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RESUMO

Objetivo: Avaliar o desempenho do método Ogawa — Kudoh (OK) para o diagnostico de
tuberculose em materiais de amostra paucibacilar pulmonar e extrapulmonar, em relacao ao
processamento de Lowenstein-Jensen (LJ) e Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias
(MGIT). Métodos: Este estudo transversal utilizou amostras extrapulmonares e pulmonares
(exceto escarro) recebidas no Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul
entre fevereiro de 2017 e margo de 2018. As amostras foram submetidas ao processamento de
OK, LJ e MGIT de acordo com o Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial de Tuberculose
e Outras Micobactérias 2008. Resultados: Um total de 347 amostras (83,3% extrapulmonar,
16,7% pulmonar) foi semeado, em pelo menos um dos trés meios (OK: 330; LJ: 314; MGIT:
113). A maioria das amostras extrapulmonares consistia de liquido cefalorraquidiano (28,2%),
medula 6ssea (20,5%) e fragmentos de tecido (16,7%). As amostras pulmonares foram
predominantemente lavadas bronquico alveolar (6,9%) e secrecdo traqueal (9,8%). Adotando
0 MGIT como referéncia, o OK provou ser 75% sensivel e 100% especifico. Com LJ como
referéncia, a sensibilidade de OK foi de 57,1% e a especificidade de 96,3%. As categorias de
concordancia foram as seguintes: OK vs. LJ, moderada (x = 0,485); OK vs. MGIT, quase
perfeito (k = 0,851); LJ vs. MGIT, substancial (x = 0,655). O método OK se mostrou preciso
e especifico para o diagnostico de tuberculose em materiais de amostra paucibacilar pulmonar
e extrapulmonar, fornecendo a mesma precisao que LJ e MGIT, caracterizando a abordagem
como uma ferramenta laboratorial valiosa para investigar casos de suspeita de tuberculose em
instalagoes laboratoriais com recursos limitados.

Descritores: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculose; Diagndstico; Meios de Cultivo.



ABSTRACT

Objective: To assess the performance of the Ogawa—Kudoh (OK) method for tuberculosis
diagnosis in pulmonary and extrapulmonary paucibacillary sample materials, relative to
Lowenstein-Jensen (LJ) and Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) processing.
Methods: This cross-sectional study employed extrapulmonary and pulmonary samples (other
than sputum) received at the Mato Grosso do Sul Central Public Health Laboratory between
February 2017 and March 2018. The samples were subjected to OK, LJ, and MGIT
processing as per the 2008 National Manual for Laboratory Surveillance of Tuberculosis and
Other Mycobacteria. Results: A total of 347 samples (83.3% extrapulmonary, 16.7%
pulmonary) were seeded in at least one of three media (OK: 330; LJ: 314; MGIT: 113). Most
extrapulmonary samples consisted of cerebrospinal fluid (28.2%), bone marrow (20.5%), and
tissue fragments (16.7%). Pulmonary samples were predominantly alveolar bronchial lavage
(6.9%) and tracheal secretion (9.8%). Adopting MGIT as a reference, OK proved 75%
sensitive and 100% specific. With LJ as the reference, OK sensitivity was 57.1% and
specificity 96.3%. Agreement categories were as follows: OK vs. LJ, moderate (x = 0.485);
OK vs. MGIT, almost perfect (x = 0.851); LJ vs. MGIT, substantial (x = 0.655). The OK
method proved accurate and specific for diagnosing tuberculosis in pulmonary and
extrapulmonary paucibacillary sample materials, providing the same accuracy as LJ and
MGIT, characterizing the approach as a valuable laboratory tool for investigating cases of
suspected tuberculosis in laboratory facilities with limited resources.

Descriptors: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculosis; Diagnosis; Culture media.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose ¢ uma doenga cujo agente foi identificado por Robert Koch em 1882. O
género Mycobacterium € constituido por espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti) e outras denominadas de micobactérias
nao causadoras de tuberculose (MNT). O Mycobacterium tuberculosis (MTDb) € a espécie mais
importante em termos clinicos, sendo o agente da tuberculose.

A tuberculose ¢ transmitida de pessoa a pessoa pela inalacdo de aerossodis produzidos
durante a expectoracao em doentes que produzem tosse com comprometimento pulmonar.
Acomete principalmente os pulmdes, podendo atingir outros orgaos por disseminacao
linfohematogénica.

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS), através de seus boletins informativos
apresenta sistematicamente, projegoes € metas, pactuadas com os paises membros. No Brasil,
0 Ministério da Saude, por meio da Coordenagdo Geral do Programa Nacional de Controle da
Tuberculose (CGPNCT), planeja acdes para o seu controle, que incluem diagndstico,
tratamento e cura. No entanto, a almejada erradicagdo da tuberculose se mostra dificil e

desafiadora.

Alguns chegam a alegar ser a tuberculose um problema reemergente em
nosso meio. Essa afirmativa podera ser valida para alguns paises europeus, €
mesmo para os Estados Unidos da América, contudo, ndo ¢ valida para o
Brasil: para nos, a tuberculose ndo ¢ problema de satide publica emergente ¢
tampouco reemergente. Ela ¢ um problema presente e ficante ha longo
tempo (RUFFINO-NETTO, 2002, p. 51).

Em todo o mundo, a tuberculose continua representando uma das 10 principais causas
de morte. Estima-se que 10,0 milhdes de pessoas desenvolveram a tuberculose em 2018,
causando 1,3 milhdes de mortes, sendo 300.000 mortes entre pessoas com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (WHO, 2019). As maiorias das pessoas que desenvolveram
tuberculose em 2019 estavam na India (26%), Indonésia (8,5%), China (8,4%), Filipinas
(6,0%), Paquistdo (5,7%), Nigéria (4,4%), Bangladesh (3,6%) e Africa do Sul (3,6%) e outros
22 paises na lista de 30 com alta taxa de tuberculose foram responsaveis por 21% (WHO,
2020).

Organizar a rede de aten¢ao local, tendo em vista a organizacdo da Atengao Basica,
unidades de pronto atendimento, referéncias e hospitais, para favorecer o acesso e a qualidade

da assisténcia, desta forma, ¢ garantido o tratamento de forma adequada e oportuna todos os
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casos diagnosticados de tuberculose visando a integralidade do cuidado. Faz-se necessario
identificar, mapear e capacitar as equipes da Ateng¢do Basica sobre as a¢des de controle da
tuberculose, realizando novas ac¢des, implantando novos instrumentos no cuidado do paciente
e buscando novos parceiros, a fim de realizar atividades colaborativas e buscando
investimento a pesquisa e a implantagdo/implementacdo de novas estratégias (BRASIL,
2017).

Um dos desafios para o controle da doenga se refere ao diagnostico. Este pode ser
feito utilizando as técnicas como a baciloscopia e cultura. A baciloscopia consiste na pesquisa
do bacilo alcool-acido resistente (BAAR) corado pelo método de Ziehl-Nielsen, sendo um
método de simples execugao, baixo custo, baixa sensibilidade, quando comparada a cultura.

A cultura do Mycobacterium tuberculosis ¢ realizada pela semeadura das amostras
clinicas em meios sélidos ou liquidos. Os meios sélidos tem a vantagem de apresentar menor
custo e menor indice de contaminacdo, mas apresenta a desvantagem do maior tempo de
crescimento bacteriano. O meio liquido automatizado possui a vantagem de crescimento mais
rapido e menor contaminagao e tem a desvantagem de, além de ser caro, excluir amostras com
sangue (BRASIL, 2008).

Independente do método utilizado para cultura, esses permitem a identificagdo da
espécie de micobactéria, além da possibilidade de investigacao de resisténcia a drogas. Assim,
a cultura segue sendo um importante instrumento para confirmacdo diagnostica, diagnostico
diferencial com outras micobacterioses e principalmente, orientagdo terapéutica e agdes de
vigilancia (BRASIL, 2008).

O mais comum material bioldgico para o diagnodstico da tuberculose ¢ o escarro
(espontaneo ou induzido), por apresentar maior riqueza bacilar e de mais facil obtengdo. Além
do escarro, a maioria das amostras ¢ de origem respiratoria, tais como: lavado bronco-alveolar
(LBA), escovado bronquico, fragmentos de tecido pulmonar, aspirado transtraqueal e lavado
gastrico.

Ha também outras amostras clinicas ndo respiratdrias, que podem ser obtidas de sitios
extra-pulmonares, como as formas pleural, ganglionar, osteoarticular, geniturindria,
meningea/sistema nervoso central intestinal, peritoneal ou pericardica. Tais amostras sao
normalmente paucibacilares, sendo necessaria a cultura para o diagnostico da tuberculose
(FANLO, TIBERIO, 2007).

O diagnostico da tuberculose no Mato Grosso do Sul encontra-se descentralizado para
os 79 municipios para a realizacdo da baciloscopia e mais recentemente o TRM

(GeneXpert®). No entanto, a semeadura em meio OK encontra-se restrita a 10 municipios.
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Além desta rede de servigos, o Laboratorio Central de Satde (LACEN/MS) que ¢ referéncia
para o diagnéstico de TB pelo Sistema Unico de Satide (SUS) em Mato Grosso do Sul, recebe
anualmente média de 8.000 amostras para realizar cultura para Mycobacterium tuberculosis
utilizando um ou mais métodos de cultivo.

O método Ogawa-Kudoh (OK) para amostras pulmonares estd em fase de
descentralizagdo no Brasil, no entanto, Mato Grosso do Sul vem utilizando-o desde 1999 para
o diagnoéstico da tuberculose para amostras pulmonares. Para amostras de outros sitios, o
material bioldgico deve ser encaminhado para semeadura no LACEN/MS, pois 0 mesmo ¢ o
laboratério de referéncia no Estado de Mato Grosso do Sul, sendo que essas amostras segue a
diretriz da hierarquizagdo, centralizando em laboratérios de referéncia, que possui pessoal
técnico qualificado e apresenta maior estrutura de biosseguranca.

O desempenho do método Ogawa-Kudoh (OK) para amostras de origem pulmonar esta
amplamente documentado e recomendado pelo Ministério da Satde. No entanto, a utilizagdo
deste método para investigagdo de Mycobacterium tuberculosis em espécimes oriundas de
sitios extrapulmonares ¢ novidade para a comunidade cientifica, a despeito das evidéncias de
seu desempenho em algumas amostras realizadas em nosso meio. Justifica-se a realizagao
desta pesquisa com o objetivo de avaliar a acuracia do método OK para materiais biologicos
paucibacilares, que compreende todos os materiais de suspeitos de tuberculose pulmonar ou
extrapulmonar que ndo seja escarro. Espera-se que os resultados encontrados possam sinalizar

a possibilidade de sua utilizagdo a partir deste estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tuberculose

2.1.1 Histoérico

Informagdes da antiguidade no que diz respeito a tuberculose relaciona sempre a
doenca com as camadas sociais que apresentavam grandes riquezas. Dos milhdes de
desamparados que morreram pela doenca, tanto no passado como na modernidade,
praticamente nenhuma noticia se tem relativamente aos seus sofrimentos e dramas. Ha relatos
de lesdes Osseas de mumias egipcias, datando de cerca de 4.000 a. C. e que muitos farads
foram tuberculosos e morreram extremamente jovens, caracterizando que ja sofriam do Mal
de Pott. (ROSEMBERG, 1999).

A maioria das espécies do género Mycobacterium sdao organismos da agua ou do solo,
atribuindo-se assim que sua origem ¢ ambiental e que depois de ter sofrido diversos processos
de evolucdo com o tempo e sujeito a pressdes de selecdo, diferenciou-se. Estudos indicam que
0 Mycobacterium tuberculosis evoluiu do Mycobacterium bovis, na ocasido da domestica¢ao
de gado por humanos, hipotese essa aceita em razdo de serem espécies que fazem parte do
complexo Mycobacterium tuberculosis € sao bem proximas no que se refere as caracteristicas
genéticas (DANIEL, 2000).

A evidéncia mais antiga para tuberculose nas Américas deu-se ao encontro de uma
mumia (através da datagdo do carbono 14, provou-se que viveu ha 1.100 anos) no Peru. No
seu pulmao encontrou-se calcificagdo e bacilos, que tinham DNA intactos, onde através de
técnicas de biologia molecular, extraiu e identificou a insercdo IS6110, especifica do
complexo M. tuberculosis, porém ndo se pode afirmar que houve uma migracao dessas cepas
para o norte da América do Sul (DANIEL, 2000; ROSEMBERG, 1999).

No Brasil ha relatos do inicio da doenga desde a época da colonizagdo portuguesa,
onde colonos e padres jesuitas infectados pela “peste branca”, na catequizacao dos indios,
acabavam transmitindo a doenca, causando a morte de muitos nativos. Sugere-se que o Padre
Manuel da Nobrega, chegado ao Brasil em 1549, tenha sido o primeiro individuo portador de
tuberculose no pais. Cartas de Inacio Loyola (1555) e de José de Anchieta (1583), destinadas

ao reino de Portugal, relatava: “[...] os indios, ao serem catequizados, adoecem, na maior
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parte, com escarro, tosse e febre, muitos cuspindo sangue, a maioria morrendo com deser¢ao
das aldeias” (ROSEMBERG, 1999, p. 7).

No periodo de transi¢do durante o Brasil Império, onde se iniciou as medidas
sanitarias, estabelecendo novas regras para os servigos de saude nas cidades, a doenga ja
estava conhecida como “praga dos pobres”. Estes doentes eram atendidos pelas Santas Casas
de Misericordia e posteriormente nos sanatorios e dispensdrios. Mas essa concepcao
humanitaria de assisténcia nao fez com que diminuisse as taxas de morbimortalidade da
doenga (MACIEL et al., 2012).

No século XIX, a tuberculose representou importante causa de mortalidade no Brasil,
descrevendo-se cerca de 700 obitos a cada 100.000 habitantes, acometendo particularmente
intelectuais e artistas, criando-se uma visao lirica da doenca. Esses tinham o desejo de contrair
a doenca, para que a mesma servisse de inspiracao; alguns foram a 6bito, como Casimiro de
Abreu e José de Alencar, fazendo com que encerrasse essa fase romantica e iniciasse a fase de
mal social (MACIEL et al., 2012; RIOS. 2009).

A Populagdo Privada de Liberdade (PPL), indigenas, populagdo moradora na rua,
profissionais de saide compde uma das subpopulacdes de alto risco para a TB, apresenta
dados preocupantes, uma vez que muitos estudos ja apontam elevada incidéncia de doenca
ativa em comparacdo a populagdo geral de varias partes do mundo. Essa populagdo estara
mais susceptivel se apresentar alguma condig¢do que afete sua resposta imunoldgica, tais como
infeccdo por HIV, silicose, insuficiéncia renal cronica, ser receptor de 6rgdo transplantado,

entre outras (BRASIL, 2011).

