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RESUMO

A tuberculose (TB) é uma das mais importantes doencas infecciosas. Por sua alta
prevaléncia, estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectada pelo
bacilo Mycobacterium tuberculosis, resultando em cerca de 1,5 milhdo de mortes
anualmente. Ha fatores determinantes para o controle da doenca, como a deteccéo
rapida e terapia com esquemas terapéuticos bem definidos. Os métodos diagnosticos
utilizados atualmente possuem limitagcdes devido ao tempo de execugdo, uma vez
que o resultado pode levar até 60 dias para ser liberado, nos casos de cultura sélida.
A deteccdo do bacilo é fundamental para interromper o ciclo de transmisséo da TB e
consequentemente reduzir a incidéncia de Tuberculose populagdo. Considerando-se
a importancia do diagndstico, este trabalho teve como objetivo observar o
desempenho do teste rapido molecular (TRM) Xpert® MTB/RIF para diagnostico
da tuberculose e avaliar os dados da utilizacdo do TRM no programa municipal de
controle da tuberculose no Laboratério de Salde Publica do Municipio de
Florianopolis/SC (LAMUF). Métodos: Amostras de escarro foram obtidas junto ao
Laboratdrio Municipal de Floriandpolis, no periodo de janeiro a dezembro de 2015.
Para aquelas indicadas para primeiro diagnéstico de TB, foi utilizado o teste
GeneXpert MTB/RIF e realizada cultura para micobactérias em em meio
solido.Resultados: Foram recebidas 1.212 amostras de escarro para primeiro
diagndstico, sendo quarenta e seis (3,8%) positivas em ambos os métodos e trés
(6,5%)(3/46) resistentes a rifampicina. Houve predominio do género masculino
(61,29%) e a média de idade dos pacientes foi de 39,08 +14,4 anos. O teste Xpert
MTB/RIF, utilizado para detec¢do de Mycobacterium tuberculosis, diretamente de
amostras de escarro apresentou sensibilidade de 93,88%, especificidade 96,36% e
Kappa de 0,798 que indica concordancia boa entre as metodologias. Observou-se
ainda a reducdo do tempo médio para liberacdo do resultado, a cultura sélida em
meio Ogawa-Kudoh levou 20 dias (7 — 28) e o Xpert MTB/RIF levou duas horas.
Conclusdo: o presente estudo permitiu a avaliacdo da agilidade do diagndstico
molecular rapido da tuberculose no municipio de Floriandpolis que apresentou
dados satisfatorios uma vez que foi capaz de realizar o diagnostico e deteccdo de
resisténcia a rifampicina em aproximadamente duas horas e demonstrou alta
sensibilidade e especificidade.

Palavras-chave:Tuberculose, diagndstico, GeneXpert MTB/RIF.
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1. INTRODUCAO
1.1. TEMA E PROBLEMA DE PESQUISA

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada por bactérias do
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), o qual tem como principal
representante o Mycobacterium tuberculosis (MTB) ou bacilo de Koch (BK). Atinge
principalmente os pulmdes (tuberculose pulmonar), mas pode ocorrer em outros sitios
anatdmicos (tuberculose extrapulmonar) ou de maneira disseminada (tuberculose
miliar) (PANDOLFI et al., 2007).

A TB € uma das doencas infecciosas que mais causa mortes no mundo. Estima-
se que dois bilhdes de pessoas estejam infectadas pelo bacilo causador da doenca. Em
2015, estima-se que tenham ocorrido 10,4 milhGes de novos casos de TB no mundo,
destes, 5,9 milhdes (56%) em pacientes do género masculino, 3,5milhdes (34%)do
género feminino e 1 milhdo (10%) emcriancas. Estima-se também que tenham ocorrido
1,4 milhdes de mortes devido a doenca naquele mesmo ano (WHO, 2014a; WHO, 2015;
WHO, 2016). Somente no Brasil, foram diagnosticados de 2005 a 2014, 73 mil casos de
TB por ano, em média, sendo que o coeficiente de mortalidade por tuberculose
apresentou reducdo no periodo de 2004 a 2013 (Figura 1)(BRASIL, 2014; BRASIL,
2015).

Figura 1. Coeficiente de mortalidade por tuberculose. Brasil 2004 —2013.
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Segundo a Secretaria de Vigilancia em Salde - Ministério da Saude, o
coeficiente de incidéncia da TB no Brasil vem reduzindo ao longo dos anos. Isso pode
ser observado comparando-se os dados dos anos de 2005, com 41,5 casos /100 mil
habitantes, com os dados de 2014, de 33,5 casos/100 mil habitantes, uma reducéo
correspondente a 2,3% ao ano (Figura 2). Mesmo com a diminuicdo do coeficiente,
ainda ha desafios para a redugdo do nimero de casos da doenca, sendo que o Brasil
registra um ndmero elevado de novos casos anualmente. Entre os estados brasileiros,
Santa Catarina aparece entre aqueles com as taxas de incidéncia de TB mais baixas,
23,1/100.000 habitantes, porém ha exce¢des: alguns municipios do estado possuem
taxas iguais ou superiores a média nacional, como a capital de Santa Catarina,
Floriandpolis, que apresenta uma taxa de 41,1/100.000 habitantes (BRASIL, 2015;
DIVE, 2016).

