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RESUMO

A tuberculose (TB), doenca causada pelo Mycobacterium tuberculosis, continua a ser
um desafio para sadde publica. Seu diagnéstico continua sendo fundamental para o
controle da doenca. Este estudo avaliou o desempenho do geneXpert MTB/RIf ultra
versus 0os métodos convencionais (baciloscopia e cultura) no diagnéstico da TB em
um Laboratério Central de Saude Publica (LACEN, Tocantins), regido Norte do Brasil,
sendo realizado um estudo retrospectivo, com resultados de 263 casos suspeitos de
TB provenientes de pacientes atendidos entre janeiro a dezembro de 2020 no
LACEN-TO. A partir da cultura (padrdo de referéncia), a sensibilidade, especificidade,
VPP, VPN e acuréacia do geneXpert MTB/RIf ultra foram de 100%, 92%, 74%, 100% e
93%, respectivamente contra 84%, 95%, 79%, 96% e 93% da baciloscopia. Quando
avaliado seu desempenho referente as amostras com baciloscopia negativa a
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia do geneXpert MTB/RIf ultra foram
de 100%, 96%, 48%, 100% e 96%. O geneXpert MTB/Rif ultra apresentou
desempenho similar a cultura e maior sensibilidade que a baciloscopia, demonstrando
ser uma ferramenta valiosa na detec¢do precoce da TB, inclusive em pacientes
paucibacilares. Ainda, o alto VPN demonstrado, evidenciou que esta técnica pode ser
util na exclusdo da doenga em pacientes suspeitos.

Palavras-chave: Tuberculose. GeneXpert MTB/RIf Ultra. Desempenho. Diagndstico.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB), a disease caused by Mycobacterium tuberculosis, continues to
be a public health challenge. Its diagnosis remains fundamental for the control of
the disease. This study evaluated the performance of the geneXpert MTB/RIf ultra
versus conventional methods (smear microscopy and culture) in the diagnosis of
TB in a Central Public Health Laboratory (LACEN, Tocantins), in the North of
Brazil. of 263 suspected cases of TB from patients treated between January and
December 2020 at LACEN-TO. From the culture (reference standard), the
sensitivity, specificity, PPV, NPV and accuracy of the geneXpert MTB/RIf ultra
were 100%, 92%, 74%, 100% and 93%, respectively against 84%, 95% , 79%,
96% and 93% of bacilloscopy. When we evaluated its performance regarding the
exception with negative bacilloscopy, the sensitivity, specificity, PPV, NPV and
accuracy of the geneXpert MTB/RIf ultra were 100%, 96%, 48%, 100% and 96%.
The geneXpert MTB/RIf ultra showed similar performance to culture and greater
sensitivity than bacilloscopy, proving to be a valuable tool in the early detection of
TB, including in paucibacillary patients. Furthermore, the high NPV demonstrated
showed that this technique can be useful in excluding the disease in suspected
patients.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) continua a ser um grande desafio para a saude publica (OMS,
2022). O impacto sanitario e social negativo nos ultimos anos devido Covid-19, ocasionou
algumas estagnacdes ou reversdes de alguns progressos ocorridos anteriormente em boa
parte dos paises, como o Brasil, em relacdo ao controle da doenca (OMS, 2022). O Brasil,
em seu Ultimo boletim epidemiologico (2023), apresentou aumento no coeficiente de
incidéncia da TB (36,3 por 100.000 habitantes), sendo que alguns estados como o
Tocantins, apresentaram um aumento no numero de notificacdes, demonstrando também
gue houve uma tendéncia de aumento da doenca antes do estabelecimento da epidemia,
porém devido a perda de seguimento epidemiologico devido o caos trazido pelo Covid-19,
a situacao nao foi evidenciada previamente (BRASIL, 2023).

Visto isso, a implementacdo de novas técnicas de diagnéstico, bem como a
avaliacdo de desempenho, torna-se ainda imprescindiveis para obtencdo de pois
resultados rapidos e fidedignos, possibilitando um tratamento precoce interrompendo
assim a cadeia de transmissdo da doenca. colaborando com o controle da doenca
(BRASIL, 2022).

