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Resumo

Objetivo: Considerando que atualmente ainda existem algumas limitagées quanto a esco-
Iha do teste ideal para diagndstico da TB, ligadas principalmente aos custos e realizagéo
adequada das técnicas, o presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia do teste de
baciloscopia no diagnéstico da tuberculose pulmonar, a partir da comparagéao dos resulta-
dos obtidos através dos testes de baciloscopia e GeneXpert de pacientes da cidade de
Recife-PE. Métodos: Foram analisadas neste estudo amostras de escarro com os resulta-
dos ja positivos para TB através da cultura microbiolégica. As espécimes foram submetidas
ainda aos testes de baciloscopia e GeneXpert para uma analise comparativa dos resulta-
dos. Resultados: Foi analisado um total de 100 amostras, com positividade para todos os
testes realizados no estudo (cultura microbiolégica, GeneXpert e baciloscopia). Conclu-
sao: O diagnéstico através do GeneXpert representa um ganho expressivo quando levado
em conta sua sensibilidade, rapidez e confiabilidade dos resultados, em contrapartida, os
custos para realizagéo deste teste ainda séo elevados. Este fato reforga a importancia das
metodologias convencionais de baciloscopia e cultura, quando utilizadas dentro dos
parametros de controle de qualidade adequados.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) caracteriza-se como uma doenca
infectocontagiosa, causada pelo Mycobacterium
tuberculosis ou Bacilo de Koch (BK), de distribuigdo mun-
dial, que apesar de contar com uma quimioterapia eficaz e
prevencado amplamente conhecida e difundida, constitui-se
como um importante problema de saude publica.(? O Brasil
se encontra ocupando a 202 posi¢éo quanto a carga da do-
enca e tem destaque ainda por sua participacdo no BRICS
(bloco formado por Brasil, Russia, india, China e Africa do
Sul), cujos paises somam cerca de 50,0% dos casos de
tuberculose no mundo e mobilizam mais de 90,0% dos re-

cursos necessarios para as agées de controle da tuberculo-
se por meio de fontes domésticas de financiamento. Neste
contexto, a cidade de Recife, capital de Pernambuco, con-
centra quase metade do total de casos detectados no esta-
do e configura-se como a capital com a terceira maior taxa
de incidéncia e o segundo maior indice de mortalidade por
TB no pais.®?

O tratamento adequado assim como o diagnéstico
precoce sd@o essenciais para a eficacia dos programas
publicos de controle da doenca, os quais buscam curar
os doentes e evitar a transmisséao do agente etioldgico.®
O diagnéstico presuntivo da doenca utiliza o histérico cli-
nico do paciente e o achado radiologico, sendo a con-
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firmacéao obtida através da comprovacao bacteriol6gica por
meio das técnicas de baciloscopia e cultura de escarro .4

A cultura de escarro é considerada padrdo ouro para
o diagnéstico da TB por apresentar alta sensibilidade e
especificidade, porém nao permite diferenciar a espécie
de Bacilo Alcool-Acido Resistente (BAAR) detectada, nem
distinguir os bacilos vivos dos mortos, além de apresentar
resultados demorados, entre seis a oito semanas.®® O di-
agnostico realizado por meio da baciloscopia apresenta
baixa sensibilidade, uma vez que necessita da presenca
de no minimo 5 mil a 10 mil bacilos/mL de amostra para
que o resultado seja positivo, sendo capaz de detectar o
bacilo em 50% a 60% dos casos.>% Apesar de tais restri-
¢des, no Brasil e na América Latina, a baciloscopia ainda
€ muito utilizada, ndo apenas para o diagnéstico como tam-
bém para o controle do tratamento.

Diante das limitagdes dos testes convencionais para
o diagnoéstico da TB, novas tecnologias surgiram para a
deteccdo do Mycobacterium tuberculosis e da resisténcia
a rifampicina. O teste GeneXpert MTB/RIF (Cepheid®,
USA), recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 2010, aprovado no Brasil e incorporado ao Sis-
tema Unico de Satde (SUS) no ano de 2013, é uma técnica
de diagnostico por Polymerase Chain Reaction (PCR) em
tempo real e PCR de transcriptase reversa, que nao depen-
de de um resultado inicial da cultura, detectando a presen-
¢a de todos os bacilos do complexo M. tuberculosis e a
resisténcia a rifampicina diretamente a partir da amostra,
disponibilizando o resultado em até duas horas, apresen-
tando ainda uma alta sensibilidade (95% a 99%) e especi-
ficidade (98%). Em contrapartida, essa técnica apresenta
um alto custo em comparacéo as demais técnicas disponi-
veis e rotineiramente utilizadas."®

