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RESUMO

Introducdo: A tuberculose pulmonar causada por Mycobacterium tuberculosis € um grave problema de satde publica que afeta
mundialmente milhdes de individuos. O desenvolvimento de métodos de diagndstico faceis e de baixo custo é essencial para o controle da
doenca nas dreas rurais remotas e de pobreza e entre os grupos vulnerdveis. Objetivo: Avaliar a acurdcia dos métodos laboratoriais para
o diagnostico de tuberculose pulmonar. Material e métodos: As amostras de escarro de pacientes com sinais e sintomas clinicos foram
analisadas por microscopia apds tratamento quimico e sedimentacao espontanea e comparadas com métodos empregados rotineiramente:
baciloscopia direta do escarro, cultura e GeneXpert® MTB/RIF. Resultados: Das amostras analisadas, 16% foram positivas por microscopia
nas amostras processadas; 18%, por cultura e Xpert® MTB/RIF; e 13%, por microscopia direta. As amostras processadas apresentaram um
aumento de 31% de positividade (57 amostras) em relacio a2 microscopia direta convencional. Na andlise dos métodos avaliados, todos os
resultados foram estatisticamente significativos, comprovando que nao eram positivos ou negativos aleatoriamente e confirmando que ha
uma tendéncia para esses resultados. Conclusao: O tratamento quimico e a sedimentagao espontanea das amostras de escarro representam
uma ferramenta diagndstica eficaz nas situagdes em que tecnologias mais avancadas nio sao vidveis. Além da maior precisdo e maior
deteccao de casos positivos em relagdo ao esfregaco direto, o procedimento reforca a biosseguranga, diminuindo os riscos de contaminago
aérea por Mycobacterium tuberculosis para profissionais de laboratdrio.

Unitermos: Mycobacterium tuberculosis; diagndstico de tuberculose; escarro processado; método de microscopia com dgua sanitaria.

ABSTRACT

Introduction: Pulmonary tuberculosis caused by Mycobacterium tuberculosis is a serious public bealth problem affecting millions
of people worldwide. The development of easy and low-cost diagnostic methods is crucial for disease control in rural remote and
poverty areas and among vulnerable groups. Objective: To evaluate the accuracy of laboratory methods for the diagnosis of
Pulmonary tuberculosis. Material and methods: Sputum samples from patients with clinical signs and symptoms were analyzed
by microscopy after chemical treatment and spontaneous sedimentation and compared with methods employed routinely: direct
sputum smear microscopy, culture, and GeneXpert®MTB/RIF. Results: From the samples analyzed, 16% were positive by microscopy
in the processed samples, 18% by both culture and Xpert®MIB/RIE while 13% in the direct microscopy. The processed samples
showed a 31% increase in positivity (57 samples) compared to conventional direct microscopy. In the analysis of the accuracy of
the evaluated methods, all the results were statistically significant proving that they were not randomly positive or negative and
confirming that there is a tendency for these results. Conclusion: Chemical treatment and spontaneous sedimentation of the
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sputum samples procedure represent an effective diagnostic tool in situations where more advanced technologies are not feasible.
Besides the higher accuracy and greater delection of positive cases regarding the direct smear, the procedure strengthens biosafely
by decreasing the risks of aerial contamination by Mycobacterium tuberculosis for laboratory professionals.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; diagnosis tuberculosis; processed sputum, bleach microscopy method.