Desde 2010, por recomendacdo da Organizacdo Mundial em Saude (OMS), e o
Ministério da Saude (MS), Brasil, implantou um novo método de diagndstico de TB, o
geneXpert MTB/Rif (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA). Este método com estratégia
molecular veio para contornar 0s problemas enfrentados com as técnicas utilizadas,
como baciloscopia (baixa sensibilidade) e cultura (demora para obtencdo dos resultados)
(BRASIL, 2014). Esta técnica € baseada na detec¢do simultdnea do DNA do complexo
Mycobacterium tuberculosis e na resisténcia a rifampicina, um dos principais antibiéticos
utilizados no tratamento da doenca. O resultado pode ser em até duas horas (BRASIL,
2014). Porém, esta metodologia apresentou sensibilidade limitada em pacientes com TB
paucibacilar, TB extrapulmonar, pacientes pediatricos e portadores do virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV). Assim, uma nova geracdo da técnica foi lancada em
2017, versao “ultra” prometendo um aumento de sensibilidade da técnica e, portanto,
minimizar os problemas da versdo. Porém, ainda existem poucos estudos avaliando seu
desempenho na populacéo brasileira e, se realmente houve essa melhoria metodologica
(OPOTA et. al, 2019).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o desempenho do

geneXpert MTB/RIf ultra no Laboratério Central de Saude Publica do Tocantins (LACEN-
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TO), situado no Norte do Brasil, comparando-o com os métodos convencionais, cultura e

baciloscopia, para o diagndéstico da TB.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho do estudo e amostra

O LACEN-TO, situado em Palmas, capital do Tocantins, € um laboratério de
referéncia estadual, publico, com diferentes responsabilidades, tais como: treinamento,
monitoramento, supervisdo, avaliacdo e controle de qualidade da rede de laborat6rios do
estado. Sendo também responsavel pela identificacdo de microrganismos e demais testes
(sensibilidade a antimicrobianos) de culturas advindas de todo estado do Tocantins e
demais estados circunvizinhos, assim como a realizagdo concomitante do teste rapido
molecular (geneXpert MTB/RIf ultra). Na figura 1 est4 descrito o desenho do estudo

realizado.

Estudo transversal, retrospectivo, de natureza guantitativa, realizado a
partir de dados provenientes de laudos/relatdrios advindos do Laboratdrio
Central de Saude Plblica do Tocantins (LACEN-TO), através do Sistema
Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL), de janeiro de 2020 a
dezembro de 2020.

Critérios de inclusdo: possuir resultados dos exames: baciloscopia,
cultura e geneXpert MTB/RIf ultra para TB.

Baciloscopia, cultura e geneXpert MTB/RIf ultra.
(N=299).

Dados excluidas: (M= 36)
+  Micobactéria nao tuberculosa;

«  M&o possuir os resultados das trés analises.
+* Resultados inconclusivos.

Todos os trés testes realizados.
N= 263.

Figura 1. Fluxograma do desenho do estudo.

2.2 Baciloscopia (Coloragéo de Ziehl Neelsen)

As amostras suspeitas de TB recebidas no LACEN-TO foram observadas através
de baciloscopia realizada ap6s a coloragédo de Ziehl Neelsen (ZN), conforme preconizado
pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2021; BRASIL, 2011).
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2.3 Cultura

As amostras suspeitas de TB, quando adequado, foram previamente
descontaminadas através do método de Petrof e em seguida inoculadas em meio
apropriado, Lowenstein Jensen (LJ), logo em sequéncia incubadas em temperatura de
37°C por até oito semanas. Aquelas culturas que apresentaram positividade de
crescimento sugestivo de M. tuberculosis, foram submetidas a baciloscopia e testes
imunocromatografico ou provas bioquimicas, para confirmacdo do microrganismo

(BRASIL, 2021; BRASIL, 2011).

2.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA)
Os isolados avaliados como M. tuberculosis foram testados frente as drogas de
primeira escolha (isoniazida, rifampicina, estreptomicina e etambutol), através do TSA

baseado na técnica de proporcdo em meio LJ, preconizado pelo MS (BRASIL, 2011).

