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Resumo

Objetivo: O aparecimento da co-infeccdo tuberculose/HIV e o aumento de casos de doencas provocadas por micobactérias ndo-tuberculosas
(MNT) exigem repostas laboratoriais rapidas tanto no isolamento como na identificacio das micobactérias. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a identificacdo das micobactérias através de sonda genética em comparacdo com os métodos bioquimicos classicos. Métodos: Entre
2002 e 2004, foram analisadas 178 culturas de micobactérias, confirmadas como bacilos dlcool-acido resistentes e obtidas de isolados
clinicos de pacientes sintomdticos respiratorios ou com suspeita clinica de tuberculose pulmonar e/ou micobacterioses, atendidos nas
Unidades de Saude da Baixada Santista. Resultados: A sonda genética identificou 137 amostras (77%) como complexo Mycobacterium
tuberculosis e 41 (23%) como MNT. A discordancia observada de 3% entre os métodos ocorreu apenas no ano de implantagio (2002). Ao
comparar os métodos, a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo da sonda genética foram 98%, 930%,
98% e 939%, respectivamente. Conclusdes: Apesar do custo elevado, a identificacdo de micobactérias pela técnica molecular ¢ mais rapida:
maximo de 3 h vs. 28-30 dias para os métodos classicos. A utilizacdo de sondas genéticas é uma técnica molecular validada, simples e
disponivel no mercado, com elevada especificidade, sensibilidade e rapidez, o que justifica sua implantacdo e uso rotineiro em laboratorios
de referéncia, facilitando o diagnodstico e permitindo uma intervencéo clinica agil.

Descritores: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculose/diagndstico; Mycobacterium/classificacio; sondas DNA.

Abstract

Objective: The emergence of tuberculosis/HIV co-infection and the increase in the number of cases of infection with nontuberculous
mycobacteria (NTM) require rapid laboratory test results in the isolation and identification of mycobacteria. The objective of this study was to
evaluate the identification of mycobacteria by means of gene probes in comparison with that obtained using classical biochemical methods.
Methods: Between 2002 and 2004, 178 mycobacterial cultures, all testing positive for acid-fast bacilli, were analyzed. Samples were
obtained from clinical specimens of patients with respiratory symptoms or with clinical suspicion of pulmonary tuberculosis/mycobacteriosis
who were treated in the greater metropolitan area of Santos. Results: The gene probe identified 137 samples (77%) as Mycobacterium
tuberculosis complex and 41 (23%) as NTM. Discordant results between the methods (3%) were obtained only in the year of implementation
(2002). When comparing the methods, the sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value of the gene probe
method were 98%, 93%, 98% and 93%, respectively. Conclusions: Despite the cost, the identification of mycobacteria using the molecular
technique is faster: maximum 3 h vs. 28-30 days for classical methods. The use of gene probes is a validated molecular technique. 1t is fast,
easy to use and readily available on the market. 1t has high specificity and sensitivity, which justifies its implementation and routine use in
referral laboratories, since it facilitates the diagnosis providing agile clinical interventions.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculosis/diagnosis; Mycobacterium/classification; DNA probes.

Introducédo

A tuberculose ¢ uma doenca infecciosa causada pelo O aparecimento da co-infec¢do tuberculose/HIV, o
Mycobacterium tuberculosis, de carater endémico e de aumento de cepas multirresistentes de M. tuberculosis e
distribui¢do mundial. de casos de doencas provocadas por micobactérias ndo-
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Estudo comparativo entre um sistema de sonda genética e

métodos classicos na identificacdo das micobactérias

tuberculosas (MNT) culminou no desenvolvimento
de novos métodos diagndsticos para obtencdo de
respostas mais rapidas no isolamento e na identifi-
cacdo do agente.

Nesse contexto, frente 8 morosidade das técnicas
convencionais de identificacdo das micobactérias,
os laboratorios de microbiologia necessitam cons-
tante atualizacdo a fim de possibilitar maior rapidez
na identificacdo do agente, o que vem sendo um
desafio constante aos programas de controle da
doenca.