Figura 2. Coeficiente de incidéncia de tuberculose. Brasil 2005 —2014.

457 #15
38,7 388 334
40 1 \3’:’9 . 8 36 T3 568 367
—— N —
45 - '\“—‘\33;5

30 1

25 A

20 A

1100 mil hab.

15

10 1

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Ano do diagnéstico

Fante: Sistema de Infarmagso de Agraves de Notificagin (Sinan); Instituto Brasiein de Geografia & Estatistica (BGE).
Diados sujeitos 3 alteragin.

Fonte: BRASIL, 2015

A transmissdo da TB ocorre de forma direta, por via aérea, através da inalacao
de particulas contendo o bacilo expelido por individuos com doenca pulmonar ativa. A
transmissdo ocorre principalmente ao tossir, espirrar ou falar. Os pacientes com TB
pulmonar podem apresentar sintomas, que sdo ignorados durante algum tempo, e outros
podem n&o demonstrar nenhum indicativo da doenca. Os sintomas mais frequentes sao

tosse seca, seguida por secrecdo (mais de trés semanas) astenia, febre baixa, sudorese
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noturna, emagrecimento, hemoptise e prostracdo (TORTOLI, 2009; STEINGART et al.,
2014).

A TB éuma doenca curével e seu tratamento envolve multiplos farmacos durante
um periodo de seis meses. Nos dois primeiros meses, 0 paciente deve fazer o uso de
quatro farmacos simultaneamente - rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z) e
etambutol (E) —e nos quatros meses seguintes, rifampicinaeisoniazida (BRASIL, 2010).
O sucesso do tratamento ¢é alcangado com associacdo medicamentosa adequada, doses
corretas e em tempo suficiente, porém por ser um processo longo, hd ocorréncia de
abandono o que aumenta a chance de resisténcia da bactériaaos farmacos (BRASIL,
2010; PANDOLFI et al., 2007; STEINGART et al. 2014).

O diagnéstico inicial da TB ébaseado em dados clinicos, porém, o diagnostico
definitivo depende do isolamento e da identificacdo laboratorial do MTB. A
baciloscopia ¢ um dos métodos diagndsticos mais utilizados mundialmente, devido a
sua rapidez e baixo custo. Esta metodologia permite estimar a quantidade de bacilos
presente na amostra, 0 que a torna também um método importante para monitorar a
eficacia do tratamento, pela observacdo da reducdo da carga bacilar ou negativacdo na
amostra clinica. Baseia-se na pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em
uma amostra clinica, em queo esfregaco na lamina écorado pelo método de Ziehl-
Neelsen. A parede celular de MTB é composta por uma alta concentracdo de lipidios,
entre eles os acidos micolicos, que possuem grande capacidade de fixar o corante
fucsina (corante vermelho), causando a caracteristica de resisténcia a descoloracéo por
solugdes é&lcool-acidas. Devido a caracteristica hidrofébica da parede celular, a
penetracdo da fucsina é beneficiada pelo calor. O BAAR retém a fucsina ap6s o
procedimento de descoloracdo, enquanto as outras estruturas na lamina séo descoradas e
coram-se pelo segundo corante usado, o azul de metileno (BRASIL, 2008a; GRIFFITH
et al., 2007).

A principal desvantagem da baciloscopia é a sensibilidade limitada (40 a 80%),
pois para se obter um resultado positivo ha necessidade de que amostra contenha pelo
menos 5.000 bacilos/mL. A negatividade desse método pode ocorrer em funcdo do
estagio inicial da doenca e do estado imunoldgico do paciente, uma vez que individuos
imunossuprimidos séo paucibacilares (FERREIRA et al., 2005; PARSONS et al., 2011).
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O método padrdo-ouro para diagnosticar a TB é a cultura. Sua sensibilidade é
verificada a partir de 100 bacilos/mL. Como o tempo de crescimento bacilar varia de
duas a seis semanas, a cultura apresenta como desvantagem o tempo necessario para a
liberacdo do resultado, principalmente com o uso dos meios solidos. O diagndstico
tardio favorece a transmissdo e consequentemente o aumento no ndmero de casos da
doencga (FERREIRA et al., 2005; PARSONS et al., 2011).

A necessidade de um teste rapido e sensivel para o diagnéstico laboratorial das
micobactérias levou ao desenvolvimento dos métodos moleculares para deteccdo de
MTB diretamente de amostras clinicas. Dentre as técnicas utilizadas para o diagndstico,
encontram-se aquelas que promovem a amplificacdo de &cidos nucléicos, como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — do ingés,Polymerase Chain Reaction) e suas
variacoes (Nested-PCR, Multiplex-PCR e PCR em tempo real, por exemplo)(BOHEME
2010). A sensibilidade desses testes é altamente dependente da eficiéncia do preparo da
amostra, da extracdo do DNA e da presenca de inibidores. Devido a esses fatores, ainda
é necessario o desenvolvimento um método simples, rapido e efetivo para o diagndstico
da TB (BOHEME, et al., 2011).

