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Spot the hidden danger

Approximately 2 billion people, one third of the world’s population,
have Latent Tuberculosis Infection (LTBI) and of those 9 million will
progress to TB disease each year.

If left untreated, each person with active TB disease will infect
on average 10-15 people!

T-SPOT.

Detecting TB infection with unequalled
clinical performance

¢ Unrivalled sensitivity in diagnosing TB, maintained in immunosuppressed
including HIV infected subjects

e Unaffected by BCG and most common environmental mycobacteria

¢ Simple to perform in routine laboratory

¢ Cost effective (reduces false positive and false negative results)

¢ The new T-Cell Xtend™ reagent allows the T-SPOT.TB assay to be run on

blood samples up to 32 hours after venepuncture, without any change in
accuracy of the test

Visit our website: www.oxfordimmunotec.com for more information,
or email: info@oxfordimmunotec.com

T-SPOT.TB is distributed in Portugal by 1. WHO factsheet 104 2007

bioMérieux Portugal T-SPOT and T-Cell Xtend are trademarks of Oxford
Av. 25 de Abril de 1974, n° 23-3° Immunotec Ltd. © Oxford Immunotec Ltd. 2009.
2795-236 Linda - a - Velha Oxford Immunotec Ltd, 94c Milton Park, Abingdon,
Tel: 21 415 23 50; FAX: 21 418 32 67 Oxon OX14 4RY, UK.

email: atendimento@eu.biomerieux.com Tel: +44 (0)1235 442780 Fax: +44 (0)1235 442781
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Introducao
Introduction

Susana David

A Sociedade Europeia de Micobacteriologia
(ESM, http://www.esmycobacteriology.eu)
¢ considerada uma das sociedades cientificas
internacionais mais ativas na drea da mico-
bacteriologia e doengas relacionadas. As
reunides da ESM, que tém lugar cada ano
num pais europeu diferente, promovem a
comunicagdo de especialistas internacionais
de renome, criando oportunidades para atua-
lizagao do conhecimento dos tltimos avan-
cos cientificos, compartilhar experiéncias e
ideias e participar ativamente no desenvol-
vimento da micobacteriologia.
Este niimero especial da Revista Portuguesa
de Pneumologia é dedicado ao 30.° Con-
gresso Anual da Sociedade Europeia de Mi-
cobacteriologia (ESM2009), que se realizou
no Porto, Portugal, de 5 a 8 de julho de
2009. A organizagao deste congresso deveu-
-se 2 ESM e ao Instituto Nacional de Sadde
Doutor Ricardo Jorge (INSA), o braco la-
boratorial do sistema portugués de sadde
(http://www.insa.pt).
O Congresso ESM2009 deu particular aten-
¢ao ao esforco global e multidisciplinar em
micobacteriologia necessirio na luta contra
a tuberculose. As sessoes cientificas e minis-
simpdsios versaram os seguintes temas:
*  Programas de controlo da tuberculose;
* Epidemiologia molecular e vigilancia da
resisténcia a fArmacos;
* Detecio da resisténcia a firmacos por
genética molecular;

" Laboratdrio Nacional de Referéncia das Infecgbes Respiratorias para as Micobactérias da Unidade de Referéncia e Vigilancia Epidemioldgica do Departamento de

The European Society of Mycobacteriology
(ESM, http://www.esmycobacteriology.eu)
is considered one of the most active interna-
tional scientific societies in the area of my-
cobacteriology and related diseases. The
ESM meetings, held each year in a different
country of Europe, promote the exchange
of distinguished experts from all around the
world creating the opportunity to update
information in the front-line of scientific
achievement, share experience and ideas,
and actively participate in contribution to
the field of mycobacteriology.
This special issue of the Revista Portuguesa de
Pneumologia (RPP) is dedicated to the 30
Annual Congress of the European Society of
Mycobacteriology (ESM2009) hosted in Por-
to, Portugal, from July 5-8, 2009. This con-
gress was co-organized by the ESM and the
National Health Institute Doutor Ricardo
Jorge (INSA), the laboratory arm of the Por-
tuguese health system (http://www.insa.pt).
The ESM2009 congress gave particular at-
tention to the multi-disciplinary effort
needed, from mycobacteriologists on a
world wide basis, in the fight against tuber-
culosis. Scientific sessions and mini-sympo-
sia covered the following themes:
* Tuberculosis control programs;
e Molecular epidemiology and drug resis-
tance surveillance;
e Molecular genetic detection of drug re-
sistance;

Doencas Infecciosas do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal
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*  Testes de susceptibilidade e tratamento
da tuberculose;

e Micobactérias nio tuberculosas;

*  Novas questoes no papel do laboratério
de tuberculose;

*  Desenvolvimento de vacinas e patogenia;

»  Testes point-of-care para tuberculose;

*  Fortalecimento do laboratério;

e Desenvolvimento farmacoldgico;

* Aspetos préticos e controlo de qualida-
de na epidemiologia molecular;

*  Controlo de qualidade externo.

Este niimero é constituido por uma com-
pilagao de breves comunicacoes baseadas
nos temas de algumas das principais confe-
réncias. O programa completo pode ser
consultado nos websites da ESM e do INSA
ou em http://www.esm2009.org.
Gostariamos de manifestar o nosso especial
agradecimento ao Dr. Renato Sotto-Mayor e
a Revista Portuguesa de Pneumologia pelo seu
interesse na publicagio deste nimero e a to-
dos os que amavelmente deram a sua contri-
buicdo cientifica. A realizagio do Congresso
ESM 2009 nao teria sido possivel sem o apoio
das instituigoes: Fundagio Calouste Gulbenkian
(heep://www.gulbenkian.pt); Fundagio Luso-
-Americana de Desenvolvimento (http://www.
flad.pt); STOP-TB Working Group on New
Diagnostics, Point of Care sub group (www.
stop tb.org) e patrocinadores: HAIN LifeScien-
ces (http://www.hain-lifescience.com); Becton
Dickinson  (http://www.bd.com); Quilaban
(htep://www.quilaban.pt); BioMerieux (http:/
www.biomerieux.com); Cepheid (http://www.
cepheid.com); Microsens  (http://www.micro-
sens.co.uk); Genoscreen (http://www.genoscre-
en.com).
Susana David
Presidente do Congresso ESM2009
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lNTRODUCAO
Susana David

*  Susceptibility testing and treatment of
tuberculosis;

* Non tuberculous mycobacteria;

* Issues in the modern tuberculosis labo-
ratory;

*  Vaccine development and pathogenesis;

* Doint-of-care tests for tuberculosis;

* Laboratory strengthening;

*  Drug development;

*  Practical aspects and quality assurance
in molecular epidemiology;

*  External quality assurance.

This issue is comprised of a compilation of
short communications based on the themes
of some of the main conferences. The full
program may be consulted on the ESM and
INSA websites or at http://www.esm2009.
org.

We would like to give special thanks to Dr.
Renato Sotto-Mayor and to the RPP for their
interest in putting together this issue and to all
those who kindly accepted to give their scien-
tific contribution. The ESM2009 congress
would not have been possible without the
support of the partners: Fundagao Calouste
Gulbenkian (http://www.gulbenkian.pt); Lu-
so-American Foundation (http://www.flad.
pt); STOP-TB Working Group on New Di-
agnostics, Point of Care sub group (www.
stoptb.org) and sponsors: HAIN LifeSciences
(http://www.hain-lifescience.com); ~ Becton
Dickinson  (http://www.bd.com); Quilaban
(http://www.quilaban.pt); BioMerieux (http://
Cepheid  (http://

www.cepheid.com); Microsens (http://www.

www.biomerieux.com);

microsens.co.uk); Genoscreen  (http://www.
genoscreen.com).

Susana David
Chairman of the ESM2009 congress
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30.° Congresso Anual da Sociedade Europeia de Micobacteriologia
30t Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology

Miguel Villart

A tuberculose em Portugal
|

Tuberculosis in Portugal

A tuberculose (TB) é um problema glo-
bal com um niémero estimado de 9 mi-
lhées de novos casos por ano, 83% dos
quais se situam na Africa subsariana e no
Sudeste Asiatico, onde se encontram mui-
tos dos paises com a maior carga de TB
(Fig. 1). A Organiza¢do Mundial de Sat-
de (OMY) estima a emergéncia global de
cerca de meio milhio de novos casos de
tuberculose multirresistente (MDR-TB),
por ano, incluindo 50 000 casos de tu-
berculose extensamente resistente a firma-
cos (XDR-TB).

Em 2007, a Unido Europeia (UE) teve uma
incidéncia média de 17/100 000, com Por-
tugal a registar um dos mais elevados indices
na UE (27/100 000). Nas tltimas duas dé-
cadas, a incidéncia em Portugal tem vindo a
diminuir consistentemente, ¢ em mais de
7% anualmente nos ultimos 5 anos (Fig. 2).
Esta diminui¢ao é mais notéria no grupo
etdrio dos 25 aos 44 anos, o que resulta numa
altera¢io da média de idades, tanto nos do-
entes nacionais como nos imigrantes (Fig. 3).

Tuberculosis is a global problem with an es-
timated 9 million new cases per year, 83%
of which occur in Sub-Saharan Africa and
South-East Asia, where many of the high
burden countries are found (Fig. 1). The
World Health Organisation (WHO) esti-
mates an emergence of about half a million
new cases of multidrug-resistant tuberculo-
sis (MDR-TB), globally, each year, includ-
ing 50 000 of extensively drug-resistant tu-
berculosis (XDR-TB).

In 2007, the European Union (EU) had an
incidence rate of 17/100 000, with Portugal
registering one of the highest rates in the
EU (27/100 000).

Over the last two decades, the incidence in
Portugal has decreased consistently, and
more than 7% per year, in the last five years
(Fig. 2). This reduction is mainly in the age
group between 25 and 44 years old, leading
to a shift to the right of the median age,
both in national citizens and in immigrants
(Fig. 3). The foreign-born have represented
about 12% of the TB cases, and the preva-

LEm representagéo do Director-Geral de Satde/On behalf of the General-Director of Health
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A TUBERCULOSE EM PORTUGAL

Miguel Villar
e "'--w.---"':-'---._!L
[
p)
. e .

vy VO

‘ o #/J_{\"ﬂ]] \i g

[ 2540 ‘!, |
15099 ey

I 100 ou mais/100 or more }
[ Nao reportado/No report ™

Casos de tuberculose notificados (novos
e relapsos) por cada 100 000 habitantes/
Notified TB cases (new and relapse) per

Fig. 1 - Taxas de incidéncia da tuberculose por pais, 2006. Fonte: OMS 100 000 population

Fig. 1 - Tuberculosis incidence rates, by country, 2006. Source: WHO
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Fig. 2 - Evolugéo das taxas de incidéncia de tuberculose notificada no continente e regides autonomas (todas as formas,

10-5 habitantes). Fonte: DGS

Fig. 2 — Evolution of the tuberculosis incidence rates notified in Mainland Portugal and Autonomous Regions (all forms/10%

inhabitants). Source: DGS

Os estrangeiros tém representado cerca de
12% dos casos, ¢ a prevaléncia de VIH tem
sido de aproximadamente de 14%, com uma
reducao de 34% nos dltimos cinco anos.

Entre 2003 e 2007, a maioria dos casos de
TB foram das formas pulmonares (74,1%),
dos quais 67,5% SS+ e 75,3% confirmados

lence of HIV has been around 14%, with a
34% reduction in the last five years.

Between 2003 and 2007, most TB cases
were pulmonary forms (74.1%), 67.5% of
which were SS+ and 75.3% were confirmed
by culture. MDR-TB and XDR-TB, during
the same period, represents 1.9% (154) of
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Fig. 3 - Evolugdo da taxa de incidéncia de tuberculose notificada, por gru-
pos etarios (105 habitantes). Fonte: DGS

Fig. 3 — Evolution of the tuberculosis incidence rates, according to age

groups (10° inhabitants). Source: DGS

por cultura. Neste mesmo periodo, os casos
de MDR-TB e XDR-TB representam 1,9%
(154) de todos os casos de tuberculose no
infcio do tratamento, variando de 1,3%
(22), em 2006, e de 2,4% (38), em 2004,
com uma média de 31 casos por ano (1,9%).
Estes nliimeros sao representativos, ja que a
cobertura dos testes de sensibilidade a far-
macos (TSF) é superior a 80%.

No que respeita ao tema deste congresso, a
Rede de Laboratérios de Micobacteriologia
¢ uma componente importante do Progra-
ma Nacional para a Tuberculose (PNT),
com colabora¢ao na dete¢io e defini¢io de
casos, diagndstico precoce de MDR-TB,
identificacdo de Mycobacterium tuberculosis
e realizagio de TSF de 1.2 ¢ 2.2 linha. Para
além da confirmacio dos casos de TB,
permite-nos, também, acompanhar o indice
de negatividade, especialmente até aos dois
meses de tratamento, o que é importante
para o controlo da transmissao e da eficicia
do tratamento. No mesmo periodo,
verificou-se um indice de negatividade do-
cumentada de 34% aos dois meses.

REVISTA PORTUGUESA DE

the TB cases at the beginning of treatment,
varying from 1.3% (22), in 2006, and 2.4%
(38), in 2004, with an average of 31 cases
per year (1.9%). These proportions are re-
presentative, since the coverage of drug sen-
sibility tests (DST) is over 80%.

As regards the theme of this Congress, the
Mycobacteriology Laboratory Network is
an important component in the National
Tuberculosis Programme (NTP), with col-
laboration in case detection, case defini-
tion, early diagnosis of MDR-TB, identifi-
cation of Mycobacterium tuberculosis and
performance of 1 and 2" line DST. Be-
sides confirmation of TB cases, it also al-
lows us to accompany the negativity rate,
especially up to two months of treatment.
This is important for the control of trans-
mission and treatment efficacy. In the same
period mentioned above, we had 34% doc-
umented negativity at two months.

The Laboratory is also very useful in the
screening strategy of the tuberculosis sur-
veys, mainly through the use of nucleic-acid

amplification tests (NAAT). Analysing the

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010
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O laboratério é também muito dtil na estra-
tégia de monitorizacio dos rastreios da tuber-
culose, principalmente pelos testes de am-
pliacio do dcido nucleico (TAAN). Ao
analisar os resultados, como um complemen-
to importante da estratégia DOTS, obtive-
mos um indice de sucesso de 85,6% na po-
pulagao em geral, de acordo com os objetivos
da OMS. No que se refere aos grupos de ris-
co, o indice de sucesso no grupo sem risco foi
de 90%, mas, nos outros grupos, e de acordo
com os objetivos da OMS, foi nomeadamen-
te de 69% no de TB/VIH, de 53% no de
MDR-TB e de 82% no de imigrantes.

Finalmente, termindmos a nossa apresenta-
¢ao abordando a estratégia para controlo de
MDR/XDR-TB em Portugal, através da
criagdo, em junho de 2007, do Centro Na-
cional de Referéncia da Tuberculose Multi-
-Resistente (Circular Informativa 14-DT,
da Direcgio-Geral de Satude). Os seus prin-
cipais objetivos sao os de reduzir a prevalén-
cia e evitar a transmissio da MDR-TB,
apoiar os médicos na escolha dos regimes
terapéuticos, colaborar com eles no ajuste
desses regimes por efeitos adversos e, se ne-
cessario, na determina¢io do internamento
dos doentes e nas condicoes de isolamento.
Em 2009, uma das grandes prioridades do
PNT foi a implementagio de uma rede de
centros regionais de referéncia para trata-

mento de casos de MDR/XDR-TB.

A TUBERCULOSE EM PORTUGAL
Miguel Villar

outcomes is an important complement of
the DOTS Strategy; we had an 85.6% suc-
cess rate in the general population, in ac-
cordance to the WHO goals. As to risk
groups, the success rate in the risk-free
group was of 90%, but under WHO goals,
in the other risk groups, it was namely 69%
in TB/HIV, 53% in MDR TB and 82% in
immigrants.

Finally, we finished our presentation ad-
dressing the strategy for MDR/XDR-TB
control in Portugal, through the creation of
the National Reference Centre for Multi-
drug-resistant Tuberculosis, in June 2007
(policy document 14-DT, General-Direc-
torate of Health). Its main objectives are to
reduce prevalence and prevent transmission
of MDR-TB, support clinicians in choosing
the therapeutic regimens, collaborate with
them in the management of adverse effects
and, if needed, in the hospitalization and
isolation of patients in the best possible
conditions.

In 2009, one of the high priorities of NTP
was the implementation of a network of re-
gional reference centres for the treatment of

MDR/XDR TB cases.
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Fernando Augusto Fiuza de Melo*
-resisténcia

A experiéncia brasileira de controlo da multidroga-

|
Brazilian experience in the management of multidrug-

resistance

Resumo

Neste artigo de revisdo, o autor faz uma revisio de
como evoluiu a abordagem da tuberculose multirresis-
tente (MDR) no Brasil, desde a introdugao da rifampi-
cina associada a isoniazida e a pirazinamida (RHZ).
Mostra que o pais foi um dos primeiros no mundo a
aplicar o esquema RHZ dentro de um sistema de tra-
tamento com um esquema de primeira linha, outro
especifico para as formas meningoencefélicas, para re-
tratamento para recidivas ou retorno com tuberculose
ativa apds abandono, e um esquema de reserva. O sis-
tema era de aplicacio nacional com garantia de forne-
cimento gratuito das drogas e autoadministrado. Avalia
a evolucio da resisténcia aos medicamentos, a emer-
géncia da resisténcia maltipla e como foi organizado o
controlo desta forma da doenca.

Palavras-chave: Tuberculose multirresistente a mul-
tiplos medicamentos (TB-MDR), tuberculose super-
resistente (TB-XDR).

Abstract

In this article the author reviews the evolution of the
approach to multidrug-resistant tuberculosis (MDR-
TB) in Brazil following the introduction of rifampicin
associated to isoniazid and pyrazinamide (RHZ). It
shows Brazil was one of the world’s first countries to
use the RHZ regimen within a treatment system, with
a first line regimen, another one specific for meningo-
encephalic forms, for re-treatment of recurrences or of
patients who returned with active tuberculosis after
abandoning treatment, and a reserve regimen. The sys-
tem was applied nationwide with guaranteed cost-free
provision of medication, and self-administered. The
author evaluates the growth of drug resistance, the
emergence of multidrug-resistance and how manage-
ment of this form of the disease has been organised.

Key-words: Multidrug-resistant tuberculosis (MDR-
TB), extensively drug-resistant tuberculosis (XDR-TB).
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A EXPERIENCIA BRASILEIRA DE CONTROLO DA MULTIDROGA-RESISTENCIA

Introducéio

Embora seja um fendmeno mundial, a tu-
berculose (TB) apresenta caracteristicas va-
ridveis de acordo com a regiio do mundo,
dependente de fatores raciais, ecoldgicos,
socioecondmicos, interrelagbes com outras
endemias, como a da VIH/SIDA, perfil de
resisténcia as drogas em uso e do desenvolvi-
mento do controlo da doenca.

Assim como a TB, também a tuberculose
multidroga-resistente (MDR-TB), que es-
pantou o mundo, apresenta um desenvolvi-
mento préprio no Brasil'23.

O sistema brasileiro

de tratamento da tuberculose

O Brasil foi o primeiro pais nao desenvolvi-
do a usar esquema de curta duragio com
participacio da rifampicina (R) associada a
hidrazida (H), além da pirazinamida (Z), ao
reorganizar em todo o pais o Programa Na-
cional de Controle da Tuberculose, do Mi-
nistério da Sadde (PNCT-MS), em 1979.
Essa mudanga estabelecida, apés um ensaio
dirigido comparando o esquema RHZ com
esquema de longa duracio (12 meses) com a
H associada a estreptomicina (S) e ao etam-
butol (E)%, estabelece, nio somente altera-
¢oes de medicamentos, mas normatiza um
sistema de tratamento.

Esse sistema (Fig. 1) conta com um esque-
ma de primeira linha, de curta duragio, o
E-1 (2RHZ/4RH), indicado para todas as
formas de TB sem tratamento anterior, me-
nos para a forma meningoencefilica, com
uso de corticosteroides na fase de ataque e
prolongando a medicagio para nove meses,
o E-2 2RHZCort/7RH). Para os recidivan-
tes ap6s cura (RC) ou reingresso apds aban-
dono com doenca ativa (RA), a indicagao

Fernando Augusto Fiuza de Melo

Introduction

Although a worldwide phenomenon, the
characteristics of tuberculosis (TB) vary in
line with the world region, depending on
racial, ecological and socioeconomic factors,
inter-relationships with other endemics,
such as HIV/AIDS, the resistance profile of
the drugs in use and the development of
management of the disease.

Similarly to TB, multidrug-resistant tuber-
culosis (MDR-TB), which has alarmed the
world, has had its own development in
Brazil'3.

The Brazilian tuberculosis
treatment system

Brazil was the first developing country to use
a short-course regimen involving rifampicin
(R) associated to isoniazid (H) and pyrazi-
namide (Z), in reorganising a nationwide Tu-
berculosis Control Programme of the Minis-
try of Health (TBCP-MH), in 1979.

After a trial comparing the RHZ regimen
with a 12-month long combination regi-
men with the association of H streptomycin
(S) and ethambutol (E)4, this change, once
instituted, established changes in medica-
tion and harmonised a treatment system.
This system (Fig. 1) includes a short-course
first line regimen, the E-1 (2RHZ/4RH),
suitable for all forms of TB without prior
treatment, except the meningoencephalic
form, using corticosteroids during the attack
stage and prolonging the medication for
nine months, the E-2 2RHZCort/7RH).
The same E-1 was prescribed for recurrences
after cure (RC), or for patients who relapsed
with active disease (RA) after abandoning
treatment, reinforced with ethambutol E

PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA
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A EXPERIENCIA BRASILEIRA DE CONTROLO DA MULTIDROGA-RESISTENCIA

Fernando Augusto Fiuza de Melo

E-1

2RHZ/4RH

E-2(m)
2RHZ*/7RH
*steroid

ABANDON

2RHZE/4RH

E-IR  E-3

F  TBMR
3SZEEt/
9EEt

P FanuRe

Fig. 1 - O sistema de tratamento da tuberculose no Brasil, 1999

Fig. 1 — Tuberculosis treatment system in Brazil, 1999

do mesmo E-1, reforcado com o etambutol
(E) na fase de ataque, o E-1R. Para os que
apresentassem faléncia com o E-1, foi pre-
visto um esquema de segunda linha, com
duracio de 12 meses, onde além da S, Z e E,
se associava a etionamida (Et), o E-3
(3SZEEv/9EEv)> (Fig. 1).

A dose média da H no pais é de 10 mg/kg/
/dia, bem maior do que a usada internacio-
nalmente. As caracteristicas operacionais
basicas do sistema eram a aplica¢io nacio-
nal, a garantia de fdrmacos, gratuita, com
R+H em um dnico comprimido e de uso
autoadministrado.

Para os fracassos com o E-3, a orientacio era
encaminhar o doente para referéncias, a fim
de avaliar drogas alternativas, se acessiveis,
ou condutas cirtrgicas, se possiveis®.

REVISTA PORTUGUESA DE

during the attack stage, the E-1R. In those
for whom the E-1 failed, there was a
12-month long second line regimen, which
associated ethionamide (Et) to S, Z and E;
the E-3 (3SZEEt/9EEv)® (Fig. 1).

The mean dosage of H used in Brazil is 10
mg/kg/day, substantially higher than that
used internationally. The system’s basic logis-
tical characteristics were: cost-free application
nationwide, guaranteed medication, R+H in
a single tablet to be self-administered.
Patients whom E-3 failed were referred to
reference units for evaluation of alternative
medication, if available, or surgical proce-
dures, if possibles.

Evolution of the system'’s
resistance and success

A reference centre cohort study evaluated the
growth of resistance in three-yearly cohorts in

the 1960s, 1970s and 1980s. It showed that
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Fig. 2 — Evolucéo da resisténcia primaria durante trés décadas: 1960, 1970 e 1980 - ICF/SP

Fig. 2 — Evolution of primary resistance over three decades: 1960's, 1970’s and 1980’s — ICF/SP

Evolucdo da resisténcia

e do rendimento do sistema

Um estudo de coortes, numa referéncia,
avaliou evolutivamente a resisténcia em co-
ortes trienais nas décadas de 1960, 1970 e
1980, mostrando que o PNCT organizado
na década de 1960 e a introducao da R na
sua reorganizagio, na década seguinte, pos-
sibilitaram uma excepcional protecio das
drogas cldssicas com significativa redugio da
resisténcia 2 H e 2 S. A redugio entre 1960
e 1970 (p=0,002) foi mais significativa que
entre 1970 e 1980 (p=0,032), sugerindo
que um bom programa protege melhor a re-
sisténcia do que a introdugio de uma droga
potente, como a R (Fig. 2)¢.

A avaliagio na rotina do rendimento do E-1
na década de 1980, excluindo as transferén-
cias e considerando as mudancas de drogas
por toxicidade nos estudos de coortes, apre-
sentou uma taxa de eficdcia/efetividade de
94,6/77,8; com taxa de abandono de 13,7%,

the TBCP organised in the 1960s and the in-
troduction of R in its reorganisation in the
1970s provided exceptional protection of the
classic drugs with significant reduction in resis-
tance to H and S. The reduction between 1960
and 1970 (p = 0.002) was more significant
than that between 1970 and 1980 (p = 0.032),
suggesting that a good programme ofters better
protection against resistance than the introduc-
tion of a potent drug such as R (Fig. 2)S.

The routine evaluation of the success of E-1
in the 1980s, excluding transfers and taking
into consideration medication changes due
to toxicity in the cohort studies, showed a
94.6/77.8 rate of efficacy. It had a 13.7%
rate of abandonment, a 1.5% rate of failure,
a 3.1% rate of change due to adverse effects
and a 3.9% mortality rate’. In the 1990s
and early 2000s (1990-2002) these rates
were 93.9, 77.1, 13.1, 1.7, 3.3 and 4.8%,
respectively®. The success rate of the reserve
E-3 was low, with a rate of efficacy ranging
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de faléncia de 1,5%, troca por efeitos adversos
de 3,1% e de mortalidade de 3,9%7. Na déca-
da de 1990 e inicio do novo milénio (1990-
-2002), estas taxas foram de 93,9, de 77,1, de
13,1,de 1,7, de 3,3 e de 4,8%, respetivamen-
te?. Quanto ao E-3 de reserva, o rendimento
foi baixo, com a taxa de eficicia/efetividade
variando entre 57,5/85,2 ¢ 66,7/84,7, respeti-
vamente’.

A piora da efetividade do sistema foi rela-
cionada com o abandono, certamente re-
sultante do regime autoadministrado e a
emergéncia da coinfec¢ao TB-VIH/SIDA,
apresentando uma tendéncia de melhoria
pela introdugao e expansio do tratamento
supervisionado e a boa qualidade do pro-
grama de controlo do VIH no pais.

A evolucao e a abordagem
resisténcia moltipla no Brasil
Com base nestes nimeros, acrescentando as
taxas de RC e RA, em 1993 estimou-se que
cerca de 4 a 5% dos notificados acabariam
por apresentar resisténcia associada a R+H ou
impossibilidade de uso destas duas drogas por
toxicidade, com indicacio do E-3. Seriam
portadores de MDR-TB, chamados entre nds
resistentes a0 E-1. Como o rendimento do
E-3 ¢ baixo, um niimero de doentes acaba por
sair do sistema sem perspetivas de tratamento
com as drogas programaticas (R, H, Z,E, S e
Et), estimado entre 0,3 e 0,4% dos notifica-
dos anuais, denominados portadores de tu-
berculose multirresistente (TBMR)?.

Para esses doentes, teoricamente sem perspecti-
vas terapéuticas com as drogas programdticas, a
orientagao das normas ministeriais no passado
era que fossem encaminhados para unidades
de referéncias sem lhes oferecer recursos e con-
di¢oes para sua aten¢o e abordagem.

REVISTA PORTUGUESA DE

from 57.5/85.2 to 66.7/84.7, respectively®.

The system’s worsening rate of efficacy was
related to abandonment, almost certainly a
result of the self-administration regimen
and the emergence of the TB-HIV/AIDS
co-infection, tending towards improvement
with the introduction and expansion of su-
pervised treatment and the good quality of
Brazil’s HIV management programme.

The progress and management
of multidrug-resistance in Brazil
Based on those numbers, to which are ad-
ded the rates of RC and RA, in 1993 it was
estimated that around 4 — 5% of those noti-
fied as having the disease presented resis-
tance associated to R+H or the impossibility
of the use of these drugs due to toxicity,
with indication for E-3. These patients had
MDR-TB, and were classified as resistant to
E-1. As E-3 has a low success rate, a number
of patients ended up leaving the system with
no prospect of treatment with the pro-
grammed drugs (R, H, Z, E, S and Ey).
These were estimated as ranging from 0.3
—0.4% of the annual number of those noti-
fied and known to carry multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB)™. For these pa-
tients, in theory with no perspectives of
treatment with the programmed drugs, ear-
lier Ministry norms referred them to refe-
rence units without offering the latter the
resources and possibilities to treat and ma-
nage them.

The first attempts at treatment were put
together by state programmes (provincial)
with bigger and better conditions. In the
later 1980s and early 1990s there were se-
veral trials of alternative regimens. All the
programmed drugs, lung resection surgery
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As primeiras tentativas de tratamento acaba-
ram sendo realizadas por programas estaduais
(provinciais), com maiores e melhores con-
dicoes. Na segunda metade dos anos de 1980
e inicio da década de 1990, surgiram diver-
sas experiéncias de esquemas alternativos.
Associava-se de uma s6 vez todas as drogas
programaticas, cirurgias de resseccao pulmo—
nares e uso de antigos firmacos nao norma-
tizados pelo PNCT, como a canamicina
(KM), o dcido para-aminossalicilico (PAS),
tiossemicarbazona (TSCZ) e outros. Foram
testadas a clofazenina (CFZ) usada no trata-
mento da hansenfase, a amicacina (AM) e,
mais recentemente, as novas quinolonas. A
efetividade dos esquemas tomava como base
a cura ou mesmo a sobrevida maior encon-
trada entre os que evolufam sem tratamento
alternativo!1213,

Em 1995, o Centro de Referéncia Profes-
sor Hélio Fraga, do MS (CRPHE/MS)/
Rio de Janeiro, organiza um protocolo na-
cional com esquema associando AM, levo-
floxacino (LFX), terizidona (TRZ), CFZ
e E (se ainda sensivel), testado em trés
centros de referéncias entre 1995 a 1997,
com taxas de eficdcia/efetividade razodveis
(n=187-56/48), quando confrontados
com estudos internacionais'4.

Em 2000, inicia no CRPHEF/MS o Progra-
ma de Vigilincia Epidemiolégica de TBMR
e em 2004 um convénio com a associa¢io
civil brasileira sem fins lucrativos, “Projeto
MSH?” (Management Sciences for Health), e
com recursos financiados pela USAID (Uni-
ted States Agency for International Develop-
ment), garante o financiamento das drogas
alternativas. Um guia de vigilincia epide-
miolégica de TBMR foi elaborado conden-
sando o conhecimento acumulado no pais,
estabelecendo normas para o diagnéstico,

Fernando Augusto Fiuza de Melo

and use of earlier drugs non-standardized
by the TBCP, such as kanamycin (KM), p-
aminosalicylic acid (PAS), thiosemicarba-
zone (TSCZ) and others were simultane-
ously contemplated. Clofazimine (CFZ)
used to treat hanseniasis, amikacin (AM)
and, more recently, the new quinolones
were tested. Cure or even the greater sur-
vival seen in those who progressed without
alternative treatment was the basis for as-
sessing the regimens’ efficacy!!13.