2.1.2 Panorama Global

No mundo, a tuberculose ¢ uma das 10 principais causas de morte e a principal causa
por um unico agente infeccioso, estando acima de HIV/Aids. Estima-se 10 milhdes de pessoas
adoeceram com tuberculose em 2019, nimero que vem diminuindo lentamente nos ultimos
anos. Entre 1,1-1,3 milhdes de pessoas HIV-negativas morreram de tuberculose e houve um
acréscimo de 208.000 mortes entre pessoas soropositivas. Homens com idade maior ou iguam
ha 15 anos representam 56%, mulheres 32% e criancas (< 15anos) 12%. Entre os afetados,
8,2% eram pessoas vivendo com HIV (WHO, 2020).

Um sério problema de saude publica continua sendo a resisténcia aos medicamentos
para o tratamento, onde 558.000 pessoas desenvolveram TB que era resistente a rifampicina,

droga de primeira escolha e altamente eficaz e, destes, 82% tinham MDR-TB. Estima-se que
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23% da populacdo mundial tenham uma infec¢do latente por TB e correm o risco de
desenvolver a tuberculose ativa durante a sua vida. Além desta situagdo de resisténcia, as
metas propostas pela OMS para o fim da TB até 2020 ainda estd muito aquém do esperado,
necessitando da diminui¢do das taxas de incidéncia, mortalidade entre outras (WHO, 2018;
WHO, 2020).

Enquanto nos ultimos sete anos percebeu-se um significativo aumento no diagnostico
e tratamento de novos casos, bem como na notificagdo aos 6rgaos responsaveis, percebe-se
que existem diversas lacunas persistentes (prevencdao e cuidado integrado e centrado no
paciente, politicas arrojadas e sistema de apoio relacionado ao componente social e
intensificacdo da pesquisa e inova¢do) que ainda tem que ser vencidas. Somente com o
comprimento dessas metas se obterd o fim da tuberculose como problema de saude publica e

pode marcar uma nova etapa no cenario do controle da doenga (BRASIL, 2017).

Figura 1 - Paises prioritarios de alta carga para TB, TB / HIV ¢ MDR-TB durante o periodo

2016-2020, e suas areas de sobreposicao
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Estimar os casos de tuberculose ¢ uma tarefa muito dificil e desafiadora para as
autoridades, devido ao alto indice de urbanizagdo, grande desigualdade social e diversidade
étnica e cultural. Desta forma, as notificagoes de casos de TB fornecem uma boa indicagao da

incidéncia de TB nos paises onde o servigo de vigilancia ¢ eficiente, demonstrando as taxas
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que dimensionam a real situacao da doenga, bem como o cuidado e o0 acesso aos servigos € 0s

casos de subnotificagao.

Figura 2 - Paises que tiveram pelo menos 100.000 casos incidentes de TB em 2019.
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Fonte: WHO (2020). Observagdo: (Os oito paises que estdo entre o primeiro e o oitavo em termos de nimero de casos, e que
responderam por dois ter¢os dos casos globais em 2019)

2.1.3 Panorama Nacional

Em 2019, foram diagnosticados 73.864 casos novos de TB, o que corresponde a um
coeficiente de incidéncia de 35,0 casos/100 mil habitantes, mostrando que esse coeficiente
aumentou nos ultimos dois anos. Cabe salientar que alguns Estados, como Rio de Janeiro,
Amazonas, Pard, Roraima e Acre, apresentam um dos os maiores coeficientes de incidéncia,
variando de 51 - 75 casos/100 habitantes. Quanto ao niumero de Obitos, o Brasil apresentou
desde 2010 uma variacao de 4.400 a 4.600, e o coeficiente de mortalidade, de 2,2 a 2,3 6bitos
por 100 mil habitantes (BRASIL, 2020).
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Figura 3 - Coeficiente de incidéncia de tuberculose geral e por faixa etdria (por 100 mil hab.).

Brasil, 2010 a 2019*

a Dados preliminares, sujeitos a alteragao.
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Fonte: Brasil (2020).

Figura 4 - Coeficiente de mortalidade por tuberculose (por 100 mil hab.). Brasil, 2009 a 2018"

a Dados preliminares, sujeitos a alteragdo.
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Em 2019, foi solidificado a confirmagdo laboratorial com a implementacdo do teste
rapido molecular para tuberculose (TRM-TB), sendo esse incorporado a baciloscopia e
cultura de escarro ja existente. Essa investigacdo laboratorial atingiu 72,2%, onde 37,7% dos
casos novos foram diagnosticados pelo TRM-TB, 30,4% tiveram acesso ao exame de cultura
e desses, 50,1% poderam realizar o teste de sensibilidade, conforme preconizado. A
propor¢ao de testagem para o HIV entre os casos novos de TB foi de 76,2% e 47,5% das
pessoas com a coinfeccado TB-HIV realizaram terapia antirretroviral (TARV) durante o
tratamento de TB. Os valores encontrados no tratamento diretamente observado (TDO) de
38,4% e o abandono de tratamento dos casos novos com confirmagdo laboratorial foram
11,2% (BRASIL, 2020).

Em um pais de dimensdo continental, se faz necessario adotar estratégias para o
enfrentamento da tuberculose e como consequéncia, a redugdo da incidéncia da doenga. Deve-
se planejar partindo da identificagdo de indicadores socioecondmicos associados ao
coeficiente de incidéncia da doenca e identificagdo de indicadores epidemioldgicos e

operacionais (BRASIL, 2011; BRASIL, 2019).

2.1.4 Panorama em Mato Grosso do Sul

No Estado de Mato Grosso do Sul, os indicadores epidemiologicos e operacionais da
TB demonstra que houve um total de 848 casos novos, um coeficiente de mortalidade de 2,0
/100 mil hab. (Brasil: 2,2), os casos novos de TB pulmonar confirmados por critério
laboratorial somam 74,2% (Brasil: 72,2), o exame de cultura de escarro entre 0s casos
pulmonares de retratamento foi de 35,8 (Brasil: 24,0), o teste de sensibilidade entre os casos
de retratamento de TB pulmonar com cultura positiva foi de 29,4% (Brasil: 50,1%) e a

testagem para HIV entre os casos novos foi de 80,8% (Brasil: 76,2%) (BRASIL, 2020).
2.2 Apresentagio da Tuberculose
2.2.1 Tuberculose Extrapulmonar (TBEP)
Dentro do panorama atual, as formas extrapulmonares da tuberculose, embora nao
representem fatores de risco no que diz respeito a transmissao da doenga, ganham cada vez

mais importancia, em virtude do aumento da sua incidéncia, seja nos paises desenvolvidos ou

ndo e da epidemia da AIDS. A maioria das formas extrapulmonares acontece em 6rgdos sem
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condi¢des oOtimas de crescimento bacilar, sendo quase sempre de instalacdo insidiosa e
evolugao lenta (CAPONE et al., 2006).

A maioria dos casos de tuberculose extrapulmonar existe como foco principal no
pulmao, que ap6s o M. tuberculosis penetrar no organismo pela via respiratéria, pode
disseminar-se e instalar-se em qualquer 6rgdo, seja durante a primo-infec¢do (quando por
condi¢des imunologicas ndo ha manifestacdo clinica da doenga) ou depois desta, a qualquer
momento, quando o hospedeiro perde a capacidade de manter o bacilo no seu sitio de
implantacao (FANLO, TIBERIO, 2007).

O diagnédstico destas formas torna-se dificil por varias razdes, principalmente pela
pobreza de bacilos que, quase sempre acompanha estes quadros, onde a confirmagio
bacteriologica ocorre somente em 25% doas casos. Outra dificuldade refere-se ao diagndstico
histopatologico, ja que a auséncia de granulomas em tecidos ndo exclui a possibilidade da
doenga e os exames de imagem trazem informagdes importantes, embora em nenhuma de suas
localizagdes haja padrdes radioldgicos especificos (BRASIL, 2008).

As apresentagdes extrapulmonares da tuberculose tém seus sinais e sintomas
dependentes dos 6rgaos e/ou sistemas acometidos. De acordo com o manual de controle da
TB do Ministério da Saude, os principais sitios da TBEP diagnosticados sdo: pleural,
linfatica/ganglionar, osteoarticular, geniturindria, intestinal, peritoneal, pericardica, SNC,
ocular e cutanea, embora praticamente qualquer local do organismo possa ser afetado pela
doenga (BRASIL, 2011; LOPES et. al., 2006).

No mundo (Figura 5), a tuberculose extrapulmonar (TBEP) representou 16% dos 7,1
milhdes casos, ja no Brasil, apresenta a taxa de 15,1%; variando de 2,1% no sistema nervoso,

4,9% miliar até 1,6% em outros 6rgaos (WHO, 2020; WHO, 2018).
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Figura 5 - Porcentagem de casos extrapulmonares entre casos novos e recidivos, em 2019
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Fonte: WHO (2020).

2.2.2 Formas Extrapulmonar da Tuberculose

e Pleural: E uma forma comum de tuberculose extrapulmonar, representando cerca de

20% dos casos, também os mais comuns em individuos HIV soronegativos e a
principal causa de derrame pleural. A pleura pode ser atingida pelo bacilo causador
da tuberculose por via hematogénica, podendo surgir também como manifestacao
de hipersensibilidade ao bacilo. Outra possibilidade do envolvimento pleural ocorre
quando, por via direta, um foco pulmonar caseoso rompe-se na cavidade pleural.
Manifesta-se através de febre, astenia e emagrecimento, dor tordcica do tipo
pontada, podendo ainda haver tosse seca persistente, irritativa e dispneia (GOMES,
2013; CAPONE et al., 2006; RAMIREZ-LAPAUSA, MENENDEZ-SALDANA,
NOGUERADO-ASENSIO, 2015).

Pericardica: Ocorre secundariamente a disseminagdo hematogénica. Na maioria dos
casos, a lesdo ocorre por contigiiidade, a partir de tuberculose dos ganglios
mediastinais ou mais raramente de um foco pulmonar adjacente.e ndo se associa a
tuberculose pulmonar. Geralmente ¢ acompanhada por tuberculose em outro local

tem apresentacdo clinica subaguda, apresentando como principais sintomas a dor
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toracica, tosse seca, dispneia podendo haver febre, emagrecimento, astenia e
tonteira. . Muitas vezes, a dor ndo se manifesta como a dor pericardica classica.
(BRASIL, 2011; RAMIREZ-LAPAUSA, MENENDEZ-SALDANA,
NOGUERADO-ASENSIO, 2015; CAPONE et al., 2006).

Ganglionar: E uma das formas mais frequente da tuberculose extrapulmonar em
pacientes HIV soropositivos, adultos jovens e criancas (RAMIREZ-LAPAUSA,;
MENENDEZ-SALDANA; NOGUERADO-ASENSIO, 2015). Atualmente, apesar
de haver excegdes, a forma ganglionar indica imunodeficiéncia, notadamente
relacionada a AIDS. A tuberculose ganglionar decorre da progressao dos focos
bacilares, com aumento subagudo, indolor e assimétrico das cadeias ganglionares
da cervical anterior e posterior, com leve predominio a direita e também a
supraclavicular. O quadro clinico costuma ser insidioso, com febre e
emagrecimento e a involucao espontanea ¢ frequente (BRASIL, 2011; LOPES et
al., 2006)

Urogenital: a tuberculose pode afetar principalmente o sistema urindrio, com
infecgdo direta no rim e/ou no trato urinario. E mais frequente em adultos jovens e
do sexo masculino, raramente ¢ acompanhada de acometimento pulmonar, porém,
de 8 a 10% dos pacientes com a forma pulmonar podem desenvolver a forma renal.
No sistema geniturinario, o rim, o epididimo e a prostata sdo os locais do inicio da
infec¢cdo, podendo os outros 6rgaos geniturindrios ser afetados por disseminagao
ascendente ou descendente. Normalmente, a doenga desenvolve-se a partir da
evolugdo de focos resultantes da disseminacao hemaética da primoinfec¢ao, que
permaneceram quiescentes por muitos anos (FANLO, TIBERIO, 2007; LOPES et
al., 2006).

Osteoarticular: considerada uma das mais antigas formas da doenga, onde mumias
egipcias e esqueletos incas apresentavam lesdes atribuidas ao bacilo de Koch
(CAPONE et al., 2006). E mais comum em criangas (10% a 20% das lesdes
extrapulmonares na infancia) ou em pessoas na faixa etaria de 40-50 anos
(GOMES, 2013; BRASIL, 2011). A invasao Ossea pelo bacilo ocorre por via
hematogénica, comprometendo principalmente as vértebras, metafises dos 0ssos
longos e grandes articulagdes (quadril, joelho e tornozelo). A destrui¢do do disco

intervertebral, o envolvimento do corpo vertebral e a formagao de abscesso frio
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caracterizam a espondilite tuberculosa, também chamada “Mal de Pott” (CAPONE
et al., 2006).

e Sistema Nervoso Central: E responsavel por 3% dos casos de TB em pacientes HIV
soronegativos e por até 10% dos casos em pacientes HIV soropositivos (BRASIL,
2011). E a forma mais grave da doenca, seja no que diz respeito a morbidade e a
mortalidade. Inclui o acometimento das meninges, do parénquima cerebral e da
medula espinhal. Quase sempre ¢ o resultado da dissemina¢do hematica de bacilos
a partir de foco localizado em outra parte do corpo. O prognostico destas formas
esta estritamente relacionado com a precocidade do diagnostico e instalacao
adequada do tratamento (CAPONE et al., 2006).

e Entérica: Embora bastante raro, ocorre principalmente no intestino, resultante da
disseminagdo via hematogénica ou da degluti¢ao de escarro rico em bacilos. Com o
advento da pasteurizacdo, tornou-se erradicado a tuberculose transmitida por via
digestiva, principalmente do Mycobacterium bovis, que desempenhava papel
importante na patogenia da doenca. Clinicamente, a evolucao costuma ser insidiosa,
embora possa adquirir carater agudo em consequéncia de obstrucdo ou de
perfuragdo intestinal (CAPONE et al., 2006; LOPES et al., 2006).

e (Cutanea: Em sua grande maioria, ¢ uma manifestacdo secundaria da doenca,
podendo haver uma variagdo de 0,06-2,4% do niimero de consultas médicas em
dermatologia, de acordo com vdrias séries publicadas. Dependendo do estado
imunologico do paciente, pode-se apresentar como: ulceras, vegetacoes, nodulos e
hiperceratose, podendo ser divididas em trés grupos: formas multibacilares,
paucibacilares e reativas (LOPES et al., 2006).

e Outras Formas: também a tuberculose pode se localizar de outras formas: ocular,

laringea, entre outras.

