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Artigo original

Avaliacao de um prototipo para coleta de Mycobacterium
tuberculosis em aerosséis gerados pela tosse.
Evaluation of a collection prototype for Mycobacterium tuberculosis
aerosols generated by cough.

Rosemeri Maurici da Silva!, Leticia Keiko Mori?, Maria Luiza Bazzo®, Mariana Chagas®.

RESUMO

Objetivo: Desenvolver um protétipo de coleta de Mycobacterium tuberculosis em aerosséis gerados pela tosse, recuperando-os
através da técnica da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR). Metodologia: A primeira etapa avaliou a viabilidade da captacdo
do M. tuberculosis presente em aerossoéis gerados pela tosse. Foi desenvolvido um protétipo de coleta utilizando-se o Intersurgi-
cal Clear-Therm 3 filter + HME® com um disco FTA (Whatman Bioscience®) sobre o filtro interno. Este protdtipo foi testado em
uma paciente com tuberculose pulmonar bacilifera, no periodo de 8 horas, nos momentos de tosse espontanea. A segunda
etapa foi realizada em pacientes com tuberculose pulmonar ou suspeita clinica. O paciente era orientado a tossir por trés vezes
consecutivas dentro do protétipo de coleta de aerosséis, que era constituido de um copo plastico com um disco FTA (Whatman
Bioscience®) em seu interior. Foi avaliado o rendimento da recuperagao por PCR do M. tuberculosis no material obtido pela tosse
e coletado através do protétipo, considerando padrdo-aureo a baciloscopia e cultura realizadas em amostras de escarro.
Resultados: A analise do material coletado na primeira etapa revelou resultado positivo na PCR. Na segunda etapa, foram
avaliados 18 pacientes. Cinco pacientes foram excluidos do estudo por nao apresentarem expectoragdo espontanea . Dos 13
restantes, 9 eram do género masculino. A média de idade foi de 37,57 anos (DP * 10,4). Foram realizadas 13 baciloscopias,
com 3 resultados positivos. Foram feitas 7 culturas, com 5 resultados positivos. A PCR nao apresentou resultados positivos.
Concluséao: A recuperagao do bacilo pelo primeiro protétipo confirma a efetividade do disco FTA (Whatman Bioscience®) e
da PCR, porém o protétipo avaliado na segunda etapa nao foi eficaz na recuperacao do microorganismo.

Descritores: Aerossois; tuberculose; PCR.

ABSTRACT

Objectives: Developed a collection prototype for Mycobacterium tuberculosis aerosols generated by cough and recaptured by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Methodology: The first phase evaluated the viability of the capturing of M. tuber-
culosis present in aerosols generated by cough. A prototype collection using Intersurgical Clear-Therm 3 filter + HME® with a FTA
(Whatman Bioscience®) disc over the internal filter was developed. It was tested on a patient with bacillary lung tuberculosis, in
a period of 8 hours, in the moments of spontaneous cough. The second phase was realized in patients with lung tuberculosis, or
clinical suspicions. The patients were told to cough three times consecutively into the aerosol collection prototype that was com-
posed of a plastic cup with a FTA disc (Whatman Bioscience®) in its interior. The recapturing performance rates of the airborne M.
tuberculosis by the PCR was evaluated. Results obtained in the sputum baciloscopy and cultures were considered gold-standard.
Results: The analysis of the collected material in the first phase reveal positive results in the PCR. In the second phase of the study,
18 patients were evaluated and 5 were excluded. Of the 13 remaining, 9 were of the masculine gender. The average age was 37.7
years (DP+10,4). Thirteen sputum baciloscopies were realized and 3 had positive results. Seven culture tests were realized with 5
positive results. The PCR technique had negative results. Conclusion: The recapturing of the bacilli by the first prototype confirms
the effectiveness of the FTA disk and the PCR technique, on the other hand, the prototype evaluated in the second phase was not
efficient in the recapturing of the microorganism.

