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Avaliacao do protocolo PCR4 de Marchetti em tecidos im0
Aceito para publicago em 01/02/07

parafinizados para o diagnostico da tuberculose Pbicadoem 2157
cutanea e ganglionar

Evaluation of Marchetti PCR4 amplification assay to the diagnosis of cutaneous and lymph node tuberculosis

from formalin-fixed paraffin-embedded tissue

Luciana Botinelly Mendonca Fujimoto'; Julia Ignez Salem? Mauricio Morishi Ogusku®; Luiz Carlos de Lima Ferreira*

TR resumo

Tuberculose cutinea Introdugdo: A tuberculose cutaneoganglionar (TbCG) corresponde a 25,4% dos casos de tuberculose
(Tb) extrapulmonar no estado do Amazonas. Os métodos tradicionais, bacterioldgicos e histopatol6gicos
Material parafinizado envolvem algumas dificuldades diagnésticas, e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) surge como

método alternativo, podendo propiciar resultados especificos e em menor tempo. Nesse sentido, veri-
Mycobacterium tuberculosis ficou-se a acuracia do protocolo PCR4 de Marchetti et al. no diagndstico da TbCG comparativamente
aos métodos bacterioldgicos e histopatolégicos. Materiais e métodos: Realizou-se o nested-PCR com
oligonucleotideos para a IS6170 do complexo do M. tuberculosis em 83 amostras parafinizadas, sendo 52
cutaneas e 31 ganglionares, de pacientes clinicamente suspeitos de TbCG. Todos os casos foram avaliados
pelos métodos bacterioldgicos e histopatolégicos. Foi realizada andlise da acurécia entre os resultados
obtidos na PCR em relacdo ao cultivo e a histopatologia. Resultados e discusséo: A positividade da PCR
em todos os casos estudados foi de 50,6% (42/83), sendo de 59,6% (31/52) em amostras cutaneas e
de 35,5% (11/31) nas ganglionares. Em ambos os grupos foram observados resultados falso-positivos e
falso-negativos. Algumas hipéteses que podem justificar estes resultados estéo relacionadas a presenca
da IS6770 em micobactérias ambientais da regidgo amazonica e a ndo-padronizacdo da amostra de DNA
amplificado. Conclusao: O protocolo em avaliagdo apresentou positividade em percentual semelhante a
diferentes protocolos existentes na literatura. Sugere-se o uso da PCR em tecidos parafinizados associada
com o cultivo ou com a histopatologia para o diagnéstico definitivo de Tb ganglionar. Para as lesdes
cutaneas continua sendo necesséria a busca de protocolo que amplie a acuracia do método.

PCR

156110

abstract ISR
Background: Cutaneous lymph node tuberculosis (CLTb) represents 25.4% of all cases of extra-pulmonary Tb in | eutaneous tuberculosis
the state of Amazonas. The current methods of diagnose including bacteriological and histopathological assays
involve some technical difficulties, and the polymerase chain reaction - PCR arise as an alternative method allowing | formalin-fixed and paraffin-
specific results faster than the others. In this context the accuracy of PCR4 Marchetti et al. protocol was compared
with traditional methods. Material e method: Nested-PCR for 1S6110 (123 pb) were applied on 83 CLTb suspicious | embedded tissues
formalin fixed and paraffin embedded samples of tissues (52 cutaneous and 31 lymph node), obtained from 1997
to 2002. All cases were evaluated by bacteriological and histopathological methods. Accuracy analyses were carried
out between the PCR amplification results and those related on bacteriological and histopathological methods.
Results and Discussions: Positive results of PCR4 were about 50.6% (59.6% in cutaneous samples and of 35.5% in
lymph nodes samples). In both groups were observed false-negative and false-positive results. Some hypotheses that | res119
explain those results are related to the presence of 1S6110 in environmental mycobacterias in the Amazon region
and the absence of standardized DNA concentration to amplification assays. Conclusions: The proposed protocol
was as positive as others ones available in the literature. Definitive Tb diagnostic can be obtained on lymph node
paraffin embedded PCR in association with bacteriological or histopathological method. A better accuracy of an
amplification assay applied to cutaneous Tb suspicious lesions has to be still under research.