O teste rapido molecular (TRM) Xpert MTB/RIf realizado na plataforma
GeneXpert® (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) é um teste molecular para a
deteccdosimultanea de MTB e resisténcia a rifampicina, indicado para laboratorios que
realizam baciloscopias. O sistema é formado por uma plataforma GeneXpert®, um
computador simples e cartuchos descartaveis. O teste é baseado em um sistema
automatizado com metodologia PCR em tempo real, método molecular que consiste na
amplificacdo de uma sequéncia do material genético do organismo a partir de
quantidades pequenas de DNA, permitindo a deteccdo de fragmentos de DNA ao longo
da reacdo. Utiliza sondas de hidrolise do tipo molecular beacons para a deteccdo de
MTB e resisténcia a rifampicina e seus resultados sdo liberados em aproximadamente
duas horas. O teste Xpert MTB/RIF é utilizado em amostras de pacientes com suspeita
clinica e que realizam primeiro diagnostico (BRASIL, 2011; BOHEME, et al., 2011;
STEINGART et al., 2014). Ja resisténcia a rifampicina pode ser considerada como um
marcador para tuberculose resistente a multiplos farmacos (TB-MDR), caracterizada
por resisténcia pelo menos a rifampicina e isoniazida. Pacientes que desenvolvem
resisténcia a rifampicina tém baixa perspectiva de sucesso com o tratamento de primeira

linha, o que torna necessaria a adocdo do tratamento de segunda linha, que utiliza
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medicamentos com maior toxicidade, custo superior e requerem tratamentos
prolongados. A adocdo do tratamento adequado diminui as chances de falha no
tratamento, a transmissdo da doenca e selecdo de bacilos resistentes € interrompida
(CARVALHO et al. 2007).

O teste XpertMTB/RIF vem sendo estudado quanto a sua agilidade em processar
os resultados e eficiéncia no diagnéstico daTB. Em estudos multicéntricos, o teste
apresentou sensibilidade de 90% em amostras com baciloscopia positiva e
especificidade de 99,% (BOEHMEzet al., 2010; BOEHME et al., 2011; STEINGART et
al., 2014; BRASIL, 2015).

Visando acelerar o diagnéstico da TB e a identificacdo da resisténcia a
rifampicina e considerando as dificuldades atuais com relacdo ao tempo e sensibilidade
dos métodos tradicionais, 0 TRM Xpert MTB/RIF vem sendo implementado em
diversos servicos de satude em todo 0 mundo, uma vez que a deteccdo precoce do bacilo
e da resisténcia a rifampicina e a terapia efetiva sdo fundamentais para o controle da
TB. No ano de 2014, uma das estratégias do Programa Nacional de Controle da
Tuberculose do Ministério da Saude do Brasil foi a disponibilizacdo do teste para
estados e municipios. O Ministério da Saude adquiriu 160 equipamentos de TRM -TB,
destes, 148 foram destinados a 125 laboratorios de 92 municipios que compdem a Rede
de Teste Répido para Tuberculose (RTR-TB), sendo que todas as unidades da
Federacdo estdo incluidas na rede RTR —TB.Mais 12 equipamentos foram destinados a
pesquisa em nove municipios. Desde a implementacdo do GeneXpert MTB/RIF no
Brasil, foram realizados aproximadamente 8 mil testes por més, no periodo de julho a
dezembro de 2014, para primeiro diagndstico da TB, uma vez que o kit ndo éutil para
controle do tratamento (Figura 3) (BRASIL, 2015).
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Figura 3. Teste molecular rapido de tuberculose realizado para os possiveis casos novos, Rede de Teste

Répido para Tuberculose, Brasil, julho a dezembro de 2014.
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O Laboratdrio de Saude Publica do Municipio de Floriandpolis (LAMUF),
responsavel, no municipio de Floriandpolis, pelo diagnéstco de TB, recebeu o
equipamento para a realizacdo do teste molecular Rapido GeneXpert MTB/RIF no ano
de 2014. Nesse laboratorio sdo realizadas trés metodologias para diagnostico da TB:
baciloscopia, cultura e 0 TMR - GeneXpert MTB/RIF. Para todas as amostras que
chegam ao LAMUF, tanto para diagnéstico quanto para controle do tratamento, sdo
realizados os métodos de baciloscopia e cultura. Ja o teste Xpert MTB/RIF € realizado
apenas nas amostras para primeiro diagnostico da TB. Em caso de crescimento bacilar
na cultura, as amostras sdo enviadas ao Laboratorio de Referéncia Estadual —
Laboratorio Central de Saude Pulica de Santa Catarina (LACEN/SC) — para realizacéo

dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.

