UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
DOUTORADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

JOSE LUIZ DE OLIVEIRA MAGALHAES

MODIFICACOES NA BACILOSCOPIA CONVENCIONAL POR ADICAO DE
TRATAMENTO QUIMICO E SEDIMENTACAO PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE PULMONAR

Recife
2017



JOSE LUIZ DE OLIVEIRA MAGALHAES

MODIFICACOES NA BACILOSCOPIA CONVENCIONAL POR ADICAO DE
TRATAMENTO QUIMICO E SEDIMENTACAO PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE PULMONAR

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Biologicas do Centro
de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Profd. Dr2. Alzira Maria Paiva de Almeida

Coorientador: Prof. Dr2 Nilma Cintra Leal

Recife
2017



Dados Internacionais de Catalogacé&o na Publicacéo (CIP) de acordo com ISBD

Magalhées, José Luiz de Oliveira

Modificagdes na baciloscopia convencional por adicdo de tratamento quimico e

sedimentacdo para o diagnostico da tuberculose pulmonar / José Luiz de Oliveira
Magalhdes. — Recife, 2017.

141 1. :il.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Alzira Maria Paiva de Almeida.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Bioldgicas, 2017.
Inclui referéncias e anexos.

1. Tuberculose. 2. Pulmbes — Doengas. |. Almeida, Alzira Maria Paiva
de (Orientadora). Il. Titulo.
616.995 CDD (22.ed.) UFPE/CB - 2018 - 107

Elaborado por Bruno Mércio Gouveia - CRB-4/1788




JOSE LUIZ DE OLIVEIRA MAGALHAES

MODIFICACOES NA BACILOSCOPIA CONVENCIONAL POR ADICAO DE
TRATAMENTO QUIMICO E SEDIMENTACAO PARA O DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE PULMONAR

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas do Centro
de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Pernambuco, para obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Aprovado em: 12/12/2017

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Alzira Maria Paiva de Almeida (Orientadora)

Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz

Profa. Dra. Marise Sobreira da Silva (Examinadora externa)

Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz

Profa. Dra. Zulma Maria de Medeiros (Examinadora externa)

Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz

Profa. Dra. Ana Maria Aguiar Santos (Examinadora externa)

Instituto Aggeu Magalh&es/Fiocruz

Prof. Dr. Christian Robson de Souza Reis (Examinador externo)

Instituto Aggeu Magalhé&es/Fiocruz



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a DEUS, por ser meu reflgio, fortaleza e socorro bem

presente na tribulacdo. A Ele toda honra e toda gloria para sempre.

A meus pais Antonio e Quitéria (in memoriam) e a meus irmaos (Pureza, Tata, Paulo,
Cida, Penha, Zélia, Célia e Oliveira) por terem forjado meu carater para o bem e por tudo que

fizeram por mim.
A minhas filhas pelo amor incondicional e por existirem na minha vida.

A minha companheira Goreth pelo apoio, paciéncia e compreensdo ao longo desses

anos.

As minhas orientadoras Dr? Alzira Almeida e Dr? Nilma Leal pela oportunidade, pelas

orientagdes, estimulo, tolerancia e paciéncia para superacédo das dificuldades enfrentadas.

As Dras Fatima Militdo, Cinthia Braga e Haiana Scharifker pelas contribui¢cBes na
elaboragéo inicial do projeto.

Aos Drs. Ana Albertina, Verdnica Matos e Leonardo Oliveira por colaborarem para a

consolidacdo desse trabalho.

A equipe do Laboratoério de Imunoepidemiologia especialmente a Juliana Figueiredo e
Ilyana Coutinho, pelo apoio.

A equipe do Servico de Gestdo do Trabalho (Ana Célia, Nilda, Heleny e Luciana) e a

Fernanda Pimentel, pelo apoio e solidariedade.

As Dras Janaina Miranda, Cassia Docena, Elza Menezes e Adenilda Eugénia

(Secretaria de pds-graduacdo do CCB-UFPE) pelo apoio e amizade.

Aos Drs Zulma Medeiros, Marise Sobreira, Christian Reis, Ana Aguiar e Mégine

Cabral pela amizade e ricas contribuices para a melhoria desse trabalho.

Aos profissionais do Setor de Lavagem e Esterilizacdo do Instituto Aggeu Magalhaes
— Fiocruz-PE (Edson, Nelson e Rita) pela disponibilidade e boa vontade em ajudar nas

demandas que envolviam aquele setor.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a conclusdo desse trabalho.



RESUMO

Neste trabalho, avaliou-se 0 desempenho da baciloscopia em escarro processado (BEP) por
tratamento com hipoclorito de sodio (NaOCI) e sedimentacdo espontdnea em amostras
bioldgicas de sintométicos respiratorios provenientes de Unidades de Salde da cidade do
Recife (PE, Brasil) obtidas de julho de 2015 a marco de 2016. Comparando a deteccdo de
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em 1.719 amostras, 283 (16,5%) foram positivas pela
BD, 368 (21,4%) pela BEP e 1.351 negativas nos dois procedimentos. 85 amostras negativas
por BD foram positivas pela BEP equivalente a 30% de aumento na positividade. Quanto a
contagem de BAAR os resultados foram concordantes em 148 amostras e em 212 o nimero
de BAAR encontrados pela BEP foi até 10 vezes maior do que na BD. Nas amostras
paucibacilares a BEP aumentou a deteccdo de BAAR em relacdo a BD. Em 1.346 amostras,
235 (18.0%) foram positivas por cultura, 171 (13%) pela BD, 191 (16%) pela BEP e 234
(18%) pelo Xpert. Das 235 amostras positivas por cultura (verdadeiros positivos) apenas 81%
foram positivas pela BEP. Em contrapartida, 22 amostras negativas na cultura foram positivas
pela BEP totalizando 213 amostras e elevando a positividade para 16%. Resultados
divergentes por cultura e BEP ocorreram principalmente nas amostras paucibacilares, e
naquelas com escores maiores de BAAR a concordancia foi de 100%. A cultura revelou
melhor desempenho, mas a BEP proporcionou consideravel aumento da positividade
comparada com a BD. Nas comparac6es houve tanto amostras negativas no Xpert e positivas
na BEP quanto o contréario. Nas analises em 436 amostras obtidas de unidades prisionais da
cidade de Recife o Xpert foi positivo em 18,6% (81) das amostras, a cultura em 16,3% (71) a
BD em apenas 12,6% (55) e a BEP em 16,3% (71). Em relacdo as 71 culturas positivas a BD
identificou BAAR em 50 amostras e a BEP em 67, 0 que corresponde a 94% de sensibilidade
e incremento de 29% na positividade. Em conclusdo, além da capacidade de detectar mais
casos positivos, a BEP diminui os riscos de contaminacdo aérea pelos profissionais de

laboratdrio pela inativacdo dos microrganismos presentes nas amostras.

Palavras chave: Tuberculose pulmonar. Escarro. Baciloscopia. Hipoclorito de Sodio.



ABSTRACT

In this work, the performance of the microscopy in sputum samples processed after treatment
with sodium hypochlorite (NaOCI) and spontaneous sedimentation (PSS) was evaluated in
patients with signs and symptoms of PTB from Health Units of the city of Recife (PE, Brazil)
obtained from July 2015 to March 2016. Out of 1,719 samples, 283 (16.5%) were positive by
DS, 368 (21.4%) by PSS and 1,351 negative by both procedures. 85 negative samples by DS
were positive by PSS equivalent to a 30% increase in positivity. Regarding the acid-fast
bacilli (AFB) counts, there was agreement in 148 samples and in 212 the number of AFB
found by PSS was up to 10 times greater than in the DS. Among the paucibacillary samples
PSS revealed superior than DS for the AFB detection. In 1,346 samples, 235 (18.0%) were
positive by culture, 171 (13%) by DS, 191 (16%) by PSS and 234 (18%) by Xpert. Of the 235
culture positive samples (true positives) only 81% were positive by PSS. Conversely, 22
culture negative samples were positive by PSS totaling 213 samples and raising the positivity
to 16%. Disagreement among the culture and PSS results occurred mainly in the
paucibacillary samples, and in those with higher AFB scores the agreement was 100%. The
culture showed better performance, but PSS brought a considerable increase in positivity
compared to DS. In the comparisons there were both Xpert negative samples that were PSS
positives and the contrary. In the analysis of 436 samples obtained from prison units in the
city of Recife, Xpert was positive in 18.6% (81) of them, culture in 16.3% (71) DS in 12.6%
(55) only, and the PSS in 16.3% (71). Regarding the 71 positive cultures, DS identified AFB
in 50 samples and PSS in 67, corresponding to 94% sensitivity and 29% increase in positivity.
In conclusion, besides the higher ability to detect more positive cases, PSS decreases the risks
of aerial contamination in laboratory professionals due to the inactivation of the

microorganisms present in the clinical samples.

Key word: Pulmonary Tuberculosis. Sputum. Smear microcopy. Sodium Hypochlorite.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose pulmonar é uma doenca infecciosa de evolucdo cronica causada pelo
Mycobacterium tuberculosis, com altas taxas de morbimortalidade se ndo for tratada
adequadamente.

Apesar da prioridade pelos pulmdes, o Mycobacterium tuberculosis pode atingir
outros 6rgdos isoladamente (tuberculose extrapulmonar) ou varios 6rgdos simultaneamente
(tuberculose miliar ou disseminada). A tuberculose miliar € a forma mais grave da doenca,
compromete extensivamente figado, medula 6ssea e meninges, sendo mais comum em
individuos imunocomprometidos. Os sitios mais atingidos sdo aqueles com maior irrigacéo
sanguinea e oferta de oxigenacdo como o cOrtex adrenal e o cerebral, extremidades de
crescimento dos 0ssos longos e veértebras.

A tuberculose pulmonar, além de ser a forma prevalente, também é a mais importante
para a saude publica devido a transmissdo aérea do bacilo, prioritariamente em locais
fechados, com pouca luz solar e ventilacdo insuficiente. Essas condi¢des sdo comuns nos
aglomerados urbanos, nas periferias das grandes cidades e nos ambientes onde vivem pessoas
em situacdo de confinamento e privadas de liberdade.

Apesar de ser curdvel com o uso de antibioticos, a tuberculose apresenta 0 com maior
coeficiente de mortalidade por um s6 agente infeccioso, principalmente nos paises
subdesenvolvidos com alta carga da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana.

Entre os testes laboratoriais para o diagndstico da doenca, a baciloscopia direta
continua sendo o exame mais empregado mundialmente, mas, é de baixa sensibilidade. Nesse
contexto, nas Ultimas décadas, diversas pesquisas foram desenvolvidas com a finalidade de
aumentar a sensibilidade desse método.

No presente estudo, 0s escarros de pacientes com suspeita clinica de tuberculose
pulmonar, apos os testes de diagnostico e liberagdo dos resultados pelo Laboratério Municipal
de Saude Publica de Recife-PE, foram encaminhados ao Instituto Aggeu Magalhdes-Fiocruz-
PE, para realizacdo da pesquisa de bacilo alcool-acido resistente, pelo método com tratamento
quimico do escarro e sedimentacdo espontanea overnight. Os resultados desse método foram
comparados com a baciloscopia direta convencional, a cultura e o teste molecular répido
Xpert MTB/RIF. A metodologia utilizada no estudo e a analise de acurécia estéo apresentadas

em forma de trés artigos.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Realizar modificacGes na baciloscopia convencional por adi¢ao de tratamento quimico
e sedimentacdo para o diagnostico da tuberculose pulmonar

1.1.2 Objetivos especificos
a) Awvaliar quatro métodos laboratoriais para diagnostico da tuberculose pulmonar;

b) Avaliar a deteccdo de Mycobacterium tuberculosis por microscopia em esfregaco de

escarro processado em comparagdo com a baciloscopia direta convencional;

c) Auvaliar a acuracia da baciloscopia em amostras de escarro processadas por tratamento
quimico e sedimentacdo espontanea no diagndstico da tuberculose pulmonar em
pessoas privadas de liberdade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma das enfermidades infectocontagiosas mais antigas ja
registradas e seu agente etiologico, o0 Mycobacterium tuberculosis (Mtb), acompanha e evolui
com a humanidade desde os primérdios (NAVIN; MCNABB; CRAWFORD, 2002). Um dos
registros mais antigos da TB ja confirmado em humanos ocorreu quando em Atlit-Yam, local
agora submerso, localizado no Mediterraneo Oriental, foram encontrados esqueletos de uma
mulher e uma crianca de 9.250 e 8.160 a.C., respectivamente, nos quais foi possivel detectar o
DNA antigo (aDNA) de cepas de Mtb com caracteristicas consistentes de linhagens genéticas
das micobactérias agora existentes (HERSHKOVITZ et al., 2008). Outras ossadas humanas
de 8.000 a 5.000 a.C., encontradas em paises da Europa (Franca, Italia, Alemanha,
Dinamarca) e Oriente Médio (Jordania) possuiam evidéncias de TB na coluna vertebral.
Lesdes caracteristicas de TB também foram identificadas em 44 mumias egipcias bem
preservadas, datadas de 3.700 a 1.000 a.C. DescricBes de sintomas de uma patologia
semelhante a TB, de aproximadamente 2.000 a.C, foram deixadas pelos povos orientais,
hindus e chineses (CONDE et al., 2002; ROSEMBERG, 1999).

Em 380 a.C., Hipdcrates, o pai da medicina, observando as lesdes caseosas da TB,
denominou a doenga de “phthisis” (tisica), que significa “definhar”. Porém, somente, no
século 11 d.C., o médico grego Galeno desenvolveu esquemas terapéuticos para tratamento da
doenga com recomendacdes ao paciente para habitar em climas amenos, repousar e ter uma
boa alimentacdo (CONDE et al.,, 2002). Somente em 1478, houve o aprofundamento do
estudo histopatoldgico da TB e, em 1543 Andreas Versalius, autor da primeira obra sobre
anatomia humana, em seus trabalhos de dissecacdo de cadaveres observou que os individuos
mortos pela tisica sempre apresentavam lesdes pulmonares com caracteristicas semelhantes
(KRITSKI et al., 2000).

Francisco de Layden (anatomista holandés), em 1679, descreveu nédulos endurecidos
encontrados nos pulmdes dos individuos que faleciam por TB, denominando-os de
“tubérculos” concluindo que a doenga atingia primeiramente os pulmdes. Laennec, em 1819,
teve 0 mérito de demonstrar que todas as lesbes encontradas nos tisicos, eram manifestagdes
do mesmo mal e Schonlein, em 1839, denominou a doenca de "tuberculose” (KRITSKI et al.,
2000).
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Por fim, no ano de 1882, o médico e bacteriologista alemdo Hermann Heinrich Robert
Koch provou que a TB era uma infecg¢do causada por um microorganismo denominado por ele
de Bacterium tuberculosis que depois recebeu o nome de bacilo de Koch (BK) em sua
homenagem. Por essa descoberta, Robert Koch ganhou o Prémio Nobel de Medicina em 1905
e também estimulou os pesquisadores da época a buscarem tratamentos mais eficazes no
combate a doenca (DUCATI et al., 2006).

Na Alemanha, em 1896, Karl B. Lehmann e Rudolf Otto Neumann observaram
semelhanca no crescimento do Mtb em meio de cultivo liquido com o crescimento de fungos.
Incluiram os bacilos da lepra e da TB no género Mycobacterium (fungus bacterium), também
comprovaram a morfologia e propriedades tintoriais de alcool-acido resisténcia desses
microrganismos (COLLINS et al., 1985).

Quanto a existéncia do Mtb no continente americano, Salo et al. (1994), conseguiram
identificar o aDNA do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMtb) em mudmias
naturalmente mumificadas, provenientes do sitio arqueoldgico de Chiribaia Alta no Peru,
datadas de 1.000 a 1.300 d.C, respectivamente. Esse evento comprova definitivamente que o

Mtb ja existia no continente americano antes da colonizacéo.

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

Diante da estimativa de que mundialmente existem 2 a 3 bilhGes de pessoas infectadas
pelo Mtb, em 1993 a OMS reconheceu a TB como uma emergéncia global. Visando reduzir o
coeficiente de incidéncia da doenca foram propostas politicas internacionais de saude,
também contempladas nos oito Objetivos de Desenvolvimento do Milénio da Organizacdo
das Nacdes Unidas (KRITSKI et al., 2007).

Para atingir a meta de reduzir em 50% os coeficientes de prevaléncia e de mortalidade
por TB em comparacdo a 1990, a OMS lancgou o tratamento diretamente observado de curta
duracdo (estratégia DOTS) do inglés (Directy Observed Treatment Short Course). Entre
outras medidas recomenda o tratamento supervisionado com o objetivo de detectar maior
namero de casos de TB e melhorar a adesdo do paciente ao tratamento, com impacto direto no
aumento das taxas de cura e diminui¢do da transmisséo do bacilo (KRITSKI; FIUZA DE
MELLO, 2007, ORGANIZA(}AO MUNDIAL DA SAUDE, 2006a).

Os individuos com TB pulmonar eliminando bacilos representam a mais importante
fonte de transmissdo da doenca, portanto, identificar e tratar corretamente os doentes, sempre

através da estratéegia DOTS é imprescindivel para o controle da TB (FREIRE et al., 2007). Os
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casos devem ser priorizados pelos profissionais de satde, tendo em vista que, logo apds o
inicio do tratamento, os bacilos perdem a capacidade de infectar outros individuos com
quebra na cadeia de transmissdo. O esquema terapéutico, as dosagens e o tempo de uso
corretos, acompanhados da ingestdo supervisionada dos medicamentos pelo paciente, sdo
imprescindiveis para alcancar éxito no tratamento e evitar o surgimento cepas de Mtb
resistente as drogas (BRASIL, 2011, ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Devem ser priorizadas as a¢fes que garantam assisténcia diferenciada e realizacdo do
tratamento ininterrupto de pacientes em situacdo de rua, privados de liberdade,
institucionalizados em asilos e manicémios, etilistas e casos de retratamento apds abandono.

No ano de 2006 a OMS langou o plano Stop TB Partnership para o controle mundial
da doenca com a visdo de um mundo livre de TB. Esse plano ampliou e aperfeicoou a
estratégia DOTS com a melhoria do diagnostico bacteriolégico pela garantia de uma
bacteriologia de qualidade (KRITSKI; FIUZA DE MELLO, 2007; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2006b) e atualizou com 0 “End-TB” em 2017 (PETERSEN et al.,
2017).

Os investimentos para maior qualidade do diagnostico e eficiéncia do tratamento
contribuiram para melhoria do panorama da doenca em nivel mundial, entretanto, a taxa de
mortalidade por TB é ainda maior que as taxas de mortalidade por maléria e pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana - “Human Immunodeficiency Virus” (HIV) juntas, sinalizando para
a gravidade da doenca em todo o0 mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Em 2014, na Assembleia Mundial de Saude foi aprovada a nova estratégia global para
enfrentamento da TB com proje¢do de metas que visam acabar a doenga, como um problema
de salde publica, até o ano de 2035. Essa estratégia visa “Um Mundo livre de TB” ¢, pretende
alcancar um coeficiente de incidéncia menor que 10/100.000 habitantes e acabar com 0s casos

de morte por TB conforme apresenta a Figura 1A e Figura 1B respectivamente.
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Figura 1 - Proje¢do da curva de incidéncia (A) e de mortalidade (B) necessarios para atingir 0s
objetivos estratégicos para o fim da TB 2015-2035
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Também, foram elaboradas trés listas de paises com alta carga de TB que serdo

monitorados pela OMS no periodo de 2015-2020 para trabalhar a incidéncia de TB, a

coinfeccdo com o HIV e a TB multidroga resistente

(MDR) conforme demonstrado na Figura

2. Nessas listas o Brasil configura como um pais com alta carga de TB e de coinfec¢do com o

HIV (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Figura 2 - Trés listas de paises com alta carga de TB para serem monitorados pela
OMS no periodo de 2015-2020
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Em 2015, a prevaléncia de TB foi 42% menor que no ano de 1990, entretanto,
aconteceram ainda 10,4 milhdes de casos novos de TB e mais 1.8 milhdo de mortes, dos
quais, 0.4 milhdo eram pessoas coinfectadas pelo HIV, configurando a TB como a doenca
infecciosa com maior nimero de vitimas fatais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2015).

Apesar da tendéncia a declinio nas taxas de morbidade e mortalidade em paises
desenvolvidos, nas regides com alta prevaléncia de infeccdo pelo HIV e sindrome da
imunodeficiéncia humana (AIDS) o ndmero de casos de TB resistente aos medicamentos
(MDR-TB) e a taxa de mortalidade estdo aumentando. Dessa forma, a doenca apesar de
existir a milénios e ser curdvel na maioria dos casos com diagndstico oportuno e tratamento
correto, ainda hoje permanece como uma das 10 maiores causas de morte no mundo, sendo a
primeira por um s6 agente infeccioso (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

Contribui para esse quadro as desigualdades sociais e a coinfeccdo pelo HIV
responsaveis pela segregacdo das populacdes mais vulneraveis ao adoecimento e morte por
TB, a insuficiéncia de pesquisas visando o desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas,
deficiéncia do sistema de salde e aumento da prevaléncia de casos de MDR-TB
(BARREIRA; GRANGEIRO, 2007; CAMBANIS et al., 2007; GANDI; ZUMLA, 2004).

2.3 PRIMEIROS CASOS DE TUBERCULOSE NO BRASIL ATE O SECULO XX

Foi durante a colonizacdo portuguesa que surgiram os primeiros casos de TB no
Brasil, quando os jesuitas e colonos infectados pela “peste branca” transmitiam o bacilo de
Koch aos nativos, que ndo possuiam imunidade contra o bacilo e ao contrairem a doenca
morriam rapidamente, levando muitas tribos indigenas ao exterminio (RIBEIRO, 1971).

O Padre Manuel da Nébrega é referido como o primeiro portador de TB que chegou
ao Brasil no ano de 1549 (CAMPOS; PIANTA, 2001). As cartas de Inacio Loyola em 1555 e
de José de Anchieta em 1583 destinadas ao reino de Portugal relatam uma doenca cujos sinais
clinicos sdo compativeis com a TB pulmonar “os indios, ao serem catequisados
[catequizados], adoecem, na maior parte, com escarro, tosse e febre, muitos cuspindo sangue,
a maioria morrendo com desercdo das aldeias” (ROSEMBERG, 1999, p. 7). A epidemia de
TB atingiu a maioria das cidades brasileiras mantendo sempre estreita relacdo com as
precarias condi¢des de moradia, desnutri¢do e higiene inadequada, ficando conhecida como “a

praga dos pobres” (SHEPPARD, 2001).
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Durante o século XIX, a satde publica no Brasil servia aos interesses econdmicos e
politicos da elite onde as praticas sanitarias eram voltadas para o controle das doencas que
pudessem prejudicar a expansao econémica capitalista (ALENCAR et al., 1985; SIQUEIRA-
BATISTA, 2007). Como consequéncia, no final do século XIX e inicio do século XX, a TB ja
era considerada como a principal causa de morte no Rio de Janeiro (NASCIMENTO, 2005),
assim como mundialmente, onde a taxa de mortalidade era de 50% dos individuos acometidos
pela doenca (HIJJAR; PROCOPIO, 2006).

A assisténcia aos tuberculosos, desde o Brasil col6nia até meados do século XX, era
praticamente dispensado pelas Santas Casas de Misericdrdia até que a partir ano de 1920
houve a criagdo dos sanatorios e dos dispensarios (BELCULFINE, 2009). No pais, a falta de
leitos era critica e no Rio de Janeiro dos anos 20 e 30, os 6rgaos oficiais criaram abrigos em
casarfes alugados nos bairros populares para suprir a insuficiéncia de leitos. Naquele
momento, nas estancias climaticas, devido a superlotacéo, a situacdo era muito grave e 0s
governos estaduais, pela Campanha Nacional Contra a TB do Ministério da Salde e pelas
Ligas Assistenciais Contra a TB, optaram pela construgdo de hospitais para tratar os doentes,
amenizando a situacdo (ROSEMBERG, 1999).

Nesse periodo, a TB continuou com altas taxas de morbimortalidade, com redugéo
desse quadro a partir de meados do século XX, com o advento dos quimioterapicos
(ANTUNES; WALDMAN; MORAES, 2000).

2.4 SITUACAO EPIDEMIOLOGICA DA TUBERCULOSE NO BRASIL, EM
PERNAMBUCO E EM RECIFE

A TB é mais frequente nos aglomerados urbanos com grande concentracdo
populacional, baixa condicdo socioeconémica e precérias condi¢cdes sanitarias. Os grupos
mais vulneraveis e que concentram o maior numero de casos sao as populacdes indigenas pela
situacdo de pobreza, individuos em situacdo de rua, portadores do virus HIV/AIDS e as
pessoas privadas de liberdade (BRASIL, 2011).