In 1995, the Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga do MS (CRPHF/MS)/Rio de
Janeiro organised a national protocol with a
regimen associating AM, levofloxacin
(LFX), terizidone (TRZ), CFZ and E (if
still sensitive), tested in three reference cen-
tres, from 1995 to 1997, with fair efficacy
rates (7 = 187— 56/48) in comparison with
international studies!4.

In 2000, the CRPHEF/MS initiated an
MDR-TB epidemiological surveillance pro-
gramme and, in 2004, had an agreement
with a non-profit making Brazilian civil as-
sociation “Project MSH” (Management
Sciences for Health) financed by the USAID
(United States Agency for International De-
velopment), guaranteeing the financing of
the alternative drugs. A guide to MDR-TB
epidemiological surveillance was drawn up,
summarising the country’s collected know-
ledge, establishing diagnostic, treatment,
prevention and biosafety norms, epidemio-
logical surveillance guidelines, human re-
sources training and financial support for
carrying out the programme. A nationwide
notification system specifically for MDR-
TB was instituted?.

Subsequent studies and routine review of
notifications showed much smaller numbers
than predicted, with regional variations dif-
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tratamento, preven¢do e biosseguranga,
orientagdes para a vigilincia epidemioldgi-
ca, formagao de recursos humanos e provi-
sdo de recursos materiais para execugio do
programa. Foi instituido um sistema de no-
tificagdo especifico para a TBMR, aplicado
nacionalmente?.

Estudos posteriores e revisio de notificados
na rotina acabaram por apresentar niimeros
bem menores do que os estimados, com va-
riagoes regionais diferenciadas pela situacio
s6cioecondmica, pela qualidade do progra-
ma local e por uma provével subnotificacio
devido 4 baixa oferta da cultura e testes de
sensibilidade’ (Fig. 3).

O esquema alternativo atual para os porta-
dores de TBMR usado no pais dentro desse
programa é: AM (ou S se sensivel) por 12
meses; OFX, TRZ ¢ E (se sensivel) por 18
meses e Z (se sensivel) por seis meses. Al-
guns servigos usam, ao invés da Z, o metro-
nidazol (MTZ), por 18 meses. As taxas de

cura variam entre 62 a 85%, com o abando-

ferentiated by local socioeconomic situa-
tions, the quality of the local program and
by a probable under-notification due to the
meagre amount of culture and sensitivity
tests available'® (Fig. 3).

The current alternative regimen for MDR-
TB patients used in Brazil within the pro-
gramme is AM (or S if sensitive) for 12
months; OFX, TRZ and E (if sensitive) for
18 months and Z (if sensitive) for six
months. Some Units use metronidazol
(MT?Z) instead of Z for 18 months. Cure
rates range from 62% to 85%, the rate of
abandonment from 5-7%, failure 10-15%
and the mortality rate dropped from 33%
to 11%, depending on the greater or lesser
degree of organisation and quality of treat-
ment!'>16,

The MDR-TB cases were mostly post-pri-
mary (74-80%), with the primaries around
6-8%, especially between contacts and risk
groups (conscripts, the homeless, health
care professionals and others with high ex-

399

1994 1005 1996

1997 1998 1999 2000 2001

2002 2003

2004 2005 2006

Fig. 3 — Casos de TBMR no Brasil (1994-2006) (n = 2632 casos — incidéncia anual média: 75 000 casos/ano)

Fig. 3 - MDR-TB cases in Brazil (1994-2006) (n=2632 cases, mean annual rate 75 000 cases/year)
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no entre 5 e 7%, a faléncia entre 10 ¢ 15%
e o ébito decresceu de 33 para 11%, depen-
dendo do maior ou menor grau de organiza-
¢ao e qualidade do atendimento!>16.

Os casos de TBMR sao maioritariamente pds-
-primdrios de 74 a 80%, sendo os primdrios
em torno de 6 a 8%, especialmente entre con-
tatos e grupos de risco (conscritos, sem-abrigo
e profissionais de satde e outros com alta ex-
posigio) e, 11 a 20%, indeterminados (ausén-
cia de informagoes capazes de estabelecer o
grupo). A ocorréncia de TBMR entre co-
infectados pelo VIH no pais é baixa, entre 1,6
e 3%. Nao se pode afirmar se hd uma tendén-
cia a manter esse niimero ou se deve aumentar
a ocorréncia, ou mesmo se nao existe uma
subnotificagao!>¢17. A grande maioria dos ca-
sos apresenta lesoes pulmonares bilaterais, cer-
ca de 80%, o que inviabiliza condutas cirdrgi-
cas de rotina, seja associado ao tratamento ou
higiénicas (?), para prevenir recidiva, como
propoem alguns cirurgioes no pais'®.

Casos de TB superresistentes (7B-XDR),
com resisténcia a duas drogas usuais e trés al-
ternativas, observados a partir de 2000, vém
sendo encontrados no Brasil. As baixas ofer-
tas de testes de sensibilidade, em especial para
drogas alternativas, dificultam a selecao des-
sas formas da doenga. No Instituto Clemente
Ferreira, que conta com TS automatizados e
tem convénios com servicos que avaliam a
resisténcia pelo MIC em meio liquido e lei-
tura pela técnica de Alamar-Blue, um levan-
tamento recente documentou 34 casos resis-
tentes a quinolonas, sendo 16 resistentes a
AM e 18 a S. Tratados com o esquema alter-
nativo indicado para TBMR, o resultado foi
nove curas e 25 faléncias, entre estes 17 6bi-
tos. Um dado alarmante foi o encontro de
trés casos de 7B-XDR primdrios, um indicio
de que bacilos superresistentes podem estar

Fernando Augusto Fiuza de Melo

posure) and 11-20% undetermined (lack
of information capable of establishing a
group). There is a low incidence of MDR-
TB in patients co-infected with HIV in
Brazil, between 1.6% and 3%. We cannot
state if there is a trend to maintain this
number or if it will increase, or even if
there was under-notification'>'7. The vast
majority of cases, around 80%, present bi-
lateral pulmonary lesions, which rules out
routine surgical procedures, be it associat-
ed to treatment or hygiene (?) to prevent
recurrences, as some Brazilian surgeons
propose!’s.

Cases of extensively drug-resistant tubercu-
losis (XDR-TB) with resistance to two usual
and three alternative drugs, seen after 2000,
have been observed in Brazil. The scarcity of
drug sensitivity testing, in particular to al-
ternative drugs, makes it hard to select for
these forms of disease. In the Instituto Cle-
mente Ferreira, which has automated sus-
ceptibility testing and agreements with units
which evaluate resistance using minimal in-
hibitory concentration (MIC) in liquid me-
dium and reading using the Alamar-Blue
technique, 34 quinolone-resistant cases
were recently documented with 16 resistant
to AM and 18 to S. Treatment with the al-
ternative regimen indicated for MDR-TB
resulted in nine cures and 25 failures, with
17 deaths among the latter. A cause for
alarm was finding three cases of primary
XDR-TB, indicating that super-resistant
bacilli could be in our midst and not only
occasioned by treatment errors'®20,

Note: Brazil, based on a review of the prog-
ress of primary and post-primary resistance,
decided to change the initial E-1 with asso-
ciation of E as the fourth drug in the attack
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circulando no nosso meio, e nio apenas pro-
duzidos por erros terapéuticos'®2.

Nota: O Brasil, com base em revisio da evo-
lucio da resisténcia primdria e ps-primdria,
decidiu e estd alterando o E-1 inicial com
associa¢do do E como quarta droga na fase
de ataque, com implantacio gradativa no
inicio de 2010. Foram considerados os au-
mentos da taxa de resisténcia a H da 7B-
-MDR em coinfetados TB-HIV/AIDS e da
longevidade populacional com estoque de
TB-latente selecionado nos 30 anos de uso
de R+H. Essa mudanca faz-se com o uso de
associacio dos fdrmacos na forma de com-
primidos com dose fixa combinada (4 em
1), altera também o E-3 de reserva agora
para doentes portadores de 7B-MDR e pas-
sa a considerar os que nio conseguem a cura

dentro do sistema como 7B-XDR2!.
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Sebastien Gagneux Forcas evolutivas do Mycobacterium tuberculosis
|

Evolutionary forces in Mycobacterium tuberculosis

A anilise da diversidade genética de patogé-
nios bacterianos ajuda a compreender me-
lhor a epidemiologia e a evolugio destes mi-
crébios. A compreensio da evolugio de
patogénios ¢ particularmente importante
nos dias de hoje, com a crescente resisténcia
antimicrobiana!. Porém, o estudo da diversi-
dade genética do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB) ¢ um desafio, porque a
variagao da sequéncia de ADN nestes orga-
nismos ¢ baixa® e os métodos-padrao de ge-
notipagem, como a tipagem de sequéncia
multiloco (TSML), jd bem estabelecida nou-
tras bactérias’, proporcionam pouca infor-
macio?. Além disso, deveriam usar-se dife-
rentes métodos de genotipagem quando se
investigam questoes diferentes’. A investiga-
¢ao epidemiolégica molecular cldssica da
transmissdo de doengas e a diferenciagao en-
tre recidiva e reinfecio exdgena requer mar-
cadores de genotipagem com grande forca
discriminatéria®, enquanto as andlises evolu-
tivas deveriam apoiar-se em marcadores filo-
geneticamente  robustos’.  Infelizmente,
ocorre frequentemente #rade-off entre essas

Analyzing the genetic diversity of bacterial
pathogens helps to better understand the
epidemiology and evolution of these mi-
crobes. Understanding the evolution of
pathogens is particularly important in to-
day’s era of increasing antimicrobial resis-
tance'. However, studying the genetic di-
versity of the Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) is challenging because
the DNA sequence variation in these or-
ganisms is low?, and standard genotyping
tools such as multilocus sequence typing
(MLST), which have been well established
in other bacteria®, provide little informa-
different genotyping
tools should be used when addressing dif-

tion4. Moreover,
ferent research questions®. Classical mo-
lecular epidemiological investigation of
disease transmission and differentiating
between relapse and exogenous re-infec-
tion requires genotyping markers with a
high discriminatory power®, whereas evo-
lutionary analyses should rely on phyloge-
netically robust markers’. Unfortunately,
there is often a trade-off between these

1 Division of Mycobacterial Research, MRC National Institute for Medical Research, London, UK
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propriedades nos marcadores individuais
usados na genotipagem, particularmente
quando se estudam bactérias geneticamente
monombdrficas, como CMTB#?., Com o
CMTB, a spoligotipagem e a tipagem por
MIRU-VNTR tém sido usadas com grande
sucesso para tipagem e investigagio epide-
miol6gica molecular, mas essas técnicas sao
limitadas quando se inferem relagoes filoge-
néticas entre estirpes'’. Isto deve-se ao facto
de a spoligotipagem e a tipagem por MIRU-
-VNTR dependerem de marcadores mole-
culares repetitivos que se alteram rapidamen-
te e, por consequéncia, esses marcadores tém
um elevado indice de evolugio convergen-
te'®. Em contraste, as delecoes gendmicas ou
polimorfismos de sequéncia (LSP) e os poli-
morfismos de um nucleétido tnico (SNP)
aglomeram-se de modo relativamente lento
no genoma de CMTB, podendo assim se-
rem usados para definir linhagens filogeneti-
camente robustas'!.

Jd mostrdmos que os LSP definem seis li-
nhagens de estirpes principais no CMTB
humano'?, que incluem as duas linhagens
geralmente referidas como M. africanum
Africa Ocidental 1 e 2. Mostrimos também
que estas linhagens eram correspondentes a
agrupamentos observados na tipagem de
SNP'"., No entanto, devido a limitacoes ine-
rentes a esses estudos anteriores, a real dis-
tincia genética entre linhagens e nelas pré-
prias ¢ ainda desconhecida. Para definir
mais quantitativamente a diversidade gené-
tica em CMTB, realizimos uma anilise de
sequéncias multilocos em larga escala
(MLSA) de 108 estirpes globalmente repre-
sentativas'®, que inclufram membros de
CMTB adaptado a animais, como M. bovis,
M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. Para

todas estas 108 estirpes, gerdmos a sequén-
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properties in individual markers used for
genotyping, and this is particularly true
when studying genetically monomorphic
bacteria such as MTBC?’. In MTBC, spo-
ligotyping and MIRU-VNTR typing have
been used very successfully for fine typing
and molecular epidemiological investiga-
tions, but these techniques are limited
when inferring phylogenetic relationships
between strains'®. This is because spoligo-
typing and MIRU-VNTR typing rely on
repetitive molecular markers that change
rapidly, and as a consequence these mar-
kers exhibit a high rate of convergent evo-
lution™. By contrast, genomic deletions,
also known as large sequence polymor-
phisms (LSPs), and single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) accumulate relatively
slowly in the MTBC genome and can thus
be used to define phylogenetically robust
strain lineages!''.

We have previously shown that LSPs de-
fine six main strain lineages within the
human MTBC". These include the two
lineages generally referred to as M. africa-
num West-Africa 1 and 2. We have also
shown that these lineages were congruent
with groupings found based on SNP-typ-
ing''. However, because of the inherent
limitations of those previous studies, the
actual genetic distance within and be-
tween strain lineages remained unknown.
To define more quantitatively the genetic
diversity in MTBC, we performed a large-
scale multilocus sequence analysis (MLSA)
of 108 globally representative strains'.
These included members of the animal-
adapted MTBC like M. bovis, M. microti,
M. caprae, and M. pinnipedii. For all of
these 108 strains, we generated the com-

plete DNA sequence of 89 genes, which
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cia de ADN completa de 89 genes, que
compreenderam genes de housekeeping, ge-
nes de viruléncia e genes antigénicos. Usé-
mos os genes concatenatos completos para
definir uma nova filogenia do CMTB com
base na sequéncia do ADN®. Esta é a mais
abrangente e robusta filogenia do CMTB
até a data'¥ e é também altamente congruen-
te com a nossa anterior classificacio do
CMTRB, baseada na andlise de LSP, em seis
linhagens principais'®. A natureza quantita-
tiva dos novos dados das sequéncias de ADN
proporcionou um novo discernimento. Em
particular, enquanto todas as formas de
CMTB adaptadas de animais se agrupavam,
representavam apenas um subgrupo da di-
versidade genética observada em toda a filo-
genia, sugerindo que a diversidade genética
do CMTB humano ¢ mais pronunciada do
que anteriormente se pensava'’. Além disso,
as duas linhagens M. africanum, quase ex-
clusivamente observadas na Africa Ociden-
tal, sAo as mais ancestrais. Conjuntamente
com o facto de ser a Africa o tnico conti-
nente onde se encontram as seis mais im-
portantes linhagens do CMTB humano,
estes achados apoiam a teoria de que o
CMTB ter4 sido originado em Africa'2,

Os dados do nosso novo estudo por andlise de
sequéncias multilocos permitiram-nos estudar
a histéria evolutiva do CMTB humano em
maior detalhe. Quando compardmos os dados
da diversidade genética com as distancias geo-
graficas que separam os locais de origem das
estirpes incluidas no estudo, encontrdmos cor-
relagdes estatisticamente  significativas entre
estas duas medidas®. Os presentes resultados
apoiaram um cendrio ‘Fora-de-e-de-volta-a-
-Africa’ para a evolugio do CMTB humano?.
De acordo com este cendrio, o CMTB origi-
nou-se na Africa e espalhou-se originalmente

REVISTA PORTUGUESA DE

comprised housekeeping genes, virulence
genes, and antigenic genes. We used the
complete gene concatenates to define a
new DNA sequence-based phylogeny of
MTBC®. This phylogeny is the most
comprehensive and most robust phyloge-
ny of MTBC to date'4, and is also highly
congruent with our previous LSP-based
classification of MTBC into six main li-
neages’. The quantitative nature of the
new DNA sequence data offered some
new insights. In particular, while all ani-
mal-adapted forms of MTBC clustered
together, they represented only a sub-set
of all the genetic diversity observed across
the whole phylogeny, suggesting that the
genetic diversity of human MTBC is more
pronounced than previously thought®.
Furthermore, the two M. africanum li-
neages, which are almost exclusively ob-
served in West Africa or the most ances-
tral lineages. Together with the fact that
Africa is the only continent that harbours
all six main lineages of human MTBC,
these findings support to view that MTBC
originated in Africa'?.

Our new MLSA data allowed us to study
the evolutionary history of human MTBC
in more detail. When we compared the ge-
netic diversity data to the geographic dis-
tances separating the places of origin of the
strains included in the study, we found sta-
tistically significant correlations between
these two measures'®. Our results supported
an ‘Out-of-and-back-to-Africa’ scenario for
the evolution of human MTBC". Accord-
ing to this scenario, MTBC originated in
Africa and spread originally out of Africa ac-
companying ancient human migrations
which occurred approximately 50 000 years
ago. Through these ancient migrations,
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para fora desse continente, acompanhando
antigas migragoes humanas que ocorreram hd
aproximadamente 50 000 anos. Através dessas
antigas migracoes, trés ‘modernas’ linhagens
evolutivas de CMTB espalharam-se por dreas
da Europa, da India e da China, respectiva-
mente. Essas regides passaram por grande au-
mento da populagio humana durante as dlti-
mas centenas de anos, o que levou a uma
expansio destas linhagens de CMTB. Conco-
mitantemente, estas linhagens modernas co-
mecaram a disseminar-se globalmente e re-
gressaram a Africa, através de recentes ondas
de colonizagio, comércio e conquista.

Outra observagio interessante que decorreu
da nossa andlise de sequéncias multilocos foi
que o racio SNP nao sinénimos: SNP sinéni-
mos (uma medida conhecida como dN/dS) é
muito maior no MTBC do que na maioria
das outras bactérias'®>. Um dN/dS elevado em
patogénios bacterianos tem normalmente
sido associado a ancestralidade recente'®. Por
outras palavras, ainda nio houve tempo sufi-
ciente para a purificagio da selecio eliminar
SNP nio sinénimos, a maioria dos quais ten-
dem a ser ligeiramente nocivos a competéncia
bacteriana. Porque os SNP sin6nimos se acu-
mulam ao longo do tempo sem serem elimi-
nados pela selecio natural, um elevado dN/dS
pode ser indicador de ocorréncia recente. Po-
rém, as nossas andlises apoiam a nogao de que
a razao dN/dS é elevada no CMTB porque a
purificagio da selegao deste organismo é redu-
zida, provavelmente pela consequéncia do au-
mento aleatério da deslocagao genética asso-
ciada as acumulagdes de populacoes durante a
transmissao doente a doente®. Isto sugere que
0 ‘acaso’, e nio apenas a selecao natural, tem
conduzido a evolugio do CMTB.

Em resumo, o presente trabalho de andlise de
sequéncias multilocos confirmou que a estru-
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three evolutionarily “modern” lineages of
MTBC sceded areas in Europe, India, and
China, respectively. These regions expe-
rienced strong human population increase
during the last few hundred years, leading
to an expansion of these MTBC lineages.
Concomitantly, these modern lineages star-
ted to spread globally and back to Africa,
through recent waves of colonization, trade,
and conquest.

Another interesting observation coming
out of our MLSA work was that the ratio
of nonsynonymous SNPs to synonymous
SNPs (a measure known as dN/dS) is
much higher in MTBC than in most other
bacteria’®. A high dN/dS in bacterial
pathogens has generally been associated
with recent ancestry'®. In other words,
there has not been enough time of purify-
ing selection to remove nonsynonymous
SNPs, the majority of which tend to be
slightly deleterious to bacterial fitness.
Because synonymous SNPs accumulate
over time without being removed by na-
tural selection a high dN/dS can be in-
dicative of recent emergence. However,
our analyses supported the view that the
reason dN/dS is high in MTBC is because
purifying selection in this organism is re-
duced, most likely as consequence of in-
creased random genetic drift associated
with the serial population bottlenecks
during patient-to-patient transmission'>.
This suggest that ‘chance’, and not just
natural selection has been driving the evo-
lution of MTBC.

In summary, our MLSA work confirmed
that the genetic population structure of
human MTBC consists of six main strain
lineages. Our findings also show that the
human MTBC lineages are more geneti-
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tura genética da populagio humana de
CMTB consiste em seis linhagens de estirpes
principais. Os achados mostram também que
as estirpes do CMTB humano sio mais gene-
ticamente diversas do que se pensava anterior-
mente. H4 evidéncia crescente de que a linha-
gem de CMTB pode afetar a evolugio da
tuberculose infegao e doenga'”. O presente
trabalho de sequenciacio identificou muitos
SNPs filogeneticamente informativos, o que
permitird aos investigadores classificar rapida-
mente estirpes em agrupamentos robustos' e
continuar a explorar diferengas especificas das
linhagens nos contextos experimental e clini-
co. As nossas andlises de genética de popula-
oes revelaram que a diversidade genética do
CMTB foi moldada por migra¢ées humanas
antigas e mais recentes e que a deslocagdo ge-
nética aleatéria pode ser uma importante for-
ca condutora na evolucao do CMTB. A me-
dida que os custos da sequenciagio de ADN
continuam a baixar, a sequenciagio do geno-
ma completo tem potencial para se tornar o
instrumento ‘final” para genotipagem de bac-
térias®!. A sequenciagdo gendmica comparati-
va de grandes colegoes de estirpes de CMTB
melhorard a nossa compreensio das forcas
evolutivas que moldam a diversidade genética
deste importante patogénio'®.
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Joseph O Falkinham Il Epidemiologia e ecologia de micobactérias néo
tuberculosas
|
Epidemiology and ecology of nontuberculous

mycobacteria

As micobactérias nio tuberculosas (MNT) sio
patogénios oportunistas dos humanos e animais
encontrados no meio ambiente!2, Nos Estados
Unidos, a prevaléncia de doengas por MNT
vem aumentando 8% ao ano, atingindo atual-
mente quase 35 casos por cada 100 000°. Em
Ontério, Canadd, a prevaléncia de doenga pul-
monar por MNT aumentou de 1,5 para 9,0
por 100 000 (6 vezes) no periodo 1997-20034.
A evidéncia de que o ambiente ¢ a fonte das
doengas por MNT em seres humanos foi
conseguida a partir do ADN de isolados de
MNT de doentes com SIDA, de dgua de be-
ber’ e de doentes imunocompetentes e de
isolados de MNT de terra de vasos® ou de um
chuveiro doméstico’. Os seres humanos estao
continuamente expostos a MNT, uma vez
que estes vivem e crescem normalmente nos
sistemas de distribui¢do da dgua de beber?, e
20% das amostras recolhidas em biofilmes
nas cabegas dos chuveiros domésticos nos Es-
tados Unidos tinham M. aviun?®.
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Blacksburg, Virginia 24061-0406
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Nontuberculous mycobacteria (NTM) are
opportunistic human and animal environ-
mental pathogens'?. In the United States,
the prevalence of NTM disease is increasing
by 8% per year and now stands at almost 35
cases per 100 000°. In Ontario, Canada the
prevalence of NTM pulmonary disease in-
creased from 1.5 t0 9.0 per 100 000 (6-fold
increase) over the period 1997-2003%.
Evidence that the environment was the
source of NTM disease in humans was gained
from the identity of DNA fingerprints of
NTM isolates from AIDS patients and drink-
ing water® and from immunocompetent pa-
tients and NTM isolates from potting soils®
or a home shower’. Humans are continually
exposed to nontuberculous mycobacteria
(NTM) as they are normal inhabitants and
grow in drinking water distribution systems®
and 20 % of showerhead biofilms (swab sam-
ples) collected from households in the United
States had M. avium’.
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Os fatores de risco para doengas por MNT
incluem: imunocompeténcia diminuida devi-
do a infegao por VIH, cancro, quimioterapia,
ou imunossupressao associada a transplanta-
¢do, doenca pulmonar preexistente, como
pneumoconiose, silicose e doenga do pulmao
negro, alteragdes na arquitetura normal do
tronco, alcoolismo e hdbitos tabdgicos'’. Re-
centemente, mutagoes no regulador da con-
dutincia transmembrandria na fibrose quisti-
ca (RCTFQ) e genes de a-1-antitripsina tém
sido associados ao risco aumentado de doenca
pulmonar por MNT". E preocupante o facto
de a doenga pulmonar por MNT ter aumen-
tado drasticamente entre homens e mulheres
idosos magros que, nao tendo os fatores de
risco cldssicos para doenga micobacteriana,
parecem ser substancialmente mais suscetiveis
a doengas por MNT"2. Com o envelhecimen-
to das populagoes, é expectdvel que o ndmero
de idosos com doenca pulmonar por MNT
aumente, com 0 consequente peso para os
prestadores de cuidados de satde. A terapéu-
tica recomendada para infe¢bes por MNT
inclui multiplos antibiéticos (e.g., claritromi-
cina, etambutol e rifampin) por periodos de
24 meses".

As micobactérias nao tuberculosas sobrevi-
vem, crescem e persistem em Aabitats parti-
lhados por seres humanos e animais. Sao oli-
gotréficos, podendo crescer em dgua com
mais de 50 pg de carbono organico assimild-
vel (COA/)L*. A presenca de grandes quan-
tidades de MNT em pantanos de dguas escu-
ras e dcidas’ e no solo de pinhais'® deve-se,
em parte, ao crescimento estimulado pela
matéria organica do solo raramente metabo-
lizada por outros microrganismos, nomeada-
mente 4cidos himico e fulvico”.

As micobactérias tém uma verdadeira mem-
brana externa'®, cujos dcidos micélicos de
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Risk factors for NTM disease include: re-
duced immune competence as a result of
HIV infection, cancer, chemotherapy, or
immunosuppression associated with trans-
plantation, preexisting lung disease such as
pneumoconiosis, silicosis, and black lung
disease, altered normal chest architecture,
alcoholism, and smoking'?. Recently, mu-
tations in the cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (CFTR) and
o-1-antitrypsin genes have been associated
with increased risk of NTM pulmonary
disease!!. Quite alarming is the fact that
pulmonary NTM disease has increased
dramatically amongst elderly slender men
and women, who lack the classic risk fac-
tors for mycobacterial disease, yet appear
to be substantially more susceptible to
NTM disease'?. As the human population
ages, it would be expected that the number
of elderly with NTM pulmonary disease
will increase, placing further demands on
healthcare providers. Recommended the-
rapy for NTM infections include multiple
antibiotics (e.g., clarithromycin, ethambu-
tol, and rifampin) for periods as long as 24
months!3,

NTM survive, grow, and persist in a num-
ber of habitats that are shared with humans
and animals. NTM are oligotrophs; able to
grow in water containing greater than 50
pg assimilable organic carbon (AOC/)L™.
The presence of high numbers of NTM in
coastal acidic, brown water swamps'> and
pine forest soils'® is due, in part, to the
growth stimulation by soil organic matter
material rarely metabolized by other mi-
croorganisms; namely humic and fulvic
acids!’.

Mycobacteria have a true outer mem-
brane'®, whose long chain mycolic acids
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cadeia longa contribuem para a hidrofobici-
dade, impermeabilidade e crescimento lento
das células de MNT™. A hidrofobicidade da
superficie das células de MNT é a mais eleva-
da de todas as bactérias e é uma importante
determinante da fagocitose dos macréfagos®.
Embora a parede hidrofébica reduza o indice
de transferéncia de nutrientes hidrofilicos,
contribui para a resisténcia a desinfetantes
(e.g., cloro e biécidos) e a antibidticos?!22.

As MNT penetram nos sistemas de trata-
mento de dguas aderentes a particulas, sobre-
vivem a desinfecio e crescem em biofilmes na
auséncia de competidores mortos pela disin-
fecao®. A formagao de biofilme também au-
menta a resisténcia das MNT a desinfetan-
tes” e a antibidticos®. A hidrofobicidade
também promove a aerossolizagio de mico-
bactérias da dgua para o ar em ambientes
como chuveiros e banheiras domésticos e nas
profissoes onde se manuseiam aeross6is®.

Bibliografia/Bibliography

1. Wallace RJ, Brown BA, Griffith DE. Nosocomial
outbreaks pseudo-outbreaks caused by nontuberculous
mycobacteria. Annu Rev Microbiol 1998; 52;453-490.
2. Falkinham JO III. Surrounded by mycobacteria: non-
tuberculous mycobacteria in the human environment. J
Appl Microbiol 2009; 107;356-367.

3. Iseman MD, Marras TK. The importance of nontu-
berculous mycobacterial lung disease. Am J Respir Crit
Care Med 2008; 178:999-1000.

4. Marras TK, et al. Isolation prevalence of pulmonary
non-tuberculous mycobacteria in Ontario, 1997-2003.
Thorax 2007; 62;661-666.

5. von Reyn CEF, ez al. Persistent colonisation of potable
water as a source of Mycobacterium avium infection in
AIDS. Lancet 1994;343;1137-1141.

6. De Groote MA, et al. Relationships between Myco-
bacterium isolates from patients with pulmonary myco-
bacterial infection and potting soils. 2006; Appl Envi-
ron Microbiol 2006;72;7602-7606.

REVISTA PORTUGUESA DE

contribute to the hydrophobicity, imper-
meability, and slow growth of NTM cells®.
The surface hydrophobicity of NTM cells
is the highest amongst bacteria and is a
major determinant of phagocytosis by
macrophages?. Although the hydrophobic
wall reduces the rate of transfer of hydro-
philic nutrients, it contributes to disinfec-
tant- (e.g., chlorine and biocides) and anti-
biotic-resistance?!-2.

NTM enter a water treatment system on
particulates, survive disinfection, and
grow in biofilms in the absence of com-
petitors killed by disinfection®. Biofilm
formation also increases NTM resistance
to disinfectants?® and antibiotics?*. Hydro-
phobicity also promotes the aerosolization
of mycobacteria from water to air in envi-
ronments such as showers and hot tubs in
the home and occupations where aerosols
are generated?®.

7. Falkinham JO IIL, et al. Mycobacterium avium in a
shower linked to pulmonary disease. ] Water Health
2008; 6;209-213.

8. Falkinham JO III, Norton CD, LeChevallier MW.
Factors influencing numbers of Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellulare, and other Mycobacteria
in drinking water distribution systems. Appl Environ
Microbiol 2001; 67;1225-1231.

9. Feazel LM, et al. Opportunistic pathogens enriched
in showerhead biofilms. Proc Natl Acad Sci USA
2009;106516393-16399.

10. Marras TK, Daley CL. Epidemiology of human pul-
monary infection with nontuberculous mycobacteria.
Clin Chest Med 2002; 23;553-567.

11. Kim JS, et al. Nontuberculous mycobacterial infec-
tion: CT scan findings, genotype, and treatment res-
ponsiveness. Chest 2005; 128;3863-3869.

12. Kennedy TP, Weber DJ. Nontuberculous mycobac-
teria — an underappreciated cause of geriatric lung di-

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010

PNEUMOLOGIA

S29



S 30

REVISTA

EPIDEMIOLOGIA E ECOLOGIA DE MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS (MNT)

sease. Am Rev Respir Crit Care Med 1994;149;1654-
-1658.

13. Griffith DE, ez al. An official ATS/IDSA statement:
Diagnosis, treatment, and prevention of nontubercu-
lous mycobacterial diseases. Am J Respir Crit Care Med
2007; 175;367-416.