O presente estudo objetivou fazer uma avaliacdo inicial da implementacdo do
TMR-GeneXpert MTB/RIF na agilidade do diagnostico da TB no municipio de

Florianopolis.
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1.2. OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os dados da utilizacdo dos Testes Rapidos Moleculares TRMs GeneXpert
MTB/RIF no programa de controle da tuberculose no Laboratério de Saude Pablica do

Municipio de Floriandpolis/SC (LAMUF) referentes ao ano de 2015.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever o fluxo de amostras encaminhadas para diagndstico de tuberculose no
LAMUF,;

- Descrever a rotina diagnoéstica para tuberculose noLAMUF;
Comeparar os resultados das culturas em meio sélido Ogawa-Kudoh com o TRM-
GeneXpert MTB/RIF quanto a agilidade do diagnostico e deteccdo de resisténcia a
rifampicina;
Avaliar reducdo do tempo de inicio do tratamento alternativo para pacientes com

resisténcia a rifampicina detectada pelo TRM.

1.3. METODOLOGIA

1.3.1. FLUXO DE AMOSTRAS

O LAMUF recebe amostras de escarro de todos os postos de saude da Prefeitura
Municipal de Floriandpolis, de acordo com protocolo estabelecido. Apds coleta do
material em casa, a amostra é entregue pelo paciente no Posto de Saude mais proximo
da sua residéncia, no periodo da manhd. ApoOs recebimento por um profissional e
identificacdo da amostra, é solicitado ao LAMUF o recolhimento da amostra. A coleta
do material pelo LAMUF é realizada a partir das dez horas da manhd com as amostras
ja acondicionadas em caixas térmicas. No periodo da tarde as amostras sao
acondicionadas sob refrigeracdo (2°a 8°C) para a realizacdo dos procedimentos

laboratoriais.
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1.3.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Rotina para diagnostico da TB no LAMUF, procedimentos (Figura 4):

Figura 4. Fluxograma dos procedimentos realizados com amostras de escarro, recebidas pelo
LAMUF.

Amostras

Amostras de 2mL,
sem particulas
alimentares, para
diagndstico

Amostras
insuficientes ou
controle

Todas as amostras

GeneXpert

MTB/RIF Baciloscopia

Cultura

«  GeneXpertMTB/RIF: em amostras com quantidade suficiente de escarro (2 mL),
pouca saliva, sem restos alimentares e somente para diagndstico;

- Baciloscopia: a lamina é feita quando as amostras sdo insuficientes para a
realizacdo no Xpert MTB/RIF ou para amostras para controle de tratamento.

« Cultura: sdo semeadas todas as amostrasem meio Ogawa-Kudoh.

Apo6s a leitura do resultado do TMR- Xpert MTB/RIF ou da baciloscopia, 0s
resultados foram anotados no livro de controle de tuberculose e liberados no sistema
online, que permite a visualizagcdo do resultado nos diferentes postos de saude do

municipio.
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1.3.3. BACILOSCOPIA

A baciloscopia foi realizada em esfregaco de lamina do material biolégico, com
coloragédo de Ziehl-Neelsen, de acordo com o protocolo recomendado no Manual
Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (BRASIL,
2008).

Na técnica de Ziehl-Neelsen, primeiramente a amostra foi corada com fucsinaa
quente, depois descorada com alcool-acido e, contracorada com azul de metileno. A
parede celular das micobactérias possui elevada concentracdo de lipidios e confere
resisténcia a descoloracdo por alcool-acido, deixando os bacilos tonalizados na cor rosa
(BRASIL, 2008)

A leitura das laminas e a interpretacdo dos resultados foram feitas segundo o
Manual de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e Outras Micobactérias. Os BAAR
foram pesquisados com objetiva de 100X e os resultados expressos em cruzes, da
seguinte maneira: 3+ (+++) representam a presenca de mais de 10 bacilos por campo,
em 20 campos lidos; 2+ (++) correspondem a 1 a 10 bacilos por campo, em 50 campos;
1+ (+) corresponde a um total de 10 a 99 bacilos em 100 campos. A presenca de 1 a 9
bacilos em 100 campos foi relatada com o numero exato de bacilos encontrados; jaa

auséncia de bacilos em 100 campos representa um resultado negativo (BRASIL, 2008).

1.3.4. CULTURA

As amostras de escarro foram cultivadas em meio solido Ogawa-Kudoh,
utilizando-se kit comercial que contém o meio de cultura acompanhado de solucdo
descontaminante de NaOH 1N (Laborclin®, Brasil),de acordo com instru¢es do
fabricante. O procedimento foi realizado em duplicata e 0s meios foram incubados em
estufa a 37°C e conferidos semanalmente para observacao de crescimento bacilar, atéa

oitava semana de incubacao.
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1.3.5. GeneXpert MTB/RIF

Para realizacdo do TRM-Xpert MTB/RIF, as amostras e um reagente de amostra
foram adicionadas a um tubo plastico conico de 15 ml, que foi fechado e
homogeneizado em vortex duas vezes, durante incubacdo de 15 minutos a temperatura
ambiente. Um volume definido desta mistura (2mL) foi transferido para o cartuchode
teste, que em seguida foi inserido na plataforma Xpert MTB/RIF. A partir deste
momento, todas as etapas sdo automatizadas, gerando o0s resultados apos
aproximadamente duas horas (Figura 5) (BOHEME et al., 2010; BRASIL, 2011;
HILLEMANN et al., 2011;).

