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RESUMO

Cultura de micobactérias proporciona o crescimento de bacilos vidveis, mesmo presentes em
escassa quantidade e ndo detectados pela baciloscopia. Neste estudo foram analisadas as amostras
de escarro que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva. As amostras foram coletadas
de 2008 a 2013, de individuos detidos em Centros de Deten¢do Proviséria de Santo André,
Maua e Diadema, Estado de Sio Paulo. As metodologias utilizadas foram baciloscopia por
coloragdo Ziehl-Neelsen e cultura pelo Sistema BACTEC MGIT 960 e Ogawa-Kudoh. Dos
11.529 exames realizados, 221 (1,9 %) apresentaram baciloscopias negativas e culturas positivas.
Dos 221 isolados, 166 (75,1 %) pertenciam ao Complexo Mycobacterium tuberculosis, 21 (9,5 %)
micobactérias ndo membros do Complexo Mycobacterium tuberculosis (MNT), 33 (14,9 %)
Mycobaterium sp e uma cultura mista do Complexo M. tuberculosis e M. avium. MNT mais
frequentes foram M. avium (23,8 %) e M. fortuitum (19,0 %). A maioria dos isolados do Complexo
M. tuberculosis (155/166 - 93,4 %) foi sensivel aos antimicrobianos. Sete amostras apresentaram
resisténcia a isoniazida e uma apresentou multirresisténcia a isoniazida e rifampicina. Este estudo
mostra a importancia da realizagdo da cultura em escarros que apresentam baciloscopia negativa
no diagndstico da TB e micobacteriose. O tratamento tardio causa a continuidade da transmissdo
da doenga e agravamento do quadro clinico.

Palavras-chave. tuberculose, prisdes, baciloscopia, técnicas de cultura, escarro.

ABSTRACT

Culture of mycobacteria induces the growth of viable bacillus occurring in small quantity,
which are no detectable by bacilloscopy. This study aimed at identifying the mycobacteria isolates
from sputum presenting negative bacilloscopy and positive culture. The samples were collected
from 2008 to 2013 from criminals of Provisional Detention Centers in Santo André, Maud
and Diadema/SP. Smears were stained by Ziehl-Neelsen staining and the cultures were performed
by the BACTEC MGIT 960 system and Ogawa-Kudoh culture medium. Of 11,529 isolates, 221
(1.9 %) showed negative bacilloscopy and positive cultures. Of 221 isolates, 166 (75.1 %) belonged
to Mycobacterium tuberculosis complex, 21 (9.5 %) were nontuberculous mycobacteria (NTM),
33 (14.9 %) Mycobacterium sp, and one identified as a mixed culture of M. tuberculosis and
M. avium complex. The most common NTM species were M. avium (23.8 %) and M. fortuitum
(19.0 %). Most of the isolates (155/166-93.4 %) were susceptible to antimicrobial agents.
Seven samples were resistant to isoniazid, and one presented multiresistance to isoniazid and
rifampicin. This study shows the importance in performing sputum culture, when these samples
are negative on bacilloscopy in diagnosing TB and mycobacteriosis. The treatment delay results
in the maintenance of disease transmission and worsening of clinical symptoms.

Keywords. tuberculosis, prisons, smear, culture techniques, sputum.
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A tuberculose é uma doenga pulmonar ou
laringea transmitida por via aérea em praticamente
todos os casos'. Uma das medidas para o controle
da tuberculose é a investigacdo de populagdes
com elevado risco de contrair a doenga, como
as populagdes privadas de liberdade. Por causa
das condi¢bes precarias dos centros de detencdo
e superpopula¢io de individuos privados de
liberdade, muitos estudos sdo realizados na
busca ativa de novos casos de tuberculose nessa
populagdao**. No Brasil, a tuberculose ¢é a terceira
doenga infecciosa que mais leva ao 6bito (4800
mortes/ano), 70 mil novos casos descritos no
Global Tuberculosis Report 2015° e é uma doenca
endémica nos presidios brasileiros®’. No entanto,
poucos sdo os estudos no Brasil sobre baciloscopia
negativa e cultura positiva no diagndstico da
tuberculose  transmitida por  micobactérias
pertencentes ao Complexo  Mycobacterium
tuberculosis e da micobacteriose causada por
micobactérias nao membros do Complexo M.
tuberculosis originando os termos micobactéria
ndo tuberculosa (nontuberculous mycobacteria,
MNT) e micobactéria outra nao tuberculosa
(mycobacteria other than tuberculosis, MOTT)’.

