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RESUMO

A dorméncia de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) dificulta o diagndstico laboratorial,
uma vez que as subpopulagcbes dormentes ndo séo facilmente detectadas pelos
métodos convencionais. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de filtrado de cultura
(FC) no sistema BACTEC MGIT 960 para melhorar a deteccdo de Mtb em 245
amostras clinicas paucibacilares de pacientes com suspeita de tuberculose (TB). O
estudo comparou amostras inoculadas em meio MGIT com e sem a adicao de FC de
Mtb. Os resultados mostraram que a adi¢cdo do FC aumentou a sensibilidade do teste,
especialmente em amostras extrapulmonares, com sensibilidade e especificidade do
MGIT+FC de 97,50% e 97,86%, respectivamente. Em comparacao, o Xpert MTB/RIF
Ultra apresentou sensibilidade de 60,53% e especificidade de 93,97%, enquanto o
meio & base de ovo mostrou 40% de sensibilidade e 91% de especificidade. Além
disso, 0 uso de FC aumentou a frequéncia de contaminacéo das culturas liquidas e
nao alterou o tempo de positivacdo do MGIT. Esses achados sugerem que o uso de
FC pode ser uma ferramenta promissora para aumentar a precisao do diagnéstico de

TB em amostras com baixa carga bacteriana.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Tuberculose, Dorméncia, Filtrado de
Cultura, BACTEC MGIT.



ABSTRACT

The dormancy of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) challenges laboratory diagnosis,
as dormant subpopulations are not easily detected by conventional methods. The
objective of this study was to evaluate the use of culture filtrate (CF) in the BACTEC
MGIT 960 system to improve the detection of Mtb in 245 paucibacillary clinical samples
from patients suspected of having tuberculosis (TB). The study compared samples
inoculated in MGIT medium with and without the addition of Mtb CF. The results
showed that the addition of CF increased the sensitivity of the test, particularly in
extrapulmonary samples, with sensitivity and specificity for MGIT+CF being 97.50%
and 97.86%, respectively. In comparison, the Xpert MTB/RIF Ultra presented a
sensitivity of 60.53% and a specificity of 93.97%, while the egg-based medium showed
40% sensitivity and 91% specificity. Furthermore, the use of CF increased the
frequency of contamination in liquid cultures and did not alter the time to positivity of
MGIT. These findings suggest that the use of CF may be a promising tool for enhancing

the accuracy of TB diagnosis in samples with low bacterial load.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Tuberculosis, Dormancy, Culture Filtrate,
BACTEC MGIT.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que apresenta prevaléncia
relevante em paises com menor desenvolvimento socioeconémico (HOUBEN; DODD,
2016; WHO, 2023). Em 2022, cerca de 7,5 milhdes de pessoas foram diagnosticadas
com TB em todo o mundo, 0 que representa o0 maior nimero de novos casos da
doenca registrado desde o inicio do monitoramento pela OMS (OMS, 2023).

A TB é causada por micobactérias da espécie Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) e caracterizada por inflamagéo granulomatosa necrosante em 85% dos casos
(BANULS et al., 2015; DHEDA; BARRY; MAARTENS, 2015). Afeta
predominantemente o0s pulmdes, mas também pode causar infeccoes
extrapulmonares, especialmente em o6rgdos com alta concentracdo de oxigénio
(KAUFMANN, 2001). Os sintomas de sua forma pulmonar incluem tosse, febre,
sudorese noturna, perda de peso, hemoptise, dor no peito e dispneia (CURVO-
SEMEDO; TEIXEIRA; CASEIRO-ALVES, 2005; PAl et al., 2016).

Qualquer 6rgéo pode ser afetado pela TB, mas as formas pulmonares tém
recebido mais atencdo devido ao seu papel na propagacdo da doenca e a sua
frequéncia. Porém, as formas extrapulmonares, cujo diagndéstico € mais dificil, estdo
despertando interesse devido a um aumento de sua frequéncia relativa (PRAKASHA
et al., 2013). A TB extrapulmonar (TEP) compreende um grupo de patologias muito
diversas, sendo as formas ganglionares e pleurais as mais frequentes, seguidas pelas
formas osteoarticulares e urogenitais (FISKE et al., 2010). Os fatores de risco
conhecidos para TB (imunodepressao, diabetes, desnutricdo, etc.) sdo comuns as
formas pulmonares e extrapulmonares da doenga, com excec¢éo do alcoolismo, que
nao parece aumentar o risco de TEP (YANG et al., 2004).