14. Norton CD, LeChevallier MW, Falkinham JO TII.
Survival of Mycobacterium avium in a model distribu-
tion system. Water Res 2005; 38;1457-1466.

15. Kirschner RA Jr, Parker BC, Falkinham JO III. Epi-
demiology of infection by nontuberculous mycobacteria.
Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare, and
Mycobacterium scrofulacenm in acid, brown-water swamps
of the southeastern United States and their association
with environmental variables. Am Rev Respir Dis 1992;
145;271-275.

16. livanainen EK, et a/. Mycobacteria in boreal coniferous
forest soils. FEMS Microbiol Ecol 1997;23;325-332.

17. Kirschner RA, Parker BC, Falkinham JO III. Hu-
mic and fulvic acids stimulate the growth of Mycobacte-
rium avium. FEMS Microbiol Ecol 1995; 30;327-332.
18. Hoffmann C, et al. Disclosure of the mycobacterial
outer membrane: Cryo-electron tomography and vitre-

ous sections reveal the lipid bilayer structure. Proc Natl

Acad Sci USA 2008; 105;3963-3967.

Joseph O Falkinham Il

19. Brennan PJ, Nikaido H. The envelope of mycobac-
teria. Annu Rev Biochem 1995; 64;29-63.

20. van Oss CJ, Gillman CE Neumann AW. Phagocytic
engulfment and cell adhesiveness. 1975; Marcel Dekker,
New York.

21. Rastogi N, er al. Multiple drug resistance in Myco-
bacterium avium — Is the wall architecture responsible
for the exclusion of antimicrobial agents. Antimicrob
Agents Chemother 1981; 20;666-677.

22. Taylor R, et al. Chlorine, chloramine, chlorine diox-
ide, and ozone susceptibility of Mycobacterium avium.
Appl Environ Microbiol 2000; 66;1702-1705.

23. Steed KA Falkinham JO III. Effect of growth in bio-
films on chlorine susceptibility of Mycobacterium avium
and Mycobacterium intracellulare. Appl Environ Micro-
biol 2006; 72;4007-4011.

24. Falkinham, JO III. Growth in catheter biofilms and
antibiotic resistance of Mycobacterium avium. ] Med
Microbiol 2007; 56;250-254.

25. Parker BC, George KL, Falkinham JO I1I. Epidemio-
logy of infection by nontuberculous mycobacteria. IV.
Preferential acrosolization of Mycobacterium intracellu-
lare from natural waters. Am Rev Respir Dis 1984;
123;652-656.

PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010



O uso da analise de libertacdo de gama interferdo como
auxiliar no controlo da tuberculose
e

Jean-Pierre Zellweger!

The use of interferon gamma release assays as an aid in
the control of tuberculosis

As andlises de liberta¢iao de gama interferao
(IGRA) sao testes in vitro que detetam a
presenga de infegao por tuberculose latente
(ITBL) em pessoas assintomdticas que po-
dem ter sido infetadas por Mycobacterium
tuberculosis num passado recente ou remoto
e que podem beneficiar dum tratamento
preventivo para diminuir o risco de reativa-
¢ao posterior da tuberculose!-2.

A investigacio dos contactos é a busca de casos
secunddrios de tuberculose entre os contactos
dum caso primdrio, e a busca de contactos com
uma infe¢io latente de tuberculose que possam
beneficiar dum tratamento preventivo de
modo a evitar a futura progressao para a doen-
caativa. Esta é a segunda prioridade no contro-
lo da tuberculose, depois da detegao e trata-
mento dos casos ativos. Se feito de modo
sistemdtico, e em paises com entidades bem
organizadas no controlo da TB, esta atividade
pode ser eficaz em termos de custo.

A deteciao de casos secunddrios assenta essen-
cialmente nos exames clinico, radiolégico e
bacteriolégico dos contactos com queixas. A

TSwiss Lung Association, Berne, Switzerland
e-mail: zellwegerjp@swissonline.ch
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Interferon Gamma Release Assays (IGRAs)
are in vitro tests detecting the presence of
latent tuberculosis infection (LTBI) in as-
ymptomatic persons who may have been
infected by Mycobacterium tuberculosis in a
recent or remote past and who may benefit
from a preventive treatment to decrease the
risk of later reactivation of tuberculosis® .
Contact investigation is the search for se-
condary cases of tuberculosis among the
contacts of a primary (index) case and the
search for contacts with a latent tuberculosis
infection who may benefit from a preven-
tive treatment in order to avoid the future
progression to active disease. This is the se-
cond priority for the control of tuberculosis,
after the detection and treatment of active
cases. If conducted in a systematic way and
in countries with a well-organized TB ma-
nagement team, this activity may be very
cost-effective.

The detection of secondary cases relies
mainly on the clinical, radiological and bac-
teriological examination of contacts with
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detecio de contactos com infegao latente de
tuberculose, por defini¢io assintomadtica,
apoia-se no uso de testes indiretos capazes de
detetar a sensibilizacdo anterior de linfécitos
T por antigénios micobacterianos. O tradi-
cional teste cutineo de tuberculina (TCT),
com que se faz a maioria dos estudos epide-
miolégicos, enferma de graves deficiéncias,
entre as quais a baixa especificidade. As novas
andlises de libertagio de gama interferao,
com a sua alta especificidade, s2o muito mais
promissoras e permitem uma melhor selecao
dos contactos que podem beneficiar duma
terapéutica preventiva, evitando a prescrigio
dum tratamento desnecessdrio para contac-
tos nio infetados que podem ter um TCT
falso positivo, devido, por exemplo, a0 BCG,
ao efeito booster ou 2 sensibilizacio com mi-
cobactérias nao tuberculosas’.

Basicamente, os testes IGRA assentam no
mesmo fenémeno imunoldgico dos testes
cutaneos de tuberculina, mas duma maneira
muito mais especifica, porque os testes nio
sdo influenciados por uma anterior vacina-
¢ao com BGC ou por uma infe¢ao com a
maioria das micobactérias nao tuberculosas
presentes no ambiente. Assim, as indicacoes
e o uso de testes IGRA sio fundamental-
mente as mesmas dos testes cutaneos de tu-
berculina*:

1. Detecio de ITBL em pessoas em con-
tacto com um caso primdrio de tuber-
culose;

2. Detegao de ITBL em pessoas com alto
risco de tuberculose, se infetadas (doen-
tes imunossuprimidos, doentes a rece-
ber ou programados para receber terapia
imunossupressora, criangas);

3. Vigilancia de trabalhadores dos servicos
de satide expostos (uma vez que o teste

NO CONTROLO DA TUBERCULOSE
Jean-Pierre Zellweger

complaints. The detection of contacts with
a latent tuberculosis infection, by definition
asymptomatic, relies on the use of indirect
tests able to detect the prior sensitization of
T lymphocytes by mycobacterial antigens.
The time-honoured tuberculin skin test
(TST), with which most of the epidemio-
logical studies are performed, suffers from
severe deficiencies, among which a low
specificity. The new Interferon-Gamma Re-
lease Assays, with their high specificity, are
much more promizing and allow a better
targeting of the contacts who may benefit
from a preventive therapy, avoiding the
prescription of an unnecessary treatment to
uninfected contacts who may have a false-
positive TST, for instance due to BCG,
booster effect or sensitization with non-tu-
berculous mycobacteria’.

Basically, the IGRA tests rely on the same
immunological phenomenon as the tuber-
culin skin tests, but they do it in a much
more specific way, because the tests are not
influenced by a prior vaccination with BGC
or by an infection with most of the non-tu-
berculous mycobacteria present in the envi-
ronment. Therefore, the indications and the
use of the IGRA tests are fundamentally the
same as for the tuberculin skin tests*:

1. Detection of LTBI in persons in contact
with an index case of tuberculosis;

2. Detection of LTBI in persons with a
high risk of tuberculosis, if infected
(immunosuppressed patients, patients
receiveing or due to receive immuno-
suppressive therapy, small children);

3. Surveillance of exposed health care
workers (as the test can be repeated
without risk of inducing a booster ef-

fect);
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pode ser repetido sem risco de indug¢io
do efeito booster);

4. Auxiliar no diagndstico de tuberculose
em casos em que o exame bacteriol4gi-
co nio ¢ viavel ou fidvel (TB extra-
pulmonar grave, TB em criancas).

O nivel de resposta ao IGRA ¢ proporcional
a intensidade da exposigao a tuberculose e
pode mudar sob tratamento preventivo ou
curativo, possivelmente indicando que o nd-
mero de micobactérias vivas também dimi-
nuiu. Assim, é possivel que a alteragio no
nivel de IGRA reflita o efeito do tratamento,
mas infelizmente, até agora, nao foi possivel
provar que a diminuicio do nivel esteja clara-
mente relacionada com a erradicagio de mi-
cobactérias e possa ser usada para documen-
tar a cura’. Além disso, ndo estd provado que
um teste positivo evidencie sempre a persis-
téncia de micobactérias vivas. E possivel que
o teste detete apenas uma resposta imune a
um anterior contacto com micobactérias que,
entretanto, tenham desaparecido®

Os testes IGRA podem contribuir para o
diagnéstico de casos dificeis de TB. Na
tuberculose pulmonar com um esfregaco
negativo, e na tuberculose extrapulmonar
pode ser muito dificil obter evidéncia bac-
teriolégica da presenca de micobactérias.
A libertagao de gama interferao de linfé-
citos isolados a partir de 6rgaos potencial-
mente envolvidos em casos suspeitos de
tuberculose (lavagem broncoalveolar na
tuberculose pulmonar com um esfregaco
negativo, liquido cerebrospinal na menin-
gite tuberculosa, liquido peritoneal na tu-
berculose abdominal) pode ser medida e
estd elevada em casos com um diagndstico
final de tuberculose. Nesses casos, a deter-
mina¢do do nivel de libertacio de gama

REVISTA PORTUGUESA DE

4. Aid to the diagnosis of tuberculosis in
cases where a bacteriological examina-
tion is not feasible or not reliable (severe

extrapulmonary TB, TB in children).

The level of IGRA response is proportional
with the intensity of exposure to tuberculo-
sis, and may change under preventive or cu-
rative treatment, possibly indicating that
the number of living mycobacteria has also
decreased. It is therefore possible that the
change in the level of IGRA reflects the ef-
fect of treatment, but there is unfortunately
up to now no solid proof that a decrease in
the level is clearly correlated with the eradi-
cation of mycobacteria and could be used as
a documentation of cure’. Furthermore,
there is no proof that a positive test result
always documents the persistence of living
mycobacteria. It may be that the test only
detects a lasting immune response to a prior
contact with mycobacteria that have disap-
peared in between ©

IGRAs may contribute to the diagnosis
of difficult TB cases. In smear-negative
pulmonary tuberculosis and in extrapul-
monary tuberculosis, it may be very dif-
ficult to obtain the bacteriological docu-
mentation of the presence of mycobacteria.
The release of interferon-gamma from
lymphocytes isolated from the organs po-
tentially involved in cases of suspect tu-
berculosis (BAL in smear-negative pul-
monary tuberculosis, CSF in tuberculous
meningitis, peritoneal fluid in abdominal
tuberculosis) can be measured and is ele-
vated in cases with a final diagnosis of
tuberculosis. In such cases, the determi-
nation of the level of Interferon-Gamma
release can be used as an aid to the diag-
nosis of tuberculosis’.
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interferao pode ajudar no diagnéstico da
tuberculose’.

Os testes IGRA podem indicar o futuro de-
senvolvimento da doen¢a. Nem todas as pes-
soas em contacto com um caso de tuberculo-
se sao infetadas e nem todos os contactos
infetados virao a desenvolver tuberculose.
Estima-se o risco de reativacio da tuberculo-
se como sendo de 10% para contactos com
um TCT positivo. Estudos recentes demons-
traram que o risco de futura reativagio ¢é
maior em contactos com um IGRA positivo
do que em contactos negativos, independen-
temente do resultado do TCT?®. Por isso, um
IGRA positivo pode ter maior valor preditivo
para risco de reativagio futura do que o TCT.
Como a propor¢io de contactos com um
IGRA positivo é menor do que a dos contac-
tos com um teste cutineo de tuberculina po-
sitivo, o ndmero de contactos considerados
infetados e que podem beneficiar de um tra-
tamento preventivo é menor se os testes
IGRA forem usados como defini¢ao. A utili-
zacio de testes [GRA na detecao de contactos
infetados e na selecao de contactos que neces-
sitam de tratamento preventivo tem, assim,
um efeito moderador’.

Apesar da sua superioridade, os testes IGRA
ndo sio totalmente isentos de problemas na
pratica e a sua melhor utilizagio ainda vem sen-
do debatida. A variabilidade inter e intra-
observador é baixa, mas o nivel de resposta pode
variar se o teste for repetido, verificando-se con-
versoes e reversoes espontineas na auséncia de
exposicio ou de tratamento'*'2. Observam-se
ainda mais alteracdes nos casos com respostas
borderline. Assim, tém sido propostos aumentos
no cut-off da positividade e na definicao da con-
versao na repeti¢io dos testes'?.

Algumas linhas de orienta¢io recomendam
0 seu uso apenas para confirmagio dum

NO CONTROLO DA TUBERCULOSE
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IGRAs may predict the future development
of TB disease. Not all cases in contact with
a case of tuberculosis will be infected and
not all infected contacts will develop tuber-
culosis. The risk of reactivation of tubercu-
losis is estimated to be 10% for contacts
with a positive tuberculin skin test. Recent
studies have demonstrated that the risk of
future reactivation is higher in contacts
with a positive IGRA test than in negative
contacts, independently from the result of
the tuberculin skin test®. Therefore, a posi-
tive IGRA test result may have a higher
predictive value for the risk of future reacti-
vation than the tuberculin skin test. As the
proportion of contacts with a positive
IGRA test is lower than the proportion of
contacts with a positive tuberculin skin test,
the number of contacts considered as in-
fected and who may benefit from a preven-
tive treatment is lower if IGRA are used as
a definition. Using IGRA for the detection
of infected contacts and selection of con-
tacts in need of a preventive treatment has
therefore a sparing effect’.

In spite of their superiority, the IGRAs are
not totally devoid of problems in practice
and the best use of them is still a matter of
debate. The intra-observer and inter-ob-
server variability are low, but the level of re-
sponse may vary if the test is repeated and
there are spontaneous conversions and re-
versions in the absence of exposure or treat-
ment'%'2. More of the changes are observed
for cases with borderline responses. There-
fore, proposals have been made for an in-
crease in the cut-off for positivity and for
the definition of conversion in repeated
testing'?.

Some Guidelines recommend their use only
for the confirmation of positive TST among
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TCT positivo entre contactos (o chamado
teste de dois passos), enquanto outras reco-
mendam a substituicio do TCT de rotina
por IGRA. Fazer um s6 teste ¢ mais ficil e
evita a possivel influéncia de um TCT ante-

rior na resposta do IGRA.

Bibliografia/Bibliography

1. Menzies D, Pai M, Comstock G. Meta-analysis: new
tests for the diagnosis of latent tuberculosis infection:
areas of uncertainty and recommendations for research.
Ann Intern Med 2007; 146(5):340-354.

2. Pai M, Zwerling A, Menzies D. Systematic review:
T-cell-based assays for the diagnosis of latent tuberculo-
sis infection: an update. Ann Intern Med 2008;
149(3):177-184.

3. Diel R, Loddenkemper R, Meywald-Walter K,
Gottschalk R, Nienhaus A. Comparative performance
of tuberculin skin test, QuantiFERON-TB-Gold in
tube assay, and T-Spot. TB test in contact investigations
for tuberculosis. Chest 2009; 135(4):1010-1018.

4. Zellweger JP. Latent tuberculosis: which test in which
situation? Swiss Med Wkly 2008; 138(3-4):31-37.

5. Pai M, Menzies D. Interferon-gamma release assays:
what is their role in the diagnosis of active tuberculosis?
Clin Infect Dis 2007; 44(1):74-77.

6. Mack U, Migliori GB, Sester M, ez al. LTBI: latent
tuberculosis infection or lasting immune responses to
M. tuberculosis? A TBNET consensus statement. Eur
Respir J 2009; 33(5):956-973.

7. Jafari C, Ernst M, Strassburg A, et al. Local immuno-
diagnosis of pulmonary tuberculosis by enzyme-linked
immunospot. Eur Respir ] 2008; 31(2):261-265.

REVISTA PORTUGUESA DE

contacts (the so-called two-step testing pro-
cedure) whereas others recommend the rou-
tine replacement of the TST by IGRAs. Per-
forming only one test is easier, and avoids a
possible influence of a prior TST on the
IGRA response.

8. Diel R, Loddenkemper R, Meywald-Walter K, Nie-
mann S, Nienhaus A. Predictive value of a whole-blood
IFN-{gamma} assay for the development of active TB
disease. Am ] Respir Crit Care Med 2008; 177:1164-
-1170.

9. Diel R, Nienhaus A, Lange C, Schaberg T. Cost opti-
mization of screening for latent tuberculosis in close
contacts. Eur Respir ] 2006; 28:35-44.

10. Pai M, Joshi R, Dogra S, ez al. T-cell assay conver-
sions and reversions among household contacts of tu-
berculosis patients in rural India. Int ] Tuberc Lung Dis
2009; 13(1):84-92.

11. van Zyl-Smit RN, Pai M, Peprah K, ez a/. Within-
-subject variability and boosting of T-cell interferon-
-gamma responses after tuberculin skin testing. Am J
Respir Crit Care Med 2009; 180(1):49-58.

12. Detjen AK, Loebenberg L, Grewal HM et al. Short-
-term reproducibility of a commercial interferon-gamma
release assay. Clin Vaccine Immunol 2009; 16:1170-
-1175

13. Pai M, Dendukuri N, Wang L, Joshi R, Kalantri S,
Rieder HL. Improving the estimation of tuberculosis
infection prevalence using T-cell-based assay and mix-
ture models. Int J Tuberc Lung Dis 2008;12(8):895-
-902.

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010

PNEUMOLOGIA

S35






Lee W Riley!

Regulacdo da composicéo lipidica da parede celular do

Mycobacterium tuberculosis e 0 seu efeito na persisténcia
bacteriana in vitro
|
Regulation of Mycobacterium tuberculosis cell wall lipid

composition and its effects on in vitro bacterial

persistence

Introducéio

A marca da infe¢io humana por Mycobacte-
rium tuberculosis é a sua capacidade de per-
manecer latente durante vdrios anos, com
posterior reativagao para doenca ativa (tu-
berculose). Pouco se sabe sobre como este
organismo permanece em laténcia e o que
desencadeia a sua reativagio. Frequente-
mente atribui-se aos lipidos do M. tubercu-
losis um papel na patogénese, porque grande
parte do genoma do M. tuberculosis é dedi-
cado a biossintese e a degradacio dos lipi-
dos'. S6 no metabolismo dos dcidos gordos
quase 250 genes estio envolvidos, compara-
tivamente com apenas cerca de 50 em orga-
nismos como a Escherichia coli. Mais de
50% do peso seco da parede celular do M.
tuberculosis é composto por lipidos'~ e, além
disso, o organismo utiliza os lipidos como
fonte de energia durante a sua persisténcia
num mamifero hospedeiro?. Esta despro-
porcionada atengio dispensada ao metabo-
lismo lipidico é muito provavelmente uma
estratégia adotada por este organismo como

1 MD, School of Public Health, University of California, Berkeley
e-mail: lwriley@berkeley.edu
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Introduction

The hallmark of human infection by Mjy-
cobacterium tuberculosis is its ability to re-
main latent for many years, only to reacti-
vate to cause active disease (tuberculosis).
Very little is known about how this orga-
nism remains latent and what triggers it to
reactivate. Much attention is often paid to
the lipids of M. ruberculosis as playing a
role in pathogenesis. This is because a large
proportionof the genome of M. tuberculo-
sis is dedicated to the biosynthesis and
degradation of lipids'. Nearly 250 genes
are involved in metabolism of fatty acids
alone, compared to only about 50 in or-
ganisms such as Escherichia coli. More than
50% of the dry weight of the cell wall of
M. tuberculosis is composed of lipids'?,
and furthermore, the organism utilizes
lipids as energy source during its persis-
tence in a mammalian host®. This dispro-
portionate attention paid to lipid metabo-
lism is very likely a major strategy this
organism has adopted to defend against
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defesa contra o ambiente hostil do seu ni-
cho natural — os granulomas humanos.

Os é4cidos micdlicos sao componentes lipidi-
cos importantes e os mais abundantes 4cidos
gordos na parede celular do M. tuberculosis>®.
O envelope celular do M. tuberculosis contém
trés classes de micolatos — 4cidos alfa, ceto e
metoximicolicos®. Os micolatos estdo nor-
malmente ligados & camada arabinogalactana
e ao carboidrato de trealose®’. As alteragoes
estruturais dos dcidos micdlicos afetam a viru-
léncia do M. tuberculosis. A auséncia de dcido
micélico oxigenado estd associada a alteragio
do M. tuberculosis num modelo de rato®. A
cisciclopropanagio de dcidos micdlicos me-
diados por ciclopropano sintetase é necessdria
a formacio do fator corda e a viruléncia em
ratos®'?. Por outro lado, a transciclopropana-
¢ao de dcidos micélicos oxigenados ¢ impor-
tante para a viruléncia na diregao oposta. Um
mutante do M. tuberculosis sem anéis transci-
clopropanos nestes 4cidos micélicos é hipervi-
rulenta no modelo de rato'.

O conjunto destas observagoes sugere um
papel importante dos lipidos e, em particu-
lar, dos dcidos micélicos, na modificacio da
resposta imune do hospedeiro e no poste-
rior resultado clinico. Os autores vém estu-
dando a regulacio dos lipidos do M. ruber-
culosis, com particular aten¢do a um
conjunto de operdes que parecem servir
como sistemas transportadores de lipidos na
parede celular — mce operoes.

Papel dos mce operdes na
modificacdo da estrutura da
parede celular

O Mycobacterium tuberculosis contém qua-
tro copias homoélogas de um operdo desig-
nado mcel-4'. J& demonstrdmos que o M.

Lee W Riley

the hostile environment of its natural
niche — the human granulomas.

Mycolic acids are the major lipid consti-
tutent and the most abundant fatty acid
found in the cell wall of M. tuberculosis>®.
The M. tuberculosis cell envelope contains 3
classes of mycolates-alpha, keto- and me-
thoxy-mycolic acid®. Mycolates are normally
attached to the arabinogalactan layer and
carbohydrate trehalose®”. Structural altera-
tions of mycolic acids affect the virulence
property of M. tuberculosis. Absence of oxy-
genated mycolic acid is associated with at-
tenuation of M. rtuberculosis in a mouse
model®. Cis-cyclopropanation of mycolic
acids mediated by cyclopropane synthase is
needed for cord formation as well as for
virulence in mice*!°. On the other hand,
transcyclopropanation of oxygenated my-
colic acids is important for virulence in the
opposite direction. An M. tuberculosis mu-
tant lacking transcyclopropane rings in
these mycolic acids is hypervirulent in the
mouse model'’.

Taken together, these observations suggest
an important role for lipids, and in particu-
lar, mycolic acids, in modifying host im-
mune response and the subsequent clinical
outcome. We have been studying the regu-
lation of M. tuberculosis lipids focusing on a
set of operons that appear to serve as lipid
transporter systems in the cell wall — mce
operons.

Role of the mce operons in cell
wall structural modification

M. tuberculosis contains 4 homologous co-
pies of an operon designated mcel-4'. We
showed that M. ruberculosis disrupted in the
mcel operon is hypervirulent in mice'?. The
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tuberculosis danificado no operao mcel é hi-
pervirulento em ratos'?. O mutante nio
provoca uma forte resposta imune do tipo
Thl e causa migragio aberrante de células
pré-inflamatérias, resultando em granulo-
mas mal organizados nos pulmées dos ra-
tos'2. A falta de resposta imune do tipo Th1
adequada e de formacio granulomatosa or-
ganizada impede o controlo da proliferacio
bacteriana no rato, o que leva & morte pre-
matura neste animal. Esta observacio foi
obtida em ratos BALB/c e C57BL/6 imu-
nocompetentes, exibindo ambos resposta
diferencial tipo Th1 a infecio por M. ruber-
culosis do tipo selvagem!?13,

O mcel operao é regulado negativamente
no meio intracelular por mcelR, localizado
imediatamente acima'#. O mcelR pertence &
subfamilia FadR de reguladores transcricio-
nais GntR"4. Um mutante do gene mcelR
também ¢ hipervirulento em ratos, mas pela
razao oposta, pois causa uma resposta imu-
nopatolégica acelerada, com rapida progres-
s20 para a morte do animal apds macica for-
magdo granulomatosa nos pulmoes'’®. A
morte do animal deve-se, nio a proliferacio
bacteriana, mas a resposta hiperpré-
-inflamatéria. Descobrimos, assim, que a
auséncia de expressao do operio mcel (como
com o operdo mcel mutante) estd associada
aos granulomas mal organizados e migracio
aberrante de células pré-inflamatérias, en-
quanto a sua expressao constitutiva (como
com o mutante 7celR) causa macica forma-
¢ao granulomatosa nos pulmées dos ratos.
Ambos os efeitos resultam em consequén-
cias clinicas adversas nestes animais, pelo
que achdmos que o mcel operio serve para
regular homeostaticamente a resposta imu-
ne do hospedeiro para manter as estruturas
granulomatosas que permitem, nao sé a so-
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mutant cannot elicit a strong Th1-type im-
mune response and causes aberrant migra-
tion of pro-inflammatory cells, resulting in
poorly organized granulomas in the mouse
lungs'2. The lack of adequate Th-1 type res-
ponse and organized granuloma formation
precludes control of bacterial proliferation
in mice, which leads to early death in this
animal. This observation was made in im-
munocompetent BALB/c as well as in
C57BL/6 mice, both of which exhibit dif-
ferential Th1 type response to wild type M.
tuberculosis infection'>3.

The mcel operon is negatively regulated
intracellularly by mcelR, located imme-
diately upstream'. McelR belongs to the
FadR subfamily of GntR transcriptional
regulators’!4. A mutant disrupted in mcelR
gene is also hypervirulent in mice but for
an opposite reason. It causes accelerated
immunopathologic response with rapid
progression to death of the animal follow-
ing massive granuloma formation in their
lungs®. The animal dies, not from bacte-
rial proliferation but from the hyper-proin-
flammatory response. Therefore, we dis-
covered that the absence of the mce! operon
expression (as with the mcel operon mu-
tant) is associated with poorly organized
granulomas and aberrant pro-inflammato-
ry cell migration, while its constitutive ex-
pression (as with the mcel R mutant) causes
massive granuloma formation in mouse
lungs. Both of these outcomes result in ad-
verse clinical outcomes in mice. We there-
fore reasoned that the mcel operon serves
to homeostatically regulate the host im-
mune response to maintain granuloma
structures that allow not only the host to
survive but also for M. ruberculosis to re-
main persistent.
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brevivéncia do hospedeiro, mas também a
persisténcia do M. tuberculosis.

A anélise filogenémica dos operées mce do M.
tuberculosis mostrou que operdes relacionados
se encontram entre a maioria dos membros de
Actinomycetales e que estes codificam uma fa-
milia de transportadores ABC de captagao de
lipidos'®. Um dos produtos do operao mcel é
o FadD5, semelhante na sequéncia (43%) em
E. coli da acil-CoA sintetase FadDV. Além
disso, a proteina McelR do M. tuberculosis ¢
33% idéntica a proteina repressora transcri-
cional FadR encontrada em E. coli, que se liga
a acyl CoA-gorda e induz a expressao dos ge-
nes envolvidos na degradagio e transporte dos
4cidos gordos'®.

O M. tuberculosis danificado em fadD5 é ate-
nuado em ratos e tem crescimento reduzido
in vitro em meio minimo, com acido micdli-
co como Unica fonte de carbono!®. Assim,
FadD5 pode servir para reciclar dcidos mic6-
licos que possam ser libertados na morte do
M. tuberculosis durante o desenvolvimento
natural da infecao. Este mecanismo de reci-
clagem pode contribuir para a sobrevivéncia
alongo prazo da populacio viva de M. tuber-
culosis num ambiente granulomatoso. Deste
modo, o operdo mcel pode incluir um siste-
ma de importagao de dcidos micélicos.
Curiosamente, outro grupo propds que o
operao mce4 pode ser um sistema de impor-
tacao de colesterol®. Atualmente, a fungao
dos operdes mce2 e mce3 como transporta-
dores de lipidos ainda nao estd estabelecida.
No entanto, estas observagoes sugerem que,
durante diferentes estddios da infecio, o M.
tuberculosis utiliza uma variedade de fontes de
carbono para a sua sobrevivéncia a longo pra-
z0, utilizando virios sistemas distintos de assi-
milagio de lipidos. Estas fontes de carbono
podem tornar-se diferencialmente disponiveis

Lee W Riley

A phylogenomic analysis of the M. mubercu-
losis mce operons showed that related ope-
rons are found among most members of
Actinomycetales and that they encode a fam-
ily of ABC lipid uptake transporters'®. One
of the gene products of the mcel operon is
FadD5, which is similar in sequence (43%)
to the E. coli fatty-acyl-CoA synthetase
FadDVY. In addition, the M. tuberculosis Mc-
elR protein is 33% identical to the FadR
transcriptional repressor protein found in £.
coli, which binds fatty-acyl CoA and indu-
ces the expression of genes involved in fatty
acid degradation and transport!s.

M. tuberculosis disrupted in fadD5 is atte-
nuated in mice and diminished in growth 7z
vitro in minimal medium supplied with my-
colic acid as the sole carbon source!. Thus,
FadD5 may serve to recycle mycolic acids
that may be released from dying M. tubercu-
losis during a natural course of infection.
Such a recycling mechanism may contribute
to the long-term survival of live population
of M. tuberculosis in a granuloma environ-
ment. Thus, the mcel operon may comprise
a mycolic acid import system.

Interestingly, another group proposed that
the mce4 operon may serve as a cholesterol
import system?®. At this time, the function
of mce2 and mce3 operons as lipid trans-
porters is not established.

Nevertheless, these observations suggest
that during different stages of infection,
M. tuberculosis utilizes a variety of carbon
sources for its long-term survival using
several distinct lipid assimilation systems.
These carbon sources may become diffe-
rentially available to M. tuberculosis du-
ring the turnover of granuloma cells.
Some of the lipids may be released from
these cells turning over, while others may
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a0 M. tuberculosis durante o turnover das célu-
las granulomatosas, quando alguns dos lipidos
podem ser libertados por estas células, enquan-
to outros podem advir de um subgrupo de
células de M. tuberculosis mortas pelas molécu-
las efetoras produzidas por células que consti-
tuem os granulomas. Em todas estas situages,
o M. tuberculosis parece ter o fornecimento
continuo de energia assegurado por um longo
periodo de tempo. Assim, qualquer interrup-
¢do deste equilibrio entre a populagio bacte-
riana e o turnover das células granulomatosas
poderia levar & completa eliminacao das bacté-
rias (e.g., por tratamento com fdrmacos anti-
tuberculose) ou a produgao da doenga ativa
(e.g., por imunossupressdo, idade avancada,
indculo infeccioso inicial elevado e certos fato-
res relacionados com a estirpe).

