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RESUMO

A tuberculose € uma doenca infecto-contagiosa que ainda hoje representa um grave
problema de saude publica. O conhecimento e aplicagdo das técnicas diagnosticas,
bem como a correta interpretacdo dos seus resultados, sdo fundamentais para o
rapido controle da doenga. A introducdo de métodos diagndsticos, sensiveis,
precisos e de baixo custo pode contribuir para a diminuicdo do numero de casos a
nivel mundial. Nos ultimos tempos houve um grande avango no desenvolvimento de
testes imunodiagnosticos com o surgimento dos anticorpos monoclonais e o
aprimoramento na analise e identificagdo dos principais antigenos responsaveis pela
ativagdo do sistema imunolégico na presenca do agente causador da tuberculose.
Tais antigenos podem ser preparados em larga escala por sintese protéica e
tecnologia recombinante, aumentando a especificidade do teste. O objetivo deste
trabalho foi analisar o custo de produgao de um kit diagndstico utilizando a proteina
recombinante ESAT 6 de Mycobacterium tuberculosis bem como padronizar e
avaliar o reconhecimento desta proteina recombinante por anticorpos seéricos da
classe IgG em pacientes portadores de tuberculose doenga através de meétodo
imunoenzimatico indireto (ELISA). Utilizou-se como controle positivo para esta
analise amostras de soro de pacientes em inicio de tratamento, com diagndstico
confirmado pelos métodos convencionais de baciloscopia, cultura, raios-X e PPD.
Verificou-se que a proteina recombinante ESAT 6 foi reconhecida pelos anticorpos
IgG séricos destes pacientes e apresentou reprodutibilidade satisfatéria quando
utilizada como antigeno de reagdo em concentragdo de 500ng por cavidade, numa
diluicao de amostra de 1:25 e concentragcédo do conjugado de 1:10000. O calculo do
custo de producdo de um kit diagnostico ELISA utilizando esta proteina
recombinante apresentou um valor aproximado de R$ 0,18 por analise o que torna o
teste altamente viavel para ser implementado em saude publica quando comparado
com o custo dos testes utilizados rotineiramente.

Palavras-chave: Tuberculose, diagndéstico, antigeno recombinante, ESAT 6.



ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease that still represents a serious public health
problem. The knowledge and application of diagnostic techniques, as well as the
correct interpretation of their results, are essential for rapid disease control. The
introduction of diagnostic methods, sensitive, accurate and low cost can help to
reduce the number of cases worldwide. In recent times there has been a major
breakthrough in the development of immunodiagnostic tests with the advent of
monoclonal antibodies and improvement in the analysis and identification of key
antigens responsible for immune system activation in the presence of the causative
agent of tuberculosis. Such antigens can be prepared in large scale for protein
synthesis and recombinant technology, increasing the specificity of the test. The
objective of this study was to analyze the cost of production of a diagnostic kit using
recombinant ESAT 6 protein of Mycobacterium tuberculosis as well as standardize
and evaluate the recognition of this recombinant protein by serum IgG antibodies in
patients with tuberculosis disease by microparticle enzyme immunoassay (ELISA). It
was used as positive control for this analysis serum samples from patients starting
treatment, as confirmed by conventional methods of microscopy, culture, x-rays and
ppd. It was found that the recombinant protein ESAT 6 was recognized by serum IgG
antibodies and these patients showed satisfactory reproducibility when used as used
as antigen reaction 500ng concentration per wells in a 1:25 dilution of sample and
conjugate concentration of 1:10000. The calculation of the cost of producing ELISA
Diagnostic kit using this recombinant protein had an aproximate value US$ 0,11 per
analysis which makes the TST highly feasible to be implemented in public health
when compared to the cost the tests used routinely.

Key Words: Tuberculosis, diagnostic, recombinant antigens, ESAT 6.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose € uma das doengas mais antigas relatadas e identificadas no
ser humano. Existem evidéncias dessa patologia em esqueletos desde 8000 a.C.
bem como foram encontradas mumias egipcias datando de 3000 a.C. com leséo na
coluna vertebral caracteristicas de infeccdo por Mycobacterium tuberculosis
(VERONESI, 2010).

Povos orientais, como os Hindus e Chineses, ja descreviam quadros clinicos
semelhantes a tuberculose desde 2000 a.C. Hipdcrates, o pai da medicina,
descreveu em 380 a.C. a doenga como “tisica”, que significa “derreter-se”, devido as
lesbes caseosas que ela provocava.

A doenga tomou proporcdes de epidemia na Europa durante a Revolugao
Industrial quando os proletarios, sem condi¢cdes financeiras, se aglomeravam em
cidades extremamente populosas, sem infra-estrutura sanitaria e exerciam
atividades extenuantes sem as minimas condi¢gdes de higiene. Posteriormente
atingiu as Américas e Africa (RIBEIRO, 1955).

Em 1882, Robert Koch isolou o agente causal desta tdo temida doencga: o
Mycobacterium tuberculosis, conhecido a partir dai como bacilo de Koch.

Experimentos para produ¢do de uma vacina contra a tuberculose vieram mais
tarde, em 1921 quando Albert Calmette e Camile Guérin (do Instituto Pasteur -
Franga) estudaram a agdo de uma cepa atenuada de M. bovis com finalidade
imunoldgica - denominada de BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) — surgia entdo a
primeira vacina antituberculose.

Em nosso pais, a tuberculose surgiu junto com o descobrimento, trazida pelos
colonizadores, padres jesuitas e escravos africanos (RIBEIRO, 1955). Os povos
indigenas que aqui habitavam facilmente adquiriam a tuberculose, pois nao tinham
imunidade contra esta doenca. Morriam rapidamente o que contribuiu para a
extingdo de muitas tribos. Seguindo a evolugao ocorrida na Europa, aqui também se
tornou endemia com o crescimento urbano e populacional ocorridos nos séculos
posteriores ao descobrimento.

O primeiro esquema de tratamento medicamentoso foi desenvolvido nos anos

60 e utilizava simultaneamente trés antibidticos: estreptomicina, isoniazida e acido
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aminossalicilico e tinha duragédo de 12 a 24 meses. Posteriormente na década de 80
foi modificado quando se passou a utilizar as drogas rifampicina, isoniazida e
pirazinamida e o tratamento foi encurtado para seis meses. Esse esquema de
tratamento para a tuberculose foi revisto recentemente pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e Ministério da Saude (MS) reforgando o esquema anterior com o
medicamento etambutol na sua fase de ataque, e reduzindo as posologias dos
medicamentos isoniazida e da pirazinamida. Esta alteragao foi proposta tendo em
vista 0 aumento da resisténcia das micobactérias ao medicamento isoniazida, fato
este observado mundialmente(OMS, 2010).

Atualmente a tuberculose (TB) continua sendo um desafio de saude publica e
merece atengao tanto dos profissionais de saude quanto da sociedade em geral. De
acordo com o MS (2010) € uma doenga que obedece a todos os critérios
necessarios para priorizagdo de um agravo em saude publica, ou seja, grande
magnitude, transcendéncia e vulnerabilidade.

Nos paises em desenvolvimento, as condi¢gdes sanitarias e socioecondmicas
da populagdo faciltam sua disseminacdo e, em paises desenvolvidos, o
ressurgimento da tuberculose coincide com os grandes fluxos migratérios e com o
surgimento da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), além do
problema da multirresisténcia aos medicamentos devido ao abandono de
tratamento.

A clinica da tuberculose foi desde o comego muito bem conhecida e
esclarecida. Porém, os métodos utilizados para o diagndstico ja ndo eram tao
confidveis e se baseavam principalmente nos sintomas clinicos do paciente que,
quando apareciam, ja indicavam a doenga em estado avangado (RIBEIRO, 1971).
Somente na segunda metade do século XX é que o diagndstico pode ser feito
através do isolamento do bacilo da M. tuberculosis em cultura (SANT’ANNA, 2001).

Desde entdo a maioria dos paises utiliza como métodos diagndsticos a
baciloscopia de secreg¢des, a prova tuberculinica (PPD) e o exame de raio X,
ferramentas estas com pouca especificidade para uma doenca tdo importante em
saude publica.

O diagnéstico precoce da doencga possibilita o inicio imediato do tratamento
reduzindo a disseminag¢ao do bacilo na comunidade e os riscos para o paciente. Em
individuos com a Sindrome da Deficiéncia Imunolégica Adquirida (AIDS), a
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identificacdo da tuberculose e o imediato tratamento especifico podem significar
maiores chances de sobrevida. Para a populagdo em geral significa a possibilidade
de diminuir o numero de novos casos e atingir um maior numero de cura dos
individuos infectados (VERONESI, 2010).

Segundo levantamento efetuado pelo site do governo pelo DATASUS, hoje o
Brasil tem um gasto razoavel no tratamento, diagndstico e prevencdo da
tuberculose. Segundo Costa et al. (2005) o Estado da Bahia gastou em 1999
aproximadamente R$ 185,93 por internacdo de paciente com tuberculose. Dentre
estes gastos foram contabilizados custos com os profissionais envolvidos no
atendimento, exames diagnosticos, medicamentos e depreciacdo conforme
apresentado na Tabela 1. Além do custo para o Estado o estudo demonstrou que as
familias dos pacientes acometidos pela doenga também pereciam no decorrer do
tratamento da doengca com gastos com exames complementares, alimentagao,
transporte e diminuigdo de renda de trabalho (COSTA et al., 2005).

TABELA 1- CUSTO MEDIO DO TRATAMENTO DE CASOS NOVOS DE TUBERCULOSE, POR
UNIDADE DE SAUDE NO ESTADO DA BAHIA EM REAIS NO ANO DE 1999.

ITEMDE CUSTO 2 % 3° % 50 % 6 % 140 % CcSP' %
CENTRO CENTRO CENTRO CENTRO CENTRO

PROFISSIONIS 25,55 16,5 86,05 41,60 85,00 31,9 49,95 2250 57,22 299 4995 27,90
EXCLUSIVOS
PROFISSIONAIS
POARCIALMENTE
NO PROGRAMA 12,53 8,10 17,43 8,40 78,56 2950 74,74 33,60 24,32 12,70 19,32 10,80
DE
PROFISSIONAIS 7,63 490 633 3,310 4,70 1,80 6,07 2,70 9,07 470 871 490
ADMINISTRATIVO
DPRECIACAO 14,12 9,10 2,20 1,10 3,69 1,40 1,38 060 1,07 060 339 1,90
DESPSAS 7,72 500 7,77 3,80 7,67 290 3,11 1,40 12,75 6,70 10,69 6,00
CORRENTES NA
RAIOXE 8,98 580 898 4,30 8,98 340 898 440 898 470 898 500
BACILOSCOPIA
MEDICAMENTO 78,00 50,50 78,00 37,70 78,00 29,30 78,00 35,10 78,00 40,80 78,00 43,60
(78,00)
TOTAL 154,53  100,0 206,76 100,00 266,60  100,0 22223 100,0 191,40  100,0 1790  100,0
PACIENTES 1006 563 158 204 284 269
ATENDIDOS NO
CUSTO TOTAL 155457, 116408,61 421226 45334,56 543573 4865,
ANUAL 92 6 8 02

185,93

(US 103)

"CUSTO MEDIO UNITARIO ( MEDIA PONDEREADA PELO N DE PACIENTES)

FONTE: SECRETARIA DA SAUDE DA BAHIA (1999).
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No estado do Parana, segundo a Central de Medicamentos do Parana -
CEMEPAR - anualmente sdo gastos R$ 24.317.02 na aquisi¢cdo de reagentes para a
prova tuberculinica (PPD) e R$ 582.583,80 na aquisi¢cdo de vacinas BCG.

Com relagao aos custos do diagndstico, o SUS repassa aos laboratérios um
valor equivalente a R$ 4,50 por baciloscopia de escarro para pesquisa de BAAR, R$
5,63 por cultura de M. tuberculosis e R$ 15,3 por exame de Raio X pulmonar
(DATASUS, 2011). O internamento para tratamento da tuberculose em hospitais
especializados paranaenses ndo sai por menos de R$ 87,00/dia sendo que o tempo
de internamento fica em torno de 30 dias no minimo (Hospital Sdo Sebastido da
Lapa, Lapa - Pr).

Segundo estudo de Costa et al.(1999) os achados apontaram que, dos gastos
publicos com a tuberculose, cerca de 65% foram direcionados aos internamentos. A
inexisténcia de uma unidade de controle de custos para as atividades de combate a
tuberculose e a fragmentacdo do envolvimento das entidades publicas municipais,
estaduais e federais que financiam a execucédo do Plano Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT) gera uma dificuldade na visdo macro dos recursos envolvidos,
0 que pode levar a ineficiéncia na execucao e no controle do programa e a nao
percepcgao dos custos globais da tuberculose no &mbito nacional.

Os programas desenvolvidos pelo Ministério da Saude nas esferas federais,
estaduais e municipais através do Programa Nacional de Controle da Tuberculose,
apesar dos investimentos, treinamentos e acompanhamento dos doentes, ainda nao
conseguiram atingir 100% dos objetivos para interromper a transmissao da doencga e
consequentemente reduzir o numero de casos (MS, 2010).

Diante disto, o desenvolvimento de novas tecnologias na area de diagndstico
da tuberculose, que sejam mais sensiveis, especificas, rapidas, de baixo custo e de
facil execugcédo seria de grande valia para a redugdo das taxas de incidéncia e
mortalidade da tuberculose. Isto permitiia que o Brasil atingisse as metas
preconizadas pela Organizagdo Mundial da Saude tendo em vista a erradicagao
desta doencga a nivel mundial.

O teste de imunodiagnéstico ELISA utilizando proteinas recombinantes de M.
tuberculosis tem sido objeto de estudo pelo grupo da Universidade Federal do

Parana. Dentre estes estudos, Malaghini (2008) produziu proteinas recombinantes,
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dentre elas a proteina ESAT 6 que se mostrou com grande potencial diagndéstico de
Tuberculose doenca.