O tratamento da TB no Brasil € padronizado e dividido em duas etapas: a fase
intensiva e a fase de manutencéo. Durante a fase intensiva, que dura quatro meses,
0s pacientes recebem diariamente Rifampicina, Isoniazida, Etambutol e Pirazinamida
por via oral. JA na fase de manutencado, que se estende por mais dois meses, sao
administradas apenas Rifampicina e Isoniazida, podendo haver extensdo do
tratamento de acordo com a resposta do paciente. Esse esquema € indicado para
NoVos casos que sejam sensiveis aos medicamentos de primeira linha (BRASIL, 2019;
WHO, 2010). Além disso, o Ministério da Saude recomenda o uso de Rifampicina ou

Isoniazida em casos de infeccao latente por Mtb (BRASIL, 2019).
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Embora varias ferramentas tenham sido desenvolvidas para a detec¢do do
bacilo, o diagnéstico laboratorial convencional ainda se baseia na baciloscopia e na
cultura de micobactérias em meios liquidos e solidos a partir de amostras
representativas do local da infeccdo. Os meios de cultura sélidos, como Ogawa-Kudoh
e Lowenstein-Jensen, a base de ovo, sdo amplamente utilizados devido ao baixo custo
e ao baixo indice de contaminac&o, embora o tempo necessario para a deteccao varie
de duas a oito semanas devido ao crescimento lento de Mtb (BRASIL, 2008). O meio
de cultura liquido pode ser utilizado em métodos automatizados, como o Sistema BD
BACTEC™ MGIT™ (Mycobacteria Growth Indicator Tube), e apresenta maior
sensibilidade na deteccdo de baixas cargas bacterianas no espécime clinico em
comparacao com os meios solidos (NAMBIAR et al., 2017). A cultura MGIT também
se mostra eficiente para o isolamento de Mth em espécimes extrapulmonares devido
a natureza paucibacilar desses espécimes (NOUSSAIR et al., 2009).

Em contrapartida, a dorméncia de Mtb, que é uma resposta adaptativa as
condicBes ambientais adversas ou a resposta imunoldgica do hospedeiro, resulta em
populacbes bacterianas capazes de sobreviver por longos periodos de tempo em
estado ndo-replicativo. Essas populacdes apresentam caracteristicas fisioldgicas
distintas, como funcdes metabdlicas reduzidas e perda da resisténcia ao alcool-acido,
0 que dificulta sua deteccdo nos exames laboratoriais (FLYNN; CHAN, 2001),
comprometendo assim o diagnéstico do paciente (LENAERTS; DARTOIS, 2015).

A deteccdo dessas subpopula¢des dormentes € desafiadora para os métodos
microbiolégicos convencionais, que dependem do estado metabdlico ativo dos
microrganismos para crescimento em meio de cultura e subsequente identificacao.
Essa resisténcia natural as condi¢des adversas do ambiente hospedeiro ndo apenas
influencia a patogénese da TB, mas também representa um obstaculo significativo
para estratégias terapéuticas que visam a erradicagdo completa de Mtb
(CHENGALROYEN, 2016; MUKAMOLOVA, 2010).

Portanto, é fundamental que se avalie a incorporacdo de fatores de
ressuscitacdo em exames de cultura para que se possa detectar as diferentes
populacdes de Mtb nos espécimes clinicos, a fim de otimizar o diagnostico de

pacientes suspeitos de TB.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada por micobactérias da
espécie Mycobacterium tuberculosis (Mtb), reconhecida como um problema de saude
publica mundial. Considerada a segunda maior causa de morte por um Unico agente
infeccioso, atras somente da COVID-19, a TB predomina em paises com menor
desenvolvimento socioeconémico, com estimativas sugerindo que um quarto da
populacdo mundial esteja infectada pelo bacilo causador da doenca (HOUBEN;
DODD, 2016; WHO, 2023).