RESUMEN

Introduccion: La tuberculosis pulmonar causada por Mycobacterium tuberculosis es un grave problema de salud piiblica que afecta
millones de individuos en el mundo. El desarrollo de métodos de diagnistico ficiles y de bajo costo es esencial para el control de
la enfermedad en zonas rurales remotas y pobres y entre los grupos vulnerables. Objetivo: Evaluar la exactitud de métodos de
laboratorio para el diagndstico de tuberculosis pulmonar. Material y métodos: Las muestras del esputo de pacientes con signos y
sintomas clinicos fueron analizadas por microscopia luego de tratamiento quimico y sedimentacion espontinea y comparados
con mélodos empleados ordinariamente: baciloscopia directa de esputo, cultivo y GeneXpert® MIB/RIE. Resultados: Entre las
muestras analizadas, 16% fueron positivas por microscopia en las muestras procesadas; 18% por cultivo y Xpert® MIB/RIF;: y
13% por microscopia directa. Las muestras procesadas presentaran un aumento de 31% de positividad (57 muestras) con respecto
a la microscopia directa convencional. En el andlisis de los métodos, todos los resultados fueron estadisticamente significativos,
comprobando que no eran aleatoriamente positivos o negativos y confirmando que hay una tendencia para esos resultados.
Conclusion: El tratamiento quimico y la sedimentacion espontdnea de las muestras de esputo representan una herramienta
diagnastica eficaz en las situaciones en las cuales tecnologias mds avanzadas no son viables. Ademds de la mayor precision y
mayor deleccion de casos positivos de lo que hace el frotis directo, el procedimiento fortalece la bioseguridad, disminuyendo los
riesgos de contaminacion del aire por Mycobacterium tuberculosis para el personal de laboratorio.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; diagnastico de tuberculosis; esputo procesado, método de microscopia con hipoclorito
de sodlio.

| NTRODU(;AO o diagndstico conclusivo requer isolamento e identificacio do Mz
por exames laboratoriais, como técnicas de microscopia direta
por esfregaco, cultura e biologia molecular™?. A cultura, devido
a sua alta sensibilidade, € relatada na literatura como o padrao-
-0uro em comparacio com a precisio de outros métodos para o
diagndstico da TBP. De acordo com os padrdes do laboratério, seu
limiar de deteccdo pode atingir 10 bacilos/ml do escarro, porém,
Os casos ocorrem com mais frequéncia em aglomeragdes  tem a desvantagem de ser uma metodologia complexa, trabalhosa
urbanas com baixo nivel socioecondmico e mds condicdes e demorada, que leva de 8-12 semanas para notificar um resultado
sanitdrias. Os investimentos para diagndstico e tratamento  negativo de crescimento de Mzb, além de necessitar de instalagdes
mais eficientes contribuiram, de certa forma, para diminuir  laboratoriais complexas e condi¢des de nivel de contengio ou
a propagacdo da doenca, mas ela continua sendo um sério  biossegurnca 3 (NB-3)9.
problema de satide ptblica mundial. Nos paises desenvolvidos, as
taxas de morbimortalidade por TBP estdo em declinio. No entanto,
nas regides onde a prevaléncia do virus da imunodeficiéncia
humana/sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/Aids) é
alta, o nimero de novos casos e mortes estd aumentando®.

A tuberculose pulmonar (TBP) causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) afeta os seres humanos ha milénios; €
considerada uma das 10 principais causas de morte no mundo®?,
pois ainda acomete milhdes de individuos anualmente.

0s novos métodos de diagndstico que utilizam plataformas
automatizadas, como o sistema GeneXpert® MTB/RIF, apresentam
alta sensibilidade e especificidade para detectar a resisténcia tanto
do Mtbh quanto do medicamento em amostras do escarro e fornecer
os resultados rapidamente em até 2 horas”. A sensibilidade

A doenca pode ser diagnosticada por meio de histéria clinica, ~ do teste é de aproximadamente 68% a 72% em individuos com
radiografia de torax, tomografia computadorizada (TC) de térax,  baciloscopia negativa e 98% entre individuos com Mth
broncoscopia, teste tuberculinico ou reagao de Mantoux; contudo,  com baciloscopia positiva‘®.
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A microscopia direta de esfregaco [(DSSM), do inglés
direct sputum smear microscopy by conventional method)
é um método simples, ripido e de baixo custo muito utilizado
para pesquisa de Mtb em pacientes clinicamente suspeitos de
TBP, sobretudo em locais com acesso restrito a outros métodos
de diagndstico. No entanto, muitos pacientes com TBP ativos
permanecem negativos, principalmente os casos paucibacilares,
como criancas e individuos coinfectados por HIV/Aids. O limiar de
deteccdo do DSSM € de 5.000 a 10.000 bacilos/ml do escarro.
De acordo com a qualidade e o ntimero de amostras por paciente,
além das habilidades do técnico, a sensibilidade do DSSM pode
chegar a 90%2.

