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RESUMO

Dentre as estratégias para se combater a tuberculose, o diagndstico precoce se destaca como um dos
pilares mais importantes no combate a doenga, pois permite a atencdo e inicio ao tratamento e como
conseqiiéncia minimiza os riscos de contégio e dispersdo da enfermidade. Com o objetivo de avaiar o
desempenho do sistema automatizado MB/BacT™ e do método convencional com cultivo em meio
Lowenstein — Jensen (LJ) no isolamento de micobactérias de espécimes clinicos de origem pulmonar,
foram analisados os exames de 1.317 pacientes com suspeita clinica de tuberculose pulmonar e/ou
micobacterioses. Destas 0 sistemaautomatizado MB/BacT™ detectou 327 (24,8%) culturas positivas para
micobacté&riaseomeio LJ257 (19,5%), asensibilidade do sisstemaMB/BacT™ foi de 98% e aespecificidade
99%. Observou-se ainda um menor prazo de isolamento e menor contaminacdo por meio de sistema
automético. Esta caracteristica possibilita efetuar uma intervencdo rapida e eficaz no tratamento,
representando beneficios para os pacientes e ao Programa de Controle da Tubercul ose.
Palavras-Chave. Mycobacterium tuberculosi, diagndstico automatizado, MB/BacT™ meio L dwenstein—
Jensen.

ABSTRACT

Among the strategies to combat the tuberculosis, the precocious diagnosis stands out as one of the most
important pillarsfor disease control, becauseit allowsthe attention and beginning of the treatment, and as
aconsequenceit minimizesthetransmission risksand spreading of disease. With the objectivein evaluating
the performance of the automated MB/BacT™ system and the conventional method with cultivation in
L dwenstein - Jensen (L J) medium for mycobacteriaisolation from pulmonary specimens, clinical samples
from patients with presumed symptoms of pulmonary tuberculosis and/or mycobacterioses have been
studied. Of 1,317 samples . 327 (24.8%) presented positive culture results on automated MB/BacT™
system, while culture on LI medium detected 257 (19,5%) positive samples. Sensitivity and specificity of
automated system was 98% and 99%, respectively. Comparing both techniques, the automated system
presented culture positivity in shorter period of time and alower contamination rate was observed. These
characteristics of automated system allow a fast and effective intervention for treatment, representing
benefits for the patients and for the Tubercul osis Control Program.
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INTRODUCAO

De todas as doengas infecciosas, a tuberculose é uma
das que apresentam maior morbidade e mortalidade.

Segundo estimativas da Organizaggo Mundial de Salde
(OMYS), atubercul ose é responsavel por 2,7 milhdes de mortes
anuais, das quais 95% ocorrem em paises em desenvol vimento.
Projectesfeitas em 1995 indicam gue, no ano 2005, ocorreréo
11,9 milhdes de casos novos da doenca anual mentet2,

NaAmérica L atinaestima-se aocorrénciade 250 a300
mil novos casos por ano, com cerca de 20 a25 mil mortes®. O
Brasil é o décimo pais do mundo em ndimero de casos, com
cerca de 90.000 casos novos e mais de 5.000 mortes anuais.
Destes 48% se encontram naregido Sudeste, da qual faz parte
0 Estado de Sao Paulo, que por suavez possui 0 maior nimero
absoluto de casos do pais, apresentando na Ultima década uma
incidéncia de cerca de 17.000 casos novos por ano e um
coeficiente oscilando entre 50 e 60 por 100.000 habitantes'2+*,

Surtos da doenga por cepas multiresistentes e o
aumento da incidéncia de infec¢Bes causadas por outras
espécies de micobactérias impuseram a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos diagndstico para estas
infecgdes’.

Dentre as estratégias para se combater a tuberculose, 0
diagnostico precoce se destaca como um dos pilares mais
importantes no combate a doenca, pois permite a atencéo e
inicio ao tratamento e como conseqUiéncia minimiza os riscos
de contégio e dispersdo da enfermidade.

As técnicas bacteriol6gicas utilizadas atualmente no
diagndsti co datubercul ose como amicroscopiacom coloragdo
de Ziehl-Neelsen (BK) e o cultivo bacteriano em meio de
Loéwenstein—Jensen (LJ), sdo métodos convencionais
importantes tanto paraaconfirmagao do diagndstico como para
o controledetratamento dadoencga, masno permitem aprimorar
os erros para desenvol ver estratégias de erradicaco amédio e
em longo prazo da doencef.