Neste trabalho foi avaliado o valor diagndstico do reconhecimento da proteina
recombinante ESAT 6 de M. tuberculosis por anticorpos IgG de soro de pacientes
com Tuberculose doenga através de técnicas de enzimoimunoensaio indireto com a
finalidade de desenvolver e avaliar os custos de um novo teste nacional para

diagnostico desta doenca.

1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e analisar a viabilidade econ6mica da producdo de um kit ELISA
indireto para diagndstico de tuberculose utilizando uma proteina recombinante e

tecnologia brasileira.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o reconhecimento do antigeno recombinante ESAT 6 de
Micobacterium tuberculosis por anticorpos seéricos de individuos com
tuberculose ativa através de técnicas de ELISA indireto;

b) Verificar a viabilidade econdmica de produgéo em escala comercial de
um teste ELISA para diagndstico pelo método indireto utilizando

proteina recombinante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AGENTE ETIOLOGICO DA TUBERCULOSE

A tuberculose € uma doenca endémica causada por microrganismos que
pertencem a ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e ao género
Mycobacterium. A caracteristica principal deste grupo de micobactérias € sua
resisténcia a descoloragao com alcool acidificado pelo procedimento de coloracéo a
quente com fucsina fenicada (técnica de Ziehl-Neelsen). A coloragao da bactéria
torna-se avermelhada quando observadas em esfregacos ao microscopio 6ptico e
por isso sdo denominados bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (Figura 1). Essa
propriedade se deve principalmente aos lipideos que compdem a parede celular do
microrganismo (KONEMAN, 2001).

FIGURA 1 - BACILOS ALCOOL-ACIDO RESISTENTE - COLORAGAO ZIEHL-NEELSEN

FONTE: http:// eeciencia.com/recursos/enciclopédia(2011)

Varias espécies de Mycobacterium foram descobertas, sendo elas
diferenciadas entre si através de sua velocidade de crescimento e producédo de
pigmentos, além do estudo de suas propriedades fenotipicas, genotipicas e sua
estrutura celular (RUNYON, 1970). A morfologia celular tipica de M. tuberculosis é a

de um bacilo delgado, ligeiramente curvo, medindo de 0,3 a 0,6 por 1 a 4 ym, sao
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classificados como micobactérias ndo pigmentadas de crescimento lento. Além
disto, os bacilos se agrupam, formando ramos longos e tortuosos, conhecidos como
cordas fato este peculiar a espécie M. tuberculosis (MS-FNS, 1994). Sua parede
celular induz a formagado do granuloma (KUBICA; WAYNE, 1984). O bacilo da
tuberculose é aerdbio estrito e € considerado um parasito intracelular facultativo,
devido a sua capacidade de sobreviver e se multiplicar no interior dos macréfagos
(KUBICA; WAYNE, 1984).

As colbnias sdo de aspecto rugoso, nao pigmentado, cor camurga apos 14 a
28 dias de incubacdo a 37°C em meio de Lowenstein-densein (Figura 2) ou
Middlebrook (KONEMAN, 2001). Este bacilo pode ainda entrar em estado de
laténcia apos a infecgdo e sobreviver no organismo humano durante anos sem se

dividir ou multiplicar-se.

FIGURA 2 - COLONIA DE M.TUBERCULOSIS EM MEIO DE CULTIVO LOWENSTEIN-JENSEIN
FONTE: HTTP://BIOMEDICINABRASIL.BLOGSPOT.COM/2011/07/MICOBACTERIAS.HTML

2.2 A DOENCA

A tuberculose (TB) € uma doenga infecto-contagiosa, crénica, e acomete em
especial os pulmbes, mas pode atingir outros tecidos como a pele, rins, figado,
cérebro, 0ssos, assim como pode invadir a corrente sanguinea com disseminagao

por todo o corpo, sendo chamada entao de tuberculose miliar.
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E um problema de saude publica secular, pela sua gravidade e facilidade de
propagacéo, podendo comprometer a saude de pessoas em qualquer faixa etaria
(GOLDMAN, 2005). A apresentagdo pulmonar é a mais freqiente e a mais
importante em termos de saude publica, pois € responsavel pela manutengdo da
cadeia de transmissao da doenca.

Como €& uma doenga de evolugdo crbnica, a sintomatologia tende a ser
crescente, podendo apresentar periodos de diminuigao dos sintomas e relativo bem
estar. Quando pulmonar, a tosse esta presente em todos os pacientes e é resultante
de um processo inflamatério alveolar ou pelo comprometimento das vias aéreas. No
inicio a tosse é seca, podendo tornar-se produtiva com expectoragao de muco, pus €
as vezes sangue (VERONESI, 2010). Em funcdo da destruicdo do parénquima
alveolar pode haver dispnéia e dor toracica (quando comprometimento da pleura),
febre vespertina e sudorese noturna também sdo sintomas caracteristicos desta
doenca.

A TB latente ou infeccdo pode ser definida como uma sindrome clinica
causada pela exposigao ao M. tuberculosis seguida de infecgdo evidenciada pela
presenca da prova tuberculinica (PPD) positiva (leitura superior a 10 mm), mas com
auséncia de sinais e sintomas clinicos e radiologicos da doenga, ja que existe uma
resposta imunoldgica eficaz do organismo para controlar o crescimento da
micobactéria impedindo assim sua manifestacdo. O bacilo permanece em estado
latente no tecido afetado, ha redu¢do do metabolismo bacteriano, mas, nem sempre
ele é erradicado.

A evolugao para doencga ativa esta relacionada a alguns fatores de risco como
idade (pessoas idosas e criangas) e doengas ou condigdes imunossupressoras (co-
infeccdo pelo HIV, doengas auto-imunes, desnutricdo, neoplasia, diabetes,
insuficiéncia renal crdnica, dentre outras) ou ainda ao uso de medicagdes que
interfiram na imunidade. Na maioria dos casos, a infecgao fica latente e o individuo
se torna um reservatorio para futuros casos, criando um grande problema
epidemiologico.

A probabilidade de um individuo adoecer numa primeira infeccdo depende
também do grau de viruléncia da cepa, da fonte infectante e das caracteristicas dos
individuos infectados. Em novo contato, apds uma infec¢éo natural ou induzida pelo

BCG, a resisténcia depende da resposta imunolégica individual isto é, da
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capacidade do préprio organismo em produzir anticorpos suficientes para combater
o bacilo.

Todos os grupos etarios sdo atingidos, embora 85% dos casos ocorram em
adultos e destes 90% apresentam a forma pulmonar. De cada 100 pessoas que se
infectam com o bacilo 10 a 20% adoecerdo. Cepas resistentes sao responsaveis por
varios surtos da doencga, principalmente em ambiente hospitalar e como
consequéncia, geram alto indice de infecgcdo em trabalhadores da area de saude e
producao (WEISS, 1993).

2.3 TRANSMISSAO

O individuo adulto bacilifero € o responsavel pela transmissdo do agente
etiolégico o qual elimina bacilos para o ambiente através de goticulas de saliva
expelidas com a tosse e a fala (ROM ; GARAY, 1995). As criangas por sua
dificuldade em expectoragdo e por serem paucibacilares (apresentarem numero de
bacilos reduzidos) dificilmente transmitem a infec¢cao (MACIEL et al., 2006).

Essas goticulas podem permanecer em suspensao por varios dias, em
condicbes favoraveis, € uma vez aspiradas, as particulas infectantes maiores sao
retidas pelo sistema mucociliar do sistema respiratdria, sendo removidas dos
brénquios, deglutidas e eliminadas pelas fezes. Por outro lado, as particulas
menores, com cerca de 1 a 5 ym de didmetro, podem alcancar os pulmdes
(BARROSO, 2001).

A chance de transmissao da infecgdo em familias de baixa renda é maior
devido as escassas condigbes de moradia (aglomeragéo) e nutricdo (BARROSO,
2001).
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2.4 EPIDEMIOLOGIA

2.4.1 Tuberculose no Mundo

Segundo a OMS (2005),0 aumento global da incidéncia da TB, observada
desde o inicio dos anos 90 alcangou seu pico em 2004 e foi seguido de uma queda
lenta, associada a obtencdo de cura de 85% dos casos notificados em paises que
adotaram a estratégia DOTS (directly observed treatment, short-course) proposta em
1993. Porém, entre 2000 e 2007, houve um aumento de 65% de casos de
tuberculose multirresistente (TB-MR). Em 2005, as taxas de TB-MR primaria e
adquirida foram respectivamente de 2,9% (variagdo: 2,2-3,6%) e de 15,3%
(variagéo: 9,6-21,1%). Ocorreram cerca de 500.000 casos e, desse, apenas 30.000
(8,5%) foram diagnosticados, sendo que uma proporgédo menor deles teve acesso ao
tratamento adequado. Ja em 2009 aproximadamente 4.900.000 pessoas ficaram
doentes no mundo e destas 1,7 milhdes morreram por tuberculose.

Em seu relatério anual sobre tuberculose, publicado em 2010 a OMS estimou
que dois bilhbes de pessoas estivessem infectadas pelo bacilo e, destas,
aproximadamente oito milhdes desenvolverao a doenga e dois milhdes morrerao
anualmente. Destes casos aproximadamente 95% ocorrerdo e paises em
desenvolvimento onde o acesso aos cuidados em saude € mais dificil e onde a
presencga de pessoas infectadas pelo virus HIV é mais frequente (OMS, 2010).

Diante destes dados um novo modelo epidemiolégico vem sendo implantado
pela OMS, UNAIDS e STOP TB visando direcionar suas agdes para a prevengao, o
tratamento e um maior monitoramento dos pacientes HIV positivos facilitando o
acesso a antirretrovirais e tuberculostaticos procurando assim reduzir o numero de
pessoas afetadas pela doenca.

Constata-se através do mapa a seguir retirado do relatério anual da OMS
(2010) que regides de grandes aglomerados de pessoas como a Africa e a Asia

destacam-se pelo grande numero de casos de tuberculose.
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Abaixo observa-se o mapa com dados de 2009 fornecido pela OMS em seu
relatério anual onde os paises sao identificados por cores de acordo com a

distribuicdo dos casos de tuberculose a cada 100.000 habitantes.
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FIGURA 3 - NUMERO APROXIMADO DE NOVOS CASOS DE TB NO MUNDO EM  2009.
FONTE: OMS ( 2010)

Nota: Numero de Casos por 100.000 habitantes
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2.4.2 Tuberculose no Brasil

A constituicdo federal brasileira em seu artigo 196 preconiza que “a saude é
direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas sociais e
econbmicas que visem a reducdo do risco de doenca e de outros agravos e ao
acesso universal e igualitario as agdes e servigos para sua promogao, protecéo e
recuperagcado”. Também o artigo 2° e 5°, inciso lll, da Lei n°. 8.080/90, que dispde
sobre as condigbes para a promocao, protecdo e recuperagdo da saude, a
organizacdo e o funcionamento dos servigos correspondentes, dos objetivos e
principios do SUS, explicitam que “a saude € um direito fundamental do ser humano,
devendo o Estado prover as condi¢des indispensaveis ao seu pleno exercicio”, além
de esclarecer que é objetivo do SUS dar assisténcia as pessoas por intermédio de
acdes de promogéo, protecao e recuperagcao da saude, com a realizagao integrada
das ac¢des assistenciais e das atividades preventivas (MS, 2010).

Desta forma o Ministério da Saude, como érgado maximo do sistema de
saude, tem como preocupacdo estabelecer, entre seus programas, estratégias
articuladas para o controle das doengas e de comorbidades que afetam a saude
individual e/ou coletivas dos cidadaos. Assim sendo, procura descentralizar as
medidas de controle de doencas transmissiveis tais como TB e AIDS articulando-se
com organizagdes ndo governamentais e da sociedade civil, visando ampliar o
acesso da populacdo, principalmente das parcelas mais vulneraveis como
moradores de rua, presidiarios e comunidades indigenas, aos servicos de saude. Ao
reconhecer a TB como problema de saude publica torna-se necessario readequar o
sistema de saude para garantir a equidade no acesso e no atendimento visando o
bem estar, a recuperacdo da saude dos pacientes e a protecado da parcela saudavel
da populacao através das medidas preventivas.

Tendo em vista que o controle da tuberculose baseia-se na interrupcao da
transmissdo da doenga, o Plano Nacional de Controle a Tuberculose (PNCT)
estabeleceu como meta prioritaria o diagndstico precoce dos casos de TB, o
tratamento adequado até a cura através do fortalecimento da adesdo a estratégia
DOTS (tratamento diretamente observado). Desta forma direciona seus esforgos

para o controle da associagdo tuberculose e HIV, investigando os contatos,
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monitorando a tuberculose resistente (TR) e incentivando a pesquisa operacional em
todos os niveis do Plano Nacional de Controle da Tuberculose (MS, 2010).

Através dos dados fornecidos pelo Ministério da Saude (2007) pode-se
observar que o numero de casos por 100 mil habitantes no Brasil varia entre as
regides, sendo que a regido norte apresenta a maior concentragéo de casos (Figura
4 e tabela 2).

A figura 4 ilustra a distribuicdo da taxa de incidéncia da tuberculose no Brasil
em 2007, a cada 100.000 habitantes.
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FIGURA 4 - DISTRIBUICAO DA TAXA DE INCIDENCIA DE TUBERCULOSE (CASOS POR 100.000
HABITANTES) BRASIL 2007.

FONTE: OMS, 2009

A tabela 2 apresenta um resumo da taxa de incidéncia da tuberculose no
Brasil no periodo de 1993 a 2010, por regides, destacando alguns Estados que

apresentaram um numero elevado de casos.
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TABELA 2 — SERIE HISTORICA DO NUMERO DE CASOS DE TUBERCULOSE NO BRASIL A CADA 100.000 HABITANTES POR REGIAO E ANO DE
DIAGNOSTICO COM ENFASE EM NOSSO ESTADO.