Conclusoes

Os transportadores ABC semelhantes ao operdo
mce conservados nos membros dos Actinomyce-
tales, a maioria dos quais saprofitas de solo,
apoiam a ideia de que o préprio M. tuberculosis
descende de alguma micobactéria de solo. No
reservatério do solo, as sapréfitas obtém os seus
nutrientes e carbono como fonte de energia a
partir de matéria orginica morta. O M. tubercu-
losis tem como seu reservatério natural o hospe-
deiro humano, particularmente a estrutura gra-
nulomatosa dos 6rgaos humanos. Parece que o
M. tuberculosis simplesmente readaptou a fun-
¢Ao ancestral de sequestragao de carbono usada
pelos seus antepassados ao retirar o carbono li-
bertado pelas células granulomatosas mortas e
bactérias no reservatério humano. Infelizmente,
para os humanos, esta readaptacio metabdlica
levou a que o M. tuberculosis se tornasse uma das
mais frequentes causas de morte por infegdo no
adulto em todo o mundo.

REVISTA PORTUGUESA DE

come from a subset of M. tuberculosis cells
that are killed by effector molecules pro-
duced by cells that comprise the granulo-
mas. In all of these situations, M. tubercu-
losis appears to be assured of continued
supply of energy for a long period of time.
Thus, any disruption of this balance be-
tween bacterial population and granulo-
ma cell turnover could lead to either com-
plete elimination of the bacteria (e.g., by
treatment with anti-tuberculosis drugs)
or active disease production (e.g., from
immunosuppression, old age, high initial
infectious inoculum, and certain strain-
related factors).

Conclusions

The highly conserved mce-operon-like
ABC transporters across members of the
Actinomycetales, most of which are soil sa-
prophytes, support the idea that M. ruber-
culosis itself descended from some soil my-
cobacteria. In the soil reservoir, saprophytes
derive their carbon nutrients as energy
source from dead organic matter. M. ruber-
culosis has as its natural reservoir the human
host, in particular, the granuloma structure
in human organs. It appears that M. ruber-
culosis has simply re-adapted its ancestral
carbon-sequestration function its ancestors
used in soil to derive carbon released from
dead granuloma cells and bacteria in the
human reservoir. Unfortunately, for hu-
mans, this metabolic readaptation has led
M. tuberculosis to become one of the most
common infectious causes of death in
adults worldwide.
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Uma nova vacina viva contra a tuberculose com base na
inativacdo do phoP
N

A new live tuberculosis vaccine based on phoP inactivation

A BCG viva atenuada ¢ a atual vacina con-
tra a tuberculose (TB). Embora venha sen-
do usada h4 mais de 80 anos, esta vacina
nao ¢ eficaz na prote¢ao contra a TB pulmo-
nar no adulto, sendo necessarias novas vaci-
nas e novas estratégias de vacinagio que ofe-
recam melhor protegio contra esta doenca
do que a vacina BCG existente. As vacinas
vivas atenuadas estdo entre as mais eficazes
contra doencas infecciosas humanas devido
a resposta imune alargada e de longa dura-
¢ao por elas induzida.

Na ultima década verificou-se um ressurgi-
mento global de tuberculose, e as estratégias
pioneiras para o desenvolvimento de vaci-
nas mais eficazes levaram a descoberta de
subunidades de vacinas que provaram nio
oferecer melhor prote¢io do que a BCG em
varios modelos animais, mas melhoravam a
eficicia da BCG quando usadas numa estra-
tégia de vacinagdo prime-boost. Formas dife-
rentes de BCG prime e boost com estratégias
de subunidades estao a ser utilizadas em en-
saios clinicos, com o objetivo de melhorar a

1 Department of Microbiology, University of Zaragoza. Spain
http://genmico.unizar.es
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The attenuated live BCG is the current vac-
cine against tuberculosis (TB). It has been
used for more than 80 years but is ineffec-
tive at providing protection against adult
pulmonary TB. New tuberculosis vaccine
candidates and TB vaccination strategies
conferring better protection against pulmo-
nary tuberculosis than the current vaccine
BCG are needed. Live attenuated vaccines
are among the most effective vaccines
against human infectious disease due to the
broad and long-lived immune response they
induce.

In the recent decade, a global pipeline of
novel TB candidates has emerged. Pioneer-
ing strategies for the development of more
effective vaccines today have lead to the dis-
covery of subunit vaccines, which have
proved ineffective at providing better pro-
tection than BCG in various animal mo
dels, but could improve the efficacy of BCG
used in a prime-boost strategy. Different
heterologous prime BCG and boost with
subunit strategies are in clinical trials with
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eficicia da BCG. Mais recentemente,
iniciaram-se ensaios clinicos com vacinas
BCG recombinantes, com o intuito de en-
contrar candidatas para serem usadas como
vacinas prime preventivas. Outra estratégia
inovadora, as vacinas vivas baseadas no Ay-
cobacterium tuberculosis racionalmente ate-
nuado, sao candidatas promissoras (algumas
delas no fim da investigagdo pré-clinica),
um novo instrumento substituto da BCG,
com melhor eficicia protetora contra as for-
mas pulmonares de TB.

Com base na observagio de que a codifica-
cao pelo gene phoP do fator de transcricao
PhoP ¢ essencial para a viruléncia do M. ru-
berculosis (Perez et al., 2001), atenudmos ra-
cionalmente o bacilo da TB por inativacio
do phoP. O mutante demonstrou forte ate-
nuagio em modelos celular e animal e resul-
tou mais atenuado do que a BCG em rati-
nhos SCID imunocomprometidos (Martin
et al., 20006). A vacina candidata protegeu
porquinhos-da-india e primatas nao huma-
nos contra a infecao tuberculosa (Martin et
al., 2006, Verreck et al., 2009).

Estudos moleculares recentes (Gonzalo Asen-
sio et al., 2008) demonstraram que o fator de
transcricio phoP controla a expressao de apro-
ximadamente 80 genes (muitos dos quais im-
plicados na viruléncia do M. ruberculosis),
responsdvel por cerca de 2% da open reading
frame (ORF) no genoma do M. tuberculosis.
Com base nestes estudos, pode pensar-se que
o fenétipo atenuado e a imunidade protetora
conferida pelo mutante phoP podem ser ex-
plicados pelo mecanismo de agio alterado do
fator de transcri¢ao phoP, conforme descrito e
resumido na Fig. 1.

O mutante phoP diminui a regulacio da
biossintese dos complexos lipidos da parede
celular micobacteriana, incluindo a diacil-

the aim to improve efficacy of BCG. More
recently, clinical trials with recombinant
BCG vaccines have started with the aim to
find candidates to be used as prime, preven-
tive vaccines. Another innovative strategy,
live vaccines based on rationally attenuated
Mycobacterium  tuberculosis are promising
candidates (some of which in late preclini-
cal investigation), is a promising new BCG-
replacement tool with better protective ef-
ficacy against pulmonary forms of TB.
Based upon the observation that the phoP
gene coding for the transcription factor
phoP is essential for M. tuberculosis virulence
(Perez et al., 2001), we rationally attenuated
the tubercle bacillus by inactivating phoP.
The mutant demonstrated strong attenua-
tion in cellular and animal models and re-
sulted more attenuated than BCG in im-
munocompromised SCID mice (Martin e#
al., 2006). The vaccine candidate protected
guinea pigs and non-human primates
against tuberculosis infection (Martin ez al.,
2006, Verreck et al., 2009).

Recent molecular studies (Gonzalo Asensio
et al., 2008) have demonstrated that phoP
transcription factor controls the expression
of approximately 80 genes (many of which
implicated in M. tuberculosis virulence), ac-
counting for about 2% of the open reading
frame (ORF) in M. mberculosis genome.
Based on these studies it could be deduced
that the attenuated phenotype and the pro-
tective immunity conferred by the phoP
mutant can be explained by the altered
mechanism of action of the transcription
factor phoP, as described below and summa-
rized in Fig. 1.

The phoP mutant decreases byosinthesis
regulation of complex mycobacterial cell-

wall lipids, including diacyltrehalose (DAT)
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~2% ORF no genoma do M. tuberculosis sob controlo do phoP / ~2% ORFs in the M. tuberculosis genome under phoP control
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Fig. 1 - Estudos moleculares de vacina baseada em phoP (Gonzalo-Asensio, et al., 2008)
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Fig. 1 — Molecular studies of phoP-based vaccine (Gonzalo-Asensio et al., 2008)

trealose (DAT) e poliaciltrealose (PAT) im-
plicadas na imunomodula¢io do sistema
imunolégico hospedeiro (Saavedra R ez 4.
2005), ndo expressos pelo mutante phoP
(Gonzalo Asensio ez al. 20006).

Também se observou desregulacio dos genes
na regido da diferenca 1 (RD1) (Gonzalo
Asensio et al., 2008) necessdria a viruléncia e 2
secrecdo de ESAT-6 no mutante phoR quando
comparado com a estirpe do tipo selvagem
(Friguie er al., 2008). A RD1 restringe-se as
estirpes virulentas do complexo M. ruberculosis
(CMTB) e perde-se por todas as subestirpes de
BCG (Behr ez al., 1999, Pym ez al., 2003).

and polyacyltrehalose (PAT) implicated in
immunomodulation of the host immune
system (Saavedra R ez a/ 2005), which are
not expressed by the phoP mutant (Gonzalo
Asensio et 2/ 20006).

Down regulation of genes within the region
of difference 1 (RD1) (Gonzalo-Asensio ez
al., 2008) required for virulence and ESAT-
6 secretion were also observed in the phoP
mutant when compared to wild-type strain
(Friguie ez al 2008). RD1 is restricted to
virulent M. tuberculosis complex (MTBC)
strains and is lost by all BCG substrains
(Behr ez al., 1999, Pym ez al., 2003).
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O mutante phoP evidenciou regulagio altera-
da e controlo de outras fungées-chave neces-
sdrias a sobrevivéncia dos microrganismos na
célula hospedeira. Como se mostra na Fig. 1,
estas funcdes incluem respostas hipdxicas
precoces e duradouras, respiragio aerdbica e
anaerdbica, respostas ao szress e ao choque tér-
mico, metabolismo lipidico (normalmente
desregulado na estirpe avirulenta H37Ra) e
expressao do fator de persisténcia ICL, im-
portante para a persisténcia intracelular do
M. tuberculosis durante a infecio (Gonzalo
Asensio ez al., 2008). O ICL é regulado posi-
tivamente no mutante phoP e esta caracters-
tica poderia explicar o adequado estado de
persisténcia, importante para a apresentagao
melhorada do antigénio pelo mutante duran-
te a vacinacio.

Estas observagoes foram usadas para construir
uma nova geragao duma vacina viva baseada na
inativagao do phoP com uma segunda mutagio
adicional que afecta a sintese duma nova fami-
lia de lipidos associada a viruléncia da M. tuber-
culosis depois do consenso de Genebra sobre os
passos essenciais para o desenvolvimento clini-
co de novas vacinas micobacterianas vivas ate-
nuadas (Kamath ez 2/, 2005). O elemento fi-
nal é a primeira candidata a vacina viva
atenuada desenvolvida de acordo com o con-
senso e recomendagoes de Genebra para vaci-
nas micobacterianas vivas, com o objectivo de
a apresentar ao Millennium Development Goal
no combate 2 TB. Ensaios pré-clinicos rigoro-
sos feitos até a data com o protétipo da vacina
viva baseada no phoP demonstraram a sua ade-
quada atenuagio, seguranca, imunogenicidade
e eficicia na protegdo contra as formas respira-
térias de TB em modelos animais (Perez et 4.,
2001, Williams et af, 2005, Martin et al.,
2006, Aguilar et al., 2007, Cardona e al.,
2009, Verreck ez al., 2009).

The phoP mutant showed altered regula-
tion and control of other key functions re-
quired for successful survival of the micro-
organism within the host cell. As illustrated
in Figure 1, these functions include early
and enduring hypoxic responses, aerobic
and anaerobic respiration, stress and heat-
shock responses, lipid metabolism (normal-
ly down regulated in the avirulent strain
H37Ra), and expression of the persistence
factor ICL, important for intracellular per-
sistence of M. tuberculosis during infection
(Gonzalo-Asensio er a/ 2008). ICL is posi-
tively regulated in the phoP mutant and
this characteristic could explain the ade-
quate persistence state important for im-
proved antigen presentation by the mutant
during vaccination.

These observations were used to construct a
new generation of a live vaccine based on
phoP inactivation carrying a second addi-
tional mutation which affects the synthesis
of a new family of lipids associated with M.
tuberculosis virulence following the Geneva
consensus on essential steps towards clinical
development of new live attenuated
mycobacterial vaccines (Kamath ez al,
2005). The final construct is the first live
attenuated candidate vaccine developed
according with and fulfilling the Geneva
consensus  requirements  for  live
mycobacterial vaccines with the aim to
deliver on the Millennium Development
Goal to combat TB. Rigorous preclinical
studies to date with the live phoP-based
vaccine prototype have demonstrated proof
of principle for adequate attenuation, safety,
immunogenicity, and protective efficacy
against respiratory forms of TB in stringent
animal models (Perez ez al., 2001, Williams
et al., 2005, Martin et al., 2006, Aguilar ez
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Os estudos moleculares com o mutante
phoP ajudaram na compreensio do comple-
xo puzzle por detrds do mecanismo de agio
do fator de transcri¢ao do phoP necessério a
viruléncia, persisténcia e sobrevivéncia in-
tracelular da estirpe do tipo selvagem du-
rante a infegdo, e cuja expressio alterada ¢é
provavelmente responsivel pela adequada
atenuagio do fenétipo do protdtipo da vaci-
na. Além disso, a eliminagio dos lipidos
imunomoduladores extraiveis da parede ce-
lular (DAT e PAT) resultante da inativagao
do gene phoP e a deficiente sintese da com-
plexa determinante da viruléncia e dos lipi-
dos da parede celular PDIM (Camacho et
al., 1999, Cox et al., 1999), devido a segun-
da mutagio geneticamente conseguida no
protétipo da vacina baseada no phoP tam-
bém contribuem para o fenétipo atenuado
desta nova candidata.

Investigacio atual de qualidade proporciona
forte apoio cientifico a esta vacina de nova
geragao em franco progresso e em vias de ser
clinicamente avaliada quanto a seguranca e
eficicia em seres humanos. Tendo em conta
a falta de correlativos imunolégicos de pro-
tegdo, ¢ indispensdvel realizar ensaios clini-
cos de fase 3 para conhecermos o valor real
de qualquer nova vacina usada profilatica-
mente contra a TB.

A parceria Stop TB estima que pelo menos
20 vacinas candidatas deveriam iniciar os
ensaios de seguranca de fase I antes de 2015,
com o propésito de conseguir o licencia-
mento para uma vacina eficaz contra a TB
(Young, Dye, 2006). A descoberta e utiliza-
¢do de uma nova vacina contra a TB que
ofereca melhor protegao contra as formas
pulmonares da doenca do que a atual BCG
¢ crucial para alcancar o objetivo de erradi-
car a tuberculose até 2050.

REVISTA PORTUGUESA DE

al., 2007, Cardona et al., 2009, Verreck et
al., 2009).

The molecular studies with the phoP mutant
have helped begin to understand the intricate
puzzle behind the mechanism of action of the
PhoP transcription factor required for
virulence, persistence and intracellular survival
of the wild-type strain during infection and
whose altered expression probably accounts
for the adequate attenuation phenotype of the
prototype vaccine. Moreover, elimination of
the extractable immunomodulatory cell-wall
lipids (DAT and PAT) asa result of the targeted
inactivation of the phoP gene, and the impaired
synthesis of the complex virulence determinant
and cell-wall lipid PDIM (Camacho ez al,
1999, Cox et al, 1999) due to the second
genetically engineered mutation in the
prototype  phoP-based  vaccine  further
contribute to the attenuated phenotype of this
novel candidate.

Strong to date research provides robust
scientific support adducing this new
generation vaccine well-advanced to progress
from research to development and be
clinically evaluated for vaccine safety and
efficacy for the first time in human. Moreover,
considering the lack of immunological
correlates of protection, Phase 3 clinical trials
are indispensible to tell us the real value of
any new vaccine used as a prophylactic tool
against TB.

Stop TB partnership estimate that at least
20 vaccine candidates should enter phase I
safety trials before 2015 with the goal to
reach an effective licensed vaccine against
TB (Young and Dye, 2006). The discovery
and use of a new TB vaccine that confers
improved protection against pulmonary
forms of TB than the current BCG is key to
reach the 2050 objective of TB eradication.
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Symposium: Point-of-care tests for tuberculosis

Pensa-se que hd mais casos de tuberculose
no mundo hoje do que em qualquer outra
altura através da histdria. As estimativas da
Organiza¢ao Mundial de Saide (OMS) para
2007 sugeriam uma prevaléncia de 13,7 mi-
lhoes, com 9,3 milhoes de novos casos e 1,8
milhées de mortes. Esta é essencialmente
uma doenca de pobreza, contando aAsiaea
Africa juntas mais de noventa por cento dos
casos mundiais. Na auséncia duma vacina
eficaz, o controlo depende da prontidao do
tratamento para reduzir a carga bacilar vid-
vel, diminuindo assim a contagiosidade de
individuos com formas pulmonares da doen-
ca. Através dos esforcos de iniciativas de
saude internacionais, como as do Global
Fund to fight HIVIAIDS, Tuberculosis and
Malaria, o tratamento da TB estd agora dis-
ponivel e de forma gratuita para a maioria
das pessoas. Porém, o acesso ao tratamento
estd dependente do diagnéstico e os atrasos
na dete¢io podem resultar na deterioragio
do doente e aumentar as oportunidades de

1 Department of Infectious and Tropical Diseases,
London School of Hygiene & Tropical Medicine
Keppel Street, London, WC1E 7HT, UK
e-mail: Ruth.Mcnerney@Ishtm.ac.uk
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It is believed there are more cases of tu-
berculosis in the world today than at any
previous time in history. WHO estimates
for 2007 suggested a prevalence of 13.7
million, with 9.3 million incident cases
and 1.8 million deaths. It is primarily a
disease of poverty, with Asia and Africa
between them sharing over ninety percent
of the global TB burden. In the absence of
an effective vaccine control depends on
prompt treatment to reduce the viable
bacillary load, thus reducing the infec-
tiousness of individuals with open pul-
monary forms of the disease. Through the
efforts of international health initiatives
such as the Global Fund to fight HIV/
AIDS, Tuberculosis and Malaria treat-
ment for TB is now widely available and
free for the majority patients. However,
access to treatment is dependent on diag-
nosis and delays in detection may result
in deterioration of the patient and in-
creased opportunity for transmission.
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transmissdo. Infelizmente, o diagndstico
nem sempre ¢ ficil, uma vez que os sinto-
mas nao sio especificos, particularmente em
pessoas com problemas de satide concomi-
tantes, como a imunossupressio relacionada
com o VIH.

A maioria dos casos de TB residem em pai-
ses com sistemas de satide fracos e com pou-
cos recursos, onde os laboratérios que reali-
zam exames de diagndstico sio limitados
em numero e distribui¢io geografica, e cujo
acesso pode envolver longas viagens e despe-
sa considerdvel. Esta situacio ¢ agravada
pela insensibilidade dos testes disponiveis e
pela necessidade de maltiplas consultas. Os
atrasos também se devem ao comportamen-
to dos doentes, quando estes nao procuram
uma consulta médica. A relutincia em obter
um diagndstico reflete a natureza crénica da
doenga, a sua nao percegio e, nalguns casos,
o receio de estigmatizago e exclusao social.
As estimativas da OMS sugerem que, du-
rante 2006, quatro milhées de casos de TB
nao foram diagnosticados. Ao contririo do
que acontece com patologias como a mald-
ria ou o VIH, ndo hd testes rdpidos nem dis-
positivos (POC) suficientemente fidveis para
uso de pessoal nio especializado na comuni-
dade.

Um painel de especialistas internacionais
foi convidado para um simpésio onde seria
abordado o tépico dos testes rapidos para o
diagndstico da tuberculose. O evento foi
organizado pelo subgrupo POC do grupo
de trabalho STOP TB sobre novos diagnés-
ticos, em colabora¢ao com a Sociedade Eu-
ropeia de Micobacteriologia. A inten¢io do
simpdsio foi aumentar a perce¢ao da neces-
sidade de melhorar o acesso ao diagnéstico
da TB, atualizar os técnicos de diagnéstico
e os investigadores sobre o desenvolvimen-

Ruth McNerney

Unfortunately diagnosis is not straight-
forward as symptoms are not specific,
particularly in those with an underlying
health problem such as HIV related im-
munosupression. The majority of TB cases
reside in countries with weak and poorly
resourced health care systems where labo-
ratory facilities for diagnosis are limited
in number and distribution. Access may
involve long journeys and considerable
expense, a situation compounded by the
insensitivity of the available tests and need
for multiple visits. Delays also arise from
health seeking behaviour, where indivi-
duals do not seek medical assistance. Re-
luctance to seek a diagnosis reflects the
chronic nature of the disease, a lack of
awareness and, in some settings a fear of
stigmatization and social exclusion. WHO
estimates suggest that during 2006 four
million cases of TB remained undiag-
nosed. Unlike conditions such as malaria
or HIV there are no sensitive rapid tests
and no reliable point-of-care (POC) de-
vices that can be used by non specialist
personnel within the community. To ad-
dress these issues a panel of international
experts were invited to speak in a sympo-
sium on the topic of point-of-care tests
for the diagnosis of tuberculosis disease.
The event was organized by the POC sub-
group of the STOP TB working group on
New Diagnostics in collaboration with
the European Society of Mycobacteriolo-
gy. The intention of the symposium was
to increase awareness of the need for im-
proved access to TB diagnosis, to update
diagnostic practitioners and the research
community on the current status of POC
test development and to debate research
needs and priorities.
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to e o estado atual dos testes POC, e ainda
debater as necessidades e prioridades da in-
vestigagao. O potencial dos testes POC na
ajuda ao controlo da TB foi discutido por
Catharina Boechme (Foundation for Innova-
tive New Diagnostics). O teste ideal nao de-
veria necessitar de técnicos especializados
nem de infraestruturas laboratoriais, facul-
taria o resultado no préprio dia da consul-
ta, teria uma elevada especificidade e sensi-
bilidade superior a da microscopia de
esfregaco. Os individuos com um resultado
positivo seriam imediatamente registados e
referenciados para tratamento. Os testes
com sensibilidade inferior & dos testes com
base no laboratério teriam um papel se pu-
dessem ser usados para reduzir os atrasos no
diagndstico. Alternativamente, um teste de
avaliagio com elevada sensibilidade e espe-
cificidade razodvel poderia ser usado no ras-
treio de populagdes de alto risco, em que,
com um resultado positivo, o doente seria
referenciado para confirmagao do diagnés-
tico antes do inicio do tratamento.

As atuais dificuldades no acesso ao trata-
mento foram ilustradas pelo testemunho de
uma doente com TB natural da Zambia,
pais severamente atingido por TB e VIH/
/SIDA. Em 2003, Carol Nyirenda (co-
ordenadora nacional da Community Initiati-
ve for Tuberculosis, HIVIAIDS and Malaria)
dirigiu-se ao seu centro de satde, queixando-
-se de tosse que durava havia mais de dois
meses. Como a doente nio conseguia pro-
duzir expetoragio para andlise, foi enviada
para casa com suspeita de bronquite créni-
ca. Durante os seis meses seguintes foi sub-
metida a um total de quatro raios-X, mas
nao lhe foi proposto um teste VIH nesse pe-
riodo. Foi-lhe, finalmente, proporcionado o
tratamento para a T'B mais de seis meses de-

REVISTA PORTUGUESA DE

The potential of POC tests to aid TB
control was discussed by Catharina Boe-
hme (Foundation for Innovative New Dia-
gnostics). The ideal test would not require
specialist skills or a laboratory infrastruc-
ture, would yield a result within one visit,
would be highly specific and have a sensi-
tivity superior to that of smear microsco-
py. Anyone found positive would be im-
mediately registered and referred for
treatment. Tests that are not more sensi-
tive than laboratory based tests would
have a role if they could be used to reduce
diagnostic delay. Alternatively, a screen-
ing test that had high sensitivity and a
reasonable specificity could be used to
screen high risk populations, where a po-
sitive result triggered referral for confir-
mation prior to initiation of treatment.
The current difficulties in accessing treat-
ment were illustrated through the testa-
ment of a former TB patient from Zam-
bia, a country hard hit by both TB and
HIV/AIDS. Carol Nyirenda (National
Co-ordinator, Community Initiative for
Tuberculosis, HIVIAIDS and Malaria) had
presented at her local health clinic in
2003 with a cough of over two months
duration. Unable to produce sputum for
testing she was sent home with suspected
chronic bronchitis. Over the following six
months she had a total of four chest x-
rays but was not offered an HIV test dur-
ing that time. She was finally offered
treatment for her TB more than six
months after reporting symptoms. Suc-
cessfully treated she now campaigns on
behalf of people living with HIV and TB.
She proposed that a test be developed that
could be used by community volunteers,
a test that could be used in rural settings
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pois de ter referido os sintomas. Tratada
com sucesso, Carol Nyirenda agora defende
ativamente os interesses de doentes com
VIH e TB, e propds que seja desenvolvido
um teste que possa ser usado por voluntd-
rios comunitdrios, um teste que possa tam-
bém ser usado em dreas rurais onde nio hd
eletricidade e que possa ser disponibilizado
a pessoas que residem em comunidades afe-
tadas por TB e VIH.

Os paises onde a TB ¢ endémica frequente-
mente nao dispoem da moldura legislativa
para regular dispositivos e testes de diagnds-
tico. Nessas regioes, os kits-teste podem ser
comercializados sem evidéncia de beneficio
e, em algumas circunstancias, foram acom-
panhadas de alegagoes enganadoras quanto
ao desempenho. Rosanna Peeling (London
School of Hygiene & Tropical Medicine) apre-
sentou dados dum estudo em que o desem-
penho de 19 testes rdpidos de diagndstico
da tuberculose disponiveis comercialmente
foi avaliado usando um painel de 355 amos-
tras séricas recolhidas em diversas regioes
geograficas. Infelizmente, nenhum dos tes-
tes demonstrou um desempenho suficiente-
mente bom para substituir os atuais testes
de microscopia de esfregago. Quando com-
parado com a combinagio de referéncia-
-padrio (microscopia, cultura, radiografia e
Jfollow-up clinico), o teste com a maior sen-
sibilidade (59,71%) tinha uma especificida-
de de apenas 57,72%. Os dois testes com
maior especificidade (98,66%) tinham sen-
sibilidades de 0,97 ¢ 2,43%, respectivamen-
te. E possivel obter uma cépia deste relaté-
rio no website do Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases
(TDR):  http://apps.who.int/tdr/svc/publi
cations/tdr-research-publicationsdiagnos-
tics -evaluation-2.

Ruth McNerney

where there is no electricity and a test that
was affordable by people living in com-
munities affected by TB and HIV.

Countries where TB is endemic frequently
lack the legistrative framework to regulate
diagnostic test devices. In such an environ-
ment test kits may be marketed without
evidence of their benefit and in some cir-
cumstances have been accompanied by
misleading claims regarding their perfor-
mance. Rosanna Peeling (London School of
Hygiene & Tropical Medicine) presented
data from a study where the performance
of 19 commercially available rapid diag-
nostic tests for tuberculosis was assessed
using a panel of 355 sera collected from
eight geographically diverse sites. Unfortu-
nately none of the tests were found to per-
form well enough to replace the current
test of smear microscopy. When compared
to a combined reference standard of mi-
croscopy, culture, radiography and clinical
follow-up the test with the highest sensi-
tivity of 59.71% had a specificity of just
57.72%. The two tests with the highest
specificity (98.66%) had sensitivities of
0.97 and 2.43% respectively. A full copy of
the report may be downloaded from the
Special Programme for Research and Train-
ing in Tropical Diseases (TDR) website.
http://apps.who.int/tdr/svc/publications/
tdr-research-publications/diagnostics-eva-
luation-2. The failure of current know-
ledge to provide a rapid test for TB has led
to recognition of the need for novel ap-
proaches. Gerd Michel (Foundation for In-
novative New Diagnostics) described the
application of genome, proteome and me-
tabolomic based technologies to biomarker
discovery. The search for suitable detection
targets has expanded from traditional pro-

PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010



TESTES RAPIDOS PARA O RASTREIO PRELIMINAR DA TUBERCULOSE

Ruth McNerney

O insucesso do conhecimento atual em for-
necer um teste rdpido para TB levou ao re-
conhecimento da necessidade de novas
abordagens. Gerd Michel (Foundation for
Innovative New Diagnostics) descreveu téc-
nicas baseadas na aplicagio de tecnologias
do conhecimento do genoma, proteoma e
metabolémica para a descoberta de biomar-
cadores. A busca de alvos adequados foi
além da quimica de proteinas tradicional
para um 4mbito mais alargado de compo-
nentes estruturais e metabélitos. Os testes
baseados na detegao de lipoarabinomanano
(LAM), um componente lipossacarideo da
parede celular, ainda nao conseguiram sen-
sibilidade suficiente, mas, curiosamente,
num estudo, pareceram funcionar melhor
em individuos positivos para VIH do que
nos que nao estavam coinfectados.

Com o desenvolvimento de ensaios de ADN
transrenal fragmentado na urina, novas estra-
tégias estdo também a ser investigadas para
andlises com base em 4cidos nucleicos. Os
testes POC precisam de ser rdpidos e ficeis de
fazer. Uma das maneiras mais simples e répi-
das de identificar substancias é pela andlise
do seu aroma e a identificagio de compostos
organicos voldteis (COV), e vem emergindo
como um campo de interesse. A prova de
conceito do diagndstico da TB foi consegui-
da com o treino de ratos pouch africanos para
cheirarem TB em amostras de expectoracio.
Embora nao tao sensivel como a microscopia
de esfregaco, os animais conseguem avaliar
uma amostra em apenas alguns segundos. Os
utensilios para detectar baixas concentragdes
de COV estdo a ser investigados, incluindo a
adaptagio de novos instrumentos desenvolvi-
dos para uso militar e para dete¢io de agentes
de bioterrorismo. No entanto, o optimismo
precoce no que respeita a aplicagio da tecno-

REVISTA PORTUG

tein chemistry to a broader range of struc-
tural components and metabolites. Tests
based on detection of lipoarabinomannan
(LAM) a lipopolysaccharide component of
the cell wall have not so far achieved suffi-
cient sensitivity but intriguingly in one
study appeared to function better in HIV
positive individuals than those that were
not co infected. New strategies are also be-
ing investigated for nucleic acid based
analysis with the development of assays for
fragmented transrenal DNA in urine. POC
tests need to be both rapid and easy to per-
form. One of the simplest and fastest ways
to identify substances is by their aroma and
volatile organic compound (VOC) analysis
is emerging as field of interest. Proof of
concept for TB diagnosis has been provi-
ded through the training of African pouch
rats to smell TB in sputum samples. Al-
though not as sensitive as smear microsco-
py the animals are able to screen a sample
in just a few seconds. Tools for detecting
VOC at low concentrations are being in-
vestigated, including the adaptation of
novel instrumentation developed for mili-
tary use and bioterror agent detection.
However, early optimism regarding the ap-
plication of electronic nose technology has
dissipated following the realisation that
they lack the robustness required for a dia-
gnostic test. A more analytical approach is
now being pursued and Ruth McNerney
(London School of Hygiene & Tropical Medi-
cine) outlined some of the challenges fa-
cing those searching for VOC biomarkers
that are predictive of TB disease. Small
volatile molecules lack the distinctive cha-
racter of macromolecules traditionally used
to predict infection and they are more of-
ten found in nature. To complicate matters
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logia do nariz electrénico dissipou-se depois
da constatacio de que lhe falta a robustez ne-
cessdria a um teste de diagnéstico. Uma abor-
dagem mais analitica estd agora em curso e
Ruth McNerney (London School of Hygiene
& Tropical Medicine) referiu alguns dos desa-
fios que se apresentam a quem investiga bio-
marcadores em COV preditivos de TB. As
pequenas moléculas voldteis nao tém o card-
ter distinto das macromoléculas tradicional-
mente usadas para indicar a presenca de in-
feccio e encontram-se mais frequentemente
na natureza. Para complicar, os metabdlitos
produzidos por Mycobacterium tuberculosis
variam, dependendo da disponibilidade de
nutrientes e outros fatores ambientais, pelo
que os COV emitidos durante uma infe¢io
podem diferir com o local da infec¢io e o es-
tddio da doenga. Do mesmo modo, os COV
emitidos pelo hospedeiro em resposta a infe-
¢ao podem sofrer alteragoes com a progressio
da doenca. A complexidade e a natureza di-
nimica da emissao de COV sugere que para
atingir elevada sensibilidade e especificidade
serd necessdria uma abordagem analitica mul-
tivariada.