A biologia molecular mostra-se uma ferramenta
util no diagnostico da tuberculose, pois possibilita
estimar casos atribuidos a transmissdo recente de
M. tuberculosis,V identificar fatores de risco,” docu-
mentar a reinfeccio exdgena,? estudar padroes de
resisténcia as drogas® e detectar diferencas feno-
tipicas—de forma rapida e com rendimento mais
acurado que os métodos tradicionais.”

Estudos tém avaliado a utilizacdo de sondas
genéticas na identificacdo de micobactérias que
crescem em meio solido ou liquido, através da utili-
zacdo de sondas genéticas associadas as técnicas de
hibridagio, como alternativa aos testes bioquimicos,
uma vez que permite a identificacdo do complexo
M. tuberculosis, complexo M. avium, M. kansasii,
M. intracellulare e M. gordonae.®”

O uso desse sistema em paises com elevada
prevaléncia da doenca, porém com pouco recurso
financeiro, deve ser avaliado em relacdo as técnicas
convencionais e as relacdes custo-beneficio envol-
vidas.®

Assim, na qualidade de laboratorio de referéncia
da Baixada Santista; regido com alta incidéncia de
tuberculose (104/100.000 habitantes)® e elevada
incidéncia de formas de tuberculose multirresis-
tente e de portadores da co-infecgdo tuberculose/
HIV,["9 nosso objetivo para este estudo foi avaliar a
metodologia de sondas genéticas, em nossa rotina
laboratorial, pela andlise comparativa da sensibili-
dade, especificidade e precocidade na identificacdo
do complexo M. tuberculosis com os métodos feno-
tipicos classicos.

Métodos

Trata-se de uma analise retrospectiva dos dados
de registros manuais (ndo informatizados) da rotina
laboratorial das amostras biologicas encaminhadas
ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) - Laboratorio Regional
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Tabela 1 - Distribuicdo das 178 cepas analisadas, sequndo
os métodos de identificacdo do complexo Mycobacterium
tuberculosis. Instituto Adolfo Lutz - Laboratorio Regional
Santos, 2002-2004.

Identificacdo técnica Sonda genética Método classico

Complexo Mtb, n (%) 137 (77) 137 (77)
MNT, n (%) 41 (23) 41 (23)
Total, 1 (%) 178 (100) 178 (100)

Mtb: M. tuberculosis, e MNT: micobactéria ndo-tuberculosa.

Santos, de pacientes sintomaticos respiratorios ou
com suspeita clinica de tuberculose pulmonar e/ou
micobacterioses, atendidos nas Unidades Basicas de
Saude da Baixada Santista, segundo técnicas reco-
mendadas pelo Ministério da Saude (MS),"" entre
2002 e 2004.

Foram incluidas todas as amostras processadas
no periodo em estudo, com cultura positiva e teste
de identificacdo concluida em ambas as metodolo-
gias de analise.

As amostras que apresentaram, nos exames
laboratoriais, contaminacdo do material de cultura,
bem como problemas técnicos que inviabilizaram a
realizacdo do teste de identificacdo, foram excluidas
do estudo.

As fontes de dados utilizadas na pesquisa foram
o 1AL - Laboratdrio Regional Santos, cujas fontes
sdo o Livro de Registro de Baciloscopia e Cultura
para Diagnostico e Controle da Tuberculose e
Ficha Laboratorial do Paciente; assim como o 1AL -
Laboratorio Central.

Os dados obtidos nos registros laborato-
riais foram transportados e armazenados em um
banco de dados especifico, criado em programa
Microsoft Excel para Windows 2000, versdo XP,
para agrupamento e analise comparativa entre as
metodologias.

Tabela 2 - Resultado comparativo entre sonda genética
e métodos classicos de identificacdo do complexo
Mycobacterium tuberculosis, em 178 cepas analisadas.
Instituto Adolfo Lutz - Laboratério Regional Santos,
2002-2004.

Identificagdo Sonda M¢étodo classico
genética Complexo ~ MNT
Mtb
Complexo Mtb, n (%) 137 (77) 134 (75) 3(2)
MNT, n (%) 41 (23) 3(2) 38 (21)
Total, n (%) 178 (100) 137 (77) 41 (23)

Mtb: M. tuberculosis; e MNT: micobactéria ndo-tuberculosa.
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As técnicas laboratoriais utilizadas foram as roti-
neiramente realizadas no diagndstico da tuberculose,
padronizadas conforme normas e recomendacdes
do MS, descritas no Manual de Bacteriologia da
Tuberculose.""