2.3 Diagnostico da Tuberculose

A tuberculose pode acometer uma série de 6rgaos e/ou sistemas, como ja descrito. A
forma pulmonar ¢ a mais frequente e a mais relevante para a saude publica, pois os casos
baciliferos, sdo responsaveis pela manutengao da cadeia de transmissao. Pode se apresentar na

forma pulmonar como primaria, poOs-primaria (ou secunddria) ou miliar ¢ na forma
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extrapulmonar, onde seus sinais e sintomas dependem dos 6rgdos e/ou sistemas acometidos
(BRASIL, 2011).

Apesar dos intensos esforcos dos 6rgdos envolvidos no controle da tuberculose, ha
tempos verifica-se que os numeros de casos nao reduzem. Segundo a Organizacao Mundial de
Saude, um laboratdrio local pode realizar de 2 a 20 baciloscopias/dia e atender uma populagdo
de 100.000 habitantes e, ¢ necessario ao menos um laboratdério que realize cultura para uma
area com populacdo de 500.000 habitantes. A cultura e o teste de sensibilidade serdo
realizados pelo laboratério de referéncia, porém se faz necessario uma integragdo com 0s
laboratérios locais, enviando as amostras o mais rapido possivel (BRASIL, 2008).

O diagnostico em fase precoce da tuberculose ¢ de suma importancia para o inicio do
tratamento, refletindo diretamente no controle individual da doenca e, consequentemente, para
acoes de satde publica voltada a preven¢ao da transmissao da tuberculose (CHENG; YEW;
YUEN, 2005). Poder contar com laboratorios de microbiologia clinica capazes de identificar
rapidamente as micobactérias por meio de microscopia e cultura podem elucidar a suspeita
clinica. A despeito do exame de escarro ser rapido e custo-efetivo, tem baixa sensibilidade e
especificidade, particularmente em amostras paucibacilares, e a cultura, embora seja
considerado o padrdo-ouro em razdo de sua alta sensibilidade, requer varias semanas para

produzir um resultado (LAWN; ZUMLA, 2011).

2.3.1 Baciloscopia

A baciloscopia, que consiste na pesquisa de Bacilo Alcool-Acido Resistente (BAAR)
em um esfregaco de amostra clinica e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, ¢ um método de
simples execucao e continua sendo importante no diagnostico da tuberculose, por ser de baixo
custo e capaz de detectar os sintomaticos respiratorios ¢ também a presenca do M.
tuberculosis em materiais de provaveis sitios da doenga. Essa técnica visa detectar os casos
infecciosos de tuberculose pulmonar, para acompanhar a eficicia do tratamento através da
redugdo bacilar e/ou negativacdo do escarro, porém, apresenta uma baixa sensibilidade
quando comparada com a cultura.

A baciloscopia direta deve ser solicitada aos pacientes que apresentem:

e critérios de defini¢dao de sintomatico respiratorio (exame de escarro);

e suspeita clinica e/ou radiologica de TB pulmonar, independentemente do tempo de
tosse (exame de escarro); * suspeita clinica de TB extrapulmonar (exame em materiais

bioldgicos diversos) (BRASIL, 2011).
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A coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen segue os passos, conforme demonstrados

na Figura 6.

Figura 6 - Etapas da coloracao de Ziehl-Neelsen

Fonte: BRASIL (2001).

Observe que:

* na etapa 1, adiciona-se a fucsina sobre o esfregaco previamente fixado;

* na etapa 2, faz-se o aquecimento até a emissdo de vapores, por trés vezes, para
facilitar a penetragao da fucsina;

* na etapa 3, derrama-se o corante na pia e lava-se o esfregaco com agua;

* na etapa 4, faz-se a descoloracao com alcool-acido e lava-se o esfregago com agua.

Apenas os BAAR presentes no esfregaco reterdo a fucsina;

* na etapa 5, adiciona-se azul de metileno;

* na etapa 6, lava-se o esfregaco com agua e faz-se a leitura.

Se houver BAAR na amostra eles ficardao vermelhos devido a retencao da fucsina e
serdo visualizados microscopicamente. O fundo azul no esfregaco faz o contraste para essa
visualizacdo (BRASIL, 2001).

Para todas as amostras clinicas extrapulmonares ou pulmonares que nao escarro deve
ser feita a baciloscopia para pesquisa de BAAR (exceto sangue e medula 6ssea), sendo
obrigatoria a realizacdo da cultura ou mesmo fazer o uso de testes moleculares. Apesar de

essa técnica ser essencial, atualmente ¢ insuficiente diante do aparecimento de cepas
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multirresistentes e de formas caracteristicas de apresentagdo da tuberculose no hospedeiro,
induzidas pela presenca concomitante do virus HIV, que potencializa a agressividade e o
poder destrutivo das micobactérias (BRASIL, 2013; BRASIL, 2008).

Sendo assim, para essas amostras extrapulmonares e outras pulmonares que nao
escarro, se faz necessario a utilizacao da cultura, por ser um método mais sensivel, colocar em
evidéncia os bacilos viaveis presentes em escassa quantidade, permite também a identificagao
das espécies, a realizacao do teste de sensibilidade e possibilitard posteriores desdobramentos
técnico-cientificos mais sofisticados, como a tipificacdo dos bacilos (BRASIL, 2001;
BRASIL, 2008).

Para todas as amostras clinicas extrapulmonares e pulmonares que ndo seja escarro,
deve ser feita a baciloscopia para pesquisa de BAAR (exceto sangue e medula 6ssea), sendo
obrigatoria a realizacdo da cultura. Para essas amostras clinicas citadas, a baciloscopia, na sua
grande maioria tem como resultado negativo. O LACEN/MS realiza a baciloscopia de todas
as amostras, conforme preconizado pelos manuais do Ministério da Satide (BRASIL, 2013),
porém, como nao era objetivo deste trabalho, ndo foi avaliada a presenca de BAAR nas
amostras, para nao correr o risco de insuficiéncia de material para semeadura nos trés meios

de cultura.

2.3.2 Cultura

A primeira medida que se faz necessario para a adogdo de tecnologias mais avangadas
¢ a ampla utilizagdo do método de cultura, que possibilitard posteriores desdobramentos
técnico-cientificos mais sofisticados, como a tipificacdo dos bacilos, a resisténcia bacilar, bem
como a realizagdo de varias técnicas moleculares (BRASIL, 2008).

A maioria dos casos de tuberculose ¢ a forma pulmonar e, para esse material a cultura
é capaz de detectar de 10 a 100 bacilos cultivaveis por mililitros de escarro. E o método de
referéncia (padrao-ouro), podendo adicionar 20% de casos ndo confirmados pela baciloscopia.
Para que isso ocorra, deve-se investir na capacitagao para melhorar a competéncia técnica dos
profissionais, da organizacdo e geréncia dos gestores municipais; responsaveis diretos pelo
controle da tuberculose e, principalmente, da vontade politica (BRASIL, 2008).

A cultura ¢ um método de elevada especificidade e sensibilidade no diagnostico da TB
e diante dessa capacidade, segundo as normas do PNCT devem ser realizadas para:

a) sintomaticos respiratérios com suspeita de TB e baciloscopia repetidamente

negativa;
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b) casos suspeitos de TB com amostras paucibacilares e/ou dificuldades de coleta da
amostra (criangas, populacdes indigenas);

¢) casos suspeitos de TB extrapulmonar e pulmonar que nao escarro;

d) pacientes portadores do HIV;

e) pacientes com indicagdo de retratamento apds faléncia ao esquema I, TB
multirresistente (TBMR) e recidiva da doenca ou reinicio de tratamento apds
abandono;

f) casos suspeitos de infec¢des causadas por MNT;

g) casos suspeitos que vivem em instituicdes fechadas;

h) estudos epidemioldgicos como atividades de vigilancia, para determinar a
prevaléncia da resisténcia (BRASIL, 2013).

Os métodos classicos para cultura de micobactérias utilizam técnicas de semeadura da
amostra em meios de cultura solidos. Os meios de cultura mais comumente utilizados sdo os
solidos a base de ovo, Lowenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh. Tém a vantagem de serem os de
menor custo ¢ de apresentarem um indice de contaminagdo menor. A desvantagem do meio
solido ¢ o tempo de deteccao do crescimento bacteriano que varia de 14 a 30 dias, podendo se

estender por até oito semanas (BRASIL, 2008).

2.3.2.1 Pré-tratamento das amostras

As amostras, quando provenientes de sitios ndo estéreis, como o escarro, urina,
secre¢oes, lavado bronquico, lavado gastrico e fragmento de tecido cutaneo, se fazem
necessario realizar um tratamento nas mesmas. J4 as amostras consideradas nao contaminadas
sao aquelas provenientes de sitios estéreis, tais como: LCR, liquidos (pleural, sinovial,
peritonial, pericardico), fragmentos de oOrgdos, sangue e medula Ossea, ndo ¢ necessario
descontaminar. Esse tratamento se faz quanto ao uso ou nao de centrifugacao e/ou maceracao
(BRASIL, 2008).

Para amostras ndo estéreis, utiliza-se agentes quimicos (acidos, bases) que liberam as
micobactérias do muco e da fibrina (fluidificando) ou dos tecidos em que estdo incluidos,
homogeneizando a amostra clinica e eliminando outros microrganismos da amostra, fazendo
que ndo ocorra competicdo pelos nutrientes contidos nos meios de cultura. A escolha do
agente fluidificante-descontaminante ¢ do meio de cultura esta relacionada com o tipo de
amostra clinica, normalmente sendo utilizado na rotina o Hidréxido de Sédio (NaOH), N-

acetil-L-cisteina (NALC) e Acido Oxalico (BRASIL, 2008).
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2.3.2.2 Método Lowenstein-Jensen

O meio foi descoberto pelo patologista austriaco Ernst Lowenstein (1878-1950) e do
quimico dinamarqués Kai Arne Jensen (1908-1992) apresenta na sua composi¢ao os seguintes
elementos: fosfato monopotassico anidro, sulfato de magnésio, glicerol, 4gua destilada, ovos
frescos e solugdo aquosa de verde malaquita Inocula-se 0,2 mL do material clinico tratado no
tubo contendo meio de LJ. A incubagdo deve ser feita em estufa 37° C, mantendo os tubos na
posi¢ao horizontal com as tampas semiaberta, ou seja, um pouco desrosqueadas até que o

indculo esteja seco e depois colocar na vertical e apertar as tampas (BRASIL, 2013).

Figura 7 - Meio Lowenstein-Jensen

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

As culturas devem ser observadas duas vezes nas duas primeiras semanas € uma vez
nas semanas seguintes até completar oito semanas. Deve-se anotar a pigmentagdo e
quantidade das colonias, bem como a presenc¢a de fungos e outras bactérias e a apresentacao
de mais de um tipo de coldnias de micobactérias. Havendo crescimento, faz-se uma lamina
para baciloscopia, para confirmar a presenca de BAAR e da presenca de corda ou grumos

aglomerados lineares, caracteristico de M. tuberculosis (BRASIL, 2013).
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2.3.2.3 Método Ogawa-Kudoh

O meio foi descrito, inicialmente por Kudoh e Kudoh (1974) e apresenta na sua
composi¢do os seguintes elementos: fosfato monopotassico anidro, citrato de magnésio,
glutamato de sodio, glicerol, 4gua destilada, ovos frescos e solugdo aquosa de verde malaquita
a 2%, sendo levemente acidificado pH 6,4 (BRASIL, 2008).

Esse método ¢ recomendado para a utilizagdo em laboratorios de menor complexidade,
pois ndo requer o uso de centrifuga, ¢ de execucao simples, rapida e facil. Utiliza-se 0 NaOH
4% como agente descontaminante, sendo indicado para amostras de escarro espontaneo. Para
amostras paucibacilares, ndo foi encontrado publicacdes demonstrando resultados que
comprovem sua eficiéncia.

Utiliza swab de algodao que, apos ser embebido na parte purulenta do escarro ou em
outras amostras ndo estéreis, ¢ colocado em NaOH 4% por até dois minutos. O material ¢

semeado espalhando com o swab sobre a superficie do meio.

Figura 8 - Fluxograma de semeadura no meio Ogawa-Kudoh

Até 2 minutos

Semear em zigue=zague
na superficie do meio OK

©

Meio OK

Escarro (parte purulenta)+ Swab Swab em NaOH 4%

Fonte: BRASIL (2008).

A incubacao ¢ a 37°C em estufa, examinando as culturas duas vezes nas duas
primeiras semanas € uma vez nas semanas seguintes, até completar oito semanas, anotando o
nimero e a pigmentacdo das coldnias. O processo de analise ¢ semelhante ao LJ, anotando
pigmentacao, quantidade das colonias, presenca de contaminantes e at¢ mesmo outras
micobactérias. Apos toda essa analise, realiza-se a baciloscopia para confirmar a presenca de

BAAR e da presenca de corda ou grumos aglomerados lineares (BRASIL, 2013).
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A partir da confirmacdo de BAAR, realiza-se o teste rapido imunocromatografico, que
detecta o antigeno especifico de Mycobacterium tuberculosis MTP64, para confirmagdo do
complexo Mycobacterium tuberculosis. Na falta do referido teste, semeia-se a amostra
positiva no meio de Lowestein-Jensen com acido—nitrobenzoico, testando sua sensibilidade.
Se ndo houver crescimento, considera-se sensivel, sendo o resultado positivo para o complexo
do M. tuberculosis e se houver crescimento o resultado ¢ positivo para MNT (micobactéria
nao tuberculose).

A partir de 1999, o LACEN/MS passou a produzir o meio solido OK e fornecé-lo aos
laboratérios do interior do Estado de Mato Grosso do Sul. Inicialmente, visava atender a
populacdo indigena sul-mato-grossense, com suspeita de tuberculose, passando a ser realizada
no Hospital Porta da Esperanga (Dourados/MS), onde funcionava o servigo de referéncia para
essa populacdo, contribuindo entre os anos de 1999 a 2001 no aumento de 34% o nimero de
casos de tuberculose diagnosticados (CUNHA, 2014).

