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A tuberculose multirresistente e a rainha vermelha
— A rapidez do diagnéstico é decisiva

.
Multi-drug resistant tuberculosis and the red queen
— Diagnosis speed is crucial
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Resumo

A tuberculose multirresistente ¢ uma ameaca impor-
tante ao controlo da tuberculose.

Neste sentido, é fundamental o diagndstico precoce
da TBMR para adoptar as medidas mais adequadas.
Os métodos de deteccao da resisténcia aos antibacila-
res baseados na avaliacdo das determinantes genéticas
(métodos genotipicos) tém a vantagem, em relacdo
aos métodos classicos (fenotipicos), de serem mais
céleres, poderem ser aplicados directamente na amos-
tra clinica e de identificarem simultaneamente o Myco-
bacterium tuberculosis complex.

A analise dos dados dos doentes internados no Servi-
¢o de Pneumologia 2 do Hospital de Pulido Valente
mostrou uma significativa prevaléncia de TBMR
(10,3%). Revelou, também, que em 34,1% dos doen-
tes com TBMR a multirresisténcia nao foi identifica-
da, tendo sido a mortalidade nesses doentes de 31%
versus 18,4% nos doentes com o perfil de resisténcias
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Abstract

The multi-drug resistant Tuberculosis (MDRTB) is a
huge menace to Tuberculosis control.

The eatly detection of MDRTB is essential to best
appropriate measures.

The detection methods for drug resistance based in
evaluation of the genetic determinants (genotypic
methods), instead of phenotypic methods, allows for
faster results, the possibility of direct application in
clinical samples and simultaneous identification of
Mycobacterium tuberculosis complex.

The inpatients data analysis in the “Servico de
Pneumologia 2 do Hospital Pulido Valente”, sho-
wed a high prevalence of MDRTB (10.3%). In
34.1% of the MDRTB patients the multi-drug re-
sistance was not been identified, with a mortality
ratio in this cases of 31% versus 18.4% in the sub-
set of patients with resistance previously identi-
fied. Moreover the mortality ratio was worst in
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previamente conhecido. Estes valores sao piores nos
doentes com TBMR+SIDA, que tém uma mortalida-
de de 50% versus 15%, respectivamente.

Para uma rapida identificacio das resisténcias nos doen-
tes internados no Servico de Pneumologia 2 do HPYV, foi
avaliado o teste INNO-LIPA Rif'TB para deteccao da
resisténcia a RMP como marcador de multirresisténcia.
Os resultados do teste, efectuado em 113 amostras,
mostraram elevadas taxas de sensibilidade (91,6%), es-
pecificidade (98%), valor preditivo positivo (84,6%) e
valor preditivo negativo (99%).

A demora média para obter os resultados foi de 7,6
dias para o teste genotipico versus 23,4 dias para o teste
tenotipico (BACTEC MGIT 960).

Actualmente, o teste INNO-LIPA Rif. TB ¢ aplicado
em todos os doentes internados com tuberculose ba-
cilifera sem perfil de resisténcias previamente conhe-
cido, com bons resultados.

Rev Port Pneumol 2007; XIII (6): 869-877

Palavras-chave: Tuberculose multirresistente, méto-
do genotipico, sensibilidade, especificidade.

MDRTB/AIDS patients with 50% versus 15%,
respectively.

Targeting for rapid drug resistance detection, in hos-
pitalized patients at “Servico de Pneumologia 2 do
Hospital Pulido Valente”, the test INNO-LIPA Rif. TB,
to identify the rifampicin resistance as a marker of
multi-drug resistance, was evaluated.

The test was performed in 113 samples and had a
high ratio of sensitivity (91.6%), specificity (98%),
positive predictive value (84, 6%) and negative pre-
dictive value (99%).

Time to obtain the results was 7.6 days for the geno-
typic test versus 23.4 days to the phenotypic test (BAC-
TEC MGIT 960).

The INNO-LIPA Rif.TB test is, now, performed
in every patient with smear-positive Tuberculosis
with no previous knows resistance profile, with
good outcome.

Rev Port Pneumol 2007; XIII (6): 869-877

Key-words: Multi-drug resistant tuberculosis, geno-
typic method, sensitivity, specificity.
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Introducéo

A resisténcia aos antibacilares ¢ um proble-
ma conhecido desde a introducio destes far-
macos no tratamento da tuberculose.'?