Figura 5. Preparo da amostra do teste GeneXpert MTB/RIF.
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Fonte: Cepheid.

O teste GeneXpert MTB/RIF é um sistema baseado em cartuchos descartaveis
e possui: camaras para amostras e reagentes, valvula com um émbolo e seringa, valvula
rotatdria para controlar a movimentacéo dos liquidos entre as camaras, area de captacao,

concentracdo, lavagem e lise celular, reagentes liofilizados de PCR em tempo real e
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solucdes tampéo de lavagem e um tubo de reacdo PCR integrado. Todo esse processo é
automatizado (BRASIL, 2014).

O teste Xpert MTB/RIF utiliza a tecnologia molecular beacons para a detecgéo
de sequéncias amplificadas de DNA num ensaio de PCR em tempo real. Sdo utilizadas
cinco sondas diferentes de hibridizacdo de acidos nucléicos na mesma reacdao multiplex.

Cada uma das cinco sondas écomplementar a uma sequéncia alvo diferente
dentro do gene rpoB do MTB sensivel a rifampicina e é marcada com um fluoréforo de
cor diferente. As sondas sobrepostas conseguem abranger toda a regido de 81 pb do
gene rpoB. A molecular beacons sdo sequéncias de oligonucledtidos utilizadas como
sondas de fita simples, que contém um quencher ligado de forma covalente no final de
uma das extremidades e um fluor6foro covalentemente ligado a outra extremidade.
Quando livres na solucdo, a molecular beacons ndo emitem fluorescéncia, porém,
guando localizam seu alvo, ha hibridizacdo resultando em uma nova organizacao
conformacional, onde o fluoroféro se afasta do quencher e emite fluorescéncia. Quando
ndo ha alvos, as moléculas beacons ndo emitem fluorescéncia, pois o quencher, por

estar proximo do fluoréforo, capta a energia (LAWN; NICOL, 2011).
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Figura 6: Molecular beacons utilizados para deteccdo de sequéncias amplificadas de DNA num ensaio de
PCR em tempo real.
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2. ANALISE ESTATISTICA

Apdbs compilacdo dos resultados, foram avaliados os seguintes indicadores: género,
idade, positividade do TRM-Xpert MTB/RIFe da cultura, resisténcia a rifampicina e
tempo até deteccdo da positivadade da cultura. Osvalores de média e desvio padrdo
foram calculados utilizando-se o Software Microsoft Excel verséo 2010.

A concordancia entre 0 TRM-Xpert MTB/RIFe a cultura foi determinada pelo
teste Kappa. Para isso, utilizou-se o programa SPSS StatisticalPackage for Social
Sciences (SPSS software, versdo 17.0, EUA).Adotaram-se como referéncia os valores
determinados por Altman (1991), em que valores de Kappa entre 0,00-0,20 indicam
concordancia pobre entre os resultados, valores entre 0,21-0,40 indicam concordancia
razodvel, valores entre 0,41-0,60 indicam concordancia moderada, valores entre 0,61
0,80 indicam concordancia boa e valores entre 0,81-1,0 indicam concordancia

excelente.
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Os valores de sensibilidade, especificidade, do TRM-Xpert MTB/RIF foram
calculados pela Curva ROC (RecieverOperatingCharacteristic), utilizando-se a cultura
como padrdo ouro. Para esta analise, utilizou-se o programa MedCalc (versdo 12.0.3.0,
Bélgica).

3. RESULTADOS

No periodo de janeiro a dezembro de 2015, foram recebidas 1.212 amostras de
escarro para primeiro diagndéstico de tuberculose no LAMUF. Destas, 370 (30,53%)
foram coletadas de pacientes do género masculino, 211 (17,41%) do género

feminino e 631 (52,06%) ndo foram identificadas quanto ao género (Figura 7).
Figura 7. Género dos pacientes que coletaram amostras de escarro para diagnostico de TB
enviadas ao LAMUF.

Género

= masc fem = sem identificacdo do género

Das 1.212 amostras, 68 (5,61%) foram positivas no TRM-Xpert MTB/RIF,
enquanto 49 (4,04%) foram positivas na cultura (Figura 8). Do total de amostras,
98,18% apresentaram resultados concordantes. O valor de Kappa foi de 0,798, o que
indica boa concordancia entre as metodologias. Em relagdo a cultura, o kit
apresentou sensibilidade de 93,88%, especificidade de 96,36%.
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Figura 8. Amostras positivas no TRM-Xpert MTB/RIF e cultura.
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Das 49 amostras positivas na cultura, a média de idade foi de 39,08+14,4 anos,
variando de 3 a 83 anos. Entre os individuos dos quais se possuia informacéo,
61,3% eram do género masculino, com média de idade de 38,4+13,0 anos, enquanto
38,7% dos pacientes eram do género feminino, com média de idade de 40,08+19,0
anos. Do total, um paciente era menor de 15 anos (2,%), quatro possuiam entre 15 e
19 anos (8,2%), 17entre 20 e 34 anos (34,7%), 15 entre 35 e 49 anos (30,6%), 11
entre 50 e 64 anos (22,5%) e uma pessoa tinha 83 anos (2,%) (Figura 9).