2.5 GeneXpert MTB/RIf

As analises moleculares foram conduzidas utilizando os insumos pertencentes ao
ensaio Xpert® MTB/RIf ultra, conforme instrucdes do fabricante, apds descontaminacao da
amostra em solucdo diluente especifica (propor¢cdo 2:1, mistura de NaOH com
isopropanol) (CEPHEID, 2016).

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos nesse estudo foram inseridos e tabulados em planilhas do
Microsoft Excel e analisados através do software SPSS® (versao 23.0, Chicago, IL
Statistical Package for the Social Sciences). As comparacfes das performances analiticas
entre o padrdo-ouro (cultura) e os testes de baciloscopia e 0 geneXpert MTB/RIf ultra
foram estimadas por sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor
preditivo negativo (VPN) e acuracia com seus respectivos intervalos de confianca de 95%
(1C95%).

O coeficiente Kappa de Cohen (k) foi utilizado para mensurar a concordancia entre
os testes avaliados, sendo interpretado da seguinte forma: valores abaixo ou igual a O:
nenhuma concordéancia; 0,01-0,20: concordancia leve; 0,21-0,40: concordancia justa; 041-
060: concordancia moderada; 061-080: concordancia substancial e; 0,81-1,0:
concordancia quase perfeita a perfeita.
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2.7 Aspectos éticos
O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade

Luterana do Brasil sob numero de parecer 4.739.801 em 21 de maio de 2021.

3. RESULTADOS

Foram avaliados um total de 263 resultados de exames para TB. Dentre eles, 49
foram positivos para baciloscopia, 46 para cultura e 62 para o geneXpert MTB/RIif ultra. A
resisténcia a rifampicina nao foi detectada no geneXpert MTB/RIf ultra e no TSA.

Ao descrever o grupo coma suspeita de TB, observa-se que era composto pelo
predominio do sexo masculino (57%) e faixa etaria, de 21 a 40 anos de idade.

Ao comparar os resultados do geneXpert MTB/RIf ultra e cultura (Tabela 1), o
geneXpert MTB/RIf ultra detectou M. tuberculosis em todas as 46 amostras que também
foram culturas positivas, apresentando assim, uma sensibilidade de 100%. Porém, a
especificidade foi de 92%, devido o geneXpert MTB/RIf ultra ter sido positivo em 16
amostras a mais que a cultura.

Entretanto, a sensibilidade e especificidade da baciloscopia quando comparada com
a cultura foi de 84% e 95%, respectivamente, com VPP e VPN de 79% e 96%. A acuracia
dos testes avaliados foi similar, assim como o coeficiente Kappa de Cohen quando
comparados, sendo a concordancia das analises de baciloscopia, tanto em relacdo a
cultura quanto ao geneXpert MTB/RIf ultra, substancial e, entre o geneXpert MTB/RIf ultra
e cultura, concordancia perfeita a quase perfeita.

Tabela 1. Comparacédo dos parametros analiticos das técnicas de diagnéstico da TB.

Cultura
Positiva Megativa K Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acwricia
n %) %) (%, 95%IC) (%, B5%IC) (%, 95%IC) (%%, B5%IC) (%, 95%IC)
Positive 46 (100) %M
GeneXpert "™
MTB/Rif ultra Negativo 0.8 100, 52,3100 92065, 88.3-957 742 615845 100, 982100 939, 503965
"' %) 0o 201 (83)
Positiva ;
n (%) 38 (BT) 10 {5)
Baciloscopia om B4.4.70,5-90.5 954, 907978 79,2, 65-89.5 #.T 934987 G35 899862
ua Negativa 07 (13) 208 (95)
n (%) ' '
GeneXpert MTE/RIf ultra
Positive  Megative
%) m (%)
Positiva ]
Baciloscopia n % 45 (T5) ) 080 837, &28-987 3, 88.7-96 76.621-853 945857967 8332 89.4-959
"‘:;’J“ 15 (25) 200 (99)

n (%): nimero de amostras (percentual de amostras); K: coeficiente Kappa de Cohen; VPP: valor preditivo
positivo; VPN: valor preditivo negativo; % 95%IC: intervalo de confianca de 95%.