A forma ativa da doenca caracteriza-se pela multiplicacdo da bactéria e pela
invasdo de regides especificas do organismo, sendo que individuos com a doenca
ativa apresentam sintomas como fraqueza, perda de peso, febre, anorexia, calafrios,
sudorese noturna, tosse, dor toracica e hemoptise (GETAHUN, 2015; DHEDA;
BARRY; MAARTENS, 2015). Embora qualquer 6rgdo possa ser afetado, as formas
pulmonares tém recebido mais atencdo devido ao seu papel na propagacdo da
doenca, representando mais da metade das localiza¢gdes tuberculosas. J& as formas
extrapulmonares, cujo diagnéstico € mais desafiador, estdo ganhando destaque
devido ao aumento de sua frequéncia relativa (PRAKASHA et al., 2013). A TB
extrapulmonar (TEP) abrange patologias diversas, sendo as formas ganglionares e
pleurais as mais comuns, seguidas das osteoarticulares e urogenitais (FISKE et al.,
2010). Fatores de risco como imunodepressao, diabetes e desnutricdo sdo comuns a
ambas as formas da doenca, exceto o alcoolismo, que ndo parece aumentar o risco
de TEP (YANG et al., 2004).

A transmissdo da TB ocorre principalmente por particulas expelidas durante
tosse, espirro e fala de individuos com TB pulmonar. Estas particulas, conhecidas
como nucleos de Wells, contém 1 a 2 bacilos capazes de alcancgar os bronquiolos e
alvéolos de individuos suscetiveis. Mais de 90% dos casos resultam em infeccéo
latente assintomatica, com cerca de 5% de risco de evolugédo para doenca ativa nos
primeiros 18 meses e 5% ao longo da vida (ZUMLA et al., 2013).

A infeccéo latente é caracterizada pela presenca de Mtb no organismo, mas
sob controle do sistema imunoldgico. Individuos com infecgéo latente ndo apresentam
sinais clinicos visiveis, ndo transmitem o Mtb e correm o risco de desenvolver a
doenca se ndo receberem tratamento eficaz (GETAHUN, 2015; DHEDA; BARRY;
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MAARTENS, 2015). A complexidade da infeccdo por Mtb é amplamente influenciada
pela heterogeneidade populacional e pelo espectro de estagios metabdlicos, incluindo
a infeccdo latente (DARTOIS, 2022). Essa laténcia é associada a presenca de
populacbes bacterianas dormentes e nao replicantes, que possuem caracteristicas
citologicas e fisiologicas adaptativas resultantes da resposta do sistema imunolégico
do hospedeiro (BATYRSHINA; SCHWARTZ, 2019; NUERMBERGER; BISHAI,
GROSSET, 2004).

Atualmente, a infeccéo latente € diagnosticada por meio do teste tuberculinico
(TST) e do ensaio de liberacao de interferon-gama (IGRA) (CARRANZA et al., 2020).
O TST avalia a reacdo imunologica a proteinas de Mtb, enquanto o IGRA mede a
liberacdo de IFN-y por linfécitos sensibilizados em resposta a antigenos especificos,
na auséncia de manifestacdes clinicas ou evidéncias radioldgicas. No entanto, nem o
TST nem o IGRA diferenciam com precisao entre infeccao latente e ativa, nem entre
reativacdo e reinfeccdo (CARRANZA et al., 2020). Ambos os testes apresentam
sensibilidade reduzida em pacientes imunocomprometidos e baixo valor preditivo para

a progressao para TB ativa (PAl et al., 2014).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Desde 2015, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) e os paises membros da
Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) se comprometeram a erradicar a epidemia de
TB, adotando a Estratégia para o Fim da TB e os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel. Esta estratégia busca reduzir principalmente os casos de morte por TB,
a taxa de incidéncia de TB e o percentual de domicilios enfrentando custos elevados
devido a doenca. No entanto, as metas globais estabelecidas na primeira reuniao de
alto nivel da ONU sobre TB, para o periodo de 2018 a 2022, ndo foram alcancadas
(WHO, 2023).

Em 2022, cerca de 7,5 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com TB em
todo o mundo, o que representa 0 maior numero de novos casos da doenca
registrados desde o monitoramento pela OMS (OMS, 2023). Este aumento
significativo pode ser atribuido, em parte, a dificuldade de acesso ao diagnostico
durante os anos anteriores a pandemia, levando muitas pessoas ndo diagnosticadas

durante esse periodo a procurar o diagnéstico apés o fim das restrices, justificando
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0 aumento no numero de casos. Estudos e relatos na literatura tém documentado os
desafios generalizados enfrentados no acesso ao diagndéstico de TB durante a
pandemia de COVID-19, sugerindo que essa tendéncia ndo é exclusiva de uma regiao
especifica. (FEI et al., 2020; DANIEL et al., 2023).