Regido e UF 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Regizo Norte 70,60 6596 60,83 61,47 58,22 53,97 52,18 51,00 51,16 51,02 49,97 50,80 47,23 4589 4535 48,37 47,62 4541
Amazonas 93,34 90,94 87,10 84,54 79,90 7982 79,16 73,78 7837 71,07 6714 6887 64,50 6536 67,10 71,29 68,98 69,21
Roraima 83,79 72,68 78,57 75,26 83,30 79,02 79,80 57,85 38,84 41,80 4508 50,31 3322 30,25 2914 32,70 31,32 30,56
Regiso NE 64,92 64,79 63,29 58,18 52,97 53,31 55,55 47,60 4599 4414 4614 4588 4539 40,05 3883 3884 3884 37,30
,Maranhzo 64,45 64,66 69,87 61,66 62,64 57,10 63,30 52,00 46,02 46,98 44,66 44,89 4522 41,13 39,57 35,08 33,98 32,27
Piaui 70,44 68,03 69,47 52,80 49,82 51,48 48,06 43,85 40,85 38,08 3540 37,37 3818 32,67 27,70 2574 27,38 24,85
Cears 68,75 68,19 67,04 58,17 53,31 51,84 5584 48,04 48,07 48,94 50,46 49,03 49,36 42,90 41,99 4525 4538 41,89
Bahia 7487 77,04 68,78 62,98 61,41 61,12 58,44 49,58 55,36 47,02 51,01 49,82 4812 4394 40,71 38,90 39,86 39,28
Regido SE 41,85 41,45 65,23 61,42 58,43 50,54 5523 5511 4422 49,72 4728 4521 42,71 41,25 40,58 4214 41,00 41,42
Minas Gerais 4314 40,72 40,33 37,00 32,82 3448 3537 34,78 8,55 27,42 27,77 27,66 28,22 2408 2377 22,91 21,20 19,73
Espirito Santo 55,21 55,08 52,39 52,77 49,73 51,70 5548 41,03 42,31 4163 40,64 3888 37,28 3467 3580 39,32 3576 37,79
Rio de Janeiro 0,00 0,00 128,79 111,88 112,09 98,62 89,91 98,27 9390 92,25 8925 86,16 80,14 7443 72,41 74,82 74,08 71,79
Sio Paulo 58,82 57,14 54,29 54,32 50,87 52,00 5509 40,18 43,70 42,78 41,98 39,98 3877 37,38 3853 39,08 38,23 42,50
Regio Sul 38,71 38,08 37,23 37,57 36,11 38,36 39,72 33,47 32,23 3483 3540 34,11 32,41 30,42 31,67 32,71 3319 32,80
Parana 29,16 29,26 28,52 27,22 24,63 27,80 32,66 24,04 27,18 28,58 28,99 28,12 28,08 23,48 24,68 2395 22,66 23,31
St.Catarina 28,51 31,23 30,04 29,74 28,44 30,71 3352 2524 24,81 27,81 28,11 2865 2531 2585 2815 27,59 28,98 27,63
Ri. G. do Sul 47,75 49,58 50,59 51,21 50,75 52,16 49,54 48,85 40,89 44,97 4534 4533 4223 3950 41,32 44,11 4498 4527
Regido C.0 4217 39,23 38,05 36,01 38,56 3498 3502 30,84 28,71 2829 27,08 2470 2529 23,97 2302 23,28 21,88 2277
Ma Gr Sul 60,10 52,18 5238 46,22 50,95 4815 47,62 42,59 39,70 3583 40,56 39,25 3952 33,88 3539 38,08 37,58 33,52
Brasil 49,79 49,28 58,41 54,66 52,19 51,26 51,44 47,81 42,50 43,90 4402 42,88 41,07 3865 37,93 38,82 38,41 37,90

FONTE: BRASIL (2011)
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2.4.3 Tuberculose no Parana

No Estado do Parana a situagcdo assemelha-se ao resto do pais como pode
ser avaliado na Figura 5 sendo que a regido litordnea é a que apresenta maior
coeficiente de incidéncia de Tuberculose (Secretaria Estadual da Saude do Parana,
2010).

Legenda: caso por 100.000 hab.
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FIGURA 5 - COEFICIENTE DE INCIDENCIA DA TUBERCULOSE NO ESTADO DO PARANA PARA
O ANO DE 2010 (MEDIA: 23 CASOS/100.000 HAB).

FONTE: SECRETARIA ESTADUAL DA SAUDE DO PARANA, 2010.

Com relacao ao coeficiente de mortalidade por tuberculose no Parana
observa-se através dos dados apresentados pela Secretaria de Saude do Estado
(2010) que houve uma reducdo nos indices de mortalidade no estado apos 2003
quando as agodes sugeridas pela OMS e pelo do Ministério da Saude brasileiro
contempladas no PNCT foram implementadas (Figura 6).
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FIGURA 6 - COEFICIENTE DE MORTALIDADE POR TUBERCULOSE DO PARANA (2001 A 2010%).
FONTE: SECRETARIA ESTADUAL DA SAUDE DO PARANA (2010)
NOTA: * DADOS PRELIMINARES

A Secretaria Estadual da Saude do Parana, em sintonia com o Programa
Nacional de Controle da Tuberculose vem implementando ag¢des visando reduzir
ainda mais os indices de mortalidade no Estado. Para isso tem direcionado seus
esforgos visando o aumento da adesdo ao tratamento diretamente observado de
50% para 75%, a busca de suspeitos e contatos e também ao aumento do niumero

de exames de baciloscopia e cultura para BAAR realizados nos laboratorios

especializados.

2.5 DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE

Na tuberculose, como em qualquer outra doenga infecto-contagiosa, a
suspeita clinica comega com um quadro clinico de febre baixa, geralmente
vespertina, sudorese noturna, indisposi¢cdo e perda de peso. De acordo com a
localizagdo da doenga podem surgir outros sinais e sintomas que podem estar
relacionadas ao 6rgdao acometido. Quando a doenga € pulmonar a tosse produtiva e

sangramento respiratorio sdo os principais indicios além dos dados citados acima
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podendo ocorrer outros sintomas que devem ser valorizados na investigacao
diagnostica individualizada. Ja na forma extrapulmonar estes sinais e sintomas
serado direcionados ao 6rgao afetado (VERONESI, 2010).

Por ser uma doenga infecciosa, a confirmagao diagnodstica é dada pela
identificacdo do agente etiolégico em material da lesdo. Até pouco tempo atras, isso
sé era possivel por meio de exames bacterioldgicos (pesquisa de bacilos alcool-
acido resistentes - BAAR) e principalmente através da cultura (RIBEIRO,1955).

Hoje, com o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas e de métodos de
imagem, outros recursos podem ser usados para legitimar o diagnostico.

Os métodos utilizados para o diagnéstico da TB podem ser divididos em
bacteriologicos, radiologicos, histopatologicos e imunolégicos. Destes métodos, os
reconhecidos, recomendados pelo Ministério da Saude e utilizados na rede brasileira
de assisténcia a saude seriam a baciloscopia de escarro (BAAR) - exame direto, a
cultura, o raio x e a prova tuberculinica ou PPD (MS, 2010)

Na figura 7 fica demonstrado os exames diagndsticos mais utilizados para

confirmacéao da suspeita clinica de tuberculose:

Suspeita de

Tuberculoze Doenca

Bacilesconia Cultura Baigx PPD

(Bacteriologico) [Bacteriologico) [Radiologico) {Imunologico)

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DOS EXAMES DIAGNOSTICOS UTILIZADOS PARA CONFIRMAGCAO
DE CASOS DE TUBERCULOSE DOENGA

FONTE: O autor
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2.5.1 DIAGNOSTICOS BACTERIOLOGICOS DA TUBERCULOSE

2.5.1.1 Exame Direto

O exame direto é feito através da analise do material da lesdo ou de
secregcbes. O material € corado com uma técnica especifica (coloracdo de Ziehl-
Neelsen), que permite identificar o Bacilo de Kock como uma micobactéria. E um
método simples, rapido e de baixo custo, que ndo exige laboratorios sofisticados. No
entanto, este exame sé € positivo quando ha grande numero de bactérias no
material examinado. Deve haver pelo menos 5.000 bacilos por mililitro, isto €, em
pacientes paucibacilares ele podera ser um falso negativo. Aproximadamente 60 a
80% dos doentes com lesdo pulmonar sédo positivos a baciloscopia. Este exame
também é utilizado para controle do tratamento (MS, 2010)

A baciloscopia de escarro deve ser realizada em, no minimo, duas
amostras: uma, por ocasido da primeira consulta, e outra, independentemente do
resultado da primeira, na manha do dia seguinte, preferencialmente ao despertar.
Nos casos em que ha indicios clinicos e radioldgicos de suspeita de TB e as duas
amostras de diagnostico apresentem resultado negativo, podem ser solicitadas

amostras adicionais.

2.5.1.2 Cultura

Os métodos de cultura de micobactérias utilizam a semeadura da amostra,
em meios de cultura sélidos a base de ovo (meios de Lowenstein-Jensen e Ogawa-
Kudoh — anexo 4). E o meio de menor custo e que apresenta um indice de
contaminagao cruzada pequena. O tempo de deteccdo do crescimento bacteriano
nestes meios é muito longo podendo variar de 14 a 30 dias e se estender por até

oito semanas. Permite identificar o bacilo como Mycobacterium tuberculosis e néao



30

sao necessarios muitos bacilos no material examinado para se ter crescimento
positivo. Este exame permite identificar a espécie da bactéria e testar sua
sensibilidade aos quimioterapicos, exigindo assim maior sofisticagdo laboratorial que
a baciloscopia (GOLDMAN, 2005).

A cultura para micobactéria é indicada nos casos de suspeita clinica e/ou
radiolégica de TB com baciloscopia repetidamente negativa, em suspeitos de TB
com amostras paucibacilares (poucos bacilos) ou com dificuldades de obtencéo da
amostra (como em criangas), em suspeitos de TB extrapulmonar e em casos

suspeitos de infec¢des causadas por Micobactérias Nao Tuberculosas (MS,2010).

2.5.2 DIAGNOSTICO RADIOLOGICO

2.5.2.1 Raio x

O estudo radiolégico € um método de diagndstico para pacientes com
suspeita de TB pulmonar e extrapulmonar, indicado também para pacientes
imunodeprimidos e para doentes com sintomas respiratérios e baciloscopia negativa
(OLIVEIRA, 2009).

Podem identificar uma doenga em atividade ou uma doenca do passado.
Deve ser solicitada sempre que existir suspeita clinica de TB pulmonar. Todavia, até
15% dos casos de TB pulmonar ndo apresentam alteragdes radioldgicas,
principalmente em pacientes imunodeprimidos. Nos pacientes com suspeita clinica o
exame radioldgico permite a diferenciacdo de imagens sugestivas de tuberculose ou
de outra doenca, porém o0 exame bacteriologico e a -cultura continuam
indispensaveis (MS, 2010).

O estudo radiolégico auxilia na diferenciagdo de formas de tuberculose de
apresentacao atipica e no diagndstico de outras pneumopatias quando o paciente é
portador de HIV/AIDS ou de outras situagbes de imunodepressdo (MARAIS; PAI,
2007).
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Em paciente com baciloscopia positiva, funciona para exclusdo de outras
doengas pulmonares associadas (como por exemplo, cancer de pulmao) que
necessite de tratamento concomitante, além de permitir avaliacdo da evolugdo da

doenca.

2.5.2.2 Exames de imagem

Algumas tecnologias inovadoras como tomografia computadorizada de alta
resolucdo (TCAR), ressonéncia magnética (RM) e tomografia com emissao de
positrons (PET) podem auxiliar no diagndstico de TB ativa e latente, tanto na forma
pulmonar ou na extrapulmonar. Porém, devido ao alto custo, ndo sao utilizadas
rotineiramente (MS, 2010).

2.5.3 PROVA TUBERCULINICA (PT) OU PPD

A prova tuberculinica (PT) consiste na inoculagdo intradérmica de um
derivado protéico de M. tuberculosis. Esta prova serve para medir a resposta
imunocelular a estes antigenos. E utilizada tanto em adultos como em criancas, para
o diagnéstico de infecgao latente por M. tuberculosis (ILTB). Na crianga também é
muito importante como método coadjuvante para o diagnostico da tuberculose
doenca porém nao diferencia infec¢ao bacilar de doenga em curso.

No Brasil, a tuberculina usada é o PPD-RT 23, derivado de uma particula
tuberculinica de Seibert para o State Serum Institute, na Dinamarca, que é aplicada
por via intradérmica no terco médio da face anterior do antebrago esquerdo, na dose
de 0,1 mL, que contém 2 UT (unidades de tuberculina), e guarda equivaléncia
biolégica com 5 UT de PPD-S, utilizada em outros paises (VERONESI, 2010).

A técnica de aplicacao, de leitura e o material utilizado sdo padronizados

pela Organizagao Mundial de Saude (OMS). A leitura deve ser realizada 48 a 72
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horas apds a aplicagdo, podendo este prazo ser estendido até 96 horas caso o
paciente falte ao agendamento da leitura (GOLDMAN , 2005).

Para o resultado da leitura deve ser medido o maior didmetro transverso
da area intumescida e palpavel,com régua milimetrada transparente e o resultado
deve ser registrado em milimetros (MS, 2010).

De acordo com a leitura o resultado é classificado em:

a) 00 mm a 04 mm - n&o reator
b) 05 mm a 09 mm - reator fraco

c) 10 mm ou mais - reator forte

A figura 8 retrata o momento de aplicagao da solugao do derivado protéico
no terco médio da face anterior do antebraco esquerdo na regido mediana do

antebraco, por via intradérmica.

FIGURA 8 - APLICAGAO DO PPD PARA DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE
FONTE: WWW.RIOBRANCO.AC.GOV.BR/V4/IMAGES/STORIES/2011

Reacdes falso-negativas podem ocorrer em idosos, criangas com menos de
trés meses, em pacientes com febre ou neoplasias, imunodepressdo acentuada,

gravidez, desnutrigao, entre outros (MS, 2010)
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2.54 HISTOPATOLOGICO

Por ser um método invasivo, € utilizado principalmente na investigacdo das
formas extrapulmonares, ou nas formas pulmonares que se apresentam
radiologicamente como doenga difusa ou em individuos imunossuprimidos (MS,
2010). Nos pacientes comuns, a baciloscopia do tecido usualmente é negativa e a
presenga de um granuloma, com necrose de caseificagdo, é compativel com o
diagnostico de TB. Nos imunossuprimidos, o granuloma € menos frequente, mas a
positividade da baciloscopia no material de biopsia acontece freqlientemente. Nao é
considerado confirmatério para a espécie M. tuberculosis necessitando para isso

cultura do material analisado (MS, 2010).