Keywords: Aerosols; tuberculosis; PCR.
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INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca de cardter cronico,
causada por bactérias do grupo Mycobacterium tuber-
culosis. Sua transmissao ocorre por disseminacao aérea
da bactéria, através da tosse, espirro e fala, no conta-
to muito préoximo com pessoas infectadas. Ambientes
fechados como creches e asilos, principalmente no
inverno, sdo locais onde o contdgio ocorre com maior
facilidade.!

Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude
indicam que, a cada ano, 16 milhdes de pessoas ado-
ecem, 8,2 milhdes de novos casos sdo diagnosticados
e cerca de 1,8 milhdes de pessoas morrem em conse-
qliéncia da tuberculose. A taxa de incidéncia da doen-
¢a no Brasil é de 26 casos para cada 100.000 habitan-
tes, sendo, em Santa Catarina, de 27 casos para cada
100.000 habitantes.??

Essa doenca é mais comum na faixa etdria entre
15 e 50 anos, podendo se manifestar na forma pulmo-
nar ou extra-pulmonar, onde o quadro clinico atipico
dificulta o diagnéstico.*

O diagndstico da tuberculose pulmonar é realiza-
do através da cultura nas amostras de escarro. Para in-
vestigagcao do Mycobacterium tuberculosis, deve-se ter
uma amostra representativa das vias aéreas inferiores.
Sdo coletadas duas amostras, a primeira na propria
consulta e a proxima no dia seguinte, ao despertar. A
coleta deve ser realizada em ambiente aberto e ven-
tilado, em potes descartaveis, limpos, com tampa ros-
queada, boca larga e capacidade de 30 a 50 mL. O pa-
ciente, antes de se submeter a coleta do escarro, deve
lavar a boca com &gua, para eliminar residuos. Deve
inspirar profundamente, mantendo por um tempo o
ar no pulmao, e depois tossir, lancando o material no
recipiente, repetindo até trés eliminagdes.®

A baciloscopia direta pela coloracao de Ziehl-Ne-
elsen é o método mais utilizado para diagnéstico de
probabilidade da tuberculose pulmonar, devido a sua
rapidez, simplicidade, baixo custo e elevado valor pre-
ditivo positivo. O ponto negativo desta técnica diag-
ndstica é a necessidade de grande quantidade de baci-
los (pelo menos 5000 bacilos por mililitro de amostra).
Assim, é preciso lesdes extensas, onde se encontram
grandes quantidades de bacilos, para que a técnica te-
nha boa acurécia.'*

A cultura permite identificar a micobactéria, sen-
do o exame positivo, mesmo na presenca de pequeno
numero de bacilos, possibilitando o diagnéstico de le-
sdes iniciais e paucibacilares. Porém, o resultado sé é
possivel em um periodo de 3 a 6 semanas.'*

Sabe-se que o diagnostico precoce da doenca au-
menta as chances de cura e reduz, substancialmente, a
morbimortalidade.* Individuos que apresentam o qua-
dro paucibacilar da doenga obtém o diagnéstico pela
cultura, o que leva, em média, 3 a 6 semanas. Além dis-
so, grande parte dos pacientes ndo apresenta expecto-
racdo espontanea, necessitando, por vezes, de técnicas

invasivas, ou da inducdo de escarro, para a obtencao
das amostras respiratorias.’ ¢

Uma das alternativas diagnosticas seria a recupe-
ragao do bacilo diretamente do material aerossolizado
através da tosse, onde, sabidamente, se pode encon-
trar o agente infeccioso.

Fennelly e colaboradores, pioneiramente, desen-
volveram um equipamento de coleta e mensuracdo
do tamanho e concentragao das particulas eliminadas
pela tosse, em individuos com tuberculose pulmonar,
demonstrando que esta técnica é factivel.”

Baseando-nos na premissa de que a recuperacao
do microrganismo em aerosséis gerados pela tosse é
possivel, acreditamos que o desenvolvimento de uma
técnica alternativa de coleta teria impacto, tanto no
diagnéstico precoce como na interrup¢ao da cadeia de
transmissdo da doenca, principalmente em individuos
sem expectoragao espontanea ou paucibacilares.