O exame de baciloscopia foi realizado por meio
da coloracdo de Ziehl-Nielsen, apds o esfregaco
de cada amostra coletada. Em laminas positivas,
foi realizada a contagem bacilar semiquantitativa
conforme o indice baciloscopico recomendado pelo
MS.(V

As culturas positivas foram obtidas, conforme
rotina do Laboratorio Regional Santos, a partir do
isolamento da micobactéria em meio Middlebrook
7H9 do sistema MB/BacT” e em meio de
Lowenstein-Jensen, apds digestdo e descontami-
nacio pelo método de Petroff.('?)

Posteriormente, as micobactérias isoladas nos
meios Middlebrook 7H9 do sistema MB/BacT™ e
Léwenstein-Jensen foram identificadas concomi-
tantemente pela metodologia molecular e pelos
métodos bioquimicos classicos.

A utilizacdo do sistema de sonda genética
AccuProbe® (Gen-Probe Inc., San Diego, CA, USA)
foi realizada pelo TAL - Laboratorio Regional
Santos. Essa ¢ uma metodologia molecular que
emprega uma fita simples de DNA marcada com
éter de acridina complementar ao TRNA do micro-
organismo alvo. Apos a lise das células, o TRNA ¢
liberado, e a sonda marcada se combina com o
TRNA formando um complexo sonda mais rRNA. O
complexo formado ¢ detectado por quimiolumines-
céncia com um luminémetro, sendo a quantidade
de luz produzida proporcional a quantidade de
complexo sonda + rRNA presente na amostra.®'
Durante todo o procedimento, foram obedecidas
criteriosamente as recomendacdes do fabricante.?

Os métodos bioquimicos classicos utilizados na
identificacdo das micobactérias foram realizados
pelo TAL - Laboratério Central Sdo Paulo e sdo
baseados na andlise das propriedades bioquimicas!'?
e fenotipicas'"" das micobactérias.

A metodologia em estudo foi avaliada estatistica-
mente pelo calculo de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo nega-
tivo. Foram realizados calculos estatisticos para
determinacdo dos valores de concordancia entre
as metodologias (kappa), assim como avaliados o
tempo de identificacdo e de liberacdo do resultado
em ambos os métodos.
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Tabela 3 - Distribuicdo anual das 178 cepas analisadas,
segundo os métodos de identificacio do complexo
Mycobacterium tuberculosis. Instituto Adolfo Lutz -
Laboratorio Regional Santos, 2002-2004.

Ano M¢étodos cléssicos Sonda genética
Complexo MNT, Complexo MNT,
Mtb, n (%) n (%) Mtb, n (%) n (%)
2002 77 (43) 18 (10) 77 (43) 18 (10)
2003 32 (18) 5(3) 32 (18) 5(3)
2004 28 (16) 18 (10) 28 (16) 18 (10)
Total 178 (100) 178 (100)

Mtb: M. tuberculosis, MNT: micobactéria nido tuberculosa.

Resultados

Das 178 cepas analisadas, 134 (75%) apre-
sentaram resultado positivo para o complexo
M. tuberculosis através do sistema de sonda gené-
tica e métodos classicos; 3 (2%) apresentaram
resultado positivo para o complexo M. tuberculosis
através do sistema de sonda genética e positivo para
MNT pelos métodos classicos; 3 (2%) apresentaram
resultado negativo pelo sistema de sonda genética
e positivo para o complexo M. tuberculosis pelos
métodos classicos; e 38 (21%) amostras mostra-
ram-se negativas para complexo M. tuberculosis em
ambos os métodos (Tabela 1).

Efetuando-se os célculos estatisticos para os
valores de concordancia entre o sistema de sonda
genética e os métodos classicos, obteve-se 98%
de concordancia observada, 66% de concordancia
esperada e 949% de concordancia ajustada (kappa).
0 sistema de sonda genética apresentou uma sensi-
bilidade de 989%, uma especificidade de 93%, valor
preditivo positivo de 98% e valor preditivo negativo
de 93% (Tabela 2).