2.6 OUTROS METODOS DIAGNOSTICOS

2.6.1 Testes imunoldgicos - Ensaios para detec¢ao de gama interferon (IGRAs)

Sao baseados na estimulacdo da resposta celular utilizando peptideos
ausentes no BCG e em outras micobactérias atipicas como a ESAT6 e o CFP 10. O
teste sorolégico detecta a produgdo de gama interferon (interferongamma release
assays — IGRAs) e utiliza amostras de sangue periférico do paciente. Também nao
distingue tuberculose infeccao de tuberculose doenca (MS, 2010).

Martire (2009), sugere que a eficacia deste teste em populagbes especiais

como em individuos infectados pelo HIV e em criancas foi pouco avaliada.
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2.6.2 Adenosinadeaminase (ADA)

Em amostras clinicas (fluidos), a deteccdo da ADA, enzima intracelular
presente particularmente no linfocito ativado, pode auxiliar no diagnostico da TB
ativa (VOIGT et al,1989). O teste € colorimétrico baseado na técnica de Giusti
comercializado, é de facil execugao em qualquer laboratério que disponha de
espectrofotometro. O aumento da atividade da ADA no liquido pleural associado a
alguns paréametros como idade (<45anos), predominio de linfocitos (acima de 80%) e
proteina alta (exsudados), é indicadora de pleurite tuberculosa. E um método
barato, simples e rapido, de grande importancia na investigacdo do derrame pleural
e tuberculose peritoneal, no entanto, ndo é recomendado para o diagnostico da

meningoencefalite tuberculosa (MS, 2010).

2.6.3 Testes moleculares

Sao baseados na amplificacdo e detecgcdo de sequéncias especificas de
acidos nucléicos do complexo M. tuberculosis em amostras clinicas, fornecendo
resultados em 24 a 48 horas, chamados testes de amplificagdo de acidos nucléicos
(TAAN).

A complexidade dos TAAN comerciais existentes dificulta o seu uso e
avaliacdo em paises de elevada carga de tuberculose como o Brasil. Por seu
elevado custo, sua complexidade na execucado, necessidade de laboratérios
altamente equipados e profissionais treinados seu uso rotineiro ainda nao foi testado
(MARTIRE, 2009).

Os TAAN foram aprovados em paises industrializados apenas para uso em
investigacdo de TB pulmonar, em pacientes adultos, sem historia prévia de
tratamento antituberculose, nao substituindo o exame de cultura para micobactérias
(M.S, 2010).
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2.6.4 Teste Xpert MTB / Rif (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA)

Baseia-se na purificagdo, concentracdo, amplificacdo de acidos nucléicos e
identificacdo de sequéncia do gene rpof. Pode fornecer resultados em menos de 2
horas, sem necessitar de recursos humanos especializados em biologia molecular.
Utiliza escarro como amostra a ser analisada. Esta em fase de validagao, porém, o
teste Xpert MTB / Rif, no diagnostico de TB pulmonar apresentou sensibilidade de
90,0% e especificidade de 97,9%.

Nos pacientes com suspeita de TB resistente a rifampicina, o teste Xpert MTB
/| Rif apresentou sensibilidade de 96,1% e especificidade de 98,6% para a defini¢cao
terapéutica com maior potencial de cura (WHO, 2010).

Uma das dificuldades na utilizacdo deste teste reside em seu custo, tanto do
kit (em torno de R$ 310,00 a unidade), como do equipamento necessario para
realizagdo do teste que tem um custo aproximado de R$ 230.000,00 (Fonte: Luiz
Gustavo Bastos — Médico Gerente de Projetos TB e Malaria —MS —Brasil, junho/2010

informagao pessoal).
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a producdo das proteinas recombinantes seguiu-se os procedimentos
utilizados por MALAGHINI (2008) com modificagdes. O trabalho foi iniciado ja com
os plasmideos construidos para a proteina ESAT 6.

A figura 9 resume as etapas realizadas no estudo de Malaghini (2008) desde
o isolamento e preparagcdao do DNA do bacilo da tuberculose até a introdu¢do do

DNA recombinante no vetor escolhido .

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO PROCESSO DE EXPRESSAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE,

FONTE: O autor
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As etapas retrabalhadas segundo Malaghini (2008) e realizadas neste

trabalho foram identificadas pela coloragdo turquesa na figura 10 e descritas a

seqguir.

FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DO PROCESSO DE EXPRESSAO DA PROTEINA

Transformagao da célula competente por choque térmico

RECOMBINANTE.

FONTE: O autor
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3.1 TRANSFORMAGAO DA CELULA COMPETENTE POR CHOQUE TERMICO

Esta etapa teve por objetivo transformar a célula competente, no caso a E.coli
através do choque térmico, preparando-a para a fase de inoculagao do plasmideo.

Em 50 ul de células E.coli BL21pLysS, foram adicionados 5 ul de plasmideo
de expressao. As células foram mantidas em banho de gelo por 30 minutos e, em
seguida, incubadas a 42° C por um minuto, retornando-se ao gelo por mais um
minuto e 30 segundo. A seguir, foi acrescentado 1 mL de meio Luria Bertani (LB) e
incubado a 37°C por uma hora, sob agitagcao de 220 rpm. A seguir as células foram
semeadas em Agar Luria Bertani (LB) contendo ampicilina (100mg/mL) e mantidas a
37°C por 18 horas

3.2 PROPAGAGAO DOS PLASMIDEOS

Apo6s a transformagao, 2 mL de meio LB com ampicilina (100 mg/ mL) foram
inoculados com uma colénia de E.coli e mantida por 8 horas a 37°C numa agitagao
de 300 rpm. Em seguida, a cultura de células diluida 1:500 em meio LB com
ampicilina foi cultivada a 37° C por 18 horas a 300 rpm.

As células foram recuperadas por centrifugacao a 6000 g por 15 minutos a 4°
C. A seguir deu-se inicio ao processo de purificacdo dos plasmideos utilizando o kit
comercial QIAprep Spin Miniprepe (Qiagem) conforme descrito por Malaghini (2008)

no final do qual obtivemos um sobrenadante rico em plasmideos .
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3.3 EXPRESSAO DA PROTEINA ESAT 6

Para a expressdo da proteina ESAT 6, 100mL de cultura de E. coli BL21
pLysS foram adicionadas a 5uL de plasmideo. A suspensao de células foi mantida
em gelo por 30 minutos e em seguida incubada a 42 °C por dois minutos, retornando
ao gelo por mais trés minutos. A seguir foi adicionado 1 mL de meio LB e incubadas
a 37° C por 1 hora , sob agitagdo constante a 220 rpm. A seguir as células foram
inoculadas em 9 mL de meio LB contendo cloranfenicol (25mg/mL) e ampicilina
(100mg/mL) e incubar a 37°C por 6 horas sob agitacao de 220 rpm a 37°C. Apds 6
horas, 90 mL de meio LB com cloranfenicol ( 25mg/mL) e ampicilina (100mg/mL)
foram adicionado e a cultura foi mantida nas condi¢cdes acima por 15 horas.

Ap0os este periodo foi inoculado 900 mL de meio LB contendo cloranfenicol
(25 mg/L) e ampicilina (100 mg/L) e incubado a 37°C sob agitacdo de 220 rpm a
37°C;

Apo6s uma hora e 30 minutos foi monitorada a densidade oOptica até que se
obteve um valor de absorbéancia entre 0,8 + 0,1.

Uma aliquota de 2 mL, denominada amostra nao induzida, foi retirada e em
seguida foi adicionado Isopropil-B-D-Tiogalactopiranosideo 0,1Mm (IPTG) visando a
inducado da expressao da proteina. A cultura juntamente com a amostra nao induzida
foi incubada a 37°C por duas horas sob agitacdo de 220 rpm. As células foram
recuperadas por centrifugagao a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C e armazenadas
a-20°C.



40

3.4 PURIFICAGAO

3.4.1 Separacéo e lise das células

As células foram ressuspendidas em tampao de sonicagdo (50 mM TRIS-
HCL, pH 8,0) e a suspensao foi submetida a sonicagao em poténcia 8 por 5 ciclos
de 20 segundos em banho de gelo. Uma aliquota de 50 uL denominada amostra
total, foi retirada e reservada. O restante da suspenséo foi centrifugar a 10.000 g
por 15 minutos a 4°C para obtengdo das fragbes soluveis (sobrenadante) e
insoluveis. A fragcao soluvel foi armazenada a -20°C .

A fracao insoluvel (pelete) foi ressuspenso em tampao de solubilizagao (uréia
8 M, imidazol 10 mM, NaCl 300 mM) e submetido a sonicagdo conforme descrito
anteriormente. O material sonicado foi centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a
4°C. O sobrenadante, denominado fracdo insoluvel foi armazenado a -20°C. A

concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford.

3.4.2 SDS-PAGE

O padrao de expressao da proteina foi avaliado por SDS-PAGE (LAEMMLI,
1970). Para tanto amostras de proteinas das fragdes nao induzidas, total, soluvel e
insoluvel foram solubilizadas em tampao redutor , aquecidas por 10 minutos em
banho-maria fervente e aplicada em gel de poliacrilamida de 15% a 30 mA. A
coloragdao foi realizada por azul de Coomassie R-250, como solugcdo de

descoloragao: metanol 30%, acido acético 10%.
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3.4.3 Cromatografia de Afinidade

A proteina recombinante ESAT 6 foi purificada através de cromatografia por
afinidade (QIAGEM, 2003). As proteinas marcadas com histidina foram incubadas
com resina contendo acido nitriloacético em complexo de niquel (Ni-NTA) conforme
indicagdo do fabricante. Para tanto, o extrato protéico foi aplicado a coluna pré-
equilibrada com a solugdo de lise (50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl e 10 mM
imidazol). O eluente foi removido e a coluna foi lavada cinco vezes com a solugéo
de 50 mM NaH;PO4, 300 mM NaCl e 20 mM de imidazol. A proteina ligada foi
recuperada por cinco eluicdes com 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl e 250 mM
imidazol. A concentragao de proteinas foi realizada pelo método de Bradford e em
seguida os eluatos foram analisados por SDS-PAGE para verificar a qualidade da

purificacao.

3.4.4 Remocao de endotoxinas

Esta fase teve como objetivo a remogdo das endotoxinas de E.coli que
poderiam ter contaminando a proteina produzida através da utilizagado do detergente
TRITON X-114. O detergente foi adicionado a preparacdo protéica em uma
concentragao final de 1% v/v. A mistura foi Incubada a 4°C por 30 minutos sob
constante agitacdo e em seguida permaneceu em banho-maria a 37°C por 10
minutos sendo entdo centrifugar por 20000 g. A fase aquosa, com a proteina
recombinante, foi cuidadosamente removida e o processo de remocado de

endotoxinas foi repetido por mais duas vezes.
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3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA PROTEINA

3.5.1 Amostras de soros positivos e negativos

Para a execugao dos testes ELISA foram necessarias coletas de amostras de
sangue total de pacientes com diagndstico confirmado para Tuberculose doencga
(controle positivo) e também de sangue total de pessoas sadias sem sintomatologia
sugestiva de tuberculose doenga (controle negativo). Estas amostras foram
coletadas apds a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital do Trabalhador (anexo 5) .

As amostras utilizadas como controles positivos foram coletadas no Hospital
S&o Sebastido da Lapa localizado no municipio da Lapa — PR., hospital referéncia
em tisiologia no estado. Foram analisados os prontuarios dos pacientes,
identificando os pacientes em inicio de tratamento que apresentavam os critérios
exigidos pelo Ministério da Saude para diagnostico de tuberculose ativa ou seja:
tosse produtiva, baciloscopia ou cultura positiva para M. tuberculosis e exame de
raio X sugestivo.

Ja as amostras negativas foram coletadas de voluntarios sadios, sem
sintomatologia de tuberculose doenga, moradores da cidade de Curitiba - Pr.

Nos dois casos a coleta foi realizada apds assinatura do termo de
consentimento informado exigido pelo Comité de ética em Pesquisa. (Anexo 6).
Foram coletados aproximadamente 5 mL de sangue total de cada voluntario, sem
utilizagdo de anticoagulantes. Apds a coleta as amostras foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 minutos . A fragdo de soro de cada amostra foi identificada, aliquotada e

armazenada a -20 °C até a realizacao do teste.



43

3.5.2 Teste ELISA

A imunorreatividade da proteina frente aos soros positivos e negativos foi
realizada através do teste ELISA. Placas para ELISA (Cornig 2592, Massachusetts,
EUA) foram sensibilizadas com 100 uL de proteina recombinante diluida em tampéao
carbonato 0,05 M pH 9,6 overnight a 4° C. Para a padronizagdo, diferentes
concentragdes de proteina (250, 500 e 1000 ng por cavidade ) foram testadas. As
placas foram lavadas trés vezes com tampao Tween-salina 0,05 % (NaCl 0,9%-
Tween 20 0,05%) e em seguida bloqueadas com 100 pyL de solugdo de bloqueio
(caseina 2% em PBS - Tween 20 0,5%) durante uma hora a 37°C. As placas foram
lavadas e depois incubadas durante uma hora a 37°C com amostras de soro
positivas e negativas diluidas em tamp&o de incubagéo ( 0,25% de caseina em PBS-
Tween 20 0.05%). Para a padronizagao, as diluigdes de 1:200, 1:100, 1:50, 1:25 e
1:10 foram avaliadas. Apds seis lavagens, adicionou-se anticorpo anti-lgG humana
Fc-especifica conjugado a peroxidase (A0170, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
EUA) diluido em tampao de incubagdo e incubou-se durante uma hora a 37°C.
Quatro diferentes concentragdes (1:2500, 1:5000, 1:10000 e 1:20000) foram
avaliadas. As placas foram lavadas seis vezes e a reacéao foi revelada adicionando
solugdo substrato (0,2 mg/mL de OPD em tampao citrato pH 5,0 contendo 0,2
pML/mL de H202 a 30 %). Apds a incubagéo de 15 minutos a temperatura ambiente a
reagao foi interrompida por adi¢do de 50 pL de H2S04 5%. A leitura da absorbancia
foi realizada a 492 nm. Os resultados foram expressos como média da absorbancia
de duplicatas.