Mycobacterium tuberculosis

PCR
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Introducéo

Para o diagnéstico da tuberculose cutaneoganglionar
(TbCG) séo utilizados métodos de isolamento do agente
(padrdo-ouro) e/ou o exame histopatolégico para eviden-
ciar padrdes histopatolégicos indicativos de tuberculose
(Tb), como granulomas e presenca de bacilo élcool-acido-
resistente (BAAR). O primeiro é dependente do ndmero
de BAAR e requer em torno de 30 dias para o diagndstico.
O segundo nédo é patognomonico de Tb e a presenca
de BAAR ndo corresponde obrigatoriamente a espécies
do complexo Mycobacterium tuberculosis. Entretanto, a
alianca entre métodos moleculares e histopatoldgicos
tem se mostrado promissora em contornar as dificuldades
de diagnéstico especifico em curto periodo de tempo e
sem a obrigatoriedade de isolamento da cepa agressora.
Nesse sentido, estudos com a reacdo em cadeia da poli-
merase (PCR) vém sendo realizados para identificacdo do
microrganismo nos tecidos parafinizados, principalmente
com a utilizacdo de oligonucleotideos que amplifiquem
segmentos complementares a seqiiéncia de insercéo
IS6110, considerada especifica para o complexo M. tuber-
culosis > 7:13.14.16,22,25.27, 29) Entre os referidos estudos se
destaca o realizado por Marchetti et al.!¥, que, utilizando
um protocolo denominado PCR4, obteve as melhores taxas
de positividade em amostras com suspeita ou confirmagao
clinica de Tb, infiltrado inflamatério crénico granuloma-
toso (lesdo necrotizante) com BAAR e cultivo positivo ou
ndo para M. tuberculosis.

Os resultados de Marchetti et al.!® podem ser pro-
missores para o estado do Amazonas, pois no periodo de
1997 a 2002 foram notificados 402 casos novos de Tb com
localizagéo cuténea e/ou ganglionar®. Em apenas 32 (8%)
o diagndstico foi estabelecido pelo isolamento in vitro do
M. tuberculosis. Consequientemente, 92% foram notificados
devido a suspeita clinica e/ou indicacdo histopatoldgica
da presenca de granulomas nos fragmentos dos tecidos
lesados, propiciando que a notificacdo da maior parte dos
casos foi determinada como diagnéstico presuntivo. Pelo
exposto, sdo necessarios estudos que gerem conhecimentos
sobre a parceria entre ferramentas moleculares e técnicas
histopatoldgicas tradicionais para o diagnéstico de lesdes
cuténeas e/ou ganglionares com suspeita de tuberculose.

Assim, o presente trabalho verificou a acurécia do pro-
tocolo PCR4 de Marchetti et al.' para o diagnéstico da
TbCG comparativamente aos métodos bacterioldgicos e
histopatol6gicos. Entretanto, visando seu uso em unidades
da rede bésica de diagnéstico laboratorial, ndo se realizou
a etapa de padronizacéo da concentracdo do DNA extrai-

do em 1 e 3 pg, conforme recomendado por Marchetti
et al.! para o protocolo PCR4, devido a necessidade de
equipamentos e iNnSUMOs pouco acessiveis nos servicos
basicos de salde.