Figura 1 - Sistema de sonda genética AccuProbe®. Fonte:
Instituto Adolfo Lutz - Laboratorio Regional Santos.



Estudo comparativo entre um sistema de sonda genética e
métodos classicos na identificacdo das micobactérias

Em 2002, ano de implantacdo do sistema de
sonda genética, observou-se uma discordancia de
300, sendo esta nula nos demais anos, apresentando
concordancia ajustada de 90% (kappa) (Tabela 3).

Discussio

Do total de cepas analisadas, a prevaléncia de
espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis
no periodo de estudo (2002-2004) foi de 779%;
portanto, a agil identificacdo da espécie ¢ impor-
tante no diagnostico da doenca.

A baciloscopia ¢ indicada como o exame prin-
cipal de diagndstico da tuberculose, importante
principalmente no rastreamento dos sintomaticos
respiratorios.

Nos grandes centros urbanos, como ¢ o caso da
regido da Baixada Santista, local de grande incidéncia
e prevaléncia da tuberculose, existe a necessidade de
recursos laboratoriais mais confidveis e mais rapidos,
que respondam a complicacées como a co-infeccdo
tuberculose/HIV, a resisténcia as drogas, a ocor-
réncia de MINT, entre outros problemas.

Hoje, no Brasil, ha uma tendéncia para a acei-
tacdo da utilizacdo de modernas metodologias
diagnosticas, e essas técnicas vém sendo introdu-
zidas de forma rapida e progressiva nas universidades,
centros de referéncia e servicos privados. A necessi-
dade e a possibilidade da implantacdo de recursos
mais complexos nos servicos publicos devem ser
observadas.

O laboratério de referéncia em tuberculose da
Baixada Santista, 1AL - Laboratorio Regional Santos,
utiliza o sistema de sonda genética na identificacio
de micobactérias do complexo M. tuberculosis desde
2002.

Assim, diante da impossibilidade de um estudo
mais detalhado do custo-beneficio dessa metodo-
logia, por utilizar equipamento e insumosimportados,
este estudo avaliou o rendimento comparativo entre
o sistema de sonda genética e os métodos classicos,
realizados no 1AL - Laboratorio Regional Santos e
1AL - Laboratdrio Central, respectivamente.

0 sistema de sonda genética, mesmo sendo mais
caro do que os métodos bioquimicos classicos, ¢
mais rapido, com resultados em aproximadamente
3 h. J& os métodos classicos levam em média de
28 a 30 dias para um resultado, além de necessitar
de maior tempo dos funcionarios, uso de estufas,
vidrarias e preparo de meios. O protocolo laborato-
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rial do sistema de sonda genética ¢ muito simples,
com a utilizacdo de apenas trés aparelhos e de
reagentes prontos (Figura 1).

Os resultados observados neste estudo confir-
maram a expectativa através dos valores de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
e valor preditivo negativo encontrados em nossa
analise, que foram satisfatdrios e bastante proximos
aos ja descritos na literatura.

Ao analisarmos o desempenho da sonda gené-
tica, observamos numeros semelhantes ao descritos
por outros autores que, a partir de 2.727 isolados
obtidos de cultivos realizados em MB/BacT™,
comprovaram a sensibilidade e especificidade
do sistema de sonda genética de 96,4% e 100%,
respectivamente.!¥

O sistema de sonda genética foi recomendado
no consenso nacional através das /7 Diretrizes
Brasileiras para Tuberculose para laboratdrios de
referéncia, por ser um método simples, disponivel
no mercado e validado.""

Com os resultados dos valores preditivos posi-
tivo e negativo deste estudo, confirmamos o
ressaltado na literatura quanto aos beneficios da
técnica do sistema de sonda genética na identifi-
cacio do complexo M. tuberculosis,"® justificando
sua implantac¢io e uso rotineiro em laboratdrios de
referéncia, em associacdo com os métodos classicos,
em unidades com alta prevaléncia da doenca e que
atendam casos de tuberculose de alta complexidade.
A metodologia ¢ altamente especifica, sensivel,
rapida e resolutiva. Facilita o diagndstico, permi-
tindo uma intervencéo clinica agil.
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