Dentre esses casos, 1,3 milh&o resultaram em 6bito, incluindo meio milh&o de
mortes atribuidas a desorganizacdo dos sistemas de saude causada pela pandemia
de COVID-19. Embora tenha havido uma reducéao de 19% no namero global de mortes
por TB entre 2015 e 2022, esse progresso ainda esta significativamente abaixo da
meta estabelecida pela OMS de reduzir as mortes em 75% até 2025 (WHO, 2023).

Além disso, aproximadamente 50% dos domicilios afetados pela TB enfrentam
custos totais catastroficos devido a doenca, o que esta muito distante da meta da OMS
de reduzir esse percentual a zero (WHO, 2023).

Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas desenvolvam a doenca todos
0s anos no mundo, apesar de ser prevenivel e curavel na maioria dos casos (OMS,
2023). No Brasil, mais de 80 mil pessoas continuam a adoecer por TB todos 0s anos.
O governo brasileiro aderiu a meta adotada pela ONU de erradicar a doenca como
problema de saude publica até 2030, antecipando a meta da OMS, até 2035 (OMS,
2023; Brasil, 2024).

Porém, os numeros alarmantes evidenciam a discrepancia entre os resultados
alcancados e as metas estabelecidas pela OMS. A TB esta diretamente ligada a
fatores socioecondmicos, como pobreza, migracdo, falta de acesso a recursos
meédicos e problemas nos sistemas de saude publica (NIDOI et al., 2021). Superar
esses desafios exigira esforcos concentrados e estratégias abrangentes para garantir
0 acesso universal a servicos de saude de qualidade e implementar medidas

preventivas eficazes.

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

A TB é causada por Mtb, um bacilo aerébio, que possui uma forma alongada,
com dimensdes que variam entre 0,5 e 3 micrémetros de comprimento. Este patégeno
apresenta caracteristicas distintivas, tais como crescimento lento, capacidade de

dorméncia, falta de motilidade e resisténcia ao alcool-acido. Além disso, destaca-se o
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envelope celular complexo, que inclui uma camada adicional rica em lipidios,
glicolipidios e polissacarideos (ROSSMAN; MACGREGOR, 1995; JACKSON, 2014).

Classificacbes mais antigas frequentemente agrupavam diversas espécies,
incluindo Mtb, dentro de um grupo denominado complexo MTB, caracterizando-as
com base em critérios morfologicos e bioguimicos. Contudo, com o avanco das
técnicas de analise genética, a taxonomia foi revista para refletir com maior preciséo
as relacbes filogenéticas entre essas espécies. Devido a semelhanca entre os
genomas, as demais espécies do complexo foram re-identificadas como variedades
de Mtb. Atualmente o género Mycobacterium compreende cerca de 197 espécies,
sendo importante ressaltar que esse numero estd sempre em mudanca (RIOJAS et
al., 2018; PARTE et al., 2020; LPSN, 2024).

A parede celular de Mtb é uma estrutura extremamente complexa,
predominantemente constituida por lipidios. A abundancia desses lipidios confere
impermeabilidade a parede celular, o que dificulta a penetracdo de agentes
agressores e antibiéticos. Essa caracteristica € crucial para a protecdo da bactéria
contra fatores externos e tratamentos terapéuticos, estabelecendo a parede celular
como uma barreira eficiente contra uma variedade de ameagas (DELOGU; SALI,
FADDA, 2013; DAFFE; MAMADOU; MARRAKCHI, 2018).

2.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.4.1 Baciloscopia

A analise de bacilos élcool-acido resistentes (BAAR), conhecida como
baciloscopia, € um método fundamental no diagndstico da TB que, quando conduzida
adequadamente, pode identificar entre 60% a 80% dos casos pulmonares em adultos.
Isso € de suma importancia do ponto de vista epidemioldgico, pois 0s casos com
resultado positivo na baciloscopia s&o os principais propagadores da doenca. A
realizacdo da baciloscopia de escarro é indicada em diferentes contextos: para
individuos sintomaticos respiratérios durante a estratégia de busca ativa; em situacoes
de suspeita clinica e/ou radiol6gica de TB pulmonar, independentemente do tempo de
tosse; e para monitoramento e verificacdo da cura em casos pulmonares com
confirmacéo laboratorial. Além disso, a baciloscopia de outros materiais biolégicos é

recomendada na investigacdo de TEP quando ha suspeita clinica (BRASIL, 2019).
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2.4.2 Cultura bacteriana