Figura 9: Distribuicéo por faixa etaria dos 49 pacientes cujas amostras foram reagentes na

cultura para TB.
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Dentre as 49 amostras positivas na cultura, 1 (2,%) apresentou resultado positivo
em sete dias, 18 (36,7%) foram positivas em 14 dias, 16 (32,7%) em 21dias e 14
(28,6%) em 28 dias (Figura 10).

Figura 10: Total de dias para a positividade das culturas.
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Em relacdo a resisténcia a rifampicina sete amostras foram positivas no TRM-
Xpert MTB/RIF. Destas, trés amostras também pertencem ao grupo de 46 amostras
positivas no TRM-Xpert MTB/RIF concordantes com a cultura. Quando o resultado
dessas trés amostras foi comparado ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos
realizado pelo Laboratério Central de Saude Publica de Santa Catarina
(LACEN/SC), verificou-se que uma teve a analise cancelada pelo LACEN/SC
devido a contaminagdo e as outras duas tiveram a resisténcia a rifampicina
confirmada pelo método MGIT™ (Becton, Dickinson and Company). As outras
quatro amostras em que foi detectada a resisténcia a rifampicina pelo TRM-Xpert
MTB/RIF ndo apresentaram cultura positiva. Ainda, dessas quatro amostras, uma
foi positiva tanto no TRM-Xpert MTB/RIF quanto na baciloscopia, porém foi

negativa na cultura.
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4. DISCUSSAO

A deteccdo precoce da TB é fundamental para interromper a transmissdo do
bacilo e dessa forma reduzir a taxa de mortalidade. Entretanto, ocontrole da TB muitas
vezes é dificultado devido aos meétodos de diagndsticos lentos e pouco sensiveis,
principalmente para a deteccdo de MTB em pacientes com imunodeficiénciae deteccdo
de resisténcia aos farmacos. (BOHEME et al., 2010). No ano de 2014, estratégias foram
adotadas pelo Ministério da Salde do Brasil, visando aumentar e melhorar a
sensibilidade do sistema de vigilancia da TB e agilizar o diagndstico da doenga. Uma
dessas estratégias foi a implantacdo da rede de teste rapido molecular para TB (TRM —
TB), em que o TRM-Xpert MTB/RIF foi implementado em busca da eficacia do
diagndstico da tuberculose e deteccdo precoce da resisténcia a rifampicina. Quanto
antes o paciente infectado inicie o tratamento, suas chances de cura s&o aumentadas e

diminui significativamente a possibilidade de disseminacdo da doenca.

A plataforma utilizada nesse trabalho é de facil execucdo, por ser um sistema
automatizado, fornecendo resultados em cerca de duas horas apds o inicio do teste
(STEINGART et al.,, 2014). Em trabalho realizado anteriormente, Boheme e
colaboradores (2010) chegaramaconclusdo de que a simplicidade do TRM-Xpert
MTB/RIF, que utiliza um Unico profissional treinado, 15 minutos de preparoda amostra
e sua leitura automatica e inequivoca, o torna uma metodologia vantajosa. Contudo,
énecessaria uma calibracdo anualdo equipamento, o que representa um desafio para
implementacdo da plataforma em alguns laboratérios, além de possuir uma tecnologia
sofisticada, 0 que torna otestemais caro. No entanto, 0 TRM-Xpert MTB/RIF pode ser
menos oneroso do que a implementacdo de cultura e teste de susceptibilidade aos

farmacos.

Neste estudo, 0 TRM-Xpert MTB/RIF foi avaliado em relacdo a cultura sélida em
meio Ogawa-Kudoh e apresentou sensibilidade de 93,88% e especificidade de 96,36%.
Dentre as 1.212 amostras, a cultura identificou 49 como positivas, enquanto o TRM-
Xpert MTB/RIF foi capaz de identificar 68 amostras positivas. Dessas 68 amostras, 22
ndo concordaram com a metodologia padrdo ouro, o quepode sugerir a obtencdo de
resultados falso-positivos. Isto pode ter ocorrido devido a testagem de amostras
provenientes de pacientes que estdo em tratamento ou que apresentam TB prévia e que

podem conter bacilos mortos, detectados pelo TRM-Xpert MTB/RIF. Em nota o
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Programa Nacional para Controle da Tuberculose indica o0 TRM-Xpert MTB/RIF
apenas para o diagnostico e resultados falso-positivos tém sido reportados em amostras
de individuos previamente tratados (BRASIL, 2013; BOYLES, et al., 2014)

Em estudo realizado por Boheme e colaboradores (2010), o TRM-Xpert
MTB/RIF foi utilizado para diagnosticar pacientes com multirresisténcia de quatro
paises, Peru, Azerbaijao, Africa do Sul e india, com o objetivo de avaliar o desempenho
do teste. No estudo, foram utilizadas amostras de 1.730 pacientes e o teste apresentou
bons resultados em relacdo ao padrdo ouro. Quando comparado com a metodologia da
cultura, o TRM-Xpert MTB/RIF apresentou sensibilidade de 97,6% e especificidade de
99,2%. Em um trabalho realizado Liverpool por Steingart e colaboradores (2014)
encontraram sensibilidade de 89% e especificidade de 99% no Xpert® MTB/RIF
qguando comparada a baciloscopia. Concluiram que o TRM-Xpert MTB/RIF possui
maior sensibilidade para a deteccdo da TB em amostras de pacientes com baciloscopia
positiva.