O BK realizado pela maioria dos laboratdrios clinicos,
debaixo custo, reproduzivel, fornece rapidamente o resultado;
diagnostica enfermos com tuberculose ativa, isto é, que sdo
fontes de disseminagdo da doenca, mas apresenta baixa
sensibilidade quando comparada com o isolamento das
micobactérias em meio de culturasolido ou liquido®*t,

Embora alguns progressos na deteccdo direta de
micobactérias por metodologias moleculares estejam sendo
realizadas, as metodol ogias de culturaainda sdo indispensavels
parao diagnostico'>3, A culturade micobactérias convencional
LJ é importante, pois devido a sua elevada sensibilidade,
aumenta a cobertura diagndstica e possibilita o diagndstico de
casos paucibacilares, cuja positividade ndo é detectada pela
microscopial*. Entretanto apresenta como grandes
desvantagens a deteccdo tardia do crescimento das
micobactérias (30 a60 dias), pois necessitada visualizacdo de
coldnias dabactériano meio de cultura, e umataxadeisolamento
inferior aguelaobtida com a utilizagdo de meiosliquidos!®t®1,

Com as técnicas de hoje, morosas frente a atual
epidemiologia da tuberculose, o diagnostico rapido das
micobacterioses véem sendo um desafio constante aos
Programas de Combate a doencga, causando sérios transtornos
gue se evidenciam em pacientes portadores da Sindrome da
ImunodeficiénciaAdquirida(SIDA).

Na tentativa de isolamento mais rapido das
micobactérias, nadécada de 1980 foi proposto o sistema semi-
automatizado BACTEC 460TB" , utilizado para a deteccéo,
identificac&o e provas de sensibilidade aos antimicrobianos,
mostra resultado rgpido quando comparado com métodos
convencionais; baseia-se na detecgéo de gas carbonico (CO,)
marcado com*C. Por ser uma técnica radiométrica e semi-
automatizada, apresentou desvantagens que impediram o seu
uso em grande escal al®'’.

Recentemente, a fim de se diminuir o tempo entre a
suspeitaclinicae adeteccéo das micobactérias, véarios métodos
nao radiométricos foram avaliados>819,

Em 1999, o programa de DST/AIDS iniciou uma
discussdo junto ao Programa de Tuberculose, sobre a
necessidade da melhoria da qualidade do diagndstico da
tuberculose, a fim de se conduzir a um tratamento rapido e
eficaz; principalmente em pacientes com sorol ogiapositivapara
0 HIV®, Assim, em novembro de 2001 foi implantada pelo
ProgramaEstadual de DST/AIDS, arealizag&o daculturapelo
sistemaautomatizado MB/BacT™, neste L aboratério Regional
de Referéncia do Estado de S&o Paulo - DIR XIX, devido ao
elevado indice de co-infeccdo HIV/TB, naregiéo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o sistema
automatizado MB/BacT™, pelaandlise comparativa dastaxas
de sensibilidade, especificidade e precocidade no isolamento
de micobactérias, com o método convencional em meio de
L 6wenstein-Jensen (L J).

MATERIAL E METODO

Foram processados no Laboratério de Micobactérias
do Instituto Adolfo Lutz — Santos/SP (IAL), pelos métodos
automati zado e convencional, MB/BacT™ e L Jrespectivamen-
te, 1.317 espécimesclinicos de origem pulmonar, coletados de
pacientes sintomaticos respiratdrios ou com suspeita clinica
de tubercul ose pulmonar &/ou micobacterioses, atendidos nas
Unidades Bésicas de Salide da Baixada Santista entre janeiro
de 2002 adezembro de 2003.

Procedimentos Bacterioldgicos

Baciloscopia: esfregacos de cadaamostracoletadaforam
corados pelo Método de Ziehl-Neelsen. No caso de laminas
positivas realizou-se a contagem bacilar semiquantitativa
conforme o indice baciloscopi co recomendado pelo M S#2L,

Cultura: apds digestdo e descontaminagdo pelo Método
de Petroff®2, os espécimes clinicos foram semeados em Meio
de L 6wenstein—Jensen (LJ) emeio middlelbrook 7H, do sistema
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MB/BacT™ contendo 0,5ml de Solugdo Reconstituinte. Os
meios de L Jforam incubados a 37°C em estufa bacteriol 6gica
por até 60 dias. Os frascos de meio de cultura MB/BacT™
foram colocados no Modulo de Incubacéo do Sistema
Automatizado, que consiste numaestufabacteriol 6gicaa37°C,
com monitoramento continuo, einspecionados por 42 dias. As
culturas positivas foram confirmadas quanto a presenca de
bacilos dcool-acido resistentes (BAAR), pela observacéo de
esfregacos corados pelo método Ziehl-Neelsen®2,

As culturas do sistema automatizado onde se detectou
apresencgade microrganismos contaminantes foram novamente
descontaminadas pelo método de Petroff e semeadas em novo
meio de culturado sistemaMB/BacT™.