H4 muitos passos ao longo do caminho do
desenvolvimento de testes e Amy P. Wong
(X PRIZE Foundation) discutiu a rota e
identificou as potenciais barreiras ao apare-
cimento de um novo diagnéstico de suces-
so. Quando os biomarcadores tiverem sido
descobertos e testados com protdtipos de
dispositivos, a capacidade de fabrico serd
desenvolvida e estabelecer-se-d4 uma rota de
mercado. As novas tecnologias podem re-
querer métodos de fabrico inovadores que
assegurem a robustez dos dispositivos a pre-
cos competitivos. E necessiria melhor
orientagao das especificagoes de novos tes-
tes. A incerteza quanto ao mercado para

Ruth McNerney

metabolites produced by Mycobacterium
tuberculosis vary depending on the avai-
lability of nutrients and other environmen-
tal factors, thus VOC emitted during in-
fection may differ with the site of infection
and stage of disease. Similarly, VOC emit-
ted by the host in response to infection
may alter with disease progression. The
complexity and dynamic nature of VOC
emission suggest that to attain high sensi-
tivity and specificity a multivariate analyti-
cal approach will be required.

There are many steps along the path of
test development and Amy P Wong (X
PRIZE Foundation) discussed the route
and identified potential barriers to the de-
livery of a successful new diagnostic. Once
biomarkers have been discovered and tes-
ted with prototype devices the capacity to
manufacture must be developed and a
route to market established. New tech-
nologies may require innovative manufac-
turing practices to ensure delivery of ro-
bust devices at a competitive price.
Improved guidance on optimum test
specification is badly needed. Uncertainty
regarding the market for POC TB tests
also acts as a disincentive to potential in-
vestors. Innovative mechanisms for re-
warding test development are required to
stimulate participation and facilitate the
development of devices that can be used
to detect TB wherever in the world there
is a need. In the words of an ex TB patient
“T'B infection and disease is not just about
numbers, for some of us it is a reality...
we sit and watch TB reversing all the ef-
forts and gains of the HIV fight, as we die
one by one from TB. It is not about num-
bers, there are real people at the end of
the chain we have run out of time”.
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testes POC de TB também funciona como
desincentivo para potenciais investidores.
Sao necessdrios mecanismos inovadores que
compensem o desenvolvimento de testes,
de modo a estimular a participagio e a faci-
litar o desenvolvimento de dispositivos que
possam ser usados para detectar a TB em
qualquer parte do mundo. Nas palavras de
um ex-doente de TB, “a infe¢ao por TB e a
prépria doenca nao sio apenas ndmeros,
para alguns de nés é uma realidade... va-
mos assistindo a inversao, pela TB, de todos
os esforcos e ganhos na luta do VIH, con-
forme vamos morrendo, um a um, de TB.
Nio se trata de niimeros, somos pessoas no
extremo da cadeia e o nosso tempo estd a
terminar.”
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Criar capacidade laboratorial para a tuberculose:
Necessidades e estratégias
|
Building tuberculosis laboratory capacity: Needs and

Thomas M Shinnick!

strategies

Palavras-chave
Planos estratégicos nacionais, abordagem de
sistemas, rede de laboratérios de satide publica.

Fundamentos

No relatério “TB Global 20097, a Organi-
zacio Mundial de Saide (OMS) utilizou
informacio de modelos epidemiolégicos e
dados de programas para estimar que, em
2007, havia 9,27 milhées de novos casos de
tuberculose (TB); 1,37 milhées (15%) de
casos entre pessoas infetadas com VIH;
511 000 novos casos de TB multirresistente
(MDR TB); e 50 000 novos casos de TB ex-
tensamente resistente a firmacos (XDR
TB). Estas sdo apenas estimativas, em parte
devido a falhas na disponibilidade de servi-
cos laboratoriais de TB em muitas regioes
do mundo'?. Apenas cerca de 60% dos no-
vos casos de TB sio confirmados pelo labo-
ratério e s6 aproximadamente 5% dos casos

Key-words
National strategic plans, systems approach,
public health laboratory networks.

Background

In the 2009 Global TB report!, the World
Health Organization used information from
epidemiologic models and program data to
estimate that in 2007 there were 9.27 mil-
lion new cases on TB; 1.37 million (15%)
cases among persons living with HIV;
511 000 new cases of multidrug-resistant
TB (MDR TB); and 50 000 new cases of
extensively drug-resistant TB (XDR TB).
These are only estimates, in part, because
there are large gaps in the availability of TB
laboratory services in many regions of the
world'2. Only about 60% of new TB cases
are laboratory confirmed and only about
5% of MDR TB cases are actually identified
and reported.

1 PhD, Associate Director for Global Laboratory Activities, Division of TB Elimination,

Centers for Disease Control e Prevention
1600 Clifton Road, MS-G35, Atlanta Georgia 30333 USA
e-mail: tshinnick@cdc.gov
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de MDR TB sao realmente identificados e
reportados.

A inadequada capacidade laboratorial preju-
dica o diagnéstico, a gestao dos casos e a vi-
gilancia da doenga. Isto ¢ particularmente
importante para os doentes com TB resis-
tente a firmacos porque, frequentemente, os
cuidados eficazes sé se iniciam depois dos
resultados dos testes de suscetibilidade a far-
macos. O aparecimento da MDR TB e da
XDR TB levou ao reconhecimento de que a
falta de capacidade laboratorial representa
uma crise global. Os fatores que tém contri-
buido para as falhas nos servicos laborato-
riais de TB incluem: 1) falta de reconheci-
mento da importincia do laboratério no
tratamento e no controlo da doenga; 2) ma
comunicagio entre os programas nacionais
de TB e as entidades que fornecem os servi-
cos laboratoriais de TB; 3) recursos humanos
e financeiros inadequados nesses laboraté-
rios; 4) falta de infraestruturas e de instala-
coes; e 5) preocupagdes com biosseguranga®.
Ao reconhecer o importante papel do labora-
tério, a 2007 World Health Assembly’ endos-
sou o apelo do Global Plan to Stop TB* para
acesso universal a testes de cultura e de susce-
tibilidade a firmacos. O acesso universal re-
presenta capacidade para fazer anualmente
120 milhées de exames microscopicos, 60
milhdes de testes de cultura e 6 milhdes de
testes de suscetibilidade a firmacos*¢. Cum-
prir com este objetivo representard criar 5000
novos centros de microscopia, treinar 9000
novos técnicos de microscopia e criar ainda
2000 novos laboratério para testes de cultura
e testes de suscetibilidade a firmacos e treinar
23 000 novos técnicos. Serdo necessdrios
anualmente pelo menos mil milhées de déla-
res americanos para construir e manter infra-
estruturas laboratoriais de TB. No entanto,
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The inadequate laboratory capacity hinders
diagnosis, case management, and disease
surveillance. This is particularly important
for patients with drug-resistant TB because
effective care often does not begin until re-
sults of drug-susceptibility tests are avai-
lable. Indeed, the emergence of MDR TB
and XDR TB has led to the recognition that
the lack of TB laboratory capacity is a global
crisis. Factors that have contributed to the
gaps in TB laboratory services include: 1) a
lack of recognition of the importance of the
laboratory in TB treatment and control; 2)
poor communication between National TB
Programs and those providing TB labora-
tory services; 3) inadequate human and fi-
nancial resources for TB laboratories; 4)
lack of infrastructure and physical facilities;
and 5) biosafety concerns®.

Recognizing the important role of the labo-
ratory, the 2007 World Health Assembly’
endorsed the call of the Global Plan to Stop
TB? for universal access to culture and drug-
susceptibility testing. Universal access will
require the capacity perform 120 million
microscopy investigations, 60 million cul-
ture investigations, and 6 million drug-sus-
ceptibility investigations per year*¢. Meet-
ing this goal will require establishing 5000
new microscopy centers and training 9000
new microscopy technicians as well as estab-
lishing 2000 new culture and drug-suscep-
tibility testing laboratories and training
23 000 new technicians. At least US$ 1 bil-
lion will be needed annually for building
TB laboratory infrastructure and recurring
costs. However, the benefit to cost ratio of
such investments is estimated to be 9:1 in
populations with a high prevalence of HIV
infection’. Meeting the universal access
goals could save countries in sub-Saharan
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estima-se que o ricio custo-beneficio de tais
investimentos seja de 9:1 em populacoes com
elevada prevaléncia de infecao por VIH’. Se
se conseguir o objetivo de acesso universal, os
paises na Africa subsariana poderdo poupar
cerca de 52 mil milhées de délares america-
nos anualmente.

Planeamento estratégico para
laboratérios nacionais

Para criar e manter os servigos laboratoriais
em falta serdo necessdrios recursos conside-
rdveis, dedicagao e vontade politica. A De-
claracio de Maputo de 2008 sobre Fortale-
cimento dos Sistemas de Laboratérios®
apelou para os governos tomarem posse das
redes de servicos laboratoriais ¢ implemen-
tarem estratégias nacionais de refor¢o e
apoio a esses servigos e, consequentemente,
as principais doengas que ameagam a sadde
publica. Os governos deveriam criar um de-
partamento de sistemas laboratoriais, no
Ambito do Ministério da Satde, capaz de
gerir essa rede de sistemas e assumir como
prioridade elaborar uma politica laborato-
rial inserida no plano nacional de satde.
Os esforcos de planeamento estratégico de-
veriam incluir programas para todas as doen-
cas, servigos clinicos e outras estruturas e a
padronizacio dos servicos laboratoriais as-
sente na qualidade. Para implementar e
manter o planeamento estratégico, os gover-
nos deveriam: 1) reconhecer a importincia
dos servigos laboratoriais no controlo das
doengas; 2) assegurar que o fortalecimento
dos planos do sector da satde inclui compo-
nentes adequadamente or¢amentados para
o desenvolvimento da capacidade laborato-
rial; 3) coordenar os esforcos de todos os
departamentos, programas especificos para

REVISTA PORTUGUESA DE

Africa alone as much as US$ 52 billion an-
nually.

National laboratory strategic
plans

creating and sustaining the needed labora-
tory services will require considerable re-
sources, efforts, and political will. The 2008
Maputo Declaration on Strengthening La-
boratory Systems® calls upon national go-
vernments to take ownership of their labo-
ratory systems and develop national strategic
laboratory plans that integrate laboratory
support for the major diseases of public
health importance. National governments
should establish a department of laboratory
systems within the Ministry of Health to
provide leadership and should set as a prio-
rity developing a laboratory policy within
the health development plan that will guide
the implementation of a strategic laboratory
plan.

Strategic planning efforts should include all
disease programs, clinical services, and other
stakeholders and strive to create a laboratory
system based on quality laboratory manage-
ment principles. To implement and sustain
the strategic plans, national governments
should: 1) acknowledge the importance of
laboratory services in disease control; 2) en-
sure that health sector strengthening plans
include adequately budgeted components
for laboratory capacity development; 3) co-
ordinate efforts of all departments, disease-
specific programs, donors, and technical
partners responsible for laboratory services;
4) commit adequate human and financial
resources for laboratory services; 5) develop
and implement a human resource policy to
create a qualified laboratory workforce and
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cada doenca, dadores e parcerias técnicas
responsdveis pelos servigos de laboratério;
4) consignar recursos humanos e financeiros
adequados para esses servicos; 5) desenvol-
ver e implementar uma politica de recursos
humanos, a fim de se obterem profissionais
qualificados para os laboratérios, e identifi-
car e afastar barreiras ao desenvolvimento
das suas carreiras e remuneragoes, bem como
a sustentacio da sua competéncia técnica; e
6) contratar fornecedores de servigos de la-
boratério (e.g., privados, académicos e labo-
ratérios de sadde publica) para melhorar o
acesso aos testes de qualidade controlada
para o diagndsticos da TB.

Construcéio de redes de
laboratérios

Uma componente essencial no esforco de
combate a doencas infeciosas é uma rede de
laboratérios que fornega testes de diagnéstico
fidveis, tratamento e monitorizagio da tera-
péutica. Tal rede deveria ser posta ao servigo
de patologias com particular importincia na
saude publica, especialmente o VIH e a TB.
Uma abordagem de sistemas na criagao dessa
rede é fundamental para otimizar os testes de
laboratério e a troca de informacoes necessa-
ria para assegurar que os servigos apropriados
estardo disponiveis em cada programa. A
abrangéncia desse esforco envolve avaliagio e
compreensao da estrutura, do desempenho e
do custo da rede de laboratérios; desenvolvi-
mento duma rede de referéncia e informagao
que assegure o rdpido fluxo de amostras e de
resultados; e adogao de principios de melho-
ramento da qualidade para avaliar e melhorar
o desempenho da rede de laboratérios®.

Um desafio na abordagem integrada é o facto

do nivel global de programas e de subsidios
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identify and remove barriers to laboratory
staff career development, remuneration, re-
tention, and sustainability of technical com-
petency, and 6) engage all laboratory service
providers (e.g., private, academic, and pub-
lic health laboratories) to improve access to
quality-assured TB diagnostic testing.

Building laboratory networks

An essential component of efforts to com-
bat infectious diseases is a network of labo-
ratories that can provide reliable laboratory
testing for diagnosis, treatment, and moni-
toring of therapy. Such a network should
strive to be integrated across the diseases of
public health importance, especially HIV
and TB. A systems approach to creating
such a network is necessary to optimize la-
boratory testing and information exchange
and to ensure that appropriate services are
available in every program. Comprehensive
laboratory strengthening efforts involve as-
sessment and understanding of the struc-
ture, performance, and cost of the labora-
tory network; development of a referral and
information network to ensure prompt flow
of specimens and information; and use of
quality-improvement principles to evaluate
and improve the performance of the labora-
tory network’.

A challenge to an integrated approach is
that at the global level programs and fund-
ing are directed to specific diseases. Such
vertical global programs are often mirrored
by vertical national programs and laborato-
ries. For a variety of reasons including fund-
ing sources, technical requirements, and
biosafety concerns, the national reference
laboratory for a disease in many countries is
a specialized, free-standing institution sepa-
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serem dirigidos a doengas especificas. Esses
programas verticais globais refletem frequen-
temente programas e laboratérios verticais
nacionais. Por uma variedade de razoes, in-
cluindo origens de recursos, necessidades téc-
nicas e preocupagdes com a biosseguranca, o
laboratério de referéncia nacional para uma
doenga em muitos paises é uma instituigao
individual especializada, separada do sistema
geral de laboratérios de satide publica e de
outros laboratérios nacionais de referéncia.
Além disso, os laboratérios nacionais de refe-
réncia concentram-se frequentemente no
apoio a actividades epidemioldgicas, de vigi-
lancia ou de investigagao, e podem ter um
papel direto limitado no cuidado de doentes,
o que pode ser uma limitagao no que respeita
ao valor da integracio de servigos de labora-
térios nacionais de referéncia nos programas
dirigidos a doengas especificas.

Por outro lado, os laboratérios nacionais de
referéncia tém frequentemente a responsabi-
lidade de desenvolver, dirigir e monitorizar as
redes de laboratérios de satide publica que
fornecem servigos de diagnéstico e de cuida-
dos a doentes. Essas redes podem fornecer
servigos para mais de um programa de doen-
cas especificas, representando oportunidades
de associagio de programas e harmonizagio
ou integracio de servicos. Na verdade, ao ni-
vel mais periférico do sistema de saide, os
servigos de laboratério estao muitas vezes to-
talmente integrados, com um técnico que
executa os testes para todas as doengas.
Conceber a capacidade do laboratério é, por
si s6, uma oportunidade para construir liga-
¢Oes entre programas e para integrar servi-
¢os, isto é, embora o treinamento de técnicos
assente na experiéncia especifica de determi-
nadas doengas, a capacidade de construir la-
boratérios tem mais que ver com pericia
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rate from the general public health labora-
tory system and other national reference
laboratories. Also, national reference labora-
tories often concentrate on support for epi-
demiologic, surveillance, or research activi-
ties and may have a limited, direct role in
patient care. Such an emphasis may limit
the perceived value of integrating the ser-
vices of national reference laboratories across
disease programs.

On the other hand, national reference la-
boratories often have responsibility for de-
veloping, leading, and monitoring a net-
work of public health laboratories that
provide services for diagnosis and patient
care. Such network laboratories may pro-
vide services for more than one disease-
specific program and represent opportuni-
ties to build linkages between programs
and harmonize or integrate services. In-
deed, at the most peripheral level of the
health system, laboratory services are often
fully integrated with one technician doing
testing for all diseases.

Building laboratory capacity is by itself
an opportunity to build linkages between
programs and integrate services. That is,
although training of bench-level techni-
cians relies on disease-specific expertise,
laboratory capacity building relies more
on cross-cutting expertise in infrastruc-
ture, biosafety, facilities, human resource
development, specimen referral, supply
chain management, logistics, equipment,
maintenance, quality assurance pro-
grams, management principles, informa-
tion systems, data management, and ac-
creditation processes. A potential role
for a department of laboratory systems
within the Ministry of Health of a coun-
try would be to oversee programs that
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transversal em infraestruturas, biosseguran-
¢a, instalagoes, recursos humanos, referéncia
de espécimes, gestao da cadeia logistica, lo-
gistica, equipamento, manutengao, progra-
mas de garantia de qualidade, principios de
boa gestao, sistemas de informacio, gestao
de dados e acreditagao de processos. Um pa-
pel potencial para um departamento de sis-
temas de laboratérios, sob a alcada do minis-
tério da saide de um pais, seria o de
inspecionar os programas que tratam destes
temas de modo coordenado e integrado.
Geralmente, deveria ser responsabilidade do
laboratério de TB nacional de referéncia, em
colaboragio e coordenagio com o programa
nacional de TB, programas de outras doencas
e departamentos do ministério da satide, para
desenvolver, implementar e monitorizar uma
rede de laboratérios que assegure o acesso a
testes de TB com qualidade. Em muitos pai-
ses, existem redes de laboratérios de micros-
copia de esfregacos para bacilos dcido-4lcool
resistentes (BAAR) inspecionados pelo labo-
ratério de TB de referéncia nacional que po-
deriam servir de ponto de partida para o de-
senvolvimento da capacidade laboratorial
necessdria ao processamento de testes de TB
resistente a farmacos e TB associada a VIH.
Porém, hd que ter o cuidado de evitar criar
uma rede de laboratérios de TB isolada e ver-
tical. Sempre que possivel, os servicos dos la-
boratérios TB devem ser uma parte integral
dos cuidados de satide primdrios e duma rede
nacional de laboratérios de sadde publica.

Recursos e assisténcia

Comegam a surgir recursos de apoio a paises
com capacidade para construir laboratérios
para testar TB. A Global Laboratory Initiative
(GLI) da Stop TB Partnership (http://www.
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address these issues in coordinated, inte-
grated manner.

Generally, it should be the responsibility of
the national TB reference laboratory, in col-
laboration and coordination with the na-
tional TB program, other disease programs,
and MOH departments, to develop, imple-
ment, and monitor a laboratory network
that assures access to quality TB testing and
complete, timely reporting. In many coun-
tries, there exists a network of AFB-smear
microscopy laboratories overseen by the na-
tional TB reference laboratory, which could
serve as a starting point for developing the
laboratory capacity needed to address drug-
resistant TB and HIV-associated TB. How-
ever, care must be taken to avoid creating an
isolated, vertical TB laboratory network.
Where possible, TB laboratory services
should be an integral part of primary health
care and a national public health laboratory
network.

Resources and assistance
Resources are becoming available to assist
countries with TB laboratory capacity build-
ing. The Global Laboratory Initiative (GLI)
of the Stop TB Partnership (http://www.
stoptb.org/wg/gli/; 6) is working to develop
1) a roadmap for ensuring quality TB diag-
nostics services within national laboratory
strategic plans, 2) guidance on norms and
standards for TB laboratory testing, equip-
ment, and biosafety, 3) global policy gui-
dance, 4) training materials, and 5) human
resource strategies.

Laboratory consultants are needed to assist
countries with assessment, strategic plan-
ning, implementation, and evaluation. Cur-
rently expert laboratory diagnostic advice
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stoptb.org/wg/gli/® estd a trabalhar para de-
senvolver: 1) um roteiro para assegurar servi-
cos de diagnéstico de TB com qualidade,
integrados no planeamento estratégico de
laboratérios; 2) orientagdo nas normas e pa-
drdes para laboratérios de testes de TB, equi-
pamento e biosseguranca; 3) orientacio na
politica global; 4) materiais de formacio; e
5) estratégias de recursos humanos.

S4o necessdrios consultores de servicos de la-
boratério para ajudar os paises na avaliagio,
planeamento estratégico e implementagio.
Presentemente, aconselhamento e experién-
cia tém sido fornecidos por peritos de labo-
ratérios de paises industrializados, frequen-
temente numa base ad hoc, com pouca ou
nenhuma coordenagio com parceiros glo-
bais. O Plano Global 2006-2015 da OMS?
indicava que o actual sistema de curtas
workshops e visitas de aconselhamento sio
insuficientes para suprir a falta de pessoal de
laboratério em paises com estas caréncias e
para criar sistemas laboratoriais sustentdveis.
A GLI estd a trabalhar no desenvolvimento
duma estratégia de consenso para criar capa-
cidade laboratorial, cursos para consultores
de implementacio da estratégia de consenso
e um mecanismo que assegure a coordena-
¢ao de esforcos em cada pais e entre parcei-
ros. Os aspetos criticos no processo de con-
sultadoria sdo: desenvolver uma abordagem
consistente para criar a capacidade laborato-
rial; promover o uso de sistemas e testes de
laboratério apropriados para paises com re-
cursos limitados; e assegurar que a experién-
cia necessdria para desenvolver, implementar
e avaliar o planeamento estratégico referido
seja disponibilizada. De notar que hd uma
maior necessidade de experiéncia para criar
capacidade laboratorial do que para as técni-
cas especificas de laboratério. Um dos obje-
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and expertise has been provided by industria-
lized-world laboratory experts, often on an
ad hoc basis with little or no coordination
with global partners. The WHO Global
Plan 2006-2015? indicated that the current
system of short workshops and consultancy
visits are insufficient to bridge the training
gap of laboratory personnel in high burden
countries and to build sustainable laborato-
ry systems. The GLI is working to develop a
consensus strategy for laboratory capacity
building, courses to train consultants in the
implementation of the consensus strategy,
and a mechanism to ensure coordination of
capacity building efforts within a country
and among partners. The critical aspects in
the consulting process are to develop a con-
sistent approach to laboratory capacity
building; to promote the use of laboratory
systems and tests appropriate for resource-
limited, high-burden countries; and to en-
sure that the expertise needed to develop,
implement, and evaluate a strategic plan for
laboratory capacity building will be avai-
lable to countries. Note that there is greater
need for expertise in laboratory capacity
building than there is for expertise in di-
sease-specific laboratory techniques. A goal
is to have cadre of consultants who can be
stationed in country for extended periods of
time that would be able to assist countries
in building an integrated laboratory net-
work capable of providing the laboratory
services needed to combat TB, HIV, and
malaria.

Conclusion

An effective response to the call for univer-
sal access to TB diagnostics requires a mas-
sive scale-up of TB laboratory services and
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tivos é conseguir quadros de consultores que
possam ser colocados nos paises durante lon-
gos periodos de tempo, a fim de ajudarem na
criagao duma rede integrada de laboratérios
capaz de fornecer os servicos necessdrios ao
combate de tuberculose, VIH e maldria.

Conclusdo

Uma resposta eficaz ao apelo para acesso
universal ao diagndstico da TB exige um au-
mento macico dos servigos laboratoriais e
correspondente atribui¢io de recursos. Para
maximizar o impacto e a sustentabilidade
destes investimentos ¢ imprescindivel uma
abordagem alargada dos sistemas de saude.
A harmonizacio de esforcos na criacao
duma sélida rede de sistemas laboratoriais
capaz de responder as necessidades de todas
as patologias de importincia para a sadde
publica é um beneficio para todos os pro-
gramas de sadde e contribui para o fortaleci-
mento do setor da satide em general e para a
qualidade dos cuidados aos doentes.

Bibliografia/Bibliography

1. World Health Organization. Global tuberculosis
control: epidemiology, strategy, financing: WHO re-
port 2009 (WHO/HTM/TB/2009.411). Geneva:
World Health Organization; 2009. Available online at
heep://www.who.int/tb/publications/global_report/
en. Accessed Nov. 1, 2009.

2. Stop TB Partnership ¢ World Health Organiza-
tion. Global Plan to Stop TB 2006-2015 (WHO/
HTM/STB/2006.35). Geneva: World Health Or-
ganization; 2006. Available online at http://www.
stoptb.org/globalplan/assets/documents/Global-
PlanFinal.pdf. Accessed Nov. 1, 2009.

3. Report of a Ministerial Meeting of High M/XDR-
-TB Burden Countries, Beijing China, April 1-3,
2009. Key bottlenecks in M/XDR-TB control and pa-
tient care. 5. Responding to the laboratory bottleneck.

CRIAR CAPACIDADE LABORATORIAL PARA A TUBERCULOSE: NECESSIDADES E ESTRATEGIAS

Thomas M Shinnick

correspondingly large commitment of re-
sources. To maximize the impact and sus-
tainability of the investments in TB labora-
tory capacity building, a broad health
systems strengthening approach is needed.
Harmonized efforts using a systems ap-
proach to build to a strong laboratory net-
work that addresses the needs of all diseases
of public health importance is a benefit to
all disease programs and contributes to ge-
neral health sector strengthening and quali-
ty patient care.

Geneva: World Health Organization; 2009. Available
online at http://www.who.int/tb/challenges/mdr/bot-
tlenecks/bottlenecks_chapter5.pdf. Accessed Nov. 1,
2009.

4. Abdel Aziz M, Ryszewska K, Laszlo A, Blanc L. Stra-
tegic approach for the strengthening of laboratory
services for tuberculosis control, 2006-2009 (WHO/
HTM/TB/2006.364). Geneva: World Health Organi-
zation; 2006. Available online at: http://whqlibdoc.
who.int/hq/2006/WHO_HTM_TB_2006.364_eng.
pdf. Accessed on Nov. 1, 2009.

5. World Health Organization. 60th World Health As-
sembly. Resolutions and Decisions. World Health As-
sembly Resolution WHA 60.19: Tuberculosis control:
progress and long-term planning. Geneva: World Health
Organization; 2007. Available online at http://apps.

PORTUGUESA DE PNEUMOLOGIA

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010



CRIAR CAPACIDADE LABORATORIAL PARA A TUBERCULOSE: NECESSIDADES E ESTRATEGIAS

Thomas M Shinnick

who.int/gb/ebwha/pdf_files/ WHAG60/AG0_R19-en.
pdf. Accessed Nov. 1, 2009.

6. Global Laboratory Initiative. Moving tuberculosis (TB)
laboratory capacity strengthening forward: A Global La-
boratory Initiative. Supporting document for 15th Annual
Meeting of the Stop TB Partnership Coordinating Board,
Bagamoyo Tanzania, November 28-29, 2008. Geneva:
Stop Tb Partnership; 2009. Available online at http://
www.stoptb.org/cb/meetings/20081028_Bagamoyo_
Tanzania/assets/documents/2.08-11.1%20GLI%20Syn
opsis%20FINAL.pdf. Accessed Nov. 1, 2009.

7. Laxminarayan R, Klein E, Dye C, Floyd K, Darley S,
Adeyi O. Economic Benefit of Tuberculosis Control
(August 1, 2007). World Bank Policy Research Working
Paper Series, No. 4295, 2007. Available at htep://www.
wds.worldbank.org/servlet/ WDSContentServer/

REVISTA PORTUGUESA DE

WDSP/IB/2007/08/01/000158349_20070801103922
/Rendered/PDF/wps4295.pdf. Accessed Nov. 1, 2009.
8. World Health Organization. Maputo Declaration on
Strengthening Laboratory Sistems. Presented at: Con-
sensus Meeting on Clinical Laboratory Testing Harmo-
nization and Standardization; January 22-24, 2008;
Maputo, Mozambique. Available at: http://www.who.
int/diagnostics_laboratory/Maputo-Declaration_2008.
pdf. Accessed Nov. 1, 2009.

9. Centers for Disease Control and Prevention (Shin-
nick TM, Tademarco ME, Ridderhof JC). National plan
for reliable tuberculosis laboratory services using a sis-
tems approach: recommendations from CDC and the
Association of Public Health Laboratories Task Force on
Tuberculosis Laboratory Services. MMWR (RR-6)
2005; 54:1-12.

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010

PNEUMOLOGIA

S 65






Afranio Kritski! Experiéncia da Rede Brasileira de Pesquisa em
Tuberculose no desenvolvimento e avaliagdo de novos
métodos de diagnostico em tuberculose
|
The experience of the Brazilian Tuberculosis Research

Network in the development and evaluation of new

methods of diagnosing tuberculosis

Introducéio

De acordo com estimativa da Organizagio
Mundial de Sadde (OMS) de 2009, o Brasil
estd em 18.° lugar entre os 22 paises que cons-
tituem 80% da carga global da tuberculose
(TB). ATB continua a ser a principal causa de
morte em individuos infetados com VIH,
mesmo nos submetidos a HAART (terapia
antirretroviral potente) oferecida gratuitamen-
te a todas as pessoas infetadas com VIH, desde
1997. Tal como acontece noutros paises em
desenvolvimento, hd alguma dificuldade em
harmonizar a comunicagio e o entendimento
entre especialistas programdticos em TB, aca-
démicos e comunidade, e as organizagoes nao
governamentais. Em 2001, a investigagao da
TB nao estava sujeita a quaisquer linhas de
orientagio quanto a: a) desenvolvimento de
novos produtos; b) inovacio tecnoldgica; e c)
incorpora¢o de novos instrumentos nos seto-
res publico e privado. A Rede Nacional de In-
vestigagio da Tuberculose (REDE-TB) foi

criada, em 2002, para aproximar as diferentes

1 Coordinator, Diagnostic Area, Brazilian TB Research Network (Rede TB). Academic Tuberculosis Programme, Medical School of the Federal University

of Rio de Janeiro, Brazil
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Introduction

Brazil ranks 18th out of the 22 countries
that bear 80% of the worldwide tuberculo-
sis (TB) burden, according to the World
Health Organization (WHO) in 2009. TB
is the leading cause of mortality in HIV in-
fected persons, despite all HIV infected per-
sons having received highly active antiretro-
viral therapy (HAART) free of charge since
1997.

