3.5 Outras definicoes:

Em relagdo aos exames radiologicos de térax para casos de tuberculose pulmonar, a
interpretagdo foi a contida no Manual Técnico para o Controle da Tuberculose (Ministério da
Saude, 2002) que ¢ a seguinte: 1. Normal, quando ndo apresentarem imagens patologicas nos
campos pleuropulmonares; 2. Seqiiela, quando apresentarem imagens sugestivas de lesdes
cicatriciais; 3. Suspeito, quando apresentarem imagens sugestivas de tuberculose; 4. Outras

doengas, quando apresentarem imagens sugestivas de pneumopatias ndo-tuberculosa (infecg¢des
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bacterianas, micoses, abscessos ou neoplasias). A interpretacdo foi realizada com base no laudo do
radiologista do Setor de Imagem do Hospital Sao José de Doengas Infecciosas.

Em relagdo a prova tuberculinica, quando realizada, a interpretagdo dada foi a mesma
contida no Manual Técnico para o Controle da Tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE, 2002)
para portadores de infec¢do pelo HIV: nao reator (PPD de 0 a 4 mm) e reator (PPD > 4 mm).

No que diz respeito ao tratamento, foi considerado “caso novo” ou sem tratamento os
pacientes que nunca se submeteram a quimioterapia antituberculose, ou que fizeram uso de drogas
anti-tuberculose por menos de 30 dias, ou submeteram-se ao tratamento para tuberculose ha cinco
anos ou mais. Foi definido como re-tratamento a prescricdo de esquema de drogas para o doente ja
tratado por mais de 30 dias que veio necessitar de nova terapia por recidiva apos cura, retorno
ap6s abandono ou por faléncia do esquema béasico (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Abandono
foi definido para o caso em que o doente, depois de iniciado o tratamento para tuberculose, deixou
de comparecer ao HSJ por mais de 30 dias consecutivos apos a data aprazada para seu retorno.
Caso de recidiva foi definido para o paciente com tuberculose em atividade que ja se tratou
anteriormente e recebeu alta por cura, desde que o periodo entre a cura e o diagnostico de recidiva
ndo houvesse ultrapassado cinco anos. Se esse intervalo excedeu cinco anos, o caso foi
considerado como “caso novo”. Caso de faléncia foi definido para o paciente com tuberculose
pulmonar em que a baciloscopia direta do escarro persistiu positiva ao final do 4° ou 5° més de
tratamento, independente de ter havido ou nao negativacdo anterior, desde que o mesmo nao
estivesse vindo apresentando melhora clinica e radiologica (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Em relagdo ao encerramento do tratamento, foram adotados os critérios contidos no
Manual Técnico para o Controle da Tuberculose (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Foram
registrados os seguintes tipos de alta: por cura, por completar o tratamento, por abandono de
tratamento, por mudanca de diagndstico, por Obito, por faléncia e por transferéncia.

Em relagdo a classificagdo de multirresisténcia, foram classificados como portadores
de tuberculose multirresistente (MDR-TB) os pacientes portadores de bacilos resistentes a mais de
duas drogas, incluindo rifampicina (R) e isoniazida (H) (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

O tempo de infec¢do pelo HIV foi definido como o periodo, em meses, entre a data do
primeiro exame com resultado reagente para o diagnéstico da infec¢do pelo HIV até a data de

diagnostico da micobacteriose.
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3.6 Definicao do controles:

O grupo controle foi contituido de 103 pacientes selecionados aleatoriamente,
independente do sexo e estdgio clinico de infec¢do pelo HIV, entre os pacientes atendidos no
ambulatoério do HSJ no periodo de realizacao da pesquisa. Foram selecionados os dois primeiros
pacientes marcados para os médicos do ambulatorio de atendimento, nas segundas e sextas-feiras.
A proporcdo de pacientes em cada um dos meses foi similar. Foram excluidos os pacientes com
diagndstico de micobacteriose ou que estivessem em investigagdo clinica de patologias em que

micobacterioses estivessem entre as possibilidades diagnoésticas.

3.7 Aspectos éticos:

Aos sujeitos do estudo foram garantidos o sigilo das informagdes e o anonimato, de
acordo com as normas éticas da investigagdo cientifica. Os nomes dos pacientes ndo foram
relacionados aos questiondrios e foram identificados apenas por codigos. Este projeto foi
submetido a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sio Jos¢ de Doengas
Infecciosas e recebeu parecer favoravel a sua execucdo no dia 13 de fevereiro de 2006 através do

protocolo n°. 034/2005 (anexos II).

3.8 Processamento e cultivo primario dos isolados clinicos:

Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Hospital Sao
José de Doengas Infecciosas.

Aos pacientes infectados pelo HIV atendidos neste servico, ao procurarem
espontaneamente atendimento médico, quando aventado a possibilidade diagnostica de
micobacteriose, foram solicitados pelos médicos assistentes a realizagdo de exames
microbioldgicos para investigagdo clinica. Nao houve interferéncia do pesquisador na realizacao
das solicitacdes, sendo, portanto, os exames realizados na rotina do servigo, sem Onus para a
instituicao.

As amostras coletadas na institui¢do ou no domicilio do paciente eram imediatamente

entregues no laboratorio do HSJ, onde foram prontamente processadas.
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3.8.1 Cultivo das amostras

O cultivo das amostras foi realizado em capela de fluxo laminar com pressao negativa.
Antes do inicio do procedimento a cabine era limpa com dalcool a 70% e submetido a luz
ultravioleta por 20 minutos.

As amostras clinicas foram processadas para o cultivo primario em meio Lowestein-
Jensen (LJ) puro e em Lowestein-Jensen acrescido do agente inibidor acido para-nitrobenzoico
(PNB) que ¢ uma prova bioquimica para identificacdo de micobactérias ndo-tuberculose. As
bactérias do complexo M. tuberculosis ndo apresentam crescimento na presenca do agente inibidor
PNB, enquanto as micobactérias nao-tuberculose crescem em PNB.

As amostras de escarro e de outros sitios ndo-estéreis foram descontaminadas pelo
método de 1% N-acetil-L-cisteina (NALC)-hidréxido de sddio (NaOH) antes do cultivo em meio
solido (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2003). Este tratamento tem como
finalidade eliminar microorganismos contaminantes e liquefazer o muco contido no escarro. Ao
final, uma solu¢ao de citrato de s6dio 5M, cuja finalidade ¢ estabilizar o NALC, foi adicionada a
mistura.

O sedimento das amostras clinicas descontaminadas foi semeado em agar Lowestein-
Jensen e incubado a 37°C por até oito semanas. Todavia, amostras que tiveram baciloscopia
positivas foram incubadas por até 12 semanas. As amostras clinicas provenientes de sitios
anatomicos estéreis ndo foram descontaminadas, sendo, portanto, coradas pelo Ziehl-Neelsen e
cultivadas in natura.

Os isolados bacterianos foram estocados a —70 °C em meio Tryptic Soy Broth
suplementado com glicerol. As culturas positivas eram enviadas ao Laboratorio Central do Estado

do Ceara (LACEN) para a realizacao dos testes de sensibilidade as drogas.

3.9 Teste de sensibilidade a drogas antimicrobianas pelo Método das Proporcoes
(CANETTI et al., 1963) (para M. tuberculosis):

Esta etapa do estudo foi realizada em cabine de fluxo laminar tipo IIb, com pressao
negativa, localizado no Setor de Micobactérias do Laboratdrio Central do Estado do Ceara.

Antes do inicio do procedimento, a cabine era limpa com glutaraldeido 2% e
submetida a luz ultravioleta por 20 minutos. Eram utilizadas as medidas de biosseguranca

adequadas como o uso mascara com filtro N-95, luvas, aventais e gorros.
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Inicialmente foi feita uma suspensao de colonias de micobactérias isoladas em cultura
pura equivalente a escala um de MacFarland. A suspensdo foi feita em solucdo salina (NaCl 0,9%)
contendo Tween 80 (0,1%), ¢ em seguida diluido serialmente até 10, sendo as suspensdes
homogeneizadas em vortex. As drogas foram adicionadas em concentragdes especificas ao agar

Lowestein-Jensen conforme descrito no quadro 4.

Tubos para cada droga a serem testadas foram inoculados com 0,ImL de cada diluicao
da amostra (10 a 10™). Tubos sem drogas também foram inoculados com amostras, a fim de
serem comparados na interpretacdo do resultado. Os indculos foram deixados secar ao ar dentro da
capela de fluxo laminar antes de serem incubados a 37 °C por trés semanas. Quando houve davida

da pureza das amostras estas foram inoculadas em agar- sangue sem antibidticos.

A leitura dos tubos foi feita quando houve crescimento de 50 a 150 unidades formadoras
de coldnias (ufc) no controle sem-droga. A interpretacdo foi dada pelo niimero de ufc nos tubos
com droga, e os numeros de ufc observados foram anotados em percentual em relagdo aos
respectivos tubos sem droga. A resisténcia a determinada droga, aquela concentracao testada, foi
reportada quando o percentual de coldnias for superior ou igual a 1% sob concentracdes criticas

das drogas (CANETTI et al., 1963).

Quadro 3. Concentracdes das drogas empregadas no Método das Proporgdes.

Droga Concentracio das drogas (ng/ml) em agar Lowestein-Jensen
Rifampicina (R) 40

Isoniazida (H) 0,2

Pirazinamida (Z), pH 5.9 100

Etambutol (E) 2

Estreptomicina (S) 4

3.10 Identificacao molecular:
Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratorio de Pesquisa em Micobactérias do
Departamento de Patologia e Medicina Legal e no Laboratorio de Citogenética e Genética

Molecular no Departamento de Biologia, ambos da Universidade Federal do Ceara.
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Foram utilizadas as amostras previamente classificadas como micobactérias nao-
tuberculose através de provas bioquimicas descritas previamente. Quatro amostras foram sub-
cultivadas em meio Middlebrook suplementado com ADC (Albumin Dextrose Catalase) com o
objetivo de aumentar a massa bacteriana e ter colonias jovens. Antes da etapa de extracdo foram
realizadas laminas de amostra de coldnias que foram coradas pelo método Ziehl-Neelsen com o

intuito de confirmar a pureza das colonias.

3.10.1 Extra¢ao do DNA

Esta etapa do estudo foi realizada em capela de fluxo laminar, tipo IIb, do laboratdrio
de nivel de biosseguranca 3, localizado no Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Universidade Federal do Ceara.

Antes do inicio do procedimento, a cabine de fluxo laminar foi limpa com
glutaraldeido 2% e submetida a luz ultravioleta por 20 minutos, juntamente com o material a ser
utilizado na extra¢do. Foram utilizadas as medidas de biosseguranca adequadas como o uso
mascara com filtro N-95, luvas, aventais e gorros. Nesta etapa, o material reutilizdvel era
descartado em solucdo de hipoclorito de sddio a 5% e o material descartavel era colocado em lixo
especial para posterior autoclavagem.

O DNA cromossomico foi extraido de uma suspensao de micobactérias empregando a
técnica publicada por Ledo et al. (2004). Na primeira etapa, as amostras em meio Middlebrook
foram centrifugadas a 5000rpm durante 20 minutos em centrifuga refrigerada a 20°C (Modelo
2K15 — SIGMA). O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi lavado com 20 mL de PBS por
centrifugacdo a 5000rpm durante 20 minutos na centrifuga descrita anteriormente. O sobrenadante
foi mais uma vez desprezado e o sedimento ressuspenso em 200 pL de PBS foi transferido para

um tubo eppendorf de 1,5mL.

A segunda etapa teve por objetivo a inativacdo das micobactérias, sendo realizada por
aquecimento das amostras a 80°C por 20 minutos em banho-maria. Apds a inativacao, as amostras
foram centrifugadas a 13.000 rpm durante 5 minutos em centrifuga refrigerada a 20°C (Modelo
2K 15 — SIGMA) para sedimentag¢do do material celular. O sobrenadante foi retirado e o sedimento
foi lavado com salina a 3% através de nova centrifugagdo a 13.000 rpm durante 5 minutos na

centrifuga ja referida. O sobrenadante foi novamente desprezado.
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Apos a lavagem, as micobactérias foram submetidas a dois métodos para quebra da
parede celular. As bactérias foram ressuspendidas em 500uL de tampdo TE-Triton 1% e os tubos
de microcentrifuga foram lacrados com parafilme para evitar rompimento da tampa durante o
proximo procedimento. A seguir eram realizados trés ciclos de 10 minutos de aquecimento a
100°C em banho-maria seguidos por congelamento durante 10 minutos em frezzer a —70°C
(THERMO ELECTRON CORPORATION, modelo: Forma -86 C - ULT Freezer).

A seguir os tubos contendo DNA gendmico dispersos no sobrenadante e material

celular no sedimento eram estocados a —20°C, até o momento do uso.

A concentragdo de DNA das amostras que foram submetidas ao PRA foi medida em
espectrofotometro GeneQuant RNA/DNA Calculator (GE Healthcare). As amostras foram
diluidas em agua milli-Q estéril na razao de 1:10 e a concentrag¢do foi medida na absorbancia de

260nm empregando a seguinte formula: C= (A260) x 50 x diluicao (C= ng/uL ou pg/mL).

3.10.2 PCR

Foi utilizada a técnica denominada PRA descrita por Telenti et al. (1993b), que se
baseia na amplifica¢do do gene hsp65 realizada com os iniciadores Tb11 e Tb12 (INVITROGEN)
(quadro 5).

A amplificacdo foi realizada utilizando 500ng de DNA cromossdmico adicionado
19,75 ul de mix de PCR composto por 2,5ul de tampao 10x (INVITROGEN) adicionado de
MgCl, 1,5 mM, DMSO 5%, dNTPs cada um em uma concentracao final de 200 uM (dATP,
dGTP, dCTP e dTTP), 1,0 uM de cada iniciador (Tb11 e Tb12), 1U de Taq DNA polimerase

(Cembiot) e 4gua milli-Q em quantidade suficiente para completar 25pul.

A amplifica¢do foi realizada no termociclador TPC-200 - MJ RESEARCH e envolveu
desnaturagdo inicial das fitas de DNA por 5 minutos a 95 °C e 45 ciclos com os seguintes passos:
1 minuto de desnaturagao a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 65 °C ¢ 1 minuto de extensao a 72
°C e mais 1 ciclo de extensdo por 1 min a 72 °C. Apds o término as amostras eram mantidas a 4°C

até serem retiradas do termociclador e armazenadas a —20°C. O produto obtido era de 441 pb.
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Quadro 4: Iniciadores da PCR:

Iniciadores Seqiiéncia (5’ - 3’)
Tbll ACCAACGATGGTGTGTCCAT
Tb12 CTTGTCGAACCGCATACCCT

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% para confirmagao da
amplificagcdo. Para tanto, 5ul dos produtos da PCR foram misturados a 2ul de tampao de
carregamento 6X e aplicados em um gel de agarose 1% preparado com TBE 1X (ver anexo 1)
contendo brometo de etidio na concentragao final de 0,5 pg/mL. O brometo de etidio permite a
visualizacdo de bandas de DNA sob luz ultravioleta. O procedimento de descarte de géis e tampao
contaminados com o brometo de etidio foi baseado na publicacdo de Lunn e Sansone (1987). Foi
utilizado o marcador de peso molecular ®X 174RF DNA/ Hae III (INVITROGEN) para
comparagdo do tamanho das bandas. A eletroforese foi desenvolvida a 90V (PHARMACIA -
BIOTEC) por aproximadamente 2 horas e as bandas foram visualizadas através de iluminagdo

ultravioleta.

3.10.3 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
Apds a confirmacdo da amplificagdo do gene hsp65, fracdes dos produtos da PCR
foram submetidos a digestdo enzimatica separadamente com as enzimas Haelll e BstEIl. O quadro

6 mostra as enzimas de restri¢ao utilizadas e seus sitios de restrigao.

Na reacdo com a Haelll, 10ul do produto da PCR foi adicionado a uma mistura
contendo 9,5ul de agua destilada milli-Q, 2,5ul do tampdo da BS 10X, 2,5ul do tampao BSA 10X
e 5 unidades da enzima Haelll (10U/ul) (JENA BIOSCIENCE). A mistura foi incubada a 37°C
durante 3 horas no termociclador TPC-200 - MJ RESEARCH.

Na reacdo com a BstEIl, 10ul do produto da PCR foi adicionado a uma mistura
contendo 9,5 pl de agua destilada milli-Q, 2,5ul do tampdo da BstEIl 10X, 2,5ul do tampao BSA
10X e 5 unidades da enzima BstEIl (10U/ul) (JENA BIOSCIENCE). A mistura foi incubada a
60°C durante 3 horas no termociclador TPC-200 - MJ RESEARCH.
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Depois da digestdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
MethaPhor a 3% para visualizacdo de bandas. Para tanto, 5ul dos produtos da PCR foram
misturados a 2ul de tampao de carregamento 6X e aplicados em um gel de agarose MetaPhor 3%
(COMBEX BIOSCIENCE ROCKLAND) preparado com TAE 1x contendo brometo de etidio na
concentragdo final de 0,5 pg/mL. Foram utilizados dois marcadores de peso molecular, de 25 e 50
pb (INVITROGEN). A eletroforese foi desenvolvida a 90V (PHARMACIA - BIOTEC) por

aproximadamente 2 horas

Quadro 5: Sitio de restricdo das enzimas empregadas no PRA. A letra N representa as bases

nucleopeptidicas A, C, G ou T.