O mecanismo de ac¢io dos antibacilates esta
associado a uma pressao selectiva sobre uma
populacao de Mycobacterium tuberculosis que
contém bacilos portadores de muta¢Ses ad-
quiridas espontaneamente, que lhes confe-
rem proteccao a actividade antimicobacte-
riana dos antibacilares**. Esta adversidade
terapéutica ¢ minimizada com o uso correc-
to da politerapia®.

PORTUGUESA

Este fenémeno, no entanto, ganhou uma nova
dimensao com a emergéncia a partir dos anos
80 do século passado de varios surtos epidémi-
cos, nosocomiais e na comunidade, de tubercu-
lose multirresistente (TBMR)®, principalmente
em doentes com infec¢ao pelo VIH com eleva-
da mortalidade e significativa contagiosidade”®.
A tuberculose multirresistente, que se define
como tuberculose resistente, pelo menos, aos
dois antibacilares bactericidas mais potentes —
isoniazida (INH) e rifampicina (RMP) — e nu-
cleares nos regimes terapéuticos anti-tuberculo-
sos. Nestes casos, 0 tratamento torna-se mais
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complicado, mais demorado, associado a maior
toxicidade, com niveis mais elevados de insucesso
terapéutico e cerca de 100 vezes mais caro™".
A tuberculose multirresistente é um indica-
dor da qualidade do controlo da tuberculose
na comunidade.

A tuberculose multirresistente em doentes
previamente tratados, denominada TBMR
adquirida (TBMR 2.%), reflete indices insufi-
cientes de sucesso terapéutico e niveis eleva-
dos de ma adesio a terapcutica.

ATBMR primaria (TBMR 1.%), assim designa-
da quando detectada nos novos casos de doen-
¢a, sem tratamento antibacilar anterior, ¢ um
indicador da faléncia do controlo da doenca
em longos periodos de tempo, pois revela a
transmissdo da infeccdo na comunidade.

Os relatérios da OMS sobre a TBMR no mun-
do mostram uma disttibuicio da TBMR assi-
métrica a nivel regional, com prevaléncias mais

acentuadas na Europa de Leste, Sudeste Asia-
tico e Mediterraneo Otiental (Quadro I), com
locais onde a TBMR primaria tem taxas entre
7% e 14% (Lituania, Estonia, algumas regioes
da Federacio Russa, algumas regiGes da China,
Israel, etc.) e TBMR adquirida com taxas de
cerca de 50% (Lituania e Cazaquistao).

Em Portugal tem-se vindo a registar, na tltima
década, uma diminuigao acentuada da preva-
léncia da TBMR, principalmente a custa duma
descida dos casos de retratamento, acompanha-
da dum aumento do sucesso terapéutico. A
TBMR primaria tem tido, também, um decli-
nio, embora mais atenuado (Quadro II).

A distribuicio por distrito tem diferencas acen-
tuadas. Em quatro distritos — Lisboa, Setabal,
Porto e Aveiro — concentram mais de 80% dos
casos. Lisboa tem a maior parte dos casos (44,1%%0).
O grupo de risco mais afectado ¢ o dos doen-
tes com infecgdo pelo VIH, que apresenta o

Quadro | - Prevaléncia da tuberculose resistente no Mundo em 2004

Regido Resisténcias 1.2 TBMR 1.2 Resisténcias 2.7 TBMR 2.2
Africa 7,1 1,4 16,7 59
Américas 9,7 1,1 24,6 7,0
Mediterraneo Oriental 9,9 0,4 63,3 48,3
Europa 84 0,9 15,9 4,7
Sudeste Asiatico 19,8 1,3 39,9 20,4
Pacifico Ocidental 11,4 0,9 32,8 15,5
Total 10,2 1,1 18,4 7,0
Adaptado de OMS, 2006
Quadro Il - Evolugdo da tuberculose multirresistente em Portugal
Fontes DGS/OMS SVIG-TB SVIG-TB SVIG-TB SVIG-TB
(1994-1997) (2000-2002) (2000-2003) (2000-2004) (2000-2006)

TBMR 1.2 1,8 2,3 21 1,9 1,7

TBMR 2.2 20,9 10,4 7,8 7.4 74
Adaptado SVIG-TB (2000-2006)
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O resultado do
tratamento da TBMR
em Portugal mantém-
-se desfavoravel,
com taxas de
sucesso terapéutico
insuficientes para
controlar com
eficacia a epidemia

EVISTA

nivel de prevaléncia de TBMR priméria mais
elevado (3,3%), e o dos doentes toxicodepen-
dentes, que tem a taxa de prevaléncia de TBMR
adquirida mais alta (11,8%) (Quadro III).