Apesar de ser curavel na maioria dos casos e ter o diagnostico e o tratamento gratuitos,
mais de quatro mil individuos morrem anualmente por complicagfes da doenca no pais
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2015, 2016). Nas Américas, 33% dos casos de TB em
2015 foi no Brasil, sendo a 42 causa de morte por doenca infecciosa em pacientes
imunocompetentes e a 12 nos pacientes com AIDS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2015).
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No periodo de 2005 a 2014 foram diagnosticados 70 mil casos novos de TB com 4.400
mortes por ano e entre 2012-2015, tiveram 840 casos novos de TB com cepas de Mtb
resistentes a qualquer um dos farmacos utilizados no tratamento da infeccdo. No periodo de
2006 a 2015 houve uma reducdo de 15,4% no coeficiente de mortalidade por TB, passando de
2.6/100 mil hab., para 2.2/100 mil hab. (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2015, 2016, 2017).

No periodo de 2007 a 2016, o coeficiente de incidéncia da doenca apresentou uma
variacdo média anual de menos 1,7%, passando de 37,9/100 mil hab. em 2007 para 32,4/100
mil hab. em 2016 (Figura 3). Apesar dessa reducdo, convém ressaltar que a meta para
eliminacdo de TB como problema de saude puablica no Brasil € menos 10 casos para cada 100
mil habitantes e para atingir essa meta é necessario melhorar os indicadores epidemioldgicos
como a reducdo do coeficiente de incidéncia de AIDS (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2017).

No ano de 2016, foram diagnosticados e registrados 66.796 casos novos e 12.809
casos de retratamento com possibilidade de surgimento de cepas multirresistente. No pais, 0
risco de adoecimento por TB é bastante heterogéneo entre as Unidades da Federacdo (UF) e
em 2016 variou de 10,5/100 mil hab., no Distrito Federal a 67,2/100 mil hab. no Amazonas.
Dos estados que apresentaram coeficiente de incidéncia acima do registrado no pais foi
Amazonas e Rio de Janeiro com 67,2/100 mil hab., e 61,2/100 mil hab., respectivamente. O
estado de Pernambuco tem a terceira maior taxa de incidéncia com 45/100 mil habitantes. Em
2016, 37% do total de casos novos e 45% dos casos de retratamento registrados no pais
residiam nas capitais (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017).

As capitais com maior coeficiente de incidéncia, em ordem decrescente, foram:
Manaus (93,2/100 mil hab.), Recife (90,4/100 mil hab.), Rio de Janeiro (84,2/100 mil hab.),
Porto Alegre (80,4/100 mil hab.) e Belém (75/100 mil hab.). De forma semelhante a
distribuicdo do risco de adoecimento entre as UF, as capitais apresentam riscos heterogéneos,
com coeficientes de incidéncia variando de 10,5/100 mil hab. em Brasilia a 93,2/100 mil
habitantes em Manaus (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017).
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Figura 3 — Coeficiente de incidéncia de tuberculose, Brasil, 2007 a 2016
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O coeficiente de mortalidade por TB no Brasil teve uma reducdo de 15,4% no periodo
de 2006 a 2015, passando de 2,6/100 mil hab. para 2,2/100 mil hab. (Figura 4). Apesar dessa
reducdo, em 2015, o Brasil ainda registrou 4.543 o6bitos por TB e, também nesse mesmo ano,
os estados do Rio de Janeiro (5,0/100 mil hab.), de Pernambuco (4,5/100 mil hab.), do
Amazonas (3,2/100 mil hab.) e do Para (2,6/100 mil hab.) apresentaram os maiores riscos
para o 6bito por TB. No que se referem as capitais, as que apresentaram 0s maiores riscos de
morte por TB foram Recife/PE (7,7/100 mil hab.), Rio de Janeiro/RJ (6,2/100 mil hab.),
Belém/PA (5,1/100 mil hab.) e Salvador/BA (4,0/100 mil hab.) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2017).

Figura 4 — Coeficiente de mortalidade por tuberculose Brasil, 2006 a 2015
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Em 2016, entre os estados da federacéo, Pernambuco (PE) ocupou o terceiro lugar em
casos novos de tuberculose, com um coeficiente de incidéncia de TB 45/100 mil habitantes e
o coeficiente de mortalidade foi de 4,5/100 mil habitantes e ocupou o 1° lugar em mortes por
TB. O percentual de pacientes que abandonaram o tratamento foi de 8,3% e a taxa de cura dos
casos novos de TB MDR foi de 72%. Entretanto, em Recife, capital do estado de PE, nesse
mesmo ano, o coeficiente de incidéncia foi 90,4/100 mil habitantes e a taxa de mortalidade
manteve o percentual de 7,7/100 mil hab. Essas altas taxas de incidéncia e mortalidade
colocam Recife como segunda do pais em nimero de casos novos e a primeira em nimero de
Obitos. Em PE o percentual de casos novos de TB pulmonar confirmados por critério
laboratorial foi 63,1%. Dos casos de retratamento de TB pulmonar apenas 17,3% realizaram a
cultura de escarro e das culturas positiva somente em 14,3% foi realizado o teste de
sensibilidade as drogas (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017).

2.5 CLASSIFICACAO DAS MICOBACTERIAS

As micobacterias sdo classificadas como pertencentes ao filo Actinobacteria, ordem
dos Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. Anteriormente,
apenas as espécies M. tuberculosis e 0 M. leprae eram do interesse médico (DORRONSORO;
TORROBA, 2007).

O género Mycobacterium €é constituido por mais de 130 espécies sendo a maioria
saprofita e outras capazes de causar doencas em humanos e animais. As micobacterias que
podem causar TB no homem sdo as espécies do Complexo M. tuberculosis entre as quais,
destaca-se 0 M. tuberculosis que esta globalmente distribuido e configura-se como o principal
responsavel pela maioria das infeccdes em humanos (GAGNEUX, 2012; GOMILA et al.,
2008). As outras micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis estdo relacionadas

no quadro 1.
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Quadro 1 - Micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis que podem causar tuberculose em humanos

Micobactéria Tuberculose em humanos
M. africanum Humanos na Africa (FORRELLAD et al., 2013)
M. canetti Humanos na Africa (FORRELLAD et al., 2013)
M. bovis, Bovinos, caprinos (SALES et al., 2001)
M. microti Roedores do género Microtus e humanos imunocomprometidos (PANTEIX et al.,
M. pinnipedii I%(i)nlig)edes (focas, morsas e leGes marinhos) (COUSINS et al., 2003)
M. caprae Caprinos na Europa (ARANAZ et al., 2003)
M. orygis Mamiferos do género oryx, (antilopes) (VAN INGEN et al., 2012)
M. mungi Espécie Mungos mungo (familia dos suricatas) (ALEXANDER et al., 2010).
M. bovis BCG Linhagem néo virulenta do M. bovis (DUCATI et al., 2006; SALES et al., 2001)

Fonte: o autor (2016)

Outras espécies denominadas micobactérias ndo tuberculosas (MNT), do inglés non
tuberculosis mycobacteria, tém sido isoladas de animais, agua de lagos e rios, solo, plantas e
outras fontes ambientais. As MNT quando acometem os humanos podem se desenvolver em
qualquer tecido ou oOrgdo e disseminar-se pelo organismo, principalmente em
imunocomprometidos. Nessas espécies, o0 alto percentual de lipideos na parede celular
dificulta a entrada de corantes derivados da anilina e, para serem visualizadas ao microscopio,
necessitam de coloracdo especial com arilmetanos e ndo se descoram pela mistura alcool-
acido (DORRONSORO; TORROBA, 2007).

As MNT, pela velocidade de crescimento em meios de cultura sélidos, séo
denominadas de espécies de crescimento rapido quando formam coldnias visiveis a olho nu
em até sete dias e as de crescimento lento quando ultrapassam esse tempo para serem
visualizadas (ADEKAMBI; DRANCOURT, 2004). As MNT de crescimento rapido s&o
pouco virulentas, ndo apresentam homogeneidade na coloracdo especifica para o género
Micobacterium e ndo respondem bem aos farmacos especificos para tratamento da TB. As
espécies M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus sdo frequentemente isoladas nas infeccbes
em humanos, geralmente localizam-se em tecidos subcutaneos profundos por traumas ou pelo
uso de cateteres, curativos contaminados, valvula cardiaca, dialise peritoneal ou broncoscopia.
Esses microrganismos raramente estdo envolvidos em infecgbes disseminadas (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

As micobactérias, diferentes das outras bactérias ndo formadoras de esporos, sao mais
resistentes a variacfes de temperatura e umidade, podendo sobreviver a congelamentos e

dessecagdo, mas, sdo inativadas pela luz ultravioleta e calor acima de 65°C. Quando
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protegidas da luz solar resistem semanas ou meses na superficie de objetos inanimados,
embora esta ndo seja uma fonte de infec¢do consideravel (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT;
WALLAC, 2003).

2.6 MORFOLOGIA DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

O Mtb € um bacilo com 0,2 a 0,7 por 1 a 10 micrémetros e pode ser visualizado ao
microscopio na forma cocobacilar ou filamentosa (Figura 5) (MURRAY; ROSENTHAL,
PFALLER, 2006). E um patégeno aerébio com homogeneidade genética (BLOOM, 1994),
Gram positivo fraco, ndo possuem flagelos, ndo formam esporos, ndo possuem capsulas nem
produzem toxinas. A divisdo celular (replicacdo) € lenta, ocorre a cada 18 a 24 horas
(DUCATI et al., 2006) e contribui para a natureza crénica da doenca com longos regimes de
tratamento (COLE et al., 1998).

Figura 5- Micrografia eletrénica do Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: Todar (2012)

O envelope celular é complexo, constituido por um arcaboucgo de peptideoglicano e
acidos graxos de cadeia longa que formam espessa camada lipidica de acidos micolicos
(MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2006). Essa camada de &cidos micolicos funciona
como uma barreira protetora contra desidratacdo por produtos quimicos, além de dificultar a
acdo de antibidticos e enzimas no interior de macrofagos, retém os corantes especificos
(fucsina e auramina) e resistem & descoloracdo com uma solugdo de alcool etilico-acido
cloridrico, dai a denominacdo do bacilo de alcool-acido resistente (BAAR). Entre esses, 0

composto 6-6’ dimicolato de trealose estd envolvido em mecanismos imunomoduladores
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relacionados a viruléncia, patogenicidade, inibicdo da fusdo de fagossomos e lisossomos no
interior dos macréfagos (INDRIGO; HUNTER; ACTOR, 2003).

Além disso, o aspecto dos bacilos em forma de cordas (fator corda), quando
observados ao microscopio € utilizado para identificacdo presuntiva do Mtb, tendo em vista
que a maior parte das MNT ndo apresenta o fator corda (ATTORRI; DUNBAR,;
CLARRIDGE, 2000; MORRIS; RELLER, 1993). A membrana citoplasmatica seleciona e
transporta agua e nutrientes, realiza a respiracdo celular, produz energia, sintetiza pigmentos
carotenoides e niacina que sdo utilizados na identificacdo fenotipica das espécies. Os granulos
de polifosfato fornecem a energia necesséria para as atividades celulares e multiplicacdo dos
bacilos. No citoplasma da micobactéria estdo os ribossomos contendo o acido ribonucleico
(ARN), responsavel pela sintese de proteinas como a enzima nitrato redutase, utilizada para
identificacdo bioguimica do M. tuberculosis (CAMPELO et al., 2001).

2.7 GENOMA DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

O genoma completo do M. tuberculosis cepa H37Rv foi publicado por Cole e
colaboradores em 1998, permitiu o conhecimento de aspectos Unicos e caracteristicos do
bacilo de Kock (DUCATI et al., 2006; SMITH, 2003). O Mtb tem um cromossoma circular
de 4.411.529 pares de bases, com aproximadamente 4.000 genes, um nimero bem maior que
em outras bactérias, codificando enzimas envolvidas na sintese do envelope celular e
sobrevivéncia no hospedeiro e tem 250 enzimas envolvidas no metabolismo de acidos graxos.
Os é&cidos graxos sao as maiores fontes de carbono e esse grande nimero de enzimas
envolvidas na degradacdo desses &cidos podem aumentar a habilidade do Mtb infectar os
tecidos do hospedeiro, que é rico em sequéncias de insercdo (IS) de DNA repetitivo em
regides que pode impedir a inativacdo de genes (SMITH, 2003).

Apbs o conhecimento da sequéncia gendémica surge uma nova fase na identificacdo
dos aspectos da colonizacdo e sobrevivéncia nos diversos sitios do organismo humano, na
acao dos antimicrobianos no combate a bactéria e principalmente na rapidez do diagnostico da
tuberculose (DUCATI et al., 2006).

2.8 FISIOPATOLOGIA DA TUBERCULOSE

A infeccdo por M. tuberculosis e consequente formagdo do granuloma, ocorre em
varias etapas (GRIFFITHS et al., 2010):
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a) A infeccdo comeca com a inalagdo dos bacilos presentes nos aerossois gerados quando
o0 individuo com TB pulmonar tosse, fala, espirra ou canta. Essas microparticulas ou
nucleo seco de Wells com bacilos vidveis no seu interior se depositam no espaco
alveolar do pulmédo (WELLS; LURIE, 1941). Os alvéolos pulmonares séo estruturas
de paredes finas, especializados na troca de gas e neles ocorrem os principais eventos
da TB (GRIFFITHS et al., 2010);

b) Na cavidade alveolar, os principais hospedeiros para os bacilos sdo macrdfagos
alveolares. Apos a multiplicacdo bacteriana inicial nesses macréfagos, as bactérias séo
absorvidas por células dendriticas (DCs), que transportam o Mtb até os linfonodos de
drenagem dos nddulos linfaticos toracicos. Alternativamente, DCs da mucosa alveolar
podem levar bacilos ao parénquima pulmonar, iniciando o foco inflamatério local
(GRIFFITHS et al., 2010);

c) Nos ganglios linfaticos de drenagem, as DCs carregando bacilos sofrem apoptose e 0s
péptidos antigénicos micobacterianos liberados séo apresentados as DCs dos
linfonodos onde os lifocitos T ativados se diferenciam em células T naive especificas,
atraves da apresentacdo cruzada. Na apresentacdo do antigeno, as células T ativadas
proliferam, tornam-se células T efetoras e dependendo do tipo de citocina no meio,
ocorre a producdo de subconjuntos de células T CD4 + auxiliares polifuncionais, que
deixam os linfonodos para alcancar a circulagcdo sanguinea através do duto linfatico
eferente e do duto toracico (GRIFFITHS et al., 2010);

d) As células T efetoras originarias dos ganglios linfaticos drenantes, sob a influéncia de
quimiocinas, de outros mediadores e células mononucleares, voltam ao local da
inflamacdo através dos capilares sanguineos pulmonares e iniciam a formagdo do
granuloma para conter a infeccdo. Se a infeccdo for debelada, ocorre o
encapsulamento dos bacilos e fica apenas cicatriz que ndo €é visivel na radiografia de
torax. Portanto, o granuloma classico da TB € constituido por um nucleo central de
macrofagos infectados rodeados por macrofagos epiteliais e espumosos e uma borda
periférica de linfdcitos (células B, células T CD4 e células T CD8) em associa¢do com
um manguito fibroso da matriz extracelular colocada por fibroblastos (GRIFFITHS et
al., 2010).

Diversas situagfes contribuem para o desenvolvimento da TB, o Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) faz referéncia as pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHIV),
usuarios de drogas (tabagismo e alcoolismo), portadores de doenca renal grave, diabetes,

silicose, desnutrigcdo (baixo peso corporal), canceres, transplantados, uso de corticosteroides,
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pessoas em tratamento para artrite reumatoide e doenca de Crohn (CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2009). A OMS acrescenta a lista, as pessoas vivendo em
situacdo de rua, individuos em situacdo de confinamento como as pessoas privadas de
liberdade (PPL), estudantes e profissionais da saide (ROTH et al., 2005). Outros fatores
importantes sdo: precarias condi¢es de moradia e renda, escolaridade baixa e idade avancada
(KOYANAGI et al., 2004; SANTOS et al., 2007; VENDRAMI et al., 2005).

2.9 SINTOMAS DA TUBERCULOSE PULMONAR

O sintoma mais frequente é a tosse que inicialmente pode ser seca e posteriormente
com expectoracdo mucoide ou purulenta (DUNLAP et al., 2000). Outros sintomas iniciais
relevantes sdo: febre vespertina moderada, sudorese noturna, inapeténcia, emagrecimento
rapido, irritabilidade e cansaco. Quando a doenca se instala no pulmdo o quadro clinico mais
frequente é a tosse com expectoragdo as vezes sanguinolenta (hemoptise), dor torécica e
dificuldade para respirar (FIUZA DE MELO; AFIUNE, 1993; KRITSKI; FIUZA DE MELO,
2007).

A persisténcia de tosse por mais de trés semanas € um importante fator preditivo de
TB pulmonar nos adultos que sdo denominados de sintomaticos respiratorios. Na
disseminacdo hematogénica do Mtb pode ocorrer o desenvolvimento da TB miliar que é a
forma mais grave da doenca e com grande risco de atingir as meninges (BRASIL, 2010a).
Outras espécies de micobactérias podem apresentar quadros clinicos semelhantes ao CMtb,
sendo necessario isolar e identificar o microrganismo pela cultura e testes bioquimicos. Outras
enfermidades podem apresentar sinais e sintomas compativeis com a TB pulmonar como as
pneumonias, micoses pulmonares, histoplasmose, sarcoidose e carcinoma brénquico que
devem ser investigadas e afastadas para conclusdo diagnéstica de TB pulmonar (BRASIL,
2008).

2.10 METODOS DE DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE PULMONAR

2.10.1 Diagnéstico por critérios clinicos e epidemioldgicos

Considerando que o portador de TB pulmonar ativa é o principal responsavel pela

manutencdo da cadeia de transmissdo da doenca, identificar, diagnosticar e tratar o mais

precocemente possivel o doente € a mais importante medida para controle da TB.
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A suspeita clinica com base nos sinais e sintomas que o doente apresenta é o primeiro
passo para o diagnostico da TB pulmonar. Esses sintomas sdo inespecificos e podem ser
confundidos com outras patologias respiratorias. O critério epidemioldgico individual também
é importante e deve-se considerar se o individuo manteve contato com doente de TB ou se
recentemente fixou residéncia ou fez viajem a localidades com alta prevaléncia de TB.
Portanto, é necessario fazer o diagnostico diferencial da TB com outras doencas que
apresentam o mesmo aspecto clinico (NORBIS et al., 2013).

Em situacdes em que o diagnostico laboratorial ndo pode ser realizado, 0 médico pode
confirmar o caso, considerando além da histdria clinica e epidemiolédgica do paciente, 0s
resultados de exames complementares como a radiografia de térax e tomografia
computadorizada do térax, broncoscopia e prova tuberculinica ou reacdo de Mantoux.
Entretanto, a conclusdo diagnostica baseada em critérios clinicos, imagem, broncoscopia, ou
prova tuberculinica, devido a baixa sensibilidade e especificidade desses métodos, podem
levar a resultados falso-positivos com tratamentos indevidos ou falso-negativos que irdo
evoluir para quadros mais graves pela falta de tratamento (KRITSKI; FIUZA DE MELLO,
2007).

A Organizacdo Mundial da Saude (2016) recomenda que a confirmacédo de caso de TB
seja realizada mediante a identificagio do microrganismo em, pelo menos, um exame
laboratorial. Portanto, para definicdo de casos de TB pulmonar bacilifera por resultados de
exames, 0 paciente deve apresentar um dos seguintes critérios: duas BD positivas ou uma BD
positiva e cultura positiva ou uma BD positiva e imagem radioldgica sugestiva de TB.
Enquanto que na TB pulmonar escarro negativo, o paciente deve ter as duas BD negativas,
mas, com imagem radioldgica sugestiva de TB e outros achados clinicos ou exames
complementares que permitam ao médico concluir o diagndstico da doenca
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016).

2.10.2 Diagnadstico por imagem e broncoscopia

Os métodos de diagnostico por imagem sdo importantes na avaliacdo das doengas
toracicas. A radiografia do térax (Raios-X do torax), juntamente com a baciloscopia do
escarro, ainda é um método utilizado no diagnostico e para acompanhar a evolucdo do
tratamento dos pacientes com TB. O Raio-X do térax também pode ser utilizado como
método de triagem no diagnostico da TB em populagdes confinadas, como em presidiarios,

nas quais a incidéncia da doenca é extremamente elevada (CAPONE et al., 2012). Tambem é
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util no acompanhamento da evolugéo radiol6gica em casos que ndo respondem ao tratamento;
identifica outras doengas associadas em pacientes com BD negativa ou positiva e serve para
diferenciacdo das formas de TB atipicas de outras pneumopatias nos pacientes com
HIV/AIDS ou outras imunodepressfes (BRASIL, 2011; DALEY et al., 2007).

A tomografia computadorizada, por ser mais sensivel e especifica do que a radiografia
do térax tem sido utilizada como um excelente instrumento diagndstico da TB nos casos com
baciloscopia do escarro negativa para BAAR ou quando a radiografia do tdérax mostra
alteracdes duvidosas (CAPONE et al., 2012). Apesar de ser um método de alta complexidade,
torna-se util diante de exames radioldgicos inconclusivos (JEONG; LEE, 2008; LANGE;
MORI, 2010).

A ressonancia magnética do sistema nervoso central € importante ferramenta
diagnostica em casos de meningoencefalites por TB. Como o diagnéstico precoce esta
associado a menor morbimortalidade, o exame de neuroimagem com contraste deve ser o
primeiro exame a ser realizado (BRASIL, 2011).

Atualmente, a Tomografia por Emisséo de Pésitron que utiliza **fluordeoxiglicose esta
demonstrando resultados promissores no monitoramento da atividade da TB e na resposta ao
tratamento pela deteccdo da atividade de células inflamatdrias de mamiferos (WALLIS et al.,
2013).

A broncoscopia quando é realizada em imunodeprimidos, como os infectados pelo
HIV/AIDS com baciloscopia negativa pode afastar a suspeita de outras doencas pulmonares.
As amostras biologicas (lavado brénquico, lavado broncoalveolar, escovado brénquico,
bidpsia brénquica, bidpsia transbrénquica e puncdo aspirativa com agulha) coletadas nesse
exame sdo importantes para realizacdo da pesquisa de BAAR (BRASIL, 2008).

2.10.3 Prova tuberculinica ou Rea¢do de Mantoux

A prova tuberculinica é realizada pela aplicacdo intradérmica do PPD (Purified
Protein Derivative - derivado purificado de fracdo proteica antigénica do bacilo) na dose de
0,1 mL (0,04 mcg), no terco médio da face anterior do antebraco esquerdo conforme
demonstrado na Figura 6A. Auxilia no diagnostico da TB em pessoas ndo vacinadas com
BCG e sem a infeccdo pelo HIV (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2003).

Essa prova quando positiva isoladamente indica apenas a presenca do bacilo no

organismo, ou seja, a infeccdo tuberculosa latente e ndo é conclusiva para fechar o
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diagndstico da doenga. O resultado da prova deve ser registrado em milimetros como
demonstrado na Figura 6B. Os termos para classificagdo isolada da prova tuberculinica em
“ndo reator”, “reator fraco” e “reator forte” ndo sdo mais recomendados, pois, a interpretacdo
do teste e seus valores de corte podem variar de acordo com a populacdo e o risco de
adoecimento (BRASIL, 2011).

ReacOes falso-positivas podem ocorrer em individuos infectados por MNT ou
vacinados pelo BCG, principalmente se vacinados (ou revacinados) apds o primeiro ano de
vida, quando o BCG produz reacdes maiores e mais duradouras. Entretanto, a reacdo tende a
diminuir com o passar do tempo, e se o teste tuberculinico for realizado 10 anos ou mais apos
a ultima vacinagdo, o efeito da BCG sobre ela poderd ser minimo (MENZIES, 1999;
MENZIES et al., 2008; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1955; RUFFINO-
NETTO, 2006). No Brasil, a cobertura pela vacina¢do com BCG é obrigatoria e geralmente é
realizada nos primeiros dias de vida (BRASIL, 2011).

Figura 6 — Aplicagdo (A) e leitura (B) do teste tuberculinico

Fonte Pinheiro (2017)

2.10.4 Diagndstico laboratorial da tuberculose pulmonar

Considerando que a TB pulmonar é a forma predominante da doenga, a maioria das
amostras bioldgicas é de origem respiratoria tais como: escarro espontaneo, escarro induzido,
lavado bronco alveolar, escovado brénquico, fragmentos de tecido pulmonar, aspirado
transtraqueal e lavado géastrico (BRASIL, 2008). Entre essas, a mais frequente é o escarro
espontaneo (expectoracdo espontanea) que é facilmente obtido e tem maior riqueza bacilar. O
escarro € um produto viscoso que provém da arvore brénquica, constituido por muco,

fragmentos de tecidos necrosados (debris), secre¢es bronco-pulmonares e orofaringeas.
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O escarro é expelido pelo esforco da tosse e pode se apresentar como saliva,
mucopurulento, sanguinolento ou liquefeito. Normalmente, a parte sanguinolenta contém
poucos bacilos, porque o0 sangue passa pouco tempo em contato com a lesdo tuberculosa rica
em microrganismos. Secrecdes provenientes do muco nasal, da orofaringe e saliva sdo
inadequadas para realizacdo da BD, por induzirem a resultados falso-negativos, mesmo assim,
devem ser examinadas, pois, existe alguma possibilidade de encontrar bacilos (FUJIKI, 2005).

