J. Health Biol Sci. 2016; 4(3):187-192 doi:10.12662/2317-3076jhbs.v4i3.712.p187-192.2016

ARTIGO ORIGINAL

Identificacdo laboratorial de micobactérias em amostras respiratorias de
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar no Laboratério Central de
Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF)

Laboratory identification of mycobacteria from respiratory samples of
patients with suspected pulmonary tuberculosis in samples isolated at the
Central Laboratory of Public Health of the Federal District (LACEN-DF)

Gabriel da Silva Oliveira', Glaura Regina de Castro e Caldo Lima? Joaquim Xavier da Silva3, Janeth de Oliveira Silva Naves?,
Carlos Maximiliano do Régo Monteiro Filho?

1. Curso de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Paulista, Brasilia-DF, Brasil. 2. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade
de Brasilia (UNB), Brasilia, DF, Brasil. 3. Pesquisadores da Universidade Paulista, Brasilia-DF, Brasil

Resumo

Introdugao: O diagnoéstico rapido e preciso da tuberculose (TB) e o inicio precoce do tratamento sdo fatores de grande importancia para reduzir e minimizar
o risco de contagio pelo Mycobacterium tuberculosis. Nesse contexto, as principais metodologias empregadas no Brasil para o diagndstico da TB sdo os
testes de baciloscopia e de cultura. Objetivo: O presente estudo tem como objetivo descrever os resultados de trés técnicas laboratoriais para o diagnéstico
da TB pulmonar. Métodos: Foram analisados dados de baciloscopias e culturas de 10.418 prontuarios de pacientes de ambos os sexos, diferentes idades
e locais de residéncia, no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2014. Resultados: Foram analisados os prontuarios de 284 pacientes com resultado
positivo para o Complexo Mycobacterium Tuberculosis (CMTB). Dos 284 pacientes positivos para o CMTB, 210 apresentaram BAAR positivos (73,9%) e
74 negativos (26,1%). Nos cultivos em meio L], 255 amostras foram positivas (89,7%) e 29 negativas (10,3%), enquanto no meio de cultivo liquido Bactec
MGIT® a positividade foi de 276 (97,1%) e 8 negativas (2,9 %). Conclusdes: Observou-se que a identificagdo de BAAR em exame direto continua a ser de
suma importancia no diagnéstico precoce da TB. Os métodos de cultura, principalmente o sistema Bactec-MGIT®, mostraram neste estudo um incremento
de 23,2% no diagndstico da TB pulmonar.
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Abstract

Introduction: The rapid and accurate diagnosis of tuberculosis (TB) and early treatment are very important factors to reduce and minimize the risk
of infection by Mycobacterium tuberculosis. In this context the main methodologies used in Brazil for the diagnosis of TB are smear tests and culture.
Objective: This study aimed to describe the results of three laboratory techniques for the diagnosis of pulmonary TB. Methods: Sputum smear and culture
data from 10,418 records of patients of both sexes, different ages and places of residence, from January 2011 to June 2014 were analyzed. Results: We
analyzed the results of 284 patients with positive report for Mycobacterium tuberculosis Complex (CMTB). Of the 284 positive patients, 210 were positive
AFB (73.9%) and 74 were negative (26.1%). In the culture medium L], 255 samples were positive (89.7%) and 29 negative (10.3%), while in the liquid
Bactec MGIT® cultivation, 276 were positive (97.1%) and 8 were negative (2.9%). Conclusions: It was observed that the identification of acid-fast bacilli
on direct examination continues to be of paramount importance in the early diagnosis of TB. The methods of culture, especially the Bactec-MGIT® system,
showed in this study an increase of 23.2% in the diagnosis of pulmonary TB.
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INTRODUGCAO

Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectada  ano®. No Distrito Federal-DF os nimeros apontam que a taxa de

com o Mycobacterium tuberculosis (MTB), quase 9 milhGes
de novos casos e 2 milhGes de dbitos por tuberculose (TB)
no mundo?. O Brasil atualmente esta posicionado entre os 22
primeiros paises com alta carga de TB, os quais sdo responsaveis
por grande parte do numero total de ocorréncias da doenca no
mundo?,

Osindicadores mostram que no Brasil existem aproximadamente
57 milhGes de infectados, com 85 mil notificagGes anuais, cerca
de 71 mil casos novos e aproximadamente 6 mil mortes por

incidéncia da TB esta estimada em 11,9 por 100 mil habitantes®.