As in other developing nations, there is a
significant gap in communication and un-
derstanding between TB programme ex-
perts, academics, the community, and non-
governmental organisations. In 2001, there
was no TB research policy in place regard-
ing: a) the development of new products, b)
technological innovation and c) the incor-
poration of new tools in public and private
sectors.

In recognition of this gap, a National TB
Research Network was established in 2002
to bring together different constituencies to
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sensibilidades e promover uma estratégia inte-
grada, multidisciplinar e multi-institucional
para controlo e investigagio da TB no Brasil.
(Rede-TB — www.redetb.org). Nesta apresen-
tagao, serio comentadas as atividades da drea

diagnéstica da Rede TB.

Desenvolvimento, avaliacéo

e incorporacéo de testes
diagnésticos no Brasil

A avaliagdo da incorporagao de novas tecno-
logias diagnésticas em TB tem sido também
priorizada pela Organizacio Mundial de
Satde apés o langamento do Plano Global
de TB da OMS/STOP, em 2006 (htep://
www.who.int/tb/strategy/stop_tb_strategy/
en/). A partir de 2002, apercebemo-nos de
que o desenvolvimento diagndstico e o pro-
cesso de avaliagio proposto pela OMS rece-
beram das partes interessadas atengio e
apoios diferentes. Verificou-se um enorme
interesse e disponibilidade de fundos relati-
vamente as seguintes fases: a) pré-clinica:
descoberta e investigagao, desenvolvimento;
b) fase 1: avaliagio — prova de principio; ¢)
fase 2: avaliagoes laboratoriais; e d) fase 3:
avaliagoes de ensaios de campo para andlise
de desempenho. Mas a fase 4 despertou me-
nos interesse e obteve menos fundos: custo,
estudos de impacto e, para a transferéncia
de politicas, pré-qualificagio, aprovisiona-
mento, precos negociados, andlise de acesso.
Em 2007, procedeu-se a avalia¢io das ten-
déncias dos artigos cientificos sobre tuber-
culose no Brasil publicados entre 1986 e
2006. Entre os 1054 trabalhos avaliados,
que continham a palavra tuberculose e cujos
autores estavam ligados a institui¢oes brasi-
leiras, 486 (46,1%) artigos estavam relacio-
nados com descricao e revisio de casos e sé-
ries. Apenas 70 (6,7%) artigos eram estudos

Afranio Kritski

promote an integrated, multi-disciplinary
and multi-institutional strategy to TB con-
trol and research in Brazil (www.redetb.org).
This article describes the Network’s work in
the area of diagnosis.

The development, evaluation
and incorporation of diagnostic
tests in Brazil

Evaluating the incorporation of new TB
diagnostic techniques was prioritised by the
WHO following the 2006 launch of the
Global Plan Against TB — WHO/STOP
(htep://www.who.int/tb/strategy/stop_tb_
strategy/en/). Since 2002, we have learned
that the diagnostics development and
evaluation process proposed by WHO has
received different attention and funding by
the stakeholders. A lot of interest and avai-
lable funding has been allocated to the fol-
lowing stages: a) pre-clinical: discovery and
research, development, b) phase 1: evalua-
tion — proof of principle; ¢) phase 2: labora-
tory evaluations, and d) phase 3: evaluation
of field trials for performance analysis. There
has been a scarcity of interest and available
funding allocated, however, to phase 4: cost,
impact studies and policy transfer, prequali-
fication, bulk procurement, negotiated pri-
cing and access analysis.

In 2007 there was an evaluation of the trends
in scientific articles on TB in Brazil pub-
lished between 1986 and 2006. Of 1054 TB
publications assessed containing the word
‘tuberculosis” with the authors affiliated to
Brazilian Institutions, 486 (46.1%) articles
were related to descriptive, review and case
series reports. Only 70 (6.7%) articles des-
cribed operational/effectiveness studies or

clinical trials (Kritski AL ez al., 2007).
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operacionais/de eficdcia ou ensaios clinicos.
(Kritski AL, ez al., 2007).

Em 2002, fomos abordados por uma empre-
sa que manifestou interesse em ter os seus
testes seroldgicos registados numa agéncia
reguladora brasileira (ANVISA) para futura
comercializa¢io. A avaliagao desses testes se-
rolégicos demonstrou uma elevada especifi-
cidade (95%) entre os controlos sauddveis,
mas baixa especificidade (46%) entre os in-
dividuos suspeitos de serem portadores de
TB (Gounder C, ez al., 2002). Felizmente, a
empresa deixou o mercado brasileiro. Esses
resultados sao semelhantes aos descritos na
revisdo sistemdtica publicada em 2007
(Steingart et al., 2007). Os autores conclui-
ram que no momento nio hd indicagao de
kits sorolégicos comercializados ou testes 77
house no diagnéstico da TB no mundo. Os
profissionais de satde deveriam ser alertados
para nio utilizarem tais tecnologias na sua
prdtica clinica. Lamentavelmente, esses tes-
tes ainda estao a venda em paises em desen-
volvimento, nio tendo sido publicitadas
quaisquer recomendagdes sobre este facto
pelas organizages internacionais. Em 2005,
iniciou-se uma interagio com a “Geréncia
de produtos para diagnéstico de uso in vitro”
da Agéncia Reguladora Nacional (ANVISA)
e efetuou-se uma avaliacio dos testes diag-
nésticos de tuberculose registados na ANVISA
no perfodo de 2000 a 2004: 48 foram regis-
tados desde 2000, 33 nio tinham registo vé-
lido mas continuavam no mercado e 14
(30%) eram testes imunosseroldgicos. Estes
testes foram registados em diferentes cend-
rios clinicos no Brasil, sem validagao prévia.
Estes resultados acentuam a dificuldade de
harmonizagao entre a agéncia reguladora, os
académicos e os decisores que tratam da in-
corporagio de novas tecnologias no Brasil.

REVISTA PORTUG

In 2002, we were approached by a company
interested in having its serological tests regis-
tered at the Brazilian regulatory agency (AN-
VISA) for future commercial use. The evalua-
tion of these serological tests showed a high
specificity (95%) in healthy control subjects,
but a low specificity in TB suspects (46%)
(Gounder C ez al., 2002). Fortunately, they
withdrew from the Brazilian market. These
results are similar to those described in the
systematic review published in 2007 (Stein-
gart et al., 2007). The authors concluded
that there is currently no indication for com-
mercial serologic testing kits or in-house
tests in the diagnosis of TB in the world.
Healthcare professionals should be warned
not to use these techniques in clinical prac-
tice. Unfortunately, these tests are still sold
in developing nations and no strict recom-
mendations on them has been issued by in-
ternational organisations. In 2005 contact
was made with the management section of
the in vitro diagnostic products section of
the National Regulatory Agency (ANVISA)
and an evaluation of TB diagnostic products
tested registered at ANVISA in the period
2000 to 2004 was carried out: 48 had been
registered since 2000; 33 had no valid regis-
tration, but still remained on the market and
14 (30%) were immunoserological tests.
These tests had been registered without prior
validation in different clinical settings in
Brazil. These results highlighted the gap be-
tween the regulatory agency, academics and
the policy makers who deal with the incor-
poration of new technologies in Brazil.

Over the last few years, Brazil, along with
other developing countries, has seen new
molecular technique kits for diagnosing TB
or resistant TB enter the market, both poly-
merase reaction (PCR) and phenotype
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Nos dltimos anos, como ocorre noutros pai-
ses em desenvolvimento, no Brasil foram
comercializadas novas tecnologias molecula-
res (kits de PCR) ou fenotipicas (MGIT960)
no diagnéstico de TB e TB resistente. Entre-
tanto, tais tecnologias tém sido disponibili-
zadas praticamente na rede privada de labo-
ratérios. Eventualmente foram incluidos em
unidades de satide do sistema puablico de
saide, mas sem continuidade, por ndo terem
sido incorporados na lista de prioridades do
ministério.

Testes fenotipicos para o
diagnéstico de TB resistente

Por meio de estudo realizado em trés labo-
ratérios de micobacteriologia participantes
da Rede-TB, observou-se elevada concor-
dancia entre a performance do MGIT960 e
os trés métodos considerados padrao-ouro
para o diagnéstico de TB resistente: a) Mé-
todo de proporgées; b) Bactec 460; e c) Ra-
z30 da resisténcia (Giampaglia ez al., 2007).
Em outro estudo, em colabora¢io com pes-
quisadores nas Honduras e na Universidade
John Hokpins, avaliamos a performance do
MODS em 854 doentes suspeitos de TB
pulmonar. A sensibilidade e a especificida-
de do MODS foi respectivamente de 96,5%
e de 92,6%, o tempo do diagndstico infe-
rior para MODS (6 dias; interquartil de 5 a
7), em comparacio com L] (21 dias; inter-
quartil 17 a 25 dias) (Arias M ez al., 2007)
Os estudos sobre a técnica MODS sugerem
que ela pode ser util no diagnéstico da TB
sensivel as drogas, pois, além de apresentar
sensibilidade e especificidade similares aos
meios de cultura padronizados, o diagnésti-
co ¢ bem mais rdpido. Entretanto, requer
técnicos de laboratério com elevado grau

Afranio Kritski

(MGIT960) kits. These technologies were
made available almost exclusively in pri-
vately owned laboratories. They were even-
tually incorporated into healthcare units of
the National Health System, but were dis-
continued as they were not considered
Ministry of Health priorities.

Phenotype techniques for
diagnosing resistant TB

A study performed in three TB Research
Network mycobacteriology laboratories
showed a strong agreement between
MGIT960 performance and the three gold
standard methods for diagnosing resistant
TB; the proportion method, Bactec 460
and the resistance ratio method (Giampa-
glia ez al., 2007). Another study, performed
by researchers in the Honduras and at the
John Hopkins University, evaluated the per-
formance of the microscopic-observation
drug-susceptibility (MODS) assay in 854
patients with suspected pulmonary TB.
MODS sensitivity and specificity was
96.5% and 92.6%, respectively, and time to
diagnosis was quicker for MODS (6 days; 5
— 7 interquartile), than Lowenstein Jensen
(L)) medium (21 days; 17 — 25 inter-
quartile), (Arias M ez al., 2007).

Studies on the MODS assay suggest that
MODS may be of use in diagnosing drug-
susceptible TB as in addition to its sensiti-
vity and specificity — similar to that of stan-
dardised culture media — it offers a far
quicker diagnosis. It does, however, require
laboratory techniciens with a high degree of
proficiency and biosafety as it uses a liquid
medium in Petri dishes. Furthermore, we
evaluated the MODS performance for drug
resistant TB (DR-TB). In 351 DR-TB sus-
pects, MODS had sensitivity and specificity
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de proficiéncia e de biosseguranca, em ra-
z30 do uso de meio liquido em placas de
Petri. Avalidmos, ainda, o desempenho do
MODS com a TB resistente (DR-TB). En-
tre 351 individuos suspeitos de DR-TB, o
MODS teve sensibilidade e especificidade
para isoniazida e rifampicina de 97,2%,
79%, 96,4% e 86,5%, respetivamente
(Mello FCQ), et al., 2007). Estes resultados
sugerem que o MODS poderd ser usado
para triagem no diagnéstico da DR-TB.

Tecnologias de biologia molecular
para diagnéstico de TB e TB
resistente

H4 grande variabilidade da precisio dos
testes moleculares comercializados no diag-
néstico da TB ativa, principalmente em
doentes imunossuprimidos, com menores
valores de sensibilidade em relacio a espe-
cificidade (Palomino, 2009, Ling 2008,
Barnard, 2008). Além disso, em razio dos
resultados obtidos em estudos de perfor-
mance, alguns testes moleculares foram
aprovados nos 6rgaos regulatérios de paises
industrializados e comercializados para uso
em amostras respiratorias, ou seja, para a
investigacio de TB pulmonar, em doentes
adultos, sem histéria prévia de tratamento
antiTB. Portanto, os testes moleculares co-
mercializados no momento nao deveriam
ser utilizados para o diagnéstico de outras
formas de TB, monitoramento do trata-
mento, e nio substituem o exame de cultu-
ra para micobactérias.

Nos paises desenvolvidos, os resultados po-
sitivos da microscopia direta tém um eleva-
do valor indicativo positivo no diagnéstico
da tuberculose. Nestas regioes, os testes
moleculares podem ter maior impacto no

REVISTA PORTUGUESA DE

for isoniazid and rifampicin respectively of
97.2%, 79%, and of 96.4%, 86.5% (Mello
FCQ, et al., 2007). These results suggest
that MODS might be used as screening
technique for DR-TB diagnosis.

Molecular biology techniques for
diagnosing TB and resistant TB
There is a great variation in the accuracy of
commercial molecular tests for the diagno-
sis of active TB, mainly in immunosup-
pressed patients, with lesser sensitivity than
specificity (Palomino, 2009, Ling 2008,
Barnard, 2008). Further, performance re-
sults from studies have led to some molecu-
lar techniques being approved by the regu-
latory bodies of industrialised countries and
sold for use in respiratory samples, that is to
investigate pulmonary TB in adult patients
with no prior history of TB treatment. The
molecular tests currently sold should not be
used to diagnose other forms of TB or mo-
nitor treatment and do not replace a myco-
bacterial culture exam.

In developing nations, positive direct mi-
croscopy results have a high positive predic-
tive value for tuberculosis diagnosis. In
those regions, molecular tests may provide a
higher impact for diagnosis of smear nega-
tive TB cases (SNTB), especially among
HIV seropositive cases. However, little data
are available on the cost effectiveness and
clinical utility of PCR in SN'TB, in a setting
with a high burden of TB/HIV co-infection
(van Cleef, 2005). We evaluated the perfor-
mance of the PCR dot-blot (developed by
Brazilian scientists) in parallel with pretest
probability (clinical suspicion) in patients
suspected of having SN'TB, in a prospective
study of 213 individuals with clinical and
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diagndstico de casos de TB com esfregaco
negativo TB (ENTB), especialmente entre
seropositivos para VIH. Porém, hd poucos
estudos sobre a relacdo custo-beneficio e
utilidade clinica da PCR na ENTB, em re-
gides com elevada incidéncia de coinfecio
TB/VIH (van Cleef, 2005). Avalidmos o
desempenho da PCR dot-blot (desenvolvida
por cientistas brasileiros) paralelamente a
probabilidade pré-teste (suspeita clinica)
em doentes suspeitos de ENTB, num estu-
do prospectivo de 213 individuos com sus-
peita clinica e radiolégica de ENTB num
hospital de referéncia de TB/VIH, no Sul
do Brasil. Nao se observou diferenca na
sensibilidade da PCR relativamente ao esta-
tuto de VIH(Scherer LC, ez al., 2007). No
mesmo grupo de estudo, compardmos duas
estratégias: o uso de microscopia de esfrega-
co com bacilos acid fast por coloragio Ziehl-
-Neelsen (esfregaco AFB) e cultura; e esfre-
gaco AFB e teste colorimétrico (PCR
dot-blot), e efectudmos uma andlise de cus-
tos que incluiu servigos de satde e custos
com os doentes. Os custos totais de scree-
ning foram 3,7 vezes para o esfregaco AFB
e cultura versus os custos para esfregaco
AFB e PCR dot-blot (US$ 5 651 560 versus
US$ 1513,760). O esfregaco AFB e PCR
dot-blot mostrou melhor relacio custo-
-beneficio do que o esfregaco AFB e cultura
quando se considerou o custo de tratar to-
dos os casos corretamente diagnosticados
(Scherer LC et al., 2009), Estes resultados
mostraram que os testes moleculares, mes-
mo nos paises desenvolvidos, sio bem acei-
tes ¢ desempenham um papel importante
no diagnéstico da ENTB, diminuindo nao
s6 0 tempo necessdrio para o diagndstico,
mas ainda a morbilidade/mortalidade e a
transmissao do M. tuberculosis 3 comunida-
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radiological suspicion of SNTB in a TB/
HIV referral hospital in southern Brazil.
There was no difference in the sensitivity of
PCR in relation to HIV status (Scherer LC
et al., 2007).

In the same study group we compared two
strategies: use of acid fast bacilli smear mi-
croscopy by Ziehl-Neelsen staining (AFB
smear) plus culture and AFB smear plus
colorimetric test (PCR dot-blot) and per-
formed a cost analysis that included health
services and patient costs. The total screen-
ing costs were 3.7 times higher for AFB
smear plus culture than for AFB smear plus
PCR dot-blot costs (USD 5,651.560 versus
USD 1,513. 760). AFB smear plus PCR
dot-blot was more cost-effective than AFB
smear plus culture, when the cost of treating
all correctly diagnosed cases was considered
(Scherer LC et al., 2009). These results show
that molecular tests, even in developing na-
tions, are welcome and play an important
role in SNTB diagnosis, cutting diagnostic
delay, morbid-mortality and M. tuberculosis
transmission to the community, even in re-

gions with a high rate of HIV infection.

Molecular tests for diagnosing

multi-drug resistant TB (MDR-TB)
Of the molecular tests sold worldwide for a
swift diagnosis of resistant TB, the following
are accurate: INNO-LIPA Rif. TB kit (Inno-
genetics, Zwijndrecht, Belgium), GenoType®
MDRTB and GenoType?®MDRTB plus as-
says (Hain Lifescience, GMBH, Germany),
TB Research Network researchers under-
took a study into the accuracy of selected
samples using the INNO-Lipa Rif. TB kit
and found a high level of agreement with
the reference tests in selected samples (Oli-
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de, mesmo em regides com grande incidén-
cia de infec¢io por VIH.

Testes moleculares para o

diagnéstico de TB multirresistente
Entre os testes moleculares comercializados, a
nivel mundial, para o diagndstico rdpido de
TB resistente que mostraram boa acurdcia: o
kit INNO-LIPA Rif. TB (Innogenetics, Zwi-
jndrecht, Bélgica), o ensaio de GenoType”
MDRTB e GenoType® MDRTBplus (Hain
Lifescience, GMBH, Alemanha), pesquisa-
dores da Rede TB realizaram estudo de acuri-
cia em amostras selecionadas ao utilizarem o
kit INNO-Lipa Rif. TB e observaram elevada
concordincia com testes de referéncia em
amostras selecionadas. [Oliveira M, 2005).
Entretanto, até a0 momento, nio h4 estudos
publicados na literatura sobre a performance
de tais testes moleculares em condigoes de ro-
tina, em paises em desenvolvimento. Recen-
temente, avaliamos o desempenho da sequen-
ciacgio de ADN em 38 (26%) doentes (99
amostras clinicas) com resultados discordan-
tes entre MODS e métodos proporcionais.
Surpreendentemente, verificimos um elevado
indice de heterorresisténcia a RIF e/ou INH
(21,7%) e de superinfecio (28,9%), usando a
técnica spolz’gotyping, sendo a maioria Lam,
Haarlem, e T1 [Andrade ez 4/, 2009]. Resul-
tados semelhantes foram observados na Africa
do Sul e no Usbequistao. Van Rie ez al. (2005)
avaliaram 186 doentes com TB, encontrando
superinfecao em 23% (14/62) de casos relata-
doseem 17% (21/1254) dos casos. Hofmann-
-Thiel et al. (Hofmann-Thiel S, ez /., 2009)
avaliaram 35 casos de TB, encontrando super-
infe¢ao em 8,6%. Em ambos estudos, a maio-
ria das superinfecoes esteve relacionada com a
familia. M.tb Beijing. Mais recentemente,
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veira M, 2005). That said, there are as yet
no published studies in the literature into
the performance of these molecular tests
under routine conditions in developing
countries.

We recently evaluated the performance of
DNA sequencing in 38 (26%) patients (99
clinical samples) with discordant results be-
tween MODS and the proportion method.
Surprisingly, we found high rate of hetero-
resistance to RIF and/or INH (21.7%) and
of superinfection (28.9%) using the spolig-
otyping technique, with the majority Lam,
Haarlem, and T1 (Andrade ez 2/, 2009).
Similar results were seen in South Africa
and in Uzbekistan. Van Rie ez 2/. (Van Rie
2005) evaluated 186 TB patients, finding
superinfection in 23% (14/62) retreatment
cases and in 17% (21/1254) of cases. Hof-
mann-Thiel et al. (Hofmann-Thiel S et al.
2009), evaluating 35 TB cases, found super-
infection in 8.6%.

In both studies the majority of superinfec-
tion was related to the M.tb Beijing family.
More recently, Hillemann ez 2/. (Hillemann
D, 2009), compared the accuracy of the
new MTBDRsl assay for extensively drug-
resistant TB (XDR-TB) which included de-
tection of fluoroquinolone, amikacin-capreo-
mycin and ethambutol resistance testing.
Among 106 selected clinical isolates, resis-
tance to rifampicin and isoniazid was found
in 63 (59.4%) cases. Ofloxacin resistance
was found in 32 (30.2%) cases and hete-
roresistance was observed in 21.9% (7/32).
The high rates of heteroresistance and su-
perinfection identified in those studies in
clinical samples collected from DR-TB sus-
pects highlight the need to evaluate the im-
pact of the use of line probe assays in DR-
TB suspects before its incorporation into
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Hillemann et 4/. (Hillemann D, 2009), com-
pararam a precisio do novo ensaio MTBDR-
sl para XDR-TB, que incluiu a detegao da
resisténcia aos testes com fluoroquinolona,
amikacin-capreomicina e etambutol. Entre
106 isolados clinicos selecionados, observa-
ram resisténcia a rifampicina e a isoniazida em
63 (59,4%) dos casos. Observaram resisténcia
A ofloxacina em 32 (30,2%) e heteror-
resisténcia em 21,9% (7/32). Os elevados in-
dices de heterorresisténcia e de superinfecio
identificados nesses estudos em amostras cli-
nicas colhidas de individuos suspeitos de DR-
-TB acentuam a necessidade de avaliar o im-
pacto do uso de ensaios /ine probe nestes
suspeitos, antes da sua incorporagio na prati-
ca clinica, especialmente nos paises em desen-
volvimento.

Mais recentemente, a Rede TB, juntamente
com pesquisadores da Union International
Contra Tuberculosis, do Management Science
Jfor Health, do Centro de Referéncia Prof. Hé-
lio Fraga, da Fiocruz, e técnicos do Programa
Nacional de TB e do Departamento de Cién-
cia e Tecnologia do Ministério da Satde, ela-
boraram uma plataforma de protocolos de
pesquisa de viabilidade e impacto econémico
a serem realizados em diferentes regioes do
pais, que inclui o uso do teste Xpert™ MTB/
Rif (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA) para o
diagnéstico de TB e TB resistente e o uso do
teste GenoType” MDRTBplus e MTBDRsl
assay (Hain Lifescience, GMBH, Alemanha)
para o manuseio do doentes suspeitos de TB-
-MDR e TB-XDR, respetivamente

Afranio Kritski

clinical practice, especially in developing
nations.

More recently, the TB Research Network
along with researchers from the Interna-
tional Union Against Tuberculosis of the
Management Science for Health of the
Centro de Referencia Prof Helio Fraga da
Fiocruz and technicians from the National
TB programme and the Ministry of Health’s
Department of Science Technology drew
up feasibility and economic impact research
protocols agreements. These are to be car-
ried out in different regions of Brazil and
include use of the Xpert™ MTB / Rif (Cep-
heid, Sunnyvale, CA, USA) test for diag-
nosing TB and resistant TB and use of the
GenoType® MDRTB plus test and MTB-
DRsl assay (Hain Lifescience, GMBH,
Germany) for the management of patients
with suspected MDR-TB and XDR-TB,

respectively.
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Ensaios clinicos de novas drogas e testes diagnoésticos
em tuberculose: Desafios micobacteriologicos
|
Clinical trials of new tuberculosis drugs and diagnostic

Moisés Palacit

tests: Mycobacteriological challenges

Desde que a Organizagio Mundial de Saide
declarou a da tuberculose (TB) como emer-
géncia global em 1993, esta doenga, histori-
camente importante e igualmente negligen-
ciada, vem recebendo mais atengao por parte
das agéncias dedicadas ao seu controlo e ao
financiamento de pesquisas. Como conse-
quéncia deste facto e do desenvolvimento
cientifico e tecnolégico alcancado nos ulti-
mos anos, novos testes diagndsticos e com-
postos com potencial terapéuticos tém surgi-
do e obrigado os fabricantes e sites de
pesquisa clinica a avalid-los para serem regis-
tados em agéncias regulatérias. Em ensaios
clinicos para avaliagio de novas drogas, a
principal metodologia utilizada ¢é a atividade
bactericida precoce (early bactericidal activity
— EBA) descrita por Mitchson', que consiste
em quantificar a carga bacilar (CFU) presen-
te em amostras de escarro recolhidas por um
periodo de 12 horas durante os primeiros 7
dias de tratamento. Tal metodologia é basea-
da no facto de a redugao do nimero de CFU
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Since the World Health Organization’s 1993
declaration that tuberculosis (TB) was a
worldwide emergency, this historically im-
portant and equally neglected disease has
received more attention from agencies dedi-
cated to its controlling and financing re-
search. As a consequence of this and of re-
cent scientific and technological advances,
new diagnostic tests and compounds with
therapeutic potential have emerged. These
have obliged manufacturers and clinical re-
search sites to evaluate and register them in
regulatory bodies. The main methodology
used in clinical trials to evaluate new drugs
is early bactericidal activity (EBA), described
by Mitchison', which consists of quantify-
ing the colony forming unit (CFU) in spu-
tum samples collected over a 12-h period
for the first 7 days of treatment.

This methodology is based on the reduction
in the number of CFU over the first two days
being statistically related to the efficacy of the
treatment regimens instituted, making it a
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durante os primeiros dois dias estar estatisti-
camente relacionada com a eficicia dos es-
quemas terapéuticos empregues e representa
um pardmetro clinico de redu¢io da infec-
ciosidade??. Os estudos de EBA sio realiza-
dos para comparar a atividade de vérias doses
de uma droga, diferentes drogas dentro da
mesma classe e diferentes classes de drogas®.
A realizagao deste tipo de ensaio clinico re-
quer elevado investimento financeiro, profis-
sionais qualificados em boas prdticas clinicas
e laboratoriais e um sério comprometimento
e compreensio dos doentes. Diante destes
factos, o laboratério de micobacteriologia as-
sume grande responsabilidade e enfrenta
muitos desafios para cumprir com éxito o seu
papel nos ensaios clinicos. A seguir sio des-
critos resumidamente alguns dos obstéculos e
estudos realizados para supera-los.

Recolha de amostras 12 a 16
horas

Um pool de escarro recolhido nestas condi-
¢oes requer internacio do doente, o seu dis-
tanciamento da familia, custo financeiro de
internagio, maior risco de contaminagao da
cultura e longo periodo de tempo para mo-
nitoramento. Com o objetivo de verificar se
o pool de escarro recolhido durante 5 horas
pela manha poderia conter uma carga bacilar
semelhante ao poo/ recolhido num periodo
de 12 horas, Nascimento et 4/ (estudo em
fase final), a0 comparar a carga bacilar em
amostras de escarro de doentes com tubercu-
lose pulmonar, recolhidas por periodos de 5
e 12 horas, nao observaram diferencas esta-
tisticas significativas entre os dois grupos
avaliados (6,88 log;o CFU/ml, e 6,95 logio
CFU/ml, respectivamente) ¢ demonstraram
assim que uma recolha monitorizada de es-
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clinical parameter of reduced infectiousness>.
EBA studies are performed to compare the
activity of various doses of a drug, different
drugs of the same class and different classes of
drugs®. This type of clinical trial implies heavy
financial investment, professionals qualified
in good clinical and laboratory practices and a
serious commitment to and understanding of
patients. Accordingly, the mycobacteriology
laboratory faces heavy responsibility and a se-
ries of challenges to be able to play a success-
ful role in clinical trials. Some of the obstacles
encountered and studies undertaken to over-
come them are summarised below.

Sample collection over 12 and 16 hrs
Collecting a pool of sputum under these condi-
tions requires the patient being admitted to the
hospital, which involves separation of the pa-
tient from his/her family, the costs of hospita-
lization stay, an increased risk of culture con-
tamination and increased length of patient
monitoring. To see if a pool of sputum collected
over 5-h in the morning contained similar CFU
to a pool collected over a 12-h period, Nasci-
mento ez al. (study currently in final stage) when
comparing CFU in the sputum of patients with
pulmonary TB collected over 5-h and 12-h pe-
riods, did not find any statistically significant
differences in the two groups evaluated (6.88
logie CFU/ml vs. 6.95 logiy CFU/ml, respec-
tively) and, thus, showed that sputum collected

over 5-h could be used in future clinical trials.

New markers of bacteriological
clearance in response to anti-
tuberculosis therapy

Microbiological parameters can easily be as-
sessed in spontaneously expectorated spu-
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carro durante 5 horas poderd ser utilizada
em futuros ensaios clinicos.

Novos marcadores de depuracéo
bacteriolégica em resposta a
terapia antituberculose

Os parimetros microbiolégicos podem ser
facilmente avaliados na expectoragio espon-
tAnea, mas a cultura quantitativa é demorada
e trabalhosa. O marcador ideal mediria even-
tos no decurso do inicio do tratamento e se-
ria rigoroso, independentemente da agio ou
do regime a ser testado. Recentemente,
Liwen et al.> avaliaram e reportaram niveis
de mRNA por RT-PCR quantitativa em
amostras recolhidas de doentes com TB sob
monoterapia, num anterior estudo de ativi-
dade bactericida em fluoroquinolonas, e nos
que estavam sob um regime-padrio com
base em rifampina num ensaio de IL-2. Os
autores demonstraram que o mensageiro
RNA para a isocitrato liase da enzima do ci-
clo glioxilato teve taxas de declinio seme-
lhantes em doentes a receberem monoterapia
com isoniazida, gatifloxicina, levofloxacina e
moxifloxacina. A isocitrato liase (icl) mRNA
esteve altamente relacionada com as unida-
des que formavam col6nias na expectoracio
antes da terapia e durante 7 dias de monote-
rapia em todos os grupos de tratamento.
Detectou-se icl mRNA na expectoragio de
doentes com cultura positiva de TB em regi-
me de tratamento com base em rifampina
durante 2 meses. Além disso, também de-
monstraram que a proteina de ligacao a fi-
bronectina (fbpB) mRNA diminuiu 0,47
logiy moléculas/ml/d desde o inicio até ao
segundo dia, o inico mRNA que se relacio-
nou com a atividade bactericida precoce da
monoterapia com isoniazida. Em conclusio,
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tum, but quantitative culture is time con-
suming and labour intensive. The ideal
marker would measure events early during
treatment and be accurate regardless of the
drug action or regimen being tested. Re-
cently, Liwen ez al.> assessed and reported
mRNA levels by quantitative RT-PCR in
sputum specimens from TB patients receiv-
ing monotherapy in an early bactericidal
activity study of fluoroquinolones and in
those receiving a standard rifampin-based
regimen in an IL-2 trial. These authors
demonstrated that messenger RNA for the
glyoxylate cycle enzyme isocitrate lyase de-
clined at similar rates in patients receiving
isoniazid, gatifloxacin, levofloxacin, and
moxifloxacin monotherapy. Isocitrate lyase
(ic)) mRNA correlated highly with CFU in
sputum prior to therapy and during 7 days
of monotherapy in all treatment arms. #c/
mRNA was detectable in sputum of culture-
positive TB patients receiving a rifampin-
based regimen for 2 months. In addition,
they also demonstrated that fibronectin-
binding protein (f5pB) mRNA decreased
0.47 logio molecules/ml/d from baseline to
day 2, the only mRNA correlating with the
early bactericidal activity of isoniazid mono-
therapy. In conclusion, 7c/and f5pB mRNAs
are reliable markers of M. tuberculosis viabil-
ity, however, both of these uses will require
larger longitudinal studies to validate the re-
liability of ic/ mRNA as a surrogate marker
of response to drug therapy for TB.