Materiais e métodos

Amostras clinicas

De 174 amostras de tecidos recebidas no periodo de
1997 a 2002 no Laboratério de Micobacteriologia do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) para
diagnéstico de tuberculose, 52 de lesdes cutaneas e 31 de
ganglios foram selecionadas para o presente estudo me-
diante os seguintes critérios de inclusdo: suspeita clinica de
tuberculose ou micobacteriose cutaneoganglionar, existén-
cia de resultados bacteriolégicos com cultivo negativo ou
positivo para micobactérias, presenca de correspondente
amostra fixada em formol e parafinizada em quantidade
representativa para reavaliacdo histopatoldgica e realizacéo
da PCR. Cada uma das amostras parafinizadas ja havia sido
processada e avaliada nos servicos de patologia da Fundagéo
Alfredo da Matta (FUAM), da Fundacdo de Medicina Tro-
pical (FMT) ou do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal do Amazonas (DPML/UFAM).
Quando disponiveis, informacdes clinicoepidemioldgicas
relevantes a pesquisa foram analisadas em conjunto com
os resultados obtidos.

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Eti-
ca em Pesquisa com Seres Humanos da FUAM, processo
0224/03, e da FMT, processo 1038/2003.

Exames bacteriologicos

Realizados no mesmo dia de coleta do fragmento,
abrangeram a execucdo de baciloscopia direta e pds-
concentracdo e de cultivo em meio de Lowenstein-Jensen,
conforme estabelecido por Salem et al.?Y. Os cultivos
sem crescimento micobacteriano foram considerados
negativos apds o periodo de dois meses e os positivos
para BAAR foram submetidos aos testes de velocidade de
crescimento e producdo de pigmentos. Todas as cepas
nado-cromogénicas e de crescimento lento que nas provas
bioquimicas produziram niacina e reduziram fortemente
o nitrato a nitrito foram identificadas como cepas de M.
tuberculosis, conforme proposto por David et al.®. As
demais foram consideradas micobactérias nao-tubercu-
losas (MNT).
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Exame histopatologico

Cortes de 4 um foram corados pelos métodos de he-
matoxilina-eosina (HE)® e de Wade®@® e analisados quanto
a presenca dos indicativos de TbCG, isto €, infiltrado
inflamatério cronico granulomatoso (IICG), associado ou
ndo a células gigantes multinucleadas do tipo Langerhans,
necrose caseosa e/ou BAAR.

PCR

Todas as etapas foram realizadas conforme o protocolo
PCR4 de Marchetti et al.™, inclusive os oligonucleotideos
para amplificacdo da seqiiéncia de inser¢do I1S6110 e para
controle de integridade do DNA das amostras extraidas.

Como medidas de controle de contaminagao cruzada
entre os cortes dos tecidos parafinizados utilizaram-se
navalhas descartaveis novas para cada amostra. O micré-
tomo foi rotineiramente limpo com xilol e &lcool absoluto
e realizou-se a PCR em cortes de blocos contendo apenas
parafina. Esses foram inseridos a cada cinco blocos de
tecidos parafinizados, etapa ndo prevista no trabalho de
Marchetti et al.1¥. Também foram introduzidos controles
de contaminagdo de todos os reagentes e materiais descar-
taveis utilizados. Em cada sesséo de PCR foi incorporado um
controle positivo contendo DNA de M. tuberculosis H, Rv,
um controle negativo com agua Milli-Q estéril e controles
negativo e positivo de extracdo de DNA.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador
GeneAmp® PCR System 2400 (Applied Biosystems). Os pro-
dutos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% para nested-PCR e a 1,5% para as demais
reacdes, corados com brometo de etideo, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados no
sistema Eagle Eye® Il (Stratagene).

Todos os procedimentos foram executados em cabine
de seguranca bioldgica e cada etapa da PCR foi realizada
em diferente ambiente, visando evitar a ocorréncia de
contaminacao.

Analise dos dados

Ainterferéncia dos anos de emblocamento na positivida-
de da PCR foi calculada pelo qui-quadrado (y?) para andlise
de tendéncia linear, com p < 0,05. As falsas positividade e
negatividade da PCR, sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivo e negativo em relacdo aos resultados
do cultivo e dos pardmetros histopatoldgicos, conforme
origem clinica das lesdes, foram calculados a partir de ta-
belas 2 x 2 (programa Epi-Info versdo 6.04d, para DOS)®.
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Nas andlises da co-positividade e co-negatividade entre os
métodos laboratoriais realizados também foram utilizadas
tabelas 2 x 2.