Enzima de restricao Seqiiéncia alvo Sitio de restricao
57..GGCC... 3 5..GGYCC...3’
Haelll
3. CCGG..5 3..CCVGAG..5
5’...GGTNACC...3’ 5’..GYGTNACC...3’
BstEIl
3’...CCANTGG...5’ 3’...CCANTGVG...5’

Os tamanhos dos fragmentos foram estimados visualmente em luz ultravioleta por
comparagcdo com marcador de peso molecular de 25 e 50pb e comparados com os padrdes

publicados por Ledo et al. (2004) e descritos na figura 6.
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BstEll Haelll
—— 170 130 M. triviate 1
l—— 160 90 60 M. vaccae 1
—— 160 85 55 M. flavescens 3
440 145 125 M. lentiffavam 1
—— 140 G0 55 M. flavescens 1
L 130 105 60 M. szufgai 1
—— 270 125 M. leprae 1
130 200 1] 55 50 M. chelonae 1
L 160 110 M. hasmophilum 1
— 140 65 60 M. mucogenicum 1
320 — —— 180 125 M. terraa 1
f—v 145 125 M. lentiffavum 2
l—— 145 115 60 M. simiae 4
115 140 125 4] M. gordonae 4
—— 140 60 55 M. nenchromogenicum 2
—— 125 110 TO 60 M. gordonse 8
L 125 110 M. genavense 1
— 200 0 55 M. abscessus 2
— 180 105 BO M. ulcerans 2
—— 185 130 M. simiaa 1
l—— 170 135 T0 M. thermorresisfibile 1
—— 145 140 100 55 M. peregrinum 1
f— 145 130 M. avium 3
—— 145 130 M. simiae 3
—— 145 130 95 M. scrofulaceum 1
L 145 105 B0 M. malmoense 2
l—— 145 105 BO M. wicerans 1
210 145 0 60 55 M, abscessus 1
f—v 145 105 BO M. marinum 1
—— 140 120 100 55 M. peregrinum 2
L 140 BO 60 50 M. phiei 1
—— 130 105 M. aviem 1
l—— 130 105 M. paratuberculosis 1
—— 130 105 80 M. kansasii 1
—— 130 105 60 M. avium 2
—— 130 B0 60 M. celatum 1
f— 125 110 M. gordonae 5
—— 110 105 M. asiaticum 1
235 — — 145 125 60 M. smegmatis 1
L 145 140 100 60 M. peregrinum 3
L 140 130 BO M. shimodei 1
130 BS 130 105 M. kansasii 2
L 130 105 B0 M. kansasii 3
—— 130 105 B0 M. celatum 2
L 130 105 TO M. gastri 1
—— 155 110 M. gordonae 9
L—— 155 110 60 M. gordonae T
100 ——— 145 130 M. lentiffavum 3
—— 145 130 L M. intracellutare 1
L— 145 105 B0 M. malmoense 1
L 125 110 M. gordonae 3
L— 115 —— 215 110 M. gordonae 2
—— 160 105 60 M. xenopi 1
—— 150 125 70 M. tuberculosis complex 1
B85 ——— 150 110 60 M. gordonae 1
b 150 (i) 55 M. nonchromogenicum 1
—— 145 120 L] 56 M. fortuitum 1
—— 140 125 55 50 M. farcinogenes 1
—— 140 120 60 M. fortuitum 2
— 140 95 a0 M. fortuitum 3
L 130 a5 M. lentiftavurm 4

Figura 6: Algoritmo de identificagdo dos padrdes de PRA. Os valores representam o tamanho dos

fragmentos das digestdes enzimaticas em pares de bases. A esquerda estdo os fragmentos da
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digestdo enzimatica com a enzima BstEIl. A direita estdo os fragmentos da digestdo enzimatica

com a enzima Haelll. Fonte: Ledo et al. (2004)

3.11 Analise estatistica:

Os dados foram inseridos usando o EXCEL para Windows (versdao 2000) e
transferidos para o SPSS (um programa estatistico). O Teste t de Student foi usado para comparar
as medias de variaveis continuas. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney também foi usado
para comparar dados com alta assimetria. Analise univariada das associacdes clinico-laboratoriais
e das variaveis categoricas socio-demograficas foram realizadas usando o teste qui-quadrado e o
teste de Fisher, estimando o odds ratios (OR) com seus respectivos intervalos de confianga 95%

(CD).



4. Resultados

Foram analisados, no periodo de julho de 2003 até junho de 2006, 208 pacientes com
diagnostico clinico, com ou sem confirmagdo laboratorial, de micobacteriose ou tuberculose e
infeccdo pelo HIV atendidos no HSJ, tanto a nivel ambulatorial como nas unidades de
internamento. O grupo controle foi constituido por 103 pacientes com infec¢do pelo HIV e sem
micobacteriose ou tuberculose atendidos no mesmo servigo durante o mesmo periodo. Algumas
informacdes nao puderam ser colhidas de todos os pacientes por faltarem informacdes nos
prontuarios. Portanto, alguns dados ndo puderam ser observados e/ou comparados em numero
igual ao equivalente total do grupo.

A média de idade entre os pacientes co-infectados foi de 40 anos, com desvio-padrao
de 10,85 anos, variando de 16 a 78 anos de idade, enquanto que a média de idades entre os
pacientes do grupo controle foi de 36 anos, com desvio-padrao de 10,61 anos. Além disso, nos
pacientes co-infectados, houve uma maior concentragcdo entre adultos com idades entre 25 a 49
anos englobando 81,64% dos pacientes. Foi observado que os pacientes co-infectados
micobacteriose/HIV apresentavam idade superior aos pacientes do grupo controle (p= 0,0025),

tendo em média 4 anos a mais. A figura 7 mostra a distribui¢do de idades entre os grupos

estudados.
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Figura 7: Gréfico de distribuicdo percentual das idades, por faixas etarias, em anos, entre os

pacientes co-infectados e os controles.
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Entre os pacientes co-infectados a maioria era do sexo masculino (80,77%), sendo este
percentual estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle (p= 0,0005). O sexo
feminino representou somente 19,23% da populacdo em estudo. Desta forma, o sexo masculino
configura-se como um fator de risco para o desenvolvimento de TB em pacientes infectados pelo

HIV, sendo o risco relativo 43,02% superior ao do sexo feminino (Tabela 1).

Tabela 1: Distribui¢do dos pacientes por sexo entre os pacientes co-infectados e os controles.

Sexo TB + HIV n (%) HIV n (%) RR  Odds Ratio p-valor
Masculino 168 80,77 64 62,14 1,4302 2,5594 0,0005
Feminino 40 19,23 39 37,86

Total 208 100 103 100

RR - Risco Relativo.

A tabela 2 mostra a distribui¢do dos pacientes quanto ao estado civil e nela ¢ mostrado
que a maioria dos pacientes € solteira, sejam eles co-infectados ou ndo. Assim sendo, a tabela 3 foi
construida com o objetivo de analisar esta possivel variavel como fator de risco para
micobacteriose € mostra a comparacao entre o estado civil solteiro e as outras categorias (casados,
divorciados e vitvos). Observou-se um percentual maior de solteiros no grupo dos pacientes co-
infectados (p= 0,0607), sendo o risco relativo 19,25% superior aos demais grupos analisados em

conjunto.

Tabela 2: Distribuigdo dos pacientes quanto ao estado civil entre os pacientes co-infectados e os

controles.

Estado civil TB + HIV n (%) HIV n (%)
Solteiro 149 73,04 60 61,86
Casado 49 24,02 21 21,65
Divorciado 3 1,47 12 12,37
Viuvo 3 1,47 4 4,12
Total 204 100 97 100
SI 4 6

SI: sem informagdes
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Tabela 3: Distribuigdo de estado civil dos pacientes, comparando solteiros com nao-solteiros,

entre os pacientes co-infectados e os controles.

Estado civil

Solteiro TB + HIV n (%) HIV n (%) RR Odds Ratio p-valor
Si 149 73,04 60 61,86

- ’ ’ 1,1925  1,6706  0,0607
Nio 55 26,96 37 38,14
Total 204 100 97 100
SI 4 6

RR - Risco Relativo; SI: sem informacoes

Quanto a procedéncia do paciente, observou-se nao haver diferencas estatisticamente
significantes (p= 0,3168) entre os grupos analisados, apesar de haver um percentual maior de
pacientes (60,40%) da capital do estado comparado com os do interior do estado.

O nivel de escolaridade, informagdo usualmente empregada na caracterizagao do nivel
socio-econdmico, foi significativamente baixo, tendo 85,94% dos pacientes co-infectados
estudado menos de 8 anos durante toda a vida (ensino fundamental incompleto). Comparando essa
informagdo com o grupo controle, o percentual de pacientes com baixa escolaridade foi maior
(p<0,0001) entre os pacientes co-infectados TB-HIV. Além disso, o risco de adquirir TB foi duas
vezes maior neste grupo em relagdo aos pacientes com maior escolaridade (> 8 anos de estudo)

(Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicao dos pacientes em relagdo a escolaridade (tempo de estudo em anos) entre os

pacientes co-infectados e os controles.

Escolaridade TB + HIV n (%) HIV n (%) RR Odds Ratio p-valor
< 8 anos 165 85,94 36 48,00 2,0066 6,6204 0,0000
> 8 anos 27 14,06 39 52,00

Total 192 100 75 100

SI 16 28

RR - Risco Relativo; SI: sem informagdes.
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Investigando-se outro aspecto relacionado ao nivel socio-econdmico, foi observado,
como demonstrado na tabela 5, que a maior parte dos pacientes co-infectados vive em situagdo de
pobreza, com renda igual ou inferior a 1 salario minimo (71,59%). Todavia, ndo existe diferenca
estatisticamente significante quando se compara este dado com o do grupo controle (p=0,7899),

refletindo somente a situacao de renda da populagado infectada pelo HIV.

Tabela 5: Distribuicdo dos pacientes quanto a renda mensal em saldrios minimos entre os

pacientes co-infectados e os controles.

Renda* TB + HIV n (%) HIV n (%)

Sem renda 27 15,34 7 13,73
<1 99 56,25 27 52,94
>1 50 28,41 17 33,33
Total 176 100 51 100
SI 32 52

* No de salarios minimos; SI: sem informacoes.

Em relagdo ao tabagismo, ndo existiu diferenca estatisticamente significante no
percentual de pacientes fumantes entre os grupos de pacientes analisados (p=1,0000) (Tabela 6).
De forma contraria, houve uma maior nimero de pacientes que relatavam histéria de etilismo no
grupo controle (p=0,0003), eles representavam 57,95% dos pacientes deste grupo contra 34,5%
no grupo dos pacientes co-infectados TB-HIV (Tabela 6).

Algumas caracteristicas tradicionalmente citadas como relacionadas a aquisi¢do da
tuberculose também foram investigadas. A aglomeracdo de pessoas foi investigada através da
investigacdo do niimero de adultos no domicilio. Em média existiam 3,1 £+ 1,89 adultos em cada
domicilio dos pacientes co-infectados TB-HIV e um ntimero similar também foi encontrado nos
domicilios dos casos controles, portanto, ndo houve diferenga estatisticamente significante em

relagdo ao grupo controle (p=0,3002).
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Tabela 6: Descricao do comportamento dos grupos em relagdo ao tabagismo e etilismo.

TB + HIV n (%) HIV n (%) RR Odds Ratio p-valor
Tabagismo
Sim 82 41,21 36 40,45 1,0097 1,0318 1,0000
Nao 117 58,79 53 59,55
Total 199 100 89 100
SI 7 14
Etilismo
Sim 69 34,50 51 57,95 0,7374 0,3821 0,0003
Nao 131 65,50 37 42,05
Total 200 100 88 100
SI 8 15

RR — Risco Relativo; SI: sem informacoes.

A histéria de contato prévio com paciente portador de tuberculose foi mais freqiiente
no grupo dos pacientes co-infectados TB-HIV (13,60% e p=0,0481) do que no grupo controle
(4,17%). O risco relativo para a infeccdo com o M. tuberculosis foi 39,31% maior no pacientes
contactantes de TB em relacdo aos pacientes sem contato prévio com TB (Tabela 7). De modo
similar foi observado um percentual maior de pacientes com historia de tratamento prévio para
tuberculose entre os pacientes co-infectados TB-HIV (9,09% e p =0,0517) do que nos pacientes
do grupo controle (2,91%) (Tabela 7). Quanto ao uso de quimioprofilaxia prévia para tuberculose
com isoniazida, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos analisados

(p=1,0000) (Tabela 7).
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Tabela 7: Anélise estatistica da historia de contactante domiciliar com TB, tratamento prévio e uso

de quimioprofilaxia para TB entre os pacientes co-infectados e os controles.

TB + HIV n (%) HIV n (%) RR Odds Ratio p-valor
Contactante
com TB
Sim 17 13,60 3 4,17 1,3931 3,6204 0,0481
Nao 108 86,40 69 95,83
Total 125 100 72 100
SI 83 31
Tratamento
Prévio TB
Sim 16 9,09 3 2,91 1,3684 3,3333 0,0517
Nao 160 90,91 100 97,09
Total 176 100 103 100
SI 32 -
Profilaxia
para TB
Sim 10 6,25 7 6,80 1,0366 1,0958 1,0000
Nao 150 93,75 96 93,20
Total 160 100 103 100
SI 48 -

RR - Risco Relativo; SI: sem informacdes.

A historia da infeccdo pelo HIV e os estadiamentos clinico e imunoldgico foram
analisados em virtude da importancia desses dados na determinagdo da aquisigdo,
desenvolvimento e evolucao da tuberculose. A média do tempo entre o diagnodstico da infecgdo
pelo HIV e o diagnoéstico da TB foi de 34,8 meses nos pacientes co-infectados. No grupo controle,
a média do tempo entre o diagnostico da infecgdo pelo HIV e a data de realizagdo do estudo foi de
31,1 meses. Portanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos

(p=0,8346). Uma melhor analise destes dados pode ser vista na figura 8 e na tabela 8.
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Figura 8: Tempo de diagnodstico do HIV. Legenda: o simbolo O representa valores extremos € o

simbolo * representa outliers.

Tabela 8: Analise do tempo de diagndstico do HIV entre os pacientes co-infectados e os controles.

Tempo de diagnostico Média Mann-

n Desvio-padrao p-valor
do HIV* (meses) Whitney
TB + HIV 201 34,8 36,03 9404 0,8346
HIV 95 31,1 28,15

* Casos: tempo entre o diagnostico de infecgdo pelo HIV até e o diagnostico de micobacteriose. *

Controles: tempo entre o diagnostico de infecg¢do pelo HIV e a data do estudo.

Uma vez que a tuberculose pulmonar e/ou extrapulmonar sao doengas definidoras de
aids segundo a classificagdo do CDC (1992), todos os pacientes dos grupos dos co-infectados TB-

HIV apresentam classificagdo clinica C. Assim, a diferenga entre os percentuais de pacientes com
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classificagdo clinica C entre os grupos estudados ¢ significativa (p=0,0000). A tabela 9 descreve a

distribuicao da classificagdo clinica dos pacientes.

Tabela 9: Distribui¢do da classificacdo clinica dos pacientes estudados entre os pacientes co-

infectados e os controles:

Classificacao

Clinica TB + HIV n (%) HIV n (%) Total p-valor
A -- -- 58 56,31% 58 0,0000
B -- -- 23 22,33% 23

C 208 100% 22 21,36% 230

Total 208 100% 103 100% 311

Em relagdo a classificacdo imunologica realizada em 184 pacientes co-infectados com

TB-HIV, 72,28% deles apresentavam classificagdo 3, 26,09% classificagdao 2 e, somente 1,63%

tinham classificacdo 1. Houve um percentual maior de pacientes com classificagdo 3 neste grupo

do que no grupo controle e esta diferenca foi estatisticamente significante (p=0,0000) (Tabela 10).

Tabela 10: Distribuicdo da classificacdo imunolédgica dos pacientes estudados entre os pacientes

co-infectados e os controles.

Classificacao

Imunologica* TB + HIV n (%) HIV n (%) Total p-valor
1 (>500 cels/mm?) 3 1,63 16 15,69 19

2 (200-500 cels/mm?) 48 26,09 38 37,25 86

3 (<200 cels/mm?®) 133 72,28 48 47,06 181 0,0000
Total 184 100 102 100 286

SI 24 1

Legenda: * CDC (1992); SI: sem informagdes.
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Em relacdo a dosagem de linfocitos T CD4+ no momento do diagnostico da TB, os
pacientes co-infectados TB-HIV apresentavam maior grau de imunossupressao do que o grupo
controle (p=0,0000). A média de linfocitos T CD4+ foi de 168 cels/mm? no primeiro grupo contra

377 cels/mm? do grupo controle (Figura 9)
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Figura 9: Grafico de contagem de linfocitos T CD4+ (cels/mm?®). Legenda: o simbolo O

representa valores extremos e o simbolo * representa outliers.

Quanto a carga viral plasmatica, os pacientes com diagnostico de co-infecgdo TB-HIV
tiveram maior valor de logaritmo natural de carga viral (log 4,36) em relacdo ao grupo controle

(log 2,89; p=0,0013; t-Student =8,893; Figura 10).
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Figura 10: Gréfico de analise do logaritmo da carga viral.