Considerando que atualmente ainda existem algumas
limitag6es quanto a escolha do teste ideal para diagnoéstico
da TB, ligadas principalmente aos custos e realizacdo ade-
quada das técnicas, bem como infraestrutura ideal disponi-
vel, o presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia
do teste de baciloscopia no diagnéstico da tuberculose pul-
monar, a partir da comparacéao dos resultados obtidos por
meio dos testes de baciloscopia e GeneXpert de pacientes
da cidade de Recife-PE.

MATERIAL E METODOS

Foirealizado um estudo descritivo e transversal, com
uma amostragem censitaria, entre os meses de fevereiro e
novembro de 2017, no Laboratério Municipal de Saude Pu-
blica na cidade de Recife-PE, Brasil.

Foram analisadas neste estudo amostras de escar-
ro positivas para TB pela cultura microbiolégica em meio
Léwenstein Jensen durante o periodo de estudo, sendo
este um critério de inclusdo. Tais amostras positivas foram
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colocadas em cartuchos descartaveis e submetidas ao sis-
tema do teste molecular GeneXpert para realizagdo da am-
plificacdo de acidos nucleicos e detecgdo da sequéncia
de DNA alvo, usando PCR em tempo real e PCR de
transcriptase reversa. Através de um scanner de cédigo
de barras e software pré-carregado, os resultados foram
interfaciados para um computador (Figuras 1 e 2), inter-
pretados e liberados em forma de Cicles Threshold (CT)
como "alto, médio, baixo e muito baixo", de acordo com o
numero de ciclos de PCR que foram necessarios para a
amplificacédo da sequéncia, sendo inversamente proporci-
onais a quantidade de bacilos presentes na amostra (Ta-
bela 1). O trabalho foi realizado ap6s aprovacéo pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Tabosa
de Almeida (Asces-Unita), sob parecer de nimero
1.796.671.

Apbs a obtencéo dos resultados positivos obtidos atra-
vés do GeneXpert, esfregacos para técnica de baciloscopia
foram preparados e interpretados de acordo com o preco-

View Results Define Assays Define Graphs  Maintenance

Test and Analyte Result
Assay Name Xpert MTB-RIF Assay

Version 5

Analyte ct | EndPt Analyte Result | Probe
Name Check
Result |
Probe D 27.9 214.0 POS PASS

Probe C

(0D

215 229.0 POS PASS

Figura 1. Resultado interfaceado e interpretado como "positivo baixo"
com resisténcia a rifampicina.

U

View Results Define Assays Define Graphs  Maintenante

Testand Analyte Result !

Assay Name Xpert MTB-RiF Assay Version 3

Test Result

Analyte Ct End Pt Analyte Result Probe
Name Check
Result

Probe D 21.9 287.0 POS PASS

324.0 POS
198.0 POS

Figura 2. Resultado interfaceado e interpretado como "positivo médio”
sensivel a rifampicina.
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nizado pelo Ministério da Saude e coradas pelo método de
Ziehl-Neelsen. Em seguida, foi realizada analise ao micros-
cépio de campo claro para a quantificacdo de BAAR, se-
guindo o sistema de contagem de cruzes (Tabela 2).Em
seguida, os dados resultantes dos dois métodos foram con-
frontados para realizacédo de uma analise comparativa das
técnicas empregadas no estudo.

Tabela 1 -Intervalos de valores de CT para os resultados de MTB
exibidos no GeneXpert.

Interpretagéo Limite de Ciclo Alcangado (CT Range*)
Alto <16 ciclos

Médio 16 - 22 ciclos

Baixo 22 - 28 ciclos

Muito Baixo >20 ciclos

Fonte -Adaptagdo de LOW HIGH (2014).
*CT Range:Cicles Threshold Range/Faixa de Limiar de Ciclos.

Tabela 2 - Interpretagéo dos resultados da baciloscopia de acordo
com o preconizado pelo Ministério da Saude.