Resultados

Todos os controles de contaminacdo inseridos nas di-
ferentes etapas da PCR apresentaram resultados negativos
de complementaridade aos oligonucleotideos da seqliéncia
de insercdo IS67710. Constatou-se que o tempo de emblo-
camento das amostras ndo interferiu nos percentuais de
positividade da PCR (p = 0,1066).

As lesbes cutaneas corresponderam a 62,6% (52/83) das
amostras estudadas, e as ganglionares, a 37,4% (31/83). A
PCR apresentou positividade em 50,6% (42/83) de todos
os casos estudados, sendo de 59,6% (31/52) em amostras
cutaneas e de 35,5% (11/31) nas ganglionares. Entretanto,
em 12 amostras cutaneas obteve-se isolamento de MNTs,
sendo que em oito a PCR foi positiva. Dessas, em quatro
foram isoladas mais de cem coldnias de MNT por tubo de
meio semeado, das quais apenas uma tinha BAAR tecidual
e lICG. Das trés restantes, apenas duas tinham a presenca
de lICG e a outra teve um laudo de eczema cronico ines-
pecifico. Aparentemente houve falsa-positividade da PCR
nas amostras cutaneas, fato que ndo ocorreu nas amostras
ganglionares.

Os resultados da PCR em relacdo a presenca ou au-
séncia de IICG e de BAAR tecidual e ao cultivo positivo ou
negativo para M. tuberculosis, conforme o tipo de amostra
analisada, estao apresentados na Tabela 1. Nessa andlise
o0s quantitativos de amostras com isolamento de MNT fo-
ram considerados cultivos negativos para M. tuberculosis.
As MNTs em amostras cutaneas e ganglionares com [ICG
e BAAR positivo corresponderam a 2/13 (15,4%) e 1/1
(100%), respectivamente, enquanto com IICG sem BARR
obtiveram-se 6/20 (30,0%) e 1/6 (16,6%); e nas amostras
sem IICG e BAAR foram isoladas em 4/12 casos (33,3%)
e 1/3 (33,3%). Constata-se que nas amostras cutaneas
tem-se uma ampliacdo de percentuais mediante a auséncia
dos parametros histopatolégicos indicativos de Tb (IICG
e BAAR). Entre os resultados encontrados é importante
ressaltar que, nas amostras com cultivo negativo para M.
tuberculosis, presenca de BAAR tecidual e de IICG, critérios
utilizados por Marchetti et al.'® em uma de suas analises,
a PCR somente foi positiva em amostras cutaneas.

Nos dados da Tabela 1 constatam-se resultados falso-
negativos da PCR quando ela é analisada em relagao apenas
ao cultivo positivo para M. tuberculosis, que nas amostras
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cutaneas foi de 42,8% (3/7) e nas ganglionares, 57,1%
(12/21). Resultado semelhante foi obtido na analise entre
a PCR e a baciloscopia tecidual, onde a provével falsa-ne-
gatividade foi de 35,7% (5/14) nas amostras cutaneas e
69,2% (9/13) nas ganglionares.

Conforme o tipo de amostra analisada, os resultados
de acuracia da PCR em relagdo a um ou mais métodos
diagnésticos tradicionalmente executados estdo apresen-
tados na Tabela 2. Constatou-se que a PCR apresentou
maior valor de co-positividade nas amostras cutaneas,
exceto na andlise com o cultivo Mtb/IICG/BAAR tecidual
(0%). Tal fato é confirmado pelo valor preditivo positivo
(VPP) encontrado (0%), pois, de nove amostras com
positividade para cultivo Mtb/IICG/BAAR tecidual, em
nenhuma foi obtida positividade na PCR. Contrariamente,
a PCR apresentou maior percentual de co-negatividade
nas amostras de ganglios do que nas cutaneas, inclusive
apresentando VPPs bastante elevados nos ganglios, atin-
gindo 100% (4/4) quando analisada com os métodos de
cultivo Mtb/IICG/BAAR tecidual.