O LACEN/MS tem como uma de suas metas, promover a descentralizacdo para os
municipios, dos servicos ¢ as acdes em saude relativas ao diagnostico da tuberculose e o
método de OK, devido a sua praticidade e facilidade, foi descentralizado e vem sendo
executado a semeadura das amostras nos laboratdrios municipais.

Nas localidades onde possuem estufa, as amostras permanecem até o inicio do
crescimento e, depois sdo enviadas a0 LACEN/MS para identificagdo e teste de sensibilidade,
caso necessario. Em localidades sem estufa, semeiam-se as amostras e sdo enviadas ao
LACEN/MS, para posterior crescimento. Essa atividade favoreceu enormemente a expansao
da realizacdo das culturas, beneficiando os suspeitos com a cultura para micobactérias,

subsidiando os profissionais médicos no diagnostico (BRASIL, 2011; BRASIL, 2008).
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Figura 9 - Meio Ogawa-Kudoh

d s

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pessoal

2.3.2.4 Método MGIT 960® (Mycobacteria Growth Indicator Tube - Becton & Dickinson)

Com o avango tecnologico, surgiu o MGIT960® (Mycobacteria Growth Indicator
Tube - Becton & Dickinson) e, no ano de 2005, foi registrado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - Anvisa, passando a ser utilizado pelo LACEN/MS.

Trata-se de um método totalmente, método totalmente automatizado e ndo
radiométrico, considerado padrdo ouro, pois, além de demonstrar performance similar ao
método de proporgdes, permite conhecer o resultado em tempo médio de sete dias. Apresenta
elevada concordancia entre a performance do MGIT960® e os trés métodos, até entdo
considerados de referéncia para o diagnostico de tuberculose e para aquelas cepas resistentes
(GIAMPAGLIA et al., 2007). O MGIT 960® esta validado e aprovado pela Anvisa para os
seguintes farmacos: estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol (BRASIL, 2011).

O sistema comercial BBL™ MGIT™ (Mycobacteria Growth Indicator Tube), de
leitura tanto manual como automatizada consiste em um meio liquido (Middlebrook 7H9),
acrescido de antibidticos e enriquecimento de suplementos, acondicionado em um tubo
contendo um sensor fluorescente sensivel ao oxigénio, composto de ruténio pentahidratado
em uma base de silicone (BRASIL, 2008).

A preparagdo dos meios de cultura MGIT e a realiza¢do do teste de sensibilidade aos
farmacos (TS) seguem as instru¢des do fabricante, consistindo no preparo de um tubo de

MGIT com PNB e quatro tubos com as drogas SIRE (S=SM, I=INH, R=RMP ¢ E=EMB).
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Diariamente o aparelho BACTEC MGIT 960 (Figura 10), através da fluorescéncia, indica os
resultados de resisténcia e sensibilidade das drogas a cada isolado bacteriano testado

(BRASIL, 2008).

Figura 10 - MGIT 960® (Mycobacteria Growth Indicator Tube - Becton & Dickinson

| |-y

BACTEC =
MGIT 960 g BD

@ 2 m

Pt

Fonte: Arquivo pessoal Fonte: Arquivo pés‘soal

2.3.3 Genexpert

Vistos os empecilhos no diagnostico da TB, em tempos recentes, aten¢do tem sido
dedicada a amplificacdo de 4acidos nucleicos como ferramenta diagndstica devido a sua
rapidez, sensibilidade e especificidade. Um dos mais recentes, o GeneXpert, utiliza um real-
time semi-nested PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) para sequenciar o gene rpoB do
MTB e, juntamente, determinar resisténcia a Rifampicina, feito de forma automatizada com
resultado em duas horas. Em um estudo recente, em 521 amostras de sitios extrapulmonares, o
GeneXpert (Figura 11) mostrou uma sensibilidade de 77,3% e uma especificidade 98,2%
(HILLEMANN, et al., 2011).
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Figura 11 - GeneXpert

GeneXpert,

£

Cepheid.

Fonte: Arquivo pessoal. Fonte: Arquivo pessoal.

2.4 Acuracia dos métodos de cultivo nos meios LJ, OK e MGIT para amostras de escarro

Diversos estudos foram conduzidos demonstrando a eficiéncia do método Ogawa-
Kudoh, tendo como material clinico exclusivamente o escarro. Teve inicio com o trabalho
intitulado: “Uma técnica simples para cultivar bacilos da tuberculose”, onde se realizou um
estudo comparativo entre o método Ogawa e o método Lowenstein-Jensen (recomendado pela
OMS), em que das 512 amostras de escarro, verificou-se que o cultivo no OK apresentou
eficacia comparavel ao recomendado pela OMS, tendo a vantagem da execu¢ao mais facil e
por ndo necessitar de estrutura laboratorial (KUDOH; KUDOH, 1974).

Segundo Takao et al. (2005), no trabalho com o objetivo de avaliar a utilizagdo dos
métodos de cultivo de escarro, no diagndstico da tuberculose pulmonar, utilizando 459
amostras de escarro, concluiu que os métodos avaliados (Petroff, Petroff-R e 0O-K)
apresentaram eficicia de isolamento de micobactérias. A comparacdo de positividade e no
processo de descontaminacdo das amostras, para o isolamento de M. tuberculosis e
micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis ndo mostrou diferenca estatistica
quando comparado ao padrao ouro Petroff.

Outro estudo realizado recentemente comparou o desempenho do método de OK ao de
Petroff modificado no diagnostico da tuberculose pulmonar. Foram analisadas 205 amostras
de escarro com suspeita clinica ou controle de TB atendidos em um hospital publico. Os
autores concluiram ndo haver discordancias significativas entre os métodos, tanto nas
comparagoes de pares de resultados (p=0,549), como na taxa de contaminacao das culturas

(p=0,065). O grau de concordancia das técnicas foi considerado excelente (K=0,877), e 0 OK
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em relagdo ao Petroff modificado, apresentou 90,4% de sensibilidade, 96,6% de
especificidade, 94,3% de valor preditivo positivo e 94,2% de valor preditivo negativo
(COSTA et al., 2018).

Em outro estudo mais amplo, com a finalidade de cooperagdo, envolvendo quatro
Estados e quatro grupos de pesquisadores, analisaram o método de cultura OK, em duas fases,
sendo a primeira, comparando OK com LJ com 569 amostras e a segunda com 19.163
amostras de quatro Estados brasileiros (Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul). A primeira fase apresentou sensibilidade de 94,8% e especificidade de 99,8%
e, na segunda fase, houve um incremento em 29,8% nos casos de baciloscopia negativa,
indicando que a cultura de OK deve se tornar um padrdo para o diagndstico de TB nessas
regioes (PALACI et al., 2013).

O uso do método OK no LACEN/MS iniciou-se em 1999, sendo utilizado em
populacdo indigena e, posteriormente, contemplar populagdes remotas, sob alto risco de
adoecimento e para municipios prioritarios, tanto para amostras pulmonares e
extrapulmonares, possibilitando o diagndstico precoce de casos suspeitos, permitindo
descartar suspeitas das doengas e proporcionando a realizagdo de testes de sensibilidade
(CUNHA et al., 2014; CUNHA et al., 2018).

Estudo realizado com o objetivo de verificar o desempenho dos meios de cultura
Ogawa-Kudoh (OK) e mycobacteria growth indicator tube (MGIT — Becton & Dickinson),
sendo as amostras semeadas nos dois meios. Das 490 culturas realizadas, 45 (9,2%) foram
positivas no meio OK e 58 (11,8%) no MGIT. O percentual de contaminagdao do meio OK foi
1,2% e 0,2% no MGIT. O acréscimo ao diagnostico pela cultura no OK foi de 11 (17,7%) e
no MGIT de 20 (28,2%). Sendo assim, concluiu-se que a concordancia/confiabilidade dos
resultados foi de 95,2% (n=483), apesar de constatar que o meio MGIT apresentou melhores
resultados em relacdo ao percentual de positividade, a rapidez no diagnostico, a taxa de
contaminagdo e ao acréscimo do diagnodstico da cultura, quando comparado com o meio OK
(PEDRO et al., 2011).

Ressalta-se que existem apenas seis estudos de escala relativamente pequena na
literatura internacional, que avaliaram o método OK, comparando-o com o LJ (KOTHADIA,
SENGUPTA, 1982; JASPE et al., 2009; RIVAS et al., 2010; PALACI et al., 2013;
JOBARTEH et al., 2016; COSTA et al., 2018). Esses estudos foram realizados na Venezuela,
Brasil, Gambia, Uruguai e [ndia, todos eles em amostras de escarro e, em todos os estudos,
ambos os métodos apresentaram um rendimento diagndstico semelhante (FRANCO-

SOTOMAYOR et al., 2020).
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Todos os estudos também concordaram que o método OK para cultivar micobacteria ¢
barato, facil de executar, mesmo em locais com pouca estrutura laboratorial e que deve
substituir o LJ (KOTHADIA; SENGUPTA, 1982). No entanto, a maioria dos estudos foi
realizada com um numero relativamente pequeno de amostras de escarro ou com baixa
positividade, como o realizado no Uruguai (784 amostras e 25 positivas para o M.
tuberculosis) (RIVAS et al., 2010).

Apenas um estudo em larga escala, comparou o método OK com o LJ em 2.287
amostras pulmonares e 685 extrapulmonares em um universo com 20% de positividade para o
M. tuberculosis, com uma amostra de cada paciente. A positividade em um ou ambos os
métodos foi 24,6% (718 / 2.915) onde 685 (95,5%) foram detectados pelo método LJ e 698
(97,4%) pelo método OK, com rendimento significativamente maior para o OK (FRANCO-
SOTOMAYOR et al., 2020).

Entre 625 pacientes com tuberculose pulmonar, foram diagnosticados pelo LJ 604
(96,6%) e 614 (98,2%) pelo OK, com diferenca significativa (p 0,002). No que diz respeito as
amostras clinicas extrapulmonares 93/685 foram positivas, onde o método LJ diagnosticou
88,2% (82/93) e o OK diagnosticou 90,3% (84/93), sem diferenga significativa entre os
métodos (p 0,668) (FRANCO-SOTOMAYOR et al., 2020).

Os autores concluiram que o método OK detectou a presenca de M. tuberculosis em
40,7% das amostras, apds duas semanas de incubagdo, enquanto nenhum crescimento foi
observado no LJ, a taxa de contaminacdo pelo método O-K ficou abaixo de 10% previstos, a
quantidade de material para o OK ¢ oito vezes menor, sem prejuizo na positividade. O método
OK também ¢ adequado para laboratorios tradicionais com alto volume de amostras, aliviando
a carga de trabalho, eliminando a demorada etapa da centrifugacdo e acelerando o diagnostico
em mais de duas semanas, para a maioria das amostras (FRANCO-SOTOMAIOR et al.,
2020).

A simplicidade do método O-K permite o cultivo rapido e seguro sem a presenga de
uma estrutura de laboratorio, sendo adequado para areas rurais e em paises com populagdes
negligenciadas e com alto risco de tuberculose (ROMERO-SANDOVAL et al., 2007; MAES
et al., 2008; FRANCO-SOTOMAYOR et al., 2019). Este método passou a ser o unico
utilizado no Equador, na rotina de todos os laboratorios de TB a partir dos achados de Franco-
Sotomayor et al. (2020).

No Brasil, um tnico estudo realizado por Boffo et al. (2000), em 102 amostras clinicas
de sitios extrapulmonares de 74 pacientes com AIDS, foi na cidade de Rio Grande/RS, com

objetivo de enfatizar a importancia do diagndstico da tuberculose extrapulmonar. Os materiais
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analisados foram: bidpsia hepatica, bidpsia ganglionar, liquido ascitico, aspirado de medula
Ossea, biopsia de medula 6ssea, biopsia de pele, bidpsia de ndédulo em membro inferior,
liquido de abcesso anorretal, macerado de lesdo de pele, urina e liquido sinovial.

A positividade na cultura em OK foi 12,7%, incluindo bidpsia ganglionar, biopsia
hepatica, liquido ascitico e liquido pleural, sendo que o melhor rendimento observado foi para
a bidpsia ganglionar. Os autores concluiram que a cultura foi o método de eleicdo para o
diagnostico da forma extrapulmonar de tuberculose. No entanto, tratava-se de um estudo
pequeno e nenhum outro foi realizado, apontando a eficacia do método OK para diagndstico
da tuberculose extrapulmonar (BOFFO et al., 2000).

Frente as inumeras vantagens do método de OK para diagndstico da tuberculose, ¢
importante destacar esta investigagdo em nosso meio, especialmente para o diagndstico da
tuberculose em materiais paucibacilares, incluindo extrapulmonares, além de compara-los ao

desempenho dos métodos de LJ e MGIT.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Analisar o desempenho do método Ogawa-Kudoh em comparagdo com os métodos
Lowenstein-Jensen e MGIT para diagndstico da tuberculose pulmonar e
extrapulmonar em materiais paucibacilares recebidos pelo Laboratério Central de

Satde Publica de Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar a positividade das culturas de micobactérias por métodos e por tipo de
material biologico semeado;

e Avaliar sensibilidade, especificidade, acurécia, valor preditivo positivo e negativo,
considerando Lowenstein-Jensen e MGIT como referéncia;

e Analisar a concordancia entre os métodos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Modelo, local e periodo de estudo

Estudo transversal, conduzido no LACEN/MS, para o diagnostico da tuberculose em

Mato Grosso do Sul, no periodo de fevereiro de 2017 a marco de 2018.

4.2 Populacio do estudo e abrangéncia

Todas as amostras de suspeitos de TB que chegaram ao LACEN/MS, que cumpriram
os requisitos do servico de triagem e foram encaminhados ao setor de micobacteriologia. Para
o estudo, foram incluidas todas as amostras, exceto escarro, oriundas dos servigos de saude,
independente da quantidade de material, forma de coleta, armazenamento, transporte e tempo
transcorrido desde a coleta do material. Nao foram incluidos os materiais insuficientes para

semeadura em pelo menos um dos trés meios de cultura.

4.3 Definicio adotada para as amostras do estudo

Amostras paucibacilares foram consideradas aquelas oriundas de material pulmonar,
mas coletada através de procedimentos hospitalares, além das amostras de sitios

extrapulmonares.

