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Ensaios clinicos de novas drogas e testes diagnosticos

em tuberculose: Desafios micobacteriolégicos
|
Clinical trials of new tuberculosis drugs and diagnostic
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

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 internacdo 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 ez 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 ligacdo 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 log;o 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 avaliaco 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 (time points onde
ocorreram contaminagao) ou até a exclusio do
doente do estudo. Diante destas situagoes pro-
blematicas, Peres ¢f 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 dgua,
digluconato de clorexidina e cloreto de cetilpi-
ridinio), apenas o realizado como digluconato
de clorexidina permitiu uma redugao signifi-
cativa da taxa de contaminac¢io 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) logi, 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 ultimos
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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