As etapas do ELISA foram representadas na Figura 11.

SENSIBILIZAGAO DAS PLACAS COM A PROTEINA
lincubagéo 4° C — OVER NIGHT
ELIMINAGAO DO EXCESSO DAS PROTEINAS

| Lavagem

BLOQUEIO DA PLACA

1 37° C 60 MIN - LAVAGEM
DILUICAO E APLICAGAO DAS AMOSTRAS

137° C 60 MIN - LAVAGEM
DILUIGAO E APLICAGAO DO CONJUGADO
137° C 60 MIN -LAVAGEM
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APLICAGAO DO SUBSTRATO
1 15 A 20 MIN — TEMP. AMBIENTE
STOP - SOLUGAO DE PARADA DA REACAO

!
LEITURA - leitor de microplaca - 490 nm

FIGURA 11 - ETAPAS PARA REALIZACAO DO ELISA
FONTE: O autor

3.6 ANALISE ECONOMICA

Para calcular o custo de produgcdo de um kit ELISA para deteccdo de
anticorpos anti-Mycobacterium tuberculosis foi necessario estipular a producéo
suficiente para prover o mercado nacional. Para tal calculo levou-se em
consideragao a serie histérica de casos de tuberculose existentes no Brasil e o
numero de testes diagndsticos utilizados para identificagao estes casos.

Como se trata de um kit diagndstico que visa identificagdo de casos de
tuberculose doenca tomou-se como referéncia o exame de baciloscopia utilizado
como primeiro exame para identificacao dos casos.

Além da proteina recombinante - antigeno da reagao - outros reagentes e
produtos foram incluidos no calculo para compor o valor total do custo do produto
final. Fez parte desta analise deste kit o diluente do Antigeno (tampdo de
sensibilizagao), tampao de lavagem, soros controles positivos e negativos; tampao
de bloqueio, tampéo de incubagao (diluente da amostra); conjugado, tampéo do
substrato, substrato, solugao de parada, placas e embalagens.

Os valores utilizados foram obtidos por cotacbes em empresas do ramo, de

produtos cuja qualidade e procedéncia eram conhecidas.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETRIZACAO DO TESTE

Para a parametrizacdo do teste ELISA foi utilizada a proteina recombinante
ESAT 6 produzida e purificada no laboratério de Bioprocessos da UFPR, em escala
de bancada, através das técnicas de Malaghini (2008), utilizando os equipamentos
disponiveis. Apos esta fase a proteina foi testada frente a um pool de soros
controles positivos (+) e soros controles negativos (-) para tuberculose doenca.

Para a confeccdo do pool de soros positivos foram coletadas 100 (cem)
amostras de sangue total de pacientes com diagnéstico confirmado de tuberculose
doencga. Para o pool negativo foram coletados 80 (oitenta) amostras de sangue de
pessoas sadias, sem sintomatologia de tuberculose. Os parametros utilizados na
parametrizagao foram diferentes concentracdes de antigeno, diferentes diluicbes de
soro e de conjugado (Figuras 12 e 13).

Para a validagdo desta proteina para o diagndstico em humanos foram
avaliadas as concentragdes que variaram de 250 a 1000 ng de proteina; diluigdes do
soro de 1:10 a 1:200 e quatro diluicdes do conjugado (1:2500; 1:5000; 1:10000 e
1:20000).

A figura 12 demonstra a tabulagdo efetuada durante a padronizacdo das
concentracdes a serem utilizadas e os valores das leituras obtidas em absorbancia,

com énfase na regido de escolha da padronizagao.
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FIGURA 12 - PLACA REPRESENTATIVA DAS LEITURAS EM ABSORBANCIA
FONTE: O autor

46

CONJ

A figura 13 representa a placa do teste ELISA onde foram realizadas as

leituras acima informadas ,em destaque a concentragdo de escolha.
B C+ C+ C-

FIGURA 13 - PLACA REPRESENTATIVA DA REACAO ANTIGENO ANTICORPO USANDO A
PROTEINA RECOMBINANTE ESAT 6

C-

C+ C+ C-

C-

C+

C-

C-
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Optou-se para trabalhar com os parametros obtidos na combinagao de 500 ng
de antigeno, diluigdo do soro de 1:25 e diluicdo do conjugado em 1:10000 visto que
a relacdo entre a absorbancia do controle positivo e do controle negativo ficou em
cinco pontos. Também contribuiu para esta escolha o fato que foram os parametros
que apresentaram melhor reprodutibilidade na parametrizacdo e que apresentaram
menor probabilidade de erro do operador durante a diluigao .

Para a confirmagé&o da reatividade da proteina um segundo lote da proteina
foi produzido e avaliado novamente nas mesmas condigdes comprovando a
reatividade da proteina frente a dois soros controles positivos e dois soros controles

negativos conforme demonstrado na figura 14:

3ranco CHMT - CHY CH2 - CN2

-
||
_I)

9o
tm

P CPZ  CP2

FIGURA 14 - REATIVIDADE DO SEGUNDO LOTE DA PROTEINA ESAT 6 FRENTE A SOROS
POSITIVOS E NEGATIVOS PARA TUBERCULOSE

NOTA: CN = CONTROLE NEGATIVO
CP = CONTROLE POSITIVO

4.2 CALCULO DE CUSTO PARA MONTAGEM DO KIT DIAGNOSTICO

Hoje, a OMS preconiza a realizagdo de pelo menos duas coletas de amostra
de baciloscopia para diagnostico inicial da tuberculose, podendo ser solicitada a
terceira amostra em caso de resultado negativo. Também recomenda o
acompanhamento dos resultados do tratamento pelo mesmo exame. Calculando-se
em média cinco exames/paciente/tratamento com uma média de 72.200 novos

casos/ano no Brasil (OMS, 2010), teremos uma demanda aproximada de 361.000
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exames/ano gerando um volume de producéo de aproximadamente 5.000 placas de
ELISA para suprir a necessidade brasileira anual.

Com base no rendimento de 2,48 mg/L relatado por Malaghini ( 2008), foi
calculado o volume necessario de proteina a ser produzida anualmente para suprir a
demanda estimada levando-se em conta uma perda de 20% durante a purificagao.
Com a finalidade de otimizar a producédo de acordo com os tamanhos de reatores
disponiveis no mercado e manter o produto com lotes recentes nas prateleiras,
optou-se pela divisao da produgao anual em trés etapas (quadrimestrais) em
reatores de 60L com producao de 40L de fermentado por etapa gerando 99,2 mg de

proteina purificada.

4.2.1 Custo de produgado da proteina recombinante — antigeno da reagao

Para a primeira etapa para producdo de 120L de fermentado da proteina
recombinante ESAT 6 o custo da matéria-prima empregada foi de R$ 1827,90 Para
a segunda fase o gasto foi de R$ 402,45 para a produgdo dos Tampdes de
sonicacdo e de solubilizagdo. A cromatografia de afinidade gerou um custo de R$
2353,00 para a coluna e de R$ 471,41 para os tampdes de ligagdo e de eluigdo. Isto
se explica pelo alto custo da coluna de sepharose, porém este custo nido sera
calculado nos outros dois lotes, pois a coluna podera ser regenerada( Anexo 1).

Apods a cromatografia a proteina foi purificada utilizando Triton e foi acrescido
um conservante para evitar sua deterioracdo. Esta fase teve um custo aproximado
de R$ 1,76 (Anexo 1).

Para concluir o custo de producédo da proteina recombinante foi necessario
acrescer ao custo gerado os gastos com mao de obra para execugao das fases.
Com a otimizacao dos trabalhos esta fase de produgao levou em média cinco dias
de trabalho quando contamos com a colaboracdo de 03 funcionarios com um
expediente de oito horas diarias (um farmacéutico e dois técnicos). Esta mé&o de
obra teve um custo de R$ 1.492,00 observando-se a remuneracdo média destes

profissionais no mercado de trabalho( Anexo 1).
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Desta forma, para a produgdo de quantidade de antigeno necessaria para
5000 placas obteve-se um custo de R$ 10.271,33 ja incluido o valor de R$ 2.353,00

correspondente ao preco da coluna de sepharose para cromatografia (Anexo 1).

TABELA 3 - CUSTO DIRETO APROXIMADO DE MATERIA-PRIMA E MAO DE OBRA DE
PRODUCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE NECESSARIA PARA 5000 PLACAS ANUAIS

Fases Custo para 40L (R$) Custo para 120 L (R$)
Reagentes para Incubagao 609,30 1.827,90

Sonicagéo e Solubilizagao 128,84 402,35

Cromatografia (coluna) 2353,00 2.353,00 (0 mesmo)
Tampbes cromatografia 471,41 1.414,23

Purificagdo 0,19 0,57

Conservante 0,396 1,19

Mao de obra 1424,00 4.272,00

TOTAL 10.271,25

FONTE: O autor

4.2.2 Custo do reagente para realizacdo do ELISA

Para realizagdo do elisaimunoensaio foi necessario o antigeno, neste caso,
a proteina recombinante e também uma gama de reagentes para que se
completasse a reacéo.

No que diz respeito ao custo dos controles positivos e negativos, como séo
provenientes de doag¢ao, ndao apresentaram custo mensuravel.

O diluente do antigeno (tampao de sensibilizagdo) apresentou um custo de
R$ 33,35 para 5000 placas (Anexo 2).

Ja o tampé&o de lavagem, calculando-se um consumo de um litro por placa
apresentou um custo de R$ 4.425,00 para 50 L volume necessario para 5000

placas (Anexo 2).
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O tampéo de bloqueio teve um custo de R$ 212,75 para 5000 placas (Anexo
2).

O diluente da amostra calculando-se uma utilizagdo de 10 mL por placa, num
volume de 5L para 5000 placas tem um custo de R$ 99,00 ( Anexo 2).

Para o conjugado adquirido da empresa Sigma o custo total somando-se
diluente e conjugado foi equivalente a R$ 3.185,00 para as 5000 placas ( Anexo 2)..

O custo do substrato contando todos os seus componentes equivale a R$
6.808,42 para 5000 placas e finalmente a solugdo de parada tem um custo de R$
142,50 para 5000 placas (Anexo 2).

A tabela 4 apresenta os custos de reagentes para a etapa de ELISA do kit.

TABELA 4 - CUSTOS REAGENTES PARA ETAPA DE ELISA DO KIT

Reagente Custo para 5000 placas (RS)

Diluente do Antigeno 33,35
Tampéo de Lavagem 4.425,00
Tampéao de Bloqueio 212,75
Tampéao de Incubagéao 99,0
Conjugado 3.185,00
Tampéo do Substrato 303,42
Substrato OPD 6.505,0
Solucao de Parada 142,5
Total 17.906,02

FONTE: O autor

4.2.3 Custo da embalagem

A embalagem externa do produto foi desenvolvida e confeccionada em
papelao resistente e identificada com o nome do produto, componentes, temperatura
de armazenamento, numero de registro no Ministério da Saude, fabricante, data de

fabricacao ,validade e numero do S.A.C. para eventuais contatos.
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Os frascos escolhido para os reagentes foram de polipropileno, branco leitoso
e ambar, dependendo da necessidade dos reagentes em evitar a luz solar.

Cada componente foi identificado com uma numeragao sequencial de acordo
com sua utilizagdo na reacdo e também foram desenvolvidos rétulos em cores
diferentes para facilitar seu reconhecimento diminuindo assim os riscos de trocas
durante a manipulacdo. Fazem parte do produto etiquetas adesivas e bula ( Anexo
3).

Na parte interna da embalagem externa foi impresso um protocolo
esquematico para utilizagcao do kit visando facilitar sua utilizacao.

O produto pronto denominado TB Test sera comercializado em forma de Kits
refrigerados a temperatura de 2° a 8° C (com o conjugado com conservagao a -20°C)
embalados em caixas de papeldao contendo reagentes suficientes para 88 testes,
seis controles e dois brancos.

A validade do produto sera avaliada no decorrer dos estudos posteriores
levando-se em conta a manutengcdo da integridade dos reagentes e sua

reprodutibilidade de resultados.