Apoiados nesta premissa, propusemo-nos a de-
senvolver um protétipo de coleta de Mycobacterium
tuberculosis em aerosséis gerados pela tosse, recu-
perando-os pela da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e comparar o rendimento, toman-
do como padréo 4ureo a baciloscopia e a cultura no
escarro.

METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado em duas etapas.

A primeira etapa consistiu na avaliacdo da viabili-
dade da captagdo de Mycobacterium tuberculosis pre-
sente em aerossdis gerados pela tosse, em um disco
FTA (Whatman Bioscience®), e recuperacao do mesmo
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para
tal, foi desenvolvido um protétipo de coleta utilizando-
se o Intersurgical Clear-Therm 3 filter + HME®, onde foi
colocado um disco FTA (Whatman Bioscience®) sobre
o filtro interno. Este protétipo (Figura 1) foi testado em
um paciente do género feminino, com diagnéstico de
tuberculose pulmonar bacilifera (+ +), a qual, durante
o periodo de 8 horas consecutivas, nos momentos de
tosse espontanea, levou a extremidade do protétipo a
boca e realizou a coleta dos aerossois.

Figura 1 - Intersurgical Clear-Therm 3 filter + HME®
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A segunda etapa da pesquisa foi realizada no
periodo de 1° de julho a 30 de agosto de 2007, onde
foram avaliados todos os pacientes com idade supe-
rior a 18 anos, com tuberculose pulmonar ou com
suspeita clinica de tuberculose pulmonar, atendidos
no Centro de Atendimento Especializado em Saude
(CAES), em Tubarao (SC).

Todos os que preencheram os critérios de in-
clusdo acima citados foram convidados a participar,
sendo orientados quanto ao estudo e a técnica diag-
nostica, e assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido.

Foram excluidos do estudo aqueles individuos
que nado apresentaram expectoragao espontanea.

Apos tal procedimento, os participantes foram
cadastrados em ficha de inclusao e realizaram cole-
ta de escarro para baciloscopia e cultura, de acordo
com as orientacdes preconizadas pelo Ministério
da Saude.® As amostras de escarro foram, imedia-
tamente, encaminhadas para o Laboratério de
Andlises Clinicas, para a realizacdo de baciloscopia
pela técnica de Ziehl-Neelsen e cultura em meio de
Lowenstein-Jensen.

No mesmo momento, o participante foi orien-
tado a realizar manobras de inspiracdo profunda e
tossir, por trés vezes consecutivas, dentro do pro-
tétipo de coleta de aerossois. O protdtipo de coleta
constituiu-se de um copo plastico com um disco FTA
(Whatman Bioscience®) em seu interior (Figuras 2, 3
e 4), desenvolvido pelos autores.

e ——
p—
=

Figura 2 - Protétipo de Coleta (vista anterior).
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Figura 3 - Protétipo de Coleta (vista superior com tampa).

Figura 4 - Protétipo de Coleta (vista superior sem tampa).

De cada amostra fixada no papel filtro “FTA classic
cards” (FTA) (Whatman Bioscience®) foram feitos dois
cortes de 3mm de diametro cada um. Os cortes foram
colocados em tubos para PCR de 200 pl (Axygen®),
previamente identificados. Em seguida, foram adicio-
nados, a cada tubo, 200 ul do reagente de purificacdo
“FTA purification reagente” (RP) (Whatman®) e, apds ho-
mogeneizagao, os tubos foram incubados a tempera-
tura ambiente, por 5 minutos. Decorrido este tempo, o
RP foi totalmente removido e descartado. O processo
de adicdo do RP, homogeneizacgao, incubacdo e remo-
¢ao do RP foi repetido mais duas vezes. Apos a ultima
remocao do RP, foram adicionados, a cada tubo, 200 pL
de TE (10mM Tris/Cl; 0,1mM EDTA, pH 8,0). Os tubos fo-
ram homogeneizados e incubados a temperatura am-
biente, por 5 minutos, e, ao final da incubacéo, o TE foi
removido. As etapas de adicdo do TE, homogeneiza-
¢ao, incubacdo e remocdo do TE foram repetidas mais
uma vez. Apds a ultima remocao, os discos secaram a
temperatura ambiente, durante uma hora, e foram uti-
lizados como molde (DNA) na reagao de PCR.8