Leitura Resultado
Nenhum BAAR observado em 100 .
Negativo
campos
Nenhum BAAR observado em 100 N° DE BAAR observado
campos
10 - 99 BAAR observados em 100 .
Positivo 1 cruz (+)
campos

1 - 10 BAAR observados por campo,
nos primeiros 50 campos

>10 BAAR observados por campo,
nos primeiros 20 campos

Positivo 2 cruzes (++)

Positivo 3 cruzes (+++)

Fonte -Adaptagao de Ministério da Saude (2008).

RESULTADOS

Foram analisadas um total de cem amostras, quanti-
dade esta, no periodo de estudo, que mostraram-se positi-
vas para TB pela cultura de escarro. Estas mesmas espéci-
mes apresentaram positividade também pelas demais téc-
nicas de estudo neste trabalho, baciloscopia e GeneXpert.
Na Tabela 3, de acordo com a interpretacéo dos resultados
liberados pelo GeneXpert, 34 (34%) das amostras foram
classificadas como "Positivo Alto", 42 (42%) como "Positi-
vo Médio", 21 (21%) como "Positivo Baixo" e trés (3%) como
"Positivo Muito Baixo" (3%). Em relacédo a baciloscopia, 81
(81%) das amostras foram classificadas como positivas, com
trés cruzes (+++), nove (9%) com duas cruzes (++) e dez
(10%) com uma cruz (+) (Tabela 3).

De acordo com a Tabela 4, a analise comparativa dos
resultados das amostras pelas técnicas de GeneXpert e
baciloscopia resultou em uma concordancia de 34% entre
os resultados classificados como “positivo alto" no
GeneXpert e positivo trés cruzes (+++) na baciloscopia. Os
resultados que se apresentaram como positivo médio no
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GeneXpert tiveram um percentual de 5% como positivo uma
cruz (+), 9% como positivo duas cruzes (++) e 28% como
positivo trés cruzes (+++) na baciloscopia, estando dentro
do limite de deteccdo da classificacdao "Média" do
GeneXpert, que abrange os limites de deteccdo dentro dos
parametros do nimero de CT Range, como apresentado
na Tabela 1. Ja 24% dos resultados classificados como
positivo baixo e muito baixo no GeneXpert apresentaram-
se como positivo uma cruz (+) e positivo duas cruzes (++)
na baciloscopia (Tabela 4).

Tabela 3 -Total de amostras analisadas através dos GeneXpert e
baciloscopia.

Resultado do GeneXpert uItaFios da_
baciloscopia

Positivo alto 34 (34%) Positivo 81 (81%)
3 cruzes (+++)

Positivo médio 42 (42%) Positivo 09 (09%)
2 cruzes (++)

Positivo baixo 21 (21%) Positivo 10 (10%)

1 cruz (+)

Positivo muito baixo 3 (3%)

Tabela 4 - Comparativo dos resultados positivos apresentados no
GeneXpert e baciloscopia

Percentual de

Genexpert Baciloscopia concordancia
Alto 3 cruzes 34%

Médio 1 cruz 5%

Médio 2 cruzes 9%

Médio 3 cruzes 28%

Baixo e muito baixo 1 e 2cruzes 24%

DISCUSSAO

A fim de diminuir os casos de tuberculose (TB) em todo
o mundo, é fundamental a ocorréncia de pesquisas continu-
adas que possam aperfeicoar as ferramentas de diagnésti-
co existentes e possibilitar a introducdo de instrumentos ino-
vadores para o diagnéstico da TB. Dentre as principais es-
tratégias de combate a doenga, podemos citar a deteccéo
precoce e tratamento adequados, associados a estratégi-
as de prevencgao de novos casos.®

Diante das limitacdes apresentadas pelos testes dis-
poniveis para o diagnoéstico da TB no que se refere a baci-
loscopia e cultura microbiolégica, os métodos moleculares
tém ganhado cada vez mais espaco por possuirem carac-
teristicas como rapidez, sensibilidade e especificidade sig-
nificativas.('® Em contrapartida, os custos para realizagéo
de tais metodologias ainda sé@o questionados, reforgando a
importancia dos testes convencionais."" Neste estudo, foi
evidenciado que. além das limitagdes relacionadas ao alto
custo para a utilizagdo de métodos moleculares, o GeneXpert
apresenta limitagGes acerca dos parametros de referéncia
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dentro do numero de ciclos realizados para detecgéo dos
bacilos, podendo apresentar problemas quando o teste é
utilizado no acompanhamento da evolugao do tratamento
do individuo com tuberculose, uma vez que a informacgéo da
quantidade de bacilos presentes em uma amostra fornecida
no sistema de cruzes pela baciloscopia é de suma impor-
tancia para a avaliagdo do quadro evolutivo do paciente.
Estas limitagdes apontam as metodologias tradicionais uti-
lizadas de baciloscopia e cultura microbiolégica como mé-
todos importantes ainda na atualidade.