Para obtencdo de uma boa amostra de escarro, o0 paciente deve ser orientado de como
fazer a coleta tendo em vista que a sensibilidade dos métodos laboratoriais depende da
qualidade da amostra fornecida. O volume ideal de escarro € de 5 a 10 mL, depositado em
pote descartavel com capacidade de 35 a 50 mL, altura minima de 40 mm, com boca larga,
tampa rosqueavel e de plastico transparente. VVolumes menores ndo devem ser rejeitados
desde que a qualidade seja satisfatoria (BRASIL, 2005, 2008).

As amostras coletadas para o controle do tratamento devem ser examinadas
independentemente da qualidade e quantidade. O escarro ndo deve permanecer por muito
tempo a temperatura ambiente, para ndo torna-lo liquefeito e com aspecto muco-coloidal.
Uma amostra clinica insuficiente ou inadequada interfere no resultado final do diagndstico
microbioldgico. O escarro deve ser mantido em temperatura entre 2°C e 8°C e pode ser
utilizado para realizacdo de baciloscopia e cultura por até sete dias. Para o transporte das
amostras até o laboratério deve-se evitar a incidéncia de luz solar direta e evitar o risco de
derramamento (PFYFFER; BROWN-ELLIOTT; WALLAC, 2003).

Para aumentar a probabilidade de se obter um resultado positivo, a OMS recomenda
coletar duas amostras de escarro por paciente, a primeira na propria unidade de salde mesmo
sem o paciente estar em jejum, mas, com a boca limpa e sem residuos alimentares e a segunda
na manha seguinte, ao despertar, em jejum, ap6s bochecho com agua para remocdo de
residuos da orofaringe. Essa amostra € mais rica em bacilos devido a movimentacdo ciliar
noturna que impulsiona o0 muco até a faringe para manter a umidade das vias aéreas causando
0 acumulo de secrecdo, geralmente mucopurulenta, na faringe, dai o muco é expelido pela
tosse ou deglutido e as micobactérias presentes nesse muco sao destruidas pela a¢do do suco
gastrico (GUYTON; HALL, 1997).

A coleta de escarro induzido é indicada aos pacientes com pouca secre¢ao ou gque nao
conseguem coletar espontaneamente o escarro. E um procedimento importante no controle de
tratamento e em pacientes com AIDS, pois, garante a qualidade da amostra. E feita apds
nebulizacdo com solucdo salina hiperténica (5 ml de NaCl 3%) por 5 a 20 minutos. Esse

procedimento é bastante Gtil para o diagnostico microbiologico da TB, deve ser realizado na
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Unidade de Salde em sala especial com sistema de exaustdo por pressdo negativa, na
presenca de profissional treinado. Todos os procedimentos de biosseguranca devem ser
adotados para evitar a contaminacdo do ambiente pela tosse do paciente com formacéo de
aerossois (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2002).

Para confirmagdo da origem brénquica da amostra de escarro, que é a ideal para
pesquisa microbioldgica da TB, deve ser confeccionado um esfregaco para coloracdo pelo
método de Gram e leitura em microscopio para estabelecer a relacdo entre o nimero de
células epiteliais e 0 numero de leucocitos encontrados. O escarro, definido como material
inflamatorio das vias aéreas inferiores, deve conter maior nimero de leucécitos que células
epiteliais nos campos microscopicos observados (MORITZ et al., 2008).

Quanto a coleta de amostra bioldgica por lavado bronquico ou broncoalveolar (LBA),
aspirado transtraqueal e lavado gastrico, os procedimentos devem ser realizados por equipe
médica especializada no momento da broncoscopia. O volume ideal é acima de 5 mL, deve
ser depositado em frasco estéril com tampa que evite derramamento, ser mantido a
temperatura ambiente e chegar ao laboratorio em até 4 horas apos coleta (BRASIL, 2008).

Para o aspirado transtraqueal, deve-se coletar o maior volume possivel e deve chegar
ao laboratério a temperatura ambiente num tempo inferior a 2 horas apés coleta.

O lavado gastrico geralmente é realizado em criangas que ndo sabem escarrar e
deglutem as secrecdes provenientes da arvore bronquica. Este procedimento é realizado em
hospital, ao acordar, antes de levantar e em jejum. Devem ser coletadas duas amostras em dias
consecutivos, em frasco estéril com solucdo tampdo de carbonato de sédio a 10% para
neutralizar a acdo do suco gastrico. Transportar a amostra em temperatura ambiente e chegar
ao laboratdrio em até 1 hora apds coleta (BRASIL, 2008).

Os principais testes laboratoriais para diagnostico da TB pulmonar sdo: a baciloscopia
direta (BD) do escarro (pesquisa de BAAR), cultura, exame anatomopatologico (histoldgico e
citoldgico), exames bioquimicos, exames soroldgicos e testes moleculares (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

2.10.4.1 Baciloscopia direta do escarro

A BD apesar de ter sido desenvolvida ha mais de 100 anos, ainda é a principal
ferramenta para diagnéstico da TB pulmonar bacilifera em todo mundo. E um método seguro,
répido, de facil execucdo e de baixo custo sendo um procedimento de diagnostico apropriado

para uso em paises subdesenvolvidos e com alta carga da doenca (CAMPELO et al., 2001).
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Por ndo ser espécie-especifica, apenas uma baciloscopia positiva, ndo é suficiente para
afirmar que é Mtb e confirmar a doenga, uma vez que outras micobactérias tém as mesmas
propriedades morfotintoriais (EAMRANOND; JARAMILLO, 2001; MARTIRE, 2009;
PERKINS; CUNNINGHAM, 2007).

A BD é um método de diagndstico cuja sensibilidade pode variar numa faixa de 25% a
65% quando comparada a cultura. Em pacientes imunocompetentes com a forma pulmonar
bacilifera a sensibilidade fica em torno de 55 a 60% enquanto que as criangas e 0S
coinfectados com HIV/AIDS, por desenvolverem a forma pulmonar paucibacilar, a
sensibilidade pode chegar a 25% (MIORNER et al., 1996; STEINGART et al., 2007a). O
namero minimo de BAAR necessario para produzir um esfregaco positivo tem sido estimado
entre 5.000 a 10.000 por mililitro de escarro, conforme descrito no Quadro 2 (BRASIL, 2008;
KENT; KUBICA, 1985, LAWSON et al., 2006; RODRIGUES; VADVAI, 2012;
STEINGART, 2006).

Estudos apontam que a sensibilidade da BD varia com o tipo de leséo, a qualidade e o
nimero de amostras examinadas, a atencao e persisténcia do microscopista. Esses fatores ao
serem considerados pode elevar a sensibilidade do método até 90%. Os doentes com lesdes
cavitérias expelem grande quantidade de bacilo no escarro e sdo facilmente detectados pela
BD. A sensibilidade da BD pode ser melhorada quando se analisa mais de uma amostra por
paciente. Estudos demostraram que o0 incremento a partir da primeira amostra tem sido de 80
a 82%, a partir da segunda é 10 a 14% e partir da terceira baciloscopia ¢ de 5 a 8%
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1998).

Quadro 2 - Numero de BAAR observados nas baciloscopias, concentragcdes de bacilos
cultiviveis nos escarros e probabilidade de resultados positivos

Probabilidade de um
resultado positivo

Namero de bacilos
observados

Concentracao estimada de
bacilos por mL de escarro

0 em 100 ou mais campos

Menos do que 1000

Menos do que 10%

1-2 em 300 campos 5.000-10.000 50%
1-9 em 100 campos Aproximadamente 30.000 80%
1-9 em 10 campos Aproximadamente 50.000 90%
1-9 por campos Aproximadamente 100.000 96,2%
10 ou mais por campo Aproximadamente 500.000 99,95%

Fonte: Brasil (2008)
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Uma baciloscopia com resultado negativo em individuos com evidéncia clinica e
epidemioldgica de TB ndo exclui a doenga, pois, um numero consideravel de doentes
apresentam baciloscopia negativa (PALHARES et al., 1996) e, no diagnostico inicial, 50%
dos casos novos de TB pulmonar a baciloscopia é negativa (DESJARDIN et al., 1999).

A auséncia de baciloscopia positiva, por falha na sensibilidade do teste, € um sério
problema no diagnostico da TB, principalmente quando outros testes ndo estdo disponiveis.
Por recomendacdo do Ministério da Saude do Brasil, em locais onde outros métodos de
diagnostico microbiologicos ou de biologia molecular ndo estiverem disponiveis, a BD deve
ser realizada nas seguintes situacfes: em pacientes com imagem radioldgica pulmonar
alterada, nos contatos de individuos com TB pulmonar bacilifera e durante o tratamento para
acompanhar o controle bacteriolégico do paciente, preferencialmente mensal e,
obrigatoriamente, ao término do segundo, quarto e sexto més de tratamento (BRASIL, 2011).

Para a pesquisa de BAAR é necessario coletar duas amostras de escarro do individuo
com sintomas respiratorios, a primeira deve ser coletada no momento da consulta médica e
para a segunda, o paciente deve ser orientado a fazer a coleta em casa, pela manhd, ao
despertar e em jejum. O exame ¢é realizado em um esfregaco da amostra clinica preparado em
lamina de vidro e fixado pelo calor submetido a coloracdo pelo método Ziehl-Neelsen e pelo
método de Kinyoun que utilizam como corante especifico a carbol-fuccina a quente e a frio
respectivamente. Os bacilos sdo visualizados em microscépio 6ptico convencional (de campo
claro) em objetiva de imersdo, e os bacilos se apresentam corados em vermelho sobre uma
coloracdo de fundo do azul de metileno como pode ser visualizado na 7 (BRASIL, 2008).

A coloracdo pelo método de Kinyoun é indicada, para Mycobacteria spp, Nocardia
spp, e outros bacilos Gram positivos ramificados que se coram fracamente pela coloracéo de
Ziehl-Neelsen (KINYOUN, 1915).

Figura 7- Bacilos da tuberculose corados pelo método de Ziehl-Neelsen
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Fonte: Universidade de Campinas (2016)
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Segundo critérios da Organizacdo Mundial da Salde, a leitura microscopica e
interpretacdo dos resultados da baciloscopia do escarro corada pelo método de Ziehl-Neelsen,
tanto apoOs concentracdo quanto pelo meétodo direto tradicional, se baseiam no ndmero de

bacilos encontrados por campo microscopico, conforme demonstrado no Quadro 3.

Quadro 3 - Critérios da OMS para leitura e interpretagdo dos resultados da baciloscopia de escarro, ap6s
concentragdo ou nao, corada pelo método de Ziehl-Neelsen

Condicéo Resultados
Né&o foram encontrados BAAR em 100 campos Negativo
Relata-se a quantidade de
Quando foram encontrados del a 9 BAAR em 100 campos BAAR encontrada
Quando foram encontrados de 10 a 99 BAAR em 100 campos Positivo (+)

Quando foram encontrados em média de 1 a 10 BAAR por
campo, nos primeiros 50 campos Positivo (++)

Quando a quantidade de BAAR encontrada foi acima de 10
BAAR por campo, nos primeiros 20 campos Positivo (+++)

Fonte: Brasil (2008)

Portanto, apesar da baixa sensibilidade, a BD continua sendo a principal ferramenta
utilizada no diagnostico da TB pulmonar e extrapulmonar, principalmente nos paises

subdesenvolvidos com recursos limitados.

2.10.4.2 Baciloscopia por microscopia de fluorescéncia com Auramina O

O Ministério da Saude orienta que nos laboratdrios onde sejam examinadas mais de 50
amostras de escarro diariamente, pode-se optar pela utilizacdo da Microscopia por
Fluorescéncia com Auramina “O” para triagem de casos (CENTRO NACIONAL DE
EPIDEMIOLOGIA, 2002).

Estudos demonstraram que a microscopia de fluorescéncia aumenta a positividade em
10% quando comparada com a BD convencional, mas, a especificidade é menor nos
individuos infectados pelo HIV (CATTAMANCHI et al., 2009; STEINGART et al., 2006).

A microscopia de fluorescéncia € um bom método de triagem por ser mais sensivel e

reduzir o tempo de leitura dos esfregacos negativos. Essas vantagens sdo atribuidas a
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utilizacdo da objetiva de 25 vezes para analise microscopica do escarro, enquanto que na
microscopia de campo claro, a leitura é realizada em objetiva de imersdo (100X). Nesse
método, cada campo microscopico examinado é 25 vezes maior que pela objetiva de imersao,
além disso, torna-se mais fécil a visualizacio dos bacilos fluorescentes (ABRAHAO, 1998;
PARDO et al., 2001). Entretanto, os casos positivos nos esfregacos corados com a auramina,
deverdo ser confirmados pelo método de coloracdo de Ziehl-Neelsen (Quadro 4). Isso
permitira a emissao do resultado de acordo com os critérios de leitura padronizados pela OMS
para 0 método de Ziehl-Neelsen (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1998).

A microscopia de fluorescéncia se contrapde as vantagens da BD, por ser um método
mais caro, necessita da aquisicdo de um microscopio de fluorescéncia e de profissionais
treinados, limitando o seu uso na maioria dos laboratérios de sadde publica (STEINGART et
al., 2006).

Quadro 4 - Interpretagdo de resultados da pesquisa de BAAR pelos métodos de coloragdo de Ziehl-Neelsen,
Kinyoun e Auramina

Resultado NuUmero de microrganismos
Auramina Ziehl-Neelsen e Kinyoun
objetiva 25x objetiva 100x

Negativo 0 0

Duvidoso repetir a coloragéo 1-2/30 campos 1-2/300 campos

+ (raros) 1-9/100 campos 1-9/10 campos

++ (alguns) 1-9/campo 1-9 /10 campos
+++ (frequentes) 10-90/ campo 1-9/ campo
++++ (numerosos) > 90/campo > 9/campo

Fonte: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008)

Atualmente, novas opg¢des como o0 uso da microscopia fluorescente de diodos
emissores de luz (do inglés Light Emitting Diode-LED), microscopios portateis de
fluorescéncia que também funcionam com bateria diminuiram os custos desse método e
podera facilitar o uso dessa ferramenta (ANTHONY et al., 2006; MILLER et al., 2010).

A sensibilidade dos métodos de coloracdo de Ziehl-Neelsen, Kinyoun e Auramina esta
em torno de 22 a 81% e também ndo possuem boa especificidade uma vez que outros
microrganismos que ndo micobactérias podem aparecer corados (ex: Nocardia, Rodococcus,

entre outros). Quando séo visualizados apenas 1 a 2 bacilos em toda a lamina deve-se preparar
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outro esfregaco e repetir a pesquisa para confirmacdo do resultado. Somente apds a segunda
lamina, se o resultado persistir, 0 médico solicitante devera ser comunicado sobre o achado
laboratorial (CATTAMANCHI et al., 2010).

A busca para melhorar o desempenho da baciloscopia tem conduzido os pesquisadores
a realizarem estudos empregando produtos quimicos para tratamento prévio do escarro,
seguidos de concentracdo dos bacilos por sedimentacdo espontanea overnight ou por
centrifugacdo. Os produtos mais utilizados sdo N-Acetil-L-Cisteina (NALC)/Hidroxido de
sodio (NaOH) e o hipoclorito de sodio (NaOCIl) (CATTAMANCHI et al., 2010; LAWSON et
al., 2006; PANDEY et al., 2009).

O NaOCI é um dos produtos quimicos mais testados para melhorar a sensibilidade da
baciloscopia tradicional, por ser um alvejante amplamente disponivel e de baixo custo € ideal
para uso em paises de baixa renda. As propriedades desinfetantes do NaOCI podem melhorar
o controle de infeccdo pelo Mth em laboratérios que ndo possuem instalagdes adequadas para
garantir as condicdes de biosseguranca (BEST et al., 1990; CATTAMANCHI et al., 2010)
necessarias para conter os aerossois formados na manipulacdo das amostras biologicas
contaminadas por microrganismo de classe de risco 3. Estudos relatam que o NaOCI
aumentou a sensibilidade da bacilsocopia, principalmente devido a digestdo do muco e
detritos do escarro, que facilita a precipitacdo dos bacilos no fundo do tubo, bem como, ao
confeccionar e corar o esfregago com os corantes especificos para BAAR, este procedimento,
quando comparado a BD, resulta em campos microscopicos mais limpos como visto na figura
8, facilitando a identificacdo dos bacilos (BONNET et al., 2008; CATTAMANCHI et al.,
2010).

Os resultados obtidos sdo bastante variados, com aumento da sensibilidade em
comparacdo com a BD, principalmente quando o material foi centrifugado (PADMA,;
KAMESH; DALEY, 2009). O método que realiza a baciloscopia ap6s digestdo do escarro
com hipoclorito de sédio e adicdo de etanol seguido de concentracdo da amostra de escarro
por passagem em membrana filtrante de policarbonato, com poros de 25 mm de didmetro por
1,0 um, sob pressdo negativa, aumentou em 24,4% a positividade em compara¢do com BD
(SMITHWICK; STRATIGOS, 1981). Modificacdo nesta técnica foi realizada por reducéo do
tamanho dos poros da MFP e elevou a sensibilidade da baciloscopia para niveis proximos aos
da cultura (FENNELLY et al., 2012). Contrapde-se as vantagens da BD por ser necessario o
uso de centrifugas que nem sempre estdo disponiveis nos laboratérios e o aumento da carga de

trabalho além da aquisi¢do de novos insumos.
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Figura 8 - Comparagdo de laminas positivas para BAAR e pela baciloscopia direta (A) e ap6s
tratamento da amostra com hipoclorito de sodio (B)
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Fonte: Universidade de Campinas (2016)

2.10.4.3 Cultura para micobactérias

Dos testes laboratoriais para diagnéstico de micobactérias, a cultura é considerada o
padrao-ouro para diagndstico da tuberculose e avaliacdo da acurécia de outros métodos, pois,
apresenta elevada sensibilidade e especificidade (FERREIRA et al., 2005; VAN RIE et al.,
2010). O crescimento do bacilo em meio de cultivo permite a realizacdo de estudos
complementares por técnicas de biologia molecular, identificacdo bioquimicas das espécies e
testes de sensibilidade as drogas (BRODIE; SCHLUGER, 2005; VAN RIE et al., 2010). A
cultura e a baciloscopia quando realizadas conjuntamente conferem mais agilidade ao
diagnostico para inicio do tratamento e propicia maior eficiéncia no controle da doenca
(BRASIL, 2008).

Antes da realizacdo da cultura, a amostra clinica deve ser tratada com produtos
quimicos (acidos-bases) especificos para fluidificacdo do muco e eliminacdo de
microrganismos contaminantes sem inviabilizar o Mth. Os métodos de descontaminacdo mais
utilizados sdo: Lauril Sulfato de Sédio, Corper & Stoner Modificado que utiliza o fosfato
monossodico e trissédico e 0 Método de Petroff utiliza hidroxido de sodio a 4% mais a etapa
de neutralizagdo com 4&cido na presenca de um indicador de pH (CENTRO DE
REFERENCIA PORFESSOR HELIO FRAGA, 2005). O Hidroxido de Sédio (NaOH), é o
mais utilizado pois, tem propriedades fluidificante e descontaminante. Por ser uma substancia
alcalina drastica num percentual de 4%, que é considerado alto, tanto a concentracdo de uso
como o tempo em contato com a amostra sdo criticos e devem ser cuidadosamente observados
(BRASIL, 2008).
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O método Lauril Sulfato de Sodio & menos agressivo aos microrganismos por utilizar
0 NaOH em menor concentracdo. Os produtos quimicos utilizados na descontaminagéo
possuem atividade mucolitica, ao liquefazerem a matéria organica facilita a sedimentacédo do
bacilo que possui baixa gravidade especifica pela alta quantidade de lipidios ha composicéo
de sua parede celular (CENTRO DE REFERENCIA PORFESSOR HELIO FRAGA, 2005;
PETROFF, 1951).

O N-acetil-L-cisteina (NALC) é um agente mucolitico utilizado em combinagdo com o
NaOH. Como ndo tem efeito direto sobre as micobactérias, permite que seja usada uma
concentracdo de NaOH de 2%. Dessa maneira, a combinacdo NALC-NaOH é indicada para
tratamento de amostras paucibacilares, sendo recomendada para a maioria dos sistemas
comerciais de cultura com meios liquidos (BRASIL, 2008).

A cultura pode ser realizada em meios solidos ou meio liquido. Os meios de cultura
solidos mais utilizados sdo o Lowenstein-Jensen (L-J) e o Ogawa-Kudoh (O-K), ambos
produzidos a base de ovo coagulado. O meio Lowenstein-Jensen utiliza o glicerol como fonte
de carbono e a asparagina como fonte de nitrogénio. No meio O-K, utiliza como fonte de
nitrogénio o aminoacido glutamato de sddio, mais acessivel com menor custo (KUDOH,;
KUDOH, 1974).

O meio de cultura O-K se assemelha na composicdo ao Lowenstein-Jensen, é
preparado & base de ovo, utiliza o corante verde-malaquita para inibir o crescimento dos
microrganismos contaminantes da amostra bioldgica que, por se desenvolverem rapidamente
no meio de cultura, prejudica o crescimento das micobactérias que sdo de crescimento lento
em meios de cultivo (BRASIL, 2008; PEDRO et al., 2011).

O método de O-K quando comparado com o Lowenstein-Jensen a preparagdo € mais
simples e rapida e apresenta as vantagens de eliminar as etapas de descontaminacdo e
centrifugacdo do escarro que sdo procedimentos formadores de aerossois, garantindo mais
seguranca para o profissional de laboratério (TAKAO et al., 2005). Além disso, é
suficientemente sensivel para confirmar o diagnostico da TB pulmonar ativa em pacientes
com resultado de baciloscopia negativa. De acordo com KUDOH, a cultura por esse método
aumenta o rendimento diagndstico em 20 a 40%, sendo apropriado para implantacdo em
locais de dificil acesso (KUDOH; KUDOH, 1974; PEDRO et al., 2011).

Outros meios sdlidos que também séo utilizados é o Middlebrook 7H10 agar e 0 7H11
agar. Middlebrook e Cohn (1958) melhoraram a formulacdo do &gar com &cido oleico e
albumina, desenvolvida inicialmente por Dubos e Middlebrook (1947), e obtiveram um

crescimento mais rapido e mais exuberante das especies de Mtb. O meio Middlebrook 7H10
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além de diminuir a probabilidade de crescimento de contaminantes quando comparado com 0s
meios preparados a base de ovo (KUBICA; DYE, 1967; MIDDLENBROOK; COHN, 1958).
O glicerol é a fonte de carbono e energia, 0 acido oleico é importante no metabolismo das
micobactérias e a albumina protege os bacilos contra agentes toxicos, enquanto que o verde
malaquita inibe o desenvolvimento de flora contaminante (BECTON DICKINSON, 2012).

Os meios com base de &gar possuem a vantagem de ndo sofrerem liquefacdo por
organismos proteoliticos contaminantes e sdo indicados para semeio de amostras bioldgicas
provenientes de sitios ndo estéreis, pois, torna possivel a observacdo de coldnias de
micobactérias ap6s 10 al2 dias de incubacdo por meio de um microscopio estereoscopio
mesmo na presenca de organismos contaminantes. Além disso, retém concentracdes exatas de
medicamentos adicionados, diminuindo a inativacdo dos medicamentos quando comparado
com as preparacdes a base de ovo (BECTON DICKINSON, 2012).

O Agar Middlebrook 7H11 é uma modificacio do agar especial Middlebrook 7H10,
recomendado por Cohn, Waggoner e McClately que adicionaram a digestdo enzimatica de
caseina para o fornecimento de nitrogénio, vitaminas e aminoacidos e descobriram que 0
crescimento de organismos exigentes como cepas de M. tuberculosis foi estimulado e o teste
de suscetibilidade aprimorado (BECTON DICKINSON, 2012; KUBICA; DYE, 1967).

O Mtb se desenvolve na superficie dos meios de cultura com a formacéo de col6nias
secas, rugosas, acromogenas, com aspecto de couve-flor de acordo como a demonstragcdo na
Figura 9. Enquanto que na lamina corada pelo método de Ziehl-Neelsen é possivel visualizar

ao microscopio éptico a formacéo do fator corda conforme apresenta a Figura 10.