4.4 Procedimentos para a pesquisa de BAAR, descontaminacio, semeadura, incubacio

e leitura das amostras

Para a realizacdo de cada uma das etapas, foram utilizados os Procedimentos
Operacionais Padrao (POP) elaborados pelo LACEN/MS, levando em consideracdo as
recomendacdes do Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras

Micobactérias (BRASIL, 2008), conforme pontuados abaixo:
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4.4.1 POP para pesquisa de BAAR em amostras paucibacilares

— as amostras que forem de sitios estéreis, fazer o esfregaco ou “imprint” e aguardar
secar em temperatura ambiente. Para as amostras que necessitarem do processo de
descontaminacdo através de Petroff ou NaOH 4%, realiza-lo primeiramente e
colocar 2 gotas do sedimento no centro da ldmina, preparar um esfregaco com a
ponta da pipeta e realizar a coloracdo de Ziehl-Neelsen, conforme descrito no item

2.3.1.

4.4.2 POP para descontaminagdo

— somente foi utilizado para amostras de sitios ndo estéreis, utilizando agentes quimicos
para homogeneizar a amostra clinica e eliminar outros microrganismos da mesma.
Realizou-se o Petroff para semeadura nos meios LJ e Middlebrook 7H10 (meio
liquido). Para semear no meio OK, utilizou-se Hidroxido de So6dio (NaOH) 4%.

e Petroff
— transferir a amostra para o tubo de centrifuga e adicionou o0 mesmo volume de
solugdo de NaOH 4%, homogeneizando vigorosamente;
— deixou 15 min a temperatura de 37°C e adicionou o mesmo volume de agua
destilada estéril;
— gotejou a solugdo neutralizante até mudar a cor de rosa para amarelo ambar;
— centrifugou a 3.000 rpm por 15 minutos, desprezou o sobrenadante e
homogeneizou o sedimento, estando pronto para semeadura (BRASIL, 2013).
e Hidroxido de Sodio (NaOH) 4%
— em um tubo contendo 3 ml de NaOH 4%, com auxilio de um swab, imergiu
na amostra a ser pesquisada Mycobacterium tuberculosis e deixou em
repouso por 2 min. Estando pronto para realizar a semeadura apds esse

tempo, nao podendo extrapolar.

4.4.3 POP para semeadura

— nem todas as amostras puderam ser semeadas em todos os meios de cultivo, pois

algumas possuem restricdes, tais como: sangue ¢ amostras de medula, e ndo podem

ser semeadas no MGIT (BRASIL, 2013).
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e Cultura em Lowentein-Jensen (LJ):

— amostras oriundas de sitios estéreis foram semeadas de forma direta.
Enquanto as amostras que passaram por descontaminagdo pelo método
Petroff, o sedimento foi previamente homogeneizado, e, entdo, 0,2 ml da
amostra foram inoculadas em meio solido (LJ).

e Cultura em MGIT: Mycobacteria growth indicator tube (Becton & Dickinson):

— seguiu-se a orientacdo do fabricante, inoculando 0,5 mL do material tratado
no tubo com o meio juntamente com 0,8 mL do suplemento para estimular o
crescimento (acompanha o kit) e solugdo de antibidticos para inativar outras
bactérias (acompanha o kit);

e Cultura em Ogawa-Kudoh:
— apos aguardar dois minutos imerso em NaOH 4%, pressionou o swab contra
a parede do tubo para remover o excesso de reagente, realizou-se a
semeadura com o proprio swab de maneira a distribuir o material sobre a
superficie do meio, mediante movimentos rotatérios e em ziguezague de

maneira a espalhar bem o indculo.

4.4.4 POP para incubagao

e Lowentein-Jensen:

— o material foi incubado em estufa a 37°C, mantendo os tubos na posi¢ao
horizontal, com as tampas um pouco desrosqueadas até que o inoculo esteja seco
e, depois, os tubos foram colocados na vertical e as tampas apertadas, por até
0ito semanas.

o MGIT: Mycobacteria growth indicator tube (Becton & Dickinson):

— o material foi incubado no BACTEC MGIT960, aguardando periodo méximo de
42 dias. Apds a incubacdo dos tubos no equipamento, a leitura foi realizada
automaticamente e os tubos positivos sdo indicados no visor e na parte frontal da
gaveta do equipamento e caso tenha dado alguma mensagem de erro, também ¢

informado nesses locais (BRASIL, 2008).
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e Ogawa-Kudoh:
— o material foi incubado em estufa a 37°C, mantendo os tubos na posi¢do
horizontal, com as tampas um pouco desrosqueadas até que o inoculo esteja

secos e depois colocados na vertical e apertar as tampas, por até oito semanas.

4.4.5 POP para leitura e interpretacao dos resultados

¢ Lowentein-Jensen:

— examinaram-se as culturas duas vezes nas duas primeiras semanas € uma vez nas
semanas seguintes até completar oito semanas. Anotou-se o numero e a
pigmentacao das coldnias, observando a presenca de contaminantes (fungos e
outras bactérias) e a presenca de mais de um tipo de coldnias de micobactérias
(BRASIL, 2013)

o MGIT: Mycobacteria growth indicator tube (Becton & Dickinson):

— o meio contém um composto fluorescente, que ¢ sensivel a presenca do oxigénio
dissolvido no meio. Os microrganismos respirando ativamente no meio
consomem 0 0xigénio 0 que ocasiona a emissao da fluorescéncia e sua detecgao
pelo equipamento, feito de forma automaética pelo software do sistema.

e Ogawa-Kudoh

— examinaram-se as culturas duas vezes nas duas primeiras semanas € uma vez nas
semanas seguintes até completar oito semanas. Anotou-se o numero e a
pigmentacao das coldnias, observando a presenca de contaminantes (fungos e

outras bactérias) e a presenca de mais de um tipo de coldnias de micobactérias

(BRASIL, 2013).

4.5 Organizacao e analise dos dados

Os resultados de cada amostra foram lancados em planilha Excel para avalia¢do das
frequéncias dos resultados em cada material e por cada tipo de meio de cultivo utilizado. As
analises foram realizadas no programa estatistico SPSS, versao 24.0 e na calculadora online
“Critical Appraisal — diagnostic test” desenvolvido por DJR Hutchon. Teste do qui quadrado
com correcdo de Bonferroni foi utilizado para comparacao de frequéncias, com um nivel de

significancia de 5%. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor
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preditivo negativo (VPN) e acurdcia foram avaliados conforme as especificacdes de Griner et
al. (1981).
A representagdo das amostras extrapulmonares ¢ pulmonares, exceto escarro, estio

representadas na figura 12 a seguir.

Figura 12 - Fluxograma do ntimero de amostras recebidas e semeadas pelo LACEN/MS de

marg¢o de 2017 a margo de 2018

AMOSTRAS RECEBIDAS PELO

LACEN/MS PARA
DIAGNOSTICO DE TB NO
PERIODO DO ESTUDO
(n=8201)
ESCARRO EXCLUIDAS
(n=7829)
\ 4
EXTRAPULMONAR E
PULMONAR, EXCETO
ESCARRO
(n=372)
NAO ATENDIDAS )
AOS REQUISITOS EXCLUIDAS
MINIMOS
(n=25)

(x )

N° DE AMOSTRAS SEMEADAS
EM CADA MEIO DE CULTIVO
(n=347)*

OK (n= 330)
LJ (n=314)

MGIT (n= 113
- e

LACEN/MS: Laboratério Central de Saude de Publica de mato Grosso do Sul
TB: Tuberculose

OK: meio de cultura de Ogawa Kudoh

LJ: meio de cultura de Lowenstein-Jensen

MGIT: meio liquido - Mycobacteria growth indicator tube

* as amostras foram submetidas a um ou mais método de cultivo.

Para anélises da concordancia entre os testes foi utilizado o coeficiente kappa, com
intervalo de confianga de 95%, sendo usado nas analises dos parametros de acuracia, com a

interpretacdo, conforme demonstrado no Quadro 1, a seguir.
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Quadro 1 - Interpretagdo dos valores do coeficiente kappa:

Valor de kappa Interpretacio
0-0,19 Ruim

0,20 -0,39 Fraca

0,40 - 0,59 Moderada
0,60 - 0,79 Substancial
0,80-1,0 Quase perfeita

Fonte: Landis e Koch (1977).

4.6 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o parecer nimero 2.856.464. (ANEXO)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de amostras recebidas pelo LACEN/MS (8.201), fez parte do estudo 347
amostras, de origem pulmonar ou extrapulmonar, consideradas paucibacilares, que foram
separadas e analisadas considerando o tipo de material. Entre os materiais extrapulmonares, o
maior nimero de amostras foi de liquido cérebro-espinhal (28,2%), seguido por medula 6ssea
(20,5%), fragmentos de tecidos (16,7%) e entre as amostras pulmonares, a secrecao traqueal

(9,8%) e lavado bronco alveolar (6,9%), conforme tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo por tipo de amostra recebida para cultura de Mycobacterium
tuberculosis. Laboratério Central de Satde Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS),
Campo Grande (MS), Brasil.

Tipo de material n (%)

Material Extrapulmonar

Liquido cérebro-espinhal 98 (28,2)
Medula 6ssea 71 (20,5)
Fragmentos de tecidos (ndo especificados) 58 (16,7)
Liquido pleural 21 (6,1)
Urina 16 (4,6)
Sangue 12 (3,5)
Linfonodos 6 (1,7)
Lavado gastrico 3(0,9)
Liquido ascitico 3(0,9)
Swab de material nao especificado 1(0,3)
Subtotal 289 (83,3)
Material Pulmonar, exceto escarro

Lavado bronco-alveolar 24 (6,9)
Secrecao traqueal 34 (9,8)
Subtotal 58 (16,7)
Total 347 (100,0)

O M. tuberculosis penetra no organismo pela via respiratoria, atinge os pulmdes de
onde pode disseminar-se e instalar-se em qualquer 6rgdo, seja durante a primo-infeccdo
(quando por condi¢des imunoldgicas nao ha manifestagdo clinica da doenca) ou depois desta,
a qualquer momento, quando o hospedeiro perde a capacidade de manter o bacilo no seu sitio
de implantacdo (FANLO, TIBERIO, 2007).

Essa capacidade do agente de se instalar em diferentes sitios, fez com que a TBEP seja
uma infec¢do oportunista, comum em pessoas vivendo com HIV/AIDS e outros estados de

imunossupressao e seu diagnostico apresenta um desafio (WHO, 2017).
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A apresentagdo fora do pulmao representou 14% dos 6,4 milhdes casos mundialmente,
enquanto no Brasil, representa aproximadamente 15,1%; variando de 2,1% no sistema
nervoso, 4,9% miliar até 1,6% em outros o6rgaos (WHO, 2018).

Apesar das formas extrapulmonares nao se constituirem em fatores de risco quanto a
transmissdo, estas formas ganham cada vez mais importancia, em virtude do aumento da sua
incidéncia, tanto em paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento e, devido a
epidemia da AIDS. A maioria das formas extrapulmonares acontece em orgaos sem condigdes
adequadas de crescimento bacilar, sendo frequentemente instalagdo insidiosa e evolugdo lenta
(CAPONE et al., 2006).

As proporcdes de casos de TBEP, em relagdo as outras formas clinicas apresentam
grande variacdo entre os diferentes paises e, parece ser mais alto naqueles com baixa
incidéncia de TB, como EUA (21%), Italia (32%), Japao (23%) e Australia (39%) (WHO,
2019). As razodes para essas diferencas sdo desconhecidas, mas podem estar relacionadas a
diferentes padrdes epidemioldgicos e proporgdes de pessoas com TB, como consequéncia de
infec¢des recentes (BRAGA et al., 1992).

O diagnostico da tuberculose extrapulmonar (TBEP) apresenta-se como um grande
desafio, devido a sua clinica atipica, apresentando um processo inflamatdrio e assemelhar-se
com certas condi¢gdes neoplasicas, necessitando de exames adicionais como de imagem e
histopatologico (LEE, 2015). O diagnostico da TBEP ainda permanece desafiador, pois as
amostras clinicas sao obtidas, na sua maioria, em ambiente hospitalar e apresenta-se na forma
paucibacilar. Sempre que possivel todo esfor¢o deve ser realizado para o sucesso no
diagndstico, pois confirma a suspeita clinica, tendo em vista que a baciloscopia ou cultura nao
estard disponivel para monitorar clinicamente a resposta ao tratamento (VADWALI et al.,
2011).

A tabela 2 mostra os resultados das culturas pelos trés métodos estudados, onde
analisando a taxa de contaminagdo, que consiste em observar a presenca de microrganismos
que produzam enzimas proteoliticas capazes de liquefazer o meio que contém ovos, alterando
a cor e a consisténcia do meio, obteve-se uma maior taxa de contaminacdo no método LJ
(11,5%), no OK (9,7%) e a menor foi o método MGIT (5,3%), abaixo do indice de avaliagdo
de cultura recomendado (BRASIL, 2013).

Considerando todas as amostras semeadas, pode-se observar que o OK apresentou
uma boa positividade (9,7%), quando comparado com o MGIT (7,1%), que ¢ considerado
padrao-ouro para esses materiais. O método MGIT possui limitagdes quanto aos materiais que

podem ser semeados, dai a diferenga na quantidade de semeaduras, pois 83 amostras de
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sangue e medula Ossea, o fabricante orienta que ndo pode semear no meio, pois ocorrera
interferéncia e o aparelho dard a mensagem de erro (BRASIL, 2013). Nesses casos, devem-se
utilizar os meios de culturas s6lidos OK e LJ. Houve situagdes em que as amostras nao
possuia o volume suficiente para a realizacdo dos trés métodos, tornando-se impossivel

realizar a semeadura.

Tabela 2 - Culturas realizadas para deteccao de Mycobacterium tuberculosis em amostras
extrapulmonares, lavado broncoalveolar e secrecao traqueal. Laboratério Central de Saude

Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS), Campo Grande (MS), Brasil

Métodos de Cultivo

Resultado OK n (%) LI n (%) MGIT n (%)
Positivo 32 (9,7) 16 (5,1) 8 (7.1)
Negativo 266 (80,6) 262 (83,4) 99 (87,6)

Contaminado 32.(9,7) 36 (11,5) 6 (5,3)
Total 330 (100) 314 (100) 113 (100)

Ressalta-se que sdao poucos os estudos que avaliaram o método OK comparando-o com
o LJ, sendo esses realizados na Venezuela, Brasil, Gambia, Uruguai e India, todos eles em
amostras de escarro e, em todos os estudos, ambos os métodos apresentaram um rendimento
diagnodstico semelhante (KOTHADIA, SENGUPTA 1982; JASPE et al., 2009; RIVAS et al.,
2010; PALACI et al., 2013; JOBARTEH et al., 2016; COSTA et al., 2018). Além disso, o
meio de cultura OK ¢ reconhecidamente barato e facil de executar mesmo em locais com
pouca estrutura laboratorial (FRANCO-SOTOMAYOR et al, 2020; KOTHADIA,
SENGUPTA, 1982).

