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Resumo

Objetivo: Avaliar um procedimento de facil execugéo e baixo custo para incrementar o
diagnéstico da tuberculose entre pessoas privadas de liberdade sem riscos de contamina-
¢éo para profissionais de laboratério. Métodos: Amostras de escarro foram analisadas por
baciloscopia apds tratamento com hipoclorito de sédio e sedimentagdo espontanea em
comparagéo a baciloscopia direta convencional, cultura pelo método Ogawa-Kudoh e o
teste molecular rapido pelo sistema Xpert®MTB/RIF. Para as andlises estatisticas foram
empregados os programas Open Epi e SPSS. Resultados: De 436 amostras de escarro
submetidas ao cultivo 71 foram positivas (verdadeiros positivos) e dessas 50 foram positivas
pela baciloscopia direta convencional e 67 pela baciloscopia do escarro processado, o que
corresponde a um incremento de 29% na positividade. Conclusao: O procedimento propos-
to preserva as vantagens e aumenta a sensibilidade da baciloscopia direta convencional. A
implementacéao dessa técnica para diagnéstico entre grupos vulneraveis em locais de aces-
so e recursos limitados podera aumentar a identificagao de casos de tuberculose pulmonar.
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INTRODUCAO

Atuberculose é uma doenca infecciosa, predominan-
temente pulmonar, causada pelo Mycobacterium tuber-
culosis mas pode acometer outros tecidos e érgaos. Por
ser de transmissdo aérea o M. tuberculosis é facilmente
disseminado em aglomeracgéo de pessoas. O doente com
tuberculose das vias respiratorias (pulmonar ou laringea) ex-
pele os microrganismos em forma de aerosséis principal-
mente através da tosse. O portador bacilifero é a principal
fonte de infeccéo, exigindo que, para o controle da doenga,
esses individuos sejam diagnosticados e tratados precoce-
mente."

Diagnosticar e tratar a tuberculose pulmonar bacilifera
sdo importantes a¢des para o controle da doenga, mas isto
nao tem sido atingido plenamente nos paises que concen-
tram o maior nimero de casos devido as fragilidades dos
sistemas de salide. Estima-se que, mundialmente,hd2a3
bilhdes de infectados e, desses, 5%-15% vao desenvolver
a tuberculose durante a vida.® Nos imunossuprimidos, como

as pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia huma-
na (HIV), a probabilidade de adoecimento aumenta 8% a
10% ao ano.®4

A tuberculose pulmonar é curavel na maioria dos ca-
sos, mas ainda persiste como um grave problema de sau-
de global, principalmente para os grupos mais vulneraveis.
No Brasil, esses grupos sao as populagdes indigenas, as
pessoas em situagéo de rua, as pessoas privadas de liber-
dade pelas precarias condig6es de vida e os infectados pelo
HIV.48 O risco de adoecimento e a mortalidade por tuber-
culose pulmonar nas populagées carcerarias € maior que
na populagéo geral, principalmente quando associada com
o HIV.G48)

O diagnéstico laboratorial da tuberculose é realizado
comumente pela baciloscopia direta, pela cultura e, na ulti-
ma década, vém se destacando os testes moleculares rapi-
dos automatizados. Entretanto, muitos casos sédo diagnos-
ticados apenas por critérios clinicos sem confirmacéao
bacteriologica. Esse tipo de triagem, por ser de baixa
especificidade e sensibilidade, pode induzir a diagnésticos
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falso-positivos e consequente tratamento indevido, ou fal-
so-negativos, levando a evolugédo de quadros mais graves
por falta do tratamento.?”)

No Brasil, desde 2013, o Ministério da Saude (MS),
pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose, vem
implantando, em varias regiées, um teste molecular rapido
(TMR), o Xpert®MTB/RIF, para detec¢éo do M. tuberculosis
e resisténcia a rifampicina. No entanto, os laboratérios de
salide publica, em sua grande maioria, sdo estruturalmente
inadequados para a implantagédo de metodologias mais
complexas e onerosas.®® Portanto, apesar da grande im-
portancia da deteccéao de casos de tuberculose, ainda néao
existe uma ferramenta totalmente eficaz.('?