Figura 9 - Crescimento de Mtb em Meios Ogawa-Kudoh e Lowenstein-Jensen

Fonte: Loredo et al. (2012)
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Figura 10 - Fator corda-Coloracdo de Ziehl-Neelsen
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Fonte: Partners Healthcare (2016)

Os critérios para leitura das culturas em meio sélido, tem como base a contagem
aproximada do numero de colbnias (escala semi-quantitativa) desenvolvidas na superficie do
meio, conforme demonstrado no Quadro 5 (BRASIL, 2008). Tanto o Lowenstein-Jensen
guanto o Ogawa-Kudoh, apesar do custo acessivel, quando comparados com outros métodos
sdo mais trabalhosos para a producdo e os resultados podem demorar de 15 a 30 dias em
culturas positivas e até 60 dias para liberacdo do laudo definitivo (BRASIL, 2010; VAN RIE
etal., 2010).

Quadro 5 - Critérios para leitura das culturas em meio so6lido (escala semi-quantitativa)

NUMERO DE COLONIAS RESULTADO
Col6nias confluentes (tapete) Cultura positiva (+++)
Mais de 100 colbnias separadas Cultura positiva (++)
20 A 100 Colénias Cultura positiva (+)
Menos de 20 colénias Cultura positiva (cita o n° de col6nias)
Sem crescimento apds 60 dias 0 (zero)-Negativa
Contaminado C

Fonte: Adaptado de Brasil (2008)

Os meios de cultura liquidos, como o Middlebrook 7H9, podem ser utilizados por
métodos manuais ou automatizados (GARG et al., 2003) e favorecem o crescimento das
micobactérias mais rapido quando comparado aos meios solidos. Outra vantagem desses

meios é a possibilidade de automagdo da cultura como o Sistema MGIT do inglés
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“mycobacteria growth indicator tube” fabricado pela Becton e Dickinson, utiliza um método
ndo radiométrico com o meio liquido Middlebrook 7H9 modificado. O Tubo Indicador de
Crescimento Micobacteriano (MGIT), apesar de se basear no principio do sistema BACTEC
460TB, possui a vantagem de ser totalmente automatizado com capacidade para realizar 960
testes simultaneamente com liberacdo de resultados de diagndstico e informacdo de
resisténcia as drogas em 7 a 10 dias e 10 a 15 dias respectivamente (GIAMPAGLIA et al.,
2007), portanto, indicado para grandes rotinas laboratoriais (BRASIL, 2009a; KRITSKI,
2010).

Para obtencdo de um resultado positivo na cultura é necessario que haja de 10 a 100
bacilos/mL na amostra de escarro (PALOMINO, 2005). Devido a reproducdo lenta dos
bacilos, que em alguns casos pode demorar até 12 semanas para conclusdo do resultado
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2016), esse método nio é adequado para
triagem de casos em locais com altas taxas de inscidéncia da doenga (BRASIL, 2011). Assim
0 portador de TB pulmonar sem tratamento, além de poder ter complicacfes pelo
agravamento do caso, também propaga a infeccdo entre seus comunicantes, tendo em vista
que diagndstico e tratamento precoces interrompem a transmissdo do bacilo e contribuem para
o controle da doenga (FERREIRA et al., 2005; MELO et al., 1992). Ademais, a cultura, por
concentrar e favorecer a multiplicacdo das unidades formadoras de colonias (UFC), aumenta
consideravelmente o risco de contaminagdo dos profissionais, exigindo laboratérios mais
estruturados e conhecimento de requisitos de biosseguranca na manipulacdo de
microrganismos da classe de risco 3 (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2009).

A OMS recomenda a realizacdo de cultura em: individuos com suspeita clinica de TB
pulmonar em que a pesquisa de BAAR for negativa; para diagndstico de TB extrapulmonar
principalmente em pacientes com sorologia positiva para HIV e em criancas. A cultura com
teste de suscetibilidade as drogas € recomendada para realizacdo em cepas isoladas de
pacientes com suspeita de resisténcia aos antibiéticos; quando a baciloscopia é positiva apds o
segundo més de tratamento; em retratamento apds faléncia ao esquema basico; no reinicio de
tratamento apds abandono e nos grupos de risco em desenvolver cepas de M. tuberculosis
resistente como pessoas em situacdo de rua, comunicantes de pacientes com TB pulmonar
resistente e pessoas vivendo em ambiente confinado como penitenciarias, hospitais e
albergues (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012).
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2.10.4.4 Exame anatomopatoldgico (histolégico e citolégico)

E um método empregado na investigacdo das formas extrapulmonares, na TB
pulmonar com imagem radioldgica difusa como na tuberculose miliar em pacientes com
imunossupressdo. Nos imunossuprimidos é mais frequente a positividade da baciloscopia no
material de biopsia enquanto que nos imunocompetentes a pesquisa de BAAR, geralmente é
negativa. No entanto, o Unico método diagnostico de certeza de TB € a cultura seguida da
confirmacéo da espécie por testes bioquimicos ou moleculares, dai a necessidade de submeter
a cultura material coletado por biopsia (BRASIL, 2011).

Deve ser realizado quando ha suspeita clinica de TB extrapulmonar, pois, além de
permitir a identificacdo do M. tuberculosis pode ser observado o processo inflamatorio
granulomatoso compativel com a infeccdo. No material coletado pela biopsia é importante

realizar o exame direto e a cultura, sempre que possivel (BRASIL, 2011).

2.10.4.5 Testes fenotipicos: deteccdo de consumo de oxigénio e detec¢do do fator corda

A deteccdo de consumo de oxigénio (O,) realiza-se por teste ndo radiométrico que
utiliza métodos manuais e automatizados. Os métodos automatizados apresentam a vantagem
da rapidez na liberagéo dos resultados em torno de dez dias. Entretanto, necessitam de maior
estrutura laboratorial, equipamentos e recursos financeiros para garantir a funcionalidade. Os
métodos mais utilizados até o0 momento s&o: o ESP Il ® da Difco Laboratories, 0 MB/BacT®
da Biomerieux e o0 MGIT® (Mycobacteria Growth Indicator Tube-MGIT) da Becton
Dickinson (TORTOLI et al., 2002). Enquanto que a deteccdo do fator corda € um método
manual que se baseia no crescimento das micobactérias em meio liquido. Apos oito dias de
inoculacdo é possivel visualizar fator corda formado pela micobactéria em crescimento.
Estudos sugerem que a sensibilidade e especificidade deste teste estio no mesmo patamar da
cultura tradicional. Requer boas préticas de laboratério, barreiras de contencdo apropriadas
que devido ao risco de contaminacdo com o manuseio de meio liquido em placas de Petri 0s
profissionais devem ser altamente treinados em biosseguranca para manipulagdo de

microrganismo da classe de risco 3 (ARIAS et al., 2007).
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2.10.4.6 MGIT960 (mycobacteria growth indicator tube) e ETEST

Esses testes sdo utilizados para deteccdo de TB resistente aos farmacos, onde o
Sistema Tubo Indicador de Crescimento Micobacteriano - MGIT 960 conforme demonstra a
Figura 11A, que utiliza o meio Middlebrook 7H9 em tubos com silicone impregnado com 0
metal ruténio e um sensor que indica o consumo de oxigénio pelas micobactérias com
apresentado na Figura 11B (BRASIL, 2008). E um equipamento fabricado pela Becton
Dickinson, totalmente automatizado, ndo radiométrico que em estudos de validacdo no Brasil
demonstrou desempenho similar ao sistema radiométrico Bactec 460TB considerado
referéncia para o diagnostico de TB resistente, 0 método das Proporc¢des e 0 método de Razéo
da Resisténcia, (GIAMPAGLIA et al., 2007). O uso deste equipamento foi aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para teste de resisténcia do M.

tuberculosis a estreptomicina (SM), isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e etambutol (EMB).

Figura 11 — Equipamento MGIT960 (A) e tubos positivo e negativo (B)

positivo

negativo

Fonte: Becton Dicson (2017)

Quanto ao Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia), é uma fita pléstica disponivel
comercialmente, impregnada por concentragdes crescentes de antimicrobiano na face ventral e
marcada, na face dorsal, com a escala das concentracdes testadas a fim de facilitar a leitura do
resultado como pode ser visto na Figura 12. Este teste baseia-se na difusdo do gradiente
antimicrobiano no agar para a determinacdo da sensibilidade da amostra bacteriana ao
antimicrobiano testado (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).
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A preparacdo do inoculo é feita da mesma maneira que no teste de disco-difuséo, é um
teste quantitativo com resultado entre 5 a 10 dias apds o crescimento de Mth no meio de
cultura. Apresenta elevada concordancia com o método de proporcdes para a deteccdo de
cepas multirresistentes, sendo uma boa opcdo nos paises em desenvolvimento para

diagnostico rapido da resisténcia micobacteriana (BRASIL, 2011).

Figura 12 - Teste de sensibilidade a antimicrobianos pela técnica de Etest®

Fonte: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008)

2.10.4.7 Imunodiagnostico da tuberculose, testes bioquimicos e ensaios para deteccdo de

interferon gama

Na ultima década, métodos de diagnostico soroldgico para detecgdo de muitas doencas
infecciosas, como o HIV e maléria, foram desenvolvidos para uso em paises com poucos
recursos e que nao necessitam de equipamentos especializados nem de treinamentos
intensivo. Nesses ensaios, 0s antigenos sdo pré-revestidos em linhas através de uma
membrana de nitrocelulose onde sdo aplicadas amostras de soro ou sangue total e as reacoes
antigeno-anticorpo sdo visualizadas nessas linhas pela adi¢cdo de anticorpo anti-humanos
ligado a substancias como o ouro coloidal. Essas tecnologias geralmente sdo de simples
execucdo, rapidas e de baixo custo, ideal para diagnostico em unidades de pronto
atendimento. Entretanto, esses testes foram aplicados no diagnostico de TB durante décadas,
mas, sem um resultado satisfatorio (STEINGART et al., 2007b; STURENBURG; JUNKER,
2009).

Atualmente, dezenas de testes soroldgicos rapidos que utilizam composicoes
antigénicas variadas para deteccdo de anticorpos especificos anti-TB estdo disponiveis em
muitos paises de baixa e média renda. Estudo de avaliagdo comparativa desses testes tendo
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como padrdo de referéncia a cultura e 0 acompanhamento clinico verificou que sensibilidade
dos testes variou de 1% a 60% (média, 27%), e a especificidade variou de 53% a 98,7%. O
desempenho dos testes foi ainda menor nos casos de pacientes com baciloscopia de escarro
negativa e HIV positivos. Do mesmo modo, estudo de revisdo posterior com testes comerciais
atualmente usados em paises endémicos para TB, também concluiu que ndo ha evidéncias de
eficacia desses testes, principalmente em pacientes HIV positivos e em criangas. Os testes
sorologicos ainda podem apresentar reacGes cruzadas com outros microrganismos
(STEINGART et al., 2007b, 2009). Em concluséo, esses testes devem ser considerados com
pouco ou nenhum papel no diagndstico de TB e, nesse momento, nenhum dos ensaios teve
desempenho suficiente para substituir a BD no escarro.

Os exames bioquimicos sdo realizados em casos de TB extrapulmonar, principalmente
nas meningoencefalites por TB, nos derrames pleurais e pericardicos (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2009). A adenosinadeaminase é uma reacdo bioquimica para
deteccdo em amostras clinicas de uma enzima intracelular, presente nos linfécitos ativados,
que pode contribuir para o esclarecimento de diagnostico da TB ativa. O aumento da atividade
da ADA no liquido pleural, associado a parametros como idade do paciente menor que 45
anos, predominancia de linfdcitos acima de 80% e exsudato proteico alto indicam pleurite por
TB. Para execucdo do teste, o laboratdrio necessita apenas de um espectrofémetro e da
disponibilidade de kits no mercado (LIANG et al., 2008; TRAJMAN et al., 2008).

A infeccdo latente por TB ndo manifesta sintomas clinicos nem achados
bacterioldgicos ou radioldgicos que evidenciem a infeccdo (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2012) e durante muitos anos o rastreamento da infeccdo latente tem sido feito
mediante a aplicacdo do teste tuberculinico cutdneo conhecido com “PPD” ou “Mantoux”.
Esse teste mede a hipersensibilidade do tipo resposta retardada ao derivado proteico
purificado a mistura bruta de antigenos do CMth. Por ter baixas sensibilidade e
especificidade, individuos vacinados com a BCG ou expostos a MNT podem gerar um
resultado falso positivo (HUEBNER et al., 1993), além de ndo ser possivel distinguir a
infeccdo pelo o Mtb de outras micobactérias do CMtb. Ainda mais, a aplicacdo e a leitura do
teste requerem experiéncia do profissional de salde para ndo resultar em erros de
interpretacdo.

A introducdo de ensaios de liberacdo do interferon gama (IFN-y) forneceu mais uma
alternativa para o diagnostico da infeccdo latente (MAZUREK; VILLARINO, 2003).

Atualmente, existem dois testes para dosar citocinas que séo o QuantiFERON-TB Gold in
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tube e o T-SPOT.TB chamados interferon gama release assay (IGRA), que utilizam
antigenos mais especificos do Mtb (CONDE et al., 2009).

De acordo com wuma revisdo sistematica do desempenho desses ensaios
comercialmente disponiveis que usam um coquetel de antigenos especificos do Mth oferecem
vantagens em comparagdo ao teste tuberculinico convencional. Essas vantagens sdo: maior
sensibilidade e especificidade, melhor correlagdo com a exposicdo do organismo a
micobactérias do CMtb, menor reatividade cruzada com BCG e MNT e maior potencial para
identificar individuos com infeccdo latente, que apresentam risco elevado de desenvolver
doenga ativa. A acurécia desses testes ainda precisa ser comprovada em grupos populacionais
com caracteristicas especificas, como: pacientes imunocomprometidos (HIVV/AIDS), criangas,
casos de TB extrapulmonares e multidrogarresistente, infeccGes por MNT (PAI et al., 2004a;
RICHELDI, 2006).

Quanto aos pacientes imunodeprimidos com suspeita de TB, estudos realizados por
Guedes et al. (2013) avaliaram o desempenho dos testes QuantiFERON®-TB Gold (QFT-
GIT) e da PCR dnico tubo (STNPCR) otimizada por Lima e colaboradores (2009) no
diagnostico da TB em pacientes imunodeprimidos, 0s quais concluiram que os testes QFT-
GIT e STNPCR ndo foram uteis no diagndstico da infeccdo latente em pacientes
imunodeprimidos.

Os ensaios para deteccdo de gama interferon (IGRAS) estédo baseados na estimulagéo
da resposta celular usando peptideos ausentes no BCG e em outras micobactérias atipicas.
Esses ensaios detectam a producdo de interferon-gama release Assay (IGRA) e utilizam
amostras de sangue periférico, mas, como acontece com a prova tuberculinica, o IGRA néo
distingue TB infeccdo de TB doenca. Além disso, a eficicia desses ensaios ndo foi
suficientemente avaliada nas populacdes especiais, nos individuos infectados pelo HIV, em
criancas e no diagnéstico da infeccdo latente (DINNES et al., 2007; PAI et al., 2008).

2.10.4.8 Métodos para deteccdo direta de Mycobacterium tuberculosis pela amplificacdo de

bacteri6fagos

Estes métodos utilizam bacteriofagos que infectam e replicam especificamente em
micobactérias como indicadores da presenca de Mtb viaveis diretamente no espécime clinico.
Ndo requer equipamento especializado e sua leitura é visual, necessitando apenas
conhecimento em técnicas basicas de microbiologia (BRASIL, 2011). Entre os testes

comercializados, o ensaio FASTPlaque TB® (Biotec Laboratories Ltda., Ipswich, Inglaterra),
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encontra-se disponivel comercialmente (BRASIL, 2011; KALANTRI et al., 2005; PAI et al.,
2005).

Uma meta-analise de estudos sobre o uso de bacteriéfagos em Mtb, concluiu que o
desempenho desses testes ndo foram superiores aos da BD (KALANTRI et al., 2005). A
proposta inicial para utilizacdo dos sistemas baseados em fagos era de oferecer uma
abordagem de diagnostico de baixo custo; no entanto, as descobertas desses estudos indicam
que a sensibilidade e especificidade relatadas ndo viabiliza o seu uso como rotina de
diagnostico da TB (PARSON, et al., 2011).

2.10.4.9 Testes moleculares

Os testes moleculares para diagnostico da TB sdo baseados na amplificacédo e deteccao
de sequéncias especificas de acidos nucléicos do complexo M. tuberculosis em espécimes
clinicos, fornecendo resultados em 24-48 h, chamados testes de amplificacdo de acidos
nucleicos. Recentemente novos testes moleculares foram desenvolvidos para deteccdo da TB
e resisténcia a rifampicina, para uso em paises de elevada carga de TB (BRASIL, 2011).

Os estudos para avaliagdo da acuracia e custo dos testes de amplificacdo
comercializados, para uso como rotina, apresentaram baixos valores preditivos negativos (néo
descarta a possibilidade de TB ativa ou resistente). Apesar de permitir o diagndstico precoce
de TB em cerca de 60% dos casos com BAAR negativo (sensibilidade), elevada
especificidade e valores preditivos positivos que em regides de baixa prevaléncia de infeccdes
por MNT sugere o diagndstico de TB ativa. Os testes de amplificacdo de &cido nucleico foram
aprovados em paises industrializados para uso em amostras respiratrias na suspeita de TB
pulmonar, em pacientes adultos, sem historia prévia de tratamento anti-TB. Ndo devem ser
utilizados para monitorar o tratamento e ndo substituem a cultura para micobactérias
(BRASIL, 2011; PINTO et al., 2015).

Os primeiros kits comerciais disponibilizados foram Amplicor Mycobacterium
Tuberculosis Test (Amplicor) da Roche Diagnostic Systems Inc., NJ e Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test (MTD) da Gen-Probe Inc., San Diego, CA. Ambos
receberam aprovagéo pelo Food and Drug Administration (FDA) nos EUA (BRASIL, 2011).
Posteriormente, foi disponibilizada versdo automatizada do Amplicor, o COBAS Amplicor
MTB test da Roche Diagnostics, Switzerland, e mais recentemente, foi introduzido o teste
qualitativo COBAS Tag Man MTB que utiliza PCR em tempo real (DALEY et al., 2007,
LING, 2008).
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Ambos os testes devem ser utilizados em amostras respiratdrias positivas na
baciloscopia. Interpretacdo cuidadosa deve ser feita nos casos de pacientes tratados
previamente para TB e/ou aqueles co-infectados pelo HIV uma vez que demonstraram maior
indice de exames falso-positivos em diversas séries estudadas (DALEY et al., 2007; LING,
2008; PAI et al., 2004b).

Dos testes moleculares para identificacdo do complexo M. tuberculosis, o primeiro
método molecular comercializado foi AccuProbe (Gen-Probe Inc.), que identifica o complexo
M. tuberculosis e outras micobactérias como: M. avium, M. intracellulare, M. avium complex,
M. kansasii e M. gordonae. Os resultados séo disponibilizados em 2 horas em material
positivo na cultura e, em diferentes estudos, a sensibilidade e especificidade tem sido superior
a90% (LING et al., 2008; PALOMINO, 2009).

Outros testes foram desenvolvidos e comercializados para o rapido diagnostico do
complexo M. tuberculosis: INNO-LIiPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics NV, Ghent,
Belgium), e GenoType MTBC e GenoType Mycobacterium (Hain Lifesciences, Nehren,
Germany), para uso em amostras positivas na cultura (LING et al., 2008; PALOMINO,
2009). Trés ensaios genotipicos rapidos foram desenvolvidos para o diagnéstico da
tuberculose multirresistente baseados na presenca de mutacdes de resisténcia para rifampicina
e encontra-se disponiveis no comércio, o kit INNO-LIPA Rif. TB (Innogenetics, Zwijndrecht,
Bélgica), o ensaio de GenoType® MDRTB e GenoType® MDRTBplus (BWANGA et al.,
2009; PALOMINO, 2009).

Os testes moleculares rapidos permitem o diagnostico da TB multidroga resistente em
8 horas, ou menos, com tecnologia da amplificacdo do &cido nucleico (GenoType® MDRTB
ou INNO-LIPA Rif. TB). Em estudos publicados, a sensibilidade destes testes para a
resisténcia a rifampicina variou de 92% a 100% e para a resisténcia a isoniazida de 67% a
88% (BARNARD et al., 2008; BRASIL, 2011; BWANGA et al., 2009; PALOMINO, 2009).

O teste LAMP utiliza amplificacdo isotérmica, em amostras respiratrias, mostrou
sensibilidade de 48% nas amostras negativas a baciloscopia e especificidade de 94% a 99%.
N&do foram descritos resultados em amostras nao respiratérias. Para a realizacdo do teste
LAMP ndo é necessario termociclador e o diagnostico reside na detecgdo visual do produto
amplificado, permitindo que o teste seja realizado em laboratorios locais (BOEHME et al.,
2007).

O teste Xpert realizado pelo Sistema Gene Xpert® MTB/RIF da Cepheid para
diagnostico in vitro, semi-quantitativo de Nested PCR em tempo real (QPCR) com detecgéo

do DNA do Mtb e de mutacGes do gene rpoB, associadas a resisténcia a rifampicina para
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identificacdo de cepas resistentes a farmacos. Permite a utilizacdo de amostras de escarro
obtidas por expectoracdo espontdneas ou induzidas, além de sedimentos concentrados de
pessoas com suspeita clinica de TB pulmonar. Pacientes em tratamento para este agravo nao
foram contemplados tendo em vista que esta metodologia ndo foi validada para pesquisas nos
pacientes em tratamento para TB (FOUNDATION FOR INNOVATIVE NEW
DIAGNOSTICS, 2011; PERKINS, 2009).

O Sistema Xpert® MTB/RIF é uma plataforma que integra e automatiza 0s processos
de preparacdo das amostras, purificacdo, concentracdo, amplificacdo e deteccdo de acidos
nucleicos do genoma do M. tuberculosis. Os resultados dos testes laboratoriais podem ser
fornecidos em menos de 2 horas, sem necessidade de pessoal especializado em biologia
molecular (FOUNDATION FOR INNOVATIVE NEW DIAGNOSTICS, 2011; VAN RIE at
al., 2010).

Na deteccdo simultanea do M. tuberculosis e da resisténcia a rifampicina cinco sondas
estdo sobrepostas e sdo complementares a regido determinante da resisténcia a rifampicina,
composta por 81 pares de bases do gene rpof. Em seguida, esta regido é examinada com o
objetivo de identificar mutagbes associadas a resisténcia a rifampicina. O processo de
amplificacdo por PCR, neste teste, € heminested e o alvo amplificado é detectado em tempo
real por fluorescéncia (FOUNDATION FOR INNOVATIVE NEW DIAGNOSTICS, 2011).

Neste processo, dois conjuntos de primers séo utilizados em duas reagcdes sucessivas.
Na primeira PCR, um par de primers € usado para gerar produtos de DNA, que podem conter
produtos amplificados a partir de areas ndo-alvo. Os produtos da primeira PCR sdo, entdo,
usados como modelo em uma segunda PCR, usando um primer diferente, cujo sitio de ligacao
esteja localizado dentro do primeiro produto amplificado, consequentemente, aumentando a
especificidade da reacdo (FOUNDATION FOR INNOVATIVE NEW DIAGNOSTICS,
2011; VAN RIE et al., 2010).

Para a execucdo do teste, uma amostra de escarro € tratada com um reagente contendo
hidréxido de sddio (NaOH) e isopropanol, o que reduz substancialmente os riscos bioldgicos,
uma vez que diminui a viabilidade da M. tuberculosis por aproximadamente, pelo menos, seis
logs (106 vezes o numero de microrganismos vidveis). A amostra tratada ¢ manualmente
transferida para um cartucho de plastico de uso Unico, ja pré-carregado com o0s elementos
necessarios para a reacdo, incluindo tampdes e o reagente. O cartucho € inserido no
instrumento que automaticamente conclui o processamento da amostra, a extracdo do DNA e
a PCR heminested em tempo real (VAN RIE et al., 2010).
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Como o sistema integra e automatiza totalmente as etapas de extracdo da amostra,
amplificacdo e detecgdo em um cartucho, ndo ha necessidade de manipulacdo do fragmento e,
desta forma, o risco de contaminacgéo cruzada € substancialmente reduzido. Os resultados sdo
gerados automaticamente na tela e relatados como M. tuberculosis negativos ou positivos,
com estimativa semi-quantitativas da concentracdo relatada como baixa, média ou alta e
sensivel ou resistente a rifampicina. Um resultado positivo ndo necessariamente indica a
presenca de organismos viaveis, tendo em vista que a PCR identifica material genético de
microrganismos vivos ou mortos (VAN RIE et al., 2010).