Em relacdo ao uso de terapia antiretroviral (TARV), 78,16% dos pacientes com
tuberculose estavam em uso de HAART. Ademais, foi evidenciado um percentual maior de
pacientes que realizou tratamento antiretroviral no grupo dos pacientes co-infectados TB-HIV
(p=0,0000), sendo o risco relativo de 49,35% maior nesses pacientes em relagdo aos que nao

realizaram tratamento (tabela 11).

Tabela 11: Analise do uso de HAART entre os pacientes co-infectados e os controles.

HAART TB + HIV n (%) HIV n (%) RR Odds Ratio p-valor
Sim 161 78,16 57 55,34 1,4935 2,8873 0,0000
Nao 45 21,84 46 44,66

Total 206 100 103 100

SI 2 -

RR - Risco Relativo; SI: sem informagdes.
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O diagnostico dos casos de co-infeccdo TB-HIV foi realizado em bases clinicas,
epidemioldgicas e laboratoriais. A tabela 12 resume os resultados dos principais exames

complementares realizados.

Tabela 12: Distribui¢do dos casos de TB de acordo com ao RX de térax, PPD e andlise
microbioldgica (cultura em Lowestein-Jensen e pesquisa de BAAR em lamina) nos pacientes co-

infectados com TB-HIV.

Total n %

RX torax 40
Sugestivo 23 57,50
Nao sugestivo 7 17,50
Nao realizado 10 25,00
PPD 208
Reator 21 10,10
Nao-reator 69 33,17
Nao realizado 118 56,73
Analise Microbiologica 122
Cultura positiva

Pesquisa BAAR positiva 36 29,51

Pesquisa BAAR negativa 26 21,31
Cultura negativa

Pesquisa BAAR positiva 13 10,65

Pesquisa BAAR negativa 47 38,52

Legenda: BAAR — Bacilo Alcool-Acido Resistente
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Em relagdo ao PPD, exame de bastante utilidade no diagndstico da TB, todavia nao
confirmatorio, apenas 90 pacientes (43,26%), de um total de 208, realizaram o teste. Desses 90,
76,66% apresentaram resultado ndo-reator, enquanto 23,33% foram reatores. O PPD nao foi
realizado em 56,73% dos pacientes. Nao foi investigado o teste do PPD no grupo controle.

Em relacdo ao raio-X de toérax, 57,5% apresentavam alteracdes radiologicas
consideradas sugestivas de TB, 17,5% nao tinham alteracdes radioldgicas ou estas ndo eram
sugestivas de TB e 25% dos pacientes nao realizaram o referido exame diagndstico.

O diagnostico confirmatério da TB, em pacientes sintomaticos, ¢ realizado pelo
isolamento do bacilo tanto em meio de cultura especifico como pela visualizacdo direta em
esfregaco de amostra clinica em lamina corada pelo Ziehl-Neelsen. Dos 208 pacientes portadores
da co-infec¢do TB-HIV, somente 122 (58,65%) foram submetidos a pesquisa direta de BAAR e
cultura em LJ. Desses 122 pacientes com pesquisa direta e cultura de BAAR, somente 36 tinham
pesquisa e cultura de BAAR positivas, enquanto 26 tinham cultura positiva e pesquisa negativa,
13 tinham pesquisa positiva e cultura negativa e 47 tinham pesquisa e cultura negativas. Além
disso, 86 pacientes (41,34%) ndo realizaram ou a pesquisa ou a cultura, ou ambos. Desses 86
pacientes, 15 realizaram somente cultura, com 11 positivas e 4 negativas (Tabela 12).

Quanto a apresentacao clinica, 45,68% dos pacientes tiveram TB pulmonar, 28,40%
apresentaram TB extrapulmonar e 25,92% apresentaram a forma disseminada.

Ao tentar correlacionar a contagem de linfocitos CD4+ a reagdo ao PPD em uma
populacdo de 82 pacientes, notou-se que a contagem de linfécitos CD4+ ndo possui diferenca
estatisticamente significante entre PPD reator (média 232 +184,6 cels/mm?) e ndo-reator (média
165 £96.,4 cels/mm?) (p=0,1256; t-Student=1,587), apesar de haver uma tendéncia da contagem de

CD4+ ser menor nos pacientes ndo-reatores conforme mostrado na figura 11.
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Figura 11: Relagdo entre a contagem de linfocitos T CD4+ (cels/mm?) e a reagdo ao PPD.

Da mesma forma, em uma populagdo de 43 pacientes, ndo houve relagdo entre a reagao
ao PPD e a sitio de apresentacgdo clinica da tuberculose (p=0,6808) Tabela 13. Também ndo houve
diferencas estatisticamente significantes quando se comparou a forma clinica da tuberculose com
o tempo de infec¢ao pelo HIV (p=0,2458), contagem de linfocitos T CD4+ (p=0,5344), carga viral
plasmatica (p=0,8268) e o uso de terapia antiretroviral (p=0,8074) (Tabela 14).

Tabela 13: Relacao entre o PPD e a forma clinica da tuberculose.

PPD
Sitio Nao-reator n (%)  Reator n (%) NR n (%) Total
Pulmonar 9 24,32 3 8,11 25 67,57 37
Extrapulmonar 7 30,43 4 17,39 12 52,17 23
Disseminada 7 33,33 3 14,29 11 52,38 21
Total 23 28,40 10 12,35 48 59,26 81

NR: nao realizado
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Tabela 14: Anélise do tempo de infec¢dao pelo HIV, contagem de linfocitos CD4+ (cels/mm?) e da

carga viral plasmatica (log) em relacao a forma clinica da tuberculose.

Forma Clinica n Média Desvio-padriao Estat. F p-valor
Tempo HIV Pulmonar 36 43,89 43,32
Extrapulmonar 23 34,96 36,75 1,429 0,2458
Disseminada 21 26,95 22,7
CD4+ Pulmonar 32 165,41 148,04
Extrapulmonar 19 183,16 144,73 0,633 0,5344
Disseminada 19 134,05 105,24
Log Carga viral Pulmonar 27 4,54 1,172
Extrapulmonar 15 4,41 1,256
0,191 0,8268
Disseminada 17 4,32 1,206

Legenda: Estat. F: estatistica F

Dentre os 723 pacientes que tinham cultura positiva para BAAR, foi realizada
identificacdo de 39 amostras, 34 (81,18%) apresentavam caracteristicas morfologicas e de
crescimento que permitiram caracteriza-las como M. tuberculosis e 5 (12,82%) amostras foram
caracterizadas como ndo caracteristicas de M. tuberculosis. A identificacdo ao nivel de espécie
dessas 5 amostras ¢ apresentada na tabela 15.

Dentre as 5 amostras classificadas como ndo caracteristicas de M. tuberculosis, 4
foram submetidas a identificagdo molecular através da técnica PRA. Devido ao pequeno niimero
de isolados, ndo foi possivel realizar qualquer analise estatistica, sendo suas caracteristicas
apresentadas na tabela 15. A razdo para a ndo identificacdo de uma das amostras (paciente C) foi
porque o isolado ndo apresentou crescimento apos ser reinoculado do tubo primdrio para um
segundo contendo meio de cultura especifico, perdendo-se desta forma a cultura. A identificacao
do paciente A foi realiza no Instituto Adolfo Lutz, pois a amostra foi enviada pelo LACEN para
identificacdo e ndo foi armazenada. Desta forma, ndo existem os padroes do PRA para este
paciente. A figura 13 exibe os padrdoes do PRA das cepas submetidas a identificagdo ao nivel de

espécie.
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Figura 12: Foto de eletroforese em gel de agarose 4,5% mostrando os padroes do PRA das cepas

submetidas a identificagdo ao nivel de espécie.
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Eletroforese em gel de agarose 4,5% (MS8 Agarose — BIODAMERICA) de produtos de digestdo
enzimatica do gene Asp65 (441pb) de micobactérias com as enzimas BstEIl e Hae I11. Os pogos 3
e 14 representam as amostras do paciente B, M. kansasii. Os pogos 4 e 15 representam as
amostras do paciente E, M. fortuitum. Os pogos 5 e 16 representam as amostras do paciente D, M.
gordonae. Os pogos 9 e 20 representam a cepa padrao de M. tuberculosis H37Rv. Os pogos 1 ¢
23 contém 6,0uL do marcador de peso molecular de 50pb (PROMEGA). O pogo 12 contém
6,0uL do marcador de peso molecular de 25pb (PROMEGA). Os demais pogos contém outras

amostras nao incluidas neste estudo.
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Tabela 15: Caracteristicas epidemiologicas dos pacientes com micobacteriose atipica:

Pacientes
Caracteristicas A B C D E
Espécie M. avium M. kansasii -- M. gordonae M. fortuitum
identificada
Tempo infeccio 6 120 96 2 39
HIV (meses)
Classificacao 3 3 3 3 3
Imunologica
Linf. T CD4+ 45 138 55 7 30
(cels/mm?)
HAART Sim Sim Nao Nao Nao
Amostra clinica LBA Escarro Liquor Medula 6ssea Escarro
Forma clinica Pulmonar Pulmonar Meningea  Disseminada Pulmonar
Tratamento I I-R Nao realizou I
Evolucao Alta por cura Em tratamento Obito Obito Em tratamento

Legenda: Tratamento: Esquema I: RHZ por 2 meses + RH por 4 meses; esquema I-R = RHZE por

2 meses + RHE por 4 meses. LBA: lavado bronco-alveolar.

O teste de sensibilidade as drogas foi realizado nos 34 isolados de M. tuberculosis.

Trinta isolados (88,23%) apresentaram sensibilidade a todas as drogas, 2 (5,89%) eram resistentes

a uma Unica droga (isoniazida) e outras 2 (5,89%) apresentavam resisténcia a duas drogas sendo

estas a isoniazida e a rifampicina. Nenhum isolado com resisténcia a mais de duas drogas foi

documentado. Em virtude do pequeno niimero de amostras de pacientes com resisténcia as drogas,

foram detalhadas algumas caracteristicas epidemiologicas destes pacientes (Tabela 16).
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Tabela 16: Caracteristicas epidemiologicas dos quatro pacientes co-infectados TB/HIV com

1solados clinicos resistentes a drogas.

Isolados (n=4)

Caracteristicas 1 2 3 4

Resisténcia H H HeR HeR

Tempo infec¢io HIV Zero 57 meses 84 meses 57 meses
Contactante TB Nao Nao Sim Nao
Tratamento prévio Nao Nao Sim Nao

Adesio irregular Nao Nao Sim Nao

Forma clinica Disseminada  Pleural Pulmonar Pulmonar
Tratamento I—1I-R I [-I-R—-III I—-III
Evolucao Altapor cura  Altaporcura Em tratamento Em tratamento

H — isoniazida, R — rifampicina, — - indica mudanca de esquema de tratamento.



5. Discussao

A incidéncia da tuberculose tem aumentado mundialmente e esse fato esta fortemente
relacionado a infec¢ao pelo HIV (SILVEIRA ef al., 2006; BLOOM; MURRAY, 1992). Além
disso, a diminuig¢do de recursos para programas anti-tuberculose, a ma administracdo da infra-
estrutura assistencial e o pequeno investimento cientifico tém contribuido para a atual situacio
(LIMA et al., 1997). Aproximadamente treze milhdes de pessoas estdo agora co-infectadas com o
M. tuberculosis e o HIV no mundo todo (WHO, 2003) e o Brasil pertence a um grupo de 22
paises que sdo responsaveis por 80% de todos os casos de TB no mundo, ocupando a décima
sexta posi¢do em relacdo ao numero total de casos (WHO, 2006).

A infec¢do pelo HIV e a TB resistente a drogas constituem dois importantes fatores
que tém dificultado o sucesso das acdes dos programas de controle da TB. Assim, a compreensao
da interacdo entre as duas patologias, englobando suas interfaces clinicas, epidemioldgicas e
terapéuticas, ¢ determinante para o desenvolvimento de medidas de controle adequadas a co-
infeccao.

As informagdes cientificas sobre a co-infeccdo TB-HIV do ponto de vista
epidemioldgico e de analise da multiresisténcia sdo deficientes em nosso pais, principalmente na
regido Nordeste. Esse estudo, portanto, busca fornecer respostas para auxiliar no estabelecimento
de condutas diagndsticas, profilaticas e terapéuticas adequadas a realidade local.

E importante enfatizar que apesar dos centros de referéncia habitualmente receberem
0s casos mais complexos e severos, com mais dificuldades diagndsticas, isto ndo foi
particularmente verdadeiro no hospital no qual foi realizado este estudo. Além de ser um hospital
de referéncia para casos complexos, o HSJ, no momento da realizacdo do estudo, também
realizava o acompanhamento da maioria dos pacientes soropositivos da cidade de Fortaleza e do
estado do Ceard. Por conseguinte, os dados encontrados neste estudo representam o perfil
epidemioldgico do Estado.

Algumas dificuldades encontradas na realizagdo da pesquisa foram a auséncia de
algumas informagdes nos prontudrios médicos assim como a nao realizagdo de alguns exames
complementares. Em virtude do desenho da pesquisa, a busca da prevaléncia da TB nos pacientes
infectados pelo HIV ndo constituiu um objetivo deste estudo, entretanto, esse ¢ um dado também
importante e campo para futuras pesquisas.

Dentre os pacientes do presente estudo, cinco pacientes apresentaram diagnostico de

micobacteriose atipica. Esse pequeno nimero ndo foi suficiente para determinar mudangas
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estatisticamente significantes nas andlises realizadas. Assim, ao analisar os fatores de risco,
preferiu-se referi-los como fatores relacionados ao risco de adquirir TB e nao de adquirir
micobacteriose, portanto, quando for citado fator de risco, ele refere-se ao risco para adquirir a

TB.

5.1 Dados epidemiolégicos populacionais:

Foi observada uma predominancia de casos em pacientes adultos entre 25 e 49 anos,
com média de idade de 40 anos e com maior nimero de casos entre 35 a 39 anos, evidenciando
uma tendéncia para notificagdo da co-infeccdo em pacientes adultos com maior idade do que os
verificados na literatura (SILVEIRA et al., 2006; EYOB et al., 2004; HENN; NAGEL; DAL
PIZZOL, 1999; KERR-PONTES; OLIVEIRA; FREIRE, 1997; CASTILLA et al., 1997). Kerr-
Pontes, Oliveira e Freire (1997), em estudo realizado no estado do Ceara, observaram uma
predominancia de casos em adultos jovens, com faixa etaria de maior observagao entre 30 e 40
anos. Observagdo semelhante também foi realizada por Henn, Nagel e Dal Pazzol (1999) e Eyob
et al. (2004) que, ao descreverem as caracteristicas demogréficas de populacdes co-infectadas
TB-HIV, relataram a média de idade de 33,4 e 30 anos, respectivamente. Além disso, em um
estudo realizado na Espanha para investigacdo das diferencas epidemioldgicas de entre TB
pulmonar e extrapulmonar em pacientes com aids, a presenca de TB no momento do diagndstico
de aids estava associado com idade menor que 30 anos (CASTILLA et al., 1997). Essa diferenca,
entretanto, pode ser justificada pela idade mais elevada de notificagdo de aids nos Brasil, cuja
média de idade no momento da notificagdo, nos anos de 2002 a 2005, foi de 35,35 anos
(DATASUS, 20006).

Examinar a dimensao do sexo na tuberculose ¢ mais do que descobrir qual sexo tem
maior taxa de prevaléncia, ou uma maior taxa de mortalidade. Isso também inclui analisar
questdes como diferengas no risco de exposicao a infeccao, no comportamento de busca da saude
e na resposta dos sistemas de saude, conseqiiéncias econdmicas e o estigma associado com ser
conhecido como um paciente com tuberculose.

Em quase todos os paises, as taxas de incidéncia de tuberculose sdo maiores em
homens em todas as idades, exceto em criancas, quando elas sdo maiores no sexo feminino.
Segundo Holmes, Hausler ¢ Nunn (1998), a tuberculose sem co-infec¢do pelo HIV predomina

nos homens na razdo de 2:1 nos casos notificados mundialmente. Todavia, ha relatos de
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predominio de mulheres em relagdo a taxa de progressao de infeccao para doenca, na incidéncia
de doenga clinica e na mortalidade devido a TB (HOLMES; HAUSLER; NUNN, 1998).

Lienhardt et al. (2005), em um estudo de caso-controle para a investigacao de fatores
de risco para tuberculose na Africa, observou a associagio da TB com o sexo masculino,
relatando-o como fator de risco. Silveira et al. (2006) e Corbett ef al. (2007), através de estudos
epidemiologicos realizados em populacdes infectadas pelo HIV, obtiveram resultados
semelhantes, sendo precisos no relato do sexo masculino como fator de risco para TB nesta
populagdo. Do mesmo modo, no presente estudo, houve a predominancia da TB no sexo
masculino em pacientes co-infectados com HIV, tendo a populagdo masculina um risco relativo
43% maior de desenvolver TB do que a mesma populagdo do sexo feminino.

Algumas caracteristicas relativas ao comportamento dos homens, principalmente apos
a adolescéncia, podem contribuir para uma maior infec¢do dos homens. Os homens estdo mais
amplamente expostos a outras pessoas com TB como conseqiiéncia de sua maior interacao social
fora do domicilio. Além disso, os homens fazem mais migracdes e sao mais submetidos ao
encarceramento em presidios (WHO, 2004a).