O MTB causador da TB, também chamado de bacilo de Koch,
que é o segundo agente infeccioso que mais leva pessoas a
6bito em todo o mundo®, é um bacilo reto ou levemente curvo,
quimiorganotréfico, imdvel, ndo esporulado, sem cdapsulas,
que mede de 1 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,6 um de
largura, sendo a propriedade morfotintorial de &alcool-acido
resisténcia importante para sua identificagdo, principalmente
quando associada a quadro arrastado de febres vespertinas
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leves, sudorese noturna, inapeténcia, perda de peso e com
lesGes pulmonares no raio X, definindo assim um caso de TB
pulmonar®.

A TB, que representa uma preocupacao global de saude’, tem
uma evolucgdo crénica que, embora o mais habitual seja afetar
os pulmdes em 10 a 15% dos casos, também pode atacar a
pleura, os linfonodos e as meninges ou até mesmo disseminar
por todo o corpo no caso dos pacientes imunocomprometidosé.

Ha quatro fatores determinantes na transmissdao do MTB: (1)
o numero de microrganismos expelidos, (2) a concentragdo de
microrganismos no ar, (3) o de tempo de exposi¢do do individuo
com o ar contaminado e (4) o estado imunoldgico do individuo
exposto®.

O diagndstico rapido e preciso da TB e o inicio precoce do
tratamento sdo fatores de grande importancia para reduzir e
minimizar o risco de contagio®. Nesse contexto as principais
metodologias empregadas no Brasil para o diagndstico da
TB sdo os testes de baciloscopia, de cultura e a “nested PCR”
(“polimerase chain reaction” - reagdo da polimerase em cadeia)
multiplex em tempo real, sendo esta a mais recente ferramenta
para o diagndstico da TB no Brasil, implantada pelo Ministério
da Saude em 2014. O teste Xpert MTB/RIif realizado no sistema
GeneXpert é um teste molecular rdpido para a detecgao do
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e resisténcia a
rifampicina. No entanto, o teste ndo substituira a baciloscopia
para o controle de tratamento dos pacientes ja diagnosticados e
ainda esta concentrado nas capitais e municipios que atendem
os critérios do Ministério da Saude para receber a maquina, ou
seja, a baciloscopia ainda é imprescindivel em muitos locais
para o diagnédstico precoce da TB*.

Os métodos para o diagndstico laboratorial da TB que tém
sido utilizados rotineiramente sdo os métodos bacterioldgicos,
como a baciloscopia e cultura. A cultura, apesar das dificuldades
para a sua realizacdo, é o padrdo ouro para o diagndstico
de TB devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Porém, devido a caracteristica de crescimento lento do M.
tuberculosis, necessita de um periodo de 4 a 8 semanas para
que o diagnodstico seja confirmado, o que pode retardar o
inicio do tratamento. A baciloscopia é o método mais utilizado
devido a sua rapidez de execugdo, baixo custo e simplicidade.
Apesar das vantagens inerentes da baciloscopia pelo método
de Ziehl Neelsen, algumas desvantagens tornam limitada sua
capacidade de diagndstico, tais como sua sensibilidade capaz
de identificar de 25 a 65% dos pacientes, sendo necessaria uma
quantidade acima de 10.000 bacilos por mL de escarro para
que seja possivel a visualizagdo em microscépio. No Brasil, no
ano de 2010, 19% dos novos casos de TB notificados foram
inicialmente diagnosticados como baciloscopia negativa (WHO,
2011)%.

O presente estudo teve como objetivo descrever os resultados
de trés técnicas laboratoriais para o diagnéstico da TB pulmonar
no Laboratdrio Central de Saude Publica do Distrito Federal.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se um estudo retrospectivo descritivo, desenvolvido
no Laboratdrio Central de Salude Publica do Distrito Federal
(LACEN —DF). Foram verificados, quantificados e analisados
os prontudrios de janeiro de 2011 a junho de 2014, periodo
seguinte a introducdo do novo esquema de tratamento para TB
no DF preconizado pelo Ministério da Saude.

Foram coletados dados de baciloscopias concentradas e
culturas de 10.418 prontudrios de pacientes de ambos os
sexos, diferentes idades e locais de residéncia. Os dados foram
analisados a partir de uma listagem fornecida pelos funcionarios
responsaveis pelo laboratério de bacteriologia do LACEN-DF,
que possibilitou a obtengdo e investigacdo de dados referentes
ao objetivo da pesquisa.