Segundo a literatura, o Xpert pode ser realizado por técnicos sem qualificacdo
especifica, na auséncia de uma infraestrutura de biocontencdo, isto €, em configuracdes
semelhantes aos laboratérios de diagndstico de TB encontrados na maioria das regides em
desenvolvimento do mundo. O uso de cartuchos que podem ser carregados e processados
individualmente, sem a necessidade de formagdo de lotes (FOUNDATION FOR
INNOVATIVE NEW DIAGNOSTICS, 2011; VAN RIE et al., 2010). A validacdo desse
método foi realizada em cinco paises, onde os resultados obtidos em trés amostras por
paciente demonstraram que o Xpert, em amostras negativas a baciloscopia, apresentou no
diagnéstico de TB pulmonar, sensibilidade de 90,0%, e especificidade de 97,9%. Nos
pacientes suspeitos de TB resistente, o Xpert apresentou sensibilidade de 96,1% e
especificidade de 98,6% (PERKINS, 2009).

2.11 TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

Até a década de 1940, o tratamento da TB ainda era basicamente repouso e boa
alimentacdo nos sanatorios. A descoberta estreptomicina em 1943 pelo bioquimico norte-
americano Selman Abraham Waksman foi um marco historico no tratamento da TB e lhe
valeu o0 Prémio Nobel de Medicina em 1952. A partir de 1944, o uso desse antimicrobiano
injetavel, de agdo bactericida, foi o primeiro tratamento efetivo contra o complexo M.
tuberculosis, logo em seguida, no ano de 1945 foi comprovado o efeito bactericida do acido
para-amino salicilico contra o bacilo da TB (DANIEL, 2006; HIJJAR; PROCOPIO, 2006).

O uso da estreptomicina por 24 meses no tratamento da TB apresentou resultados
animadores logo no inicio do seu uso, entretanto, rapidamente, surgiram altas taxas de Mtb
resistentes ao antibidtico e, no tratamento foi incluido o acido para-amino salicilico em
associagdo com a estreptomicina. Nas décadas seguintes surgiram novos farmacos como a

isoniazida, primeiro bactericida oral disponibilizado, a partir de 1952 e a rifampicina em
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1957. Somente nos anos da década de 1960 foi desenvolvido um esquema eficaz com a
administragdo simultdnea de trés antibioticos, estreptomicina, isoniazida e 4cido
aminossalicilico, denominado esquema triplice com a duracdo de 18 a 24 meses, instituido no
Brasil pelo professor Hélio Fraga. Posteriormente foram introduzidas no esquema de
tratamento da TB, novas drogas como a rifampicina, a pirazinamida e o etambutol iniciando
um novo e promissor capitulo da historia da TB que devido as elevadas taxas de cura e
resultou na desativacdo dos sanatorios no final da década de 1970 (CONDE et al., 2002;
DANIEL, 2006).

Nos dias atuais, o tratamento com drogas de primeira linha tem duracdo de seis meses
e utiliza a combinacdo de quatro drogas em esquema terapéutico que tem por finalidade evitar
a resisténcia bacteriana (SOUZA, 2006).

2.12 RESISTENCIA AOS FARMACOS

A resisténcia aos farmacos € classificada com base no numero de drogas que o Mtb
ndo apresenta sensibilidade e pode ser: (i) monorresisténcia - quando o M. tuberculosis se
apresenta resistente a um farmaco; (ii) multirresisténcia - quando simultaneamente é
resistente, pelo menos, a rifampicina e isoniazida; (iii) polirresisténcia - quando a resisténcia
ocorre com mais de um farmaco além da rifampicina e isoniazida e (iv) resisténcia extensiva
aos farmacos - quando além da resisténcia a rifampicina e a isoniazida também é resistente a
uma fluoroquinolona e a um medicamento injetavel de segunda linha (BRASIL, 2011).

Os pacientes diagnosticados com cepas de M. tuberculosis resistente aos farmacos e
seus familiares deverdo ter atendimento realizado por equipe multiprofissional de saude,
capacitada em centros de referéncia, para garantir o cumprimento das normas de
biosseguranca. A equipe deve estar credenciada pelas coordenagdes municipais e estaduais de

tuberculose para atuar nesses casos (BRASIL, 2011).

2.13 TUBERCULOSE EM POPULACOES VULNERAVEIS

Diversas situagdes contribuem para o desenvolvimento da TB, tais como: usuarios de
drogas (tabagismo e alcoolismo), indigenas, portadores de doenca renal grave, diabetes,
silicose, desnutrigdo, canceres, transplantados, uso de corticosteroides, pessoas em tratamento
para artrite reumatoide e doenca de Crohn e as pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHIV),
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2009). Outras situac6es
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também causam maior vulnerabilidade como: pessoas vivendo em situacéo de rua, individuos
em situacdo de confinamento como as pessoas privadas de liberdade (PPL), estudantes e
profissionais da sadde (ROTH, et al., 2005). Outros fatores importantes sdo: precarias
condi¢cdes de moradia e renda, baixa escolaridade e idade avancada (KOYANAGI et al.,
2004; SANTOS et al., 2007; VENDRAMI et al., 2005).

No Brasil, além desses grupos de individuos, destaca-se a populacdo negra ou parda
por viver em condicdo social desfavoravel esta submetida a duas vezes mais o risco de
adoecer de TB que um branco. Outro grupo exposto ao risco sdo as pessoas vivendo nas

favelas em situacdo de pobreza e extrema pobreza (CUEVAS, 2017).

2.13.1 Tuberculose em pessoas vivendo com HIV

A pandemia causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana -“Human
Immunodeficiency Virus” (HIV) propiciou o crescimento dos casos de TB, modificou a
epidemiologia da doenca e dificultou o seu controle (SHARMA et al., 2005). As populacGes
com alta prevaléncia de PVHIV como na Africa Subsaariana, Asia e América do Sul, pela
sobreposicao da coinfec¢do, a TB é uma das principais causas de morbimortalidade. Quase
meio milhdo de PVHIV morre anualmente por TB como esta representado na Figura 13, que
poderiam ser curadas com o uso de drogas especificas que estdo globalmente disponiveis nos
servicos de saide (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).

Figura 13- Estimativa do nimero de mortes por HIV/AIDS e TB em 2015
(mostrado em cinza)
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Fonte: Organizacdo Mundial da Saide (2016)
Legenda: a cor cinza = morte por TB/HIV

O inicio da terapia antirretroviral (TARV) reduz acentuadamente o risco de

desenvolver TB, porém, muitos individuos em regides de alta incidéncia de HIV desenvolvem
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a TB ativa antes da iniciagdo do TARV. O sinergismo entre 0 Mth e o HIV ¢é bidirecional,
pois, a TB acelera a evolucdo da infeccdo pelo HIV para a AIDS por mecanismos como a
producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNT-a), que favorece a replicagao viral com maior
rapidez (HARRIES et al., 2004). A infeccdo pelo HIV afeta os mecanismos da resposta imune
mediada por células do hospedeiro por reduzir o nimero e comprometer as funcbes de
linfocitos CD4 contribuindo para o aparecimento de formas graves da TB como a
extrapulmonar e a miliar ou disseminada (GELDMACHER et al., 2010). Nesses casos €
necessario realizar procedimentos invasivos para coletar espécimes clinicos como liquido
pleural, liquor e fragmentos de tecidos para bidpsia de 6rgaos (BRASIL, 2011).

A infeccdo pelo HIV é o principal fator de reativacdo infeccdo latente por M.
tuberculosis com progressdo para a doenca, bem como, aumenta o risco de reinfeccdo
exogena e as taxas de mortalidade por TB. Nos imunossuprimidos a chance de desenvolver a
TB ¢é de 8% a 10% ao ano, enquanto que nos imunocompetentes essa chance é de 10% ao
longo da vida (HARRIES et al., 2004). A infeccdo pelo HIVV/AIDS nos paises endémicos para
TB aumentou o numero de casos de TB pulmonar com baciloscopia negativa. Esses casos,
apesar de transmitirem menos a TB, que 0s pacientes com baciloscopia positiva, devido ao
imunocomprometimento e a sobrecarga de medicamentos antirretrovirais, apresentam mais
reacOes adversas ao tratamento anti-TB e a taxa de mortalidade nesse grupo é mais elevada
devido ao diagndstico tardio da coinfeccdo. Os sinais e sintomas mais comuns de TB
pulmonar em PVHIV sdo a perda de peso e febre, enquanto que a tosse e a hemoptise sdo
menos frequentes que nos imunocompetentes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2004).

Segundo a OMS, a reducdo da coinfeccdo sé serd possivel quando os sistemas de
salde puderem garantir aos portadores de TB 0 acesso ao diagnéstico do HIV e ao TARV,
bem como, os individuos soropositivos tenham a garantia de realizacdo do exame
bacterioldgico e do tratamento para TB preconizado pela OMS. A coleta de escarro em
PVHIV para realizagdo de exames bacteriol6gicos € muito importante na coinfeccdo por
possibilitar a confirmacdo de TB ativa, realizar o diagnostico diferencial com outros agravos e
conhecer o perfil de sensibilidade as drogas anti-TB (BRASIL, 2008, 2011;
ORGANIZAGCAO MUNDIAL DA SAUDE, 2004).

No Brasil, 70% dos casos suspeitos de TB sdo informados da necessidade da testagem
soroldgica para o HIV, mas, apenas 50% tem acesso ao resultado e a positividade fica em
torno de 15%. A taxa de mortalidade por TB em PVHIV é em torno de 20%, configurando a

maior causa de morte por doenca infecciosa nesse grupo.
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A pesquisa de BAAR no escarro tem sido o pilar para triagem da TB, mas, apresenta
baixo desempenho em pacientes imunocomprometidos devido a menor carga bacilar no
escarro (LAWN; ZUMLA, 2011) e estima-se que a sensibilidade da baciloscopia em regides
com altas taxas de coinfeccédo pelo HIV é de aproximadamente 35% (CORBETT et al., 2003).
Em individuos infectados pelo HIV, geralmente as baciloscopias sdo negativas (ELLIOTT et
al., 1993). Em paises com alta carga de TB, até 30% das PVHIV e com indicacdo de
iniciarem TARV, também ¢ portador de TB nédo diagnosticada por falta de uma investigacéo
sistematica. Nas PVHIV, apenas o rastreio de sintomas de TB nédo chega a identificar 10-20%
dos casos com cultura de escarro positiva (LAWN et al., 2010).

Nos Ultimos anos, estudos de validagdo internacional multicéntrico, validaram um
novo teste rapido molecular, o Xpert, para diagnostico da infeccdo pelo CMtb e resisténcia a
rifampicina. Esse teste tem demonstrado boa sensibilidade e especificidade para o diagndstico
de TB (BOEHME et al., 2010, 2011). No entanto, o Xpert tem menor sensibilidade em
amostras de escarro de pessoas com baciloscopia negativa, e entre 70% e 90% dos individuos
que iniciam TARV tem a baciloscopia negativa (LAWN et al., 2013). Além disso, 0s custos
do Xpert representam uma barreira substancial e uma preocupacdo logistica para o seu uso

generalizado em regides com recursos limitados (LAWN et al., 2011).

2.13.2 Tuberculose em pessoas privadas de liberdade

A tuberculose em pessoas privadas de liberdade (PPL) se apresenta como um
problema de grande magnitude, principalmente nas regides com alta e média prevaléncia da
doenca (JITTIMANEE et al., 2007; LAROUZE et al., 2008). Por ser um mal social, a doenca
estd intimamente vinculada as precarias condi¢des socioecondmicas dos individuos antes do
encarceramento. Atinge, na maioria das vezes, os jovens do sexo masculino com baixa
escolaridade que consomem drogas licitas e ilicitas e com maior prevaléncia de infeccdo por
HIV, oriundos de comunidades com dificuldade de acesso aos servicos de salde para
diagnostico e tratamento da TB (BRASIL, 2011).

No ambiente prisional, naturalmente violento e estressante, o confinamento em celas
superlotadas mal ventiladas, com pouca iluminagdo solar e higiene inadequada, contribuem
para a formacdo de alta carga de aerossOis contaminados com transmissdo em massa da
infeccdo entre os encarcerados. Nas PPL diagnosticadas com TB esta aumentado o nimero de

casos com formas resistentes e multidroga resistentes (MDR), geralmente relacionadas a



57

deteccdo tardia da infeccdo ou histéria anterior de abandono de tratamento (STUCKLER et
al., 2008).

No Brasil, 0 ambiente confinado das prisbes é hiperendémico para TB e segundo
alguns estudos a prevaléncia de infeccdo chega a cerca de 65%, sendo prioritarias as acoes
para diagnostico laboratorial com retorno do resultado do exame (geralmente, a baciloscopia
direta) em 24 horas para inicio imediato do tratamento dos casos positivos (LEMOS et al.,
2009; SANCHEZ et al., 2005; NOGUEIRA; ABRAHAOQ, 2009).

A maioria dos paises industrializados realiza sistematicamente 0s exames para
deteccdo de TB no momento em que o detento ingressa no sistema prisional (AERTS et al.,
2006; BRASIL, 2006). No Brasil, a Resolucdo n° 11 do Conselho Nacional de Politica
Criminal e Penitenciaria do Ministério da Justica (CONSELHO NACIONAL DE POLITICA
CRIMINAL E PENITENCIARIA, 2006) recomenda integrar essa pratica ao exame de saude
admissional, conforme legislacdo nacional e internacional (GENERAL ASSEMBLY,
UNITED NATIONS, 1988). Os exames devem ser realizados em até sete dias ap0s o ingresso
na unidade prisional e a busca ativa de casos deve ser realizada, no minimo, uma vez ao ano
em todos os individuos da mesma unidade prisional no menor espaco de tempo possivel. A
identificacdo de caso indice de TB em cela coletiva ou onde h&a permanéncia de grande
ndmero de pessoas em espacos comuns, todos devem ser considerados contato. O contato
com teste positivo para HIV, mesmo que a TB ativa seja afastada, deve realizar a
quimioprofilaxia recomendada para infeccdo latente pelo M. tuberculosis nos demais
individuos (BRASIL, 2011).

O Ministério da Salde orienta que as PPL com expectoracdo devem realizar a
baciloscopia de escarro e o exame radioldgico de térax, sempre que possivel. Os familiares e
PPL com TB ativa devem ser orientados a procurar servi¢o de saude para a caracterizacdo do
contato e realizacdo dos exames preconizados para esse grupo de risco pelo Programa
Nacional de Controle da Tuberculose. Sempre que houver alteracdo radioldgica sugestiva de
TB, a cultura de escarro deve ser realizada, independente do resultado da baciloscopia, pois, a
deteccdo de casos com baciloscopia negativa é particularmente importante (BEHR et al.,
1999). Considerando a frequéncia presumidamente elevada de formas resistentes e MDR na
populacédo carceraria, o teste de sensibilidade aos antibioticos (TSA) deve ser realizado em
todos os casos de TB com cultura positiva. O teste rapido para HIV deve ser oferecido de
forma sistematica a todos as pessoas no momento da admissdo no presidio, bem como, a todas
as PPL ja encarceradas que manifestem vontade de realiza-lo e deve ser sempre acompanhado
de aconselhamento pré e pos-teste (BEHR et al., 1999; BRASIL, 2009b).
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O tratamento da TB para as PPL € o mesmo recomendado para a populacdo geral
(estratégia DOTYS) realizada exclusivamente pelo profissional de saide da unidade carceraria.
E de grande relevancia a realizacio de acbes educativas a fim de informar, sensibilizar e
promover o conhecimento sobre o diagnéstico e tratamento dos casos de TB em PPL, para

que haja o engajamento e a protecéo de todos contra a infecgdo (SANCHEZ et al., 2006).

2.13.3 Tuberculose em pessoas vivendo em situacdo de rua

As pessoas vivendo em situacdo de rua formam outro grupo considerado pelo MS
como de elevada vulnerabilidade para adoecimento por TB e configura como um grave
problema de salde publica pelas altas taxas de incidéncia e de abandono ao tratamento
(BRASIL, 2011). Estudos realizados em trés capitais do Brasil demonstraram incidéncias de
TB entre 1.576 e 2.750/100 mil habitantes e mortalidade de 17.800/100 mil habitantes por TB
nessa populagio e a alta taxa de abandono ao tratamento (CENTRO DE REFERENCIA
PROFESSOR HELIO FRAGA, 2007).

Segundo o MS as altas taxas de abandono estdo relacionadas as questdes como a baixa
autoestima, desnutricdo, uso do alcool e outras drogas e das comorbidades associadas. As
doencas associadas mais frequentes foram cardiovasculares, transtornos mentais, dependéncia
quimica e doencas sexualmente transmissiveis. O atendimento em centros de saulde
geralmente € por demanda espontanea e o0 maior numero de casos chega as urgéncias e
emergéncias dos hospitais publicos com quadros de complicacdo inerentes a doenca. Para
enfrentamento do problema é necessario, melhoria no diagndstico e tratamento dessa
populacdo com o envolvimento da rede de assisténcia a salde estadual e municipal, dos
Programas de Controle da TB municipais e de parceiros ndo governamentais (abrigos,

albergues, centros de convivéncia) entre outros (BRASIL, 2011).

2.13.4 Tuberculose em populacées indigenas do Brasil

A maioria dos povos indigenas brasileiros encontra-se na Amazé6nia Legal e vive em
situacdo de pobreza. As habitagdes recebem pouca iluminacéo solar, sdo mal ventiladas e com
grande namero individuos por domicilio. Além disso, sdo altos os indices de desnutricdo e
parasitoses intestinais, esses fatores contribuem para que essa populagdo tenha um risco de
adoecimento por TB, trés vezes maior que a populacdo em geral (COSTA, 1987; NUTELS et
al., 1967). Estudos realizados entre os anos de 1990 e 2009 em vérias etnias de diferentes
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regides do pais revelaram altas incidéncias da doenca comprovando a relevancia sanitéria da
TB para os povos indigenas do Brasil (BOIA et al., 2009; BRASIL, 2011). Nos distritos
prioritarios, demonstrou-se que a incidéncia média de TB atingiu a cifra de 144,1 e 140,2/100
mil hab., nos anos de 2006 e 2007, respectivamente (SOUSA et al., 1997). Em vista dessas
especificidades, para o éxito das agdes de controle da TB nas areas indigenas devem-se levar
em conta as questdes éticas e peculiaridades inerentes a essa populacdo especial para que as
acOes de prevencdo, diagnostico clinico, laboratorial e tratamento dos casos pela estratégia
DOTS acontecam de forma integrada entre os Distritos Sanitarios Especiais Indigenas (DSEI)

com os Programas de Controle da Tuberculose municipais e estaduais (BRASIL, 2011).

2.13.5 Tuberculose em profissionais de saude

Os profissionais e estudantes da area de salde estdo expostos ao maior risco de
contrairem TB devido ao contato com pacientes baciliferos e com materiais biol6gicos
potencialmente infectados pelo M. tuberculosis (OLIVEIRA, 2011). Estudos sugerem que a
vulnerabilidade entre as diversas categorias profissionais de salde é diferente, pois, depende
do tipo de atividade de cada individuo no conjunto de acfes desenvolvidas na assisténcia
direta ao paciente com TB ativa. O quadro 6 sintetiza as categorias profissionais de salde com
0 percentual de risco de adoecimento quando comparados com a populagéo geral (MALASKI
etal., 1990; MENZIES et al., 1995; SEPKOWITZ et al., 1995; SILVA et al., 2002).

O risco do profissional de saude desenvolver TB é ainda maior quando em associagao
com alguma condicgdo que afeta a resposta imunoldgica, entre as quais, destaca-se a infeccéo
por HIV e receptores de 6rgédo transplantado. No Brasil a Lei n® 8.213 de 24 de julho de 1991
permite incluir a TB como doenca ocupacional e, quando ocorre em PS, deve ser notificada
em formulario especifico para Comunicacdo de Acidente de Trabalho (CAT). O diagnostico
da doenca em profissionais de salde é o mesmo da populacdo geral e a infeccdo latente deve
ser realizada nos exames admissionais e periddicos com prova tuberculinica. A prevencao
priméria consiste na adesdo aos procedimentos de controle de infeccdo em Unidades de Saude
e a secundaria, no tratamento da infeccédo latente nos recém-infectados que séo diagnosticados
pela viragem tuberculinica. A reativacdo da resposta tuberculinica (BCG ou infeccdo remota
por M. tuberculosis) pelas células de memoria denomina-se efeito booster e esta presente em
cerca de 6% dos profissionais de satde. A defini¢do do efeito booster se da quando a segunda
prova tuberculinica € maior ou igual a 10 milimetros, com incremento de pelo menos seis

milimetros em relacdo a primeira prova tuberculinica. Nestes casos, ndo € indicado o
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tratamento para infeccdo latente, pois, o risco de adoecimento é muito baixo (MENZIES,
1999; TRAJMAN et al., 2009).

O Ministério da Saude orienta que o profissional de saide com sinais ou sintomas
compativeis com TB deve realizar consulta médica para investigacdo por exames
laboratoriais, radiografia de torax e deve permanecer afastado das suas atividades até que o
caso seja descartado ou confirmado (BRASIL, 2011).

Quadro 6 - Risco de adoecimento por TB dos profissionais de salide em comparagao a populacéo geral.

Profissionais de Salde Risco de adoecimento por TB
Equipe de enfermagem 3a20 vezes
Patologistas clinicos 6 a 11 vezes
Técnicos de laboratdrio de bacteriologia 2 a9 vezes
Tisio-pneumologistas 6 vezes
Estudantes de Medicina, Enfermagem e
. j 4 a 8 vezes
Fisioterapia

Fonte: Brasil (2011)

2.14 ASPECTOS DE BIOSSEGURANCA PARA MANUSEIO DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS EM LABORATORIO

As espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis pela viruléncia, estabilidade no
meio ambiente e capacidade de transmissdo por via respiratdria apresenta alto risco individual
para 0s humanos, sendo classificado como um microrganismo do grupo de risco Il na
Classificacdo de Risco dos Agentes Biologicos (BRASIL, 2010b, 2015).

O Mtb quando disseminado na comunidade e no meio ambiente, é facilmente
transmitido de pessoa a pessoa e apesar de existir tratamento com antibi6ticos e medidas de
prevencdo, causa em torno de 1.8 milhdes de morte por ano em todo o mundo (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2009; ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2016).

No laboratorio de microbiologia, a manipulacdo de materiais biologicos
potencialmente infectados com o Mtb amplifica o risco de contaminacgéo, principalmente, na
realizacdo de métodos que concentram 0s microrganismos como a cultura, testes de

identificacdo bioquimica e de sensibilidade aos farmacos. Dentre os procedimentos
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laboratoriais com maior formacdo de aerossdis é importante destacar a centrifugacéo,
confeccdo do esfregaco para realizagdo da baciloscopia, a amplificacéo e sonicacdo (BRASIL,
2008, 2010b; TEIXEIRA; BORBA, 2010).

Quanto maior o numero de amostras biologicas de individuos com suspeita clinica de
TB pulmonar e de culturas positivas manipuladas diariamente, maior sera a formagdo de
aerossois e consequentemente maior o risco de infec¢do para os profissionais do laboratério.
Portanto, é necessario que o gestor da unidade de saude disponibilize ou implante um
programa de biosseguranca que contemple medidas administrativas e técnicas que minimizem
os riscos de contaminacdo dos profissionais de laboratério. Além disso, a manipulacdo de
meios de cultura com crescimento de micobactérias, exige boas préticas de laboratorio e
rigorosa observacdo dos procedimentos de biosseguranga preconizados para manuseio de
microrganismo da classe de risco 3 (BRASIL, 2008).

As normas de biosseguranca a serem implantadas nos laboratérios que realizam
bacteriologia da TB, devem levar em consideracdo o nimero de amostras bioldgicas positivas
para BAAR, a complexidade dos exames realizados e os procedimentos formadores de
aerossois. A execucdo de uma baciloscopia ndo requer uma éarea de contencdo com
biosseguranca de nivel 3, e sim uma &rea com nivel 2 de biosseguranca, utilizando-se uma
cabine de seguranca bioldgica. Entretanto, atividades diagndsticas que exigem a reproducao
do Mth, expGem o profissional a maior concentracdo do agente bioldgico, requer que as

atividades sejam conduzidas numa area de contencao nivel 3 (BRASIL, 2010b).
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3 METODOLOGIA E RESULTADOS

Os meétodos utilizados e os resultados estdo apresentados em trés artigos distintos
alinhados aos objetivos propostos: Artigo 1 - avaliacdo de quatro métodos laboratoriais para
diagndstico da tuberculose pulmonar; Artigo 2 - deteccdo de mycobacterium tuberculosis
utilizando microscopia de esfregaco em escarro processado e Artigo 3 - acuracia da
baciloscopia em amostras de escarro processadas por tratamento quimico e sedimentacéo

espontanea no diagnostico da tuberculose em pessoas privadas de liberdade.
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3.1 ARTIGO 1- AVALIACAO DE QUATRO METODOS LABORATORIAIS PARA
DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE PULMONAR

Autores:
José Luiz de Oliveira Magalhdes’, Ana Albertina de Aratjo?, Leonardo Oliveira da Silva?,
llyana Oliveira Coutinho®, Juliana Figueiredo da Costa Lima® Alzira Maria Paiva de

Almeida®, Nilma Cintra Leal*

1. Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) - Fiocruz PE, Departamento de Microbiologia
2. Laboratdrio Municipal de Sadde Publica (LMSP) Recife-PE, Brasil
3. Instituto Aggeu Magalhées (IAM) Fiocruz PE, Departamento de Imunologia

Abstract

Pulmonary tuberculosis (PTB) caused by Mycobacterium tuberculosis (Mth) is a serious
public health problem that affects millions of people worldwide. The development of low-
cost, easy-to-use diagnostic methods for use in hard-to-reach places and limited resources is
necessary for better disease control. Our objective was to evaluate the accuracy of microscopy
in sputum samples processed by chemical treatment and spontaneous sedimentation (PSS) in
patients with clinical suspicion of PTB in comparison to the methods usually employed in the
public and private network. The results were analyzed by the program SPSS 20.0 for
Windows and Open Epi. Of 1,346 sputum samples analyzed, 16% were positive by PSS, 18%
by culture and the rapid molecular (Xpert®MTB/RIF) assay (RMT) and 13% by conventional
direct sputum smear (DS). Besides the greater accuracy in comparison to DS and to detect
more positive cases PSS strengthens biosafety with the decrease of the risks of aerial
contamination by Mtb in laboratory professionals. Therefore, in places with low income,
where more advanced technologies are not available PSS represents an effective diagnostic

tool.