As variaveis foram sumarizadas como percenta-
gem ou média, conforme indicado. Foi avaliado o ren-
dimento da recuperacdo por PCR do Mycobacterium
tuberculosis no material aerossolizado obtido pela tos-
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se e coletado através do protétipo, tomando-se como
padrao aureo os resultados obtidos na baciloscopia e
cultura do material expectorado.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade do Sul
de Santa Catarina (Parecer 07.150.4.01.111).

RESULTADOS

A andlise do material coletado na primeira etapa da
pesquisa revelou resultado positivo na Reacdo em Ca-
deia da Polimerase para Mycobacterium tuberculosis.

Uma vez confirmada a possibilidade de recupera-
¢ao do M. tuberculosis em aerossoéis gerados pela tosse,
através do uso de discos FTA, foi iniciada a segunda
fase da pesquisa.

Na segunda fase foram avaliados 18 pacientes
com suspeita de tuberculose, com idade acima de 18
anos, dentre os quais foram excluidos 5 pacientes, pois
ndo tiveram escarro para a realizacdo da baciloscopia
e da cultura, como exames comparativos a técnica da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

Dos 13 pacientes restantes, 9 (69,23%) eram do
género masculino e 4 (30,77%) do género feminino.

A média de idade foi de 37,57 anos, sendo a me-
diana de 35 e o desvio-padrdo de 10,4.

Foram realizadas um total de 13 baciloscopias,
com 3 (23,07%) resultados positivos e 10 (76,92%) ne-
gativos. A cultura foi realizada em 7 pacientes, dos 13
que fizeram a baciloscopia, onde 5 (71,43%) pacientes
apresentaram resultado positivo e 2 (28,57%), resulta-
do negativo. Dos 7 pacientes que realizaram ambos os
exames, 5 (71,43%) tiveram resultados compativeis com
tuberculose pulmonar. Esses resultados foram positivos,
tanto na baciloscopia como na cultura, em 3 (42,85%)
pacientes; foram negativos em 2 (28,57%) e os outros 2
(28,57%) foram recuperados apenas na cultura.

A técnica por PCR, que foi realizada através de um
prototipo com a finalidade de recuperar o M. tuberculo-
sis através de trés tosses consecutivas dos 13 pacientes
avaliados, teve todos seus resultados negativos.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que a recupe-
racao do bacilo, através da técnica da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) de Mycobacterium tuberculosis em
aerossois gerados pela tosse e capturados em discos
FTA, é factivel em pacientes sabidamente baciliferos e
que realizem a coleta por longo periodo de tempo (8
horas); porém, a recuperacao néo foi reprodutivel em
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar, utili-
zando trés manobras consecutivas de tosse, em um se-
gundo protoétipo desenvolvido pelos autores.

Nardell, em editorial a respeito deste assunto, co-
menta que as goticulas que carreiam o agente trans-
missor da tuberculose permanecem um mistério e que
muito pouco ainda se sabe sobre a aerobiologia desta
doenca. Sabe-se que, experimentalmente, pode-se ge-

rar grandes quantidades do agente e recupera-lo em
cultura, porém capturar aqueles aerossois que sao na-
turalmente eliminados por pacientes baciliferos ainda
nao foi possivel.’

Warrem e colaboradores descreveram que um
minimo de cinco mililitros de escarro é necessario para
melhorar a sensibilidade da baciloscopia para a iden-
tificacdo do M. tuberculosis. Isto ocorre devido a maior
concentracdo do bacilo em amostras de maior volume.’®
A pequena quantidade de bacilos eliminados em aeros-
s6is gerados pela tosse pode ser responsavel pelos resul-
tados negativos aqui descritos. Talvez um maior tempo
de coleta, como o que aconteceu com o primeiro proté-
tipo testado, possa gerar maior nimero de particulas e,
portanto, melhorar a sensibilidade da técnica.