Assim, nosso objetivo foi avaliar um procedimento de
facil execugao e baixo custo paraincrementar o rendimen-
to da baciloscopia direta convencional no diagnéstico da
tuberculose pulmonar em pessoas privadas de liberdade,
sem riscos de contaminacédo para os profissionais de la-
boratério.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo, para
avaliacédo da acuracia da baciloscopia em amostras de es-
carro processado em comparagao com trés métodos usu-
ais de diagnostico da tuberculose pulmonar. Foi seleciona-
da uma amostra ndo probabilistica, por conveniéncia, de
escarros de sintomaticos respiratorios. As amostras foram
provenientes do Laboratério Municipal de Saude Publica da
Prefeitura da Cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, obti-
das de pessoas privadas de liberdade das unidades prisio-
nais situadas na Regido Metropolitana do Recife, no perio-
do de julho/2015 a margo/2016.

No Laboratério Municipal de Saude Publica, as amos-
tras foram analisadas pelo teste molecular rapido no siste-
ma Xpert®MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, USA) de acordo
com o protocolo do fabricante e preconizado pelo Ministé-
rio da Saude®® e em seguida processadas para cultura pelo
método Ogawa-Kudoh (O-K).("9 Os recipientes com o res-
tante das amostras de escarro foram encaminhados ao Ins-
tituto Aggeu Magalhaes (IAM), Fiocruz, PE, para pesquisa
de BAAR (bacilo alcool-acido resistente) pela baciloscopia
direta convencional conforme procedimentos usuais) e
baciloscopia no escarro processado.('? A sequéncia dos
procedimentos realizados com as amostras esta sumarizada
no fluxograma (Figura 1).

Baciloscopia no escarro processado
O procedimento foi realizado como descrito.(? Em
resumo, adicionou-se hipoclorito comercial de 2,0 a 2,5%

em um volume correspondente a duas vezes o volume da
amostra de escarro restante no coletor (minimo de 1 mL). O
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Coleta das amostras de escarro em
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(Xpert® MTB/RIF) Escarro purulento,
Identifica Mycobacterium descontaminacao com NaOH
tuberculosis e (4%), semeio com swab em tubo
susceptibilidade a inclinado de Ogawa-Kudoh,
rifampicina incubagao a 37°C, crecimento
do bacilo em até 60 dias

Y

IAM
6-7 dias apos a coleta do escarro

v v
BD BEP
Baciloscopia direta com Baciloscopia em escarro
coloragéo de Ziehl-Neelsen processado com coloragéo de
Ziehl-Neelsen

Figura 1. Fluxograma adotado para as analises das amostras de escarro
para diagnéstico de tuberculose pulmonar em pessoas privadas de
liberdade.

recipiente foi completamente rosqueado e agitado vigoro-
samente e deixado em repouso por no minimo 10 minutos a
temperatura ambiente para inativacao do M. tuberculosis e
outras bactérias contaminantes e diminuir o risco de forma-
cao de aerosséis. Em seguida, o material foi transferido para
um tubo tipo Falcon de 15mL com tampa rosqueavel e no-
vamente homogeneizado. Ap6s repouso por 12 a 18 horas,
o sobrenadante foi desprezado e o sedimento utilizado para
confeccdo do esfregaco. Para isso, o tubo foi invertido so-
bre a lamina até completo escoamento do sedimento, que
foi em seguida espalhado pela superficie da lamina usan-
do-se a propria boca do tubo. Ap6s secagem do esfregaco
a temperatura ambiente e fixacdo em chama direta reali-
zou-se a coloracgao de Ziehl-Neelsen!" com redugao do tem-
po de coloragdo com a fucsina fenicada para trés minutos.'?
A leitura das laminas foi realizada em microscopio ético com
objetiva de imerséo considerando resultados negativos quan-
do nenhum BAAR era encontrado em 100 campos e positi-
vos quando encontrados > 1-9 BAAR, em 100 campos.?71