Vdrios estudos foram realizados com o objetivo de aumentar
a sensibilidade do DSSM; os resultados foram variados e os
protocolos desenvolvidos nao foram amplamente implementados
nas préticas da rotina laboratorial para o diagndstico de TBP®?.
Portanto, o desenvolvimento de metodologias mais faceis e de
baixo custo para uso em locais de recursos limitados é obrigatorio.

Este estudo avaliou a precisio de um DSSM modificado,
com tratamento quimico prévio de amostras do escarro com
dgua sanitdria [hipoclorito de sodio (NaCl0)] e sedimentacdo
espontinea, em comparagio com métodos de rotina (cultura,
Xpert® MTB/RIF e DSSM convencional) utilizados por servigos de
laboratorio da satide ptiblica para diagndstico de TBP.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Uma amostra de conveniéncia de espécimes do escarro
foi coletada de individuos com sinais e sintomas de TBP nas
unidades de satde de Recife, Pernambuco, Brasil. Uma aliquota
de cada amostra foi utilizada imediatamente para baciloscopia
direta convencional, bem como para inoculacdo da cultura e
andlises moleculares pelo sistema Xpert® MTB/RIF (Cepheid Inc
Sunnyvale, CA, EUA); a porcdo restante do escarro foi utilizada
para o método DSSM modificado, com tratamento quimico com
dgua sanitdria comercial, conforme descrito a seguir.

Microscopia direta de esfregaco do escarro pelo
método convencional (cDSSM)

A cDSSM foi realizada conforme descrito anteriormente”.
As amostras do escarro foram observadas macroscopicamente
em uma capela de seguranca bioldgica (classe 11-B2) e porcdes
mucosas mais espessas com palitos aplicadores de bambu foram

colhidas e espalhadas em 1aminas de vidro. Os esfregacos foram
secos a0 ar 4 temperatura ambiente, fixados pelo calor da chama
de uma lamparina a dlcool e corados pela técnica padrao de Ziehl-
Neelsen, com produtos Laborclin (Pinhais, Parand, Brasil).

As leituras foram realizadas em um microscopio de campo
claro com uma lente objetiva 100x 6leo; os resultados foram
registrados com base no esquema de pontuacio padrao para a
identificagdo de bacilos dlcool-4cido resistente (BAAR), como
se segue: negativo (nenhum BAAR observado em 100 campos);
1-9 BAAR (1-9 BAAR em 100 campos); 1+ (10-99 BAAR em
100 campos); 2+ (1-10 BAAR por campo, apds verificar 50
campos); 3+ (mais de 10 BAAR por campo apés verificacdo de
20 campos) 12,

Cultura das amostras do escarro

As culturas foram realizadas no meio Ogawa-Kudoh
(Laborclin — Pinhais, Parand, Brasil), de acordo com o
procedimento habitual"”. Para cada amostra, um suabe
impregnado com a porcdo mais purulenta do escarro foi
introduzido em um tubo estéril contendo 3 ml de solucdo de
NaOH a 4% por dois minutos para descontaminagdo; depois, foi
espalhado sobre a superficie do meio de cultura. As culturas foram
incubadas a 37°C e observadas apds 48 horas para verificagio
do crescimento bacteriano, pois, nesta fase, isso € um indicativo
de contaminacfo. As culturas foram observadas semanalmente
por até 60 dias para acompanhar o desenvolvimento das
caracteristicas das colonias de M#b, como tempo de crescimento e
aspectos morfol6gicos. A identificacio de M#b foi confirmada por
propriedades de resisténcia ao dlcool e a0 4cido, deteccdo do fator
corda, reacdes bioquimicas da niacina, catalase, nitrato redutase,
acido p-nitrobenzoico (PNB) e hidrazida do 4cido tiofeno-2-
carboxilico (TCH) e teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.