Quadro Il - Tuberculose multirresistente por grupos de
risco em Portugal

Grupos de risco TBMR 1.2 TBMR 2.2
Toxicodependentes 2,6 11,8
VIH 33 1,2
Global 1,9 74

Adaptado SVIG-TB (2000-2004)

O resultado do tratamento da TBMR em Por-
tugal mantém-se desfavoravel, com taxas de su-
cesso terapéutico insuficientes (51,4%) para con-
trolar com eficicia a epidemia. Regista-se,

igualmente, uma elevada mortalidade, cerca de
4 vezes a taxa de mortalidade global (Quadro 1V).

Quadro IV - Resultado do tratamento da TB e TBMR em
Portugal em 2002

Resultado tratamento TBMR (%) (;E (l:/;)l)
Curados 9,0 9,4
Tratamento completo 425 73
Falecidos 25,5 57
Insucesso 2,4 0,1
Tratamento interrompido 4.7 438
Em tratamento 6,1 29
Transferidos 7,6 4,1
Sucesso terapéutico 51,4 82

Adaptado SVIG-TB, corte 2002

A 'TBMR e mais recentemente a emergéncia
da tuberculose extensivamente resistente
(TBXDR)'"!2 esta ultima definida como
TBMR com resisténcias adiccionais as fluorqui-
nolonas e, pelo menos, a uma dos antibacilares

PORTUGUESA

Joao Costeira, Jaime Pina

injectaveis seguintes: capreomicina, canamicina
ou amicacina, constituem, actualmente, uma
ameaca séria ao controlo da tuberculose'*'3,
Neste contexto, ¢ fundamental o diagnéstico
precoce desta forma de tuberculose através da
deteccao rapida das resisténcias, de maneira a
adoptar, prontamente, medidas de controlo de
infeccdo, na comunidade e nas instituicdes de
satde que acolhem estes doentes, assim como
instituir os regimes terapcuticos com os anti-
bacilares mais adequados a cada caso'®.

A deteccao de resisténcias aos antibacilares
usando os métodos fenotipicos classicos (ex.:
método das proporgdes), fidveis e amplamen-
te testados, tem a desvantagem de necessitar
dum longo periodo de tempo para obter os
resultados. Neste sentido, a exigéncia de mais
rapidez no conhecimento dos resultados le-
vou a utilizagdo de métodos radiométricos (ex.:
BACTEC TB-460 ¢ BACTEC MGIT-960)
para a detec¢ao de resisténcias, essencialmen-
te aos antibacilares de primeira linha, ¢ mais
recentemente a aplicagdo de métodos geno-
tipicos'"'%,

Os métodos genotipicos sio baseados na ava-
liagdo das determinantes genéticas das resistén-
cias e envolvem dois passos basicos: a amplifi-
cacdo do acido nucleico através da reac¢io em
cadeia da polimerase (PCR) para amplificar os
sectores do genoma do Mycobacteriunz tuberculo-
sis que se sabe estarem alterados nas estirpes
resistentes e, em seguida, confrontar esse ma-
terial genético com genes-alvo de referéncia res-
ponsaveis pelas resisténcias em analise, utilizan-
do hibtidagio com sondas especificas'**.
Estes métodos tém a vantagem de serem muito
mais rapidos do que os métodos fenotipicos,
poderem ser aplicados directamente na amos-
tra clinica e proceder simultaneamente 2 iden-
tificacdo de Mycobacterinm tuberculosis complex.
Tém como limitacdo o facto de ainda nio se
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conhecer completamente o mecanismo mole-
cular de todo o tipo de resisténcias. Contudo,
tendo em conta que sdo conhecidas as locali-
zagoOes genéticas que conferem a maioria da re-
sisténcia a isoniazida (gene katG — 50% a 95%
dos casos) ¢ a rifampicina (gene rpoB — 95%
dos casos), o método genético pode ser uma
ferramenta importante no controlo da TBMR.

A experiéncia de um servico

de internamento

O Servico de Pneumologia 2 (Pn2) do Hos-
pital de Pulido Valente (HPV) ¢ um servico
dedicado ao tratamento, em regime de inter-
namento, de doentes com tuberculose.

A anilise dos dados clinicos dos doentes in-
ternados neste servico de 1.1.2000 a 1.4.2007,
revelaram a existéncia duma elevada taxa de
internamentos de doentes com SIDA e TB
(35,1%), com TBMR (10,3%) dos quais
34,5% eram TBMR primaria. Dos casos com
TBMR 77 (53,1%), tinham como comorbi-
lidade a SIDA (Quadros V e VI).