Leiturados Frascos: 0 sistemaautomati zado monitoriza
continuamente a producdo de CO2 pel os microrgani smos com
base na leitura dos refletdmetros de fase solida sensiveis ao
COg2s310, pelo tempo minimo de 42 dias. Todos os meios LJ
inoculados sdo lidos uma vez por semanaaté o 600 dia.

Identificagdo: culturas positivas foram encaminhadas
a0 IAL Central querealizou aidentificac8o de acordo com as
técnicas preconizadas pelo Ministério da Salde; observando-
se a pigmentacdo das col 6nias, aspecto e realizagdo de provas
bioquimicas®2.

RESULTADQOS

A comparacdo entre os resultados obtidos na deteccéo
das micobactérias em meio de L dwenstein—Jensen (LJ) emeio
middlelbrook 7H, do sistema MB/BacT™ , encontram-se na
Tabelal.

Efetuando-se calculos estatisticos para determinagéo
dosvalores de concordanciaentre o sistemaautomatizado M B/
BacT™ e o LJ obteve-se: 94% de concordancia bruta, 63%
concordancia esperada e 85% de concordéncia ajustada
(Kappa). O método automatizado apresentou satisfatéria taxa
de sensibilidade (98%) e especificidade (99%), com osvalores
preditivos positivos e negativos de 81% e 99 %,
respectivamente; demonstrando assim que a metodologia
empregada no sistema MB/BacT™ apresenta boa acurécia.

O sistema automatizado MB/BacT™ detectou 327
(24,8%) culturas positivas, sendo que 185 (14%) com resultado
positivo na baciloscopia direta e 142 (10,8%) com resultado
negativo. Com o meio LJforam detectadas 257 (19,5%) culturas
positivas paramicobactérias (Tabelal).

O tempo médio de positividade pelo sistema
automativado MB/BacT™ foi de 16 dias, (68% das amostras
positivas foram detectadas até o 20° dia de incubagdo), sendo
gue pelo método convenciona houve um acréscimo médio de
duas semanas.

Analisamos aexpressao de crescimento damicobactéria
nos dois métodos em relagdo ao tempo, representado em dias
(Figural).

Na identificagdo com testes fenotipicos das espécies
tivemos no sistema MB/BacT™ 80,4% destas pertencentes ao
complexo Mycobacterium tuberculosis (Tabela 3).

DISCUSSAO

Uma das melhores medidas para se prevenir a
disseminagdo da tuberculose é o diagndstico rapido e preciso

Tabela 1. Comparagéo entre os resultados obtidos no processamento das 1.317 amostras clinicas, para o isolamento de
micobactérias, nos meios de Middlelbrook 7H, do MB/BacT™ e L dwenstein-Jensen, processadas no Laboratdrio de
Micobactériasdo | AL — Santos/SP, no periodo dejaneiro de 2002 adezembro de 2003.

Meios de Cultura Total Resultados
de Positivo Negativo Contaminado
Amostras (%) (%) (%)
Middlelbrook 7H,do MB/BacT™ 1.317 327 A3 47
(24,8%) (71,6%0) (3,6%)
Lowenstein - Jensen 1317 257 94 126
(19,5%) (71%) (9,5%)

Tabela 2. Resultado do retratamento das 116 culturas contaminadas em meio Middlelbrook 7H, do MB/BacT™, processadas
no Laboratdrio de Micobactérias do | AL — Santos/SP, no periodo de janeiro de 2002 adezembro de 2003.

Total Total Resultado das amostras retratadas
amostras amostras Positivas Negativas Contaminadas
processadas retratadas (%) (%) (%)
1317 116 b k¢ a7
(2,7%) (25%) (3,6%)
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dadoenca. Pelas caracteristicas de crescimento lento do bacilo,
adeteccdo do bacilo em meio de cultura, namel hor das hipéteses
€ detrés semanas, representando atraso noinicio do tratamento
e assim, com conseqiiéncias para a sobrevida do paciente,
principalmente para os pacientes co-infectados, onde muitas
vezes é fregliente a ocorréncia de doenca causada por
micobactérias ndo tubercul osas.

Ao se fazer o diagnostico de infecgbes por
micobactérias, 0s pontos mais importantes que devem ser
atingidos séo: liberacdo de resultado do exame microscopico
no prazo méaximo de 24h apds o recebimento da amostra no
laboratorio; deteccdo dos bacilos dcool — acido - resistentes
em no méaximo 14 dias; realiza¢do daidentificagdo no maximo
entre 17 a 21 dias; e disponibilizacéo para o médico da
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Figura 1. Comparativo entre o tempo de crescimento das cuIturT%s pro-
cessadas pelo método convencional L-J e automatizado MB/BacT , pro-
cessadas no laboratério de Micobactérias do IAL — Santos/SP, no periodo
de janeiro de 2002 a dezembro de 2003 .

sensi bilidade da micobactéria aos tubercul ostéticos dentro de
no méximo 28 dias’.