Analise do sistema GeneXpert® MTB/RIF

Para o teste GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid Inc Sunnyvale, CA,
EUA), cada amostra do escarro foi inicialmente tratada com um
reagente com NaOH e isopropanol. A amostra foi entdo transferida
manualmente para um cartucho de uso tinico, preenchido com
a mistura de reagdo. O cartucho € inserido no equipamento que
executa automaticamente as etapas de extragdo, amplificacao
e detecco do 4cido desoxirribonucleico (DNA). Os resultados
sdo gerados automaticamente na tela, como Mb negativo ou
positivo (com uma estimativa semiquantitativa da concentragio
registrada, como baixa a média ou alta e sensivel ou resistente a
rifampicina) .
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Microscopia direta com esfregaco do escarro
concentrado em agua sanitaria (BC-DSSM)

A microscopia direta com esfregaco do escarro concentrado
em 4gua sanitiria foi realizada seguindo o procedimento
descrito anteriormente™. ApGs a preparacdo do esfregaco do
escarro convencional, a amostra do escarro remanescente foi
misturada com uma solucdo de dgua sanitdria de hipoclorito
de sodio comercial a 2%-2,5% (Brilux, Paulista, Pernambuco,
Brasil), em volume igual a duas vezes o volume no recipiente
e homogeneizada suavemente para evitar derramamento; a
mistura foi entdo deixada por aproximadamente 10 minutos
para inativacao do Mtb ou de outras bactérias contaminantes.
Em seguida, foi vertida diretamente em um tubo conico de tampa
de rosca de 12 ml, bem misturada para melhorar a digestdo
quimica do material organico e mantida a temperatura ambiente
durante a noite (12 a 18 horas) para sedimentacio espontanea.
Logo apds, o sobrenadante foi descartado. O depdsito restante
foi vigorosamente misturado, a tampa foi descartada e o tubo

direto convencional e processado (7 = 1.348). A diferenga no
nuimero de amostras foi devida a exclusio de algumas culturas
contaminadas para o cédlculo da precisdo, com cultura como
padrdo-ouro. A precisio das quatro metodologias foi analisada
estatisticamente. Os resultados sdo mostrados nas Tabelas
1, 2 e 3. Houve crescimento de M#h (culturas positivas) em
18% (235/1.332) das amostras do escarro; 13% das amostras
(171/1.332) foram positivas para BAAR por esfregaco direto do
escarro; 16% (213/1.332), por esfregago processado do escarro, e
18% (234/1.332), por GeneXpert® MTB/RIF (Tabela 1).

Comparando o desempenho do esfregaco do escarro direto
concentrado em 4gua sanitdria e do GeneXpert® MTB/RIF com
a cultura, observamos que, das amostras positivas para a cultura,
73% (171/235) foram positivas para BAAR e 27% (64/235),
negativas (falso negativas) por microscopia direta do esfregaco
do escarro (Tabela 1). Das 1.332 amostras examinadas, a

TABELA 1 — Comparacdes dos resultados obtidos por microscopia direta de

baciloscopia pelo método convencional, cultura, analise do sistema GeneXpert®
MTB/RIF e microscopia direta de baciloscopia com concentrado de dgua sanitéria