Key words: Tuberculosis, Sputum smear, Culture, RMT-Xpert
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Resumo

A tuberculose (TB) pulmonar, causada pelo Micobacterium tuberculosis (Mtb) é um grave
problema de saude publica que afeta milhdes de pessoas mundialmente. O desenvolvimento
de métodos de diagndstico de facil execucdo e de baixo custo para uso em locais de dificil
acesso e recursos limitados é necessario para melhor controle da doenca. Nosso objetivo foi
avaliar a acuracia da baciloscopia em amostras de escarro processadas por tratamento quimico
e sedimentacdo espontanea (BEP) em pacientes com suspeita clinica de TB pulmonar em
comparagao com os métodos usualmente empregados na rede publica e privada. Os resultados
foram analisados pelo programa SPSS 20.0 for Windows e Open Epi. Do total de 1.346
amostras de escarro analisadas 16% foram positivas pela BEP, 18% pela cultura e Xpert e
13% pela BD. Além da maior acuracia em comparacéo a BD e detectar mais casos positivos a
BEP fortalece a biosseguranga com a diminuigdo dos riscos de contaminacdo aérea pelo Mtb
nos profissionais de laboratorio. Portanto, em locais com baixo poder econdmico, onde
tecnologias mais avancadas ndo estdo disponiveis a BEP representa uma ferramenta
diagnostica eficaz.

Palavra chave: Tuberculose. Esfregaco de escarro. Cultura. TRM-Xpert

Introducéo

A tuberculose (TB) pulmonar, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), vem
afligindo os humanos ha milénios e ainda afeta milhdes de pessoas a cada ano sendo
considerada uma das dez maiores causas de morte em todo o0 mundo®.

A doenca ocorre com maior frequéncia nos aglomerados urbanos com baixa condi¢édo
socioeconémica e precérias condi¢des sanitarias. Os investimentos para maior eficiéncia do
diagndstico e tratamento contribuiram para melhoria do panorama da doenca, porém, a
infeccdo continua como um grave problema de satide pablica mundialmente®.

Nos paises desenvolvidos, as taxas de morbidade e mortalidade por TB pulmonar
apresentam tendéncia a declinio. Entretanto, onde ha alta prevaléncia de infeccdo pelo
HIV/AIDS (immunodeficiency virus/acquired immunodeficiency syndrome), o nimero de
casos novos e de 6bitos vem aumentando®.

A doenca pode ser diagnosticada pela historia clinica, exame radiol6gico, tomografia

computadorizada do térax, broncoscopia, prova tuberculinica ou reacdo de Mantoux, porém, o
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diagndstico conclusivo requer o isolamento e a identificacdo do agente infeccioso por exames
laboratoriais como a baciloscopia direta (BD), a cultura e técnicas de biologia molecular.

A cultura, pela elevada sensibilidade € considerada o padrdo-ouro nos estudos para
avaliacdo da acuracia de outros métodos para diagnostico da TB pulmonar. Conforme os
padrGes de qualidade na execucdo da técnica o limiar de deteccdo pode chegar a 10
bacilos/mL de escarro, mas, apresenta a desvantagem de ser uma metodologia complexa e de
execucdo demorada, podendo chegar até oito semanas para obtencdo do resultado, alem de
exigir instalacbes laboratoriais de maior nivel de complexidade e condicGes de nivel 3 de
contencdo (NB3) para manipulacio do Mtb, microrganismo de classe de risco 3%

Os novos métodos de diagnostico utilizando plataformas automaéticas possuem alta
sensibilidade e especificidade para detectar a presenca do Mtb além de resisténcia bacteriana
as drogas em amostras de escarro na TB pulmonar com suspeita de multirresisténcia ou
pacientes co-infectados com HIV e fornecem os resultados rapidamente, em até 2 horas.

No Brasil, o sistema Gene Xpert® MTB/RIF (Xpert), através do Programa Nacional de
Controle da Tuberculose, estd sendo utilizado em larga escala nos municipios com grandes
rotinas bacteriologicas de diagnéstico da TB que compdem a Rede de Teste Rapido para
Tuberculose (RTR-TB). A sensibilidade do teste é de 98% nos casos de TB pulmonar com
baciloscopia positiva, enquanto que em amostras com baciloscopia negativa é em torno de
68% a 72%>“. Entretanto, esta plataforma ainda tem um custo elevado, sobretudo para ser
utilizada em locais de recursos limitados.

A BD, pela simplicidade, rapidez e baixo custo, é 0 método mais largamente empregado
para pesquisa do bacilo em pacientes com suspeita clinica de TB pulmonar, principalmente,
nos lugares sem acesso a outros métodos de diagnostico. Entretanto grande nimero de
pacientes de TB pulmonar bacilifera sdo negativos na BD, principalmente os paucibacilares
como criancas e co-infectados com HIV/AIDS. O limiar de deteccdo da BD é em média de
5.000 a 10.000 bacilos/mL de escarro. Conforme a qualidade e o nimero de amostras
examinadas, além da expertise e persisténcia do microscopista a sensibilidade da BD pode
chegar a 90%".

Diversos trabalhos foram realizados para aumentar a sensibilidade da BD com resultados
variados, entre eles a baciloscopia ap0s tratamento quimico do escarro e a concentracdo dos
bacilos por diferentes meios, mas os protocolos desenvolvidos ndo tém sido amplamente
implementados nas rotinas diagndsticas>®.

Portanto é mandatério o desenvolvimento de metodologias mais accessiveis de facil

execucdo e de baixo custo para uso em locais de dificil acesso e recursos limitados.
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Neste trabalho foi avaliada a acuracia da baciloscopia em amostras de escarro
processadas por tratamento quimico com NaOCI e sedimentacdo espontanea (BEP), em
relacdo as provas usuais (Xpert, cultura e BD), em pacientes com suspeita clinica de TB

pulmonar.
Materiais e Métodos
Tipo do estudo

Foi realizado um estudo transversal, prospectivo, para avaliagdo do desempenho da BEP
em comparacdo com trés métodos usuais de diagndstico da TB pulmonar (Xpert, cultura e
BD). Para o estudo foi selecionada uma amostra ndo probabilistica, por conveniéncia, com
escarros de sintomaticos respiratorios sem historia pregressa de diagnostico e de tratamento
para TB e de pacientes com historico de retratamento ou suspeita clinica de recidiva da
infeccdo.

As amostras de escarro foram coletadas nas Unidades de Saude e encaminhadas para o
Laboratério Municipal de Salde Publica (LMSP) da Secretaria Municipal de Salde da
Prefeitura da cidade de Recife (Pernambuco Brasil) a fim de confirmacao de suspeita clinica
de TB pulmonar. As amostras foram inicialmente processadas no LMSP para anélises pelo
sistema Xpert e realizacdo da cultura, em seguida foram mantidas sob refrigeracdo (4°C a
8°C) até serem transportadas em caixas térmicas com tampa, acondicionadas em saco plastico
com simbolo de risco bioldgico para o Instituto Aggeu Magalhdes (IAM - Fiocruz PE) para
realizacdo da BD e da BEP.

Analise pelo sistema Gene Xpert® MTB/RIF (Xpert)

O sistema Gene Xpert® MTB/RIF (desenvolvido pelo Cepheid Sunnyvale, CA, EUA), é
um sistema integrado que automatiza os processos de purificacdo, concentracdo das amostras,
amplificacdo e deteccdo de DNA do Mtb. O teste permite a utilizacdo de amostras de escarro
obtidas por expectoracdo espontanea ou induzida, de individuos com suspeita clinica de TB
pulmonar. Os cartuchos podem ser carregados e processados individualmente (sem
necessidade de formagéo de lotes), em combinagdo com a natureza modular do equipamento
(médulos de 1, 4, 16 ou 48)"®. Emprega cinco sondas sobrepostas complementares a regido da

resisténcia a rifampicina, composta por 81 pares de bases do gene rpof do Mth*'°. E um teste
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semi-quantitativo, a amplificacdo por PCR é heminested (nested-PCR) a deteccdo do alvo
amplificado ocorre por fluorescéncia em tempo real (qQPCR) e permite detecgédo simultanea do
Mtb e a resisténcia a rifampicina.

Na execucdo do teste Xpert, cada amostra de escarro € inicialmente tratada com um
reagente contendo hidroxido de sédio (NaOH) e isopropanol (CH3CHOHCHj3) para reduzir os
riscos bioldgicos, uma vez que diminui a viabilidade do Mtb e transferida manualmente para
um cartucho de plastico de uso Unico, ja pré-carregado com o0s tamples e reagentes
necessarios a realizacdo do teste. O cartucho é inserido no equipamento que automaticamente
conclui as etapas do processamento da amostra, extragdo do DNA, amplificacdo e deteccéo
com substancial reducdo do risco de contaminacdo cruzada. Os resultados sé&o gerados
automaticamente na tela como Mtb negativos ou positivos (com estimativa semi-quantitativa
da concentracdo relatada como baixa média ou alta e sensivel ou resistente a rifampicina). Um
resultado positivo ndo necessariamente indica a presenca de organismos viaveis ou unidades
formadoras de col6nias, tendo em vista que a PCR identifica DNA de microrganismos viaveis

ou inviaveis.

Cultura pelo método Ogawa-Kudoh (OK)

Para o cultivo das amostras foi utilizado o meio Ogawa-Kudoh (OK) segundo

procedimento usual™

. Para cada amostra um swab foi impregnado com a parte mais purulenta
do escarro e em seguida introduzido num tubo estéril contendo 3 mL de solucdo de NaOH a
4%, por dois minutos para descontaminagdo e em seguida procedeu-se 0 semeio no meio de
cultura OK com movimentos rotatérios do swab. As culturas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C e observadas ap0s 48 horas para verificacdo de crescimento bacteriano
gue nesta fase, € indicativo de contaminacao.

As culturas foram observadas semanalmente por até 60 dias para verificar o crescimento
de colbnias com caracteristicas do Mtb, velocidade de crescimento e aspecto morfolégico. A
identificacdo do Mtb foi confirmada pelas propriedades de alcool-acido resisténcia, formacao
de fator corda, provas bioquimicas de niacina, catalase, nitrato-redutase, PNB (p-nitrobenzoic

acid) e TCH (thiophene-2-carboxylic acid hydrazide) e antibiograma'**2
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Baciloscopia direta pelo método convencional (BD)

Em cabine de seguranca bioldgica classe Il B2, os escarros foram examinados
macroscopicamente para identificacdo da por¢cdo mais densa ou purulenta, para retirada do
material com auxilio de um palito de bambu e preparagéo do esfregaco em laminas de vidro
com extremidades foscas devidamente identificadas.

Os esfregacos, secos a temperatura ambiente (TA), foram fixados pelo calor em chama
direta de lamparina a alcool e corados pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN). Apos secagem,
procedeu-se a leitura dos bacilos lcool-acido resistentes (BAAR) no microscopio 6tico (MO)
em objetiva de imersdo. Para a quantificacio dos BAAR foi adotado o sistema de cruzes™®:
negativo (nenhum BAAR em 100 campos); 1-9 BAAR (1-9 BAAR em 100 campos); + (10-
99 BAAR em 100 campos); ++ (1-10 BAAR em 50 campos); +++ (>10 BAAR em 20

campos).
Baciloscopia no escarro processado (BEP)

Ap6s confeccdo do esfregaco para a BD convencional adicionou-se NaOCI comercial
(dgua sanitaria) na concentracdo de 2,0-2,5%, correspondente a duas vezes o volume de
escarro restante no recipiente. O material foi homogeneizado por agitagdo em movimentos
circulares para evitar vazamento, aguardou-se por aproximadamente 10 minutos para
diminuicdo dos riscos de contaminacdo do operador, s apds esse tempo foi realizada outra
agitacdo e a transferéncia do material para um tubo conico (Falcon) de 12 mL, com tampa
rosqueavel, identificado numericamente. O material foi novamente homogeneizado por
agitacdo vigorosa para facilitar a dissolucdo da matéria organica seguido de repouso para
sedimentacdo espontanea por 12 a 18 horas (overnight). O sobrenadante foi descartado e o
sedimento depositado no fundo do tubo foi agitado para ressuspender 0os microrganismos na
parte liquida restante. O precipitado foi vertido diretamente sobre a lamina de vidro e, por
movimentos circulares com a boca do préprio tubo preparou-se o esfregaco. A secagem dos
esfregacos foi realizada a TA e as demais etapas seguiram o mesmo protocolo da BD
convencional acima descrito com pequena modificacdo para evitar descolamento do material
biologico da lamina: coloragdo com a fucsina fenicada de Ziehl por 3 minutos, solugéo de

alcool-acido 30 segundos e coloracdo de fundo com o azul de metileno 30 segundos.
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Andlise estatistica

Os resultados foram introduzidos num banco de dados construido no programa SPSS
20.0 for Windows e analisados pelo programa Open Epi** e pelo préprio SPSS para calcular
os dados da acuracia da metodologia em estudo (sensibilidade; especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo) e indice Kappa (K). As dependéncias das variaveis foram
analisadas pelo teste Qui-quadrado e todas as conclusdes tomadas ao nivel de significancia de
5%.

Aspectos éticos

O Projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz PE
(CAAE 57175616.9.0000.5190) e teve a anuéncia das unidades de saude da Secretaria
Municipal de Saude de Recife, PE.

Resultados

As amostras de escarro foram analisadas por Xpert (n=1.346), cultura (n=1.332), BD e
BEP (n=1.348). A diferenca no total de amostras examinadas entre os métodos ocorreu
devido a contaminacdo na cultura e foram excluidas do estudo de acuracia quando a cultura
foi o padrdo-ouro. A acurécia entre as diversas metodologias foi analisada estatisticamente.
Os resultados sdo mostrados nas Tabelas 1, 2 e 3. A cultura foi considerada padréo-ouro para
os calculos estatisticos.

Houve crescimento do Mtb (culturas-positivas) em 18% (235/1.332) das amostras de
escarro; pela BD 13% (171/1.332) das amostras foram positivas para BAAR; pela BEP 16%
(213/1.332) das amostras foram positivas para BAAR e pelo Xpert 18% (234/1.332) foram
positivas para Mtb (Tabela 1).

Comparacao da BD com a cultura
Nas 235 amostras positivas na cultura, 73% (171/235) foram positivas e 27% (64/235)

negativas para BAAR (falso-negativas) pela BD (Tabela 1). O percentual de positividade da

BD foi de 13% em relacgéo ao total de amostras examinadas.
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Comparacédo da BEP com a cultura

Das 235 amostras positivas na cultura, 81% (191/235) foram positivas para BAAR e em
19% (44/235) ndo foram encontrados BAAR (falso-negativas) pela BEP. Por outro lado, 22
amostras negativas na cultura foram positivas pela BEP totalizando 213 amostras positivas,
correspondente a uma positividade de 16% sobre as 1.332 amostras analisadas (Tabela 1).

Em relacdo aos resultados divergentes por cultura e BEP, observou-se que a cultura foi
negativa em trés de 12 amostras de escarros paucibacilares (1-9 BAAR /100 campos
microscopicos) pela BEP, em 12 de 79 amostras positivas (+) na BEP e em sete de 73
amostras positivas (++). Houve concordancia de 100% entre a cultura e a BEP em 71 escarros

positivos (+++) (Tabela 2).

Comparagéo do Xpert com a cultura

Das 1.332 amostras analisadas por cultura e Xpert, 212 (16%) foram positivas e 1.066
(80%) foram negativas nos dois métodos; 22 amostras de cultura positiva foram negativas no
Xpert e 32 amostras negativas na cultura foram positivas no Xpert. No total foram 234
amostras positivas por cultura e 244 amostras positivas no Xpert. Para os calculos de acurécia,
os resultados positivos no Xpert e negativos na cultura foram considerados falso-negativos.

Das 235 amostras com cultura positiva, uma foi eliminada neste estudo comparativo

porque o teste pelo Xpert foi inconclusivo ficando 234 culturas para comparacao.
Comparacéo da BD e BEP com o Xpert

Foram analisadas 1.346 amostras de escarro pelos trés métodos, dessas, 255 (19 %)
foram positivas pelo Xpert. Nove das 1.091 (0,008%) amostras negativas no Xpert foram
positivas por BD e BEP. Entre as 255 amostras positivas no Xpert, a BEP teve 47 (18%)
positivos a mais que a BD.

Comparacdo da BD com o Xpert

Nas 255 amostras positivas no Xpert 176 (69%) também foram positivas por BD e 79

(31%) foram resultados falso-negativos na BD.
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Comparacao da BEP com o Xpert

Nas 255 amostras positivas no Xpert, 223 (87%) amostras foram positivas por BEP e
32 (13%) falso-negativas.

Comparacéao dos resultados da BD e da BEP

Nas 1348 amostras examinadas pela BD e BEP, 186 (13,8%) foram positivas pela BD e
243 (18%) pela BEP. Houve concordancia dos resultados negativos para BAAR em 1105
(82%) amostras. A BEP teve 57 amostras positivas a mais que a BD o que corresponde a um
percentual de 31% no aumento de positividade.

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN), intervalo de confianca (IC) e o indice de concordancia (Kappa) entre os métodos com
intervalo de confianca de 95% s&o mostrados na Tabela 3.

Discussao

O portador da TB pulmonar bacilifera é o mais importante disseminador da infeccdo na
comunidade, logo, identificar e tratar esses pacientes € o primeiro passo no controle da
doenca, pois, interfere diretamente na transmissdo dos bacilos entre os individuos™.

Os avancos tecnoldgicos tém disponibilizado testes rapidos automatizados para o
diagndstico laboratorial da TB pulmonar com alta sensibilidade, especificidade, rapidez e
informacdes sobre resisténcia aos farmacos. No Brasil o sistema Xpert para deteccdo do Mtb e
resisténcia a rifampicina estad sendo implantado nos laboratorios de satde publica em vérias
regides. Entretanto esta tecnologia ainda € economicamente inviavel em alguns servicos de
atencdo bésica, pois, exige recursos financeiros elevados para adquirir equipamentos e
reagentes importados. Além de exigir laboratérios mais estruturados, com fornecimento
ininterrupto de energia elétrica estabilizada e no minimo uma calibracdo anual por
profissional treinado com equipamento especial. A falta de orgcamento para custear a aquisi¢éo
dos insumos nas regifes de baixo poder econdmico poderd causar desabastecimento com
perdas consideraveis no diagnéstico da doenga®*®.

A BD convencional mesmo sendo pouco sensivel, pelas vantagens que apresenta, ainda
é um importante método para deteccdo de TB pulmonar bacilifera, principalmente em paises

em desenvolvimento. A sensibilidade dessa técnica melhora consideravelmente se as amostras
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biologicas estiverem no padrdo de qualidade recomendado e forem executadas por
profissionais devidamente capacitados. A fim de melhorar o desempenho da BD, diversos
estudos tém sido realizados com o uso de produtos quimicos, entre esses, 0 NaOCl em
concentracdes e tempos diferentes seguidos ou ndo por centrifugacdo ou sedimentacao
espontanea com resultados variaveis®®.

Neste trabalho, foi avaliada a baciloscopia em 1.331 amostras processadas de escarro
(BEP) de sintomaticos respiratorios em comparacdo com a BD convencional, cultura e teste
Xpert. Um total de 235 amostras (18.0%) foram positivas por cultura (verdadeiros positivos) e
dessas a BD detectou BAAR em apenas 171 (73%) amostras. Dessa forma, um diagnostico
baseado somente na BD, 27% pacientes com TB bacilifera seriam categorizados como
negativos para BAAR. Estimando-se que um portador pode transmitir a infec¢do para outros
10 a 15 individuos do seu contato direto no decorrer de um ano seriam mais de 600 pessoas
com a infeccao®’.

Quanto aos resultados da BEP nos escarros positivos pela cultura, na maioria (81%)
houve concordancia no resultado positivo. Entretanto, a BEP identificou BAAR em 22
amostras negativas pela cultura. Apesar do percentual de deteccdo de BAAR ter sido inferior

a cultura, o que jé era esperado®*®

, @ BEP detectou BAAR em 22 amostras negativas pela
cultura. A discordancia entre os resultados pode ter ocorrido na etapa de descontaminacgéo do
escarro. Nesta etapa o escarro é tratado com NaOH a 4% e a alcalinidade do produto torna os
microrganismos inviaveis impossibilitando seu crescimento no meio de cultivo. Além disso, o
método O-K utiliza um swab impregnado com pequena quantidade da amostra que apos
descontaminacdo € inoculada diretamente na superficie do meio, diferente do meio
Lowenstein-Jensen que concentra bacilos em volume maior de amostra®®. Ou, esses escarros
poderiam conter BAAR de outras espécies, por exemplo, Micobacterium leprae, que nédo
cresce no meio especifico para Mtb.

Quanto a negatividade da BEP em 44 amostras com culturas positivas, apesar de se
esperar menor nimero de amostras positivas na baciloscopia em comparacédo a cultura, como
os testes foram realizados no LMSP antes das BD e BPE. Portanto, ndo se afasta a
possibilidade de que as por¢Oes das amostras mais ricas em bacilos tenham sido consumidas
na realizacdo da cultura e do Xpert. Consequentemente, negativando as baciloscopias. A
positividade da BEP em comparacdo com a cultura foi 9% maior que a BD. Na analise de
acuracia, ao acrescentar os 22 escarros positivos com culturas negativas, a BEP detectou
BAAR em 213 amostras e o percentual de positividade no total de amostras examinadas

(1.332) foi de 16%, muito proximo da cultura (18%).
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Nas anélises estatisticas para avaliacdo da acuracia da BD e da BEP em relacdo a
cultura, os resultados revelaram melhor desempenho da cultura, mas também revelaram
consideravel aumento da positividade pela BEP comparada com a BD convencional.

Quanto a acuracia do Xpert frente a cultura houve discordancia em 22 (9%) amostras
com culturas positivas que foram negativas no Xpert. Em um estudo onde foram examinadas
de um mesmo paciente trés amostras de escarros positivos por BD e cultura, a sensibilidade
do Xpert foi de 99% e pela anélise de apenas uma amostra de cada paciente, a sensibilidade
foi 98%. Entretanto em escarros com BD negativa e cultura positiva a sensibilidade do Xpert
foi de 73%”'. Também podem ter sido visualizadas no microscépio, micobacterias néo
tuberculosas que apesar de terem as mesmas caracteristicas morfotintoriais do complexo Mtb
(CMtb) nédo sdo detectaveis pelo Xpert.

Em contrapartida, 32 escarros positivos no Xpert e negativos nas culturas para calculo de
acurdcia foram considerados falso-negativos. Entretanto, essas amostras positivas no Xpert
confirmam a presenca de M. tuberculosis no escarro de modo que Xpert apresentou melhor
acuracia que a cultura. Se considerarmos o Xpert como padrdo-ouro, a sensibilidade da
cultura pelo método O-K seria de aproximadamente 96%.

Nas anélises de acuracia dos métodos avaliados (BD, BEP, Xpert e cultura), todos os
resultados foram estatisticamente significantes comprovando que ndo foram aleatoriamente
positivos ou negativos e confirmando que existe uma tendéncia para esses resultados. A
sensibilidade, especificidade e concordancia entre os testes foram satisfatdrias e os indices
Kappa acima de 50%.

A BD convencional foi o padréo de referéncia para os calculos de acuracia da BEP e na
avaliacdo de incremento, a BEP reproduziu todos os resultados positivos na BD. Ou seja, em
nenhuma BD positiva, a BEP foi negativa, além disso, ainda teve um incremento de 57
amostras que foram negativas na BD e positivaram na BEP. De acordo com a literatura
existente, a BEP, por concentrar os bacilos, aumenta consideravelmente a probabilidade das
amostras serem positivas’.