Foram incluidas no estudo amostras pulmonares de casos
suspeitos de TB provenientes de todo o DF que rotineiramente
sdo enviadas para diagnostico laboratorial dessa doenga no
LACEN-DF e excluidas da amostra os materiais de origem
extrapulmonar. A partir de amostras de escarro e lavado
bronco-alveolar foram analisados os resultados de microscopia
para bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) pela coloragdo de
Ziehl-Nielsen (ZN) e das culturas para micobactérias em meio
de Lowenstein-Jensen (meio sdlido) e através de sistema ndo
radiométrico, como o Bactec-MGIT® (Mycobacteria Growth
Indicator Tube - meio liquido).

Como instrumento para coleta de dados foi construido um
formuldrio que contemplou varidveis contendo os resultados
das baciloscopias concentradas e culturas, sexo e data de
nascimento do paciente.

Todas as informagdes obtidas e contidas no instrumento
de pesquisa deram origem a um banco de dados, que foi
armazenado e analisado no programa Microsoft Office 2013.
Posteriormente, os dados foram transferidos para o programa
estatistico Epi Info, versdo 3.5.2, conjunto de programas de
dominio publico desenvolvido pelo CDC (Centers for Disease
Control), para os célculos de frequéncia relativa, absoluta e
média.

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Fundac¢do de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da
Salde (FEPECS/SES/GDF), sob Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica (CAAE): 36788314.9.0000.5553, e parecer
numero 864.612.

RESULTADOS

Do total de 10.418 prontudrios analisados para o estudo,
4,742 foram excluidos no primeiro momento devido ao
desabastecimento do Bactec MGIT® em alguns periodos
dos anos. Das 5.676 culturas realizadas utilizando ambos os
métodos, 3.061 eram culturas pulmonares, das quais 284 foram
positivas.
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Portanto, foram avaliadas todas as amostras positivas de
origem pulmonar, totalizando 284 amostras, das quais 209
(73,6%) eram do sexo masculino, sendo a faixa etdria com maior
positividade entre 37 e 53 anos em ambos os sexos, conforme
figura 1.

Figura 1. NUmero de casos de TB segundo grupos etarios e sexo
no periodo de janeiro de 2011 a junho de 2014.
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Averiguou-se que das 74 baciloscopias negativas, 51 (68,9%) fo-
ram positivas em LJ e 71 (95,9%) positivas no MGIT, enquanto
das 210 baciloscopias positivas 6 (2,8 %) foram negativas em LJ
e 5 (2,3%) negativas no MGIT. . Comparando-se em meios soli-
do (LJ) e liquido (MGIT), das 276 amostras positivas em MGIT,
29 (10,5%) foram negativas em LJ, e de 8 amostras negativas
em MGIT as mesmas foram positivas em LJ. Das 255 amostras
positivas em LJ, oito (3,1 %) foram negativas em MGIT, e das 29
amostras negativas em LJ, as mesmas foram positivas em MGIT,

300 conforme as tabelas 1, 2 e 3.
250 Tabela 1. Comparagdo BAAR e LJ.
0 Variaveis N (Total) N (Total)
Positivas em LJ Negativas em LJ
150
Baciloscopias positivas 203 (210) 6(210)
100 Baciloscopias negativas 51 (74) 24 (74)
Positivas para BAAR Negativas para BAAR
50 LJ positivas 45 (255) 181 (255)
LJ negativas 29 (29) 0(29)
0 4
U MGIT BAAR Tabela 2. Comparagdo entre BAAR e MGIT
LG Variaveis N (Total) N (Total)
Ana-ll.sou—se os resultados de 284 pacientes com resultado Positivas em MGIT Negativas em MGIT
positivo para o CMTB. Desses, 210 apresentaram BAAR - - -
positivos (73,9%) e 74 negativos (26,1%). Nos cultivos em meio Baciloscopias negativas 71(74) 3(74)
LJ, 255 amostras foram positivas (89,7%), enquanto no meio de  Baciloscopias positivas 205 (210) 5(210)
cultivo liquido BACTEC MGIT® a positividade foi de 276 (97,1%), Positivas em BAAR  Negativas em BAAR
conforme figura 2. MGIT positivas 66 (276) 202 (276)
Figura 2. Resultados obtidos das baciloscopias, MGIT e LJ no MGIT negativas 8(8) o)
periodo de janeiro de 2011 a junho de 2014.
Tabela 3. Comparacgdo LJ e MGIT.
Variaveis N (Total) N (Total)
Positivas em MGIT  Negativas em MGIT
BAAR LJ positivas 247 (255) 8 (255)
LJ negativas 29 (29) 0 (29)
Positivas em LJ Negativas em LJ
MGIT positivas 255 (276) 29(276)
MGIT negativas 8(8) 0(8)

MGIT

=

]