aberto foi invertido no centro de uma ldmina de vidro e deixado

até que seu contetido fosse completamente drenado na superficie

da 1amina. As amostras foram espalhadas sobre a 1amina usando ¢DSSM — Cu“u,ra
b do tubo. Os esf f At f Positiva Negativa Total
 boca do tubo. Os esfregagos foram secos 20 ar 4 temperatura Positiva T 0 81
ambiente, corados e registrados como descrito™ ', Negativa 64 1.087 1151
Total 235 1.097 1.332
£1s s e Cultura
Analise estatistica BC-DSSM P Negativa ot
Os resultados foram langados em um banco de dados Positiva 213 22 235
construido no SPSS 20.0 para Windows e analisados pelos N‘fl?a“lva 222 1'875 1'09;
programas Open Epil4 e SPSS para calcular a precisdo dos dados ot 5 Cul9t era 5
[sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor Gene Xpert Positiva Negativa Total
preditivo negativo (VPN) e precisdo]. O teste qui-quadrado foi Positiva 212 32 244
utilizado para avaliar a dependéncia das variaveis. O valor de p < Negativa 22 1.066 1.088
0,05 foi considerado estatisticamente significante!?. Total 234 1.097 1.331
Gene Xpert
DSSM
<SS Positiva Negativa Total
E Positiva 176 9 185
ASPECTOS ETICOS Negativa 79 1.082 1.161
Total 255 1.091 1.346
Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica BC-DSSM oo ;enet?(pert o
do Instituto Aggeu Magalhdes (CEP-IAM) — Fiocruz/PE (CAAE o OZS;S'” eg;‘va ;52
57175616.9.0000.5190) com o consentimento das unidades de Negativa 19 1072 1.091
satide da Secretaria Municipal de Satde de Recife, Pernambuco, Total 242 1.104 1.346
Brasil. cDSSM
BC-DSSM Positiva Negativa Total
Positiva 186 57 243
Negativa 0 1.105 1.105
RESULTADOS Total 186 1.162 1.348

CcDSSM: microscopia direla de escarro pelo método convencional (do inglés: conventional
direct sputum smear microscopy); BC-DSSM: microscopia direla de esfregaco de escarro
processada pelo método de concentrado de dgua sanitdria (do inglés: bleach-concentrated
processing direct sputum smear microscopy); GeneXpert: ensaio molecular rdpido.

As amostras do escarro foram analisadas por GeneXpert®
MTB/RIF (72 = 1.346), cultura (12 = 1.332) e esfregaco do escarro
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TABELA 2 — Associagdo das contagens de BAAR na microscopia direta de esfregaco
de escarro com concentrado de agua sanitaria com culturas positivas ou negativas

Cultura
BC-DSSM Positiva Negativa Total
1-9 BAAR 9 3 12
1+ 67 12 79
2+ 06 7 73
3+ 71 0 71
Negativa 22 1.075 1.097
Total 235 1.096 1.332

cDSSM: microscopia direta de escarro pelo mélodo convencional (do inglés: conventional
direct sputum smear microscopy); BAAR: bacilos dcido-rapidos; 1-9 BAAR: 1-9 BAAR em 100
campos; 1+: 10-99 BAAR em 100 campos; 2+: 1-10 BAAR em 50 campos; 3+: > 10 BAAR
em 20 campos.

TABELA 3 — Avaliagdo da precisdo de quatro métodos laboratoriais para o
diagndstico de tuberculose pulmonar

Comparacoes Sensibilidade Especificidade VPP~ VPN  Precision Kappa
"o 3% 0% 9% 9% 9% To%
Ic 67-78 8w 9097 9396 9196 LY
Bcc-glsuslﬁx o 98% 9% 98% 9%  54%
Ic 8694 o799 869 g 969 LY
Geﬁiiiﬁx o 9% 8% %% %% 8%
Ic 86-94 0608 291 9799 g5y L<OWI
(?(Ie)nses)l\(/lp:rt 69% 9% 9% 9% 9B%  T6%
1C 03-74 98996 9197 92-95 9295 <0001
Bgéggix: 9% 2% 9% 8% 9% 8T%
Ic 96-98 8895 9799 8091 9597 P <0001
CBIéSSgas;Z 100% 9% 765% 100% 9%  84%
I 98-100 %496 7181 997100 9597 P <0001

cDSSM: microscopia direta de escarro pelo mélodo convencional (do inglés: conventional direct
sputum smear microscopy); BC-DSSM: microscopia direta de esfregago de escarro processada pelo
método de concentrado de dgua sanitdria (do inglés: bleach-concentrated processing direct sputum
smear microscopy); GeneXpert: ensaio molecular rapido; VPP: valor preditivo positivo; VEN: valor
preditivo negativo; IC: intervalo de confianca de 95%, inferior-superior.