A cultura € um método considerado padrao-ouro no diagndstico da TB (DU et
al.,, 2019), caracterizado por elevada especificidade e sensibilidade, capaz de
aumentar em até 30% o diagndstico em casos pulmonares com resultado negativo na
baciloscopia. Os meios de cultura so6lidos mais comumente utilizados, como o Ogawa-
Kudoh e Lowenstein-Jensen, sdo a base de ovo, apresentando como vantagens o
baixo custo e o baixo indice de contaminacéo. Entretanto, sua principal desvantagem
€ o0 longo tempo necessario para a detec¢do, que pode variar de duas a oito semanas,
devido ao crescimento lento de Mtb (BRASIL, 2008). Além desses, existem outros
meios sélidos, como os meios Middlebrook 7H10 e 7H11, que sao formulados a base
de agar (EL KHECHINE; DRANCOURT, 2011).

No Brasil, o meio de cultura liquido é amplamente utilizado em métodos
automatizados, como o BD BACTEC™ MGIT™ (BRASIL, 2019), que utiliza uma base
de caldo Middlebrook 7H9 modificado com um sensor fluorescente de oxigénio
integrado. Esse método tem se mostrado mais sensivel na deteccao de baixas cargas
bacterianas em comparacdo com os meios solidos (NAMBIAR et al., 2017). Dada a
natureza paucibacilar das amostras provenientes de casos de TEP, a cultura MGIT
tem se destacado como uma abordagem promissora para o isolamento de Mtb em
amostras extrapulmonares (NOUSSAIR et al., 2009).

O sistema BACTEC™ MGIT™, com sua base de caldo Middlebrook 7H9
modificado, incorpora um fluorocromo em silicone na parte inferior do tubo. Durante o
crescimento bacteriano, o oxigénio livre no tubo é substituido por diéxido de carbono,
resultando na ativacéo do fluorocromo e na emissdo de fluorescéncia quando o tubo
é visualizado sob luz ultravioleta. A intensidade da fluorescéncia correlaciona-se
diretamente com a quantidade de oxigénio consumido, refletindo a atividade
bacteriana (PALOMINO, 2006; SIDDIQI; RUSCH-GERDES, 2006). Em termos de
sensibilidade, o BACTEC™ MGIT™ apresenta uma sensibilidade de 88%, superior
aos 76% observados com a cultura em meios solidos. No entanto, a utilizacdo de meio
de cultura liquido ndo esta isenta de desafios, incluindo um maior risco de
contaminacdo por outros microrganismos ou micobactérias de importancia clinica
menor, bem como a possibilidade de contaminagéo cruzada durante o processamento
e inoculacao das amostras (RODRIGUES; VADWAI, 2012). Embora a confirmacao da
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micobacteriose dependa do resultado da cultura, é essencial realizar a identificagéo

da espécie para distinguir entre Mtb e outras micobactérias (BRASIL, 2019).

2.4.3 Xpert® MTB/RIF Ultra

O Xpert® MTB/RIF Ultra é um avanco significativo na deteccdo molecular de
Mtb e resisténcia a rifampicina, empregando a tecnologia de PCR em tempo real para
identificar o gene rpoB (G.T. PROGRAMME, 2013; WHO, 2023). Desenvolvido para
superar as limitacdes do Xpert® MTB/RIF, o teste visa aumentar a sensibilidade para
espécimes paucibacilares (DORMAN et al.,, 2018). Desta forma, a versao Ultra
consegue identificar Mtb em espécimes que contenham até o minimo de 15,6
unidades formadoras de col6nias por mililitro gracas aos seus alvos de amplificacéo
multicopia, 1S6110 e 1S1081 (CHAKRAVORTY et al., 2017).

A sensibilidade da versdo Ultra em relacdo a cultura varia conforme o tipo de
espécime clinico; ela demonstra alta sensibilidade para amostras de linfonodos,
moderada para TB meningea e baixa para fluidos pleurais (GOPALASWAMY et al.,
2021; KOHLI et al., 2021). De modo geral, a sensibilidade do teste para amostras
extrapulmonares é de aproximadamente 83 a 85% (WU et al., 2019; ZHANG et al.,
2020). Contudo, a especificidade da versao Ultra, que € de 95,7% (KOHLI et al., 2021),
para espécimes paucibacilares é inferior a da versao anterior, o que pode resultar em
falsos positivos, especialmente em pacientes com infec¢Bes recentes ou residuos de
DNA de infeccbes passadas (WHO, 2017).