Em nosso estudo, a baciloscopia detectou apenas 14%
das culturas positivas no método automatizado, deixando clara
a sua baixa sensibilidade. Em comparag@o ao método LJ, o
sistema MB/BacT™ revelou-nos, uma maior positividade e
rapidez na deteccéo.

O MB/BacT™ detectou-se 327 culturas positivas para
micobactérias e 0 meio de LJ detectou apenas 81% dessas
culturas, sendo assim o sistema automatizado apresentou uma
taxa de detecgéo 33% maior do que no método convencional
LJ. Porcentagens estas semelhantes a encontrada por Rohner
et al.®eManterolaet .= querel atam respectivamente osvalores
de 79,5% e 92,5% de positividade, com meio a base de ovos.

O tempo médio de detecgado foi menor (16 dias) quando
comparado ao convencional (24,7 dias); essa deteccdo tardia
em mei os solidos nos deixa claro a vantagem da utilizagdo de
um sistema automatizado, que possibilite maior agilidade na
realizac8o dos testes de identificagdo, umavez que em nossos
estudos 19,6% das cepas eram outras micobactérias (MNT);
sendo 5,5% ao Mycobacterium kansasi, e 3,4 % ao
Mycobacterium avium, espécies estas com alta freqiiéncia de
isolamento em doencas pulmonares humanas™.

Diversos estudos mostram que o0 meio liquido é mais
sensivel paraadetecgéo do crescimento de micobactérias, por
Ser um meio rico em nutrientes, mas algumas vezes apresenta
um indice de contaminagdo mais elevado do que o meio
sOlido®?, Em nossos estudos a porcentagem de contaminagdo
dasculturas por outros microrganismosfoi inicialmente de 8,8%
parao meio middlelbrook 7H, do sistemaMB/BacT™ ede 9,5%
parao LJ. A menor porcentagem pode ser explicadapelo uso de
antibidticos no mei o de cultura desse sistema, como também &
encontradanos estudos deAily et a.? que relatam 24% para o
MB/BacT™ e27,3% parao LJ.

Tabela 3. Espécies isoladas nas culturas positivas nos meios de Middlelbrook 7H, do MB/BacT™ e meio L 6wenstein—-Jensen,
processadas no Laboratério de Micobactérias do AL — Santos/SP, no periodo de janeiro de 2002 a dezembro de 2003 .

Espécies isoladas

Middlelbrook 7H,

Meio de cultura
L wenstein-Jensen

do MB/BacT™
n° % n° %

Mycobacterium tuberculosis 263 804 223 86,7
Mycobacterium avium u 34 4 15
Mycobacterium kansasii 18 55 16 6,2
Mycobacterium terrae e triviali 1 03 1 04
Mycobacterium crec. lento 3 09 1 04
Mycobacterium abscessus 1 03 0 0

Mycobacterium fortuitum 7 21 4 15
Mycobacterium peregrium 2 06 1 04
Mycobacterium cresc. rapido 0 0 1 04
outras 2 64 6 23
Tota 327 100 4 100
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Importante enfatizar que em nosso estudo utilizamos
para a descontaminagdo das amostras de escarro 0 método de
Petroff e ndo o método de N-acetil-L-cisteina/ NOH, como
indicado pelo fabricante, pelo fato deste fazer parte da nossa
rotinalaboratorial e ser o método mais usado no Brasil®.

O retratamento das culturas do sistemaMB/Bact™ em
que se detectou presenca de microrganismos contaminantes,
possibilitou um aumento de 2,7% de culturas positivas,
diminuindo ataxade contaminaco para3,6% (Tabela2). Devido
as suas caracteristicas, uma contaminagdo da culturaem meio
sélido impossibilitao retratamento, sendo assim essaculturaé
descartada e o diagndstico interrompido, fazendo-se necessério
asolicitagéo de nova amostra.

Ao analisar os dados obtidos ha comparagéo dos dois
métodos, os autores ressaltam a importancia de uma
metodologia automatizada de deteccéo do crescimento
bacteriano, como 0 MB/BacT™, pois este agiliza os testes de
identificac8o e sensibilidade as drogas, possibilitando uma
intervencdo répida e eficaz no tratamento, representando
beneficios paraos doentes; justificando assim asuaimplantagdo
arotinalaboratorial em programas de combate a tubercul ose.
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