Em um estudo com 685 amostras clinicas extrapulmonares, a positividade pelo OK foi
12,3% e pelo LJ 12,0%. Nenhuma diferenca significativa para contamina¢do da cultura ou
recuperagdo de coldnias foi encontrada para os dois métodos. O tempo de resposta para o
isolamento de M. tuberculosis foi significativamente menor no método OK, onde 77% das
culturas apresentaram positividade dentro de trés semanas ap6s a incubagdo e apenas 6,1% de
positividade para o método LJ no respectivo periodo (FRANCO-SOTOMAYOR et al., 2020).

Realizou-se um estudo comparativo frente a outros trés métodos, utilizando o OK
como padrdo de referéncia (padrdo-ouro); em relacdo ao MGIT utilizou-se 88 amostras, 257
amostras ao LJ e 298 amostras ao LJ+MGIT (essa unido de dois métodos foi realizada porque,
independente do método, o paciente pode estar doente, com tuberculose). Avaliou-se

sensibilidade, especificidade, acuracia, VPP e VPN. Os resultados das analises estdo
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representados na tabela 3. O método de OK quando comparado ao MGIT resultou em maior
sensibilidade, maior especificidade, maior acurdcia, maior VPP e maior VPN. O método
quando comparado a LJ+MGIT apresentou menor sensibilidade, menor especificidade, menor

acuracia, menor VPP e menor VPN, em relagdo as outras duas comparagoes.

Tabela 3 - Precisdo do método Ogawa-Kudoh (OK), em comparacdo com Lowenstein-Jensen
(LJ), Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT) e associagao LJ + MGIT.
Laboratorio Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS), Campo Grande
(MS), Brasil

Método R .re
Indice/ Sensibilidade Especificidade Acuracia Val(fr. Preditivo Valor.Predltlvo
Método % (IC95%) % (IC95%) (%) Positivo (VPP) - Negativo (VPN)
Referénci % (IC 95%) % (IC 95%)
eferéncia
OK/MGIT 75,00 100,00 98.86 100,00 98,82
(n=388) (30,1 2 95,4) (95,6 a 100,0) ’ (43,85 299,99) (93,63 2 99,79)
OK/LJ 57,14 96,30 94.16 47,06 97,50
(n=257) (32,6 a78,6) (93,1 298,0) ’ (29,16 a 69,03) (94,65 a 98,34)
OK/LJ + 56,25 91,84 20.03 28,13 97,37
MGIT (n=298) (33,2a76,9) (88,1 294,5) ’ (15,56 a 45,37) (94,66 2 98,71)

IC95% = intervalo de confianca de 95%

Nas analises do desempenho do método OK, considerando como padrdo de referéncia
o MGIT, o LJ e a associagdo de ambos a acuracia foi aproximadamente 90%. Enquanto a
especificidade e VPN foram elevadas, a sensibilidade do método OK foi relativamente baixa,
principalmente quando o padrdo de referéncia foi o LJ. Estes achados revelam que o método
OK foi acurado e especifico para o diagnodstico da tuberculose em materiais paucibacilares,
portanto, adequado para a aplicagdo na rotina laboratorial.

O método MGIT ¢ considerado referéncia para amostras paucibacilares, exceto sangue
e medula 6ssea (BRASIL, 2013); ¢ um método mais sensivel e com menor tempo de
crescimento comparado ao OK e LJ, a leitura dos tubos ¢ realizada semanalmente,
automaticamente (MOREIRA et al., 2013). No comparativo, verificou-se que o método OK
revelou maior acuricia (98,86%), quando comparado com o sofisticado método de MGIT.

Também foi analisada a concordancia entre os métodos OK comparando ao LJ, OK
comparando a0 MGIT e LJ comparando ao MGIT, verificando que a concordancia entre o

método OK e o método MGIT, foi quase perfeita com indice Kappa de 0,851 (IC 95% 0,851),
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conforme demonstrado na tabela 4. J& a tabela 5 mostra que a positividade do OK nao diferiu

dos outros métodos.

Tabela 4 - Grau de concordancia entre os métodos Ogawa — Kudoh (OK), Lowenstein —
Jensen (LJ) e Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT) em amostras
pulmonares e extrapulmonares no Laboratdrio Central de Saude Publica de Mato Grosso do

Sul (LACEN-MS), Campo Grande (MS), Brasil

Pares (Avs B) Total A+/B+ A-/A- A+/B- A-/B+ Kappa IC 95% Forca
OK vs LJ 257 8 234 9 6 0485 0,233-0,738 Moderada
OK vs MGIT 88 3 84 - 1 0,851 0,562-1,000  Quase Perfeita
LJ vs MGIT 89 2 85 1 1 0,655 0,182-1,000 Substancial

O coeficiente de kappa foi interpretado da seguinte forma: (a) ruim: quando abaixo de 0,00; (b) leve: entre 0,00 ¢
0,20; (c) razoavel: entre 0,21 e 0,40; (d) moderado: entre 0,41 e 0,60; (e) substancial: entre 0,61 e 0,80; e (d)
quase perfeito: entre 0,81 e 1,00.

Tabela 5 - Positividade das culturas de Mycobacterium tuberculosis, por tipo de amostra e
método no Laboratorio Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS),
Campo Grande (MS), Brasil

MGIT LJ OK p

Tipo de material
1po e materta % (n/total) % (n/total) % (n/total)

Material extrapulmonar

Liquido céfalo-espinhal 0,0 (0/52) 3,6 (3/83) 4,8 (4/84) 0,297
Swab de material ndo especificado - - 100,0 (1/1) -
Medula 6ssea 0,0 (0/8) 0,0 (0/62) 0,0 (0/69) -
Biopsia 0,0 (0/4) 17,2 (5/29) 11,1 (3/27) 0,573
Fragmentos de tecidos diversos - 7,7 (1/13) 14,3 (2/14) 0,946
Liquido pleural 0,0 (0/7) 0,0 (0/17) 5,6 (1/18) 0,505
Urina 12,5 (1/8) 6,7 (1/15) 8,3 (1/12) 0,892
Sangue - 0,0 (0/12) 0,0 (0/12) -
Linfonodos 33,3 (1/3) 33,3 (1/3) 50,0 (2/4) 0,503
Lavado gastrico 0,0 (0/2) 0,0 (0/2) -
Liquido ascitico 0,0 (0/2) 0,0 (0/3) 0,0 (0/3) -
Material pulmonar

Secregdo traqueal 42,9 (6/14) 22,7 (5/22) 34,5 (10/29) 0,503
Lavado bronco-alveolar 0,0 (0/8)a 0,0 (0/16)a 36,4 (8/22)a 0,005

Valor de p no teste do qui-quadrado. Letras iguais na linha indicam que nao ha diferenca entre
os métodos (teste do qui-quadrado, com corre¢cdo de Bonferroni).
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O método OK vem sendo utilizado rotineiramente pelo LACEN/MS para escarro,
como uma excelente opcao, barata, rapida e simples para a confirmagao bacterioldgica do M.
tuberculosis, estando descentralizada em 17 laboratérios de 10 municipios, representando em
2018 cerca de 60% da populagdao sul-mato-grossense se beneficiando do diagnostico da
tuberculose por este método (CUNHA, MARQUES, GONCALVES, 2018), no entanto, o seu
uso para cultura de materiais paucibacilares era uma op¢ao na falta dos meios de LJ.

A despeito de evidéncias de confirmacao de Mycobacterium tuberculosis em alguns
semeados, nenhum estudo comparando os trés métodos para materiais paucibacilares foi
publicado até o momento, fazendo este estudo ser pioneiro, por comparar o desempenho do
OK com LJ e MGIT. Outros beneficios importantes do método OK ¢ o fato de ndo necessitar
de equipamentos de laboratério e, devido a minima manipulagdo da amostra, apresenta baixo
risco de contaminagdo, por liberar uma quantidade minima de aerossol durante a manipulagao
da amostra (FRANCO-SOTOMAYOR, 2020).

Segundo Franco-Sotomayor et al. (2020) a maioria dos paises ¢ a OMS limita a
recomendacdo em manuais de laboratério para o uso do método LJ, mais complexo
tecnicamente. Somente a Organizagdo Pan-Americana da Satde, menciona o método OK em
seu manual para o diagnostico bacteriolégico da tuberculose, mas apenas em relagdo ao
processamento de amostras de escarro e para laboratdrios que ndo disponham de equipamento
suficiente para a realizacdo do método LJ (OPS, 2008).

Outras vantagens do método OK dizem respeito ao menor tempo de crescimento
quando comparado ao método LJ, demonstrado que método OK, além do menor tempo no
processamento, acelera o diagnostico por 2 a 3 semanas, bem como permite recuperar o
mesmo numero de colOnias necessdrias para outras avaliacdes, como teste de sensibilidade
aos farmacos e/ou caracterizacao genética da espécie (FRANCO-SOTOMAYOR, 2020).

A simplicidade do método OK permite o cultivo répido e seguro de amostras em locais
de campo, ao ar livre e sem a presenga de uma estrutura de laboratorio, tornando-o
especialmente adequado para areas rurais, paises com grandes populacdes, onde a incidéncia
da tuberculose ¢ elevada e a doenca ¢ negligenciada, sem investimento no diagnostico
(FRANCO-SOTOMAYOR et al., 2019; ROMERO-SANDOVAL, et al., 2007; MAES et al.,
2008).

No mundo, a tuberculose ¢ uma das 10 principais causas de morte e a principal causa
por um Unico agente infeccioso, estando acima de HIV/Aids. Em 2018, verificou-se que 10
milhdes de pessoas desenvolveram a TB (5,8 milhdes de homens, 3,2 milhdes de mulheres e

1,0 milhdo de criangas), na sua grande maioria adulta (90%) e 9% eram pessoas vivendo com
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HIV. A TB causou cerca de 1,3 milhdes de mortes em pessoas HIV-negativas e havendo um
acréscimo em 300.000 mortes entre pessoas HIV-positivas (WHO, 2019).

No caso de tuberculose extrapulmonar, varios fatores podem complicar o diagndstico
da doenca, seja em razdo da natureza paucibacilar, pela variabilidade nos resultados positivos
encontrado em cultura que oscilam de 12% a 80%, além da variedade de amostras
clinicas/tecidos biologicos, o que implica uma distribui¢do ndo uniforme do bacilo, bem como
a presenca de sinais e sintomas nao especificos (BARANI et al., 2012; SEKAR et al., 2008;
NEGI et al., 2007; PUROHIT et al., 2012).

A comparacgado entre OK e LJ em amostras pulmonares e extrapulmonares realizada no
México (FRANCO-SOTOMAIOR et al., 2020) revelou ndo haver diferenga significativa na
capacidade de diagnoéstico da tuberculose entre os dois métodos. Em nosso estudo, observou-
se que o mé¢todo OK apresentou uma capacidade de diagnosticar os verdadeiramente doentes
em 75% dos casos quando comparado ao MGIT e, 57,14% em relagdo ao LJ e 56,25% em
relagdo ao LJ+MGIT, mostrando que possui uma boa capacidade de diagnosticar
corretamente os doentes, sendo uma boa alternativa de cultivo, semelhante aos métodos de
cultivo comumente utilizados para esses materiais.

A capacidade do método OK, nesta situa¢do de comparar a um método padrao (MGIT,
LJ e LJ+MGIT) apresentou uma capacidade de diagnosticar corretamente os individuos
sadios (100%, 96,30% e 91,84%), demonstrando que o mesmo possui uma excelente
capacidade de detectar as verdadeiras amostras negativas.

No estudo retrospectivo de avaliagdo do desempenho da cultura liquida MGIT para
amostras pulmonares, em condi¢do de rotina, apds dois anos de implantacdo em uma rede de
laboratorios publicos regionais do Instituto Adolfo Lutz, verificou-se uma acuracia de 91,3%
(PEDRO et al., 2017). No presente estudo, a acuracia do OK quando comparado ao MGIT foi
de 98,86%, ou seja, excelente capacidade de encontrar os verdadeiros doentes.

Diante da inexisténcia de trabalhos avaliando o método OK para amostras
paucibacilares, podemos demonstrar através do indice kappa que os resultados encontrados,
quando comparado com os métodos LJ e MGIT, o método OK apresentou uma boa
concordancia, sendo moderada e quase perfeita, respectivamente, configurando assim uma
alternativa no cultivo desses materiais, capaz de determinar a doenga com a mesma precisao
que o recomendado LJ.

Para verificar se determinado tipo de material apresentava uma tendéncia melhor de

crescimento pelo método OK, quando comparado com os outros dois métodos, o que se
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verificou foi que, independentemente da amostra bioldgica avaliada, a propor¢do de casos
positivos e negativos, ndo diferiu entre os métodos.

As principais limitagdes do estudo dizem respeito a auséncia de um exame padrdo-
ouro para o diagndstico das formas paucibacilares. Sabe-se que a sensibilidade dos métodos
moleculares no diagnostico de TB pulmonar e de TBEP, como os da plataforma Genexpert,
sdo mais elevadas que as culturas (VADWALI et al., 2011; LEE, 2015), no entanto, ndo foi
possivel sua execugdo no presente estudo. Outra limitacdo foi a auséncia de amostras de
individuos saudaveis, para servir como controle negativo.

Temos que considerar que o estudo foi realizado sem qualquer interferéncia dos
pesquisadores na execugdo das culturas, seguindo a rotina do LACEN, portanto sujeitos a ndo
adesdo as recomendacgdes protocolares da semeadura e, mesmo assim, obteve-se €xito em

demonstrar a alta performance do método OK.
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6 CONCLUSAO

Com o objetivo de melhorar o diagnostico das amostras paucibacilares, confirmar a
suspeita clinica e agilizar a identificagdo e o tratamento dos casos, realizou-se a cultura pelo
método OK, pois 0 mesmo ja se encontra implantado em 60% do Estado.

A positividade das culturas de micobactéria em amostras paucibacilares, pelo OK, LJ e
MGIT, foi respectivamente de 32 (9,7%), 16 (5,1%) e 8 (7,1%), demonstrando que o método
OK apresentou uma boa positividade, superior até que o método padrao-ouro (MGIT) para
esses tipos de materiais.

A relagdo do método OK diante dos métodos MGIT, LJ e a associagdo de ambos,
atribuindo a esses como padrao-ouro, as andlises pode-se concluir que a acuréacia foi
respectivamente de 98,86%, 94,16% e 89,93%. A sensibilidade diante do MGIT foi de
75,00%, do LJ de 57,14% e de LJI+MGIT foi de 56,25%. A especificidade foi de 100,00%,
96,30% e 91,84%, respectivamente.