Visto que a PCR ainda é um método diagndstico em
estudo e que a presenca de [ICG quase sempre induz uma
suspeita de tuberculose quando outros agentes etioldgicos

nao sdo detectados, realizou-se a analise dos resultados
obtidos entre o IICG e o cultivo, tendo o cultivo como
padrado-ouro. Os dados obtidos estdo apresentados na
Tabela 3. Mediante os resultados, constatou-se que, na
amostragem estudada, a presenca de IICG no ganglio é
mais indicativa de Tb do que em amostras cutaneas e que
em ambos os tipos de amostra é possivel o diagnéstico de
Tb sem a presenca de IICGC.

A auséncia de interferéncia na PCR pelo tempo de em-
blocamento é contraria ao disposto por alguns autores®: 2.
No presente estudo, a ndo-interferéncia pode ser devida ao
uso de oligonucleotideos com amplificacdo de segmentos
inferiores a 200 pb na principal etapa da PCR, conforme
resultados e recomendacdes de Greer et al.®).

A falsa-positividade da PCR como diagnéstico de tu-
berculose nas oito amostras cutaneas, cujos cultivos foram
positivos para MNT, pode ser devida a impedimento de
isolamento do M. tuberculosis resultante do desenvolvi-
mento exuberante e mais rapido das MNTSs presentes na
amostra clinica; a colonizacédo da derme ou oportunismo

Resultados da PCR em relacao ao infiltrado inflamatério cronico granulomatoso e ao cultivo

Tabela 1

para Mycobacterium tuberculosis, conforme o tipo de amostra analisado

Tipos de amostra e PCR IICG com BAAR IICG sem BAAR Sem IICG e sem BAAR
Cultivo para Mtb Cultivo para Mtb Cultivo para Mtb
Pos Neg Total Pos Neg Total Pos Neg Total
Pos 0 9 9 2 11 13 2 7 9
Pele PCR Neg 1 4 5 1 9 10 1 5 6
Totais 1 13 14 3 20 23 3 12 15
Co-positividade 0% 66,7% 66,7%
Co-negatividade 30,8 45% 41,7%
VPP 0% 15,4% 22,2%
VPN 80% 90% 83,3%
Pos 0 4 4 1 5 1 1
Ganglio PCR Neg 1 5 7 2 2 4
Totais 12 1 13 6 6 12 3 3 6
Co-positividade 33,3% 66,7% 33,3%
Co-negatividade 100% 83,3% 66,7%
VPP 100% 80% 50%
VPN 11,1% 71,4% 50%

lICG = infiltrado inflamatério crénico granulomatoso; BAAR = bacilo dlcool-dcido-resistente; Mtb = Mycobacterium tuberculosis; Pos = positivo; Neg = negativo.
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Resultados de acuracia entre a PCR e os métodos laboratoriais diagnésticos de tuberculose

Tabela 2
PCR Cultivo Mtb Cultivo Mtb/
11CG
Co-pos  Pele 57,1% (4/7) 50% (2/4)
Ganglio  42,9% (9/21)  44,4% (8/18)
Co-neg Pele 40% (18/45)  41,7% (5/12)
Ganglio 80% (8/10) 66,7% (2/3)
VPP Pele 12,9% (4/31)  22,2% (2/9)
Ganglio  81,8% (9/11)  89% (8/9)
VPN Pele 85,7% (18/21)  71,4% (5/7)
Ganglio 40% (8/20)  16,7% (2/12)

cutdnea e/ou ganglionar, conforme a origem da amostra clinica

Cultivo Mtb/1ICG/ 1ICG/BAAR 11CG
BAAR tecidual tecidual
0% (0/1) 69,2% (9/13)  59,5% (22/37)