Analise estatistica

Os resultados foram introduzidos num banco de da-
dos construido no programa SPSS 20.0 for Windows. Foi
calculada a acurécia (sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e precisdo) da
metodologia em estudo pelo programa Open Epi™® e pelo
préprio SPSS. Foram considerados padré@o-ouro a cultura
e o teste molecular rapido.

251



Magalhéaes JLO, Araujo AA, Silva LO, Coutinho 10, Lima JFC, Almeida AMP, Leal NC

Consideragdes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Fiocruz PE (CAAE-0022.0.095.000-11) e teve a
anuéncia da Secretaria Municipal de Saude de Recife, PE.

RESULTADOS

Foram analisadas 436 amostras de escarro para ava-
liar a acuracia da baciloscopia em escarro processado pelo
tratamento quimico com hipoclorito comercial e sedimenta-
¢éo espontanea, em comparagédo com a baciloscopia con-
vencional, a cultura e o teste molecular rapido.

O teste molecular rapido foi positivo em 18,6% (81/
436), na cultura houve crescimento de M. tuberculosis em
16,3% (71/436) e sete (1,6%) revelaram-se contaminadas,
a baciloscopia convencional foi positiva em apenas 12,6%
(55/436) e a do escarro processado foi positiva em 16,3%
(71/436) das amostras. Nado foi observada resisténcia a
rifampicina nas amostras positivas para M. tuberculosis pelo
teste molecular rapido no sistema Xpert® MTB/RIF.

A baciloscopia convencional identificou BAAR em 50
das 71 amostras positivas por cultura (considerados verda-
deiros positivos) e a do escarro processado em 62 das 71,
0 que corresponde a uma sensibilidade de 87% (62/71) e
significa um incremento de 24% na positividade em com-
paracéo com a baciloscopia convencional (Tabela 1).

A baciloscopia do escarro processado foi positiva em
mais cinco amostras que foram negativas na baciloscopia
convencional e na cultura, totalizando 67 amostras positi-
vas, que corresponde a sensibilidade de 94% (67/71) e
um incremento de 29%.

Na comparacédo do desempenho dos métodos avali-
ados em relacgédo as 71 culturas positivas (verdadeiros po-
sitivos), a sensibilidade da baciloscopia direta convencio-
nal foi de 70%, da baciloscopia do escarro processado
87% e do teste molecular rapido 89% (Tabela 1).

Tendo como padrdo-ouro o teste molecular rapido,
que é a técnica usada na rotina do Laboratério Municipal
de Saude Publica, na comparagcdo com os demais méto-
dos avaliados, a sensibilidade da baciloscopia direta foi
65%, da baciloscopia do escarro processado foi de 84%
e da cultura também de 84% (Tabela 1).

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo posi-
tivo, valor preditivo negativo e precisdo entre os métodos
com intervalo de confianca de 95% sdo mostrados na Ta-
bela 1.

Nas analises de acuracia dos quatro métodos, todos
os resultados foram estatisticamente significantes, com-
provando que ndo foram aleatoriamente positivos ou ne-
gativos.

A sensibilidade, especificidade e concordancia en-
tre os testes foram satisfatérias.