Os avancos proporcionados pelo Xpert® MTB/RIF Ultra representam um
progresso importante na deteccao de TB, especialmente em formas paucibacilares e
na resisténcia a rifampicina. No entanto, possuem limitacdes como a possibilidade de
resultados falsos-positivos e a variabilidade na sensibilidade para diferentes tipos de
espécimes clinicos (GOPALASWAMY et al., 2021).
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2.5 DORMENCIA

2.5.1 Terminologia

A variedade de termos usados para descrever os estados fisioldgicos de Mtb e
outras micobactérias causa problemas de comunicacgdo entre pesquisadores. A falta
de um consenso conceitual leva a discussfes desnecessarias e dificulta o0 avanco dos
estudos. Portanto, é importante buscar um consenso sobre a utilizacdo correta dos
termos para facilitar a compreensédo muatua (LIPWORTH et al., 2016).

O estado fisiologico referido como "dormente" ou "dorméncia”, discutido a
seguir, descreve microrganismos que exibem certas caracteristicas. Estas incluem a
incapacidade de crescer em meio de cultura solido, fun¢cdes metabdlicas reduzidas,
regulacdo génica alterada resultando no acumulo de triacilglicerideos em corpos
lipidicos intracelulares, perda da resisténcia aos 4&lcoois-acidos, tolerancia a
antimicrobianos e baixa taxa de crescimento em meio liquido. Neste estudo,
consideramos que o estado fisiolégico de dorméncia se refere aos microrganismos
gue demonstram essas caracteristicas, as quais sao, de alguma forma, indicativas do
estado encontrado no hospedeiro humano (LIPWORTH et al., 2016).

Outro termo comumente usado em estudos sobre o estado fisioldgico de Mtb é
"viavel, mas nao cultivavel (VMNC)", que tradicionalmente descreve bactérias
incapazes de crescer em meios de cultura onde normalmente se desenvolveriam em
colonias (OLIVER, 2000). Recentemente, foi observado que as populacdes de Mtb-
VMNC em amostras de pacientes com TB pulmonar ndo precisam necessariamente
de um grupo especifico de proteinas conhecidas como RPF (fatores promotores de
ressuscitacdo); uma parte desses microrganismos pode retomar suas atividades
metabdlicas normais mesmo sem esses fatores, sendo chamados de "dependentes
de sobrenadante de cultura liquida” ou simplesmente "dependentes de sobrenadante”.
Devido a atual dificuldade em distinguir fenotipicamente entre essas duas populacdes
- dependentes de RPF e dependentes de sobrenadante (ROSSER et al., 2017) - todos
0S microrganismos capazes de ressuscitar com a adicao de sobrenadante de cultura
liguida de Mtb serdo chamados de "dependentes de sobrenadante”, fornecendo uma
visdo mais ampla das populagcbes micobacterianas recuperadas com o uso desse

recurso.
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2.5.2 Estado de dorméncia

As bases microbianas subjacentes a infeccéo latente de Mtb implicam que as
micobactérias em estado dormente apresentam maior resisténcia a acao de
antimicrobianos, o que sugere uma possivel inibicdo acentuada ou até mesmo uma
supressado completa do seu metabolismo (FLYNN; CHAN, 2001). Experimentos em
modelos com baixa tensédo de oxigénio e restricdo de nutrientes demonstraram a
capacidade do Mtb de sobreviver por longos periodos em um estado ndo replicativo
(WAYNE; HAYES, 1996), um fendmeno que pode explicar a persisténcia do
microrganismo no hospedeiro. Embora seja comumente pressuposto que Mtb resida
em lesBes granulomatosas fibroticas nos pulmdes, onde as condi¢cdes de baixa tensdo
de oxigénio e escassez de nutrientes 0 mantenham em estado de dorméncia, o DNA
do microrganismo foi encontrado em tecido pulmonar de individuos sem evidéncia de
doenca ativa ou prévia (HERNANDEZ-PANDO et al., 2000), indicando a possivel
influéncia de outros fatores, como moduladores do sistema imunoldgico, na existéncia
e persisténcia de Mtb em estado de dorméncia.