TABELA 5 - COMPOSIGCAO DO TB -TEST

Numeragéao do Componente Volume/ Unidade
Frasco
01 01 Frasco Antigeno - Proteina Recombinante (Tampa Azul) 4 mL
02 01 Frasco Diluente do Antigeno (Tampé&o de sensibilizagao) 15 mL
03 01 Frasco Controle Negativo (Tampa Preta) 2mL
04 01 Frasco Controle Positivo (Tampa Vermelha) 2mL
05 01 Frasco Tampéao de lavagem concentrado 10X 10 mL
06 01 Frasco Tampé&o de Bloqueio 15 mL
07 01 Frasco Diluente de Amostra 15 mL
08 01 Frasco Conjugado 1mL
09 01 Frasco Diluente do Conjugado 15 mL
10 01 Frasco Diluente do Substrato 15 mL
11 01 Comprimido de OPD 2mg Gr
12 01 Frasco Solugao de Parada 10 mL
13 Placa com tiras removiveis 01 Placa
14 Etiquetas adesivas 5
15 Bula — Instrugbes de uso 1

16 Caixa de papelao externa 1
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17 Etiqueta transparente para vedacéao 5

FONTE: O autor

Utilizando este formato para a confecgao do kit os gastos com a embalagem

foram de R$ 36.800,00 para 5000 kits, conforme relatado na tabela a seguir:

TABELA 6 - CUSTO DOS COMPONENTES DA EMBALAGEM

Insumo Quant. Necessaria Pregos Por milheiro Prego Total R$
p/5000 placas (unid) R$

Frascos plasticos 60.000 500,00 30.000,00
Etiquetas 50.000 35,00 1.750,00
Bula 5000 10,00 50,00

Embal.Secundaria 5000 1000,00 5.000,00
Total R$ - - 36.800,00

FONTE: O autor

Na figura 15 apresentou-se o modelo de rétulos desenvolvidos para o produto

visando melhor identificagdo de seus componentes.
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10mi

BT

Solugao de Paradsa

FIGURA 15 - MODELO DE ROTULO EM ESTUDO
FONTE: O autor

4.2.4 Custo total do exame para tuberculose utilizando proteina recombinante e

método de enzimoimunoensaio

Ap6s as analises de custo de producdo constatou-se que um teste
diagndstico nos parametros apresentados neste trabalho apresentou um custo final
de R$ 15,89 por embalagem do Kit diagndstico e de R$ 0,18 por anadlise. Estes
valores seriam possiveis caso fosse fabricado no Brasil, utilizando as instalagbes de

uma industria pré-existente ja que os gastos com instalagdo, maquinario e
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depreciagdo nao foram incluidos nos calculos, conforme demonstrado na tabela

abaixo:

TABELA 7 - CUSTO DE PRODUGAO DO KIT PARA DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE
UTILIZANDO A PROTEINA RECOMBINANTE ESAT6 - CALCULO PARA PRODUGCAO DE 5000
KITS ANUAIS

Fases Para 5000 kits (440.000 testes) em R$
Custo da Proteina recombinante 10.271,25
Custo dos Reagentes do Kit 14.906,02
Custo das Placas 17.500,00
Custo das Embalagens 36.800,00
TOTAL 79.477,27

FONTE: O autor

a) Valor do Kit embalagem com reagentes suficientes para 88 testes: R$ 15,89

b) Valor do exame individual: R$ 0,18

Nas figuras 16, 17 e 18 apresentamos algumas fotos do protétipo do kit

desenvolvido .
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FIGURA 16 - FOTO DO PROTOTIPO DO KIT TB TEST COM SEUS FRASCOS NUMERADOS
SEQUENCIALMENTE

FONTE: O autor



FIGURA 17 - FOTO DO PROTOTIPO DO KIT COMPLETO
FONTE: O autor

FIGURA 18 - FOTO DO PROTOTIPO DO KIT COMPLETO
FONTE: O autor

56
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento de métodos mais rapidos de diagnostico, seguros e
sensiveis tornou-se um desafio e um obstaculo ao controle da tuberculose, quer seja
sob o ponto de vista de diagnodstico quer seja do ponto de vista de controle
epidemioldgico.

A OMS tem recomendado e incentivado o desenvolvimento de novas
metodologias diagndsticas e através do programa STOP TB tem fornecido revisdes
periodicas sobre novos diagnésticos (OMS, 2010).

Como estas pesquisas derivam de um grande corpo de pesquisadores
mundiais, estudos individuais apresentam dificuldades para desenvolver evidéncias
para ratificar determinado teste diagndstico a nivel mundial.

Os avangos da gendmica desde os anos 90 possibilitaram a identificagdo de
segmentos exclusivos e de proteinas imunogénicas do M. tuberculosis. Dentre estas
proteinas, a ESAT 6 (early secretory antigen target) tem se revelado de grande valor
quando utilizadas como base para diagnésticos imunoldgicos (MARAES ; PAI,
2006).

Atualmente, os métodos de diagnostico da tuberculose reconhecidos e
recomendados pelo Ministério da Saude sdo a baciloscopia de escarro (BAAR) -
exame direto, a cultura, o raio x e o PPD.

Para o exame direto as vantagens s&o: simplicidade, rapidez nas analises e
baixo custo. Todavia ha também algumas desvantagens que merecem ser citadas
como: necessidade de um grande numero de bacilos na amostra para positividade;
nao diferencia as espécies de micobactérias, riscos na execucdo da técnica de
coloragdo e na leitura e de contaminagcdo do manipulador pela formacido de
aerossois.

Quanto a cultura, nos casos de baciloscopia negativa, ela pode aumentar em
até 30% a sensibilidade do diagnéstico bacteriolégico da doenga usando como
material bioldgico o escarro. Além disto, ela permite identificar a espécie de
micobactéria, pode ser positiva com poucos bacilos e permite avaliar a sensibilidade
do bacilo aos quimioterapicos. As desvantagens sdo a demora dos resultados, ser
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falso negativo em casos de coleta e transporte inadequado, necessitar de laboratoério
mais sofisticado para execucéo e apresentar risco de contaminag¢ao do manipulador.

O diagnostico radiolégico por sua vez auxilia na diferenciacdo de formas de
tuberculose de apresentagao atipica e no diagndstico de outras pneumopatias no
paciente portador de HIV/AIDS ou de outras situagbes de imunodepressao
(MARAES ; PAI , 2007). Em paciente com baciloscopia positiva, funciona para
exclusdo de outras doencas pulmonares associadas além de permitir avaliagao da
evolucdo da doengca em pacientes.Tem como vantagem permitir suspeita
diagndstica quando a imagem ¢é sugestiva. No entanto, também possui
desvantagens, pois n&o permite firmar o diagndstico somente com a imagem.

A prova tuberculinica (PT) ou PPD aplicada por via intradérmica é de facil
execugao, baixo custo e ndo necessita infra-estrutura laboratorial. No entanto, néo
permite distinguir infeccdo de doenga, necessita pessoal treinado para a aplicacéo e
a leitura, o paciente precisa fazer duas visitas a unidade de saude, apresenta menor
sensibilidade em grupo de risco e alta taxa de falso positivo e negativo devido a
vacinagao com BCG.

A interpretacdo e conduta diante do resultado da PT vao depender dos
critérios epidemioldgicos como risco de adoecimento, da idade, do tamanho do
endurado e da probabilidade de contato com doentes.

Os testes sorologicos para diagnostico da tuberculose com base em
antigenos protéicos produzidos por M. tuberculosis tém sido estudados com
resultados promissores. SABLE et al.(2005) sugeriram em seus estudos que 0s
antigenos de baixo peso molecular de M. tuberculosis tém melhor imunodominancia
tais como ESAT6, CFP 10, CFP 21, MPT 51, MPT 63, MPT64, GLcB, GroES,HspX e
Ag 85. Ja em 2003, Singht et al testaram um ELISA para avaliar a resposta humoral
aos antigenos MPT32 e GLcB com tuberculose ativa obtendo sensibilidade de 68%
em MPT 32 e 75% em GLcB. WANG et al.(2005) demonstraram a resposta aos
antigenos CFP 21, ESAT6, MPT63 e MPT65 frente ao anticorpo IgM — tanto em
estudo individual como associados.

Na tabela 8 sdo apresentados alguns estudos sorolégicos e imunoldgicos e
suas respectivas sensibilidades e especificidade. Na tabela 9 fez-se um comparativo

entre os testes diagndsticos mais utilizados, suas vantagens e desvantagens.



TABELA 8 - SUMARIO DE ESTUDOS REALIZADOS VISANDO DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE POR TESTES IMUNO-SOROLOGICOS

Tipo de Diagnéstico Autor, Ano Antigeno Sensibilidade.  Especificidade
Soroldgico Riga, 2002 LAN 69,4 94,8
Soroldgico Beck, 2003 Antigeno recombinante TBF6, TBF10, _ _
MTBS81 e TB6/DPEP
Resposta imune celular Tanji, 2005 ESAT-6, antigeno 85b,antigeno hbha _ _
Reconhecimento dos antigenos Cardoso, 2007 Antigeno MPT-51 E GLCB IGM E IGG Mpt -67,3 96,0
recombinantes
Glcb-95,9 8,218,2
Diagndstico imunoldgico Van-Lume, 2008 ESAT-6 e CFP-10 58,8 95,2
2008- proteinas indutoras de IFN-a
ELISA
Resposta imune e humoral. Costaetal., 2011 Antigeno HSP10 ou GroES- proteina 78,3 31,76

secretada em choque térmico

FONTE: O autor
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TABELA 9 - COMPARATIVO ENTRE OS TESTES DIAGNOSTICOS MAIS UTILIZADOS, SUAS VANTAGENS E DESVANTAGENS

TESTE DIAGNOSTICO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

BACILOSCOPIA

CULTURA

RAIO X

EXAME DE IMAGEM

PPD

simplicidade e rapidez nas analises,

baixo custo( R$ 4,5)

identifica a espécie de micobactéria;
pode ser positiva com poucos bacilos;

permite avaliar a sensibilidade do bacilo aos
quimioterapicos.

Baixo custo ( R$ 5,63)

permite a suspeita diagndstica quando a imagem ¢é
sugestiva (custo: R$15,3)

imagens mais especificas

facil execugao;
baixo custo;

ndo necessidade de infraestrutura laboratorial.

necessidade de um grande numero de bacilos na amostra para positividade;
nao diferencia as espécies de micobactérias;

riscos na execugao da técnica de coloragédo e na leitura e de contaminagdo do manipulador
pela formagao de aerossais.

demora dos resultados; pode ser falso negativo em casos de coleta e transporte inadequado;
necessita de laboratério mais sofisticado para execugéo,

risco de contaminagéo do manipulador

nao permite firmar o diagnostico somente com a imagem.

custo elevado

n&o permite firmar o diagnéstico

nao distinguir infecgdo de doenga;
necessario duas visitas a unidade de saude;
necessario pessoal treinado;

menor sensibilidade em grupo de risco;

alta taxa de falso positivo e negativo devido a vacinagao com BCG.

continua
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continuagdo

TESTE DIAGNOSTICO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

HISTOPATOLOGICO

DETECCAO DE  GAMA
INTERFERON (IGRAs)

ADENOSINA DEAMINASE

TESTES MOLECULARES
(TAAN)

TESTE Xpert ™ MTB / Rif

auxilia no diagnostico de formas extrapulmonares;

a amostra analisada é de facil coleta (sangue periférico),
rapido (24 horas);

paciente visita uma vez o laboratério; ndo tem interferéncia
da vacinagdo BCG nem interferéncia na leitura do resultado.

barato, facil execugéo, simples,

ndo bacteriolégico (utiliza amostra de liquido ascitico,
pleural, etc)

nao necessita laboratério sofisticado.

utilizam pequena quantidade de material para analisar;

rapidez de resultados,

sensibilidade e especificidade elevada

agressivo,

n&o é confirmatorio;

risCos na execugao para o paciente
custo elevado,

necessidade de laboratério diferenciado;

nao distingue tuberculose latente de doenga

nao é confirmatério de tuberculose, somente sugestivo .

elevado custo,
complexidade na execugao,

necessidade de laboratdrios altamente equipados e profissionais treinados.

custo do equipamento e do kit, ndo exclui a cultura para confirmatério (R$ 230.000,00 e R$
310,00)

FONTE: O autor
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Neste trabalho procurou-se estimar os custos para produg¢ao de um dos
antigenos recombinantes de M.tuberculosis descritos por Mallaghini (2008),
para ser utilizado em um teste diagnostico sorolégico através de técnica de
enzimoimunoensaio e também o valor diagnostico do reconhecimento desta
proteina recombinante por anticorpos IgG de soro de pacientes com
Tuberculose doenca. Nesta estimativa foram considerados os custos diretos
(matéria-prima e méo-de-obra) desde a produgao da proteina recombinante até
a realizagao final do teste.

Pode-se verificar que a proteina ESAT 6 apresentou reatividade por
ELISA diante de um pool de amostras sorolégicas humanas positivas para
tuberculose através de exames diagnostico padrées. Também se verificou que
a proteina ESAT 6 nao apresentou reatividade perante um pool de amostras
humanas supostamente negativas.

Através da parametrizagao da reacao de enzimoimunoensaio constatou-
se que uma concentracdo de 500ng desta proteina seria suficiente para
padronizar um teste diagndstico direcionado a identificagdo de pacientes com
tuberculose doenga, ou seja, que produzissem anticorpos contra M.
tuberculosis.

Através dos calculos efetuados com base em valores reais do mercado
atual constatou-se que a produgdo de um antigeno recombinante é viavel a
realidade brasileira, obtendo custos abaixo das metodologias convencionais e
que uma analise imunoenzimatica apresentaria um custo aproximadamente 20
(vinte) vezes menos que uma baciloscopia tradicional.

E claro que este estudo somente delineou parametros para a
possibilidade da utilizacdo da proteina ESAT 6 recombinante com finalidade
diagnéstica. Estudos de sensibilidade e especificidade devem ser conduzidos
com um numero maior de amostra, multicéntricos, para que se estabeleca a
reprodutibilidade dos resultados comparando-os com exames ja consagrados
pela historia.

Outras proteinas recombinantes poderdo ser incluidas no estudo
visando melhorar a especificidade e sensibilidade do kit, avaliando-as em
conjunto visto que o custo de fabricagédo do kit ficou abaixo do esperado o que

nao tornaria o produto inviavel ao mercado nacional.
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Neste contexto podemos concluir que o método diagndstico ELISA
avaliado neste trabalho apresenta como vantagens perante os outros métodos
utilizados para diagnéstico da tuberculose a utilizagdo de amostra de sangue
como material de analise, rapidez nos resultados, simplicidade na execugéo,
menor risco do manipulador e um custo reduzido. Como desvantagem,
necessita de estudos aprofundados com relacdo a sua capacidade de
diagnosticar a tuberculose doenga ou infecgdo e principalmente necessita de
uma variedade de estudos com relagcdo a sua especificidade, reprodutibilidade
e sensibilidade para que possa vir a ser um dia o referencial para o diagndstico

e estudos epidemiologicos da tuberculose.
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6 CONCLUSAO

1)

2)

3)

5)

A proteina recombinante ESAT 6 de M. tuberculosis produzida
segundo MALAGHINI (2008) mostrou-se promissora como
antigeno de reacdao de um teste ELISA para diagnostico de
tuberculose doenca.

Na parametrizagdo do ELISA para identificagdo de Tuberculose
doenca utilizando proteina recombinante obteve-se resultados
condizentes quando comparados com teste consagrados como
baciloscopia e cultura.