33,3% (4/12)
30,7% (4/13)
100% (1/1)
0% (0/9)
100% (4/4)
80% (4/5)
11,1% (1/9)

30,8% (4/13)
40% (6/15)
66,7% (4/6)
50% (9/18)
66,7% (4/6)
60% (6/10)

30,8% (4/13)

36,0% (9/25)
40% (6/15)
66,7% (4/6)
71% (22/31)
81,8% (9/11)
28,6% (6/21)
20% (4/20)

Mtb = Mycobacterium tuberculosis; IICG = infiltrado inflamatdrio cronico granulomatoso; BAAR = bacilo dlcool-dcido-resistente; co-pos = co-positividade; co-neg = co-negatividade;

VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo.

Resultados de acuracia entre a presenca ou a auséncia de infiltrado inflamatorio crénico

granulomatoso e o cultivo para Mycobacterium tuberculosis, tendo o cultivo como padrao-ouro

Tabela 3

Tipos de amostra e IICG Cultivo M. tuberculosis

Pos
Com IICG 4 (7,7%)
Pele Sem IICG 3 (5,8%)
Total 7 (13,5%)

Co-positividade
Co-negatividade

VPP
VPN
Com IICG 18 (58,0%)
Génglio Sem IICG 3(9,7%)
Total 21 (67,7%)

Co-positividade
Co-negatividade
VPP
VPN

e conforme a origem da amostra clinica

Cultivo M. tuberculosis
Neg Total
33 (63,5%) 37 (71,2%)
12 (23%) 15 (28,8%)
45(86,5%) 52 (100%)
57,1% (4/7)
26,7% (12/45)
10,8% (4/37)
80% (12/15)
25 (80,6%)
6 (19,4%)
31 (100%)
85,7% (18/21)
30% (3/10)
72% (18/25)
50% (3/6)

7 (22,6%)
3 (9,7%)
10 (32,3%)

IICG = infiltrado inflamatério cronico granulomatoso; pos = positivo; neg = negativo; VPP = valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo.

e colonizacdo da lesdo cuténea, visto que existe o relato
da presenca de varias espécies de micobactérias na flora
da pele normal de pessoas residentes no estado do Ama-
zonas"® 29; a existéncia, na Amazonia, de espécies de
MNT contendo a I1S6710, conforme também relatado por
Santos et al.!®; ou a uma homologia entre o DNA destas

MNTs e a IS6710, semelhante ao exposto por outros
autores® 19, Visto que em quatro amostras o problema
parece estar relacionado com o impedimento de desen-
volvimento do M. tuberculosis, a falsa-positividade foi de
9,5% para todos os casos. Entretanto, como sé ocorreu
nas amostras cutaneas, tem-se uma elevacdo para 12,9%
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de falsa-positividade. Vale ressaltar que Marchetti et al.('%)
ndo detectaram nenhum caso de falsa-positividade pelo
protocolo PCR4. Além disso, é importante enfatizar que a
contaminacéo cruzada de DNA foi excluida como hipétese
de PCR falso-positivo. Tal fato é devido ao uso de materiais
descartaveis em todas as etapas dos procedimentos e a
negatividade da PCR em todos os controles negativos de
extracdo de DNA das amostras teciduais, inclusive os de
microtomia, parafina e reagentes.