Como uma das grandes contribuicbes do geneXpert MTB/RIf ultra seria detectar

mais casos que a baciloscopia, uma analise do desempenho do geneXpert MTB/RIf ultra
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para amostras com baciloscopia negativa foi realizada (Tabela 2). Das 215/263 amostras,
com baciloscopia negativa, 09 foram geneXpert MTB/RIf ultra positivo. Como a cultura foi
negativa, a especificidade foi em torno de 96% (IC 92-98).

Tabela 2. Desempenho do geneXpert MTB/RIf ultra frente a baciloscopia negativa.

Resultados Sacloscopla nagetinn Sensibilidade  Especificidade VPP VPN Acuricia
Cultura positiva__ Cultura negativa  Tofal {7, 95%IC) %, 95%IC) (%, 95%IC) (%, 35%IC) (%, 95%IC)
GaneXpert MTB/RIf ultra positiva ] ] 17
GenaXperl MTB/RIf ultra negativa 0 158 198 100, 63-100 96, 92-98 48,23-12 100, 98-100 96, 92-98
Total ] 207 215

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; % 95%IC: intervalo de confianca de 95%.

4. DISCUSSAO

A versao ultra do geneXpert MTB/RIif veio para melhorar a versdo anterior, em
relacdo a detecgdo do M. tuberculosis e resisténcia a rifampicina e, ainda, suprir as
dificuldades encontradas com as técnicas de diagnostico laboratoriais ja existentes.

Neste estudo foi analisado o desempenho do geneXpert MTB/Rif ultra no
diagndstico de TB em relagcédo as técnicas mais empregadas, baciloscopia e cultura, no
laboratorio central de saude publica, no estado do Tocantins, LACEN-TO. Ainda séo
poucos os estudos relacionados com esse assunto, principalmente nessa regido, onde
nos ultimos anos tem sido constatado um aumento no numero de casos da doenca
(BRASIL, 2023).

Quando comparados os resultados dos testes de diagndstico para TB, houve uma
positividade maior obtida com o geneXpert MTB/RIf ultra em relacdo as demais técnicas.
O teste, além de detectar todos que foram positivos na cultura, também detectou M.
tuberculosis em 16 amostras mais que a cultura e 15 amostras mais que a baciloscopia.
Isso pode ter ocorrido devido a capacidade do geneXpert MTB/RIf ultra detectar DNA
através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), com um limite de
deteccdo de 16 UFC/mL de amostra. A versao anterior do teste detectava 131 UFC/mL
(CHAKRAVORTY et al., 2017; MARLOWE et al., 2011). Isso também permite que o teste
detecte bacilos inviadveis, que ndo serdo positivos na cultura (DONOVAN et al., 2020). Em
relacdo a baciloscopia, o nUmero maior de deteccdo (15) ja era esperado, uma vez que
sdo na baciloscopia sdo necessarios em torno de 5.000 a 10.000 bacilos/mL de amostra
para sua positividade (CAULFIELD & WENGENACK, 2016). Porém, é importante

considerar, a possibilidade de falsos positivos, uma vez que, o teste pode detectar
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minimas quantidades de DNA provenientes de fontes diversas, inclusive de amostras de
pacientes com TB (OMS, 2017; VALLEJO et al., 2015).

Em relacé&o ao perfil da amostra estudada, constatou-se uma representacdo muito
similar ao descrito para a realidade brasileira, onde o sexo masculino e a faixa etaria de
21 a 40 anos, foram os mais comprometidos com a suspeita doenca, conforme o mais
recente Boletim Epidemiolégico da TB (BRASIL, 2022).

Neste estudo o desempenho do geneXpert MTB/RIf ultra para o diagnoéstico da TB
foi excelente, quando comparado a cultura (padrdo de referéncia), com sensibilidade,
especificidade e acuracia de 100%, 92% e 93% respectivamente. Em dois estudos,
realizados na regido centro-oeste e sul do Brasil, apresentaram resultados similares a
este trabalho, sensibilidade também foi de 100% em ambos e a especificidade foi de 96%,
e 93%, respectivamente (SILVA et al., 2020; PEREIRA et al., 2020). J& comparando com
a meta-analise de Jiang et al. (2020) com 5.855 amostras, a sensibilidade foi superior
(100 x 84%), porém a especificidade foi inferior (92 x 97%).