A avaliacdo dos custos de producdo de um kit diagnostico
utilizando proteina recombinante mostrou-se viavel a realidade
brasileira desde que incorporado a um laboratoério pré-existente.

O desenvolvimento de um método diagndstico adaptado a
realidade brasileira possibilitara um maior avango nos estudos
epidemiologicos da doencga e desta forma mapear com maior
fidedignidade o perfil epidemiolégico da tuberculose em todos os
estados do Brasil.

S3a0 necessarios estudos suplementares para verificar reatividade

com populacdo de imunossuprimidos.
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ANEXO 1 — CALCULOS DE PRODUGAO DA PROTEINA RECOMBINANTE



Custo total de Matéria prima para produgao de 40 litros de fermentado:

75

Insumo Quant. Necessaria Precgos por gr (R$) Preco Total (R$)
(40 LITROS)
TRIPTONA 400 gr 0,78 312,00
NaCl 400 gr 0,05 20
EXTRATO DE 50gr 1,01 50,5
LEVEDURA
CLORANFENICOL 1gr 8,07 8,07
AMPICILINA 4gr 20,6 82,4
IPTG 0, 953 gr 140 133,42
ANTIESPUMANTE 2gr 1,44 2,9088
TOTAL - - 609,30

Segunda fase: tampao de sonicagao e solubilizagao

Tampao de sonicagao (1,125 litros)

Insumo Quant. Necessaria Precos por gr Preco Total (R$)
(40 LITROS)
TRIS HCI 10 gr 0,59 5,9

Tampéao de solubilizagao (1,125 litros)

Insumo Quant. Necessaria (40 Pregos por gr (R$) Preco Total (R$)
LITROS)

UREIA 600gr 0,19 114

IMIDAZOL 1gr 13,0 13

NaCl 25gr 0,05 1,25

Total 128,25




Terceira fase:

Cromatografia de Afinidade

76

Preco Total (R$)

Insumo Quant. Necessaria Pregos por gr (R$)
(120 LITROS) *

Resina: : 40 mg de proteina/ml
de resina

Coluna de niquel 5ml:
sepharose 6 fast flow

Total R$ 2.353,00

* Custo para uso em todo o processo de producéao (120 litros)

Tampao de Ligagéo: 500 ml
Insumo Quant. Necessaria (40 Pregos por gr (R$) Preco Total (R$)

LITROS)

TAMPAO 20MMOL(141,95) 0,308 0,874
(NaH2PO4)FOSFATO
NaCl 0,1 M(58,44gr) 0,05 0,292
IMIDAZOL 30MMOL(68,08) 13 26,55
PH 7 -total - - 27,72

Tampéo de Eluigao: 250 ml

Insumo Quant. Necessaria Precos por gr Preco Total (R$)
(401) (RS)
TAMPAO FOSFATO 20MMOL(141,95) 0,308 0,874
NaCl 0,1M (58,44qr) 0,05 0,292
IMIDAZOL 500MMOL(68,08) 13 442,52
PH 7 total 443,69
Quarta fase :Purificagdo: TRITON X114
Insumo Quant. Necessaria Precos por ml (R$) Preco Total (R$)

(40 1)

Triton X114 1ml 0,19

0,19




Quinta fase - adicdo de conservante

potassica : 0,1g/l

7

Sulfato de Hidroxiquinolina

Insumo Quant. Necessaria Precgos por gr (R$) Preco Total (R$)
(401)
Conservante 0,1gr 3,96 0,396
Sexta fase: Calculo do tempo de producao de 01(um) lote
FASE TEMPO DO PROFISSIONAIS CUSTO /HORA
PROCEDIMENTO ENVOLVIDOS
INOCULO 16HS 2 TECNICOS
1 FARMACEUTICO
1° BIORREATOR 2 HORAS 2 TECNICOS
1 FARMACEUTICO
2° BIORREATOR 4HORAS 2 TECNICOS
1 FARMACEUTICO
SEPARACAO DA BIOMASSA 4 HORAS 2 TECNICOS
1 FARMACEUTICO
SONICAGAOQO/CENTRIFUGAGAO 8 HORAS 2 TECNICOS
SOLUBILIZACAO/ 1 FARMACEUTICO
CROMATROGRAFIA
TRITON/ELETROFORESE/ 8 HORAS 2 TECNICOS
DOSAGEM DASPROTEINAS 1 FARMACEUTICO
PREPARACAO DOS MATERIAIS 8 HORAS’ 2 TECNICOS
1 FARMACEUTICO
Tempo de Profissional Envolvido Custo/més Custo total
Producao
(R$) (R$)
5 dias Farmacéutico (1) R$ 21,6 Hora(R$5200,00) 864,00
5 dias Técnico de R$7,00(R$1650,00) 560,00
laboratério(2)
Total - 1424,00
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Custo Total de producao da proteina recombinante necessaria para 5000

placas anuais:

Fases

Custo para 40litros R$

Custo para 120 litros R$

Reagentes para Incubagéao
Sonicagéo e Solubilizagao
Cromatografia (coluna)
Tampdes cromatografia
Purificacao

Conservante

Mé&o de obra

TOTAL em R$

609,30
134,15
2353,00
471,41
0,19
0,396
1424,00

1827,90

402,45

2353,00( o mesmo)
1414,23

0,57

1,19

4272,00

10271,33
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ANEXO 2 - CALCULO DO CUSTO TOTAL DO KIT ELISA - REAGENTES E
EMBALAGEM



Diluente do Antigeno (Tampao de sensibiliza¢ao):

80

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por gr (R$) Preco Total R$
5000 placas (g)

Na2CO3 45,839 0,323 14.80

NaHCO3 pH 9,6 1759 0,106 18.55

Total em R$ 33,35

Tampao de Lavagem

Insumo Quant. Necessaria p/ Precgos por gr (R$) Preco Total R$
5000 placas g

NaCl 45000 g 0,05 2250

TWEEN 20 2.500ml 0,87 2175

Total R$ - - 4425

Tampao PBS

Insumo Quant. Necessaria p/ Precgos por Gr(R$) Preco Total (Litro) R$
1000 ml

NaCl 8,779 0,05 0,438

Na2HPO4 1,929 0,308 0,59

Na2H2PO4 0.39¢g 0,502 0,196

Total R$ - - 1,224

Tampao de Bloqueio

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por g ou ml Preco Total
5000 placas

Caseina 2% 1000g 0,13 130

TWEEN 20 0,05% 25 ml 0,87 21,75

PBS 50.000ml 0,00122 61,0

Total R$ 212,75




Tampao de Incubacgao (Diluente da Amostra)

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por Gr Preco Total
5000 placas

Caseina 0,25% 125 0,13 16,25

TWEEN 20 0,05% 25 ml 0,87 21,75

PBS 50.000 0,00122 61,00

Total R$ 99,00

Conjugado

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por ml Preco Total( R$)
5000 placas

Conjugado Sigma 5ml 637,00 3185,00

Tampao do Substrato

Insumo Precos por Gr (R$) Preco Total (R$)
Na,HPO, 0,308 134,90
AC. Citrico 0,634 164,52
H20, 0,4 ml 4,00
Total R$ 303,42
Substrato
Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por gr Preco Total R$
5000 placas
OPD 10g 605,5 6505,00

Solugao de Parada

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por ml (R$) Preco Total R$
5000 placas
H,SO,4 5% 1250 ml 0,114 142,5

Placa tiras removiveis

Insumo Quant. Necessaria p/ Pregos por placa Prego Total R$
5000 placas
Placas 5.000 3,5 17.500,00




82

Custos Reagentes para etapa de ELISA do kit

Reagente Preco em RS para 5000 placas
Diluente do Antigeno 33,35

Tampéo de Lavagem 4425,00

Tampao de Bloqueio 212,75

Tampao de Incubacao 99,0

Conjugado 3185,00

Tampé&o do Substrato 303,42

Substrato OPD 6505,00

Solugao de Parada 142,50

Total 14906,02

Componentes da Embalagem

Insumo Quant. Necessaria Precos Por milheiro Prego Total R$
p/5000 placas (unid) R$

Frascos plasticos 60.000 500,00 30.000,00

Etiquetas 50.000 35,00 1750,00

Bula 5000 10,00 50,00

Embalagem Externa 5000 1000,00 5000,00

Total R$ - - 36.800,00

Custo Total de producdao do Kit para diagnéstico de Tuberculose
utilizando a proteina recombinante ESAT6 - calculo para producao de
5000 kits anuais

Fases Para 5000 kits (440.000 testes) em R$
Custo da Proteina recombinante 10.271,25
Custo dos Reagentes do Kit 14.906,02
Custo das Placas 17.500,00
Custo das Embalagens 36.800,00
TOTAL 79.477,27

Valor do Kit embalagem com reagentes suficientes para 88 testes:
R$15,89. Valor do exame individual: R$ 0,18



ANEXO 3 - BULA DO KIT TB TEST
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TB TEST — ELISA para TUBERCULOSE (TB)

INSTRUCOES DE USO
1. EXPLICAGAO DO TESTE

Introducao

A tuberculose é uma doenca altamente infecciosa causada pela
Mycobacterium tuberculosis e € uma doenga potencialmente fatal para o ser
humano. é transmitida quase que exclusivamente via aerosol, a partir de
secrecdes respiratorias dos pacientes aos seus contatos. A tuberculose pode
afetar varios 6rgédos do organismo, no entanto mais de 80% dos casos de
tuberculose estdo limitados aos pulmdes. Recentemente a tuberculose
associada ao HIV e a tuberculose resistente a esquemas multi-droga estéo
aumentando. Nao é facil detectar a tuberculose no inicio da infeccao,
considerando que existem poucos sintomas. O teste de tuberculina na pele ou
raio x do térax pode ser utilizado para rastrear a tuberculose. No entanto, estes
métodos requerem procedimentos complexos ou podem nao confirmar que
uma pessoa apresenta a tuberculose. Os testes sorologicos podem suplantar
estas desvantagens com seus métodos simples e rapidos.

Principio

O dispositivo do teste TB TEST tornar-se-a visivel de resultados se
houver anticorpos suficientes contra a proteina Esat 6 de M. tuberculosis na
amostra. Se os anticorpos contra a proteina ESAT 6 de M.tuberculosis nao
estiverem presentes ou estiverem presentes em niveis muito baixos na
amostra, nenhuma cor ira aparecer.

Uso

O TB test € um imunoensaio cromatografico para a detecgao qualitativa
de anticorpos contra M. tuberculosis em soro humano. Este teste destina-se ao
uso profissional como um recurso auxiliar na deteccdo de anticorpos contra M.
tuberculosis no soro humano. Uma proteina recombinante especificamente a
ESAT 6 é utilizada no teste como material de captura dos anticorpos e um
conjugado anti-lgG humana possibilita que TB TEST identifique anticorpos

contra TB no soro humano, com um alto grau de precisao.
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2. MATERIAIS FORNECIDOS

O teste TB TEST contém os seguintes itens e material suficiente para
88 (oitenta e oito) TESTES DIAGNOSTICOS, 2(dois)BRANCOS, 3(trés)
CONTROLES NEGATIVOS, 2(dois) CONTROLES POSITIVOS e 1(um)
CONTROLE INTERNO.

TESTE:
1. TB TEST
2. Instrugdes de uso
Composigéao:
Numeracéao Componente Volume/
do Frasco Concentracéao
01 01 Frasco Controle Negativo (Tampa Preta) 2mL
02 01 Frasco Controle Positivo (Tampa Vermelha) 2mL
03 01 Frasco Antigeno Proteina Recombinante (Tampa 4mL
Azul)
04 01 Frasco Diluente do Antigeno (Tampdo de 15mL
sensibilizacdo)
05 01 Frasco Tampéao de Bloqueio 15 mL
06 01 Frasco Diluente de Amostra 15 mL
07 01 Frasco Conjugado 2mL
08 01 Frasco Diluente do Conjugado 15 mL
09 01 Frasco Diluente do Substrato 15 mL
10 01 Comprimido de OPD g
11 01 Frasco Tampé&o de lavagem concentrado 10X 10 mL
12 01 Frasco Solugao de Parada 10 mL
13 Placa com tiras removiveis 01 Placa
14 Etiquetas adesivas 5
15 Bula orientativa 1
16 Caixa de papelao externa 1
Etiqueta transparente para vedacéao 5

3. MATERIAIS NECESSARIOS NAO INCLUIDOS NO KIT

a) Micropipetas e pipeta multicanal (opcional).
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b) Ponteiras descartaveis para micropipetas.
c) Agua destilada ou deionizada.
d) Sistema de lavagem automatica de microplacas (opcional)

e) . Estufa com temperatura regulavel a 37°C..

4. PRECAUCOES E CUIDADOS
O teste é sensivel ao calor.

Nao utilizar apds o vencimento de seu prazo de validade.

5. ESTOCAGEM E ESTABILIDADE

O KIT TB TEST deve ser estocado em geladeira a temperatura de 2°C e
8°C.e o CONJUGADO deve ser mantido a -20°C até o momento do uso.

Estavel até a data indicada na embalagem quando mantido na
embalagem né&o aberta entre 2°C e8°C e o CONJUGADO a -20°C.

Validade: em estudo

6. COLETA E ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS

a) O teste deve ser realizado utilizando soro humano.

b) Se as amostras ndo forem testadas imediatamente, devem ser
refrigeradas entre 2-8°C. Para periodos de estocagem acima de
trés dias recomenda-se 0 seu congelamento. Devem estar na
temperatura ambiente quando da realizagao do teste.

c) Congelamentos e descongelamentos repetitivos podem causar
resultados erréneos.

d) As amostras contendo precipitados podem fornecer resultados de
teste inconsistentes.

e) O uso de amostras hemolisadas, lipémicas  ou
bacteriologicamente contaminadas deve ser evitado. Podem

ocorrer resultados errébneos.
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7. AVISOS

a)
b)

c)

Exclusivamente para uso diagnéstico in vitro.
N&o comer ou fumar enquanto manipular as amostras.
Utilizar luvas de protecdo ao manusear as amostras. Apds a

finalizacao do teste, lavar as maos.