Fennely e colaboradores desenvolveram um mé-
todo para a cultura de M. tuberculosis em aerossdis ge-
rados pela tosse. Os pacientes tossiam em uma camara,
por cinco minutos, em duas sessdes. Vinte e cinco por
cento dos pacientes foram positivos, em relacdo aos
positivos na baciloscopia. Nesta técnica, a recuperacao
ocorreu apos a semeadura e crescimento em cultura, o
que, sabidamente, amplia a sensibilidade na recupera-
¢do dos bacilos. Mesmo com esta estratégia, somente
um quarto dos pacientes teve o material recuperado.’
Neste trabalho, ndo realizamos cultura prévia do ma-
terial coletado, o que talvez aumentasse o rendimen-
to; porém, tal procedimento retarda, sobremaneira, o
diagnostico, visto que o crescimento deste microorga-
nismo é lento.

Behr e colaboradores verificaram que a bacilos-
copia positiva identifica a maioria dos pacientes com
potencial de infectar outras pessoas; porém, pacientes
com baciloscopia negativa e cultura positiva sdo res-
ponsaveis por 17% da transmissao de tuberculose.”” A
recuperagao de M. tuberculosis em aerossoéis seria um
grande avanc¢o no diagndstico rapido deste grupo es-
pecifico de pacientes, sem a necessidade de aguardar
o crescimento em cultura. O resultado do primeiro pro-
totipo utilizado, com tempo maior de exposicdo, mos-
tra-se promissor neste sentido.

Guio e colaboradores demonstraram que os car-
tdes de FTA analisados por PCR tém como vantagens
a coleta, o transporte e o processamento das amos-
tras de escarro. O material bacilar permanece, por seis
meses, no cartdo e a andlise por PCR é extremamente
rapida, além de apresentar maior sensibilidade (102
micobactéria/mL) e especificidade igual a bacilosco-
pia. O estudo orienta a andlise da parte purulenta do
material, por existirem mais particulas.'> Comparando
0 protétipo analisado com este estudo feito em amos-
tras de escarro, pode-se inferir que o material obtido
com trés manobras de tosse pode ter sido insuficiente,
mesmo 0s aerossois sendo a via natural de transmis-
sdo da doenca. A intensidade ou o nimero de tossidas
para captura de particulas pode ser significante, visto
que o protoétipo testado, com oito horas de exposicao,
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resultou positivo. Talvez os aerossoéis gerados por trés
movimentos de tosse ndo tenham sido suficientes para
se obter material da area das vias aéreas inferiores,
onde havia maior concentracao bacilar.

Wan e colaboradores realizaram cultura no ar fil-
trado de ambiente hospitalar, por no minimo seis ho-
ras, através de uma membrana, e analisaram o material
por PCR."* O método de filtragem mostrou-se eficaz
em detectar M. tuberculosis, resultado este também
demonstrado por outros autores.™ Este trabalho cor-
robora a hipétese que o tempo de contato é fator pri-
mordial para o sucesso do protétipo, o que foi observa-
do na primeira etapa do trabalho.

Outra possibilidade para explicar o insucesso do
segundo prototipo pode ser a parte que fica em conta-
to com a boca do paciente, muito ampla no segundo,
permitindo a fuga do material aerossolizado, fato este
minimizado no primeiro protétipo testado.
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A escassez de estudos sobre a recuperacdo de
particulas em material gerado por aerossois estimula
a continuidade de pesquisa nesta drea.

Devem ser realizadas alteracdes no protétipo para
a coleta da amostra, objetivando a otimiza¢do do tem-
po de contato com o paciente e a determinacdo de
sua capacidade diagnéstica em individuos baciliferos
e ndo-baciliferos.

A recuperacdo do bacilo no primeiro protétipo
confirma a possibilidade de reproducéo dos resultados
e a efetividade do cartdo FTA e da PCR utilizados com
este intento.
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