positividade direta no esfregaco do escarro foi de 13%. Quanto a
BC-DSSM, 81% (191/235) das amostras foram positivas para BAAR
e 19% (44/235), negativas (falso negativas). Por outro lado, 22
amostras do escarro de cultura negativa foram positivas por BC-
DSSM, totalizando 213 amostras positivas. Das 1.332 amostras
processadas do escarro, 16% foram positivas (Tabela 1).

Sobre os resultados divergentes, as culturas foram negativas
em trés das 12 amostras paucibacilares (1-9 campos microscdpicos
BAAR/100); em 12 de 79 amostras positivas 1+ e em sete das 73
amostras positivas 2+ pela BC-DSSM. Houve total concordancia
entre 0 método padrio-ouro de cultura e a BC-DSSM em 71
amostras positivas 3+ (Tabela 2). Em relacdo as 1.332 amostras
analisadas por cultura e GeneXpert® MTB/RIE 212 (16%)

foram positivas e 1.066 (80%), negativas pelos dois métodos; 22
amostras positivas para a cultura foram negativas para GeneXpert®
MTB/RIF e 32 amostras negativas para a cultura foram positivas
para Xpert® MTB/RIE No total, havia 234 amostras positivas
para cultura e 244 amostras positivas para Xpert® MTB/RIF. Para
o cdlculo da precisdo, as amostras positivas para Xpert® MTB/
RIF/negativas para cultura foram consideradas falso negativas.
0 teste Xpert® MTB/RIF foi inconclusivo em uma das 235
amostras positivas para a cultura, e 234 culturas restantes para a
comparacao foram desconsideradas.

Na comparacdo de 1.346 amostras analisadas por esfregaco
do escarro direto e processado com Xpert® MTB/RIF, 255
(19%) foram positivas paraXpert® MTB/RIF Entreestas, 176 (69%)
foram positivas e 79 (31%), negativas (falso negativas) por
esfregaco direto; 223 (87%) foram positivas e 32 (13%),
negativas (falso negativas) por esfregaco processado do escarro.
Nove das 1.091 (0,008%) amostras negativas de Xpert® MTB/RIF
foram positivas pelo esfregaco do escarro direto e processado.
Entre as 255 amostras positivas para Xpert® MTB/RIF, 47 (18%)
foram mais positivas pelo esfregaco do escarro processado do
que pelo direto.

Na comparagio entre esfregaco do escarro direto e processado
entre 1.348 amostras, 186 (13,8%) foram positivas pelo esfregaco
direto e 243 (18%), pelo esfregaco do escarro processado. Houve
concordancia entre os resultados negativos para o BAAR em 1.105
(82%) amostras. Cinquenta e sete amostras foram mais positivas
pelo esfregaco do escarro processado do que pelo esfregaco
do escarro direto, 0 que corresponde a um aumento de 31% da
positividade. Sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, precisao e
intervalo de confianca (IC) de 95% sao apresentados na Tabela 3.
A sensibilidade, a especificidade e a concorddncia entre os testes
foram satisfatorias, e o indice Kappa foi acima de 50% (Tabela 3).
Na andlise da precisdo dos métodos avaliados, todos os resultados
foram estatisticamente significantes.

DISCUSSAO

Os pacientes com TBP sdo os disseminadores mais
importantes da infecgdo na comunidade. Portanto, identificar e
tratar os portadores € o primeiro passo para controlar a doenca e
interromper a transmissdo inter-humana®.