A capacidade de encontrar os doentes entre os positivos (VPP) foi no MGIT de
100,00%, no LJ de 47,06% e na associacdo de LJ+MGIT de 28,13%. Ja a capacidade de
encontrar os sadios (sem a doenca) ao teste foi de 98,82%, 97,50% e 97,37%,
respectivamente. Estes achados revelam que o método OK foi acurado e especifico para o
diagnostico da tuberculose em materiais paucibacilares, portanto, adequado para a aplicagao
na rotina laboratorial.

O resultado das concordancias entre os métodos, sendo OK comparando ao LJ (0,485),
OK comparando ao MGIT (0,851) e LJ comparando ao MGIT (0,655), verificou-se que a
concordancia entre o método OK e o método MGIT, foi quase perfeita com indice Kappa de
0,851 (IC 95% 0,851).

O método OK se mostrou preciso e especifico para o diagndstico de tuberculose em
amostras paucibacilares de apresentagcdes pulmonares e extrapulmonares suspeitas, capaz de
confirmar a doenga com a mesma precisdo dos métodos LJ e MGIT - caracteristicas que o
tornam adequado para uso na pratica laboratorial de rotina em nivel local e regional,

particularmente onde os recursos sao escassos.
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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar o desempenho do método Ogawa — Kudoh (OK) para o diagndstico de
tuberculose em materiais de amostra paucibacilar pulmonar e extrapulmonar, em relacao ao
processamento de Lowenstein-Jensen (LJ) e Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias
(MGIT). METODOS: Este estudo transversal utilizou amostras extrapulmonares e
pulmonares (exceto escarro) recebidas no Laboratorio Central de Satde Publica de Mato
Grosso do Sul entre fevereiro de 2017 ¢ marco de 2018. As amostras foram submetidas ao
processamento de OK, LJ e MGIT de acordo com o Manual Nacional de Vigilancia
Laboratorial de Tuberculose e Outras Micobactérias 2008. RESULTADOS: Um total de 347
amostras (83,3% extrapulmonar, 16,7% pulmonar) foram semeadas em pelo menos um dos
trés meios (OK: 330; LJ: 314; MGIT:113). A maioria das amostras extrapulmonares consistia
de liquido cefalorraquidiano (28,2%), medula 6ssea (20,5%) e fragmentos de tecido (16,7%).
As amostras pulmonares foram predominantemente lavado bronquico alveolar (6,9%) e
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secrecdo traqueal (9,8%).Adotando o MGIT como referéncia, o OK provou ser 75% sensivel
e 100% especifico. Com LJ como referéncia, a sensibilidade de OK foi de 57,1% e a
especificidade de 96,3%. As categorias de concordancia foram as seguintes: OK vs. LJ,
moderada (x = 0,485); OKvs. MGIT, quase perfeito (x = 0,851); LJ vs. MGIT, substancial (k
=0,655). O método OK se mostrou preciso e especifico para o diagnostico de tuberculose em
materiais de amostra paucibacilar pulmonar e extrapulmonar, fornecendo a mesma precisao
que LJ e MGIT, caracterizando a abordagem como uma ferramenta laboratorial valiosa para
investigar casos de suspeita de tuberculose em instalagdes laboratoriais com recursos
limitados.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Tuberculose, Diagnéstico, Meios de Cultivo

ABSTRACT

OBJECTIVE: To assess the performance of the Ogawa—Kudoh (OK) method for tuberculosis
diagnosis in pulmonary and extrapulmonary paucibacillary sample materials, relative to
Lowenstein-Jensen (LJ) and Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) processing.
METHODS: This cross-sectional study employed extrapulmonary and pulmonary samples
(other than sputum) received at the Mato Grosso do Sul Central Public Health Laboratory
between February 2017 and March 2018. The samples were subjected to OK, LJ, and MGIT
processing as per the 2008 National Manual forLaboratory Surveillance of Tuberculosis and
Other Mycobacteria. RESULTS: A total of 347 samples (83.3% extrapulmonary, 16.7%
pulmonary) were seeded in at least one of three media (OK: 330; LJ: 314; MGIT: 113). Most
extrapulmonary samples consisted ofcerebrospinal fluid (28.2%), bone marrow (20.5%), and
tissue fragments (16.7%). Pulmonary samples were predominantly alveolar bronchial lavage
(6.9%) and tracheal secretion (9.8%). Adopting MGIT as a reference, OK proved 75%
sensitive and 100% specific. With LJ as the reference, OK sensitivity was 57.1% and
specificity 96.3%. Agreement categories were as follows: OK vs. LJ, moderate (x = 0.485);
OK vs. MGIT, almost perfect (x = 0.851); LJ vs. MGIT, substantial (x = 0.655). The OK
method proved accurate and specific for diagnosing tuberculosis in pulmonary and
extrapulmonary paucibacillary sample materials, providing the same accuracy as LJ and
MGIT, characterizing the approach as a valuable laboratory tool for investigating cases of
suspected tuberculosis in laboratory facilities with limited resources.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis, Diagnosis, Culture media

1 INTRODUCAO

Com 10 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (estimativas de 2020), a
tuberculose estd entre as dez principais causas de morte, sendo responsavel por 1,2
milhdes de mortes, das quais 208.000 envolvem pacientes infectados pelo HIV. Um totalde 30
paises, incluindo o Brasil, respondem por 84,2% dos casos atuais."

Globalmente, o acesso limitado aos servicos de satde e a falta de disponibilidadede
métodos diagnosticos foram identificados como fatores importantes que contribuem para a
subnotificagdo. Garantir o acesso a saude para cerca de trés milhdes de casos “perdidos”

representa uma das cinco principais prioridades no esforco para eliminar a tuberculose.?
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A suspeita de caso ¢ baseada em pelo menos um dos quatro sintomas sugestivos: febre
de longa duragdo, tosse por duas semanas ou mais, suores noturnos e perda de peso.Alteragdes
radiolégicas, bem como dados epidemioldgicos, como historico de contato com tuberculose
pulmonar ou exposi¢ao a outros fatores de risco para aquisicdo de doenga ou reativacao
endogena também devem ser considerados.”

O diagnéstico definitivo, no entanto, sé pode ser alcangado pela detec¢do do agente
etiologico em amostras respiratorias ou outros locais (pleural, linfatico / ganglionar,
osteoarticular, geniturinario, intestinal, peritoneal, pericardico, ocular, cutdneo ou do sistema
nervoso central - a lista ndo exaustiva) .*>® Atencio especial deve ser dada aos pacientes
infectados pelo HIV e portadores de doengas cronicas que podem mascarar os sintomas,
retardando a identificaco de casos suspeitos de tuberculose.”

O teste de BAAR pode confirmar 50-60% dos casos pulmonares, mas a cultura ¢
necessaria para amostras extrapulmonares, geralmente paucibacilares e esfregaco negativo, °
para os quais a taxa de detec¢io de BAAR mal excede 25% dos casos.’

Embora métodos de diagnostico mais rapidos e sensiveis tenham se tornado
recentemente disponiveis (por exemplo, GeneXpert MTB / RIF, um teste de amplificagdode
acido nucleico®), seu uso no Brasil tem sido dificultado por limitagdes de recursos financeiros,
humanos e de infraestrutura.®

Apesar das recomendagdes para testes de cultura universais em casos de suspeitade
tuberculose,” nem todas as regides possuem laboratorios suficientemente equipados e com
pessoal para realizar culturas ou testes moleculares rapidos, especialmente em amostras
extrapulmonares ou espécimes coletados durante procedimentos hospitalares’.

A cultura, considerada o método padrido ouro por sua alta especificidade e
sensibilidade, é crucial como exame complementar,3 detectando 30% de casos adicionaisnao
confirmados por testes de esfregaco anteriores. No entanto, o uso de cultura em grande escala
¢ limitado pelo crescimento lento de micobactérias (2-6 semanas em meio liquido) e pela
necessidade de infraestrutura de laboratério de biosseguranca de nivel 3 e recursos humanos
altamente qualificados, entre outros fatores.” Isolados obtidos de culturas também podem
servir para outros fins, incluindo teste de sensibilidade a drogas,analise de biologia molecular
e sequenciamento genético.’

Para culturas de micobactérias, o Laboratorio Central de Saude Publica de Mato
Grosso do Sul (LACEN-MS) usa rotineiramente meio liquido Middlebrook 7H9 (sistemade

detec¢do Bactec MGIT960) para amostras pulmonares e extrapulmonares, e meios decultura
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solidos a base de ovo - a saber, Lowenstein- Jensen (LJ) para amostras pulmonares e
extrapulmonares e meio Ogawa-Kudoh (OK) para amostras pulmonares.

Em contraste com essas abordagens padrao, a presente investigacao concentrou- se na
aplicacdo do método OK a amostras paucibacilares (liquido de lavagem broncoalveolar,
liquido cefalorraquidiano e de outros locais) semeadas no LACEN-MS usando a abordagem
OK, com crescimento micobacteriano bem-sucedido, como em umainvestigagdo recente.

O objetivo deste estudo foi investigar o desempenho do método OK no diagndstico da
tuberculose com base em amostras paucibacilares pulmonares e extrapulmonares, em
compara¢do com o processamento LJ e a abordagem do Tubo Indicador de Crescimento de

Micobactérias (MGIT).

2 METODOS

Este estudo transversal investigou amostras pulmonares e extrapulmonares (exceto
escarro) recebidas no Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-
MS) entre fevereiro de 2017 e margo de 2018 para teste de BAAR. O laboratério recebe
amostras clinicas de todos os servigos de saude do Estado de Mato Grosso do Sul (Centro-
Oeste do Brasil) para confirmag¢do por cultura de tuberculose e testes de sensibilidade a
medicamentos. As amostras incluidas no estudo foram provenientes de pacientes com suspeita
clinica atendidos em servicos de referéncia para doengas infecciosas e hospitais do Estado.

Das 8.201 amostras recebidas no periodo de estudo, 7.829 foram de escarro e 372
pulmao ou amostras extrapulmonares coletadas por meio de procedimentos hospitalares. Das
372 amostras iniciais, 25 foram posteriormente excluidas por estarem abaixo do padrao, ndo
serem identificadas ou por apresentarem volume insuficiente para semeaduraem pelo menos
um dos trés métodos investigados. Um total de 347 amostras foram investigadas: 58 amostras
pulmonares (lavagem broncoalveolar ou secrecdo traqueal) e 289 amostras extrapulmonares.

Amostras de locais ndo estéreis (por exemplo, urina, secrecdes, lavagem bronquica)
foram descontaminadas e centrifugadas e / ou maceradas antes da semeadura. Amostras
estéreis (por exemplo, liquido cefalorraquidiano, liquido pleural, fragmentos de o6rgaos,
sangue, medula 6ssea) ndo requerem descontaminacdo. Todas as amostras foram manuseadas
em cabine de seguranca biologica e selecionadas para semeadura para cada um dos trés

métodos.
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2.1 METODO MGIT: DESCONTAMINACAO, SEMEADURA EM MEIO LiQUIDO E
DETECCAO DE BAAR

As amostras foram descontaminadas pelo método de Petroff ' modificado, da seguinte
forma: um volume de 2 mL de amostra foi transferido para um tubo Falcon, parao qual o
mesmo volume de solu¢cdo de NaOH 4% contendo vermelho de fenol (40 g de NaOH, 0,4 g de
vermelho de fenol, 1000 mL de agua destilada estéril). A mistura foi homogeneizada, mantida
a 36+ 1 °C por 15 min para fluidificagdo-descontaminagdo e centrifugada a 3000 x g por 15
min. HCl 1IN foi entdo adicionado ao tubo gota a gota atéa cor da mistura mudar para
amarelo. Finalmente, uma solu¢ao neutralizante (4 g de NaOH, 0,004 g de vermelho de fenol,
0,2 g de sulfato de potéssio de aluminio, 1000 mLde 4dgua destilada estéril) foi adicionada até
a mistura ficar rosa (pH 6,8-7,2). Para cada material assim preparado, uma gota foi desenhada
e montada em uma lamina para teste d¢ BAAR usando coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN). Os
materiais de amostra também foram semeados em tubos contendo meio liquido Middlebrook
TH9, especifico para testes MGIT - um método que emprega um sensor fluorescente (ruténio
pentahidratado em base de silicone) para detectar oxigénio liberado por micobactérias. Os
tubos foram incubadosa 37 °C em um sistema BD Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA) e monitorados automaticamente para resultados positivos ou

negativos.

2.2 METODO LJ: DESCONTAMINACAO, SEMEADURA EM MEIO SOLIDO E
DETECCAO DE BAAR

As amostras foram descontaminadas usando um método de Petroff modiﬁcado,11
processadas para preparacao de laminas conforme descrito para a abordagem MGIT e
semeadas em meio LJ. Os tubos semeados foram incubados a 36 = 1 °C e manuseados

manualmente semanalmente para inspecio.’

2.3 METODO OK: DESCONTAMINACAO, SEMEADURA EM MEIO SOLIDO E
DETECCAO DE BAAR

Amostras ndo processadas foram esfregadas em laminas de vidro para investigacao de
BAAR usando coloragdo ZN. O material de amostra restante foi entdo descontaminado por
imersdo em NaOH 4% por 2 min. O excesso de NaOH foi removido pressionando o swab

contra a parede do frasco, seguido de semeadura em meio OK (pH 6,4, ligeiramente &cido).
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Os tubos semeados foram incubados a 36 = 1 °C e manuseadosmanualmente, semanalmente,
para inspegdo.’

O crescimento da cultura foi avaliado quanto a morfologia da colonia (aparéncia e
cor). Uma por¢ao da area de crescimento foi usada para preparar uma lamina corada com ZN
¢ examinada para BAAR e fator de corddo.” Os materiais de amostra também foram
submetidos a testes imunocromatograficos para deteccdo da proteina MPT64, queocorre em
Mycobacterium tuberculosis (SD Bioline Kit, Standard Diagnostics, Korea), mas nao em
micobactérias nio tuberculosas.'?

As amostras semeadas em meio liquido foram processadas no MGIT até se revelarem
positivas. Quarenta ¢ dois dias apos a semeadura, o sistema automatizado marca todas as
amostras negativas restantes. Para meios LJ e OK, as amostras que ndo mostram crescimento
em 45 dias, sio normalmente reincubadas por mais 15 dias, ' mas todas as nossas culturas
positivas cresceram em 45 dias. Na auséncia de microrganismos com morfologia
micobacteriana em um periodo de 60 dias, as culturas foram consideradas negativas. O
crescimento bacteriano inconsistente com M. tuberculosis ¢ a auséncia de deteccao da
proteina MTP64 caracterizaram micobactéria ndo-tuberculosa (MNT).'? As culturas que
desenvolveram outros tipos de crescimento bacteriano ou flingico foram consideradas
contaminadas.’