50 100 150 200 250 300
W Negativo M Positivo
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Das 284 amostras positivas, os espécimes clinicos comumente
mais utilizados para a investigacdo da deteccdo do MTB de
origem pulmonar foram escarro (246 amostras ou 86,6 %) e o
lavado bronco alveolar (38 amostras ou 13,4 %). Do total de 246
amostras de escarro, 201 (81,7%) revelaram na bacilocospia a
presenca de BAAR. Das amostras caracterizadas como lavado
bronco alveolar, 26 (68,4%) apresentaram BAAR. No entanto,
as amostras de escarro apresentaram positividade maior
comparando-se com as amostras de lavado bronco alveolar
(Tabela 4).
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Tabela 4. NUumero de Baciloscopias positivas e negativas na
deteccdo de BAAR nas amostras caracterizadas como escarro e
lavado bronco alveolar.

Amostras Baciloscopia

Positiva Negativa Total
Escarro 201 (81,7%) 45 (18,3%) 246 (86,6%)
Bronco Alveolar 26 (68,4%) 12(31,6%) 38(13,4%)
Total de espécimes 227(79,9%) 57(20,1%) 284 (100%)
clinicos
DISCUSSAO

Neste estudo o cultivo convencional do material clinico para
isolamento de microrganismos do complexo M. tuberculosis em
meio de LJ e pelo MGIT foi de 89,7% e 97,1%, respectivamente.
Os achados corroboram a prevaléncia do agravo em homens,
havendo reducdo nas taxas de incidénciaemindividuos das faixas
etdrias mais jovens em contraposicdo ao aumento naqueles
mais velhos. QUEIROZ (2010), em relagdo ao diagndstico da
TB, informa que 90,91% dos homens obtiveram diagndstico
positivo, sendo de 64,71% entre as mulheres’. Segundo
COUTINHO (2012), a proporgdo de casos em individuos do sexo
masculino foi de 67,7%, enquanto NEVES (2014) identificou que
20 de 27 casos de TB acometeram homens*“.

O indice de homens com TB pulmonar foi maior que a de
mulheres, possivelmente por serem mais vulneraveis a
exposicdo devido a varios fatores de risco para infecgdes, tais
como consumir bebidas alcodlicas, usar drogas ilicitas, ser (ou
ter sido) presidiario e fumante®’.

Embora haja diversas metodologias para diagndstico da
TB, incluindo os testes bacterioldgicos, a cultura continua
apresentando maior sensibilidade na identificacdo de espécies
do género Mycobacterium no diagnédstico da TB.

De acordo com SAKAMOTO (2012), a cultura pode ser realizada
a partir de qualquer espécime clinico e permite a recuperagdo
da bactéria, possibilitando sua identificagdo em espécie e
a realizagdo do teste de sensibilidade a antimicrobianos. A
principal vantagem da baciloscopia é o baixo custo, enquanto
a principal desvantagem da cultura é a longo tempo para o
resultado®.

A baciloscopia de escarro pelo método de ZN para diagndstico
da TB é ainda a técnica mais apropriada para ser utilizada em
todos os laboratérios da América Latina por ser recomendada
pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS)*. Com o objetivo de
aumentar sua sensibilidade, que varia de 25 a 65%, o Ministério
da Saude recomenda que uma amostra seja coletada no
momento da consulta na Unidade de Saude e outra na manha
seguinte (em jejum), quando pode haver maior concentragdo
de bacilos na amostra®.

As culturas, principalmente em meio liquido, tiveram um alto

indice de positividade por apresentarem maior sensibilidade
paraaconfirmacdodeinfec¢Ges causadas por espéciesdo género
Mycobacterium, apresentando superioridade principalmente
a da microscopia direta. Além disso, a associagdo da cultura
a baciloscopia permite maior cobertura no diagnéstico
laboratorial da TB, além de possibilitar o isolamento do bacilo
para a identificacdo das espécies e teste de sensibilidade as
drogas.

No Brasil, 30% dos adultos com TB tém a baciloscopia de escarro
negativa'®. O preparo inadequado do esfregaco, o erro na
coloragdo, a qualidade e manuteng¢do do microscdpio, a falta de
treinamento e a experiéncia do responsavel pela baciloscopia
em identificar o BAAR afetam o resultado final do diagnéstico
para deteccdo do MTB. Por isso, torna-se essencial avaliar os
atuais desafios de controle da doenga, incluindo a adaptagdo e
revisdo da metodologia de diagndstico.

O meio liquido tem mostrado mais eficiéncia e superioridade
na obtengao dos resultados sobre meios sélidos, em termos de
sensibilidade e menor tempo de detecgdao com maior relagdo
custo x beneficio (sensibilidade de 93% para meio liquido e 79%
para meio sdlido, podendo o tempo de diagndstico levar de 1 a
2 semanas e 2 a 8 semanas, respectivamente)®’.