E dificil explicar se o nimero elevado de casos na populagdo masculina se deve a uma
deficiéncia no diagndstico e na notificagdo dos casos na populagdo feminina por dificuldades
sociais de acesso aos servigos publicos de saude ou se ha diferencas genéticas entre os sexos
(DIWAN; THORSON, 1999). Bellamy et al. (2000), em um estudo em busca de regides no
genoma humano que contenham genes associados a susceptibilidade a TB, sugerem haver uma
relagdo entre regides do cromossomo X ¢ TB.

Segundo Diwan e Thorson (1999), uma combinagdo de fatores sociais e biologicos ¢
responsavel por essas diferengas, no entanto, o conhecimento e as pesquisas relacionadas a este
assunto sdo insuficientes para esclarecer o predominio dos homens.

Existem poucas informacdes sobre a importancia do estado civil na determinagao do
risco de desenvolvimento da TB. Observou-se neste estudo uma predominancia de solteiros na
populacdo estudada (p=0,0607). Ademais, os pacientes solteiros tiveram um risco relativo de
adquirir TB 19,25% maior que as demais categorias. Lienhardt et al. (2005), em um estudo
realizado em trés paises africanos, relatou ser o estado civil solteiro como fator de risco
independente para TB. Acredita-se que esse risco possa ser reflexo das caracteristicas
demograficas e socio-economicas desta populacdo. Pessoas solteiras usualmente sdo mais jovens

que os casados e tém estilos de vida diferentes, especialmente homens, que freqiientemente fazem
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migracdes em busca de empregos e tém maior oportunidade de contato com inimeras pessoas,
aumentando a possibilidade de exposicao ao bacilo.

A procedéncia dos pacientes reflete as caracteristicas epidemiologicas das infecgdes
nos locais de origem dos pacientes. Neste estudo, investigou-se a procedéncia dos pacientes
separando-a, para simplificacdo da analise, em duas categorias: origem do interior do estado ou
da capital. Apesar da maior parte dos pacientes serem de Fortaleza (60,40%), a diferenga ndo foi
significativa (p=0,3168). Uma vez que a TB esta difusamente distribuida no estado (SESA,
2006), essa informagdo provavelmente reflete a expansdo da pandemia do HIV para interior,
documentada através do nimero crescente de municipios do estado com notificagdo de casos do
HIV (SESA, 2006b). Os poucos trabalhos epidemiologicos realizados a nivel regional nestas
populacdes ndo analisaram esta informagao e, portanto, nenhuma comparacdo para comprovagao
desta hipotese pode ser realizada.

A TB tem sido usualmente associada com pobreza. Em paises industrializados, a TB
foi classicamente associada com péssimas condi¢des de vida (DRUCKER et al., 1994; SPENCE
et al., 1993). O status sécio-economico ¢ dificil de mensurar e ndo existem critérios uniformes
para sua investiga¢do. Entretanto, o nivel de escolaridade, tradicionalmente, tem sido usado como
um indicador socio-econdmico quando nao se dispde de outros indicadores mais precisos. Assim,
no presente estudo, foram coletadas informacdes sobre a renda familiar e nivel de escolaridade.

Os pacientes com nivel de escolaridade baixo tiveram duas vezes mais chance de
adquirir TB que os demais pacientes. Além disso, o nivel de escolaridade foi significativamente
mais baixo nos pacientes co-infectados TB-HIV (p<0,0001).

Viérios estudos sdo enfaticos em demonstrar que os pacientes co-infectados com TB e
HIV tém em sua maioria nivel de escolaridade baixo (menor que 8 anos de estudo) (SILVEIRA
et al., 2006; LIENHARDT et al. 2005; MURRAY et al., 1999; KERR-PONTES; OLIVEIRA,;
FREIRE, 1997). Todavia, eles sdo inconclusivos quanto a demonstracao da relagdo de risco do
nivel de escolaridade e a TB. Enquanto Kerr-Pontes, Oliveira e Freire (1997) relataram uma
tendéncia crescente da presenca da TB entre os casos de aids conforme decrescia o nivel de
escolaridade dos casos, Silveira et al. (2006) ndo conseguiu significativamente determina-lo
como fator de risco para TB.

Como reflexo ou conseqiiéncia da escolaridade baixa, a maioria dos pacientes co-

infectados vive em situagdo de pobreza, com renda igual ou inferior a um salario minimo. Esse
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dado ¢ também semelhante aos apresentados nos casos de infeccdo pelo HIV e representa
somente a situacao de renda da populacao infectada pelo HIV (Kerr-Pontes 1992).

O tabagismo resulta em mudangas histologicas no trato respiratorio inferior, incluindo
inflamagdo peribronquica, fibrose, espessamento da intima vascular e destrui¢do alveolar. Isto
leva a alteracdes na funcao epitelial com redugdo da atividade ciliar, diminui¢ao do clearance das
substancias inaladas e anormalidade na permeabilidade vascular e epitelial (AUBRY; WRIGHT;
MYERS, 2000). Estudos de caso-controle realizados na Espanha e India reportaram uma
associacdo de dose-dependéncia entre o tabagismo e a TB pulmonar (KOLAPPAN; GOPI, 2002;
ALCAIDE et al, 1996). Similarmente, em estudos realizados na Africa, Hill et al. (2006) e
Lienhardt et al. (2005) postularam o tabagismo como um fator de risco independente para TB
com um claro efeito de dose-resposta relacionado a duracao do tabagismo.

Na literatura, informagdes em relagdo ao tabagismo na populacdo co-infectada TB-
HIV sdo escassos. Neste trabalho o tabagismo nao pode ser relacionado como fator de risco para
TB, tampouco predominou nos pacientes co-infectados em relagdo ao grupo controle. Em
trabalho semelhante realizado por Silveira et al. (2006) com pacientes infectados pelo HIV
acompanhados em centro de referéncia no Rio Grande do Sul também ndo conseguiu
correlacionar o tabagismo com o desenvolvimento da TB.

Poucos trabalhos foram conduzidos para investigar os efeitos do alcoolismo na TB e
seus resultados foram inconclusivos: enquanto um encontrou uma relagao de risco entre a ingesta
de élcool e TB (LIENHARDT et al., 2005), outros falharam em demonstrar essa associagao
(VAN DER WEREF et al., 2006; SILVEIRA et al., 2006). Além disso, aumentando ainda mais tal
inconclusdo, verificou-se, no atual estudo, uma maior presenc¢a de etilismo no grupo controle do
que no grupo com TB (p=0,0003).

Alguns vieses presentes neste estudo podem ter influenciado os resultados em relagdo
ao tabagismo e alcoolismo. Informagdes importantes nao foram investigadas como a
quantificagdo precisa do nivel de exposi¢do a tais habitos, a relagdo temporal entre uso tais

drogas e o diagndstico da TB além da propria doenga poder afetar a exposigao.

5.2 Fatores diretamente relacionados a TB
A aglomeragao de adultos reflete no aumento da probabilidade de entrar em contato
com pessoas expelindo o bacilo em ambientes lotados. Classicamente tem sido relatada a

aglomeragdo de pessoas em um mesmo ambiente como fator relacionado a TB (HILL et al.,
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2006; LIENHARDT et al., 2005). Contrariando esse fato, na presente pesquisa nao foi
evidenciada diferenca em relagdo ao nimero de adultos no domicilio entre os casos ¢ os controles
(p=0,3002). Provavelmente tal diferenca deva-se ao fato das investigagdes citadas terem sido
realizadas na Africa, onde diferentes caracteristicas sociais ¢ comportamentais como poligamia
favorecem a aglomeragdo no domicilio. Além disso, tais estudos nao contemplam
especificamente a populacao de pacientes co-infectados pelo HIV e, como discutido previamente,
nesta populacdo predominam os adultos e solteiros, que, por suas caracteristicas
comportamentais, tendem ter residéncia propria, ndo permanecendo na casa paterna.

De acordo com Fitzgerald e Haas (2005), os mais importantes determinantes para a
infeccdo pelo M. tuberculosis em pessoas com teste tuberculinico negativo sdo o contato com
pessoas com TB e a infectividade da fonte. Nesse estudo, fortalecendo as informagdes da
literatura, a historia de contato prévio com paciente portador de tuberculose foi mais freqiiente no
grupo dos pacientes co-infectados TB-HIV (13,60% - p=0,0481) sendo o risco relativo para a
infeccdo pelo bacilo 39,31% maior no pacientes contactantes de TB em relacdo aos pacientes sem
contato prévio com TB. Outros autores também observaram uma consistente relacdo de risco
entre contato anterior com TB no domicilio e o risco de desenvolver TB, e este efeito aumentava
com o numero contactantes no passado. Além disso, existem algumas evidéncias que esse risco €
maior quando maior for a proximidade familiar com o caso de TB do domicilio (CORBETT et
al.,2007; HILL et al., 2006; LIENHARDT et al., 2005).

Este agrupamento de TB na familia pode refletir ndo somente a transmissao dentro do
ambiente do lar, mas também uma contribuigdo genética para a susceptibilidade a TB. Este
aspecto tem sido investigado e os resultados, por exemplo, tém mostrado que variantes de
receptores de vitamina D, assim como deficiéncia de vitamina D, podem ter um impacto na
susceptibilidade a TB (BELLAMY, 2005; BORNMAN ef al., 2004). Ademais, varios tipos de
receptores de antigenos de leucocitos humanos (Human Leucocyte Antigen, HLA) de classe I
assim como o HLA-DR2? tém sido associado a tuberculose em varias populacdes
(BALAMURUGAN; SHARMA; MEHRA, 2004; GOLDFELD et al., 1998; BRAHMAJOTHI et
al., 1991; SINGH et al. 1983).

O potencial de transmissdo do M. tuberculosis a partir de pacientes co-infectados TB-
HIV para os contatos domiciliares foi investigado através de estudos epidemioldgicos e
moleculares usando DNA fingerprints. Ambos postularam que os pacientes co-infectados TB-

HIV s3o menos provaveis de infectar seus contatos domiciliares que os pacientes soronegativos
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para HIV (CRAMPIN et al., 2006; CARVALHO et al., 2001, GUWATUDDE et al., 2001;
ESPINAL et al., 2000). Os fatores associados com esse menor risco de transmissao da TB por
pacientes HIV positivos ndo estdo completamente entendidos, entretanto, uma reduzida
eliminagdo bacilar relacionada ao tempo de duracdo da tosse € a menor formacao de cavitagdes
pulmonares (DALEY, 1995; CHAISSON et al., 1987) podem explicar tal fato.

Segundo Ho (1996), a infec¢ao pelo HIV aumenta os riscos de desenvolvimento de
TB ativa pela reativacdo de uma infeccdo latente ou pela répida progressdo de uma infeccao
recém-adquirida. Neste estudo, a maioria dos pacientes relatou que ndo tinham tido contato
prévio com pessoas com TB (86,40%) e que nao haviam realizado tratamento prévio (90,91%).
Apesar disso, a observacao de tratamento prévio foi maior entre os pacientes com TB (p=0,0517)
que no grupo sem TB, sendo o risco de adquirir TB 36,84% maior naqueles que realizaram
tratamento prévio. Similarmente, Corbett et al. (2007) em um estudo para a investigacdo da
epidemiologia da TB em uma populagdo com alta prevaléncia de infec¢do pelo HIV, descreveram
o tratamento prévio para TB como fator relacionado a um aumento nas taxas de TB com cultura
positiva.

Uma andlise de todos esses dados sugere que os individuos neste estudo tenham
apresentado doencga ativa a partir progressao de uma infecgdo recente ou de reativacdo de uma
infeccdo latente. Para diferenciar a forma de aquisicdo da infec¢do € necessdrio que sejam
realizados estudos com marcadores moleculares, tais como MIRU-VNTR, spoligotyping e
IS6110-RFLP.

O diagnostico de uma infeccao latente pelo M. tuberculosis reside primariamente na
realizagdo do teste tuberculinico, um teste intradérmico que utiliza derivados protéicos
purificados (purified protein derivative, PPD). Nos pacientes infectados pelo HIV, uma resposta
cutanea ao PPD de 5 ou mais milimetros representa uma evidéncia de infecg¢ao latente pelo M.
tuberculosis. Todas as pessoas com evidéncia de infec¢do latente devem ser avaliadas quanto a
possibilidade de doencga ativa. Uma vez que a doenca ativa esteja excluida, todas as pessoas com
risco aumentado de progredirem para TB ativa, como os pacientes infectados pelo HIV, devem
receber tratamento para infeccdo latente realizado com isoniazida (DOOLEY; STERLING,
2005). A isoniazida é comprovadamente eficaz em reduzir o risco de reativagdo de infecgdo
latente em pacientes infectados pelo HIV com PPD positivo (PADMAPRIYADARSINI;
SWAMINATHAN, 2005; BUCHER et al., 1999) além de estar associado com aumento da
sobrevida (PINHO et al., 2001; MORENO et al, 1997). Nesta pesquisa, o uso de
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quimioprofilaxia para TB com isoniazida foi igual entre os grupos analisados. Entretanto,
nenhuma observagao quanto ao efeito do uso da quimioprofilaxia pode ser considerada devido ao

pequeno numero de pacientes que fizeram uso dessa medida.

5.3 Fatores relacionados a infeccdo pelo HIV

A infeccdo pelo HIV aumenta enormemente o risco para TB, mas a extensdo do
aumento varia em diferentes estudos. Quanto tempo depois da infec¢do pelo HIV o risco para TB
aumenta € como esse risco muda com o tempo desde a soroconversao para HIV foram estudados.
Entretanto, para uma conclusdo consistente, ainda necessita-se de outros estudos, uma vez que as
pesquisas apresentam diferentes desenhos e populacdes de estudo.

Sonnenberg et al. (2005) realizou um estudo de coorte retrospectivo em uma
populagio especifica de mineradores de ouro na Africa do Sul no qual notou que o risco de TB
dobra no primeiro ano de infec¢dao pelo HIV e continua crescendo de forma mais leve nos anos
seguintes. Em outro estudo, uma coorte prospectiva realizada com usudrios de drogas injetaveis
de varios paises da Europa, o risco de TB aumentou quase trés vezes na faixa de 4 a 6 anos apos a
infeccdo pelo HIV e cinco vezes apds 9 anos comparados com o risco observado nos trés
primeiros anos da infec¢ao (ASTEN et al., 2003). Entretanto, ambos os trabalhos, sugeriram que,
logo apos a infeccao pelo HIV, o aumento do risco de TB deva-se a reativagdo de infecgdo
latente, e que, com o passar do tempo, a importancia da infeccdo recente torna-se mais
proeminente.

No presente estudo, ndo foi possivel escalonar o risco em relagdo ao tempo de
infeccdo pelo HIV. Entretanto, a média de tempo observada desde o diagndstico de infec¢ao pelo
HIV e o diagnostico da TB ndo foram significativamente diferentes do tempo de infec¢dao do HIV
nos pacientes controles.

Segundo a classificagdo do CDC (1992), que define as doengas definidoras de aids, a
tuberculose pulmonar e/ou a extrapulmonar sdo classificadas doencas definidoras. Como essa
classificag¢do ¢ aceita e utilizada mundialmente, optou-se por usa-la nesta pesquisa. Desta feita,
todos os pacientes do grupo dos co-infectados TB-HIV apresentavam classificacdo clinica C.
Assim, a diferenca entre os percentuais de pacientes com classifica¢do clinica C entre os grupos
estudados ¢ significativa (p=0,0000). Uma possivel deficiéncia deste estudo foi a ndo realizagao

da classificagdo clinica antes do diagnostico da TB.
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Jones et al. (2000), analisando a co-infec¢ao TB-HIV na era da HAART, relatou
como fator de risco para TB a presenca prévia, em relagdo ao momento de diagndstico da TB, de
doenca oportunista definidora de aids, com exce¢do da TB. Em um estudo realizado em Londres
para avaliar a evolucdo da TB associada a infec¢do pelo HIV antes e apds a era HAART
observou que, na era HAART, 43,3% dos pacientes tinham defini¢do prévia de aids (DHEDA et
al., 2004). No Brasil, em um estudo de prevaléncia e para avaliagdo dos fatores relacionados a
TB em um centro de referéncia no Rio Grande do Sul, 49,5% dos pacientes apresentavam
diagnéstico de aids (SILVEIRA et al., 2006).

O papel essencial dos linfocitos T CD4+ na imunidade contra o M. tuberculosis
através da producdo de citocinas para ativagdo de macrofagos e de sua atividade microbicida
propria estd bem estabelecido (FITZGERALD; HAAS, 2005). Nos pacientes co-infectados pelo
HIV, a deple¢do de células T CD4+ causada pelo HIV contribui para a disseminacdo da TB nesta
populagdo.

A literatura ¢ extensa e direta em relacionar a deple¢do de linfocitos T CD4+ e o
desenvolvimento da TB. Em varios estudos epidemioldgicos em populagdes infectadas pelo HIV
realizados em diferentes paises, a média observada da contagem de linfécitos T CD4+ foi
persistentemente abaixo de 200 cels/uL: 187 cels/ul (SILVEIRA et al., 2006), 120 cels/uL
(GIRARDI et al., 2004) e 112 cels/uL (CASTILLA et al., 1997). Em alguns estudos, a baixa
contagem de linfocitos T CD4+, principalmente abaixo de 100 cels/uL, tem sido relacionada
como fator risco para o desenvolvimento de TB ativa em pacientes soropositivos para o HIV
(SILVEIRA et al., 2006; JONES et al., 2000). Ademais, a baixa contagem de linfocitos T CD4+
tem sido descrita como um significante fator preditor de morte e de desenvolvimento de nova
doenca definidora de aids (DHEDA ef al., 2004).