A avaliaco dos casos com TBMR bacilife-
ros mostra que em 34,1 % dos casos nio foi
possivel a identificagdao das resisténcias an-
tes da alta dos doentes. A demora média des-
tes doentes no servico foi de 20,8 dias.

Quadro V - Taxa de TB+SIDA e TBMR no Servigo de Pn2
do HPV

TB total
1066

TB+SIDA
496 (35,1%)

TBMR
145 (10,3%)

Quadro VI - Taxa de TBMR por classe epidemioldgica no
Servigo de Pn2 do HPV

TBMR total  TBMR+SIDA

Priméria 50 (34,5%) 23 (29,9%)

Adquirida 95 (65,5%) 54 (70,1%)
Total 145 77

Os doentes acima referidos durante o petio-
do que estiveram internados no servico, por
auséncia de identificacdo das resisténcias, nao
foram submetidos a terapéutica antibacilar
nem a isolamento respiratério apropriados.
O resultado do tratamento revela uma ele-
vada mortalidade nestes doentes (31%), em
comparacdo com os doentes com TBMR
previamente conhecida e tratados com regi-
me antibacilar alternativo (18,4%). A taxa de
mortalidade ¢ ainda mais gravosa se atender-
mos aos casos com SIDA associada — 50%
nos doentes com TBMR nio identificada ver-
sus 15% nos doentes com TBMR conhecida
(Quadro VII).

Quadro VII - Taxa de mortalidade e tempo de internamento da TBMR no Servigo de Pn2 do HPV

N.° Mortalidade (%) Demora média do internamento (dias)
TBMR D+ (total) 132 22,7 58,4
SIDA+TBMR D+ (total) 68 29,4 49,5
TBMR D+* 87 18,4 96
SIDA+TBMR D+* 40 15 77,2
TBMR D+** 45 3 20,8
SIDA+TBMR D+** 28 50 21,8

* Resisténcias conhecidas durante o internamento
** Resisténcias desconhecidas durante o internamento
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A avalia¢ao laboratorial do perfil de resistén-
cias das amostras respiratorias testadas des-
de 12.3.1999 a 1.4.2007, indica que apenas
em 0,5% dos casos a resisténcia a rifampici-
na nao estava associada a multirresisténcia
(Quadro VIII).

Os doentes internados neste servico apresen-
tam uma alta prevaléncia de multirresisténcia,
incluindo valores muito elevados de TBMR
primaria e um indice muito baixo de monor-
resisténcia a RMP. Neste contexto, e em con-
sonancia com varios outros estudos, a resis-
téncia a rifampicina pode ser considerada um
bom marcador de multirresisténcia®*.

Com o objectivo de implementacdo duma
metodologia capaz de possibilitar uma rapi-
da identificacdo da tuberculose pulmonar
multirresistente (IPMR) em doentes com TP
bacilifera internados no HPV, foi avaliada, a
eficacia do teste genotipico de amplificagdo
de 4cidos nucleicos pela técnica INNO-LIPA
Rif.TB (Innogenetics, Ghent, Belgium) para
identificacio directa, na amostra respirato-
ria do complexo Mycobacterium tuberculosis ¢
detecgao das determinantes genéticas para a
resisténcia a RMP.

Joao Costeira, Jaime Pina

O estudo incidiu sobre 113 amostras respirato-
rias com baciloscopia positiva obtidas de doen-
tes internados no petfodo de 1.1.2005 a 6.1.2006.
Os indicadores de eficacia do teste foram
analisados usando como métodos de refe-
réncia o sistema BACTEC MGIT 960 para
isolamento em cultura e realizacio de anti-
biograma para os antibacilares de 1. linha e
o sistema Accrupobe para identifica¢io de
Mycobacterinm tuberculosis complex.

Os testes com o sistema INNO-LiPA Rif. TB
foram realizados no laboratério de micobacté-
rias do Instituto de Higiene e Medicina Tropi-
cal da Universidade Nova de Lisboa e os testes
de referéncia com sistema BACTEC MGIT
960, assim como as bacilocopias, foram efec-
tuados no laboratério de micobacteriologia do
Servico de Patologia Clinica do HPV.