Na comparacdo da BD e da BEP com o Xpert, houve tanto amostras negativas no Xpert
e positivas na BEP quanto o contrario. Entre as 1.092 amostras negativas para Mth no Xpert,
em nove (0,06%) foram identificados BAAR pelas técnicas da BD convencional e BEP.
Considerando que o Xpert € especifico para a espécies do CMth, nessas amostras poderiam
estar presentes micobactérias ndo tuberculosas (MNT), que ao microscopio Gtico exibem as

mesmas propriedades morfotintoriais do Mth"?*%.



74

Estudos anteriores sobre o tratamento do escarro com produtos quimicos para melhorar a
performance da BD chegaram a resultados bastante variados, porém, sempre com melhor
desempenho do processado®*. Nosso estudo também comprovou que o tratamento prévio do
escarro com NaOCI comercial aumentou em 9% a positividade das amostras com relacdo aos
resultados obtidos somente com a BD. A técnica de BEP teve uma preciséo diagnostica, no
total de amostras examinadas, muito préxima a cultura (16%/18%) e demonstra a sua
importancia na identificacdo de casos de TB pulmonar bacilifera ndo detectaveis pela BD
convencional. Outra vantagem da BEP é o aumento da seguranca para os profissionais de
laboratério, uma vez que, o NaOCI em contato com 0s microrganismos presentes na amostra
bioldgica, torna-os inviaveis e diminui os riscos de contaminacdo pela formacgédo de aerossois.
A atuacdo do NaOCI na dissolucdo de material orgénico presente no escarro, favorece a
precipitacdo espontanea dos bacilos mantendo intactas a morfologia e propriedades tintoriais
da parede celular das micobactérias. O procedimento resulta num campo microscopico mais
limpido facilitando a visualizacdo dos bacilos. Como desvantagem, a digestdo do escarro pelo
NaOCI dificulta a fixacdo do material na lamina e favorece o desprendimento durante a
coloracdo'®. Para contornar o inconveniente da fragilidade do material para fixacdo em
lamina, o tempo nas etapas de coloragdo foi reduzido sem prejuizo da qualidade do resultado
final da coloracéo.

Nesse contexto, a BEP, ndo sO preserva as vantagens da BD como aumenta
consideravelmente a identificacdo de BAAR em amostras bioldgicas inicialmente negativas
pela BD. Devido a simplicidade do método, que dispensa o uso de centrifugadores, e a
facilidade de acesso ao produto quimico (de baixo custo e ser de uso comercial), €
perfeitamente vidvel a sua implantacdo em laboratérios de unidades bésicas de satde. Nessas
unidades, que ndo dispdem de outros métodos de diagndstico, a implantacdo do BEP néo
implica, necessariamente, em mudancas estruturais ou investimentos elevados.

Em conclusdo, a BEP com NaOCI comercial, tanto fortalece a biosseguranca com a
diminuicdo dos riscos de contaminacdo aérea pelo Mtb, como tem maior acuracia em
comparacdo a BD, confirmando mais casos positivos. Por conseguinte, além do ganho
consideravel aos pacientes por iniciarem o tratamento precocemente, podera reduzir a
transmissdo da infeccdo e favorecer as estratégias que visam o controle da doenca. Portanto,
em locais com baixo poder econdmico, onde tecnologias mais avancadas ndo estdo

disponiveis, é recomendavel implantar a BEP na rotina de diagnostico.
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Tabela 1- Comparacéo dos resultados entre métodos: baciloscopia direta, baciloscopia do
escarro processado, Xpert e cultura

Comparacdo dos métodos

Cultura
BD Positivo Negativo Total
Positivo 171 10 181
Negativo 64 1087 1151
Total 235 1097 1332
Cultura
BEP Positivo Negativo Total
Positivo 213 22 235
Negativo 22 1075 1097
Total 235 1097 1332
Cultura
Xpert Positivo Negativo Total
Positivo 212 32 244
Negativo 22 1066 1088
Total 234 1097 1331
Xpert
BD Positivo Negativo Total
Positivo 176 9 185
Negativo 79 1082 1161
Total 255 1091 1346
Xpert
BEP Positivo Negativo Total
Positivo 223 32 255
Negativo 19 1072 1091
Total 242 1104 1346
BD
BEP Positivo Negativo Total
Positivo 186 57 243
Negativo 0 1105 1105
Total 186 1162 1348

BD: baciloscopia direta; BEP: baciloscopia do escarro processado;
Xpert: Teste Xpert MTB/RIF
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Tabela 2- Avaliagdo quanto ao nimero de BAAR nas amostras do escarro processado e na cultura

Cultura
BEP Positivo Negativo Total
1-9 BAAR 9 3 12
+ 67 12 79
++ 66 7 73
+++ 71 0 71
Negativo 22 1075 1097
Total 235 1096 1332

BEP: baciloscopia do escarro processado; 1-9 BAAR: 1-9 BAAR/100 campos microscépicos (+): 10-99
BAAR/100 campos microscopicos; (++): 1-10 BAAR/50 campos microscdpicos; (+++): mais del0 BAAR/20
campos microscépicos.

Tabela 3 - Avaliagdo da acuracia dos resultados das analises das amostras de escarro pelas técnicas, baciloscopia
direta, baciloscopia do escarro processado, Xpert e cultura

ComparacGes Sensibilidade | Especificidade VPP VPN Precisdo Kappa

BD x Cultura 73.0% 99.0% 95.0% 94.0% 94.0% 79.0%
(p<0,001)

IC 95% (Inf- | (67.0-78.0) (98.0-99.0) (90.0-97.0) | (93.0-96.0) | (93.1-

Sup) 96.0)

BEP x Cultura | 91.0% 98.0% 91.0% 98.0% 97.0% 54.0%

IC 95% (Inf- | (86.0-94.0) (97.0-99.0) (86.0-94.0) | (97.0-99.0) | (96.0- (p<0,001)

Sup) 98.0)

Xpert xCultura | 91.0% 97.0% 87.0% 98.0% 96.0% 86.0%
(p<0,001)

IC 95% (Inf- | (86.0-94.0) (96.0-98.0) (82.0-91.0) | (97.0-99.0) | (95.0-

Sup) 97.0)

BD x Xpert 69.0% 99.0% 95.0% 93.0% 93.0% 76.0%

IC 95% (Inf- | (63.0-74.0) (98.0-99.6) (91.0-97.0) o7 (92.0- (p<0,001)

(92.0- 95.0)

Sup) 95.0)

BEP x Xpert 97.0% 92.0% 98.0% 87.0% 96.0% 87.0%
(p<0,001

IC 95% (Inf- | (96.0-98.0) (88.0-95.0) (97.0-9.0) (80.0-91.0) | (95.0-

Sup) 97.0)

BD x BEP 100% 95% 76.5% 100% 96% 84.0%
(p<0,001)

IC 95% (Inf- | (98.0-100) (94.0-96.0) (71.0-81.0) | (99.7-100) | (95.0-

Sup) 97.0)

BD: baciloscopia direta; BEP: baciloscopia de escarro processado; Xpert: Teste Xpert MTB/RIF; VPP: Valor
preditivo positivo; VPN: Valor preditivo negativo; IC: Intervalo de confianga; (Inf- Sup): Inferior-Superior.
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USING A PROCESSED SPUTUM SMEAR
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Abstract

Introduction: Microscopy from a direct smear (DS) is widely used for active pulmonary
tuberculosis detection but has limited sensitivity. We assessed the incremental yield of acid-
fast bacilli (AFB) detection after microscopy on a processed sputum smear (PSS). Methods:
Sputum samples were analyzed concurrently by DS and after processing the samples by
chemical treatment and spontaneous sedimentation. Results: Of the 1,719 samples analyzed
16.4% were positive for AFB in conventional DS and 21.4% through PSS corresponding to a
30% increase in positivity. Conclusions: The increased biosafety and sensitivity of PSS will

contribute to a better control of the disease.

Keywords: Tuberculosis. Sputum processed. Smear microscopy

Tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB) is one of the oldest
human transmitted diseases. Pulmonary TB (PTB) transmission occurs by inhaling MTB-
containing aerosols produced by a TB-infected person through coughing, sneezing or
exhaling®.

Identifying active pulmonary TB cases is crucial for reducing disease transmission and
strengthening disease control. Sputum smear microscopy or direct smear (DS) screening for

acid-fast bacilli (AFB) is the first-line test used for PTB laboratory diagnosis. A DS is easy to
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perform, quick and inexpensive, but it has limited sensitivity, with a detection threshold of
5000 to 10000 AFB/ml of sputum?.

Culture is the gold standard for diagnosis; it has a high sensitivity and detects up to 10
AFB/ml of sputum. However, it is laborious, complex and time-consuming, taking up to 12
weeks to provide results, and requiring complex laboratory facilities and containment level 3
(BSL3) conditions for handle the MTB organisms, which are hazard group 3 organisms®°,

A rapid test (Xpert MTB/RIF® assay) developed by Cepheid (Sunnyvale, CA, USA)
based on real-time PCR (gPCR) allows, in up to two hours, the detection of MTB and the
identification of mutations in the rpoB gene region that are associated with rifampicin
resistance. Because this technology has a high cost, however, it is still underused and even
inaccessible in some places®.

Considering the importance of the microscopic detection of AFB for the PTB diagnosis,
several modifications to the conventional sputum smear procedure were carried out, aiming to
improve the sensitivity with varied results*>. The more prominent modifications included the
concentration of the bacilli by sedimentation or centrifugation and the liquefaction of the
samples or chemical treatment of the sputum using mainly bleach (2.0-2.5% commercial
sodium hypochlorite — NaOCI). While the modifications served an important purpose, some
of them did raise the laboratory biohazard considerably®.

Because MTB is so hazardous, there is a need, in public health services, for the
implementation of effective, low-cost methodologies for identifying active PTB cases that are
devoid of occupational hazard. This is especially true in remote and rural areas and in low
income, high PTB burden regions. In this work, we assessed the incremental yield of AFB
detection using a modified sputum smear microscopy protocol.

Single sputum samples from individuals with signs and symptoms of PTB were obtained
from July 2015 to March 2016 at the Laboratério Municipal de Saude Pablica (LMSP -
Recife, PE, Brasil). After the routine diagnosis analysis the samples were transferred to the
Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) - Fiocruz PE. The samples were stored at +4 to 10°C for 6-
7 days between the collection at LMSP and the analysis at the Biosafety Level 2 Laboratory
(BSL2). At screening, only the samples >1 ml volume and of suitable consistency were
enrolled for the study. The samples were analyzed concurrently by DS and after processing by
chemical treatment with bleach and concentration by spontaneous overnight sedimentation.
The difference between the two methods was tested using 3>

Direct smears (DS) were prepared directly from the patient samples prior to processing.

In a biological safety cabinet (Class 11-B2), the sputum samples were macroscopically
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observed and the thicker mucous portions were picked with bamboo applicator sticks and
thoroughly smeared on properly identified glass microscope slides. The smears were air-dried
at room temperature (RT), heat-fixed using the flame of a spirit lamp and stained using the
standard Ziehl-Neelsen (Z-N) method®®.

After the conventional smear was prepared, a volume of bleach that was twice the
volume of sputum remaining in the container (1,33-1,66% final NaOCL concentration) was
added and gently mixed to avoid spilling; the mixture was then left for approximately 10
minutes for inactivation of the MTB or other contaminating bacteria. The mixture was then
poured directly into a properly identified 12 ml screw cap conical tube mixed thoroughly to
improve the chemical digestion of the organic material and maintained at RT overnight (12 to
18 hours) for spontaneous sedimentation.

Next, the supernatant was discarded. The remaining deposit was vigorously mixed, the
lid was discarded, and the open tube was placed facing backwards on the center of a glass
slide and left until its material was completely drained onto the slide surface. The samples
were then smeared over the slide using the mouth of the appropriate tube. The smears were air
dried at RT, and the following steps were performed as described above for the DS except for
the following minor modifications: fuchsine staining 3 minutes, alcohol-acid solution staining
for 30 seconds, and methylene blue staining for 30 seconds.

The readings were carried out on a bright field microscope with a 100x oil objective
lens, and the results were recorded based on the standard scoring scheme for AFB
identification as follows: negative (no AFB observed in 100 fields); 1-9 AFB (1-9 AFB in 100
fields); 1+ (10-99 AFB in 100 fields); 2+ (1-10 AFB per field, after checking 50 fields); 3+
(more than 10 AFB per field after checking 20 fields)®®.

A total of 1,719 samples of sputum were enrolled in the study. Of these, 283 (16.5%)
were positive, and 1,436 (83.5%) were negative for AFB by DS. Using PSS, 368 (21.4%)
samples were positive, and 1351 (78.6%) were negative (Table 1).

There was concordance in the number of negative samples in the 1,351 samples using
both procedures. Eighty-five negative sputum samples in conventional DS were positive for
AFB in the PSS, corresponding to a 30% increase in positivity. This difference regarding the
positivity percentual found between the two methods is statistically significant (p < 0.001)’.

Comparing the scores recorded in the two procedures, concordant results of the AFB
counts were observed in 148 samples, and the number of AFB per microscopic field increased
up to 10-fold in the 212 positives PSS from what it was in DS (Table 2).
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Nineteen paucibacillary samples (1-9 AFB in 100 fields) by PSS were all negative by
DS.

In 104 samples with 10-99 AFB in 100 fields (1+) per PSS, concordant results were
observed in both procedures in 45 (43%) samples, which were also categorized 1+ by DS.
Fifty-three (51%) samples were negative for DS. However, five (4.8%) samples showed a
higher number of AFBs by DS. Among these exceptions, four samples were categorized 2+,
and one sample was categorized 3+.

In 137 samples with 1-10 AFB in 50 fields (2+) per PSS, concordant results were
observed in both procedures in 48 (35%) samples, which were also categorized 2+ by DS.
Thirteen (9.5%) samples were negative by DS and 74 (54%) were categorized 1+. In two
(1.4%) samples, the DS count was 3+.

The 108 samples with >10 AFB in 20 fields (3+) by PSS were also positive by DS.
However, the AFB counts were concordant in both procedures in only 55 (51%) samples; 21
(19%) samples were only 1+, and 32 (30%) were 2+ by DS.

As for the positive results in the two procedures, the AFB count was concordant in 148
samples. However, in 212 samples, the number of AFB in the PSS was up to 10 times higher
than in the conventional DS. This result means that there was considerable gain in the
detection rate among the negative samples when using DS compared to using the PSS, mainly
among the paucibacillary samples.

In addition to increasing the detection rate, PSS strengthens laboratory biosafety. The
release of free chlorine by sodium hypochlorite inactivates the microorganisms present in the
clinical sample. Furthermore, the NaOCI promotes the dissolution of particles from the
sputum (mucus, saliva), favoring the spontaneous precipitation of the MTB bacilli, while
maintaining the morphology and dyeing properties of the bacterial cell wall. The digestion of
the particles from the sputum grants a cleaner microscopic field, which favors bacterial
identification'®*,

As a drawback, NaOCI digestion hampers the adherence of the smear to the slide, which
can be easily washed away during staining™®. In our work, this problem was circumvented by
decreasing the fuchsine staining time step for 3 minutes, without causing a bias to the staining
results.

Another drawback of NaOCI treatment is that the time to obtaining results increased by
24 hours which is in discordance with TB control strategies?. However, the procedure has the
advantage of both the increased safety for the professionals and the increased sensitivity for

the patients.
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In conclusion, PSS is easy to perform, low-cost and allows AFB detection among
conventional DS negative samples. When comparing the results of the AFB count using both
procedures, the poorest yield was obtained by DS in the paucibacillary samples. The
performance of the PSS was superior to the conventional DS; therefore, the procedure will be
valuable for remote and rural areas in low-income, high TB-burden regions that lack
automated diagnosis. The increased safety and sensitivity of MTB microscopic detection by
processed sputum smears will contribute to improving the detection of active PTB cases and,

consequently, better control of the disease.
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Analysis of 1,719 sputum samples from individuals with signs and symptoms of PTB by

direct smear and processed sputum smears

Procedure Positive (%)* Negative (%)
DS 283 (16,5) 1436 (83,5)
PSS 368 (21,4) 1351 (78,6)

DS: Direct smear of sputum; PSS: Processed sputum smear; (%): Percentage

*The difference of the positivity percentual is statistically significant (p < 0.001).

TABLE 2

AFB score in 1,719 sputum samples from individuals with signs and symptoms of PTB by

direct smear (DS) and processed sputum smears (PSS)

DS

PSS Negative 1-9 AFB 1+ 2+ 3+ Total
Negative 1351 0 0 0 0 1351

1-9 AFB 19 0 0 0 0 19
1+ 53 1 45 4 1 104

2+ 13 0 74 48 2 137

3+ 0 0 21 32 55 108
Total 1436 1 140 84 58 1719

DS: Direct smear of sputum; PSS: Processed sputum smear; AFB: acid-fast bacilli.
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3.3 ARTIGO 3 — ACURACIA DA BACILOSCOPIA EM AMOSTRAS DE ESCARRO
PROCESSADAS POR TRATAMENTO QUIMICO E SEDIMENTAGCAO
ESPONTANEA NO DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE EM PESSOAS
PRIVADAS DE LIBERDADE
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Resumo

Objetivo: Desenvolver e avaliar um procedimento de fécil execucdo e baixo custo para
incrementar o diagnostico da tuberculose sem riscos de contaminagdo para profissionais de
laboratério. Métodos: Foram analisadas 436 amostras de escarro por baciloscopia apds
tratamento com hipoclorito de sdédio e sedimentacdo espontdnea em comparacdo a
baciloscopia convencional, cultura e sistema Xpert MTB/RIF. Resultados: A baciloscopia
convencional identificou o Mycobacterium tuberculosis em 50/71 amostras positivas por
cultura (verdadeiros positivos) e a do escarro processado em 67/71, o que corresponde a 94%
de sensibilidade e incremento de 29% na positividade. Conclusdo: O procedimento proposto
preserva as vantagens e aumenta a sensibilidade da baciloscopia convencional. A
implementacdo dessa técnica em locais de acesso limitado e com poucos recursos financeiros
podera aumentar a identificacdo de casos de tuberculose pulmonar.

Palavras-chave: Tuberculose, Escarro, Mycobacterium tuberculosis, Diagnostico,

Prisioneiros

Abstract

Objective: To develop and evaluate an easy-to-perform and low cost procedure to increase the
diagnosis of tuberculosis without risk of contamination for laboratory professionals. Methods:
A total of 436 sputum samples were analyzed after treatment with sodium hypochlorite and

spontaneous sedimentation compared to conventional smear microscopy, culture and Xpert



88

MTB/RIF system. Results: Conventional microscopy identified Mycobacterium tuberculosis
in 50/71 culture positive samples (gold standard) and processed sputum in 67/71, which
corresponds to 94% sensitivity and 29% increase in positivity compared to the conventional
microscopy. Conclusion: The proposed procedure preserves the advantages and increases the
sensitivity of conventional microscopy. The implementation of this technique in places of
limited access and with limited financial resources could increase the identification of
pulmonary tuberculosis cases among the most vulnerable groups.

Keywords: Tuberculosis, Sputum, Mycobacterium tuberculosis, Diagnosis, Prisoners.
Introducéo

A tuberculose é uma doenca infecciosa, predominantemente pulmonar, causada pelo
Mycobacterium tuberculosis, mas, pode acometer outros tecidos e 6rgdos. Por ser de
transmissao aérea 0 M. tuberculosis ¢é facilmente disseminado em aglomeracdo de pessoas. O
doente com tuberculose das vias respiratorias (pulmonar ou laringea) expele os
microrganismos em forma de aerossois principalmente atraves da tosse. O portador bacilifero
é a principal fonte de infeccdo, exigindo que, para o controle da doenca, esses individuos
sejam diagnosticados e tratados precocemente’.

Um dos principais sintomas da tuberculose pulmonar é a tosse com expectoracao as
vezes sanguinolenta, mas, também podem ocorrer e devem ser investigados individualmente
outros sinais e sintomas como febre vespertina, sudorese noturna, inapeténcia, emagrecimento
rapido, cansaco e dificuldade para respirar®.

Diagnosticar e tratar a tuberculose pulmonar bacilifera sdo importantes acdes para o
controle da doenca, mas isto ndo tem sido atingido plenamente nos paises que concentram o
maior numero de casos devido as fragilidades dos sistemas de salde. Estima-se que,
mundialmente, ha 2 a 3 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 humana (HIV) a probabilidade de adoecimento aumenta 8 a 10% ao ano™”.

A tuberculose pulmonar é curavel na maioria dos casos, mas, ainda persiste como um
grave problema de saude global, principalmente para os grupos mais vulneraveis. No Brasil,
esses grupos sdo, as populacbes indigenas, as pessoas em situacdo de rua, e as pessoas
privadas de liberdade pelas precérias condi¢fes de vida e os infectados pelo HIV*e,

O risco de adoecimento e a mortalidade por tuberculose pulmonoar nas populac6es

carcerarias é maior que na populagdo geral, principalmente quando associada com o HIV*®”.
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Para diminuir a transmissdo da doenca em prisioneiros, o Ministério da Satde recomenda a
implantacdo de agBes para diagndstico e tratamento de tuberculose nos presidios em todo
territério nacional, inclusive na admissdo. A maioria das unidades prisionais brasileiras
encaminha as amostras biologicas para diagndstico nos laboratdrios do Sistema Unico de
Saude®.

O diagnéstico laboratorial da tuberculose é realizado comumente pela baciloscopia
direta, pela cultura e na ultima década, vém se destacando os testes moleculares rapidos
automatizados. Entretanto, muitos casos sdo diagnosticados apenas por critérios clinicos sem
confirmacdo bacteriologica. Esse tipo de triagem, por ser de baixa especificidade e
sensibilidade, pode induzir a diagndsticos falso-positivos e consequente tratamento indevido
ou falso-negativos levando a evolugdo de quadros mais graves por falta do tratamento®.

No Brasil, desde 2013, o Ministério da Saude, pelo Programa Nacional de Controle da
Tuberculose, vem implantando, em varias regides, um teste molecular rapido, o Xpert
MTB/RIF, para deteccdo do M. tuberculosis e resisténcia a rifampicina. No entanto, os
laboratdrios de saude pablica, em sua grande maioria, sdo estruturalamente inadequados para
a implantacdo de metodologias mais complexas e onerosas™'?. Portanto, apesar da grande
importancia da deteccdo de casos de tuberculose, ainda ndo existe uma ferramenta totalmente
eficaz'".

Assim, nosso objetivo foi desenvolver e avaliar um procedimento de facil execucédo e
baixo custo para incrementar o rendimento da baciloscopia direta convencional no diagnéstico
da tuberculose pulmonar em pessoas privadas de liberdade, sem riscos de contaminagéo para

os profissionais de laboratorio.

Métodos

Estudo

Estudo transversal, prospectivo, para avaliagdo da acuracia da baciloscopia em amostras
de escarro processado em comparagdo com trés métodos usuais de diagndéstico da tuberculose
pulmonar. Foi selecionada uma amostra ndo probabilistica, por conveniéncia, de escarros de
sintomaticos respiratérios sem historia pregressa de diagndstico e de tratamento para
tuberculose ou com histdrico de retratamento ou suspeita clinica de recidiva da infeccdo. As
amostras foram provenientes do Laboratdrio Municipal de Saude Publica da Prefeitura da

Cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, obtidas de pessoas privadas de liberdade das unidades
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prisionais situadas na Regido Metropolitana do Recife, no periodo de julho/2015 a
marcgo/2016.

No Laboratério Municipal de Salde Publica as amostras foram analisadas no
Xpert®MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, USA) de acordo com o protocolo do fabricante e

preconizado pelo Ministério da Saude®*°

e em seguida processadas para cultura pelo método
Ogawa-Kudoh (O-K) conforme descrito na literatura’>. Os recipientes com o restante das
amostras de escarro foram encaminhados ao Instituto Aggeu Magalhées (IAM), Fiocruz, PE,
para pesquisa de BAAR (bacilo alcool-acido resistente) pela baciloscopia direta convencional
e baciloscopia no escarro processado. A baciloscopia convencional foi realizada conforme

procedimentos usuais*?.
Baciloscopia no escarro processado

Para realizacdo da baciloscopia no escarro processado adicionou-se hipoclorito
comercial a 2,0 a 2,5% em um volume correspondente a duas vezes o volume da amostra de
escarro restante. O recipiente foi completamente rosqueado e agitado vigorosamente para
deposicdo da amostra reduzida a um volume aproximado de apenas 1 mL e deixado em
repouso por no minimo 10 minutos a temperatura ambiente para inativacdo do M. tuberculosis
e outras bactérias contaminantes e diminuir o risco de formacéo de aerosséis****.