Lower rates of contamination

of mycobacterial culture

In clinical trials to evaluate treatment re-
gimes that require patient follow-up for up
to 2 years after cure, and in studies to eva-
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icl e fbpB mRNAs sao marcadores fidveis de
viabilidade do M. tuberculosis; no entanto,
estas duas utilizacoes carecem de estudos
longitudinais mais extensos que validem a
fiabilidade de icl mRNA como marcador
substituto de resposta a terapia farmacoldgi-
ca para TB.

Diminuicao das taxas de
contaminacéo de culturas

de micobactérias

Em ensaios clinicos para avaliagio de regimes
terapéuticos que exigem o monitoramento do
doente em até dois anos apds a sua cura, e em
estudos para avaliagio de novos testes diagnds-
ticos, culturas de escarro contaminadas podem
causar prejuizos econémicos, eliminagio de
dados da anélise estatistica (¢ime points onde
ocorreram contaminagao) ou até a exclusio do
doente do estudo. Diante destas situagoes pro-
blematicas, Peres ¢# al. (artigo submetido a pu-
blicagdo) realizaram um ensaio clinico prag-
mitico para avaliar a eficicia de métodos de
antissepsia intrabucal na redu¢io da taxa de
contaminagcio de culturas de doentes suspeitos
de tuberculose. Os autores constataram que,
dentre os trés procedimentos de higienizagao
bucais utilizados isoladamente (somente 4gua,
digluconato de clorexidina e cloreto de cetilpi-
ridinio), apenas o realizado como digluconato
de clorexidina permitiu uma redugao signifi-
cativa da taxa de contaminac¢ao das culturas,
sobretudo no meio liquido MGIT (Becton
Dickinson). Verificaram ainda que o uso de
uma concentragio maior do antimicrobiano
PANTA (PANTA 2x) nas amostras-controlo
dos doentes reduziu significativamente a po-
pulagio de organismos contaminantes no
meio MGIT, sem, contudo, reduzir a taxa de
detecao do M. tuberculosis.
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luate new diagnostic tests, contaminated
sputum cultures could result in high costs,
elimination of data from the statistical ana-
lysis (time points where contamination oc-
curred) or even exclusion of the patient
from the study. In the face of these difficul-
ties, Peres ez al. (article submitted for publi-
cation) performed a pragmatic clinical trial
to evaluate the efficacy of methods of intra-
oral antisepsis in reducing the contamina-
tion rate of cultures from patients suspected
of TB. The authors found that of the three
intra-oral hygiene procedures employed
separately (water only; chlorhexidine diglu-
conate and cetylpyridinium chloride), only
the one using chlorhexidine digluconate re-
sulted in a significant reduction of the cul-
ture contamination rate, particularly in
MGIT liquid medium (Becton Dickinson).
They also found that using a higher concen-
tration of PANTA antimicrobial solution
(PANTA 2x) in patients control samples,
significantly reduced the population of con-
taminating organisms in the MGIT liquid
medium, without, however, lowering the
rate of M. tuberculosis detection.

Sputum sample division

Performing clinical trials to evaluate new di-
agnostic methods and treatments often re-
quires sputum sample division for compara-
tive analysis. In this case, the samples must
be divided equally, maintaining a similar
CFU in each part. The use of a mucolitic
agent is recommended for this, but there are
no studies proving its efficacy or that of
other procedures for sample division. Mo-
rais et al. (unpublished data) used a quanti-
tative culture technique to verify if CFU
was similar in divided samples after the di-
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Divisdo em amostras de escarro
A realizagio de ensaios clinicos para avaliacao
de novos métodos diagnésticos e terapéuticos
frequentemente requer a divisao da amostra de
escarro para andlise comparativa. Neste caso é
necessdrio que a divisao da amostra ocorra de
maneira equitativa, mantendo a carga bacilar
semelhante entre as partes. Recomenda-se o
uso de um agente mucolitico para esta finalida-
de; contudo, por nio se dispor de estudos que
comprovem a eficiéncia deste ou de outros
procedimentos de divisao de amostras, Morais
et al (dados ainda nio publicados), utilizando
técnica de cultura quantitativa, propuseram-se
verificar se apds a digestao de amostras escarro
por procedimento quimico (N-acetil-L-cisteina
50 mg/ml- 10% do volume da amostra duran-
te 15 minutos), ou mecinico (agitagio com
pérolas de vidro), a carga bacilar seria seme-
lhante nas amostras divididas. Ao comparar os
resultados dos grupos entre si nao observaram
diferencas estatisticas significativas. Para o pri-
meiro grupo que fez uso imediato do NALC
foi observada na aliquota I uma média de 5,66
(20,92) log, enquanto na aliquota II 5,65
(20,94) logio UFC/ml. Para o segundo grupo,
processado com pérolas de vidro, foi observado
uma média de 5,53 (£0,91) e 5,49 (+0,94)
logio UFC/ml em cada aliquota, respetivamen-
te, demonstrando assim que tanto o procedi-
mento quimico quanto o fisico podem ser uti-
lizados com igual eficiéncia para divisao de
amostras de escarro.

Como destacado anteriormente, os ensaios
clinicos terapéuticos em tuberculose sio
complexos e onerosos. Poucos sites no mun-
do possuem os requisitos e equipas necessi-
rias 4 sua realizagdo. Se considerarmos o mo-
desto investimento feito nesta drea,
importantes avangos ocorreram nos tltimos
anos. Entretanto, muitos outros desafios
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gestion of sputum samples by chemical pro-
cedure  (N-Acetyl-L-Cysteine  50mg/ml-
10% of the sample volume for 15 minutes),
or mechanically (agitation with glass beads).
No statistically significant differences were
seen when the results of the groups were
compared. In the first group (NALC), ali-
quot I had mean 5.66 (+0.92) log;, and ali-
quot IT mean 5.65 (+0.94) log;o CFU/ml. In
the second group (glass beads) the means
were 5.53 (0.91) and 5.49 (+£0.94) log;,C-
FU/ml for each aliquot, respectively, thus
showing that both chemical and physical
procedures can be used with equal efficacy
for division of sputum samples.

As mentioned above, clinical treatment trials
for TB are complex and expensive. Few sites
worldwide have the necessary requirements
and teams to perform them. If we consider
the modest investment made in this area,
important advances have been seen in re-
cent years. There are, however, many chal-
lenges which have yet to be met. One such
challenge is the validation of the results de-
scribed above and the development of sim-
ple tests able to determine sensitivity to
drugs for latent bacteria and bacterial viabil-
ity over the long course of TB treatment.
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ainda necessitam de ser superados. Dentre os
quais a validag¢io dos resultados descritos e o
desenvolvimento de testes simples e capazes
de determinar a sensibilidade a drogas de
bactérias em fase de laténcia e a viabilidade
bacteriana durante o longo periodo de trata-
mento da tuberculose.
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Introducéio

A tuberculose (TB) ainda é, em todo o mun-
do, a doenga infeciosa mais frequente e im-
portante, causando morbilidade e morte.
Um ter¢o da popula¢io mundial estd infeta-
da com Mycobacterium tuberculosis (MTB) e
aproximadamente dois milhées de mortes
sao atribuidas 3 TB anualmente!. Entre to-
dos os paises do continente americano, o
Brasil tem o segundo maior indice de morbi-
lidade e de morte por TB, com uma preva-
léncia de 62/100 0002. O ressurgimento glo-
bal da TB e o rdpido aparecimento da
tuberculose multirresistente (MDR-TB) su-
blinha a importincia do desenvolvimento de
novos fidrmacos antituberculose?.

Na busca de novos compostos a partir de
plantas, as drvores forneceram muitos farma-
cos no passado e permanecem uma importan-
te fonte de novos compostos. Recentemente
os produtos naturais tém sido alvo de muita
atengdo como potenciais agentes anti ['B#,

Avaliacdo das moléculas com atividade antiTB das
plantas do cerrado brasileiro
|
Screening of molecules with anti-TB activity from the

brazilian cerrado plants

Introduction

Across the world, tuberculosis (TB) remains
the most frequent and important infectious
disease causing morbidity and death. A
third of the world’s population is infected
with  Mycobacterium tuberculosis (MTB),
and approximately two million deaths are
attributable to TB annually'. Among all the
countries in the Americas, Brazil reports the
second-highest TB mortality and morbidity,
with a prevalence of 62 in /100 0002 The
global resurgence of TB and the rapid emer-
gence of MDR-TB, underscore the impor-
tance of the development of new antituber-
culous drugs’.

Concerning the search for new compounds
from Plants, trees have provided many drugs
in the past, and remain a rich source of no-
vel compounds. Natural products have re-
cently received a lot of attention as potential
anti-TB agents*¢. In Brazil, there is a tradi-
tional knowledge of how to use native plants
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No Brasil, existe um conhecimento tradicio-
nal de como utilizar plantas nativas no trata-
mento de vdrias doencas, porque muitas co-
munidades nao tém acesso a medicamentos e
usam essas plantas para se tratarem’.

Embora tenham sido encontradas vdrias
centenas de produtos naturais de plantas
com atividade antimicobacteriana, nenhu-
ma delas atingiu a fase de desenvolvimento
para firmaco devido a dificuldades, como a
escassez de compostos, a elevada complexi-
dade estrutural e a falta de estudos de acom-
panhamento de indicios promissores.

Objetivo

Neste contexto, inicidmos o projeto inte-
grando andlises quimicas e testes de activi-
dade antiTB de plantas, especialmente de
espécies que compdem o cerrado brasileiro,
bioma do tipo savana que predomina no
planalto central brasileiro e que inclui mi-
lhares de espécies vasculares nativas agrupa-
das em centenas de familias. Muitas destas
plantas siao habitualmente usadas como re-
médios naturais pela populagio local para
tratar doencas vdrias.

Material e métodos

Os especimenes de plantas do cerrado foram
colhidas nos estados de Tocantins (aproxima-
damente 11° S, 48° O) e Mato Grosso do Sul
(aproximadamente 21° S, 56° O). Para a sepa-
ragio ﬁtoqul’mica, usdmos técnicas cromato-
gréficas, essencialmente adequadas para sepa-
ragio de substincias polares (GPC, XAD2,
DCCC, HSCC, HPLC, etc.). Para determi-
nar a estrutura dos compostos isolados usimos
principalmente métodos espectrofotométri-
cos, como NMR, IR, UV e MS. Avalidmos a

atividade dos extratos, fragoes enriquecidas e

to treat several diseases because many com-
munities don’t have access to synthetic me-
dicines and use those plants in treatments’.
Although several hundred natural plant
products with antimycobacterial activity
have been found, none of them have
moved towards drug development, be-
cause of difficulties, such as very low com-
pound availability, high structural com-
plexity and lack of follow-up studies of
promising leads

Objective

In this context, we started the project in-
tegrating chemical analysis and anti-TB
activity tests of plants, especially species
that compose the “Brazilian Cerrado”, a
savannah like biome that predominates in
the center-west region of the country. It
includes more than several thousands na-
tive vascular plant species, grouped in
hundreds of families. Many of these plants
are commonly used as natural remedies
by people living in this area to treat va-
rious illnesses.

Material and methods

The cerrado plant specimens were collected
in the states of Tocantins (at nearly 11° S by
48° W) and Mato Grosso do Sul (approxi-
mately 21° S by 56° W). To perform the
phytochemical separation, we used chro-
matographic techniques, mainly suitable for
polar substances (GPC, XAD2, DCCC,
HSCC, HPLC, etc). To determine the
structure of the isolated compounds we
used mainly spectrophotometric methods
such as NMR, IR, UV and MS. To evaluate

the activity of the extracts, enriched frac-
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substincias puras contra o M. tuberculosis por
resazurin microtiter assay (REMA), de acordo
com Palomino ez al. (2002) e M. tuberculosis
H;,Rv ATCC 272948,

Resultados e discusséio

Sessenta e cinco extratos de 37 plantas distri-
buidas por 18 familias foram testadas contra
M. tuberculosis. Vinte e seis por cento dos ex-
tratos avaliados demonstraram actividade
promissora, nomeadamente concentragio
inibitéria minima (CIM) < 125 pg/m, 13
(76%) deles extratos de cloroférmio e 4
(24%) de metanol. Esses extratos foram sele-
cionados para fracionamento guiado por
atividade e avaliagao detalhada das proprie-
dades antituberculosas, sendo a sua compo-
sicao quimica analisada (Quadro I).

Do extrato de cloroférmio de B. fagifolia, a
mistura de lupeol, 0-amirina e B-amirina re-
velaram CIM mais baixa (31,25 pg/mL) do
que lupeol, O-amirina ou B-amirina isola-
dos, cujos valores CIM foram > 62,5 pg/mL.
A mistura de lupeol e acetatos de 0--amirina
e B-amirina mostraram o mesmo valor CIM
(31,25 pg/mL), sugerindo que a acetilagio
de O-amirina e B-amirina nao influencia a
sua atividade’. Observou-se a mesma situa-
¢a0 nas fragdes enriquecidas de extrato de
cloroférmio de B. crassa. As CIM de 31,25
para a mistura de o-e B-amirina e de 62,5
pg/mL, o dobro do valor para o acetato puro
de O-amirina, confirma o efeito sinergistico
entre os componentes destas misturas contra
M. tuberculosi'®.

Para C. adamantium, a 5,7-dihidroxi-6,8-di
-C-metilflavanona (A) isolada mostrou uma
CIM superior a 250 e 2’, 4’-dihidroxi-3’,5’-
dimetil-6’-metoxicalcona (B) uma CIM de
62,5 pg/mL, enquanto as suas misturas

REVISTA PORTUGUESA DE

tions and pure substances against M. ruber-
culosis we used the Resazurin Microtiter As-
say (REMA) according Palomino ez al.
(2002) and the M. tuberculosis Hs;Rv ATCC
27294 strain8.

Results and discussion

sixty five extracts from 37 plants, distribu-
ted in 18 families have been tested against
M. tuberculosis. Out of all the extracts as-
sayed, 26% showed promising activity,
namely MICs below or equal to 125 pg/mL,
13 (76%) of these coming from chloroform
extract and 4 (24%) from methanol extract.
These extracts were selected for activity
guided-fractionation and detailed evalua-
tion of the anti-tuberculosis properties, and
their chemical composition was analysed
and showed in Table I.

From the B. fagifolia chloroform extract, the
mixture of lupeol, O-amyrin and B-amyrin
displayed a lower MIC (31.25 pg/mL) than
isolated lupeol, o-amyrin or P-amyrin
whose MIC value were higher than or equal
to 62.5 pg/mL. The mixture containing lu-
peol and o-amyrin and B-amyrin acetates
showed the same MIC value of 31.25 pg/
mL, suggesting that the acetylation of
o-amyrin and B-amyrin does not influence
their activity’. The same situation was found
in the enriched fractions from the B. crassa
chloroform extract. MICs of 31.25 for the
mixture of o-and B-amyrin and 62.5 pg/
mL, double the value for the pure acetate of
o-amyrin, confirms the synergistic effect
among the components of these mixture
against M. ruberculosis'".

For C. adamantium, the isolated 5,7-dihy-
droxy-6,8-di-C-methylflavanone (A) showed
higher MIC of 250 and 2’,4’-dihydroxy-3’,5-
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Quadro | - Valores CIM das fragdes enriquecidas e compostos testados contra M. tuberculosis

Compostos CIM (ug/mL)
Fracdo enriguecida / compostos de cloroférmio extrato de B. fagifolia

Mistura de lupeol, a-e B-amirina 31,25
Mistura de lupeol, acetatos de a- e B-amirina 31,25
g-amirina 62,5
a-amirina acetato 62,5
Dotriacontano 62,5
Acido bésico 25
Fracdo enriquecida / compostos de extrato de cloroférmio de B. crassa

Mistura de a-e B- amirina 31,25
Mistura de acetato de a-e B- amirina 31,25
Mistura de &cidos ursélico e oleandlico 62,5
Compostos de extrato de cloroférmio de C. adamantium

5,7-dihidroxi-6,8-di-C-metilflavanona (A) 250
2' 4'-dihidroxi-3',5"-dimetil-6-metoxicalcona (B) 62,5
Mistura A + B (2:8) 78
Mistura A + B (3:7) 15,6
Mistura A + B (7:3) 31,25
Mistura A + B (8:2) 62,5
Compostos de extrato de cloroférmio de Qualea parviflora

Lupeol 62,5
Lupenona 125
Acido betulinico 31,25
Acido 3 epibetulinico 62,5
Friedelina 125
B sitosterol 125

Table I - MIC values of enriched fractions and compounds tested against M. tuberculosis

Compounds MIC (pg/mL)
Enriched fraction/compounds from chloroform extract of B. fagifolia

Mixture of lupeol, a-and B-amyrin 31.25
Mixture of lupeol, acetates of a- and B-amyrin 31.25
a-amyrin 62.5
a-amyrin acetate 62.5
Dotriacontane 62.5
Bassic acid 25
Enriched fraction/compounds from chloroform extract of B. crassa

Mixture of a-and 3-amyrin 31.25
Mixture of a-and 3-amyrin acetate 31.25
Mixture of ursolic and oleanolic acid 62.5
Compounds from chloroform extract of C. adamantium

5,7-dihydroxy-6,8-di-C-methylflavanone (A) 250
2' 4-dihydroxy-3',5'-dimethyl-6'-methoxychalcone (B) 62.5
Mixture A + B (2:8) 7.8
Mixture A + B (3:7) 15.6
Mixture A + B (7:3) 31.25
Mixture A + B (8:2) 62.5
Compounds from chloroform extract of Qualea parviflora

Lupeol 62.5
Lupenona 125
Betulinic acid 31.25
3 epi betulinic acid 62.5
Friedelin 125
B sitosterol 125
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(A+B), em wvidrios rdcios, mostrou vdrios
CIM, entre 62,5 pg/mL para o rdcio 8:2
(A+B) e a atividade muito melhor de 7,8
pg/mL para o rdcio 2:8. Hd aqui claro siner-
gismo entre os compostos A e B quando
misturados, e este sinergismo depende for-
temente do seu ricio de concentra¢io®. Nos
compostos isolados de Qualea parviflora,
apesar da grande semelhanca estrutural de
lupeol e lupenona, observou-se uma redu-
¢a0 duas vezes maior da atividade antiTB de
lupeol, que se deveu a substituicio de
B-hidroxilato C3 no lupeol para cetona na
lupenona. Do mesmo modo, também se
observou uma redugio duas vezes maior da
atividade antiTB entre os dcidos betulinico
(CIM 31,2 pg/mL) e epibetulinico (62,5pg/
mL), devido a epimerizagdo no dcido epibe-
tulinico de B-hidroxil C3. Esses resultados
corroboram os do trabalho de Cantrells e#
al.(2001), em que nos triterpenos, B-hidroxil
em C3 ¢ importante para a atividade anti-
TB4. A melhor MIC observada foi no triter-
peno do dcido bésico de B. fagifolia, que
mostrou forte atividade antitubercular, com
valores CIM de 2,5 pg/mL°. Este valor de
concentracdo inibitéria é compardvel aos
dos firmacos antTB de primeira linha,
como etambutol (1-5 pg/mL) e estreptomi-
cina (2-8 pg/mL), e melhor do que a pirazi-
namida (20-100pg/mL)".

Concluséo

Os resultados indicam que as plantas do
cerrado podem proporcionar fracoes e com-
postos com atividade antituberculose pro-
missora.
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dimethyl-6’-methoxychalcone (B) a MIC of
62.5 pg/mL, while their mixtures (A+B), in
several ratios, showed various MICs, ranging
from 62.5 pg/mL for the ratio 8:2 (A+B)
down to the much higher activity of 7.8 pg/
mlL, for the ratio 2:8. Here there is a clear syn-
ergism between compounds A and B when
mixed and this synergism depends strongly
on their concentration ratio’. For compounds
isolated from Qualea parviflora, despite the
great structural similarity of lupeol and lupe-
none a two-fold reduction of anti-TB activity
was observed with lupeol. This was due to the
substitution of B hydroxylat C3 in lupeol to
the ketone on lupenone. Similarly a two fold
reduction of anti-TB activity was observed
between betulinic (MIC 31,2 pg/mL) and
epi-betulinic acid (62,5pg/mL), due to the
epimerization in epi-betulinic acid of the 3
hydroxyl C3. Those results corroborate the
report of Cantrells ez a/. (2001) in that within
triterpenes, the B hydroxyl on C3 is impor-
tant for anti-TB activity®. The best MIC
found was for the triterpene bassic acid from
B. fagifolia, this showed strong antitubercular
activity, with MIC values of 2.5 pg/mL°. This
inhibitory concentration value is comparable
to those of first-line tuberculosis drugs, such
as ethambutol (1-5 pg/mL) and streptomycin
(2-8 pg/mlL), and better than pyrazinamide
(20-100pg/mL)™.

Conclusion

The results indicated that plants of the “cer-
rado” can provide fractions and compounds
with promising anti — tuberculosis activity.
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complex strains

A tipagem harmonizada e fidvel de bactérias
patogénicas permite a ficil identificacio de
clones em circulagao local ou internacional-
mente, o que é essencial para bons servigos de
vigilancia epidemioldgica e de controlo de
doengas. Isto aplica-se particularmente a
doengas como a tuberculose (TB), com inci-
déncia mundial e emergéncia global de estir-
pes resistentes a firmacos. Além do mais, a
tipagem pode ajudar nas decisoes terapéuti-
cas, por exemplo, em casos de suspei¢ao de
erros ou contaminagdes laboratoriais. A tipa-
gem pela metodologia MIRU-VNTR (m2yco-
bacterial interspersed repetitive unit-variable
number of tandem repeat) tornou-se impor-
tante para a genotipagem rdpida e de alta re-
solu¢o dos isolados do complexo Mycobacte-
rium tuberculosis. Um consércio internacional
que inclui 10 laboratérios europeus e ameri-
canos' propds um sistema baseado em 24 /loci
para padronizagio internacional. Estudos de
populagao mostraram que a tipagem MIRU-
-VNTR padrao tem um valor de previsio
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Harmonized and reliable typing of patho-
genic bacteria permits easy identification
of locally or internationally circulating
clones, which is essential for optimal epi-
demiological surveillance and disease con-
trol. This is especially true for diseases such
as tuberculosis (TB), with worldwide dis-
tribution and global emergence of drug-
resistant strains. In addition, typing can
guide therapeutic decisions, for instance in
case of suspected laboratory errors or con-
taminations. Mycobacterial interspersed
repetitive unit-variable number of tandem
repeat (MIRU-VNTR) typing has become
a major method for fast and high-resolu-
tion genotyping of Mycobacterium tubercu-
losis complex isolates. A system based on
24 loci has been proposed for international
standardization by an international con-
sortium including 10 European and Ame-
rican laboratories'. In population-based
studies, standard MIRU-VNTR typing
was shown to have an equal to slightly bet-
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igual a ligeiramente melhor do que o anterior
padrao-ouro, 1S6110 RFLP, no estudo da
transmissao de TB, em ambientes com carac-
teristicas epidemioldgicas representativas das
de muitos paises desenvolvidos. A interroga-
¢ao baseada na PCR de até 24 marcadores
independentes e bem calibrados facilita a rd-
pida e fidvel elucidagao dos mecanismos mo-
leculares de situagdes complexas que envol-
vam potenciais surtos, infe¢des mistas ou
reinfecoes>®. Como resultado, este método
vem sendo adoptado internacionalmente,
frequentemente em combinagio com spo/igo-
typing, como o novo método de referéncia
para epidemiologia molecular da TB, por
exemplo, pelo Center for Disease Control
(CDC) nos Estados Unidos, grandes consér-
cios europeus de investigacio e de vigilancia
epidemioldgica e por centros de referéncia
nacionais ou regionais.

Novos equipamentos e servicos de uso fécil
que ficaram recentemente disponiveis vie-
ram facilitar o controlo de qualidade da uti-
lizagdo desta técnica, bem como a interpreta-
¢ao dos resultados obtidos. Os servigos de
tipagem MIRU-VNTR sao propostos e usa-
dos jé por centros de referéncia e laboraté-
rios internacionais para realizagao de genoti-
pagem (incluindo de estirpes de M. bovis) e/
/ou para avaliagao do sistema de garantia de
qualidade QA/QC. Os kits de calibragao,
validagio e tipagem MIRU-VNTR de qua-
lidade controlada, bem como o soffware para
gestdo de dados e formacio on-site, facilitam
enormemente a padronizagdo e a utilizacio
eficiente da tipagem MIRU-VNTR no labo-
ratério do utilizador.

Com o kit de tipagem MIRU-VNTR, 24
marcadores sao ampliados a partir de ADN
purificado ou de extrato bruto de ADN de

colénias micobacterianas ou de granulos de

ter predictive value than the previous gold
standard IS6110 RFLP for the study of TB
transmission, in settings with epidemio-
logical characteristics representative of
those of many developed countries. PCR-
based interrogation of up to 24 indepen-
dent and well-calibrated markers facilitates
prompt and reliable molecular-guided elu-
cidation of complex situations involving
potential outbreak cases, mixed infections
or re-infections?6. As a result, this method
is being internationally adopted, often in
combination with spoligotyping, as the
new reference method for TB molecular
epidemiology, e.g. by the US CDC, large
European research and epidemiological
surveillance consortiums and National or
Regional reference Centers.

New, easy-to-use tools and services have re-
cently become available, which facilitate
quality-controlled use of this technique, as
well as interpretation of the results obtained.
MIRU-VNTR typing services are proposed
and already used by international Reference
Centers and laboratories, for outsourcing
their genotyping (including of M. bovis
strains) and/or for QA/QC evaluation.
Quality-controlled MIRU-VNTR Calibra-
tion, Validation and Typing kits, as well as
dedicated data management software and
on-site trainings greatly facilitate standar-
dized set up and efficient use of MIRU-
VNTR typing in user’s laboratory.

With the MIRU-VNTR Typing Kit, 24
markers are amplified from purified DNA
or crude DNA extract from mycobacterial
colonies or cell pellets from liquid cul-
tures, using 8 triplex PCR and fluorescent
primers specific for the flanking regions of
the targeted loci. Amplified fragment are
separated by capillary electrophoresis on
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células de culturas liquidas, usando 8 rriplex
PCR e primers fluorescentes especificos para
os flancos dos loci alvo. Os fragmentos am-
pliados sdo separados por eletroforese capi-
lar em plataformas ABI para determinagio
das dimensoes dos produtos da PCR. Con-
forme se vao sabendo os tamanhos das uni-
dades repetidas, estes refletem os ndmeros
das sequéncias dos /oci ampliados. A andlise
¢ feita usando o soffware ABI GeneMapper®,
equipado com mdédulos optimizados forne-
cida no GENOSCREEN MIRU-VNTR ty-
ping calibration kit. O resultado final é um
gendtipo numérico portdtil, que correspon-
de ao numero repetido em cada locus. As
estirpes dos gendtipos podem entdo ser ana-
lisadas e comparadas com as estirpes de ge-
nétipos de referéncia, recorrendo a bancos
de dados locais ou a www.miru-vntrplus.
org, um banco de dados de identificacao
multifuncional de livre acesso na Internet.

O kit de calibragem MIRU-VNTR foi de-
senhado para implementagio e validacio
padronizada da técnica MIRU-VNTR no
laboratério do utilizador. A migragio relati-
va entre o padrio de tamanho e os produtos
do PCR depende dos locus e alelos do
MIRU-VNTR e difere segundo o polimero
usado para eletroforese capilar e entre ins-
trumentos®. Assim, os bin sets GeneMapper
especificos dos instrumentos sio criados
com o fim de calibrar para estes efeitos.
Cada bin define o ambito de tamanhos ob-
servados para um dado ndmero repetido
(alelo) determinado a partir de 4 sequéncias
diferentes. Estes bin sets sao criados usando
o software Bin Set Creator ¢ 24 marcado-
res allelic ladders, de acordo com os tama-
nhos dos allelic ladder obtidos no analisa-
dor de ADN do utilizador. Para validar o
processo, ¢ fornecido um painel de 12

REVISTA PORTUGUESA DE

ABI platforms to determine the PCR
product sizes. As the length of the repeat
units is known, these sizes reflect the num-
bers of repeated sequences in the ampli-
fied loci. Analysis is done using ABI Gene-
Mapper®  software  customized  with
optimized modules provided in GENO-
SCREEN MIRU-VNTR Typing Calibra-
tion Kit. The final result is a portable nu-
merical genotype, corresponding to the
repeat number in each locus. Strain geno-
types can then be analyzed and compared
to reference strain genotypes using local
databases or www.miru-vntrplus.org, a
multi-functional identification database
freely accessible via the Internet.

The MIRU-VNTR Calibration Kit is de-
signed for standardised implementation and
validation of MIRU-VNTR technique in
users laboratory. Relative migration be-
tween the size standard and the PCR pro-
ducts depends on the MIRU-VNTR locus
and alleles, and differs upon polymer used
for capillary electrophoresis and between
instruments®. Therefore, instrument-speci-
fic GeneMapper bin sets are created in order
to calibrate for these effects. Each bin de-
fines the observed size range for a given re-
peat number (allele) determined from 4 dif-
ferent runs. These bin sets are specifically
created using the Bin Set Creator software
and 24 marker-specific Allelic Ladders, in
accordance with the Allelic Ladder sizes
obtained on user’s DNA Analyzer. To vali-
date the process, a panel of 12 reference
samples (including one negative control)
with known allelic profiles is provided. Af-
ter PCR amplification and electrophoretic
separation, allelic profiles are determined
using the created bin sets and checked for
validation.
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M. tuberculosis
complex purified DNA
or crude extracts

8 Multiplex PCRs
using MIRU-VNTR Typing
Kit or Service

!

Results directly importable

Automated allele calling

-

Fragment analysis

into MIRU-VYNTRPIus DB using using calibrated
www.miru-vntr.org MIRU-VNTR-customised 4 to 96-capillary
Genemapper® and MIRU- DNA analyzer

VNTR Data Manager

Fig. 1 - Tipagem MIRU-VNTR. A curva, as caixas e as setas a direita representam um cromossoma da estirpe do complexo
M. tuberculosis, unidades repetidas dos loci MIRU-VNTR e os primers usados para ampliagdo PCR, respectivamente.
Vinte e quatro loci MIRU-VNTR sao analisados via 8 PCR multiplex. O resultado final € um genétipo numérico, que corres-
ponde ao niimero de unidades repetidas de cada um dos 24 marcadores

Fig. 1 - MIRU-VNTR typing. Close curve, orange boxes and arrows on the right represent a M. tuberculosis complex strain
chromosome, repeat units of MIRU-VNTR loci, and labeled primers used for PCR amplification, respectively. Twenty-four
MIRU-VNTR loci are analysed via 8 multiplex PCRs. The final result is a numerical genotype, corresponding to the repeat

unit number of each of the 24 markers

amostras de referéncia (incluindo um con-
trolo negativo) com perfis alélicos conheci-
dos. Apds ampliagao por PCR e separacio
eletroforética, determinam-se os perfis aléli-
cos usando os bin sets criados e validados.