Tabela 1 - Avaliagado da acuracia das analises em 436 amostras de escarro pela baciloscopia do escarro
processado, baciloscopia direta convencional, cultura e teste molecular rapido para diagnéstico de
tuberculose pulmonar em pessoas privadas de liberdade

Comparagodes Sensibilidade Especificidade VPP VPN Precisao

IC 95% IC 95% IC 95% I1C 95% I1C 95%
BD x Cultura 70 (59-80) 99 (98-100) 98 (90-10) 94 (92-96) 95 (92-97)
BEP x Cultura 87 (78-93) 99 (97-99) 93(84-97) 98 (95-99) 97 (95-98)
TMR x Cultura 89 (79-94) 97 (94-98) 84 (74-90) 98 (96-99) 95 (93-97)
BD x TMR 65 (54-75) 99 (98-99,8) 96 (87-99) 93 (90-95) 93 (90-95)
BEP x TMR 84 (74-90) 99 (98-99) 96 (88-99) 96 (95-98) 96 (94-98)
Cultura x TMR 84 (74-91) 98 (96-99) 89 (79-94) 97 (94-98) 95 (93-97)

VPP: Valor preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; IC: intervalo de confianga; BD: baciloscopia direta
convencional; BEP: baciloscopia do escarro processado; TMR: teste molecular rapido (Xpert® ITB/RIF)

DISCUSSAO

A tuberculose pulmonar atinge prioritariamente as
pessoas em precarias condigdes socioecondmicas e, en-
tre os grupos com maior vulnerabilidade, as pessoas pri-
vadas de liberdade possuem maiores chances de adoe-
cimento.®® A grande magnitude da doenga nessa popula-
¢do esta ligada ao precario estado nutricional dos indivi-
duos, consumo de drogas (permitidas e ilicitas), doencas
associadas como o HIV/AIDS e a assisténcia a saude
inexistente ou ineficiente.®
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As condic¢des desfavoraveis do ambiente prisional (ce-
las com espacos insuficientes, superlotadas, sem ilumina-
¢éo natural e ventilagado inadequada) potencializam a trans-
missdo e agravamento da doencga. Adicionalmente, o aban-
dono do tratamento entre os prisioneiros é mais frequente
que na populagéo livre, o que favorece o aparecimento de
cepas de M. tuberculosis resistentes aos farmacos.®®

Para diminuir a transmisséo da doenca em prisionei-
ros, o Ministério da Salde recomenda a implantagéo de
acOes para diagnéstico e tratamento de tuberculose nos
presidios em todo territério nacional, inclusive na admisséo.
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A maioria das unidades prisionais brasileiras encaminha as
amostras biolégicas para diagnéstico nos laboratérios do
Sistema Unico de Satde (SUS)."

A demora em diagnosticar e tratar o doente favorece
a disseminacéo do M. tuberculosis entre os encarcerados,
trabalhadores dos presidios e familiares em visita. A dimi-
nuicdo da morbimortalidade por tuberculose pulmonar tanto
na populagcédo geral como nos encarcerados depende do
diagnéstico e tratamento precoces para diminuir a transmis-
sdo aérea do bacilo entre os contatos/comunicantes.®

Para atender a necessidade de uma técnica de facil
execucao e de baixo custo e sem risco de acarretar conta-
minacao para os profissionais de laboratério, avaliamos
neste trabalho um procedimento previamente desenvolvido
para incrementar o rendimento da baciloscopia direta con-
vencional.(121416)

As amostras utilizadas foram provenientes de uma
populacdo de pessoas privadas de liberdade prioritaria-
mente atingida pela tuberculose e que se enquadra entre os
grupos de maior vulnerabilidade pelas precarias condi¢coes
socioecondmicas e sanitarias, com maior chance de adoe-
cimento.(56)

Entre os métodos laboratoriais para o diagnéstico da
tuberculose pulmonar, a cultura é o padrdo-ouro para avali-
acao da acuracia de outros métodos.® Entretanto, € uma
técnica laboriosa e, por concentrar os microrganismos, exi-
ge estrutura laboratorial complexa e maior nivel de biossegu-
ranca.'® Em adigdo, a liberagdo do resultado pode de-
morar até oito a doze semanas, sendo inadequado para tri-
agem de casos.”