Os avancos tecnologicos forneceram testes rdpidos
automatizados para diagndstico laboratorial de TBP com alta
sensibilidade, especificidade e rapidez e apresentaram informagoes
sobre a resisténcia aos medicamentos® >,
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Embora pouco sensivel, a microscopia convencional de
esfregaco do escarro ainda € um método valioso para a deteccio
da TBP ativa, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Asensibilidade do esfregaco direto no escarro é muito aprimorada
dependendo dos padrdes laboratoriais apropriados e das
habilidades do profissional®. Com o objetivo de aperfeigoar o
desempenho da microscopia convencional direta de esfregaco
do escarro, varias tentativas foram feitas, utilizando tratamento
quimico, como o NaClO em diferentes concentracdes e tempos,
seguido por centrifugacdo ou sedimentagio espontinea com
resultados variados®* 9.

Neste estudo, a microscopia de amostras concentradas em
dgua sanitdria do escarro de pacientes com sinais e sintomas de
TBP foi avaliada e comparada com a microscopia convencional
de escarro, cultura e testes do sistema Xpert® MTB/RIF. De 235
(18%) amostras positivas para a cultura (verdadeiro positivos),
amicroscopia convencional de esfregaco do escarro detectou BAAR
em apenas 171 (73%). Assim, com base apenas no diagndstico
direto da baciloscopia do escarro, 27% dos pacientes com TBP
ativa seriam classificados como negativos para BAAR. A estimativa
€ que um portador possa transmitir a infecgdo para 10 a 15
individuos por contato direto; apés um ano, outros 600 individuos
seriam infectados®.

Em relacdo aos resultados da BC-DSSM das amostras positivas
de cultura, houve concordincia na maioria deles (81%). No
entanto, a positividade das amostras concentradas de dgua
sanitaria foi menor que a das culturas, considerada o teste padrao-
-ouro. Por outro lado, a BC-DSSM foi capaz de detectar Mth em
22 casos de TBP, cujas amostras cultivadas foram negativas. Essa
discordancia pode ser devida ao procedimento de descontaminagéo
do escarro. Para a inoculacio da cultura, o escarro € tratado
previamente com NaOH a 4%, e a alcalinidade prejudica a
viabilidade e o crescimento do M5 no meio de cultura. Além disso,
apenas uma aliquota muito pequena do escarro € utilizada para o
método de cultura Ogawa-Kudoh, no qual um suabe impregnado
pelo escarro € inoculado diretamente na superficie do meio".
Apesar disso, 0 meio Ogawa-Kudoh apresenta alta sensibilidade e
especificidade quando comparado com outros meios de cultura
Mycobacterium™ ™. A deteccdo microscopica de BAAR nas
amostras negativas para cultura pode ser enganosa por conta da
presenca de BAAR ndo tuberculoso do complexo M#h (CMtb), que
néo cresce no meio especifico para o Mtb™.

Os resultados negativos pela BC-DSSM de 44 amostras
positivas de cultura nao surpreendem. Como as culturas foram
realizadas antes dos esfregacos do escarro direto e concentrado em
dgua sanitdria, a possibilidade de consumo das porcdes mais ricas
em bacilos ndo € descartada, resultando em baciloscopia negativa.

Ainda em relagdo 2 cultura, a positividade da BC-DSSM foi 9%
maior que a do esfregaco direto no escarro. Na andlise de precisao,
a0 adicionar os 22 casos positivos de BC-DSSM nas amostras
negativas para cultura, o esfregaco do escarro concentrado
em 4gua sanitdria detectou BAAR em 213 das 1.332 amostras
analisadas, ou 16%, o que é muito préximo dos resultados da
cultura (18%).

Quanto a acurdcia, o desempenho da cultura foi melhor que
o do esfregaco do escarro direto e concentrado em dgua sanitdria,
mas o desempenho da BC-DSSM foi melhor do que o do efregaco
do escarro direto convencional. Houve discordancia em 22
amostras positivas para a cultura negativa pelo Xpert® MTB/RIF.
Como discutido anteriormente, isso também pode ser enganoso
devido a presenca de BAAR ndo tuberculoso do CMtb, exibindo as
mesmas caracteristicas morfoldgicas e de coloracio, mas que nao
s20 detectaveis pelo sistema Xpert® MTB/RIF®.