Limpar completamente os respingos utilizando um desinfetante
apropriado.
Descontaminar e descartar todas as amostras, dispositivo de

teste e materiais potencialmente contaminados como ser fossem
dejetos contaminados em coletor especifico para materiais
bioldgicos.

Nao utilizar o teste se sua embalagem estiver danificada ou a

selagem rompida.

8. PROCEDIMENTO

a)

b)

Retirar o Kit da geladeira e aguardar até que atinja a temperatura
ambiente.

Colocar 100 pl, por cavidade, de solugao de antigeno diluido em
tampéao carbonato 0,05M, pH 9,6 (coating buffer) gerando uma
concentracao de 500ng por pogo

Incubar a placa durante 14 horas a temperatura de 4 a 8 °C;
Lavar a placa, trés vezes, com solucao de lavagem (NaCl 0,85%,
tween 20 0,05%);

Bloquear a reacdo com a adi¢cao de 100 ul, por cavidade, de
solucao de

bloqueio (caseina 2% em PBS com 0,05% de tween 20);

Incubar a placa por uma hora a 37 °C;

Lavar a placa, trés vezes, com tampao de lavagem ;

Diluir o soro 1:25 em tampéo de incubacao (0,25% de caseina,
0,05% de tween 20, em PBS), adicionar 100 pl por cavidade;
Incubar a placa por uma hora a 37 °C;

Lavar a placa, seis vezes, com solugéo de lavagem;
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— Adicionar de 100 ul, por cavidade, do conjugado anti-IgG
peroxidase (sigma A-6154) diluido em tamp&o de incubacgédo a
1:10.000;

— Incubar por uma hora a 37 °C;

— Lavar a placa, seis vezes, com solugao de lavagem,;

— Adicionar de 100 upl, por cavidade, de substrato/cromogeno
contendo H202 e OPD (Ortofenilelodiamino);

— Incubar durante 15 minutos a 25 °C ou a temperatura ambiente na
auséncia de luz;

— Interromper a reagdo com 50 pl de H2SO4 a 5%;

— Leitura da absorbéncia, empregando comprimento de onda de

492 nm até no maximo 30 minutos apos a parada da reagao.

8. INTERPRETACAO DO TESTE
Calculo do «cutoff» (ponto de corte)
Logo apés a leitura, deve-se calcular o valor de «cut off» a partir dos
valores de absorbancia dos pogos correspondentes aos controles positivos e
negativos.

O «cut off» se determina utilizando a seguinte equagéo:

«Cut off» = (média controles positivos + média controles negativos) x
0,35

Determinacao de resultados

Uma amostra sera positiva quando sua absorbancia for maior que o

«CUT off». Um soro sera negativo quando sua absorbancia for menor que o
«cut off». As amostras cuja absorbancia encontre-se em uma categoria de «cut
off» £+ 10% devem ser consideradas duvidosas e deverdo ser novamente
analisados em duplicata.

9. LIMITACOES DO TESTE

. Como todos os testes diagndsticos, um diagnéstico clinico definitivo

ndo de e se basear nos resultados de um Uunico teste, mas s6 deve ser
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estabelecido pelo médico apds todos os dados laboratoriais e clinicos terem

sido avaliados.

10. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
O TB TEST esta em fase de validagdo, ndo apresentando até o

momento dados suficientes para esta analise.

Produzido por: UFPR- PR

CNPJ Fone/Fax: (0xx41) XXXX-XXXX

Técn. Resp. Dra Sandrely C.M. Rocha / CRF-PR: 4239

Para uso exclusivo diagnostico "in vitro"

Reg. ANVISA n°% XXXXXXXXXXX

KIT - CONSERVAR ENTRE +2°C e 8°C.

CONJUGADO - CONSERVAR a -20°C

POTENCIALMENTE INFECTANTE.

PARA DESCARTE, CONSULTAR INSTRUCOES DE USO

SERVICO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE:

Quaisquer duvidas técnicas no manuseio deste kit ou no seu
procedimento, contatar a ASSESSORIA CIENTIFICA.

Atendimento ao consumidor - Fone (0XX) XXXXXXX



ANEXO 4 —- FORMULAS DOS REAGENTES UTILIZADOS
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Lista de reativos utilizados para o teste ELISA

Acido citrico (CsHsO7);

Acido sulfurico (H2S0a4);

Bicarbonato de sédio (NazHPOa4);
Caseina;

Carbonato de sédio (Na2COg);

Cloreto de sédio (NaCl);

Fosfato de sddio dibasico (Na\2HPOa4);
Hidréxido de sédio (NaOH);
Ortofenilenodiamino (OPD);

Peréxido de Hidrogénio (H202);

Tween 20

91

Solugcdo de Sensibilizaggo ou Tampdo Carbonato 0,005M

(coating buffer)
Solucéo A: 1,1 g Na2COs para 200 ml de H20 deionizada
Solucéo B: 4,2 g NaHCO3 para 1000 mL H20 deionizada

Adicionar A em B acertar o pH para 9,6

Solugao de Lavagem
NaCl-9g

Tween 20 — 0,5 mL

Agua deionizada q.s.p 1000 mL

Solugéao de Bloqueio
Caseina 2 % -20g

Tween 20- 0,05% -0,5¢g
PBS (pH 7,4 )q.s.p 1000 mL
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e) PBS pH 7,4 (Tampao fosfato)
— NaCl -8,77g

— Na2HPO4 - 1,92¢g

— NaH2PO4 - 0,39

— Agua deionizada q.s.p 1000 mL
— AcertaropHem 74

f) Solugao de diluicao de Soro e Conjugado (Tampao de incubagéo)
— Caseina-0,25%-2,5¢

— Tween 20-0,05%-0,5¢

— PBS gsp. 1000 mL

g) Solugao para diluigdo do substrato (Tampé&o Citrato)
— Na2HPOs4-7,1g

— Acido citrico — 5,199

— Agua deionizada qg.s.p. 1000 mL

— Ajustar pH 5,0

h) Solugédo Substrato- OPD 2mg

— OPD -2mg

— H202-2 ul

— Tampao citrato - 13 mL

— OBS: solucéo fotossensivel — preparar no momento do uso
— Manter ao abrigo da luz

i) Solucdo de Parada (Acido)
— H2804-1mL

— Agua deionizada — 19 mL



Meio de Cultura para Bacilos de Koch . Léwenstein

FORMULA / PRODUTO
Ovos de galinha frescos
Meio base - férmula:

Fosfato monopotassico 1,2 g
Sulfato de magnésio 0,12 g
Citrato de magnésio 0,3 g
L-asparagina 1,8 g

Fécula de batata 15,0 g
Glicerol 6,0 mL

Ovos totais 500 mL

Solugéo de Verde de malaquita a 2% 10 mL
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Jensen



ANEXO 5 - AUTORIZAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
SESA
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ANEXO 6 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: ENGENHARIA ECONOMICA PARA A PRODUGAO
DE UM KIT ELISA PARA DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSE UTILIZANDO
PROTEINAS RECOMBINANTES

PESQUISADOR: Sandrely Costa Machado Rocha

ORIENTADOR: Vanete Thomaz Soccol

LOCAL DA COLETA DE AMOSTRAS PARA A PESQUISA: Unidades da
Secretaria Estadual da Saude do Parana direcionados ao Controle, Tratamento e
Investigacdo da doenca TUBERCULOSE no Parana: - Hospital Regional Sao
Sebastido da Lapa — Lapa-PR, Regionais de Saude, Paranagua-PR e Hemepar
(controles negativos)

LOCAL DA REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS RELACIONADOS A
PESQUISA: Laboratério de Processos Biotecnologicos e de Biologia Molecular da
UFPR — End: Francisco H dos Santos, 200 -Jardim das Américas — Curitiba-PR

PROPOSITO DA INFORMACAO AO PACIENTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de um estudo cientifico sobre
tuberculose que esta sendo desenvolvida pelo Departamento de Biotecnologia do
programa de P6s Graduagdo em Processos Biotecnolégicos da Universidade Federal
do Parana (UFPR), por um profissional de saude, agora denominado PESQUISADOR.

Para participar, € necessario que vocé leia este documento com muita atengao.
Caso vocé nao entenda alguma palavra ou frase, por favor, pega aos responsaveis
pelo estudo que expliquem detalhadamente as palavras ou procedimentos que vocé
nao tenha entendido claramente.

O proposito deste documento é dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e,
se assinado, dara sua permissdo para usar uma amostra de seu sangue para ser

utilizada no estudo. O documento descreve o objetivo do estudo, os procedimentos,
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beneficios e eventuais riscos ou desconfortos que podem ocorrer caso queira
participar.
Vocé so deve participar do estudo se quiser. Vocé pode se recusar a participar

deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

A tuberculose é uma das doencas infecciosas documentadas desde a mais
longa data e que continua a afligir a humanidade nos dias atuais. E causada pelo
Mycobacterium tuberculosis . E considerada uma doenca socialmente determinada,
pois sua ocorréncia esta diretamente associada a forma como se organizam os
processos de producido e de reproducido social, assim como a implementacao de
politicas de controle da doenca.. A tuberculose pulmonar é a forma mais frequente e
generalizada da doenga. Uma avaliagdo médica completa para a tuberculose inclui um
histérico médico, um exame fisico, a baciloscopia, o teste subcutaneo (PPD), uma
radiografia do toérax e culturas microbiolégicas que sdao demoradas. Todos os anos 60
milhées de pessoas sao infectadas com tuberculose. Embora atualmente esta doenca
seja tratavel, ainda mata anualmente 2.5 milhdes de pessoas.Sem um controle muito
mais eficaz, cerca de 1.5 bilhdo de pessoas serao infectadas e 3.5 milhdes morrerao
de tuberculose até 2020.0 Brasil é, segundo dados de 2010 do Ministério da Saude, o
19° pais com maior nimero de casos da doenga.

PROPOSITO DO ESTUDO

Com este estudo pretende-se validar um Teste de Diagndstico para
confirmagao da Tuberculose por Enzimoimunoensaio (ELISA), utilizando como
antigeno as proteinas recombinantes do bacilo , obtidas através de biologia molecular
, buscando identificar os anticorpos presentes no soro de pacientes afetado pela
doenca.

SELECAO

Para ser incluido na pesquisa vocé precisa ser diagnosticado Tuberculose
Positivo através de alguns dos exames a seguir: Raio X do Térax Positivo, PPD
reativo, cultura para tuberculose Positivo ou ter sido diagnosticado sintomaticamente.
A coleta de sangue sera realizada pela Pesquisadora Sandrely C.M.Rocha.Na ocasido
da coleta serao feitas algumas perguntas sobre o tempo que vocé tem a doenga, os
medicamentos que esta utilizando, onde vocé contraiu a doenga, seu home enderecgo
e outras perguntas importantes e relacionadas a esta enfermidade.

PROCEDIMENTO PARA A COLETA DA AMOSTRA DE SANGUE
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Serao coletados cerca de 10 a 15 mL de sangue de seu braco, este material
sera encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular da UFPR - Jardim Botanico —
Curitiba —PR onde sera centrifugado , separado a por¢do denominada soro onde serao
realizados os testes propostos. Na ocasido da coleta, o paciente podera sentir a dor da
picada da agulha, que ¢é passageira e, alguns pacientes poderdo apresentar
hematomas(manchas roxas) no local da pungéo. Isto é perfeitamente normal e podera
ser solucionado com compressas de gelo no local. Caso o hematoma persista favor
entrar em contato com o pesquisador pelo telefone 041-3281-2624 ou comparecer no
Laboratério de Biologia Molecular da UFPR — End: Francisco H dos Santos, 200 -
Jardim das Ameéricas —Curitiba —Parana , no periodo das 13:30 as 17:30 HS as tercas
e quintas-feira.. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem
direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizac¢des legalmente
estabelecidas.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua decisdo em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir nao
participar deste estudo. Uma vez que vocé decidiu participar deste estudo, vocé pode
retirar seu consentimento e participagdo a qualquer momento. Se vocé decidir ndo
continuar no estudo, vocé nao sera punido ou perdera qualquer beneficio ao que vocé
tenha direito. — Pela sua participagao no estudo, vocé n&o recebera qualquer valor em
dinheiro.

CUSTOS

Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no
estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E
ACESSO AOS REGISTROS

O Pesquisador responsavel pelo estudo e equipe ira coletar informagdes sobre
vocé, relativas ao periodo de tempo de sua doenga, cidades onde morou,se mais
alguém da familia ja teve a doenca, sintomas e outras perguntas relacionadas a
tuberculose. Todos estes dados serdo usados para a avaliacdo do estudo, membros
do Comité de Etica e Autoridades de Saude podem revisar os dados fornecidos. Os
dados podem ser utilizados em publicagbes cientificas sobre o assunto estudado.
Porém, sua identidade nao sera revelada em qualquer circunstancia. Vocé tem direito
de acesso aos seus dados.

CONTATO PARA PERGUNTAS E DUVIDAS
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Se vocé ou seus parentes tiver(em) alguma davida com relagdo ao estudo,
direitos dos pacientes ou no caso de danos relacionados ao estudo , vocé deve
contactar com o pesquisador (investigador) do estudo pelo telefone 041-3281-2624 ou
seu orientador — Prof. Vanete — telefone 041-3361-3191.Se vocé tiver duvidas sobre
seus direitos como paciente de pesquisa , vocé podera contatar com o Comité de Etica
em Pesquisa da SESA/HT pelo telefone: 041-32125700.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Eu declaro que li e discuti com o pesquisador (investigador)responsavel pelo
estudo, Sandrely Rocha, os detalhes descritos neste documento. Entendo que sou
livre para aceitar ou recusar, e que posso interromper minha participacdo a qualquer
momento sem dar uma razao.Eu concordo que os dados coletados para o estudo
sejam usados para o proposito acima descrito. Eu li a informacao apresentada neste
termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas a pesquisadora
e todas as minhas perguntas foram respondidas. Eu receberei uma copia assinada e

datada deste Documento de Consentimento Informado.

Data

Nome Do Paciente Assinatura
Data

Nome da Testemunha Assinatura
Data

Nome Do Investigador Assinatura