Corroborando os dados da literatura, o grau de imunossupressao foi significativamente
maior na populacdo co-infectada TB-HIV que no grupo controle (p< 0,0001), com média de
células T CD4+ de 168 cels/uL. Conseqlientemente, a maioria dos pacientes apresentou
classificagdo imunolédgica 3 no mesmo grupo co-infectado TB-HIV e a diferenga foi significante
quando comparado aos controles.

Em relagdo a carga viral plasmatica, nesse estudo os pacientes com TB tiveram maior
carga viral plasmatica que os controles (p=0,0013) com média do logaritmo da carga viral de
4,36. Este fato pode estar relacionado tanto ao avangado estagio clinico dos pacientes co-

infectados TB-HIV, com avancado grau de imunossupressdo. Em um estudo de coorte para
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avaliagdo dos efeitos da HAART na incidéncia da TB na Africa do Sul, a média do logaritmo da
carga viral observada no grupo sem uso de HAART foi de 5,4 (BADRI; WILSON; WOOD,
2002).

A alta replicagdo viral nestes pacientes também pode ser causada pelo contato com o
M. tuberculosis (HAVLIR; BARNES, 1998). Toossi et al. (1997) e Goletti et al. (1996)
demonstraram que a exposicao in vitro de macrofagos alveolares e linfocitos de pacientes
infectados pelo HIV ao M. tuberculosis causa uma regulagdo positiva da replicagdo viral. Além
disso, o fluido pleural de pacientes com TB aumenta a replicagdo viral em linfocitos ativados
(GARRAIT et al., 1997), e, em pacientes com TB e infectados pelo HIV, a concentracdo de RNA
viral em fluido de lavado broncoalveolar ¢ maior em dareas de envolvimento tuberculoso
(NAKATA et al., 1997). O M. tuberculosis provavelmente aumenta a replicagdo do HIV por
induzir os macrofagos a produzir fator de necrose tumoral o, interleucina- 1 e interleucina- 6
(GARRAIT et al., 1997, NAKATA et al., 1997).

Recentemente, estudos t€ém demonstrado o impacto da HAART na sobrevida dos
pacientes infectados pelo HIV com efetiva restauracdo imunologica e redu¢do na morbidade e
mortalidade (CASCADE, 2000). Ademais, o tratamento da infeccdo pelo HIV esta associado a
redugdo no risco de desenvolvimento de TB ativa (GIRARDI et al., 2004; WILLIAMS; DYE,
2003; JONES et al., 2000), do risco imediato e em longo prazo de morte e de desenvolvimento de
uma nova doenga definidora de aids em pacientes co-infectados TB-HIV (DHEDA et al., 2004) e
na incidéncia da TB nesses pacientes (BADRI; WILSON; WOOD, 2002).

Esses dados contrastam com a nossa casuistica nos pacientes co-infectados TB-HIV
que mostraram uma maior freqiiéncia de uso de HAART nesta populagdo, inclusive com risco
maior de desenvolvimento de TB nos pacientes com uso de HAART. As condigdes sob as quais
as drogas ARV podem prevenir fracdo significante dos casos de TB requerem tratamento precoce
no curso da infec¢do pelo HIV associado a alta cobertura e alta adesdo. Entretanto, houveram
limitagdes neste estudo relacionadas a terapia antiretroviral (TARV). Primeiro, o tempo de inicio
dos antiretrovirais ndo foi investigado. Segundo, ndo foi analisada satisfatoriamente a seguranca,
a adesdo e a eficacia do regime de TARV nos pacientes. E, por Gltimo, para um numero dos
pacientes, os resultados e as causas definitivas da morte ndo puderam ser determinados, tanto
porque os pacientes ndo retornaram ao hospital como devido ao fato de terem falecido fora do

hospital.
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5.4 Diagnostico da co-infeccio micobacteriose-HIV

O diagnoéstico dos casos de micobacteriose foi estabelecido baseado na baciloscopia
e/ou cultura de qualquer amostra clinica, com exame histopatologico compativel ou mostrando a
presenca de BAAR, assim como através da historia clinica e epidemioldgica, exames
radiolégicos sugestivos da forma ativa da doencga e na resposta ao tratamento especifico. Também
foi levada em consideragdo a resposta ao PPD.

O PPD, um tipo de teste de hipersensibilidade cutanea, ¢ usado como método auxiliar
no diagnostico da TB, assim como para identificar casos nos quais a quimioprofilaxia com
isoniazida esteja indicada. Entre pessoas com sintomas e achados clinicos de TB, o teste
tuberculinico pode prover informagdes diagnésticas uteis (HOPEWELL, 1994). Entre pacientes
com TB e infec¢do pelo HIV, a freqiiéncia da reacdo tuberculinica positiva varia
consideravelmente dependendo do grau de comprometimento imune (FITZGERALD; HAAS,
2005; SHAFER; EDLIN, 1996; RIEDER et al., 1989).

No presente estudo, em um total de 208 pacientes estudados, somente menos da
metade dos pacientes (43,26%) realizou o PPD. Deste total, 76,66% apresentavam resultado nao-
reator enquanto 23,33% eram reatores. Kerr-Pontes, Oliveira e Freire (1997), em um estudo
realizado com os pacientes infectados pelo HIV na mesma instituicdo durante o periodo de 1985
a 1992, observaram resultado semelhante tanto em relagdo a nao realizagdo do exame (45,7%)
como ao percentual de ndo-reatores (77,1%). No entanto, no referido estudo, ndo foi investigado
o nivel de imunossupressao.

Diferentemente dos pacientes com diagndstico somente de TB, os individuos co-
infectados com TB-HIV normalmente apresentam-se como nao-reatores ao PPD. Alguns autores
que estudaram individuos com TB pulmonar sem HIV encontraram 75% de resposta forte reator
ao PPD (NASH, 1980). Enquanto outros encontraram que a maioria dos individuos co-infectados
TB-HIV era ndo-reator (MARKOWITZ et al., 1993; GRAHAM et al., 1992; BETHLEM et al.,
1990; CANESSA et al., 1989). A resposta fraca ao PPD entre pacientes com HIV ¢ certamente
devido as alteragdes na resposta imune celular causada pelo virus, o que leva a anergia (SOUSA,
2006; MAAS et al., 1999).

Quanto a relacdo entre contagem de linfocitos T CD4 + e a reagdo cutanea ao PPD,
nao foi observado diferenga significante entre individuos reatores e ndo-reatores. Entretanto, ha
uma tendéncia da contagem de linfocitos T CD4 + ser menor nos pacientes nao-reatores (média

de 165 cels/mm?) que nos reatores (média de 232 cels/mm?).
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Na literatura, a relacao entre o numero de células T CD4+/mm? e a reagdao ao PPD
permanece um assunto sem resolucdo. Souza et al. (2006b), em um estudo retrospectivo realizado
com pacientes com infec¢do pelo HIV ou com aids acompanhados em Sao Paulo, ndo observou
diferenga significativa em termos de média CD4+ e CD8+ entre os pacientes reatores e ndo-
reatores ao PPD. Esses dados sdo semelhantes aos de outros estudos (MORENO et al., 1995;
MORENO et al., 1993). Em contraste, outros autores reportaram anergia em somente 10% dos
individuos HIV positivos com contagem de células T CD4+ igual a 500cels/mm?, comparados
com aproximadamente 60% naqueles com contagem de células T CD4+ igual a 200cels/mm?
(MAAS et al., 1999). Souza et al. (2006b) também enfatiza que, apesar de ndo ter observado
diferenca na contagem média de células T CD4+ e CD8+, a contagem minima foi menor entre os
nao-reatores que entre os reatores.

Em pacientes com TB infectados pelo HIV, a natureza dos achados radioldgicos
também depende do grau de imunossupressdo produzido pela infeccdo (HOPEWELL, 1994;
BATUNGWANAYO et al., 1992; SHAFER ef al., 1991). Naqueles com contagem de celular T
CD4+ igual ou maior 200 cels/mm?, os achados radioldgicos do pulmao incluem infiltrados em
lobos superiores e cavitagdo que sdo similares aqueles em pacientes sem infec¢ao pelo HIV. Nos
pacientes com contagem de celular T CD4 + menor que 200 cels/mm?, os achados radiologicos
tornam-se mais atipicos: a cavitacdo € incomum, os infiltrados intersticiais difusos e nas regides
inferiores dos pulmdes além de adenopatias mediastinais sdo freqiientes (PERLMAN et al., 1997,
HOPEWELL, 1994).

Apesar do exame radiologico do térax ser usualmente o primeiro exame diagnostico
em paises em desenvolvimento, na presente casuistica 25% de 40 pacientes ndo realizou tal
procedimento. Do restante dos pacientes, 76,7% apresentavam achados radioldgicos anormais e
23,3% tinham exame radioldgico normal. Achados semelhantes tém sido descritos na literatura.
Perlman et al. (1997) estudaram as variagdoes dos padroes de raios-X de toérax em pacientes com
TB pulmonar associando-os ao grau de imunossupressao relacionado ao HIV e evidenciou que
92% os pacientes tinham padrdes radiologicos anormais. Além disso, varios autores tém
observado auséncia de alteragdes radioldgicas em pacientes infectados pelo HIV com TB
pulmonar (MANIAR et al., 2006; GREENBERG, 1994; SMALL et al., 1994, PEDRO-BOTET
et al., 1992). Acredita-se que aproximadamente 5% dos pacientes infectados pelo HIV com TB

pulmonar tém baciloscopia positiva apesar de terem radiografias de torax normais (PERLMAN et

al., 1997).
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A baciloscopia e a cultura s3o exames complementares de extrema importancia para o
diagnostico e acompanhamento da co-infeccado TB/HIV. Os pacientes co-infectados sdo menos
provaveis de terem baciloscopia positiva e sdo considerados menos transmissores porque a
medida que a imunossupressdo aumenta, as apresentagdes pulmonares atipicas predominam e a
baciloscopia torna-se menos sensivel (BRODIE; SCHLUGER, 2005; NARAIN; LO, 2004;
COLEBUNDERS; BASTIAN, 2000). Além disso, o diagndstico da forma extrapulmonar,
especialmente envolvendo tecidos profundos de 4reas inacessiveis, ¢ bastante dificil (SHARMA;
MOHAN, 2004b).

Virios estudos tém encontrado que a TB pulmonar com baciloscopia negativa ¢ mais
freqiiente em pacientes infectados pelo HIV (ALPERT et al., 1997; JOHNSON et al., 1998;
PARRY et al., 1995; ELLIOT et al., 1993; COLEBUNDERS et al., 1989). Elliot et al. (1993),
por exemplo, em estudo realizado na Zambia, encontraram que 43% de 72 pacientes HIV
positivos com TB pulmonar comprovada por cultura tinham baciloscopia negativa comparados
com 24% de 37 pacientes HIV negativos (p=0,003). No presente estudo, a freqiiéncia de
pacientes com baciloscopia negativa também foi significativa (59,13%).

Outros pesquisadores, entretanto, ndo tém detectado diferencas nas taxas de
positividade de baciloscopia entre pacientes HIV positivos e negativos (DALEY et al., 1996;
GITHUI et al., 1992; LONG et al., 1991). A aparente discrepancia nestes estudos pode ser
devido a diferengas na populagdo estudada como nivel de imunossupressao, local de condugao do
estudo e técnica utilizada na baciloscopia.

Neste trabalho, um percentual importante (34,13%) dos pacientes ndo realizou cultura
para micobactérias enquanto que Kerr-Pontes, Oliveira e Freire (1997), em casuistica local,
observaram uma freqiiéncia de 54,3% de casos em que ndo foram realizadas culturas. Deste
modo, houve um incremento importante na freqiiéncia de solicitagdo de culturas. No entanto, ¢
necessario que a cultura seja solicitada em todos os casos suspeitos de tuberculose em pacientes
infectados pelo HIV, uma vez que sua sensibilidade ¢ maior comparado ao da baciloscopia.
Aproximadamente 5.000 a 10.000 bacilos alcool-acido resistentes por mililitro da amostra devem
estar presentes para detecg¢do pela baciloscopia enquanto a cultura necessita somente 10 a 100
organismos viaveis (BRODIE; SCHLUGER, 2005; ROUILLON; PERDRIZET; PARROT,
1976).

Outros dados deste trabalho também ajudam a justificar a necessidade da solicitagdo

de cultura em todos os casos suspeitos de micobacteriose: 12,5% dos pacientes apresentaram
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baciloscopia negativa com cultura positiva e esses nimeros poderiam ser maiores, pois 24,04%
dos pacientes com baciloscopia negativa nao realizaram cultura. O fato de uma pequena parte dos
pacientes terem pesquisa positiva e cultura negativa pode estar relacionado a problemas no
procedimento do cultivo das amostras.

A TB extrapulmonar localizada representou, neste trabalho, 28,40% enquanto que a
TB disseminada foi observado em 25,92% dos pacientes. Tal observagdao provavelmente esta
relacionada ao avangado grau de imunossupressdo dos pacientes, cuja média de linfocitos T
CD4+ foi de 169 células. Alguns pesquisadores também relataram percentuais semelhantes.
Girardi et al. (2004) realizou um estudo na Italia para avaliar a co-infec¢do TB-HIV no contexto
da HAART e observou que 19,1% dos pacientes apresentavam TB extrapulmonar isolada e
25,4% a forma disseminada. Outro estudo, realizado em Londres, observou uma freqiiéncia de
43,3% de TB extrapulmonar na era p6s-HAART (DHEDA et al., 2004). Watanabe e Rufino-Neto
(2001) avaliaram o perfil epidemiologico da TB em hospital terciario do estado de Sao Paulo e
observaram que 40,5% dos casos de TB em pacientes infectados pelo HIV eram das formas
extrapulmonares ¢ disseminadas. Ademais, Sharma e Mohan (2004b), em estudos na India,
relataram que a TB extrapulmonar, incluindo a disseminada, ¢ responsavel por mais de 50% dos
casos de TB em pacientes infectados pelo HIV. Por outro lado, outros autores observaram em
suas casuisticas um pequeno percentual de casos de TB extrapulmonar (VAN DER WEREF et al.,
2006; KERR-PONTES; OLIVEIRA; FREIRE, 1997). No entanto, ndo foi avaliado o nivel de
imunossupressdo das populagdes estudadas nos referidos trabalhos.

A apresentacao clinica da TB em pacientes infectados pelo HIV depende do grau de
imunossupressao resultante da infeccao pelo HIV (SHARMA; MOHAN; KADHIRAVAN, 2005;
JONES et al., 1993). Em pacientes com a funcdo imune relativamente intacta (linfécitos T CD4 +
>200 cels/mm?), a forma pulmonar ¢ mais freqlientemente observada que a forma extrapulmonar
(ZUMLA, 2000; CASTILLA et al., 1997; JONES et al., 1993). A medida que a imunossupressio
progride, a forma extrapulmonar torna-se cada vez mais comum. Contrastando com os pacientes
HIV negativos com TB extrapulmonar, a doenga ¢ mais freqiientemente disseminada, envolvendo
dois ou mais 6rgaos nao contiguos, em pacientes infectados pelo HIV (FITZGERALD; HAAS,
2005; SHARMA et al., 2004c).

Em uma revisdo, a média da contagem de linfocitos T CD4 + em pacientes com TB
pulmonar variou de 250 a 500 cels/uL (DE COCK et al., 1992). Em comparagdo, a média da

contagem de linfocitos T CD4 + foi de 242 cels/uL em um estudo de pacientes com TB



85

extrapulmonar localizada e variou de 70 a 79 cels/uL em dois estudos com pacientes com TB
disseminada ou miliar (DE COCK et al., 1992; BARBER; CRAVEN; MCCABE, 1990). Castilla
et al. (1997), comparando as diferengas epidemioldgicas da TB pulmonar e extrapulmonar no
momento do diagnostico de aids na Espanha, relataram que a maioria dos pacientes TB
extrapulmonar (75,3%) e pulmonar (68,7%) apresentavam contagem de linfocitos T CD4 +
abaixo de 200 cels/pL.

No presente estudo, entretanto, ndo foi observado diferenca estatisticamente
significante quanto ao nivel de CD4+ entre as formas clinicas, assim como quanto a reagdo ao
PPD, a carga viral plasmadtica, ao tempo de infeccao pelo HIV e ao uso de HAART. Tais fatos
podem ser justificados pelo reduzido tamanho amostral quando se faz tais estratificagdes.

E possivel que, em relagio a contagem de linfocitos T CD4+, encontrdssemos
diferenga significativa caso houvesse um maior nimero de pessoas estudadas, pois had uma
tendéncia de que a contagem de linfocitos T CD4 + seja menor nos pacientes com TB
extrapulmonar localizada e disseminada.

Em relagdo ao uso de HAART, alguns vieses estdo presentes nesta pesquisa como, por
exemplo, a ndo avaliagdo da adesdo e do tempo de inicio da terapia em relagdo ao diagnostico da

micobacteriose.