O teste molecular rapido, apesar do excelente de-
sempenho, rapidez no diagnéstico e identificar a resistén-
cia a rifampicina,® exige laboratérios mais estruturados,
com maior aporte financeiro para aquisicdo de equipamen-
tos e insumos importados. Isso pode inviabilizar a sua im-
plantacdo em regides de dificil acesso e com baixo poder
econdémico. Portanto, no Brasil, na maioria dos laboratori-
os do SUS, a baciloscopia direta convencional permane-
ce como Unica opg¢éao para diagnéstico da tuberculose pul-
monar.”

Em uma amostra de 436 escarros provenientes de
prisioneiros na cidade do Recife foi avaliada a acuréacia
da baciloscopia em escarro processado por tratamento qui-
mico com hipoclorito comercial e sedimentacdo esponta-
nea em comparacgao com os testes usualmente emprega-
dos no Brasil para diagnéstico da tuberculose pulmonar.

Considerando a cultura como padrao-ouro, a sensi-
bilidade da baciloscopia convencional foi de 70%, na
baciloscopia do escarro processado de 87% e no teste
molecular rapido de 89% (Tabela 1). Analisando-se o de-
sempenho dos trés métodos em comparagéo com a cultu-
ra (padrao-ouro), verificou-se que, em 30% (21/71) das
amostras positivas na cultura, a baciloscopia direta foi

RBAC. 2018;50(3):250-4

falso-negativa, enquanto que pela baciloscopia do escar-
ro processado o percentual de positividade foi 13%, ou
seja, um incremento de 24%.

A baciloscopia do escarro processado usando um
produto facilmente encontrado e de baixo custo, apesar
de retardar a liberagé@o do resultado em um dia quando
comparado a baciloscopia direta convencional, minimiza
os riscos de contaminagéo dos profissionais de laborato-
rio por inviabilizar os microrganismos presentes na amos-
tra biolégica."™'9 Além disso, a baciloscopia do escarro
processado proporcionou importante incremento, aumentan-
do 29% na positividade das amostras (67/71) em compara-
¢éo com a baciloscopia convencional.

Pode-se conjeturar que, se as analises forem realiza-
das logo ap6s a coleta das amostras, antes de outras mani-
pulacdes dos escarros, a deteccéo de casos positivos pela
baciloscopia no escarro processado poderia ser mais alta.

CONCLUSOES

Assim, conclui-se que o processamento das amostras
de escarro com hipoclorito e sedimentacdo espontanea,
além de preservar as vantagens, aumenta a sensibilidade
da baciloscopia convencional. Portanto, a implementacéao
da baciloscopia no escarro processado em locais de aces-
so limitado e com poucos recursos financeiros podera au-
mentar a identificagdo de casos de tuberculose pulmonar,
entre os grupos mais vulneraveis.

Abstract

Objective: To evaluate an easy and low-cost procedure to improve the
diagnosis of tuberculosis among inmates devoid of risk of contamination
for laboratory professionals. Methods: Sputum samples from inmates
were analyzed after treatment with sodium hypochlorite and spontaneous
sedimentation compared to direct conventional smear microscopy, culture
and the rapid molecular test by the Xpert® M TB/RIF system. The Open
Epi and SPSS programs were employed for the statistical analyzes.
Results: Of 436 sputum samples from inmates 71 were culture positive
(true positives). Out of these 50 were positive by the conventional direct
microscopy and 67 by the processed sputum microscopy technique what
corresponds to 29% increase in positivity compared to the conventional
microscopy. Conclusion: The procedure evaluated maintains the
advantages and increases the sensitivity of the conventional direct
microscopy. The implementation of this procedure among vulnerable
group of persons with limited access and resources could increase the
identification of pulmonary tuberculosis cases.

Keywords
Tuberculosis; Sputum; Mycobacterium tuberculosis; Diagnosis;
Prisoners
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