Neste estudo, 100% das amostras que se mostraram
positivas no teste GeneXpert apresentaram também
positividade na baciloscopia, corroborando assim com
Opota et al., "™ em cujo estudo 94,2% das amostras iden-
tificadas como positivas para o M. tuberculosis, apresenta-
ram positividade nos dois métodos utilizados. Além disto, a
técnica da baciloscopia também alcangou no presente es-
tudo uma positividade de 100% em amostras ja confirma-
dos pela cultura de escarro, corroborando também o estu-
do de Opota et al. no qual 100% das amostras confirmadas
na cultura e no GeneXpert apresentaram positividade tam-
bém na baciloscopia, apesar desta técnica ser considera-
da de menor sensibilidade em relagédo as demais.('0.1.13-15)

Ainda como mencionado por Opota et al., houve com-
paracao da sensibilidade, especificidade e valor preditivo
do GeneXpert em relagéo a baciloscopia a partir da corre-
lacdo entre os resultados das duas técnicas, constatando
que os resultados positivos semiquantitativos "alto, médio,
baixo e muito baixo" do GeneXpert concordavam com os
resultados positivos da baciloscopia, assim como o perfil
de concordancia observado neste estudo, que analisou os
resultados semiquantitativos do GeneXpert e os resultados
pelo sistema de cruzes da baciloscopia, demonstrando que
esta técnica ainda pode ser considerada efetiva, desde que
sua realizacao siga todos os critérios relacionados ao con-
trole de qualidade, associada a capacitagado continua dos
profissionais que realizam as leituras e aos fatores relacio-
nados a pré-analise como orientacdo de coleta de material
adequado, transporte e armazenamento das amostras. Des-
ta maneira, a baciloscopia ainda deve ser vista como um
dos métodos mais confiaveis, viaveis e de baixo custo para
diagnostico laboratorial de TB.

CONCLUSOES

Atualmente ainda existem algumas limitagdes quanto
ao diagnostico da TB, ligadas principalmente a custos e
realizacdo adequada dos exames laboratoriais. Asemelhan-
¢a dos resultados emitidos pelos testes analisados neste
estudo defende que a baciloscopia, mesmo quando con-
frontada a um teste molecular, ainda esta entre os métodos
convencionais mais confiaveis e de facil acesso para diag-
nostico laboratorial da TB, entretanto, é importante desta-
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car a necessidade dos profissionais que a fagam passa-
rem por constante atualizacdo e educagéo permanente. O
diagnostico por meio do GeneXpert representa um ganho
expressivo quando levado em conta sua sensibilidade, ra-
pidez e confiabilidade dos resultados; em contrapartida, os
custos para realizacao deste teste ainda sédo elevados. Este
fato reforgca a importancia das metodologias convencionais
de baciloscopia e cultura quando utilizadas dentro dos
parametros de controle de qualidade adequados.

Abstract

Objective: Considering that currently there are still some limitations
regarding the choice of the ideal test for diagnosis of TB, related mainly
to costs and adequate performance of the techniques, the present study
aimed to verify the efficacy of the bacilloscopy test in the diagnosis of
pulmonary tuberculosis, based on the comparison of the results obtained
through the bacilloscopy and GeneXpert tests of patients from the city
of Recife-PE. Methods: Sputum samples with already positive results
for TB were analyzed in this study through the microbiological culture.
The specimens were also submitted to bacilloscopy and GeneXpert
tests for a comparative analysis of the results. Results: A total of 100
samples were analyzed, with positivity for all tests performed in the study
(microbiological culture, GeneXpert and smear microscopy). Conclusion:
The diagnosis through GeneXpert represents an expressive gain when
taking into account its sensitivity, speed and reliability of results, in
contrast, the costs to perform this test are still high. This fact reinforces
the importance of conventional bacilloscopy and culture methodologies
when used within the appropriate quality control parameters.
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