5. 5 TB resistente as drogas

A OMS estima que aproximadamente 50 milhdes de pessoas estejam infectadas com
TB-MDR, que ¢ mais dificil e cara de ser tratada, e mais provavel de ser fatal (DUCATI et al.,
2006). A taxa de mortalidade estimada varia de 40 A 60%, sendo similar & mortalidade dos
pacientes com TB ndo tratados (BLOOM; MURRAY, 1992). Entre alguns dos fatores
responsaveis pelo aumento na incidéncia da TB-MDR estdo a epidemia de HIV/aids e o aumento
da incidéncia da TB, especialmente em populagdes com facil acesso as medicagdes anti-TB.

Na populacdo estudada nesta pesquisa, de um total de 34 pacientes com teste de
sensibilidade disponivel, 4 (11,76%) apresentavam resisténcia a uma ou mais drogas, a TB-MDR
foi observada em 2 (5,89%) casos assim como a resisténcia a uma unica droga, especificamente a
isoniazida. Os padrdes de resisténcia em pacientes infectados pelo HIV variam entre os diferentes
trabalhos, entretanto a comparagao de tais dados entre as pesquisas nao pode ser realizada devido
as diferencas metodologicas entre eles. Um estudo realizado na Etidpia para investigagdo da

susceptibilidade do M. tuberculosis as drogas e a evolugdo clinica apds 24 meses de seguimento
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observou 22,3% de resisténcia a uma ou mais drogas e 5,3% de multiresisténcia (MDR) (EYOB
et al., 2004). Por sua vez, Telzak et al. (1999), em um estudo prospectivo e multicéntrico
realizado em areas dos Estados Unidos com taxas de resisténcia a isoniazida maior que 10% para
investigagdo de preditores de TB-MDR em pacientes infectados pelo HIV, observaram 7,1 % de
monoressisténcia a isoniazida e 10,3% de TB-MDR. Em casuisticas nacionais realizadas em
Minas Gerais e Fortaleza com a populagdo geral, as taxas de TB-MDR foram de 2,83% e 17,7%
respectivamente (SOUZA; ANTUNES; GARCIA, 2006a; BARROSO et al., 2003; BARROSO et
al., 2001). Brito et al. (2004), em estudo realizado em um hospital de referéncia para tratamento
da aids no Rio de Janeiro, relataram que resisténcia a pelo menos 1 droga em 28,85% dos
pacientes com HIV/aids. Por outro lado, Murray et al (1999) relataram 10,8% de
monoresisténcia e 1,6% de MDR em mineradores de ouro da Africa do Sul co-infectados pela TB
e HIV. Ademais, levantamento realizado pelo Ministério da Satde entre os anos de 2000 e 2005
encontrou um percentual de 0,44% de TB-MDR no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2005)
Esses diferentes padrdes de resisténcia as drogas antituberculose nestas populagdes podem refletir
a transmissao recente da resisténcia na populacao geral (VANACORE et al., 2004).

O pequeno tamanho amostral dos pacientes com alguma resisténcia, inclusive aqueles
com TB-MDR, na populagdo desse estudo limitou a possibilidade da identificacdo de qualquer
associacdo estatisticamente significante entre a ocorréncia de resisténcia as drogas e as
caracteristicas dos pacientes.

A revisdo da literatura publicada sugere fortemente que o principal fator de risco que
contribui para a emergéncia da TB-MDR ¢ a historia prévia de tratamento para TB (SOUZA;
ANTUNES; GARCIA, 2006a; SHARMA; MOHAN, 2004; EYOB et al., 2004; BARROSO et al.,
2003; NOESKE; NGUENKO, 2002; TELZAK et al. 1999). Neste estudo, somente 1 paciente
relatou historia de tratamento prévio para TB e este também apresentava adesdo irregular. Esta
resisténcia secundaria ou adquirida, tipicamente ocorre como resultado de terapia antimicrobiana
inadequada, que pode ser resultado de ndo aderéncia por parte do paciente, da selecdo incorreta
das medicacdes, do uso de doses sub-terapéuticas ou de ma absorcao das drogas (FRIEDEN et al.,
1993; PELOQUIN; MACPHEE; BERNING, 1993). Em adi¢do a resisténcia secundaria, a
aquisi¢ao de cepas com primdria resisténcia esta bem estabelecida (ALLAND et al, 1994;
SMALL et al., 1994). No atual estudo, 3 dos 4 casos com alguma resisténcia as drogas negaram

ter realizado tratamento prévio para TB e foram categorizadas com tendo resisténcia primaria.
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Em relacao a evolugao clinica, os dois pacientes com TB-MDR ainda permaneciam em
acompanhamento ao término do estudo, enquanto os dois com monorresisténcia a isoniazida
tiveram alta por cura. As taxas de mortalidade entre pacientes infectados pelo HIV com TB-MDR
freqiientemente excedem 80% e o periodo entre o diagnostico € a morte € menor que nos pacientes
co-infectados com cepas sensivel as drogas. (EYOB et al., 2004; RILEY, 1993; FISCHL et al.,
1992).

5. 6 Perfil da micobacteriose nao-tuberculose

Usualmente as micobactérias nao-tuberculose ndo tém sido isoladas ao nivel de
espécies e a verdadeira prevaléncia desta doenca ndo ¢ claramente conhecida.

Na Colombia, que tem uma pequena taxa de infec¢do pelo HIV, a prevaléncia da
micobacteriose ndo-tuberculose isolada em pacientes internados diminuiu discretamente de 5%
em 1994 para 4% em 2000, principalmente em pacientes infectados pelo HIV (MURCIA-
ARANGUREN et al, 2001). A micobacteriose disseminada causada pelo complexo
Mycobacterium avium (MAC) entre pacientes infectados com HIV atendidos em uma unidade de
referéncia em aids localizada em Sao Paulo foi reportada em 18,4% dos pacientes com febre
persistente, anemia e leucopenia (BARRETO et al., 1993). Fandinho et al. (1997), em um estudo
em dois hospitais do Rio de Janeiro, mostraram uma taxa de 37% de MAC em hemoculturas de
pacientes com aids suspeitos de micobacteriose disseminada. Em 1999, Conde et al. (1999)
revisaram os prontuarios médicos dos pacientes com culturas positivas para micobactérias,
atendidos em um centro de referéncia em aids no Rio de Janeiro no periodo de 1993 a 1994, e
relatou a identificagao em 5,8% das amostras de micobactérias ndo-tuberculose, sendo 27% destas
identificadas como MAC. Ferreira et al. (2002), no mesmo hospital de referéncia no Rio de
Janeiro, observaram em 17,8% das amostras a presen¢a de micobactérias nao-tuberculose, sendo
as mais freqiientes o MAC (65,7%), M. scrofulaceum (17,2%), M. terrae (8,6%), M.gordonae
(5,7%), M.chelonae (2,8%) e M. fortuitum (2,8%). Entretanto, diferencas metodoldgicas
justificam a disparidade nos dados do Rio de Janeiro. Por fim, Saad et al. (1997) postularam que o
M. avium era o principal agente oportunista isolado de pacientes brasileiros com aids.

No presente trabalho, dentre as 39 amostras, 5 (12,82%) apresentavam colonias
caracteristicas de micobactérias nao-tuberculose. Quatro amostras foram identificadas como M.
avium, M. kansasii, M. gordonae e M. fortuitum. O niimero reduzido das amostras torna infiel a

descricdo da freqiiéncia de cada espécie assim como nao fazer qualquer correlagdo estatistica entre



88

as variaveis epidemioldgicas. Ademais, as diferencas metodologicas entre a presente pesquisa € 0s
estudos citados anteriormente ndo permitem a comparacao dos seus achados.

Todavia, o nivel de imunossupressdo avangado dos pacientes com micobacteriose ndo-
tuberculosa foi evidente, com contagem de linfocitos T CD4 + variando de 7 a 138 cels/mm?®.
Vérios estudos epidemioldgicos de pacientes infectados pelo HIV em todo o mundo tém
demonstrado que o risco relativo de TB versus MAC ¢ diretamente relacionado ao risco de
exposicdo ao M. tuberculosis e ao grau de imunossupressao refletido pela contagem de linfécitos
T CD4 +. Se o paciente ndo esta sob risco de TB endogena ou exdgena e progride para niveis de
imunossupressao severa, seu risco de MAC aumenta dramaticamente (VON REYN et al., 1996;
GILKS et al., 1995).

Dois dos cinco pacientes apresentaram evolugdo fatal. Entende-se que, nos pacientes
com aids em estado de imunossupressdo severa, a doenga apresenta evolugcdo mais agressiva e
letal e que outras doencas relacionadas ao estado imunoldgico também possam ter contribuido
para o Obito. Entretanto, a demora na identificacao da espécie de micobactéria para instituicdo de

terapia adequada possivelmente possa ter contribuido para a evolugao dos pacientes.



6. Conclusao

O impacto do HIV na TB tem sido devastador em todo o mundo. Mais estudos sdo
necessarios para a investigagao da prevaléncia tanto da infecgdo pelo HIV entre os pacientes com
TB como também da TB entre os pacientes com HIV/aids, de suas evolugdes clinicas, dos fatores
de risco e dos fatores preditores de sucesso das profilaxias e tratamentos em ambas as condigdes.
Estudos como o nosso sdo importantes para estabelecer estratégias de politicas de saude publicas
mais adequadas para o controle dessas doencgas a nivel populacional.

Neste trabalho alguns fatores de risco para a co-infec¢do TB-HIV a nivel local foram
evidenciados como: o sexo masculino, estado civil solteiro, escolaridade baixa com menos de 8
anos de estudo, contato prévio com portador de TB, tratamento prévio para TB e
imunossupressao avancada. Além disso, ficou bem explicita a necessidade de que sejam
solicitadas culturas sempre que houver suspeita de micobacteriose na populacdo de pacientes
infectados pelo HIV uma vez que foi baixo o percentual de solicitagdo de culturas para BAAR
com TSA nos pacientes co-infectados TB/HIV.

O perfil de resisténcia aponta a possibilidade de que a prevaléncia de TB-MDR nao
seja tao elevada nesta populagdo como usualmente era esperado. Todavia, fazem-se necessarios
estudos com numero maior de amostras para confirmar esta hipotese.

A metodologia PRA para a identificacdo de NTM mostrou-se exeqiiivel e possivel de
ser utilizada em nosso meio, necessitanto somente ser implantada para uso rotineiro e em larga
escala, o que reduziria muito o tempo para a identificagdo das NTM e proporcionaria uma
terapéutica direcionada e maior oportunidade de cura para os pacientes.

Este trabalho também enfatiza que apesar do M. tuberculosis ser o mais importante
causa de micobacteriose, as infec¢des por micobactéria nao-tuberculose devem ser sempre
levadas em consideracdo quando se cuida de pacientes com aids. Apesar dos trabalhos na
literatura relatarem a predomindncia do M. avium em isolados de micobactérias ndo-tuberculose
de pacientes internados, ele possivelmente pode ndo ser o principal agente a nivel regional.
Entretanto, sdo necessarias informacdes mais seguras, obtidas de trabalhos com uma populagdo

maior para que possamos confirmar nosso achado.
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SUGESTOES:

1. Incrementar a investigacdo de tuberculose em pacientes infectados pelo HIV
principalmente nos pacientes com fatores de risco para a co-infeccao TB/HIV.

2. Solicitar sistematicamente cultura para BAAR com TSA em todo paciente com
suspeita da co-infeccao TB/HIV.

3. Utilizar o método PRA para identificacao das micobactérias nao-tuberculose;
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Anexo A - Instrumento de investigacdo epidemiolégica

UFC

Identificaciao

1
3
5
6.
8
9

Nome:

ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E PERFIL DE SENSIBILIDADE A DROGAS

ANTI-TUBERCULOSE EM PACIENTES CO-INFECTADOS COM
MICOBACTERIAS/HIV EM HOSPITAL DE REFERENCIA EM
FORTALEZA, BRASIL.

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA MEDICA
Departamento de Patologia e Medicina Legal — Faculdade de Medicina

Universidade Federal do Ceara

Registro Pesquisa: /
Data de coleta das informacoes: /
2. Idade:

. Prontuario:

Endereco:

4.Unidade de Atendimento: (HSJ) Outra:

. Sexo: (Masculino), (Feminino)

7.Bairro:

. Fone:

10.Profissao:

12. Naturalidade:

. Estado Civil: (Casado), (Divorciado), (Separado), (Menor), (Solteiro), (Viavo), (Ignorado).

11.Procedéncia:

Dados Socio — Economicos

13. Estudou até que série? Analfabeto ( )

14. Renda Familiar em salarios minimos:

15. N°. de pessoas na casa: Adultos: Criangas:

Manifestacoes Clinicas do HIV

16. Principais Complicacdes Definidoras de aids — Categoria C (CDC, 1993) + data do

diagnostico (



1. Criptococose (extra-pulmonar)

2. Toxoplasmose em SNC

3. Tuberculose (qualquer sitio)

4. Micobacteriose NT (MAC ou M. kansasii)
disseminada ou extra-pulmonar

5. CMV retinite

6. CMV doenca (exceto em figado, bago ou
linfonodos)

7. Complexo Deméncia- aids
8.Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva
9. PN por P. carinii

10. PN recorrente

11. Sindrome Consumptiva (Wasting Sd.)
12. Criptosporidiose intestinal cronica

(> 1 més de duragdo)

130
13. Isosporiase intestinal cronica

(> 1 més de duragao)
14.  Histoplasmose (disseminada  ou
extrapulmonar).

15. Candidiase esofagica

16.Candidiase respiratoria (bréonquio,
traquéia ou pulmoes)

17. Septicemia por Salmonella (recorrente)
18. CA de colo uterino (invasivo)

19. Herpes doenga (ulceras cronicas ¢/ > 1
més; ou bronquite, pneumonia ou esofagite)
20. Sarcoma de Kaposi

21. Linfoma de Burkitt

22. Linfoma priméario do SNC
23.Coccidiodomicose  (disseminada  ou

extrapulmonar
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7. Condicoes da Categoria B (CDC, 1993) + data do diagnostico (  ):

—

. Sintomas constitucionais (febre, diarréia > 1 més de duragao)

. Leucoplasia pilosa

. Candidiase oral

. Candidiase vulvovaginal

. Displasia cervical / CA in situ

DIP

. Herpes-Zoster (2 ou mais episodios ou 2 ou mais dermatomos)

. Angiomatose bacilar

. Purpura Trombocitopénica Idiopatica
10. Listeriose

11. Neuropatia Periférica (pelo HIV)

18. Estadiamento da Infeccio pelo HIV:
A B C 1 2 3
19. Outras Condic¢oes ou Patologias Associadas + data do diagnostico ():
l.
2.
3.
4
Dados Epidemioldgicos
20. Tipo Sangiiineo: (A) (B) (AB) (O) 21. Fator RH: (Positivo) (Negativo)
21. Raca: (Branco), (Negro), (Indio), (Mesti¢o), (Oriental)

22. Faz tratamento para alguma outra doenca? ( ) Qual?

23. Teve contato com alguém que apresentou tuberculose na familia ou no trabalho? ( )
Data: / /
Dados Laboratoriais:

24.Parametros Imunolégicos:

Data

CDy (%)

CDs (%)

Cv
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Log | | |

Tratamento
25. Esta sendo tratado para HIV? (Sim) (Nao)

26. Inicio do tratamento: / /

27. Esquema do tratamento p/ HIV:

Data
Drogas

26. Duracao do tratamento p/ HIV: _ meses

27. Tratamento interrompido? (Sim), (Nao)

28.Vem recebendo algum medicamento regularmente? (Sim), (Nao) Quais?
29. Tratamento profilatico contra tuberculose? (Sim), (Nao)

Qual?

DADOS SOBRE A MICOBACTERIOSE:
30.Condic¢oes Associadas

Alcoolismo ( )

UD ()

Diabetes ( )

Doenca Psiquiatrica ( )

Indigéncia ( )

Desnutricao ()

Qutras:

MICOBACTERIOSE TUBERCULOSA (MT)
31.Data do diagndstico: / /

32.Caso novo ( ) Retratamento ( ) (Pos-abandono) (Recidiva<5a) (Recidiva>5a) (Falha)

33. Diagnostico: Confirmado ( ) Presuntivo ( )
Baciloscopia ( ) PPD ( )
Rx de térax ( ) Histopatolégico ( )
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Cultura( ) Material:

34. Forma Clinica: Pulmonar ( ) Extra-pulmonar ( )
1.Ganglionar

2.Pleural

3.Laringea

4.Renal

5.Meningea/Cerebral

6.0ssea

7.Miliar

8.Outra:

MICOBACTERIOSE NAO-TUBERCULOSA (MNT)
35.Data do diagnéstico: / /

36.Forma Clinica:

37.Diagnostico: Confirmado ( ) Presuntivo ( )Baciloscopia ( )
PPD ( )

Rx de torax ()
Histopatologico ()
Cultura( ) Material:

Outro:

38. Antibiograma:

39.Tratamento Atual: Data do inicio: / / Previsao de término: / /

Data
Drogas

Reagoes adversas:

Tratamentos anteriores:




40. Baciloscopias
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Diagnéstic Ap0s tto.

0

Més 1 12* |1° 2° 3° 4 5° 6° 7° 8 |9°
més |més |meés |°més |{més |meés |meés |mes|mes

Data
Resultado
41. Desfecho
Alta médica ( )
Alta por completar tratamento ()

Alta por mudanga de diagndstico ()

Alta por abandono (
Alta por faléncia ( )

)

Alta por transferéncia ( )

Obito ()



Anexo B - Aprovacio do Comité de Etica do Hospital Sdo José

PARECER PROJETO DE PESQUISA
Referente; Protocolo n® 034/2005

Interessado: Prof. Dr. Thalles Barbosa Grangeiro.