O software do gestor de dados MIRU-
-VNTR foi desenhado para facilitar a gestao
de dados apés andlise do GeneMapper. As
caracteristicas incluem operagdes de contro-
lo de qualidade (verificagio dos controlos,
etc.), gestao dos dados (dados em falta e ale-
los duplos, criagao de novas folhas de célcu-
lo, intercalagio e controlo cruzado dos re-
sultados do projecto GeneMapper®) e
formatagao final para compatibilidade com

o banco de dados MIRU-VINTRPlus. A for-
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The MIRU-VNTR Data Manager software
is designed to facilitate data management
after GeneMapper analysis. Features include
quality control operations (verification of
controls, etc), data management (missing
data and double alleles, creation of new run
spreadsheets, merging and cross-control of
GeneMapper® project results), and final for-
matting for compatibility with MIRU-VN-
TRPlus database. MIRU-VNTR training is
proposed in user’s laboratory, and includes
calibration and validation of user’s platform,
as well as training on technical and scien-
tific interpretation. Dedicated MIRU-VN-
TR Support is provided to kit users via spe-
cific e-mailbox and telephone.
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magao MIRU-VNTR, que se propoe tenha
lugar no laboratério do utilizador, inclui ca-
libragem e validagdo da plataforma do utili-
zador, bem como formagio quanto a inter-
pretagao técnica e cientifica. Aos utilizadores
dos kits MIRU-VNTR ¢ oferecido apoio
especifico via e-mail e telefone.

Espera-se que a disponibilidade destes apa-
relhos para genotipagem em tempo real
mais fécil e eficiente contribua para melho-
rar o controlo e a vigilincia molecular da
tuberculose.

Bibliografia/Bibliography

1. Supply B et al. Proposal for standardization of opti-
mized mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-
-number tandem repeat typing of Mycobacterium tuber-
culosis. ] Clin Microbiol 2006 44(12):4498-510.

2. Alonso-Rodriguez N, ¢¢ al. Evaluation of the new ad-
vanced 15-loci MIRU-VNTR genotyping tool in Myco-
bacterium tuberculosis molecular epidemiology studies.
BMC Microbiol 2008; 8:34.

3. Oclemann MC, er al. Assessment of an optimized
mycobacterial  interspersed  repetitive-unit-variable-
-number tandem-repeat typing system combined with
spoligotyping for population-based molecular epidemi-
ology studies of tuberculosis. J Clin Microbiol 2007;
45(3):691-697.

REVISTA PORTUGUESA DE

It is hoped that the availability of these tools
for easier and more efficient real-time geno-
typing will contribute to improved molecu-
lar-guided TB control and surveillance.

4. Allix C, Supply P, Fauville-Dufaux M. Utility of fast
mycobacterial interspersed repetitive unit-variable
number tandem repeat genotyping in clinical mycobac-
teriological analysis. Clin Infect Dis 2004; 39(6):783-
-789.

5. Allix-Béguec C, Fauville-Dufaux M, Supply P. Three-
-year population-based evaluation of standardized my-
cobacterial interspersed repetitive-unit-variable-number
tandem-repeat typing of Mycobacterium tuberculosis. |
Clin Microbiol 2008; 46(4):1398-1406.

6. Shamputa IC, ez 4l. Mixed infection and clonal repre-
sentativeness of a single sputum sample in tuberculosis
patients from a penitentiary hospital in Georgia. Respir

Res 2006; 7:99.

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010

PNEUMOLOGIA

S 93






Elvira Richtert

Simposio: Avaliagéo externa da qualidade

|
Symposium: External quality assurance

Os objetivos deste simpdsio foram:

* avaliar a situacio actual

* explorar os progressos na AEQ
* desenvolver redes

*  promover melhor colaboragao

Trés oradores informaram quanto aos dife-
rentes aspectos destes objetivos.

A AEQ num pais com baixa
incidéncia e elevados
rendimentos (Alemanha)

H4 anos que a situagao da tuberculose (TB)
na Alemanha se caracteriza por uma dimi-
nui¢io do numero de doentes, com uma
incidéncia de 5,5 por 100 000 habitantes
em 2008. Quarenta e trés por cento dos
doentes com TB pulmonar confirmada por
cultura tiveram esfregacos negativos. Vinte
por cento de todos os doentes apresenta-
vam exclusivamente TB extrapulmonar. O
indice de estirpes resistentes atinge 11%
para qualquer resisténcia e 2% para a TB

INRL, Borstel, Germany
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The aims of this symposium were:

* to estimate the current situation
* to explore advances in EQA

* to develop networks

* to promote better collaboration

Three speakers provided information to dif-
ferent aspects of these aims.

EQA in a low incidence, high
income country (Germany)

The TB situation in Germany is character-
ized since years by a decrease of the number
of patients with an incidence of 5.5 per
100,000 inhabitants in the year 2008. 43%
of patients with culture confirmed pulmo-
nary TB were smear negative. 20% of all
patients present with exclusively extrapul-
monary TB. The rate of resistant strains
reaches 11% for any resistance and 2% for
MDR. XDR strains are reported. Infections
with non tuberculous mycobacteria (NTM)
comprise lymphadenitis in children, adults
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multirresistente (MDR). Estao descritas es-
tirpes extensivamente resistentes (XDR).
As infecgoes com micobactérias nao tuber-
culosas (MNT) incluem a linfadenite em
criangas, adultos com doencas subjacentes
[e.g., doen¢a pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), bronquiectasia), ou outras (como
o granuloma de piscina).

Esta situacao reflete-se no tipo especifico de
AEQ com o objetivo de avaliar:

1) A especificidade e sensibilidade da mi-
croscopia (lAminas positivas e negativas
preparadas para colorac¢io com a técnica
de rotina do laboratério);

2) A sensibilidade das técnicas de cultura
[amostras com ou sem micobactérias
(TB ou MNT), preparados para isola-
mento primdrio e identificacio de TB ou
MNTT];

3) A sensibilidade e especificidade das téc-
nicas de ampliagao de dcidos nucleicos
(as amostras de expetoragao sio prepara-
dos para detegao de dcidos nucleicos es-
pecificos de TB);

4) A fiabilidade e rapidez dos testes de sus-
cetibilidade INH, RMP, EMB, SM, e
PZA);

5) O rigor da identificagao das bactérias da
TB e das MNT (diferentes espécies mi-
cobacterianas sio preparadas para identi-
ficagdo a nivel de espécie).

Antes do envio das amostras para AEQ nos
laboratérios, ¢ necessdrio esclarecer os regu-
lamentos (e.g., transporte, ou autorizagio
para o manuseamento de bactérias de TB).

Algumas causas importantes para os falsos
resultados podem ser detectadas através da
andlise dos dados e reandlise adicional desses
dados com a colaboragio do laboratério que

Elvira Richter

with underlying diseases (e.g. COPD, bron-
chiectasis), or others (like swimming pool
granuloma).

This situation is reflected by the specific
kind of EQA aiming to the evaluation of:

1) specificity and sensitivity of microscopy
(positive and negative slides prepared for
staining with the routine technique of
the laboratory)

2) sensitivity of culture techniques (speci-
mens with or without mycobacteria [TB
or NTM] are prepared for primary isola-
tion and identification of TB or NTM)

3) sensitivity and specificity of nucleic acid
amplification techniques (sputum speci-
mens are prepared for detection of spe-
cific nucleic acids of TB)

4) reliability and rapidity of susceptibility
testing (INH, RMP, EMB, SM, and
PZA)

5) the accuracy of identification of TB bac-
teria and NTM (different mycobacterial
species are prepared for identification to
species level)

Before sending EQA specimens to the labo-
ratories, regulations (e.g transportation, or
the permission for handling with TB bacte-
ria) have to be clarified.

Some important causes for false results can
be found by analysis of the data and addi-
tional reanalysis in cooperation with the
laboratory that reported false results. Rea-
sons for false positive microscopic results
were found to follow from staining in cu-
vettes, not as single slides, or misidentifica-
tion of staining artefacts. False positive cul-
ture results derive from laboratory cross
contamination. Incorrect susceptibility re-
sults are most often found when testing SM,
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forneceu os falsos resultados. Observaram-
-se falsos positivos de microscopia apds co-
loragao em cuwvettes, e nao em lAminas indi-
viduais, ou identifica¢io errada dos produtos
de coloragao. Os resultados falsos positivos
de culturas resultam de contaminagio cru-
zada no laboratério. Encontram-se com al-
guma frequéncia resultados com suscetibili-
dade incorreta ao testar SM e, em parte,
PZA. Ao fazer a identificacio de especis,
ocorrem por vezes erros significativos, sendo
a principal razio a insuficiéncia da utiliza-
a0 exclusiva de andlises bioquimicas.

Na preparagio de amostras para AEQ hi
que abordar alguns desafios.

— A questao da verdadeira avaliagao da sen-
sibilidade (no que respeita a microscopia,
ampliacdo dos dcidos nucleicos e isola-
mento primdrio). A prepara¢io de amos-
tras com pequenas quantidades de bacté-
rias ¢ dificil, porque pode resultar em
amostras individuais sem micobactérias.

— DPara evitar o uso de estirpes MDR, sio
selecionados isolados com padrées de re-
sisténcia pouco comuns. Isto nio reflete
uma “situacio da vida real”.

— H4 um contraste entre as necessidades
cientificas e as do diagndstico, como se
observa no espantoso nimero de espé-
cies de MNT com sequéncias que cons-
tam das bases de dados de nucleétidos,
com apenas algumas espécies diferentes
isoladas em laboratério.

Organizacgao e AEQ na Rede de
Laboratérios de TB na Leténia

A incidéncia de TB na Letdnia foi caracteri-
zada por uma continua diminui¢io até
aproximadamente 1990, quando se verifi-
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and in part PZA. Performing species identi-
fication, sometimes signiﬁcant errors occur.
The main reason for this is the insufficiency
of biochemical analyses alone.

Some challenges have to be addressed in the

preparation of samples for EQA.

— The question of a real estimation of sen-
sitivity (with regard to microscopy, nu-
cleic acid amplification, and primary iso-
lation). The preparation of samples with
low amount of bacteria is difficult since it
can result in single samples without my-
cobacteria.

— To avoid the use of MDR strains, iso-
lates with uncommon resistance patterns
are selected. This does not reflect a ,real
life situation”.

— There is a contrast between scientific vs.
diagnostic needs as we see in the over-
whelming number of NTM-species with
sequences delivered in the Nucleotide
Databases, but only few different species
isolated in the routine laboratory.

Organization and EQA in the
Latvian TB laboratory network
The TB incidence in Latvia was characte-
rized by a continuous decrease until approx.
1990, when a sharp increase was noted,
which peaked around 2000. Since then, the
incidence again decreased as to 40.3 per
100,000 inhabitants for the year 2008.

The Latvian TB-Laboratory Network is
composed of the National Reference Labo-
ratory in Riga, of 5 regional culture and mi-
croscopy laboratories, and of several labora-
tories (at district hospitals, policlinics,
private labs) facilitating AFB microscopy at
PHC level in each of 26 districts.
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cou um brusco aumento, com pico cerca do
ano 2000. Desde entio, a incidéncia voltou
a descer, atingindo 40,3 por 100 000 habi-
tantes em 2008.

A Rede de Laboratérios de TB na Leténia é
composta pelo Laboratério Nacional de Refe-
réncia (LNR), em Riga, 5 laboratérios regio-
nais para trabalho de cultura e microscopia e
ainda vdrios outros laboratérios (em hospitais
distritais, policlinicas, laboratérios privados)
que proporcionam microscopia de esfregago
para pesquisa de bacilos dcido-dlcool resisten-
tes (BAAR) a nivel PHC em cada um dos 26
distritos.

Todos os centros de microscopia sao audita-
dos e certificados com base em padrdes inter-
nacionais (ISO 17025, ISO 15189). O con-
trolo de qualidade interno é feito por coloragao
e microscopia de esfregacos positivos e negati-
vos conhecidos. Os laboratérios de cultura
fazem descontaminagio de amostras e de cul-
turas. As culturas sio enviadas para o LNR
para identificagio e testes de suscetibilidade a
fdrmacos. O laboratério nacional de referén-
cia realiza microscopia de esfregacos, cultura
de amostras, testes de susceptibilidade para
firmacos de 1.2 linha (+ Kanamicina) e TSF
de 22 linha para estirpes de MDR-TB.

Além disso, o LNR efectua o controlo da
qualidade externo de todos os laboratérios,
duas vezes por ano, utilizando um painel de
5 esfregacos fixados. Com este fim, 5 lami-
nas preparadas a partir de expetoragio de
doentes, contendo amostras negativas e po-
sitivas, sao fornecidas aos laboratérios, que
processam e interpretam as ldminas, regis-
tam os resultados e enviam-nos ao LNR
juntamente com as respectivas laminas. Fi-
nalmente, o LNR reexamina as liminas,
avalia a coloracio e os resultados e emite re-
latérios sobre o desempenho. Este LNR

Elvira Richter

All microscopy centers are audited and cer-
tified based on international standards for
testing and medical laboratories (ISO
17025, ISO 15189). Internal Quality Con-
trol is performed by staining and microsco-
py of known positive and negative smears.
The culture laboratories perform decon-
tamination of specimens and culture. Cul-
tures will be sent to NRL for identification
and drug susceptibility tests (DST). The
National Reference Laboratory performs
smear microscopy, culture of specimens,
DST for 1st line drugs (+ Kanamycin), and
2nd line DST for MDR-TB strains.
Furthermore, the NRL provides the external
quality assurance for all laboratories by a
panel of 5 fixed smears twice a year. For this,
5 slides prepared from patient sputum, com-
prising negative, scanty, and positive speci-
mens, are provided to the laboratories. These
stain and read the slides, record the results
and send back results and slides to NRL. Fi-
nally, the NRL rereads the slides, assesses
staining and results, and issues reports on
performance. Furthermore, the NRL moni-
tors the quality of sputum smear microscopy
procedure during supervisory visits.

For EQA of the performance of the culture,
2 specimens are sent to each lab twice a year.
In detail, each specimen is divided into two
parts, one part is decontaminated and incu-
bated at NRL, and the other is sent to the
culture laboratory. The culture laboratory
performs decontamination, inoculation, in-
cubation, record of results and sends the re-
sults back to the NRL. Beside this, the NRL
monitors the quality of culture procedures
during supervisory visits.

The NRL itself yearly participated in an ex-
ternal proficiency programme for Ist line

DST provided by in Swedish Institute for
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também controla a qualidade do procedi-
mento da microscopia dos esfregacos de ex-
petoragio durante visitas de inspec¢io.

Para a AEQ do desempenho da cultura, 2
amostras sdo enviadas a cada laboratério
duas vezes por ano. Cada amostra é dividida
em duas partes, sendo uma parte desconta-
minada e incubada no LNR e a outra envia-
da para o laboratério de cultura. Este proce-
deadescontaminacio, inoculacio, incubagao
e registo dos resultados, que envia ao LNR.
Além disto, o LNR também controla a qua-
lidade dos procedimentos de cultura durante
visitas de inspecgao.

O préprio LNR participou anualmente
num programa externo de proficiéncia para
TSF de 1.2 linha disponibilizado pelo Insti-
tuto Sueco para o Controlo de Doengas In-
fecciosas. A partir de 2008, o LNR passou a
ser o Laboratério Supranacional de Referén-
cia, tomando, assim, parte nas atividades

AEQ anuais para TSF de 1.2 € 2.2 linha.

A implementacéo do controlo da
qualidade como requisito para a
introducéio de um novo teste de
diagnéstico

A integragao de laboratérios de satde piblica
¢ um dos principais alvos na luta contra as do-
engas infeciosas. O controlo da qualidade do
procedimento dos testes ¢ um requisito essen-
cial para a obtengio de resultados Uteis e fii-
veis. O controlo da qualidade compreende o
controlo interno da qualidade e a avaliacio ex-
terna da qualidade. Para a integragio de novas
técnicas moleculares num laboratério de TB,
o controlo interno da qualidade compreende
vdrios aspectos, como uma infraestrutura ela-
borada, utilizagio e manutencio adequadas
do equipamento e orientagio nos procedi-
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Infectious Diseases Control. Since 2008 the
NRL itself became Supranational Reference

Laboratory and thus taking part in the year-
ly EQA rounds for 1st and 2nd line DST.

The implementation a of quality
assurance as prerequisite for the
introduction of a new diagnostic
test.

The integration of public health laborato-
ries is one of the main targets in fighting
emerging infectious diseases. Quality assu-
rance of the test procedures is a prerequisite
to obtain reliable and useful results. Quality
assurance is composed of internal quality
control and external quality assessment. For
the integration of new molecular techniques
into a TB laboratory, internal quality con-
trol comprises several aspects, like elaborate
infrastructure, equipment that is well main-
tained and operated and procedures guided
by efficient SOPs. Test reagents need to be
controlled with every LOT, its integrity
needs to be checked for every shipment and
proper transport and storage has to be con-
trolled. The test procedures itself require
several quality control steps, like contami-
nation controls, negative controls at differ-
ent levels of the test process, the correct in-
terpretation of adequate and inadequate
runs, and the implementation of certain
quality indicators. Furthermore, personnel
need to be trained and re-trained.

External proficiency testing can be conduc-
ted by analysis of duplicate specimens from
one patient. As example, proficiency testing
for line probe assays was performed in four
laboratories in India as prerequisite for the
implementation of the new test. The advan-
tage of panel testing for external quality
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mentos por SOP eficientes. Os reagentes tém
de ser controlados com cada LOT, a sua inte-
gridade verificada em cada remessa e o trans-
porte e armazenagem devidamente fiscaliza-
dos. O processamento dos testes envolve virios
passos de controlo da qualidade, como con-
trolo de contaminago, controlos negativos
em diferentes niveis do processo, interpretagao
correta das sequéncias adequadas e inadequa-
das e implementacio de certos indicadores de
qualidade. Hé ainda que treinar o pessoal e
proporcionar a sua atualiza¢io continua.

Os testes externos de proficiéncia podem ser
efetuados pela andlise de duplicados de
amostras de um doente. Como exemplo, os
testes de proficiéncia para ensaios line probe
foram realizados em quatro laboratérios, na
India, um requisito essencial para a imple-
mentagao dos novos testes. A vantagem dos
testes de painel para controlo externo da
qualidade consiste na revisao de todo o pro-
cedimento, no uso direcionado de estirpes
selecionadas com determinadas resisténcias,
com mutagdes comuns e incomuns, bem
como na utilizagio de espécies de MNT.
H4, no entanto, que ter em conta o custo
dos testes de painel (incluindo preparagio e
expedi¢ao). O envio de resultados digitali-
zados para interpretagio, bem como para
reverificagao, pode constituir uma alternati-
va menos dispendiosa para AEQ dos ensaios
line probe, devendo a melhor solucio ser
apreciada para cada situagao.

Foram oradores: Elvira Richter, NRL, Bors-
tel, Alemanha; Girts Skenders, State Agency
of TB and Lung Disease, Leténia; Akos So-
moskovy, FIND, Geneva, Suissa.

O simpésio foi apoiado por INSTAND e.V.
Society for Research Promotion of Quality As-
surance in Medical Laboratories, WHO Colla-
borating Centre, Disseldorf, Alemanha.

Elvira Richter

control is the revision of the entire proce-
dure, the directed use of selected strains
with certain resistances, with common and
uncommon mutations, as well as the use of
NTM species. However, costs of panel tests
(including preparation and shipment) have
to be taken into account. Cheaper alterna-
tives for EQA of line probe assays may be
achieved by sending of digitized results for
interpretation as well as for re-checking.
The best solution has to be found for diffe-
rent situations.

The speakers were: Elvira Richter, NRL,
Borstel, Germany; Girts Skenders, State
Agency of TB and Lung Disease, Latvia;
Akos Somoskovy, FIND, Geneva, Switzer-
land.

The symposium was sponsored by IN-
STAND e.V., Society for Research Promo-
tion of Quality Assurance in Medical Labo-
ratories, WHO Collaborating Centre,
Disseldorf, Germany.
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Normas de publicacdo na

Revista Portuguesa de Pneumologia
e
Portuguese Journal of Pulmonology

Instructions for authors

A Revista Portuguesa de Pneumologia considera para
publicagio trabalhos (artigos originais, de revisao, de
actualizagio, casos clinicos, cartas ao editor, resumos
criticos a livros, etc.) relacionados directa ou indirec-
tamente com o Aparelho Respiratério.

As opinides expressas sao da exclusiva responsabilida-
de dos autores.

Os artigos publicados ficarao propriedade da Re-
vista Portuguesa de Pneumologia, nao podendo ser
reproduzidos, no todo ou em parte, sem autoriza-
¢ao do editor.

A aceitagio dos originais enviados para publicagao é
condicionada 2 avaliagio pelo Conselho Cientifico
da Revista. Nesta avaliagao os artigos poderao ser:

a) aceites sem alteracoes;

b) aceites ap6s as modificagbes propostas e aceites pe-
los autores;

c) recusados.

Apresentacao dos trabalhos — Os textos devem ser
escritos em portugués, dactilografados, com margens
largas (25 mm), a dois espagos, numa s6 face do papel
e em trés exemplares com as pdginas numeradas no
canto superior direito.

Solicita-se a todos os autores que enviem artigos para
publicagao que o fagam acompanhados do respecti-
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Revista Portuguesa de Pneumologia | The Portuguese
Journal of Pulmonology publishes papers (original ar-
ticles, revised articles, updated articles, case reports,
letters to the editor, book reviews, etc) which are di-
rectly or indirectly related to the respiratory system.
The opinions expressed are the exclusive responsibili-
ty of the authors.

The articles published are the intellectual property
of Revista Portuguesa de Pneumologia/ The Portu-
guese Journal of Pulmonology and may not be re-
produced, in part or in whole, without permission
from the editor.

All submissions are subject to a screening process by
the Journal’s Scientific Board. There are three asses-
sments possible:

a) accepted for publication as is;

b) accepted for publication after the proposed altera-
tions, accepted by the authors;

©) rejected.

Manuscript instructions — The manuscripts submit-
ted should be in Portuguese, typed, doubled spaced
with ample (25mm) margins, and on one side of A4
sized paper. Three copies should be submitted, with
the pages numbered in the upper right corner.

All articles submitted for publication must be sent
in addition in a computerised format. The compu-

PNEUMOLOGIA S 101

Vol XVI Suplemento 1A Janeiro 2010



NORMAS DE PUBLICACAQ/INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

vo suporte magnético, que indiquem o programa
de computador em que foram executados e que te-
nham em atengio a reprodugio das imagens (que
deverd ser feita, idealmente, em suporte JPG ou
TIFF) de modo a que fiquem nitidas na sua impres-

sao tipografica.

Chama-se a atengio que a transcri¢io de imagens, qua-
dros ou gréficos de outras publicacdes deverd ter a pré-
via autoriza¢io dos respectivos editores para dar cum-
primento &s normas que regem os direitos de autor.
Poder-se-a0 considerar para publicagio artigos redigi-
dos em inglés. Neste caso, deve incluir-se o resumo, o
titulo e as palavras-chave, também em portugués.

Deverao ser referenciados, pelos préprios autores,
como artigos originais, de revisio, cartas ao editor, ou
outros.

Todos os artigos originais serdo também publicados
em inglés, apds retroversio para esta lingua, pela(s)
tradutora(s) da Revista Portuguesa de Pneumologia.
Caso os autores assim o entendam, poderao enviar os
artigos jd traduzidos.

Estrutura — Sempre que possivel serd adoptado o es-
quema convencional em que se iniciard cada parte do
trabalho numa nova pégina pela seguinte ordem:

a) Na primeira pdgina:
— titulo do trabalho em portugués e inglés
b) Na segunda pdgina:
— o0 nome dos autores com os respectivos titulos
académicos e/ou profissionais;
— os servigos onde foi realizado, nome dos seus di-
rectores ¢ os respectivos enderecos.
c) Na(s) pdgina(s) seguinte(s):
— o resumo em portugués que nao deverd ultrapas-
sar 250 palavras para os trabalhos originais e de
150 para os casos clinicos;
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ter program used must be clearly stated, and particu-
lar attention must be paid to the reproduction of

images, which should ideally be in JPG or TIFF for-

mat, to give a clear printed quality.

If an image, figure or graph has been previously pu-
blished, written permission from the editor in ques-
tion must be submitted to safeguard the author’s in-

tellectual property rights.

Articles may also be submitted in English. In this
case, the summary, the title and key words should
also be submitted in Portuguese.

The authores should categorise their submissions as
original articles, revised articles, case studies, letters
to the editor, technical notes, etc.

All original articles shall be also printed in English,
after being translated by the Revista Portuguesa de
Pneumologia / The Portuguese Journal of Pulmonology s
translators. Authors may submit their articles already
translated, if they so wish.

Form — As far as possible, the convention will be ob-
served of beginning each new part of the paper on a
new page and in the following order:

a) Title page:

— the full title of the paper in Portuguese and

English;
b) Second page:

— the full names of the authors and their academic
and /or professional titles;

— the full name and address of the institution(s) at
which the work was carried out and the full
name of the institution(s) director(s).

c) Following page(s):

—a summary in Portuguese, not exceeding 250

words for original articles and 150 for case reports;
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— os resumos em inglés com caracteristicas idénti-
cas ao do inicial em portugués;

—as palavras-chave, em portugués e inglés (3 a
10), que servirdo de base a indexagdo do artigo,
de acordo com a terminologia do Index Medi-
cus “Medical Subject Headings”.

d) O texto que, no caso dos artigos originais, terd em
geral: Introdugio, Material e Métodos, Resulta-
dos, Discussao e Conclusoes

e) O texto, também em inglés, tratando-se de um artigo
original, e caso o(s) autor(es) assim o entendam fazer

f) Agradecimentos

g) Bibliografia

h) Quadros e Figuras.

Bibliografia — As referéncias bibliograficas devem ser
numeradas por ordem consecutiva da sua primeira
citagio no texto. Devem ser identificadas no texto
com nuimeros drabes. As referéncias devem conter, no
caso das revistas, o nome do primeiro autor (apelido
e nome), seguido dos restantes, do titulo do artigo,
do nome da publicacio e da sua identificacio (ano,
volume e pdginas).

Quadros e figuras — Os quadros e figuras devem ser
apresentados em pdginas separadas, em condicoes de
reproducio. Devem ser acompanhados da respectiva le-
genda em pédgina 4 parte, mencionando no verso a ldpis
o niimero de ordem. Todos os graficos deverao ser apre-
sentados através de fotografia do respectivo original.

Modificagoes e revisdes — No caso da aceitacio do ar-
tigo ser condicionada a modificagées, estas devem ser
realizadas pelos autores no prazo maximo de vinte dias.

As provas tipograficas serido da responsabilidade da
Redacgio, se os autores nao indicarem o contrério.
Neste caso elas deverio ser feitas no prazo determina-
do pela Redacgio, em fungio das necessidades edito-
riais da Revista.
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—a summary in English, with identical characte-
ristics to that in Portuguese;

— between three and 10 key words in Portuguese
and English, which will be used to index the ar-
ticle, using terms from the Medical Subject Hea-
dings list of the Index Medicus.

d) Original articles shall include, as a general rule,
the following: Introduction, Subjects and Metho-
ds, Results, Discussion and Conclusions.

e) Original articles may be written in English if the
authors so wish.

f) Acknowledgments.

g) References.

h) Tables and Figures.

References — The bibliographical references should be
numbered consecutively, in the order in which they are
cited in the text and should be identified in the text with
Arabic numerals. Each reference to a journal article
should contain the surname and initial of the first author
followed by the rest. These should be followed by the ti-
tle of the article, the title of the publication and its iden-
tifying years, volume number and the page numbers.

Tables and figures — Each table and figure should be
on a separate page, and in such conditions as to be re-
produced. Each table and figure should have its own
brief description on a separate page and bear its sequen-
ce number on its back, written in pencil. Each table and
figure should be represented via a copy of the original.

Alterations and changes — Should an article be ac-
cepted for publication subject to alteration, these must
be made by the authors within a twenty day period.

Publishing proofs — These are the editorial board’s
responsibility, unless the authors state otherwise.
Should this latter be the case, the proofs should be
concluded within a deadline set by the editorial bo-
ard, in line with the editorial norms of the Journal.
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Cartas ao editor — Devem constituir um comentario
critico a um artigo da Revista ou uma pequena nota
sobre um tema ou caso clinico. Nao devem exceder as
500 palavras, nem conter mais de um quadro ou figu-
ra ¢ um mdximo de 6 referéncias bibliograficas. As
respostas do(s) autor(es) devem obedecer as mesmas
caracteristicas.

Pedido de publicagao — Os trabalhos deverio ser en-
viados & Redac¢io, em nome do editor, para a sede da
SPP, Rua Ivone Silva, n.c 6 — 6.° Esq., Edificio Arcis,
1069-130 Lisboa, Portugal, acompanhados de uma
carta com pedido de publica¢io, subscrito por todos
os autores, indicagao da cedéncia do copyright e que
nao foram publicados ou enviados para publicagio
em outra revista nacional ou estrangeira. Nao serao
aceites trabalhos jd publicados ou enviados simul-
taneamente a outras revistas.

Deverao ser acompanhados pelo enderego electré-
nico do autor principal para eventuais pedidos de
esclarecimentos por parte da Redacgao.

Os trabalhos também poderao ser enviados por via
electrénica (e-mail: sppneumologia@mail.telepac.pt).

Nota final — Para um mais completo esclarecimento
sobre este assunto aconselha-se a leitura dos requisi-
tos do International Commitee of Medical Journal Edi-
tors, publicados na integra no N Engl ] Med 1991;
324:424-428.
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Letters to the editor — These should contain a criti-
cal appraisal of a Journal article or a small comment
on a theme or a case study. They should not exceed
500 words, contain more than one table or figure and
have a maximum of 6 bibliographical references. Au-
thors’ replies should observe these same norms.

Submissions for publication — Papers should be sent to
the editorial board, addressed to the editor: Sociedade
Portuguesa Pneumologia office: SPP — Rua Ivone Silva,
n.° 6 — 6.° Esq., Edificio Arcis, 1069-130 Lisboa, Portu-
gal. Submissions should be accompanied by a letter re-
questing that the work be submitted for publication,
signed by all of the authors, stating that they waive their
intellectual property rights and that they work has not be
published or submitted for publication in any other Por-
tuguese of international journal. Work already publi-
shed or already sent to other journals will be rejected.

Submissions must bear the e-mail address of the
corresponding author in order to facilitate contact
with the editorial team should any clarification be
necessary.

Papers may should be sent via electronic mail to:
sppneumologia@mail.telepac.pt

Final note — For a fuller clarification of this matter, a
reading of the requirements of the /nternational Com-
mittee of Medical Journal Editors, published in full in
the N Engl ] Med 1991; 324:424-428, is advised.
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