Pacientes imunocomprometidos e com
baciloscopia negativa, apesar de constituir menor
risco de transmissdo e mortalidade, apresentam
significante propor¢ao (50 — 71 %) que progride
para doenca ativa justificando o tratamento'.
O diagnostico da tuberculose e a inadequada
deteccio de novos casos em todo o mundo,
especialmente na Africa e Asia, sio os maiores
desafios em paises de baixa e média renda'" ">

A baciloscopia permanece a mais acessivel
ferramenta no diagndstico da doenga ativa,
porém a cultura é o método de referéncia padrao-
ouro, sensivel e especifico para o diagndstico
da tuberculose e micobacteriose. Mesmo com
o desenvolvimento de modernas técnicas de
biologia molecular, nenhum método foi
completamente eficiente para substituir a
baciloscopia e o olhar do microbiologista®”'*'>.
O ntmero minimo de bacilos alcool-acido
resistentes necessarios para produzir um esfregago
com resultado positivo tem sido estimado entre
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5000 a 10000 por mililitro'®, enquanto a detecgdo
de bacilos pela cultura é de 10 a 100 bacilos
cultivaveis por mililitro de escarro'”'®. Devemos
levar em consideragdo erros mais comuns na
leitura das baciloscopias, que levam ao resultado
falso negativo, como coleta e acondicionamento
inadequados das amostras de escarro, utilizagao
da por¢ao nao purulenta do escarro, esfregaco
com pouca amostra, tempos incorretos nos
procedimentos de coloragio das laminas,
sobreposi¢do e diminui¢cdo do numero de campos
lidos e até mesmo o uso de microscopio sem
condi¢bes adequadas de uso e manutengao'*".

A drea de abrangéncia do Centro de
Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz
de Santo André VIII (CLR-IAL Santo André)
contempla sete municipios - Santo André, Sao
Bernardo do Campo, Sao Caetano do Sul, Maua,
Ribeirdao Pires, Rio Grande da Serra e Diadema
com populagido total de 2.551.328 habitantes™.
Nesses municipios ha quatro Centros de Detengao
Proviséria (CDP), todos com superpopulagio.
O CLR-IAL Santo André realiza cultura de
micobactérias isoladas do escarro de individuos
privados de liberdade no ingresso ou sintomaticos
dos CDP de trés municipios - Santo André,
Maua e Diadema com superpopulagdo prisional
de 2007 individuos e capacidade prisional de
535 individuos, 1512/624, e 1634/613, por
municipio respectivamente (Fonte: Secretaria da
Administragdo Penitencidria. SAP - http://www.
sap.sp.gov.br/ em 04/03/2015).

CDP ¢é o presidio do sistema penitenciario
destinado a custodiar as pessoas reclusas
provisoriamente, enquanto aguardam sentengca.
A busca ativa de novos casos da tuberculose
ocorre desde a admissdo do individuo no
CDP até o recebimento do alvard de soltura
ou transferéncia para outro estabelecimento do
sistema penitencidrio.

Tendo em vista que nossa maior demanda
de cultura de micobactérias vem dos CDP,
que ndo ha estudos realizados sobre tuberculose
nesses centros e devido a deteccdo de casos de
baciloscopia negativa com cultura positiva, o
objetivo deste estudo foi avaliar escarros que
apresentaram baciloscopia negativa e cultura
positiva de individuos privados de liberdade em
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Centros de Detengdo Provisoria dos municipios
de Santo André, Maui e Diadema no estado de
Sao Paulo, entre 2008 e 2013.