Instituigdes envolvidas: Departamento de Patologia e Medicina Legal - Centro de
Ciéncias da Sande — Universidade Federal do Ceara

(UFC).

Hospital Sao José de Doengas Infecciosas (HSJ) —
Secretaria de Saiide do Estado do Ceara (SESA).

Titulo do Projeto: “Estudo epidemiologico e perfil de sensibilidade & drogas
anti-tuberculose em pacientes co-infectados
Micobactéria™HIV em hospital de referéncia em Fortaleza,

Brasil”.

Analisamos 0 referido projeto nas reunides ordinarias deste comité, nos dias 21
de novembro de 2005 ¢ 13 de fevereiro de 2006. Trata-se de um estudo retrospectivo,
onde serdo analisados os casos de co-infecgiio micobactérias & HIV, de pacientes
assistidos no Hospital S&o José, no periodo de julho de 2003 a julho de 2006,
procurando correlacionar dados clinicos obtidos, a partir de informagdes de prontudrios,
com aspectos microbiologicos de sensibilidade dos isolados e identificagfio molecular
dessas cepas. O estudo € de grande relevancia. O material ¢ bem apresentado, houve
uma excelente revisio bibliogrifica e os pesquizadores tém experiéncia com o assunto.

A metodologia esta convenientemente desenhada para os objetivos propostos,
com critérios claros de inclusfio e excluso. Uma anélise estatistica esti prevista. O
instrumento para coleta dos dados de prontuario médico esta adequado. Assim como foi
apresentado documentos que isentam a instituicdo de dnus finenceiros com o estudo,

assim como um cronograma plausivel de execugiio.

Todas as pendéncias apontadas no Parecer Consusbstanciado anterior, datado de

24 de novembro de 20035, foram atendidas.

Por esses aspectos, o protocolo foi considerado APROVADO na reunido do dia

13 de fevereiro de 2006

Lembramos a necessidade de envio de relatorio semestral do andamento do
projeto e de relatdrio final quando de sua conclusdio, além de que gualguer mudanga nas
proposta do estudo. devera passar por uma prévia avaliag@o deste comité.

Fortaleza, 01 de margo de 2006.

Cossifiend

Coordenador do CEP/HSI,

HOSPITAL SAD JOSE

Rua Nestor Barbosa, 315 - Parqueldndia. Fortaleza/Ce.
CEP 60,453-610. PABX (85) 3101-2352, FAX (83} 3101-2319
CGC 07.954.571035 - 53. CGF 069510474,
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Anexo C - Solucdes e reagentes

CABOLFUCSINA
Fucsina basica
Alcool etilico a 95%
Fenol

Agua destilada

1,0g
10mL
SmL
95 mL
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Dissolver a fucsina basica em alcool e em seguida dissolver o fenol em 4gua.

Misturar as duas solucdes. Deixar em banho-maria a 37°C durante uma noite. Filtrar o corante

uma vez por semana apos agitagao rigorosa.

ALCOOL-ACIDO
Alcool etilico a 95%

Acido cloridrico

SOLUCAO CONTRASTE
Azul de metileno

Agua destilada

TAE 50 X (Tris-acetato-EDTA)
Tris base

EDTA

Agua destilada

97 mL
3mL

0,3g
100 mL

242¢g
18,612¢
500 mL

Dissolva 242g de Tris base, 18,612g de EDTA em 500ml de 4dgua destilada. Ajuste o

pH para 8,0 com 4cido acético glacial (= 57,1ml). Complete o volume para 1L com agua. Depois

autoclavar.
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TBE 5X (Tris-borato-EDTA)

Tris base 54g
EDTA 0,5M (pH 8,0) 20 mL
Agua destilada 500 mL

Dissolva 54g de Tris base, em 500ml de dgua destilada. Adicione 20 ml de EDTA
0,5M (pH 8,0). Ajuste o pH para 7,5-7,8 com acido borico (= 27,5 g). Complete o volume para

1L com agua. Depois autoclavar.

PBS (Phosphate-buffered saline)

NacCl 8g

KCl 0,2¢g
Na,HPO,4 1,44¢g
KH,PO4 0,24¢
Agua destilada 800 mL

Dissolver 8g de NaCl; 0,2g de KCl; 1,44g de Na,HPO, e 0,24g de KH,PO4 em 800
ml de 4gua destilada. Ajustar o pH para 7,4 com HCI. Adicionar 4gua para 1L. Depois

autoclavar.

PRIMER Tb 11: 5° — ACCAACGATGGTGTGTCCAT -3
Tamanho do iniciador: 20pb

Nmoles: 34,7

Concentragdo estoque: 34,7uM

Concentragdo de trabalho: SuM

O iniciador liofilizado foi diluido em 1mL de agua milli-Q para obtencdo da solucao
estoque. A solucdo de trabalho foi obtida pela mistura de 14,41uL da solucdo estoque com

85,59uL de agua milli-Q para um volume final de 100pL. As solugdes foram estocadas a -20°C.
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PRIMER Tb 12: 5° - CTTGTCGAACCGCATACCCT -3
Tamanho do iniciador: 20pb

Nmoles: 40,1

Concentragdo estoque: 40,1uM

Concentragdo de trabalho: SuM

O iniciador liofilizado foi diluido em ImL de agua milli-Q para obten¢do da solucao
estoque. A solucdo de trabalho foi obtida pela mistura de 12,47uL da solugdo estoque com

87,53uL de dgua milli-Q para um volume final de 100pL. As solugdes foram estocadas a -20°C.

BROMETO DE ETiDIO (10mg/mL)(VETEC)
Brometo de etidio lg

Agua destilada 100 mL

Usar mascara durante a pesagem do brometo. Agitar a mistura com o auxilio de um
agitador magnético por algumas horas para assegurar que o corante dissolva. Distribuir em
aliquotas e envolver os frascos em papel aluminio, ou manter o material armazenado em garrafa

de cor ambar. Estocar a temperatura ambiente.

TAMPAO DE CARREGAMENTO (Loading Buffer) 6X

Azul de bromofenol 242¢g
EDTA 18,612g
Agua destilada 500mL

Homogeneizar e armazenar a 4°C.

GEL DE MS8 AGAROSE 4,5% (BIOAMERICA)
MS8 Agarose 6,75g
TAE 1X 150 mL
Colocar o TAE frio em um recipiente 2 a 4 vezes maior que o volume do gel. Diluir a

agarose vagarosamente, agitando constante com o auxilio de um agitador magnético. Deixar a
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agarose re-hidratar durante 15 minutos. Pesar a solugdo antes de aquecer. Aquecer em forno
microondas até diluicdo completa da solucdo. Retornar o frasco ao peso original adicionando
agua destilada morna. Misture gentilmente até esfriar a uma temperatura de 50-60° C. Adicionar
7,5uL de brometo de etidio. Aplicar o gel na cuba e aguardar solidificar por 30 minutos. Deixar o

gel na geladeira a uma temperatura de 4°C por 30 minutos.

MARCADORES 25 e 50 pb (PROMEGA)
Marcador (solugdo estoque) 50 uL
Blue/orange Loading Buffer 6X 10 uL
Homogeneizar a mistura em vortex e estocar a -20°C. Aplicar 6uL da solugdo em

cada poco do gel para eletroforese.
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Anexo D - 1993 Sistema de classificacdo da infecciao pelo HIV (CDC, 1992):

Critérios Imunologicos:

e (ategoria 1: maior ou igual a 500 células/pL.
e (Categoria 2: 200-499 células/pL.

e Categoria 3: menor que 200 células/pL.

Critérios Clinicos:

Categoria A:

A Categoria A consiste de uma ou mais das condi¢cdes listadas abaixo em uma
adolescente ou adulto (idade maior ou igual a 13 anos) com documentada infec¢do pelo HIV. As

condigoes listadas nas categorias B e C ndo podem ocorrer.

e Infeccao pelo HIV assintomatica.
e Linfadenopatia generalizada persistente.

e Infecgdo aguda pelo HIV.

Categoria B:

A Categoria B consiste de condi¢des sintomdticas em uma adulto ou adolescente
infectado pelo HIV que nao estdo incluidas dentre as listadas na categoria C e que preenchem
pelo menos um dos seguintes critérios: a) as condigdes sdo atribuidas a infec¢ao pelo HIV ou sdo
indicativas de deficiéncia na imunidade celular; ou b) as condi¢des sdo consideradas pelos
médicos como tendo um curso clinico ou requer manejo que ¢ complicado pela infec¢do pelo

HIV. Exemplos dessas condigdes na categoria clinica B incluem, mas nao sao limitadas a:

e Angiomatose bacilar.
e Candidiase orofaringea.
o Candidiase vulvovaginal; persistente, frequente, ou pouco responsive ao tratamento.

e Displasia cervical (moderada ou severa)/ carcinoma cervical in situ.
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o Sintomas constitucionais como febre (38,5°C) ou diarréia por uma periodo maior que 1
més.

e Leucoplasia pilosa oral.

o Herpes zoster, envolvendo ao menos dois episodios distintos ou mais que 1 dermatomo.

e Purpura trombocitopénica idiopatica.

o Listeriose.

e Doenga inflamatoria pélvica, particularmente se complicado por abcesso tubo-ovariano.

e Neuropatia periférica.

Para objetivo de classificag@o, as condigdes da categoria B precedem aquelas na categoria A.

Categoria C:

A categoria C inclui as condig¢des clinicas listadas nos critérios de defini¢ao de aids e
descritas abaixo. Para objetivo de classificagdo, uma vez que uma condi¢do clinica C tenha

ocorrido, o paciente permanecerd na categoria C.

e (Candidose de es6fago;

e (Candidose de traquéia, bronquios ou pulmades;

e Cancer cervical invasivo;

o Citomegalovirose em qualquer outro local que ndo sejam figado, baco e linfonodos;
como a retinite por citomegalovirus;

e Criptococose extrapulmonar;

» Criptosporidiose intestinal cronica (periodo superior a um mes);

e Herpes simples mucocutaneo, por um periodo superior a 1 més; ou bronquite,
pneumonite ou esofagite;

o Histoplasmose disseminada (localizada em quaisquer 6rgdos que nao exclusivamente em
pulmao ou linfonodos cervicais/hilares);

o Isosporidiose intestinal cronica (periodo superior a um meés);

e Leucoencefalopatia multifocal progressiva (virus JC, um poliomavirus);

e Linfoma ndo-Hodgkin de células B (fendtipo imunoldgico desconhecido) e outros
linfomas dos seguintes tipos histologicos: Linfoma maligno de células grandes ou

pequenas ndo clivadas (tipo Burkitt ou ndo-Burkitt) e Linfoma maligno imunoblastico
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sem outra especifi cacdo (termos equivalentes: sarcoma imunoblastico, linfoma maligno
de células grandes ou linfoma imunobléstico);

Linfoma primario do cérebro;

Pneumonia por Pneumocystis carinii;

Reativacdo de doenca de Chagas (meningoencefalite e/ou miocardite);

Sepse recorrente por bactérias do género Salmonella (ndo tifoide);
Toxoplasmose cerebral.

Sarcoma de Kaposi

Cocciodiodomicose disseminada ou extrapulmonar

Encefalopatia relacionada ao HIV.

Sindrome Wasting devido ao HIV.

Pneumonia recorrente.

Mycobacterium tuberculosis, em qualquer sitio (pulmonar ou extrapulmonar).
Mycobacterium avium complex or M. kansasii, disseminado ou extrapulmonar.
Mycobacterium, outras espécies ou espécies nao-identificadas, disseminado ou

extrapulmonar.
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ABSTRACT

Being infected with both Human Immunodeficiency Virus (HIV) and Mycobacterium
tuberculosis is the main cause of death, when considering infectious agents in the world. This
study evaluated the factors relating to the development of tuberculosis (TB) in HIV infected
patients who were treated at a leading hospital of infectious diseases in Fortaleza, Ceard, Brazil.
Between January 2004 and December 2005, an epidemiological study was carried out through
the analysis of the medical records of 171 patients, who were diagnosed as having HIV and
tuberculosis. Of the 171 HIV/Tuberculosis (HIV/TB) co-infected patients, 81% were male,
which was statistically significant (p=0.0006). Co-infection was greater among those over 40
years of age and those with lower (less than eight years of schooling) educational levels (87.8%).
Forty-one percent of the patients in the study had not had a smear culture testing for acid-fast
bacillus (AFB). CD4 cell counts were lower than 200 cells/uL in 71.9% of the patients, the
average being 169cells/ pl. These observations are important for establishing strategies to

improve the control of tuberculosis in HIV infected patients
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INTRODUCTION:

Being infected with both Human Immunodeficiency Virus (HIV) and Mycobacterium
tuberculosis is the main cause of death, when considering infectious agents in the world [1,2].
Approximately 13 million people are infected with both infection causing agents [3]. Pandemic
HIV has increased the prevalence of tuberculosis (TB), mainly in poor and developing countries
[4]. The major impact has been in sub-Saharan Africa, where, on average, official reports of TB
cases have tripled, since the 1980°s. The mortality rate has reached 20%, when compared to 5%
in countries with good tuberculosis control programs [3]. Moreover, in these African countries,
there is an annual increase of 10% in the number of TB cases, mainly among individuals
between 15 and 49 years old [5].

The World Health Organization (WHO) estimated that there would be 9.2 million new
TB cases in 2006, resulting in 1.7 million deaths [6]. Of these cases, 7.7% would be HIV/TB co-
infected. At the end of 2007, a total of 33.2 million people were HIV positive, resulting in 2.1
million deaths [4].

In Brazil, 78.834 cases of TB were officially reported in 2006, with an incidence in 2005
of 43.8 cases per 100,000 inhabitants. It has been reported by the Brazilian Health Ministry an
increasing numbers of TB incidence and of patients who did not complete the full course of
antibiotic treatment from 2005 to 2006 [7]. These increases are at least in part an artifact of
declining numbers of notified patients, and also heavily influenced by policy changes in case
detection, diagnosis, registration, and release from control, and may be misleading [8].

In Cear4, there was a decrease in the number of TB cases, 44.0 per 100,000 inhabitants in
2006 and 40.0 per 100,000 inhabitants in 2007. A total of 3.322 new cases were registered in
2007, of which 56% were bacillary pulmonary tuberculosis. It is estimated that, throughout the

state, there were reported cases from 91% of the municipalities; while the remaining 9% of the
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municipalities did not report or did not diagnose the cases. Of all registered new cases in 2006,
3.7% (151 cases) were HIV/TB co-infected patients. There was also an increase in the number of
cases of HIV/TB co-infection seen in 2005 and 2006 [7,9].

There is, therefore, a much greater risk of HIV/TB co-infected patients developing active
TB, either from the latent infection being reactivated or the rapid progression of a new infection
[10, 11, 12, 13]. The risk of developing active TB in HIV patients increases from 5% to 15%
annually, due to the latent infection being reactivated, which depends on the degree of
immunocompromise [12,14,15]. A study conducted among gold miners in South Africa showed
that the risk of TB doubles within one year of HIV infection, but only increases slightly during
the following years [5]. It has been noted that pulmonary TB occurs relatively early in the
spectrum of HIV related infections and often before other AIDS-defining conditions. The
increase in the risk of developing TB soon after being infected with HIV might be explained by
the risk associated with seroconversion illness or being concurrently infected with HIV and TB.
For this reason, people infected with HIV present increased susceptibility to active tuberculosis.
HIV is the main risk factor in the development of TB [10,12,16,17,18].

To date, there has been limited epidemiological data regarding risk factors among
HIV/TB co-infected patients. Therefore, a case-control study was conducted to determine

possible risk factors which were linked to developing TB, among HIV infected patients.
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METHODS

The medical records were examined for all patients who had been confirmed with TB at
Hospital Sao José de Doengas Infecciosas (HSJDI). This is a 118-bed teaching hospital in
Northeast Brazil, a leading hospital in treating patients with infectious disease, including AIDS.
On average, HSJDI cares for 2,611 HIV-positive patients per month. Patients who sought care at
HSJDI at any time from January 2004 to December 2005 were eligible to participate in the study
if they were at least 15 years of age and had signs, symptoms or laboratory results suggesting TB
and HIV [19]. M. tuberculosis was not confirmed by either culture or positive AFB smears for all
eligible participants. This project was approved by the HSJDI Ethics Committee.

The 103 patients in the control group were selected randomly from the HIV positive
patients without previous or current, confirmed or suspected history of TB, who were receiving
care at HSJDI during the same period.

A standardized form was used to collect data regarding age, gender, marital status, social
behavior, economic status, clinical, radiological and laboratory tests. All these listed factors, and
the others not listed, were identified as being related to TB.

Data was entered using EXCEL for Windows (version 2000) and transferred to SPSS (a
statistics program) for analysis. The Student #-test was used to compare the means of continuous
variables. A non-parametric test (Mann-Whitney test) was also used to compare data with high
asymmetry. Univariate analyses of the association of clinical, laboratory and socio-demographic
categorical variables were performed using the Chi-square and Fisher tests, estimating the crude

odds ratios (OR) with their respective 95% confidence intervals (CI).
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RESULTS

During the study period, 1,309 HIV cases were registered in the state of Ceara [6]. The
cases of the co-infected patients at HSJDI who were over 15 years of age, regardless of their HIV
clinical stage but with confirmed cases of TB were analyzed. Some of the variables studied are
shown in Table 1.