Para a determinacio da precisdo, as 32 amostras positivas
para Xpert® MTB/RIF e negativas para cultura foram consideradas
falso negativas. O resultado positivo do Xpert® MTB/RIF confirma
a presenca do Mb na amostra. No entanto, isso ndo garante que
eles estejam vivos, uma vez que a reacio em cadeia da polimerase
(PCR) identifica o DNA de microrganismos vidveis e ndo vidveis®.
Portanto, a precisdo do sistema Xpert® MTB/RIF foi superior a da
cultura. Considerando o Xpert® MTB/RIF como padrdo-ouro, a
sensibilidade da cultura foi de 96%.

Na andlise da precisio dos métodos avaliados, todos os
resultados foram estatisticamente significativos, comprovando que
ndo eram aleatoriamente positivos ou negativos e confirmando
que hd uma tendéncia para esses resultados. A sensibilidade, a
especificidade e a concordancia entre os testes foram satisfatrias,
e o indice Kappa foi acima de 50% (Tabela 3).

0 esfregaco direto convencional do escarro foi utilizado como
padréo para os clculos de precisao e o incremento da positividade;
0 BC-DSSM reproduziu todos os resultados positivos do esfregaco
direto do escarro. Ou seja, nenhum esfregaco direto positivo
foi negativo pelo esfregaco do escarro processado. Além disso,
houve um incremento de 57 esfregacos do escarro processados
positivos nas amostras negativas diretas. A logica é que o passo
da concentragdo dos bacilos aumenta a probabilidade de ser
positivo. Ao comparar as técnicas de esfregaco do escarro direto e
concentrado em dgua sanitdria com o Xpert® MTB/RIF, ocorreram
tanto Xpert® MTB/RIF negativo e BC-DSSM positivo quanto
Xpert® MTB/RIF positivo e BC-DSSM negativo. Isso também pode
acontecer devido 4 presenga de outros BAAR nao tuberculosos do
CMtb com as caracteristicas morfoldgicas e de coloracao do M#b,
mas ndo detectados pelo Xpert® MTB/RIF* 1V,
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Estudos anteriores com o objetivo de melhorar o desempenho
do esfregaco direto no escarro convencional por tratamento
quimico do escarro tiveram resultados bastante variados®?.
Nosso estudo mostrou uma positividade aumentada em 9%
em relacio ao esfregaco direto convencional do esfregaco do
escarro pelo tratamento das amostras com hipoclorito de sodio
comercial. O esfregaco e a cultura do escarro concentrados de
dgua sanitdria tiveram uma precisio diagnostica comparavel.
Essa é uma melhora muito boa para a identificacao de casos de
TBP perdidos pelo esfregaco do escarro direto convencional. Outra
vantagem do método BC-DSSM € o aumento da seguranca dos
profissionais de laboratorio"® . O NaClO prejudica a viabilidade
do Mtb e, portanto, reduz o risco de contaminagdo pela geracao de
aerossdis. Ademais, o NaClO promove a dissolucao de particulas do
escarro (muco, saliva), favorecendo a precipitacdo espontinea
do Mth, mantendo suas propriedades morfoldgicas e de coloracio.
Adigestao das particulas do escarro garante um campo microscopico
mais limpo, o que favorece a identificacdo bacteriana™® .

Como desvantagem, a digestio com NaClO dificulta a
aderéncia do esfregaco a lamina, que pode ser facilmente lavada
durante a coloragdo?. Em nosso trabalho, esse problema foi
contornado pela diminuicdo do tempo de coloragio com fucsina
para 3 minutos, sem causar viés nos resultados da coloracao.

Finalmente, o tratamento quimico e a sedimentacdo
espontdnea do escarro nao apenas preservam as vantagens
do esfregaco direto convencional, como também aumentam
consideravelmente a identificacio de BAAR em amostras negativas
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