Os resultados (positivos, negativos ou contaminados) foram tabulados para cada
método e tipo de material. A precisao do método OK foi avaliada em relagdao ao LJ, MGITe a
associagdo LJ + MGIT. O software SPSS (v. 24.0) e a calculadora online Critical Appraisal:
Diagnostic Test (desenvolvida por D. J. R. Hutchon) foram usados para a analise estatistica. O
teste do qui-quadrado com correcdo de Bonferroni foi empregado para as comparagoes de
frequéncia, adotando-se nivel de significancia de 5%. A precisdofoi avaliada conforme Griner
et al.® O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul (parecer 2856464).

4 RESULTADOS

Do total de 347 amostras investigadas (Tabela 1), 330 foram semeadas em meio OK,
314 em LJ e 113 em MGIT (As diferengas nos nimeros das amostras refletem a escassez
sazonal de meios de cultura ou volumes de amostra muito baixos para semeaduraem todos os

trés meios).
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Tabela 1. Distribui¢do por tipo de amostra recebida para cultura de Mycobacterium
tuberculosis. Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS),
Campo Grande (MS), Brasil.

Tipo de material n (%)

Material Extrapulmonar

Liquido cérebro-espinhal 98 (28,2)
Medula 6ssea 71 (20,5)
Fragmentos de tecidos (ndo especificados) 58 (16,7)
Liquido pleural 21 (6,1)
Urina 16 (4,6)
Sangue 12 (3,5)
Linfonodos 6 (1,7)
Lavado géstrico 3(0,9)
Liquido ascitico 3 (0,9
Swab de material ndo especificado 1(0,3)
Subtotal 289 (83,3)
Material Pulmonar, exceto escarro

Lavado bronco-alveolar 24 (6,9)
Secregdo traqueal 34 (9,8)
Subtotal 58 (16,7)
Total 347 (100,0)

A taxa de positividade foi mais alta para OK (9,7%) e a taxa de contamina¢do mais

alta para LJ (11,5%) (Tabela 2).

Tabela 2. Culturas realizadas para deteccdo de Mycobacterium tuberculosis em amostras
extrapulmonares, lavado broncoalveolar e secre¢do traqueal. Laboratério Central de Satde

Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS), Campo Grande (MS), Brasil.

Resultado Métodos de Cultivo
0-K n (%) L-Jn (%) MGIT n (%)
Positivo 32.(9,7) 16 (5,1) 8(7,1)
Negativo 266 (80,6) 262 (83,4) 99 (87,6)
Contaminado 32(9,7) 36 (11,5) 6(5,3)
Total 330 (100) 314 (100) 113 (100)

OK: Ogawa—Kudoh; LJ: Lowenstein—Jensen; MGIT: Mycobacteria Growth Indicator Tube

Para cada método e tipo de amostra, as taxas de positividade foram submetidas aoteste
do qui-quadrado com corre¢do de Bonferroni (p> 0,05), ndo revelando associacdes entre as

técnicas (Tabela 3).
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Tabela 3. Positividade das culturas de Mycobacterium tuberculosis, por tipo de amostra e
método. Laboratorio Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS), Campo

Grande (MS), Brasil.

MGIT

Tipo de material % (n/total)

Material extrapulmonar

Liquido céfalo-espinhal 0,0 (0/52)
Swab de material ndo especificado -
Medula éssea 0,0 (0/8)
Bidpsia/Fragmentos de tecidos

diveﬂsos £ 0,0 (0/4)
Liquido pleural 0,0 (0/7)
Urina 12,5 (1/8)
Sangue -
Linfonodos 33,3 (1/3)
Lavado géstrico

Liquido ascitico 0,0 (0/2)
Material pulmonar

Secregao traqueal 42,9 (6/14)
Lavado bronco-alveolar 0,0 (0/8)a

L-J 0-K
% (n/total) % (n/total)

3,6 (3/83) 4,8 (4/84)
- 100,0 (1/1)
0,0 (0/62) 0,0 (0/69)
17,2 (6/42) 11,1 (5/41)
0,0 (0/17) 5,6 (1/18)
6,7 (1/15) 8,3 (1/12)
0,0 (0/12) 0,0 (0/12)
33,3 (1/3) 50,0 (2/4)
0,0 (0/2) 0,0 (0/2)
0,0 (0/3) 0,0 (0/3)
22,7 (5/22) 34,5 (10/29)
0,0 (0/16)a 36,4 (8/22)a

0,297

0,709

0,505
0,892

0,503

0,503
0,005

Valores de p no teste do qui-quadrado. Letras idénticas na mesma linha indicam auséncia de diferenga entre os

métodos (teste do qui-quadrado com corregao de Bonferroni).

O desempenho OK foi comparado com os outros dois métodos no que diz respeito a

sensibilidade, especificidade, precisdo, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

(Tabela 4).

Tabela 4. Precisdao do método Ogawa-Kudoh (OK), em comparagdo com Lowenstein-Jensen
(LJ), Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT) e associagao LJ + MGIT.
Laboratdrio Central de Satde Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-MS), Campo Grande

(MS), Brasil.

Método Indice/ Valor Preditivo  Valor Preditivo
Método  Sensibilidade Especificidade Acuricia Positivo (VPP)  Negativo (VPN)
Referéncia o, (1C95%) % (IC95%) (%) % (IC 95%) % (IC 95%)
OK/MGIT 75,00 100,00 98,86 100,00 98,82
(n=88) (30,1 a95,4) (95,6 a 100,0) (43,85 2 99,99) (93,63 299,79)
OK/LJ 57,14 96,30 94,16 47,06 97,50
(n=257) (32,6 a78,6) (93,1 2a98,0) (29,16 a 69,03) (94,65 a 98,84)
OK/LJ +MGIT 56,25 91,84 28,13 97,37
(n=298) (33,2a76,9) (88,1 a94,5) 89,93 (15,56 a 45,37) (94,66 2 98,71)

1C95% = intervalo de confianca de 95%

A precisdo de OK (98,86%) foi semelhante a do MGIT. A concordancia entre os

métodos € descrita na Tabela 5.
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Tabela 5. Grau de concordancia entre os métodos Ogawa — Kudoh (OK), Lowenstein — Jensen
(LJ) e Tubo Indicador de Crescimento de Micobactérias (MGIT) em amostras pulmonares e
extrapulmonares no Laboratdério Central de Satde Publica de Mato Grosso do Sul (LACEN-
MS), Campo Grande (MS), Brasil.

Pares (A vs B) Total A+/B+ A-/A- A+/B- A-/B+ Kappa IC 95% Forca

OK vs LJ 257 8 234 9 6 0,485 0,233-0,738 Moderada

OK vs MGIT 88 3 84 - 1 0,851 0,562-1,000 Quase
Perfeita

LJ vs MGIT 89 2 85 1 1 0,655  0,182-1,000 Substancial

Categorias de valores de x: ruim (<0,00); leve (0,00-0,20); razoavel: (0,21-0,40); moderado (0,41-0,60);
substancial (0,61-0,80); quase perfeito: (0,81-1,00).

5 DISCUSSOES
Para reduzir os casos e Obitos por tuberculose, as populacdes vulneraveis devem ter

maior acesso aos servicos de saude, '

e a disponibilidade de métodos diagnosticos para
confirmar casos de suspeita clinica deve ser ampliada.”

No Brasil, a tuberculose extrapulmonar ¢ menos frequente que a forma pulmonar,
sendo, portanto, alvo secundario de programas nacionais de controle. No entanto, as taxasde
tuberculose extrapulmonar aumentaram em todo o mundo, criando a necessidade de
programas e recursos laboratoriais para melhorar o diagnostico e os resultados dotratamento,
especialmente em situacdes em que medidas de controle oportunas dependemde confirmagao
laboratorial rapida e precisa.'”®

Os paises em desenvolvimento ficaram para tras no uso de tecnologia de ponta para o
diagnostico, e o combate a doengas como a tuberculose continua sendo um desafio."”

No Estado de Mato Grosso do Sul, a confirmag¢do diagnostica tem se baseado
principalmente no processamento de MGIT, LJ e OK desde o final dos anos 1990, e em testes
de diagndstico rapido baseados em PCR desde 2014. No entanto, o teste rapido ndopode ser
aplicado a todos os tipos de amostras, nem dispensa a necessidade de cultura e teste de
sensibilidade a0 medicamento.’

As apresentagdes extrapulmonares (disseminadas ou ndo) sdo mais frequentes entre os
individuos infectados pelo HIV, tornando mais prevalente o encaminhamento de casos
suspeitos para servigos especializados ou de maior complexidade.*

Embora o método OK tenha sido relatado como sensivel e especifico para M.

19-21

tuberculosis na detec¢ao de doenga pulmonar (amostras de escarro), comparagoes deseu

desempenho com a abordagem LJ (padrio ouro) permanecem escassas.”>>*
No LACEN-MS, a abordagem OK tem se mostrado particularmente util para o

diagnostico em minorias é€tnicas situadas remotamente, dado o baixo custo do método e
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facilidade de operacdo, sem comprometer a viabilidade micobacteriana na etapa de
descontaminagdo. O método estd disponivel atualmente para cerca de 60% da populagdodo
Estado.”

Para atender as recomendagdes do Ministério da Saude do Brasil, osprocedimentos da
cultura OK foram implantados em outros laboratorios do Estado. Essa descentralizagao
aumentou a confirmagdo diagnéstica para 48,8% dos casos notificados para a populagdo
indigena em 2001-2009° ¢ para 55,0% e 81,8% para as populagdes carcerarias em 2007-2010
e 2011-2014, respectivamente. >’ S6 recentemente o método foi sugerido para outros regides
do pais, para expandir a cobertura diagnostica das apresenta¢des pulmonares.?!

O diagnostico confirmado por cultura se traduz em ganhos palpéaveis na qualidade de
vida, ndo s6 dos pacientes, mas também da comunidade, por agilizar a identificacdo e o
tratamento de fontes baciliferas, mesmo quando resistentes aos medicamentos.’”'

O baixo custo, estimado em US § 1,00 para cada tubo de meio de cultura, devidoao
uso de glutamato de sdédio em vez de asparagina, tem sido um fator determinante parao atual
uso mais amplo do OK no Mato Grosso do Sul.”®

Além disso, o meio de cultura conserva-se bem a temperatura ambiente, antes e depois
da semeadura, facilitando o envio do meio para laboratorios remotos e o reenvio das culturas
semeadas para o LACEN-MS. Os procedimentos de descontamina¢do sdo simples,
dispensando a centrifugacdo e a necessidade de cabines de biosseguranca. Nossos resultados
revelaram uma taxa de contaminagao de 9,7%, inferior ao limite recomendado de 10% e
semelhante a taxa encontrada para o processamento LJ ¢ OK de amostras pulmonares e
extrapulmonares no Equador.'

Apesar do sucesso no uso do OK para amostras pulmonares, ** apenas dois estudos,
com pequeno numero de amostras (102 extrapulmonares, 33 pulmonares - lavado
broncoalveolar) e restritos a um servigo especializado para pacientes com AIDS, foram
publicados no Brasil.***!

Um estudo com 685 amostras extrapulmonares paucibacilares (fezes, abscessos e
outras fontes) realizado no Equador nao encontrou diferencga significativa (p = 0,668) na
capacidade diagnostica entre LJ (88,2%) e OK (90,3%), 10 enquanto nossa comparagao de trés
abordagens com amostras paucibacilares revelaram acuracia de 98,86% para OK,semelhante a
obtida para o método MGIT, com concordancia quase perfeita.

Ao reduzir o tempo de processamento, a abordagem OK produz o diagnéstico duas a

trés semanas antes dos outros métodos - uma vantagem crucial para os esfor¢os decontrole de
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doengas. Além disso, pode ser realizado com um volume de amostra muito menor: um oitavo
da quantidade exigida por outros métodos.'*'¢!7-!¥

Em nossa pratica, o tempo necessario para o isolamento do M. tuberculosis se mostrou
significativamente menor com o método OK, produzindo 77% de positividade em trés
semanas pos-incubacdo, em contraste com 6,1% para LJ, corroborando os achados de outro
estudo.'’

Em resumo, o método OK se mostrou preciso e especifico para o diagndstico de
tuberculose em amostras paucibacilares e capaz de confirmar a doenga com a mesma precisao
dos métodos LJ e MGIT - caracteristicas que o tornam adequado para uso na pratica
laboratorial de rotina em nivel local e regional, particularmente onde os recursos sdo escassos.

Com base nas diretrizes da OMS, o Ministério da Saude do Brasil recomenda um
tempo de espera de 60 dias para o crescimento micobacteriano, independentemente do tipo de
amostra. No LACEN-MS, entretanto, nenhum crescimento micobacteriano foi observado
além de 45 dias, permitindo que pacientes com amostras previamente negativas fossem
diagnosticados definitivamente 15 dias antes, liberando o laboratério para armazenamento e
processamento de novos lotes de amostras.

A amostra de conveniéncia empregada nesta investigagdo foi obtida por meio de
nossos procedimentos de rotina laboratorial. As restricdes de amostras muito pequenas para
semeadura em todos os trés meios de cultura e a indisponibilidade temporaria do meio
Middlebrook 7H9 foram frequentes no periodo de estudo. Esses fatores imprevisiveis sdo
responsaveis pelas diferengas no niumero de amostras processadas por cada método, uma
limitagdo que pode ser superada em estudos futuros. Essas deficiéncias, no entanto, ndo
afetaram nossos achados para amostras extrapulmonares.

O processamento OK provou ser uma excelente ferramenta de diagndstico para
amostras paucibacilares de apresentacdes pulmonares e extrapulmonares suspeitas,
minimizando os riscos relacionados ao tempo de armazenamento, transporte e preservacao da
amostra. Nossos resultados, assim como os obtidos por Franco-Sotomayoret al.,'’ apoiam a
adogao do método por laboratorios remotos para fins de semeadura.

Acreditamos que a adoc¢do desse método pode contribuir para o diagndstico mais
rapido dos casos suspeitos de tuberculose pulmonar e extrapulmonar, minimizando as
dificuldades enfrentadas pelos pacientes, a resisténcia aos farmacos™ e promovendo uma
redugdo significativa nas taxas de incidéncia e mortalidade associadas a doenga em todo o

mundo.
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