E possivel que no presente estudo a baixa positividade
de 50,6% (42/83) ou de 45,8% da PCR (38/83 apés a
exclusdo dos resultados falso-positivos) em relacdo a média
de 80% encontrada por Marchetti et al.!® seja devida a
ndo-padronizacdo da concentracdo de DNA, conforme
recomendado pelos autores para o protocolo PCR4. Essa
premissa encontra respaldo quando se analisam os re-
sultados da PCR, conforme a amostra clinica, a presenca
de BAAR tecidual com cultivo negativo ou ndo para o M.
tuberculosis (Tabela 1). Nas lesdes cutaneas, geralmente
paucibacilares®®, a negatividade da PCR foi de 35,7%,
enquanto que nas ganglionares, em que um ndmero
maior de bacilos é encontrado, foi de 69,2%. Marchetti
et al." também encontraram falsa-negatividade em gan-
glios (25%). Os resultados do cultivo induzem ainda mais
esse fato, pois, nas amostras cutaneas, a positividade para
M. tuberculosis foi de 7,1%, enquanto nas ganglionares,
92,3%. Conseqiientemente, tem-se a premissa de que
a ndo-padronizacdo da concentracdo do DNA pode ser
responsavel pela baixa positividade da PCR, principalmente
nas amostras ganglionares.

A crescente ampliacdo do VPP da PCR nas amostras
cutaneas (Tabela 1), conforme a exclusdo dos parametros
indicativos de Tb (IICG e BAAR), pode ser devida aos
também crescentes percentuais de isolamento de MNT,
conforme exposto no tépico “Resultados”. E possivel que
os elevados percentuais de co-negatividade e de VPP da
PCR em relacéo ao cultivo Mtb, nas amostras ganglionares
(Tabela 2), sejam devidos ao fato de que essas lesdes ndo
possuem a presenca de micobactérias existentes na micro-
biota cutanea normal®® 29,

Com respaldo nos idénticos VPPs da PCR (Tabela 2),
quando relacionada com o cultivo ou com o exame his-
topatoldgico, pode-se inferir que na rotina diagnéstica ela
possa ser utilizada concomitantemente com um ou outro
método na definicdo do diagnéstico de Tb. Entretanto,
por ser o cultivo um exame mais demorado, a op¢ao de
utilizar-se a PCR com o histopatoldgico diminuiria o tempo
de deciséo diagnéstica.

Numa anélise apenas dos métodos tradicionais — cultivo
e histopatolégico - a literatura ja demonstra que o isolamen-
to do agente etioldgico de tecidos cutaneos nao € rotinei-
ramente realizado® 419 devido a baixa positividade do
método'”, semelhante ao que ocorreu no presente estudo
(Tabela 3). Essa dificuldade, aliada ao fato de que diferentes
autores indicam a presenca de granulomas como achado
classicamente relacionado a Tb('%2% 29, induz, na prética cli-
nica, uma valorizacdo dessa alteracéo histopatolégica como
parametro de diagnéstico definitivo. No presente trabalho,
este também foi o achado laboratorial mais freqiientemente
relacionado com a suspeita de infeccdo tuberculosa, princi-
palmente em lesbes ganglionares (Tabela 3). Entretanto, a
confirmacéo do diagnéstico de TbCG pelo cultivo também
foi possivel na auséncia de granulomas, fato respaldado na
possibilidade das lesdes micobacterianas apresentarem-se
histologicamente de forma espectral®® e na distribuicao
espacial dos BAAR na lesao®.

Concluséao

Pelo conjunto dos dados apresentados constatou-se que
o protocolo PCR4 de Marchetti et al.'¥ em tecidos parafiniza-
dos de casos suspeitos de TbCG apresentou positividade em
percentual semelhante a diferentes protocolos existentes na
literatura e ndo-suficientes para elucidacdo diagnéstica.

Os resultados obtidos permitem sugerir o uso da PCR
associado com o cultivo ou 0 exame histopatolégico para
o diagnéstico definitivo de Tb ganglionar. Nessa forma
da doenca, a PCR pode ser realizada a partir dos tecidos
parafinizados, propiciando agilidade na confirmacéo da
suspeita diagndstica. Contudo, para as lesdes cutaneas
continua sendo necessaria a busca de protocolo que
amplie a acurdcia do método, principalmente para uso
em regides onde, na microbiota normal humana, séo
encontradas com freqliéncia as micobactérias ambientais
(micobactérias nao-tuberculosas), como é o caso do estado
do Amazonas.
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