A baciloscopia € um método de baixo custo e utilizado no mundo todo para
diagnostico da TB. No Brasil a baciloscopia, pela sua utilidade, continuara sendo
utilizada em paralelo ao TRM-Xpert MTB/RIF e nas situagdes as quais 0 teste
molecular ndo se aplicacomo, por exemplo, em amostras com volume insuficiente para
0 processamento no TRM e para amostras controle. Uma vez que o TRM-Xpert
MTB/RIF detecta DNA de MTB, o teste pode apresentar resultados positivos por tempo
indefinido, impossibilitando a comprovacdo daeficiéncia do tratamento. Portanto, fica
evidente a importancia da realizacdo da baciloscopia, para avaliar e acompanhar a
evolucdo do tratamento. Ja a cultura e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos
(TSA) sdo procedimentos recomendados a serem realizados para todos os pacientes
positivos no TRM-Xpert MTB/RIF. O TSA é realizado para a comprovacdo da
existéncia da resisténcia a rifampicina detectada pelo TRM-Xpert MTB/RIF. Todas
essas estratégias formam um conjunto importante para auxiliar no controle da TB
(BRASIL, 2015).

Dos casos nos quais a cultura foi positiva e a informacao de género fornecida,
observou-se uma prevaléncia do género masculino (61,3%) em relacdo ao género
feminino (38,7%). Dados semelhantes foram reportados pela Organizagdo Mundial da
Salde - OMS (WHO, 2016) sobre novos casos registrados no Brasil, com 67,85% e

32,14% do género masculino e feminino, respectivamente. Grande parte dos individuos



25

do presente estudo possui mais que 14 anos de idade (97,95%), dado que corroboraos
reportados no relatério emitido pela OMS, em que 90,47% dos novos casos registrados
no Brasil em 2015 correspondem a pacientes com idade acima de 14 anos. Observando-
se a estratificacdo da idade dos individuos do presente estudo, houve um predominio de
pacientes entre 20 e 34 anos (34,69%) e entre 35 e 49 anos (30,61%). Esses dados estao
de acordo com os dados mundiais reportados pela OMS, que indicam que a TB acomete
comumente o género masculino e afeta principalmente adultos em idade
economicamente ativa (UN, 2015; WHO, 2016).

Dentre os dados obtidos neste estudo, verificou-se que o tempo médio de
deteccdo de MTB pelo TRM-Xpert MTB/RIFfoiinferior a um dia (cerca de duas horas),
em comparacdo com 20 dias (7 — 28dias) para a culturasolida em meio Ogawa-
Kudoh.No entanto, ao observarmos a logistica de transporte de amostras entre 0s postos
de coleta da prefeitura municipal e 0 LAMUF, o tempo médio de liberacdo dos
resultados varia entre 24 h e 48 h A utilizacdo do TRM-Xpert MTB/RIFcontribuiu paraa
reducdo do tempo médio do inicio do tratamento para pacientes com TB. Em estudo
realizado por Boheme e colaboradores (2011) foram analisadosadultos com suspeita de
TB ou TB-MDR, que apresentavam tosse com duracdo minima de duas semanas em
centro de sadde urbanos, na Africa do Sul, Peru e india e instalacbes de triagem no
Azerbaijdo e nas Filipinas e uma sala de emergéncia em Uganda. Foram avaliados,para
as técnicas utilizadas,indicadores de robustez, comparados tempo de deteccéo,
notificacdo e tratamento. Observou-se que o tempo médio para deteccdo da TB,
utilizando o TRM-Xpert MTB/RIF é inferior a um dia em comparacdo com 30 dias (23
— 43) para cultura solida e 16 dias (13-21) para cultura liquida. A utilizacdo do TRM-
Xpert MTB/RIF reduziu o tempo médio de inicio do tratamento da TB de 56 dias (39 —
81) para 5 dias (2 —8). Concluiu-se ainda que o kit pode ser usado em laboratorios com
poucos recursos, facilitando o acesso dos pacientes ao diagnéstico rapido e preciso e

assim, diminuindo significativamente a morbidade associada a lentiddo do diagnéstico.