Amostragem

Estudo descritivo utilizando dados da
rotina laboratorial a partir de 11.529 amostras de
escarros colhidas por expectoragido espontanea
matutina de individuos privados de liberdade (uma
amostra de cada individuo) do sexo masculino no
ingresso ou quando sintomaticos de trés Centros
de Detenc¢do Provisoria situados nos municipios
de Maud, Santo André e Diadema no Estado de
Sao Paulo, Brasil no periodo de 01 de junho de 2008
a 31 de maio de 2013.

Critérios de inclusao e exclusiao

As amostras de escarros colhidas do mesmo
individuo dentro de um intervalo de tempo de
15 dias foram consideradas diagnoéstico e incluidas
no estudo. As amostras de escarros colhidas
do mesmo individuo em um espaco de tempo
superior a 15 dias foram consideradas controle e
excluidas do estudo.

Baciloscopia

A confecgdo dos esfregacos de escarros,
coloragao pelo método de Ziehl-Neelsen e leitura
das baciloscopias’® foram realizados pelos
Laboratérios Municipais da Rede do Programa de
Controle da Tuberculose do Estado de Sao Paulo,
0s quais encaminharam os resultados ao CLR-
IAL Santo André. A mesma amostra de escarro
foi mantida a 4 °C e transportada ao CLR-IAL
Santo André em caixa térmica, para realizacdo
da cultura.

Cultura

As amostras de escarro foram tratadas
segundo o método de Petroff modificado’. Apds
o tratamento, a amostra foi semeada em meio
de cultura liquido Middlebrook 7H9 utilizando
o Sistema BACTEC MGIT 960*. Para serem
consideradas negativas, as culturas foram mantidas
no equipamento por até 42 dias. Para volume de
escarro inferior a 1 mL, foi usada a metodologia

de Ogawa-Kudoh?. Semanalmenteas culturas foram
observadas para verificar presenca de crescimento.
As culturas foram consideradas negativas quando
nenhum crescimento foi observado na ultimaleitura
apos 8 semanas de incubag¢do”. A confirmacao da
presencadecrescimento micobacterianofoifeitapela
analise microscopicade umalamina confeccionadaa
partir da cultura positiva e corada pelo método
de Ziehl Neelsen.

Identificacao

A identificagdo presuntiva foi realizada
pela analise macroscépica da cultura (pigmento e
morfologia de cultura) e morfologia microscépica
dos bacilos. Os isolados com caracteristicas
pertencentes ao Complexo M. tuberculosis,
fator corda positivo, com colénia acromogena,
geralmente de cor creme, rugosa com aspecto de
couve-flor foram submetidos ao teste de
suscetibilidade aos fairmacos antituberculose (TS) e
teste de crescimento em presenca de dcido
p-nitrobenzéico (PNB). Os isolados sugestivos
de MNT, com presenca ou ndo de fator
corda, apresentando colonias pigmentadas
ou acromogenas, lisas ou rugosas, foram
encaminhados ao IAL Central para identificagao
pelo método PRA-hsp65 (Polymerase Chain
Reaction Restriction Analysis)>?**.