Existem diversas vantagens da cultura em meio liquido em
comparagdo a cultura sélida. Dentre elas estd a diminuig¢do
do tempo de detecgdo da doenga, representando um grande
avanco no inicio do tratamento dos pacientes, o que, no caso
da TB, pode significar a diminuicdo do nimero de casos, ja que
pessoas doentes deixam de ser baciliferas?.

Varios estudos compararam a cultura em meio liquido (MGIT®)
com cultura em meio solido (Lowenstein Jensen - LJ). DELURCE
(2009) verificou que as culturas em meio liquido e sdlido
apresentaram positividade de 23% e 19,2%, respectivamente.
Segundo FADZILAH (2009), 101 (19,8%) culturas foram
positivas no MGIT, enquanto 60 (11,7%) pelo L. MACHADO
(1998) constatou maior positividade no MGIT (15,6%)
quando comparado com o meio LJ (14,1%), e de acordo com
OPLUSTIL (1997), das 149 amostras com pesquisa positiva, 144
amostras foram positivas no MGIT e 131 no LJ%. No estudo de
ALBUQUERQUE (2013) a mediana do tempo necessario para a
positivacdo do método manual foi de 31, 95 dias, com desvio
médio de 15,01 enquanto na metodologia automatizada foi de
16,53 dias, com desvio médio de 12,39%.

A apresentacdo da TB na forma pulmonar, além de ser mais
frequente, é também a mais relevante para a saude publica, pois
é a forma pulmonar bacilifera a responsavel pela manutencgdo
da cadeia de transmissdo da doenga. Os estudos de CATANEO
(2009)*® e CAVALCANTE (2013)?> mostram a forma pulmonar
como a mais prevalente, ocorrendo em 63,0% e 84,2% dos
casos, respectivamente.

De acordo com a Secretaria de Vigildncia em Saude (SVS) a
doenga é mais frequente na faixa etaria entre 25 a 34 anos
em ambos os sexos?. Segundo QUEIROZ (2010), a faixa etaria
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dos portadores de TB predominante foi de 18 a 29 anos em
ambos os sexos’, resultados que divergem do presente estudo
possivelmente pelo fato dos individuos mais velhos serem
suscetiveis a reativacdo de focos latentes devido a desregulagdo
imune relacionada a idade?.

Como a OMS estima que um individuo com TB contamine
de 10 a 15 pessoas anualmente, a identificacdo e o inicio do
tratamento sdo essenciais para o controle epidemioldgico da
enfermidade’?. De acordo com o Ministério da Saude é um
método mais sensivel que a baciloscopia, promovendo um
incremento no diagndstico de cerca de 20%2%.

CONCLUSOES

Observou-se, neste estudo, que os exames bacterioldgicos,
apesar das suas limitagdes, continuam a ser os exames de
referéncia no diagndstico da TB.

A identificacdo de BAAR em exame direto, apesar da baixa
sensibilidade, continuaa serde sumaimportancia no diagndstico
precoce, pois trata-se de um método simples, rapido, de baixo
custo e seguro para elucidagdo diagnéstica da TB, uma vez que
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permite a confirmacdo da presenca do bacilo. Os métodos de
cultura, principalmente o sistema Bactec-MGIT®, mostrou neste
estudo um incremento de 23,2% no diagnéstico da TB, pela
maior sensibilidade do método, possibilidade de identificagdo
da micobactéria e realizagdo do perfil de sensibilidade.

Como limitagdo do estudo pode-se citar o fato de os dados terem
sidocoletadosno Laboratério Centralde Saude Publicado Distrito
Federal, onde é centralizada a cultura para MTB, o que facilita
a analise dos dados, fato que pode ndo ocorrer em Unidades
da Federagdo que possuem suas culturas descentralizadas,
mas que por outro lado pode atingir populagdes com maiores
dificuldades de acesso aos servicos de saude. Outra limitagdo
é que a cultura para TB estd indicada apenas em casos clinicos
selecionados (casos de faléncia ao tratamento, pacientes com
baciloscopia negativa persistente ou formas extrapulmonares),
nao sendo, apesar das recomendagdes da OMS, ainda universal.
Torna-seimprescindivelautilizagdo de métodoslaboratoriais que
permitam identificar a maioria dos doentes, preferencialmente
os baciliferos (os maiores responsaveis pela transmissdo
da TB), sendo primordial promover o acompanhamento da
implantagdo, execugdo e fortalecimento das agcdes do Programa
de Controle da TB.
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