Os resultados do teste mostraram uma alta
especificidade e sensibilidade, bem como ele-
vados valores preditivos, tanto para a identifi-
cagao directa dos bacilos do complexo Myco-
bacterium tuberculosis, como para a detecgdo
directa de mutagdes no gene rpoB (Quadro IX).
As caracteristicas dos doentes internados,
com alta prevaléncia de TPMR bacilifera e

Quadro VIII - Perfil de resisténcia aos antibacilares no Servigo de Pn2 do HPV

Amostras com TSA* Casos novos Retratamento Total
Total de amostras 965 365 1330
Qualquer resisténcia a R 53 (5,5%) 99 (27,1%) 153 (11,4%)
Resisténcia a R ndo MR 3(0,3%) 4 (1,1%) 7(0,5%)
Qualquer resisténcia a H 82 (8,5%) 112 (30,7%) 194 (14,6%)
Resisténcia a H ndo MR 32 (3,3%) 17 (4,7%) 49 (3,7%)
Monorresisténcia a R 3(0,3%) 0 3 (0,2%)
Monorresisténcia a H 17 (1,8%) 10 (2,7%) 27 (2%)
Monorresisténcia a S 60 (6,2%) 9(2,5%) 69 (5,2%)
Multirresisténcia total 50 (5,2%) 95 (26%) 145 (10,9%)

*Teste de sensibilidade aos antibacilares

PORTUGUESA
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Quadro IX - Poténcia do teste INNO-LiPA Rif.TB

Valor preditivo Valor preditivo

INNO-LiPA Rif.TB Sensibilidade Especificidade . .
positivo negativo
|dentificagdo directa 99% 100% 100% 50%
de M. tuberculosis complex  (112/113) (111) (112/112) (1/2)
Detecgéo directa 91,6% 98% 84,6% 99%
da mutagao de rpoB (1112) (99/101) (11/13) (99/100)

de SIDA, associado a boa fiabilidade do tes-
te, levou a implementaciao da avaliacio so-
bre a multirresisténcia em todos os doentes
internados no Servi¢o de Pneumologia 2 com
TP bacilifera, sem perfil de resisténcia co-
nhecido, através do método genotipico do
sistema de INNO-LiPA Rif. TB.

No periodo de 1.10.2006 a 1.4.2007 foram
testadas 79 amostras de expectoracao. A per-
Jormance do teste mantém elevados indices de
eficicia.

Os resultados obtidos desde o dia em que a
amostra foi enviada para o laboratério até
a0 dia em que o resultado foi conhecido pelo
médico assistente tiveram uma demora mé-
dia de 7,6 dias para o teste genotipico e de
23,4 dias para o teste fenotipico.

A rapidez alcangada com o teste genotipico
leva a uma consideravel antecipag¢ao do pos-
sivel diagnoéstico de TPMR.

Durante este periodo de avaliacao sistematica
da multirresisténcia com o método genotipico
foi possivel diagnosticar trés casos de TPMR,
possibilitando, mais precocemente, a conten¢ao
dos doentes em isolamento respiratério e o ini-
cio do tratamento antibacilar mais adequado.

Consideracoées finais
O diagnéstico precoce ¢ um factor essencial
naluta contra a TBMR. Quanto mais depres-

REVISTA POR

[UGUESA

sa se obtiver o diagndstico micobacteriol6-
gico mais rapidamente se podem tomar me-
didas de controlo de infeccido e tratamento
ajustadas.

Os seres vivos evoluem continuamente para
manter o seu lugar no seu meio bioldgico e
fisico. Como todas as espécies evoluem com
esse objectivo, desencadeia-se um confronto
entre elas, como, por exemplo, entre o parasi-
ta ¢ o seu hospedeiro®.

As alteracoes evolucionarias sao necessarias
para as espécies se manterem no mesmo lu-
gar. A cessacao das mudangas pode resultar
na extincao®.

O bidlogo Leigh Van Valen baptizou esta

725 em refe-

sua teoria de “rainha vermelha
réncia ao episddio das aventuras de Afice do
outro lado do espelbo, de Lewis Carrol. Nesse
episodio, Alice e um personagem fantasti-
co, a Rainha Vermelha, lancam-se numa
corrida imparavel. Alice sentia que nio po-
dia correr mais, no entanto tudo o que esta-
va 2 sua volta nao se alterava. E disse, entao,
a Rainha: “Uma pessoa geralmente costu-
ma chegar a qualquer lugar se correr muito
depressa e durante muito tempo”, a0 que a
Rainha respondeu: “Aqui ¢ preciso correr
o mais que se pode, para ficar sempre no
mesmo lugar.”*

A rapidez da adaptacio ao meio é a chave
do sucesso dos seres vivos.

D E
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O diagnostico
precoce é um factor
essencial na luta
contra a TBUR
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