Teste de suscetibilidade (TS) do Complexo
Mycobacterium tuberculosis

Os testes foram realizados pelo Sistema
BACTEC MGIT 960 Sensibilidade da Becton e
Dickinson* com os isolados do Complexo M.
tuberculosis, negativos para o teste de PNB,
obtidos a partir do meio liquido ou sélido.
Os farmacos liofilizados foram reconstituidos nas
seguintes concentragoes: estreptomicina
(83 ug/mL), isoniazida (8,3 pg/mL), rifampicina
(83 pg/mL) e etambutol (415 pug/mL). Em cada
tubo de MGIT foram adicionados 800 pL de
suplemento de crescimento (OADC) e 100 pL de
cada farmaco chegando a concentragao final de
estreptomicina (1,0 ug/mL), isoniazida (0,1 pg/mL),
rifampicina (1,0 pg/mL) e etambutol (5,0 pg/mL)
e 500 pL do indéculo (suspensdo bacteriana
diluida 1:5). A cepa controle utilizada foi
M. tuberculosis H37Ra.
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Foram processadas 11.529 amostras de
escarros para baciloscopia e para cultura nos
Laboratérios Municipais da Rede do Programa
de Controle da Tuberculose do Estado de Sao
Paulo e o CLR-IAL Santo André, respectivamente,
no diagnéstico de novos casos de tuberculose
e micobacteriose em individuos privados de
liberdade (uma amostra de escarro para cada
individuo) dos CDP de Maua, Santo André e
Diadema.

Durante os cinco anos do estudo, obtivemos
baciloscopias negativas ou positivas com culturas
negativas, positivas ou contaminadas. Dos 11.529
exames realizados, 221 (1,9 %) apresentaram
baciloscopias negativas e culturas positivas,
168 (1,5 %) baciloscopias e culturas positivas,
31 baciloscopias sem resultados informados
pelo respectivo Laboratério Municipal, mas
com culturas positivas e 11.109 baciloscopias
positivas ou negativas com culturas negativas
ou contaminadas. Do total das 221 culturas
positivas, 166 (75,1 %) foram identificadas
como Complexo M. tuberculosis (Tabela 1).
A majoria dos isolados do Complexo
M. tuberculosis (155/166, 93,4 %) foi sensivel
aos antimicrobianos isoniazida, rifampicina,
etambutol e estreptomicina. Dez (6 %) isolados
apresentaram monorresisténcia a isoniazida,

rifampicina ou estreptomicina e um isolado
(0,6 %) apresentou multirresisténcia a isoniazida
e rifampicina. Nenhum isolado foi resistente ao
etambutol (Tabela 1).

As demais culturas positivas foram
identificadas como MNT (21/221, 9,5%),
Mpycobacterium sp (33/221, 14,9 %) e uma cultura
mista contendo Complexo M. tuberculosis

e M. avium. O menor percentual de MNT
(9,5 %) encontrado no presente estudo em
relagdo as amostras do Complexo M. tuberculosis
(75,1 %) corrobora com o encontrado na literatura.
Andrade e col” identificaram 9,1 e 91,9 % e Maurya
e col* identificaram 27,3 e 72,7 % de MNT e
Complexo M. tuberculosis, respectivamente em
pacientes hospitalizados. As espécies de MNT
mais frequentes foram M. avium (5/21, 23,8 %) e
M. fortuitum (19,0 %) (Tabela 2). Dois isolados
de MNT foram identificados somente pelo
grupo, pois apresentaram padrao de PRA-hsp65
nao descrito no algoritmo padrao® e na literatura.
Os isolados identificados somente ao nivel
de género apresentaram contaminagdo, nao
sendo possivel chegar a identificacdo conclusiva
(Tabela 2). Cinco das 221 (2,2 %) culturas foram
isoladas de individuos portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), das quais
quatro do Complexo M. tuberculosis sensiveis
aos antimicrobianos testados e uma delas
identificada como M. fortuitum (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados do Complexo Mycobacterium tuberculosis provenientes de
escarros de individuos privados de liberdade que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva

Complexo M. tuberculosis

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

=lEoI) Isoniazida Rifampicina Estreptomicina Etambutol
155* (93,4) S s S S
1 S S R S
7 (4,2) R 5 S S
2(1,2) S R S S
1 R R S S

*quatro amostras foram isoladas de individuos portadores do HIV
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Tabela 2. Frequéncia de crescimento de espécies ndo membros do Complexo M. tuberculosis, provenientes de escarros de
individuos privados de liberdade que apresentaram baciloscopia negativa e cultura positiva