Em seguida, o material foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL com tampa
rosqueavel e novamente homogeneizado. ApG6s repouso por 12 a 18 horas, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento utilizado para confeccdo do esfregaco. O tubo foi invertido sobre a
lamina até completo escoamento do sedimento que foi em seguida espalhado pela superficie
da lamina usando a prépria boca do tubo. Apds secagem do esfregaco a temperatura ambiente
e fixacdo em chama direta realizou-se a coloracio de Ziehl-Neelsen'? com reducéo do tempo
de coloracdo com a fucsina fenicada para trés minutos. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio Otico com objetiva de imersdo considerando resultados negativos quando
nenhum BAAR era encontrado em 100 campos e positivos quando encontrados > 1-9 BAAR,

em 100 campos®3*2,

Analise estatistica

Os resultados foram introduzidos num banco de dados construido no programa SPSS

20.0 for Windows. Foi calculado a acurécia (sensibilidade, especificidade, valor preditivo
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positivo, valor preditivo negativo e precisdo) da metodologia em estudo pelo programa Open
Epi® e pelo proprio SPSS. Foram considerados padréo-ouro, a cultura e o teste molecular
rapido. As dependéncias das variaveis foram analisadas pelo teste do Qui-quadrado e todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

Considerac0es éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fiocruz PE (CAAE-
0022.0.095.000-11) e teve a anuéncia da Secretaria Municipal de Salde de Recife, PE. Por
questBes éticas nenhum dado que pudesse identificar a fonte foi disponibilizado pelo

Laboratorio Municipal de Satde Publica ao fornecer as amostras para o estudo.

Resultados

No estudo foram analisadas 436 amostras de escarro para avaliar a acuracia da
baciloscopia em escarro processado pelo tratamento quimico com hipoclorito comercial e
sedimentacdo espontanea, em comparagdo com a baciloscopia convencional, a cultura e o
teste molecular rapido. A sequéncia dos procedimentos realizados com as amostras esta
sumarizada no fluxograma (Figura 1).

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. Nao foi observada resisténcia a rifampicina nas
amostras positivas para M. tuberculosis pelo teste molecular rapido Xpert MTB/RIF.

A baciloscopia convencional identificou o M. tuberculosis em 50 das 71 amostras
positivas por cultura (verdadeiros positivos) e a do ecarro processado em 62 das 71, o que
corresponde a uma sensibilidade de 87% e significa um incremento de 24% na positividade
em comparagdo com a baciloscopia convencional (Tabelas 1 e 2).

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

Na comparacdo do desempenho dos métodos avaliados em relacdo as 71 culturas
positivas (considerados verdadeiros positivos), a sensibilidade da baciloscopia direta foi de

70%, da baciloscopia do escarro processado 87% e do teste molecualr rapido 89% (Tabela 2).
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Considerando a cultura como padréo-ouro, a sensibilidade da baciloscopia convencional
foi 70%, na baciloscopia do escarro processado 87% e no teste molecular rapido 89%.

Tendo como padrdo-ouro o teste molecular rapido, que é a técnica usada na rotina do
Laboratorio Municipal de Saude Publica, na comparagdo com os demais métodos avaliados, a
sensibilidade da baciloscopia direta foi 65%, da baciloscopia do escarro processado foi 84% e
da cultura de 84% (Tabela 2).

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
intervalo de confianca e precisdo entre os métodos com intervalo de confianca de 95% séo
mostrados na Tabela 2.

Nas analises de acuracia dos quatro métodos todos os resultados foram estatisticamente
significantes comprovando que ndo foram aleatoriamente positivos ou negativos. A

sensibilidade, especificidade e concordancia entre os testes foram satisfatorias.

Discussao

Em uma amostra de 436 escarros provenientes de prisioneiros na cidade do Recife foi
avaliada a acuracia da baciloscopia em escarro processado por tratamento quimico com
hipoclorito comertcial e sedimentacdo espontdnea em comparagdo com os testes usualmente
empregados no Brasil para diagnéstico da tuberculose pulmonar.

As amostras utilizadas foram provenientes de uma populacdo prioritariamente atingida
pela tuberculose que se enquadra entre 0s grupos de maior vulnerabilidade, pelas precérias
condicBes socioeconémicas e sanitarias com maior chance de adoecimento ®7.

A grande magnitude da doenca nessa populacdo estd ligada ao precario estado
nutricional dos individuos, consumo de drogas (permitidas e ilicitas), doengas associadas
como o HIV/AIDS e a assisténcia a saude inexistente ou ineficiente. As condicGes
desfavoraveis do ambiente prisional (celas com espacgos insuficientes, superlotadas, sem
iluminacdo natural e ventilacdo inadequada) potencializam a transmissdo e agravamento da
doenca. Adicionalmente, o abandono do tratamento entre os prisioneiros € mais frequente que
na populacéo livre, o que favorece ao aparecimento de cepas de M. tuberculosis resistentes
aos farmacos*”.

A demora em diagnosticar e tratar o doente favorece a disseminagdo do M. tuberculosi
entre os encarcerados, trabalhadores dos presidios e familiares em visita. A diminuigdo da

morbi-mortalidade por tuberculose pulmonar tanto na populacdo geral como nos
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encarceirados depende do diagndstico e tratamento precoces para diminuir a transmissao
aérea do bacilo entre os contatos/comunicantes®.

Entre os métodos laboratoriais a cultura é o padrdo-ouro para avaliacdo da acuracia de
outros métodos>*?. Entretanto, é uma técnica laboriosa e, por concentrar 0s microrganismos,
exige estrutura laboratorial complexa e maior nivel de biosseguranca™. Em adicdo, a
liberacdo do resultado pode demorar até oito semanas, sendo inadequado para triagem de
casos.

O teste molecular rapido, apesar do excelente desempenho, rapidez no diagnostico e
identificar a resisténcia a rifampicina®, exige laboratérios mais estruturados, com maior aporte
financeiro para aquisi¢éo de equipamentos e insumos importados. I1sso pode inviabilizar a sua
implantacdo em regides de dificil acesso e com baixo poder econémico. Portanto, no Brasil,
na maioria dos laboratérios do SUS, a baciloscopia direta convencional permanece como
(inica opcao para diagnéstico da tuberculose pulmonar®®,

Para atender a necessidade de uma técnica, de fécil execucdo e de baixo custo e sem

risco de acarretar contaminacdo para os profissionais de laboratério'*°

, foi por nos
desenvolvido e avaliado, neste trabalho, um procedimento para incrementar o rendimento da
baciloscopia direta convencional.

Analisando o desempenho dos métodos de baciloscopia direta, baciloscopia do escarro
processado e o teste molecular rdpido em comparacdo com a cultura (padrdo-ouro), verificou-
se que em 30% (21/71) das amostras positivas na cultura a baciloscopia direta foi falso-
negativa, enquanto que pela baciloscopia do escarro processado o percentual de positividade
foi 13% ou seja, um incremento de 24%.

Este estudo revelou melhor acuracia do teste molecular rapido em relacdo aos outros
métodos (Tabelas 1 e 2). Entretanto, a baciloscopia do escarro processado usando um produto
facilmente encontrado e de baixo custo, apesar de retardar a liberacdo do resultado em um dia
quando comparado a baciloscopia direta, minimiza os riscos de contaminacdo dos
profissionais de laboratorio por inviabilizar os microrganismos presentes na amostra
bioldgica'*°. Além disso, a baciloscopia do escarro processado proporcionou importante
incremento aumentando 29% na positividade das amostras (67/71) em comparagdo com a
baciloscopia convencional.

Pode-se conjeturar que se as analises forem realizadas logo ap0s a coleta das amostras,
antes de outras manipulacgdes dos escarros, a detec¢do de casos positivos pela baciloscopia no

escarro processado poderia ser mais alta.
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Em concluséo, o processamento das amostras de escarro com hipoclorito e sedimentacéo
espontdnea, além de preservar as vantagens, aumenta a sensibilidade da baciloscopia
convencional. Portanto, a implementacéo da baciloscopia no escarro processado em locais de
acesso limitado e com poucos recursos financeiros poderd aumentar a identificacdo de casos

de tuberculose pulmonar, entre os grupos mais vulneraveis.
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Tabela 1 - Resultados das analises das amostras de escarro pela baciloscopia do escarro processado,
baciloscopia direta convencional, cultura e teste molecular rapido para diagnostico de tuberculose
pulmonar em pessoas privadas de liberdade.

Cultura
BD Total
Positivo Negativo
Positivo 50 1 51
Negativo 21 357 378
Total 71 358 429
Cultura
BEP Total
Positivo Negativo
Positivo 62 5 67
Negativo 9 353 362
Total 71 358 429
Cultura
Xpert Total
Positivo Negativo
Positivo 63 12 75
Negativo 8 346 354
Total 71 358 429
Xpert
BD Total
Positivo Negativo
Positivo 53 2 55
Negativo 28 353 381
Total 81 355 436
Xpert
BEP Total
Positivo Negativo
Positivo 68 3 71
Negativo 13 352 365
Total 81 355 436
Xpert
Cultura Total
Positivo Negativo
Positivo 63 8 71
Negativo 12 346 358
Total 75 354 429

BD: baciloscopia direta convencional; BEP: baciloscopia do escarro processado
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Tabela 2 - Avaliacdo da acuracia das analises das 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.

Comparacbes Sensibilidade Especificidade VPP VPN Preciséo
%(IC-95%)  %(IC-95%)  %(IC-95%) %(IC-95%)  %(IC-95%)
BD x Cultura 70(59-80)  99,7(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) 07(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.

Figura 1 - Fluxograma adotado para as analises das amostras de escarro para diagnostico de
tuberculose pulmonar em pessoas privadas de liberdade.
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4 CONCLUSAO

Este estudo teve a finalidade de avaliar a acuracia da baciloscopia apds modificacbes
no método convencional, por adicdo de tratamento quimico e sedimentacdo esponténea e
comparar os resultados com os métodos usuais de diagndstico da tuberculose pulmonar.

Os resultados obtidos na cultura e no teste molecular répido apresentaram maior
acuracia na deteccdo de casos de TB pulmonar em conformidade com a literatura existente.
Todavia, esses métodos ainda sdo inviaveis para implantagdo como rotina de diagnostico na
maioria dos paises endémicos para a doenca. Para realizacdo dessas técnicas € necessario que
o laboratério disponha de infraestrutura adequada para manipulagcdo de microrganismo de
risco biologico classe 3, de recursos orgcamentarios que garantam o fornecimento ininterrupto
de insumos e de profissionais capacitados.

A pesquisa de BAAR tradicional, universalmente utilizada como principal ferramenta
de diagnostico de TB pulmonar € um método que conhecidamente possui baixa sensibilidade
e, COMo ja era previsto, apresentou a menor acuracia entre os métodos avaliados.

Quanto ao método avaliado, os resultados da microscopia, apds tratamento prévio das
amostras de escarro com hipoclorito de sodio comercial (BEP), além do considerével
incremento na positividade, detectou BAAR em amostras paucibacilares que positivaram
apenas na cultura ou no teste molecular rapido (Xpert). Somam-se a isto, as vantagens de que
a BEP utiliza insumos de baixo custo, com ampla distribuicdo no mercado, principalmente
nas localidades com alta carga da doenca. A realizacdo do método ndo exige mudancas nas
rotinas dos laboratérios, requer infraestrutura laboratorial simples, ndo gera sobrecarga de
trabalho significativa e o treinamento do profissional € 0 mesmo necessario a realizagdo da
BD.

As dificuldades encontradas corroboram com as observadas em outros estudos, onde o
NaOCI ao liquefazer o material organico do escarro, diminui a fixacdo da amostra bioldgica
na superficie da ldmina de vidro e o esfregaco se desprende com muita facilidade nas etapas
de lavagem durante o processo de coloracdo. A instabilidade do NaOCI, que ao ser adquirido
em grande quantidade e as condi¢gdes de armazenamento por longos periodos pode haver
reducdo na concentragdo de cloro e prejudicar a realizacdo da pesquisa de BK. Além disso, a
sedimentagdo esponténea overnight por 18 a 24 horas podera atrasar a liberacdo do resultado
em um dia.

Podemos concluir que o método de concentragdo das amostras de escarro com NaOCI

comercial preserva as vantagens da BD convencional, com aumento significativo na
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identificacdo de casos de tuberculose pulmonar bacilifera, de forma eficaz, rapida, segura e
com baixo custo, além de minimizar os riscos de contaminacdo dos profissionais de
laboratdrio. Entretanto, as orientacdes do profissional de salde para que o doente realize a
coleta de escarro conforme os padrbes de qualidade estabelecidos pela OMS séo
imprescindiveis, tendo em vista que amostras de escarro inadequadas dificilmente tera um
resultado satisfatdrio.

Portanto, é recomendavel a implantacdo dessa metodologia como método de triagem
ou complementar a BD para diagnostico da tuberculose pulmonar, tendo em vista que sua
utilizacdo aumenta a identificagdo de bacilos em maior nimero de amostras de escarro com
resultados falso negativos na BD e, consequentemente, contribuird para diminuir a

transmisséo da doenca.
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certification should be provided at the time of submission of the manuscripts. The drugs and chemicals used
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Study design: Selection of the observational or experimental participants (patients or laboratory animals,
including controls, whether randomly or consecutively) and basis of sample size calculation should be
mentioned clearly, including eligibility and exclusion criteria and a description of the source population.
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select those that were included in the review and the procedures used in the synthesis of the
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a) Presentation letter

The letter should be signed by all the authors and should contain:

e Information on the findings and most important conclusions of the manuscript,
explaining its significance to public health.

 If the authors have articles published in the line of research of the manuscript, mention
up to three.

o Responsibility Statement for each author: have substantially contributed to the
conception and design, or analysis and interpretation of the data; have significantly
contributed to the manuscript draft or critical review of the content; and have
participated in the approval of the final version of the manuscript. For more
information about authorship criteria, see the RSP site.

« Statement of potential conflicts of interest of the authors.

o Confirm the exclusive submission of the manuscript to RSP.

e Answer — What is new in your study? Why should it be published in this journal?

b) Responsibility Statement

According to the authorship criteria of the International Committee of Medical Journal
Editors, authors should meet all the following conditions: (1) have significantly contributed to
the conception and design, or analysis and interpretation of data; (2) have significantly
contributed to the elaboration of the draft or critical review of the content; and (3) have been
involved in the approval of the final version of the manuscript.

In case of a large or multi-centered group having developed the work, the group should
identify the individuals who accepted direct responsibility for the manuscript. These
individuals should fulfill the criteria for authorship defined above and editors will ask them to
submit the statements required in the submission of manuscripts. The corresponding author
should clearly indicate the preferred citation for the group name and identify its members.
Usually, names will be listed at the end of the article.

Acquisition of funding, data collection, or general supervision of the research group, alone, do
not justify authorship.

All those listed as authors must sign a responsibility statement.
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Should include the names of those who, though not fulfilling the requirements for authorship,
provided collaboration to the work. The reason for the acknowledgement should be cited, for
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mentioned should have allowed the inclusion of their names and the author must attach the
Responsibility Statement for the Acknowledgments. This part may also include any logistical
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d) Copyright Transfer

All authors should read, sign and send this document, transferring their copyrights. The article
will only be released for publication when the document is in the possession of RSP.
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6. Preparation of the manuscript

Title in the original language of the manuscript and in its English version: The title
should be concise and complete, containing relevant information to enable recovery of the
article in the databases. The limit is 90 characters, including spaces. If the manuscript is
submitted in English, please provide the title in Portuguese as well.

Short title: It should contain up to 45 characters.

Descriptors: Should include between 3 and 10, obtained from the “Descritores em Ciéncias
da Saude” (DeCS) (based on the Medical Subject Headings (MeSH)) when in Portuguese,
Spanish and English. If appropriate descriptors to the theme of the manuscript are not found,
free terms may be indicated (or keywords), even though non-existent in these established
vocabularies.

Figures and Tables: All graphical and tabular elements displayed should be identified as
figures or tables, and sequentially numbered, starting with one, and not as charts, graphs etc.

Abstract: Abstracts are published in Portuguese, Spanish and English. For the registration of
the manuscript, two abstracts must be presented, one in the original language of the
manuscript and the other in English (or Portuguese, if the manuscript submitted is in English).
The specifications for the type of abstract are described in each of the article categories. As a
general rule, the abstract should include: the objective of the study, the main methodological
procedures (study population, place and year, observational and analytical methods), main
results and the conclusions.

Text structure

Introduction: Should be short, describing the context and the justification of the study,
supported by references relevant to the objective of the manuscript, which must be made clear
at the end of this part. No results or conclusions of the study being presented should be
mentioned.

Methods: The procedures adopted should be clearly described; as well as the variables
analyzed, with its respective definitions when necessary and the hypothesis to be tested.
Descriptions should include population and the sample, measuring instruments, with the
presentation, if possible, of the validity measures; and contain information on the collection
and processing of the data. Due reference to the methods and techniques employed, including
statistical methods should be included; new or substantially modified methods should be
described, explaining the reasons for their use and citing their limitations. The research ethical
criteria must be met. The authors should state that the research was conducted within the
ethical standards and approved by the ethics committee.

Results: Should be presented in a logical sequence, starting with the description of the most
important data. Tables and figures should be restricted to those necessary for argument and
description of the data in the text should be restricted to the most important. Graphs should be
used to highlight the most relevant results and summarize complex relationships. Data in
graphs and tables should not be duplicated or repeated in the text. Numerical results should
specify the statistical methods used in the analysis. Extra or additional material and technical
details may be disclosed in the electronic version of the article.

Discussion: From the data obtained and the results achieved, new and important aspects
observed should be interpreted in the light of the scientific literature and existing theories in
the field. Arguments and evidence based on personal communication or disclosed in restricted
documents cannot serve to support the author’s arguments. Both the limitations of the work
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and its implications for future research should be clarified. Include only assumptions and
generalizations based on work data. The results should bring up the rear of this part,
reiterating the article’s objective.

References

Listing: References should be standardized according to the Vancouver style — Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for
Biomedical Publication, organized in order of citation. The titles of the journals should be
referred to in their abbreviated format, according to PubMed, and italicized. In cases of
publications with up to six authors, cite them all; above six, cite the first six, followed by the
Latin expression “et al”. References by the same author should be arranged in ascending
chronological order. Whenever possible, include the aforementioned documented DOI in
accordance with the following examples.

Examples:
Journal articles

Narvai PC. Cérie dentaria e fldor: uma relacdo do século XX. Cienc Saude Coletiva.
2000;5(2):381-92. DOI:10.1590/S1413-81232000000200011

Zinn-Souza LC, Nagai R, Teixeira LR, Latorre MRDO, Roberts R, Cooper SP, et al. Fatores
associados a sintomas depressivos em estudantes do ensino médio de Sdo Paulo, Brasil. Rev
Saude Publica. 2008;42(1):34-40. DOI:10.1590/S0034-89102008000100005

Books
Wunsch Filho V, Koifman S. Tumores malignos relacionados com o trabalho. In: Mendes R,
coordenador. Patologia do trabalho. 2. ed. S&o Paulo: Atheneu; 2003. v.2, p. 990-1040.

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer Washington: National
Academy Press; 2001[cited 2003 jul 13] Disponivel em:
http://www.nap.edu/catalog.php?record id=10149

For other examples, we recommend consulting the guidelines (“Citing Medicine”) of the
National Library of Medicine.

References to documents not indexed in the international scientific literature, generally
confined to an institution or to an event (theses, research reports, presentations at events,
among others) and information extracted from electronic documents, not permanently kept in
sites, if relevant, must appear in the footnotes of the pages, where the citation appears.

Text citation: Reference should be indicated by its number in the list, placed as a superscript
after the punctuation in the text, without using parentheses, brackets and the like. In cases in
which the author’s name and year of quotation is relevant, the reference number should be
placed after the author’s name. Works with two authors should refer to the two authors linked
by “and”. In other cases, should display only the first author (followed by “et al.” in cases of
multiple authors).

Examples:

The promotion of health in the population has as a reference the article by Evans and
Stoddart9, which considers the distribution of income, social development and individual
reaction in determining health and disease processes.
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According to Lima et al.9 (2006), the prevalence of mental disorders in medical students is
higher than in the general population.

Tables

Should be presented at the end of the text, after the references, consecutively numbered with
Arabic numerals in the order they are mentioned in the text. Each one should have a brief title,
no horizontal or vertical markings. Notes should be placed at the footnotes of the table and not
in the header or title. If a table is extracted from another work, previously published, authors
should formally request authorization from the journal which published it, for reproduction.

For a readable table, the maximum number of columns is 10, depending on the amount of the
contents of each cell. Notes in tables should be indicated by letters and be underlined.

Figures

Illustrations (photographs, drawings, graphs etc.) should be cited as Figures and numbered
consecutively with Arabic numerals in the order they are mentioned in the text and presented
after the tables. Should contain a title and caption displayed at the bottom of the figure. They
will only be accepted for publication if sufficiently clear and with digital quality, preferably in
the vector format. In the JPEG format, the minimum resolution is 300 dpi. Graphs presented
with gridlines will not be accepted, and the elements (bars, circles) should not present volume
(3-D). If there is a figure extracted from another work, previously published, authors must
request permission in writing to reproduce it.

7. Checklist for submission

1. Name of each author and his/her affiliated institution, including e-mail and telephone.
2. Title of the manuscript in Portuguese and in English, with up to 90 characters,
including spaces between words.

Short title with up to 45 characters.

Article presented in Arial, size 12, in the Word format or similar (doc, docx and rtf).

5. Structured abstracts for original research papers in two languages, one of them
necessarily in English.

6. Narrative abstracts for manuscripts that are not research in two languages, one of them
necessarily in English.

7. Presentation Letter, stating the responsibility of authorship and conflict of interest,
signed by all the authors.

8. Name of the funding agency and process number(s).

9. References should follow the Vancouver guidelines, organized in order of
citation, making sure that they are all cited within the text.

10. Tables should be sequentially numbered, with title and notes, with a maximum of 10
columns.

11. Figure in the vector format or in pdf, or tiff, or jpeg, or bmp must have a minimum
resolution of 300 dpi; when it comes to graphics, they should be without gridlines and
without volume.

12. Tables and figures should not exceed a total of five, in total.
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8. Editorial process
a) Review of the scientific writing

To be published, the approved manuscript is submitted for review of scientific writing,
grammar and style. RSP reserves the right to make amendments, seeking perfect
communication with the readers. The corresponding author will have access to all the
modifications suggested until the very last proof submitted. Even the English version of the
article will be available for review.

b) Proofs

After its approval by the editors, the manuscript will be checked by a team, responsible for
reviewing: scientific writing (clarity, brevity, objectivity and soundness), grammar and style.

The corresponding author will receive a proof, in text file (doc, docx or rtf) with the
comments/changes made by the technical reading staff. The deadline for reviewing this proof
is two days.

If there are still doubts in this proof, the editorial team will contact the author for a review,
until a final version of the text can be reached. Then, the final text will undergo a grammar
review. After this review, the author will receive a new proof, in the final form for
publication. In this last review, only error corrections can be made, format adjustments will
not be accepted. The deadline for the final review is of one day.

Articles submitted in Portuguese or Spanish will be translated into English. About a week
after the author has finished proofreading the article, RSP will send the English version of the
article for the author’s consideration. During this review, the author should pay attention to
possible misinterpretations, vocabulary area and mainly content equivalence with the
“approved original” version. The deadline for reviewing the English version is two days.

The Journal adopts a continued publishing system (rolling pass). Thus, the publication of the
article becomes faster: it is not dependent on other articles to compose an issue, but the
individual process of each article. Therefore, we request compliance with the deadlines.

9. Charge per article published

Although journals receive subsidies from public institutions, these are not sufficient for their
maintenance. Thus, charging a publication fee has become an alternative to ensure the
necessary resources for the production of RSP.

University of Sdo Paulo ensures basic resources, but they are not sufficient. So, we have to
rely on additional resources, besides funding agencies.

RSP completed 50 years in 2016, and only in 2012 it has started charging publication fees, an
imperative fact to ensure its continuity, especially allowing to evolve with more advanced
technologies that also require higher quality and technological resources.

The amount charged is evaluated regularly. Therefore, for articles submitted from January
2017 onwards, the fee values will be R$ 2,200.00 (or the equivalent in US dollars) for original
articles, reviews and comments, and R$ 1,500.00 (or the equivalent in US dollars) for brief
communication.

RSP will provide authors the documents necessary to prove the fee payment to institutions,
graduate programs or research funding institutions.
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Subject: Brazilian Society of Tropical Medicine - Decision on Manuscript [D
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Body: 17-Nov-2017
Dear Mr. Magalhies:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "<i>Mycobacterium
tuberculosis </i>microscopy detection using a processed sputum smear" in
its current form for publication in the Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical / Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical / Journal of the
Brazilian Society of Tropical Medicine, we look forward to your continued
contributions to the Journal.

Sincerely,

Prof. Dalmo Correia

Editor-in-Chief, Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical /
Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine
dalmo@rsbmt.uftm.edu.br

Date Sent: 17-Nov-2017