A resisténcia a rifampicina pode ser considerada como um marcador para
TB-MDR.Uma vez que a resisténcia geralmente sé é detectada apds a observacdo de
falha no tratamento, que ocorre meses apds o inicio da terapia medicamentosa, a
deteccdo pelo TRM possibilita a adogédo do tratamento adequado de forma mais rapida.
Além disso, a rapida deteccdo de resisténcia evita tratamentos com farmacos

inadequados, reduz a exposicdo a efeitos colaterais causadas pelos farmacos, fornece
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diagnostico correto e consequentemente acelera o tratamento e diminui a incidéncia da
TB (CARVALHO, 2007; BRASIL, 2011; BOHEME, et al., 2011). Em estudo realizado
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2014), o TRM-Xpert MTB/RIF detectou a
resisténcia a rifampicina com 99,1% de sensibilidade, levando a adocéo do tratamento
adequado aos pacientes diagnosticados. No presente estudo, 0 TRM-Xpert MTB/RIF
identificou sete amostras com a bactéria resistente a rifampicina. Dessas, duas amostras
foram confirmadas com o teste de sensibilidade aos antimicrobianospelo método
MGIT™ (Becton, Dickinson and Company), no LACEN/SC, e uma amostra teve sua
analise cancelada (no LACEN/SC) devido a contaminacdo do testede sensibilidade. As
trés amostras resistentes a rifampicina correspondem a 6,1% dos casos de TB detectados
no estudo, o que é um numero importante visto a taxa de isolados MDR na Grande
Florianopolis de 6% (NOGUEIRA, 2012). Além disso, o resultado da amostra que teve a
analise do teste se sensibilidade cancelada pelo LACEN/SC pode ter sido
particularmente importante para adocdo do tratamento adequado, visto que a cultura
positiva ja& € um indicador de doenca ativa e neste caso a deteccdo da resisténcia deve

ser considerada.

As outras quatro amostras que apresentaram resultado positivo para resisténcia
a rifampicina no TRM-Xpert MTB/RIF, mas que ndo apresentaram crescimento na
cultura pode corresponder a resultados falso-positivos no TRM, caso sejam amostras de
pessoas tratadas anteriormente. Pacientes em tratamento ou que tiveram TB prévia
podem apresentar bacilos mortos no escarro, que sdo detectados pelo método molecular.
Esta explicacdo justifica principalmente um desses quatros casos, em que a baciloscopia

foi positiva, mas a cultura foi negativa (BOHEME, 2010).

De maneira global, a necessidade da deteccdo mais rapida e o aumento de
casos com resisténcia a multiplos farmacos levaram a pesquisa de novas metodologias
para diagnostico da TB. Infelizmente, os testes moleculares desenvolvidos ainda nao
estdo amplamente distribuidos, presente apenas em alguns centros de referéncia. O
TRM-Xpert MTB/RIF, por ser um teste automatizado de extragdo, amplificagédo
edeteccdo de DNA que ocorre dentro de um cartucho que ndo é reaberto, confere a ele
poucas chances de contaminacdo (BOHEME, 2010). Em estudo recente, Banada e
colaboradores (2010) confirmaram que o TRM-Xpert MTB/RIF, diminui a formag&o de
aerossois em comparacdo com o preparo de esfregacos. Todas essas caracteristicas de

simplicidade e seguranca na utilizacdo conferem uma deteccdo da TB e resisténcia a
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rifampicina que agiliza o diagnostico sem a necessidade de laboratorios com
equipamentos, expertise profissional e estrutura de biosseguranga avancados. No
entanto, a necessidade de um volume especifico de amostra, a calibracdo anual e por
possuir tecnologia avancada e patenteada, o torna uma metodologiamais onerosa do que
a baciloscopia, por exemplo (BOHEME, 2010). Contudo, o TRM-Xpert MTB/RIF
realizado na plataforma GeneXpert® se mostrou, em diversos estudos, capaz de
promover o diagnostico rapido e deteccdo de resisténcia a rifampicina, com alta
sensibilidade e especificidade, proporcionando tratamento rapido e adequado aos

pacientes infectados pelo bacilo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1. No LAMUF, no periodo de janeiro a dezembro de 2015, a taxa de amostras
positivas para TB, considerando a cultura como o padrdo ouro no primeiro
diagnostico, foi de 4%;

2. Das 49 amostras positivas na cultura e entre os individuos dos quais se possuia
informacdo, 61,30% eram do género masculino, com média de idade de
38,4+13,0 anos;

3. Os pacientes com TB pertencem predominantemente as faixas etarias de 20 — 34
anos (34,70%)e 35 — 49 anos (30,60%);

4. O TRM-Xpert MTB/RIF apresentou valor de Kappa de 0,798 em relacdo a
cultura, o que indica boa concordancia entre os métodos. O kit apresentou
sensibilidade de 93,88%e especificidade de 96,36%.

5. Entre sete amostras resistentes a rifampicina, apenas duas foram concordantes
em ambos os testes (42,90%), sendo que uma delas teve a analise cancelada pelo
LACENY/SC. Das outras quatro amostras, nenhuma apresentou cultura positiva e
uma foi positiva na baciloscopia.

6. O tempo médio de deteccdo do TRM-Xpert MTB/RIF foi inferior a um diaem
comparacdo com 20dias (7 —28dias) para a cultura.

7. O presente estudo permitiu a avaliagéo inicial das vantagens da implementagéo

do TRM-Xpert MTB/RIF no municipio de Florianopolis, demonstrando que a
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utilizacdo do TRM-Xpert MTB/RIF possibilitou a reducdo do tempo medio para
inicio do tratamento para pacientes com TB.
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