Quando a baciloscopia foi comparada a cultura, a sensibilidade e especificidade
foram de 84% e 95%, respectivamente. Valores inferiores para o desempenho da
baciloscopia ja foram extensamente relatados e variam de 25 a 65% para sensibilidade
(BRASIL, 2022; MUWONGE et al., 2014) e para especificidade em torno de 90%
(BRASIL, 2022). Portanto, o uso apenas da baciloscopia como diagnéstico ndo €
recomendado devido a possibilidade de resultados falsos-negativos, havendo a
necessidade da complementacdo com a cultura (demorada) ou permutacdo da técnica
para um diagnéstico fidedigno da TB (MUNIR et al., 2015).

Quando o geneXpert MTB/RIf ultra foi comparado com a baciloscopia, trés
amostras positivas na baciloscopia foram negativas para geneXpert MTB/RIf ultra. Nesse
caso, poderia tratar-se de micobactérias ndo tuberculosas (MNTs) que ndo séao
detectadas no geneXpert MTB/RIf ultra. No entanto, como as MNTs também seriam
identificadas na cultura, poderia ser considerado a possibilidade de inibicdo da técnica
molecular por substancias presentes no DNA extraido (SIDSTEDT et al., 2020; TANG et
al., 2017, BODMER & STROHLE, 2012), lembrando que a cultura também pode ser
negativa por problemas citados anteriormente.

Nesse estudo, o VPP do geneXpert MTB/RIif ultra foi de 74%, inferior ao
encontrado na baciloscopia (79%). O VPN foi de 100% e da baciloscopia 96%. Em estudo
de Pereira et al. (2020) no Brasil, o VPP e o VPN para o geneXpert MTB/RIf ultra

apresentaram similaridade ao do presente estudo (69% e 100% respectivamente). O VPN
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elevado do geneXpert MTB/RIf ultra mostrou a importancia do teste para excluir a doenca.
Em contrapartida, seu VPP inferior alerta para a possibilidade de resultados falso
positivos, devendo o resultado ser analisado juntamente com a avaliacdo clinica.
Principalmente, em pacientes tratados que podem permanecer com geneXpert ultra
positivo, devido a alta sensibilidade do teste, que pode detectar restos de DNA de M.
tuberculosis conforme ja comentado anteriormente (OPOTA et al.,, 2019; PATINO &
FERREIRA, 2017; KAWAMURA, 2002).

Neste estudo verificou-se o bom desempenho do geneXpert MTB/RIf ultra em
pacientes com baciloscopia negativa. A sensibilidade, foi superior (100% X 74%) a
relatada em um estudo semelhante no Nepal em uma area de alta prevaléncia de TB
(RIMAL et al., 2022). Apesar dessa diferenca entre esses dois estudos, a incluséo de
marcadores moleculares no geneXpert MTB/RIf ultra pode realmente ter aumentado a
sensibilidade como proposto pelos fabricantes (CEPHEID, 2016). No entanto, esse
aumento de sensibilidade pode ser também a causa da baixa da especificidade do teste
como ja discutido anteriormente.

Assim, o geneXpert MTB/RIf ultra apresenta-se como uma alternativa confiavel
para o diagnostico da TB, pois além da elevada sensibilidade, é possivel excluir a doenca

em pacientes suspeitos devido ao alto VPN do teste.

5. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo os resultados demonstraram que o geneXpert MTB/RIf ultra
tem excelente sensibilidade (100%) e boa especificidade (92%) em pacientes com
suspeita de TB. Quando avaliado em relacdo a amostras com baciloscopia negativa,
observou-se um elevado desempenho, o que faz com que seu uso na rotina pode
melhorar substancialmente a deteccdo de TB, especialmente em pacientes
paucibacilares.

Para concluir a performance do geneXpert MTB/RIf ultra foi similar ao da cultura e
superior a baciloscopia, com a vantagem de resultados mais rapidos. Sua associacado aos
achados clinicos do paciente, possibilitam decisdes terapéuticas assertivas, ha contencéo
da progressdo da doenca e de sua disseminagéo, colaborando, portanto, no controle

epidemiologico da TB.
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