Micobactérias n = 55

Nuamero de amostras (%)

Micobactérias naio membros do

Complexo M. tuberculosis 21 (38.2)
Mycobacterium avium 5(23,8)
Mycobacterium crescimento rapido acromogena 1(4,8)
Mycobacterium crescimento lento fotocromogena 1(4,8)
Mycobacterium fortuitum 4(19,0)*
Mycobacterium gordonae 2(9,4)
Mycobacterium intracellulare ou M. chimaera 1(4,8)
Mycobacterium kansasii 3 (14,3)
Mycobacterium lentiflavum ou M. parascrofulaceum 3(14,3)
Mycobacterium mucogenicum 1(4,8)
Complexo M tube.rculosis e 1 (L8)"
Mycobacterium avium
Mycobacterium sp 33 (60,0)

*uma das amostras foi isolada de individuo portador do HIV

® cultura mista

Apesar do aumento no numero de casos
novos no mundo, cerca 9 milhdes, a taxa de
incidéncia global vem diminuindo lentamente
(menos de 1 % ao ano), sendo estimada
uma taxa de 139 casos por 100 mil habitantes®.
Em 2009 no Brasil, foram notificados 72 mil
casos novos. O estado de Sdo Paulo detecta o
maior nimero absoluto de casos e o estado do
Rio de Janeiro apresenta o maior coeficiente
de incidéncia”. Um dos desafios para o
controle da endemia é a elevada incidéncia
entre populagdes de maior risco, entre elas a
populagao prisional®, que contribuiu com 5 %
dos casos notificados em 2008. No momento do
ingresso no Sistema Penitencidrio foi observado
prevaléncia de 2,7 %*, avaliada por meio de
inquérito radioldgico, clinico e bacterioldgico pela

baciloscopia, cultura do escarro e teste de
sensibilidade?.

A realizagdo da cultura, além de ser
uma técnica sensivel, permite o isolamento das
colonias do Complexo M. tuberculosis e MNT
utilizadas na identificacdo da espécie e teste
de suscetibilidade aos farmacos antituberculose.
No presente estudo, apesar do pequeno numero

de amostras de micobactérias isoladas dos
escarros dos individuos que apresentaram
baciloscopia negativa e cultura positivas

(221/11529, 1,9 %), os resultados revelaram
a presenca de 166 micobactérias membros
do Complexo M. tuberculosis e 21 MNT
potencialmente  patogénicas (M. avium,
M. fortuitum, M. intracellulare e M. kansasii)
(Tabelas 1 e 2). Este dado ¢é relevante quando
comparado ao numero de amostras de escarros
que apresentaram baciloscopias e culturas
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positivas (168/11529, 1,5 %). De acordo com a
Sociedade Americana Toricica, serd considerado
caso de micobacteriose o isolamento de MNT em
mais de duas amostras de sitios ndo estéreis®.
Salientamos que ao pesquisar o histérico dos
respectivos 21 pacientes portadores de MNT,
no Sistema de Controle de Pacientes
com Tuberculose do Centro de Vigilancia
Epidemiologica do Estado de Sao Paulo
(TBWeb) e Sistema Integrado de Gestdo
Hospitalar (SIGH) ndo houve confirmagio
desses isolados de MNT em mais de uma
amostra de escarro até o més de abril de 2015.
Para a caracterizacgio de wum caso de
micobacteriose é necessario buscar no historico
clinico dos pacientes a confirma¢ao de MNT
positivo, pois é de extrema importancia,
principalmente em comunidades fechadas e
imunodeprimidos, considerando ainda que as
MNT sdo naturalmente resistentes a varias
drogas®-2.