A total of 171 confirmed HIV/TB co-infected cases were reviewed, 139 of which were
men (81.3%, p=0.0006) and 137 were between 27 and 49 years old (80.6%). The age distribution
was asymmetrical with patients from 16 to 78 years old. Regarding marital status, there was a
predominance of TB cases among single patients, 73.7% (p=0.0265).

The educational level of 146 patients, as well as household size (adults) and income were
studied. Educational level is traditionally used as an indicator of socio-economic level. The
results of this study show that patients with a lower educational level have a higher risk of
developing TB (87.9%, p<0.0001, relative risk = 2.3633). This is similar to those patients with
lower incomes, being equal to or lower than the monthly minimum wage of U$94.00 (70.9%, p=
0.6005). However, low income was not statistically significant as a risk factor for TB (relative
risk = 1.0506). Among host-related factors, TB was not associated with smoking or with
drinking alcohol. On the contrary, these habits were frequently observed among patients without
TB (p=0.068 and p=0.034). The risk of TB did not increase with a reported family history of TB
undependent of the kind of contact (p = 0.0992).

The site of TB, acid-fast stain, L-J culture and skin test results are shown in Table 2. Of
the 171 HIV/TB patients, only 96 (56.14%) had been submitted to acid-fast stain and L-J culture
tests. Only 18 of these 96 patients were positive to acid-fast stain and culture, while 13 were
acid-fast stain positive and culture negative, and 18 were acid-fast stain negative and culture

positive.
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Immunocompromise was significant in TB patients, compared to those without TB (P <
0.0001). CD4 cell counts of under 200 cells/uL. were observed in 110 (71.9%) of the HIV/TB
coinfected patients.

The percentage of non-reactive PPD (Protein Purified Derivated) was higher (p=0.0407)
among patients with AIDS (84.5%) compared to those without AIDS (40.0%). Since only a small
number of patients took the PPD test, it was not possible to compare the tests to the TB clinical
presentations.

While attempting to correlate the CD4 count to the PPD test, it was observed in 73
patients, that neither positive nor negative PPD test results had a significant correlation to the
CD4 count (p=0.7587) (Fig. 1). It was also observed that there was no specific clinical form of

TB associated with the CD4 count (p=0.2120) (Fig. 2).
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DISCUSSION

In this study the factors influencing active TB in HIV infected patients were investigated
by analyzing control HIV patients without TB. Most patients with HIV/TB co-infection had not
been exposed to TB carriers previously. Therefore, this suggests that active TB is a result of
either a quick primary progression of a recent infection or reactivation of a latent infection. This
finding corresponds to a previous report [20].

Gender (in this case, male), advanced age, marital status and educational levels were
correlated to the risk of developing active TB. The results of this study were similar to those seen
by Kerr-Pontes et al. [21] and Henn [22], who determined that gender is a high risk factor for
developing active TB. In addition, there are more men with registered cases of TB without HIV,
at a ratio of 2:1 men to women [23]. It is difficult to explain whether or not the predominance in
males is due to the lack of official records for women, being related to social behavior, poor
health public service or a combination of both. In contrast to this, Bellamy et al. [24] suggests
that there is a relationship between TB susceptibility and chromosome X.

Regarding age, there was a predominance of HIV/TB-infected patients between the age
of 41 and 45. Previous studies demonstrated predominance in young adults averaging 33 years of
age [12,21,25,26]. The results seen in this study reflect the prolonged survival time of HIV-
patients, since the average age of those with registered cases of AIDS in Brazil between 2002
and 2005 was 35.4. [7]. The predominance of TB among single people is also a reflection of
socio-economic status, especially among men, who frequently migrate searching for better jobs,
and are in contact with more people, thus increasing the probability of exposure to the bacilli.

Educational level may determine the behavior of HIV patients and an understanding of
education level may help target interventions in order to modify behavior. There was no

association between educational level and drinking or smoking. The majority of the HIV/TB co-
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infected patients had less than eight years of schooling and also had low incomes. This
association might be a consequence of other health hazards, including the lack of health
education and not having access to health care.

Studies have demonstrated the impact of highly active antiretroviral therapy
(HAART) on HIV-infected patients, where there have been successful immune restoration and
reductions in morbidity and mortality [10,27,28,29,30,31]. Moreover, the use of antiretroviral
therapy (ART) in these patients reduces the risk of developing active TB [32,33,34], being
associated, in HIV-infected TB patients, with higher rates of survival when used during and after
TB treatment compared with patients who do not receive ART [25,27,35]. Our results also show
that ART reduces the risk of developing active TB in HIV-patients. However, there were certain
limitations in our study relating to the ART. The time of starting ART was not investigated nor
were analyses of the safety, adhesion and efficacy of the regimen on the patients. For a number
of patients, the results or definite causes of death could not be defined, either because the patients
did not return to the hospital or due to the fact that they passed away outside the hospital. In
addition, the appropriate management of HIV-associated TB is complicated by drug-drug
interactions, overlapping toxicities, immune reconstitution syndrome, and pill burden [10,36].
Nowadays, WHO recommends that HIV-infected TB patients eligible for ART, starts the
treatment within two weeks to two months after the beginning of the anti-TB treatment [37].

It was observed that most of our studied patients with HIV/TB co-infection presented
very low CD4 cell counts. Most CD4 cell counts were performed while the patients were being
given care at the HIV hospital, at the time of HIV diagnosis. The HIV/TB co-infection reflects
the synergy of these diseases caused by the M. tuberculosis infection that increases the HIV viral
load, which consequently induces the host immunosuppression and the bacilli virulence. Thus,

HIV-induced immunosuppression increases the likelihood that quiescent M. tuberculosis will



152

reactivate. TB itself up-modulates the host immune system; an activated T-cell that is activated
in response to infection from M. tuberculosis produces more HIV than a quiescent cell such that
HIV expression increases in the face of co-infections. In this manner, the high HIV viral load
increases the rate of disease progression and also increases HIV infectiousness [11].

According to the literature [38,39,40], the clinical and radiological presentation of TB in
HIV infected patients with CD4 cell counts above 350 cell/mm’ is similar to that seen in
individuals who are not infected with HIV. While in patients with low CD4 counts, TB can have
an atypical presentation, with extrapulmonary involvement or disseminated infection.
Approximately half of the studied patients presented either extrapulmonary TB or disseminated
TB. This observation is related to the high degree of immunosuppression seen in studied patients
as discussed above. In such patients, HIV-induced impairment of cellular immunity allows the
development of pulmonary infiltrates in any region of the lung, typically without cavitations but
accompanied by intrathoracic lymph node enlargement [40]. In contrast to this, Kerr-Pontes et al.
[21], in a study conducted in the same state, observed an incidence of extrapulmonary TB of
23.9%; however, they did not evaluate the level of immunocompromise.

It should be noted that this study also evaluated the importance of sputum AFB smears
and sputum cultures as basic TB diagnostic tools. However, the sputum smears of HIV/TB co-
infected patients are more likely to be low grade positive or negative. As a result, it is difficult to
diagnose of extrapulmonary or disseminated TB, especially involving deep sites which are
difficult to reach to collect samples [38]. In addition, these patients are considered to transmit
less TB infection since they have less lung cavitation [41]. Although the use of sputum cultures
should be encouraged to assist in the diagnosis of HIV-related TB, it was observed that 41% of
the patients were not submitted to sputum cultures, while Kerr-Pontes et al. [21] found that 54%

of their patients had not been submitted to this procedure. Despite a slight reduction in the
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number of HIV patients not tested by sputum culture, it is important to perform this test in order
to improve TB diagnosis. Furthermore, more rapid and simple culture methods are needed in
order to expand and decentralize their use. Tuberculosis screening also offers the opportunity to
provide treatment of latent tuberculosis infection (prevention therapy) for people living with
HIV, in where active TB has been excluded [42].

In conclusion, various factors such as gender, age, marital status, low CD4 cell counts
and the use of ART might influence TB in HIV patients. The acid-fast stain and culture
examinations should be considered together to assess active TB in HIV patients. The interaction
between HIV and TB programs will lead to more effective treatment and control of TB among

HIV patients.
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Table 1. Regression analysis of possible risk factors for TB in HIV/TB coinfected patients:

HIV+TBn Odds ratio

HIV n (%) (%) p-value RR (95% CI)
Total (n) 103 171
Sex
Male 64 31.53 139 68.47 0.0006 1.5192 2.6470
Female 39 54.93 32 45.07 (4.0962, 15.0599)
Age (mean) 36 £10.61 41 +10.93 0.0001
Marital status
Single 60 3226 126 67.74 0.0265 1.2742 1.8500
Others 37 46.84 42 53.16 (1.0799, 3.1693)
Schooling
< 8 years 36 19.89 145 80.11 <0.0001 2.3633 7.8542
> 8 years 39 66.10 20 33.90 (4.0962, 15.0599)
Income
<l MW?* 34 2329 112 76.71 0.6005 1.0506 1.2174
>1 MW 17 26.98 46 73.02 (0.6193,2.393)
HH" contacts
Yes 3 21.43 11 78.57 0.0992 1.4311 3,0119
No 69 45.10 84 54.90 (0.808, 11.2269)
Smoking
Yes 36 43.37 47 56.63 0.0680 0.8206 0.5864
No 53 30.99 118 69.01 (0.3411, 1.008)
Alcohol
Yes 51 44.74 63 55.26 0.0034 0.7531 0.4481
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No

CD4 cells count
(mean)
Number of
adults in HH
(mean)

HAART®

Yes

No

37

377

34

57

46

26.62

+269

+2.398

55.34

44.66

102

169

3.0

153

18

73.38

+119

+1.705

89.47

10.53

<0.0001

0.2349

2.5905 6.8596

(0.2645, 0.7591)

0.0000

(4.0962, 15.0599)

RR , rate ratio; CI, confidence interval

* MW, monthly minimum wage (USD$94.00)

b HH, household

“HAART, highly active antiretroviral therapy
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Table 2. Distribution of TB cases according to site, skin test reaction and microbiology analysis

(Lowestein-Jensen culture and Acid-Fast stain):

Total n s

Site 38
Pulmonary 18 47.37
Extrapulmonary 16 42.11
Disseminated 4 10.53
Skin Test 171
Reactive 15 8.77
Non-reactive 62 36.26
Not Done 94 54.97
Microbiologic Analysis 96
Culture positive

Acid-Fast stain positive 18 18.75

Acid-Fast stain negative 18 18.75
Culture negative

Acid-Fast stain positive 13 13.54

Acid-Fast stain negative 47 48.96
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Figure 1:
Relation between CD4+ lymphocyte count (cells/uL) and PPD skin test. The symbol e represents

extreme values. Reaction to PPD was considered positive when equal or greater than 5 mm.

Figure 2:
Relation between CD4+ lymphocyte count (cells/puL) and clinical presentation according to the

site of the infection. The symbol e represents extremes values and [] represents outliers.
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Anexo F - Apresentacées em congressos
Trabalho apresentado no Congresso Norte-Nordeste de Resisténcia Bacteriana,

realizado em Recife — PE.

PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE Mycobacterium tuberculosis EM
PACIENTES CO-INFECTADOS COM HIV NO HOSPITAL SAO JOSE - FORTALEZA-CE

Braulio Matias de Carvalho, Isabela Cardia Neves, Thalles Barbosa Grangeiro, Cristiane

Cunha Frota, Creusa Lima Campelo, Roberto da Justa Pires Neto, Elicélia Alencar de Gois,
Maria Vania Freitas Gongalves. Enderego: Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo Teoéfilo. CEP.:

60441-750, Fortaleza-Ce, e-mail: braulio_matias@yahoo.com.br.

INTRODUCAO:

A infecgdo pelo virus HIV e a tuberculose estdo entre as principais causas de morte por
agentes infecciosos no mundo (Weiss ¢ McMichael, 2004), aproximadamente 13 milhdes de
pessoas estdo infectadas com ambos agentes causadores (WHO, 2003). A pandemia do HIV
aumentou globalmente a prevaléncia da tuberculose, principalmente em paises pobres e
subdesenvolvidos (WHO, 2000). O maior impacto tem sido na Africa sub-Saharina, onde as
notificagcdes de casos de TB tém, em média, triplicado desde meados dos anos 80 e as taxas de
mortalidades no tratamento chegaram a 20% comparados com os 5% observados em bons
programas de controle de tuberculose sem HIV (Nunn ef al, 2006).

A Organizacdo Mundial da Satde estimou em 8,8 milhdes os novos casos de tuberculose
em 2003 com 1,7 milhdes de dbitos causados pela doenga. Deste total de casos, 8% estavam co-
infectados pelo HIV (WHO, 2005). No estado do Cear4, observou-se um aumento nas taxas de
incidéncia entre os anos de 2004 e 2005, passando de 49,4 para 50,1 casos por 100.000
habitantes. Isso representa, em 2005, um total de 4059 casos de tuberculose notificados no
estado. Das notificacdes de 2005, 2,4% (111 casos) representam pacientes co-infectados com
HIV. Além disso, nos anos de 2004 e 2005, tem observado um aumento no percentual de casos
de co-infecgao com HIV entre os pacientes com diagndstico de tuberculose (SESA, 2006).

Os pacientes co-infectados HIV-TB tém maior chance de desenvolver uma reativagao

endogena de uma TB latente ou rapidamente progredirem para uma doenga ativa a partir de uma
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infeccdo recente (Carvalho et al, 2001). Desta forma, os individuos infectados pelo HIV
apresentam susceptibilidade aumentada para tuberculose ativa, e o HIV ¢ o principal fator de
risco para o desenvolvimento da doenga tuberculosa (Asten et al, 2003),

Nao existem dados publicados no Ceara sobre a identificagdo e o perfil de sensibilidade

dos isolados de micobactérias de pacientes com aids

OBJETIVO:

O objetivo deste trabalho € analisar o perfil de sensibilidade das cepas de Mycobacterium
tuberculosis isolados em pacientes co-infectados com HIV no ano de 2005 no hospital de

referéncia em doengas infecciosas no estado do Ceara.

METODOLOGIA:

Trata-se de um estudo retrospectivo, onde foram avaliados os pacientes co-
infectados com micobactérias e HIV atendidos no Hospital Sdo Jos¢ de Doengas Infecciosas no
ano de 2005. De cada paciente, os seguintes dados contidos em prontudrios foram coletados:
idade, sexo, estado civil, renda, escolaridade, nimero de adultos residindo na mesma casa, uso
de bebidas alcodlicas, tabagismo, tratamento prévio de tuberculose, tuberculose ativa, teste
cutaneo de PPD (tuberculina), profilaxia para tuberculose, contato prévio com paciente com TB,
dados laboratoriais (dosagem de CD4+, carga viral e espécie de micobactéria isolada com TSA).
As amostras clinicas dos pacientes foram processadas para o cultivo primario em Lowestein-
Jensen e posteriormente submetidas a identificacdo por provas bioquimicas, incluindo o acido
para-nitrobenzoico (PNB). Os testes de sensibilidade foram realizados pelo Método das

Proporg¢des de Canetti.

RESULTADOS:

Foram analisados os dados de 26 pacientes. Assim como relatado em literatura (Kerr-

pontes, 1997; Lienhardt, 2005; Henn, 1999), houve uma predominancia de casos entre o sexo

masculino (76,9% dos casos). Em relagdo a faixa etiria no momento do diagnostico, foi
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observado uma maioria importante entre os individuos adultos jovens, com 73% dos pacientes
com idade entre 20 e 39 anos e a idade foi de 34,7 anos. Henn (1999) também demonstrou que
pacientes com infeccdo por M. tuberculosis ¢ HIV tendem a ser mais jovens e do sexo
masculino.

A forma clinica predominante foi a pulmonar (34,6%) seguida pela ganglionar (23,0%)
e disseminada (15,4%), sendo observado um expressivo nimero de sitios acometidos (ver
tabela). Esses dados diferem dos previamente relatados nos quais a forma pulmonar
representava 76,1% dos casos de tuberculose em pacientes co-infectados com HIV no Nordeste
brasileiro (Kerr-pontes, 1997). Essa disparidade pode representar uma diferenga metodoldgica
entre os trabalhos, uma vez que, somente foram incluidos no presente trabalho, pacientes que
tinham diagndstico de micobacteriose com confirmacdo por cultura. O M. tuberculosis
representou 88,5% (23) dos isolados identificados. Dos isolados de M. tuberculosis, 2 (8,7%)
apresentavam resisténcia a isoniazida e 1 (4,3%) expressava resisténcia a duas drogas
(isoniazida e rifampicina). Barroso et al (2001), em um estudo prevaléncia de tuberculose
multirresistente no estado do Ceara evidenciou que 27% das cepas apresentavam alguma
resisténcia, 8,1% apresentavam monorresisténcia e 9,6% tinham resisténcia a duas drogas,
sendo estas rifampicina e isoniazida. Foram isoladas 3 amostras de micobactérias nao-
tuberculose, sendo 2 obtidas de sitio pulmonar e uma meningea. Das micobactérias atipicas (3
amostras) identificadas, duas estdo em processo de identificagdo e outra era M. avium. Foi
evidenciado, portanto, uma multiplicidade de formas clinicas e um percentual significante de

1solados apresentando resisténcia a pelo menos uma droga.
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