A observa¢ao, no presente estudo, da
presenca de quatro isolados do Complexo
M. tuberculosis e um de MNT em individuos

portadores do HIV (Tabela 2) mostra a
importincia da realizagaio da cultura em
individuos com baciloscopia negativa

provenientes de populacdes de risco, sobretudo
em ambientes de superpopulagido. O resultado
de baciloscopia negativa em casos de tuberculose
e micobacteriose é observado em varias partes
do mundo, retardam o tratamento e elevam
a mortalidade, particularmente em pacientes
imunocomprometidos, como na populagdo
com HIV*,

No Brasil, a realizagio do TS para o
Complexo M. tuberculosis é recomendado para
casos  especiais como  comunicantes de
tuberculose resistente; pacientes com antecedentes
de tratamento prévio, independentemente do
tempo decorrido; pacientes imunodeprimidos,
principalmente portadores do HIV; paciente
com baciloscopia positiva no final do 2° meés
de tratamento; faléncia ao tratamento antiTB;
investigacao de populagcbes com maior risco de
albergarem cepa do Complexo M. tuberculosis
resistente (profissionais de saude, populagio de
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rua, privados de liberdade, pacientes internados
em hospitais que ndo adotam medidas
de biosseguranca e instituicbes de longa
permanéncia) ou com dificil abordagem
subsequente (indigenas)”. Em estudo realizado
em sistema prisonal, foi relatado que o abandono
do tratamento e os baixos indices de cura
contribuem para emergir a resisténcia aos
tuberculostaticos, tornando-se uma ameaga a
qualquer tentativa de controle®*. Este problema
agrava ainda o fato de presidios funcionarem
como reservatorios para a multirresisténcia
as drogas antiTB (MRD-TB)¥”. Os testes de
suscetibilidade realizados no presente estudo
revelaram que 6,6 % (11/166) do total das
amostras do Complexo M. tuberculosis foram
resistentes aos antimicrobianos testados e
multirresisténcia (resisténcia a pelo menos
isoniazida e rifampicina) foi observada em um
desses isolados. Esses dados corroboram com a

literatura onde amostras do Complexo M.
tuberculosis ~ apresentaram  resisténcia  e/ou
MRD-TB em amostras de escarros que

apresentaram baciloscopia negativa ou positiva.
Em 2012, a Organizagio Mundial de Saude
estimou  incidéncia de = multirresisténcia,
a0 menos a isoniazida e rifampicina, de
aproximadamente 5,7 % nos casos de tuberculose
no mundo®. Rusovich e col®” relataram que dos
5377 casos de tuberculose registrados, 2960 (55 %)
apresentaram baciloscopia negativa. Dos 2960,
1639 (55 %) eram cultura positiva, dos quais
768 (47 %) apresentaram multirresisténcia aos
antimicrobanos testados.

Atualmente, testes rapidos moleculares para
o diagndstico da tuberculose podem detectar
diretamente do escarro a presenca do Complexo
M. tuberculosis e resisténcia ao agente
antimicrobiano rifampicina em até 2 horas®.
Porém, a cultura continuara sendo realizada para
possibilitar o cultivo do Complexo M. tuberculosis
para arealizacao do TS ou identificagdo de amostras
de MNT. Devemos salientar que, mesmo com
o avango tecnoldgico a cultura da micobactéria
continuara sendo uma importante ferramenta
no diagnoéstico laboratorial das doengas causadas
por micobactérias.
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O presente estudo mostra a importancia
da cultura de amostras de casos que apresentam
baciloscopia negativa no diagnoéstico laboratorial
da tuberculose ou micobacteriose. O emprego
tardio do tratamento apropriado pode acarretar
continuidade na transmissdo da doenca com
agravamento do quadro clinico, principalmente
em pacientes assintomaticos. A eficiéncia
no diagndstico da tuberculose nos Centros de
Detengdo Proviséria de abrangéncia do CLR-IAL
de Santo André é devida a diferentes agoes que
incluem a busca ativa permanente em conjunto
com as Vigilancias Epidemioldgicas, Estadual e
Municipal.
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