A habilidade de Mth em resistir a fatores estressantes exdgenos, como hipoxia,
oxido nitrico (NO), choque térmico, privacdo de nutrientes e pH acido, é fundamental
para sua manutencao em estado latente (VOSKUIL et al., 2003). A transicéo para esse
estado dormente € influenciada por aspectos relacionados a imunidade, bioquimica e
genética, sendo essencial para o controle da TB latente (PEDDIREDDY et al., 2017).
Mudancas morfolégicas em Mtb, como o aumento do comprimento em ambientes
hipoxicos e 0 espessamento da parede celular em condi¢des &cidas (SHLEEVA et al.,
2011; SUN et al., 2023), sdo adaptacbes que auxiliam na sua sobrevivéncia sob
estresse. Além disso, a capacidade de reativacdo em resposta a proteinas secretadas
como as RPF e a presenca de outros fatores no sobrenadante de cultura reforcam a
complexidade do processo de laténcia e reativacdo (MUKAMOLOVA et al., 2010;
CHENGALROYEN et al., 2016).

2.5.3 Possiveis implicagbes na terapéutica e transmissao
A relevancia de uma terapia antimicrobiana eficiente é fundamental atualmente,

considerando a complexidade dos desafios associados a resisténcia genotipica e a

tolerancia fenotipica dos microrganismos em relacdo aos farmacos. Além da
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necessidade basica de que os microrganismos sejam sensiveis aos medicamentos, a
eficacia do tratamento € influenciada por diversos outros fatores. Estes fatores incluem
a capacidade dos microrganismos de ativar mecanismos de resposta a deficiéncias
nutricionais, interagdes em populagcdes heterogéneas e as dinamicas da relagéo entre
patdbgeno e hospedeiro, assim como o estado metabdlico do microrganismo
(TURAPOV et al., 2014).

Os farmacos disponiveis para o tratamento da TB apresentam uma eficacia
notavel em estudos laboratoriais, resultando em uma rapida eliminacdo bacteriana.
Contudo, essa eficacia nem sempre se reflete nos resultados clinicos. Pacientes que
ndo aderem a um tratamento regular e prolongado frequentemente enfrentam
recaidas (XIE et al., 2005). Além disso, mesmo aqueles que seguem corretamente 0s
esquemas terapéuticos recomendados podem sofrer recaidas meses ou até anos
apos a conclusdo do tratamento (ROSSER et al., 2017). Isso indica que o uso dos
medicamentos atuais ndo assegura a erradicacao total de todas as subpopulacdes
microbianas no paciente. Varios estudos laboratoriais demonstraram que as
micobactérias podem desenvolver tolerdncia a antimicrobianos sob diferentes
condic¢des ou estimulos ambientais (MUKAMOLOVA et al., 2010; WAYNE et al., 2001,
BETTS et al., 2002; XIE et al., 2005).

Adicionalmente, as subpopulacées de Mtb que dependem de sobrenadante,
situadas em um estado metabdlico basal ou inativo, ndo sédo afetadas pela acéo de
antimicrobianos, tornando-se, assim, tolerantes a farmacos como rifampicina,
isoniazida e estreptomicina (TURAPOQV et al., 2014; LENAERTS; BARRY; DARTOIS
2015). Acredita-se que essas subpopulagdes sejam eliminadas de forma mais lenta
(MUKAMOLOVA et al., 2010).

2.5.4 Ressuscitacao (reativacdo da capacidade replicativa)

As substancias com capacidade de ressuscitar microrganismos foram
identificadas como Ressuscitation-promoting Factors (RPF), um conjunto de proteinas
secretadas em concentracdes extremamente baixas que promovem o crescimento de
microrganismos. Mycrococcus luteus, por exemplo, possui apenas um gene
codificador de RPF, crucial para seu crescimento in vitro, enquanto outras
actinobactérias podem apresentar multiplos genes semelhantes ao RPF (Kaprelyants

et al., 2012). Mtb possui uma série de genes da familia RPF, conhecidos como rpfA-
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E. A eliminagdo de um Unico gene dessa familia ndo compromete o crescimento dos
bacilos metabolicamente ativos, conforme evidenciado por pesquisas que mostram
gue a remocao individual ndo resulta em déficits de crescimento (TUFARIELLO et al.,
2004). No entanto, estudos indicam que a inativacao de dois ou mais genes RPF pode
afetar negativamente a capacidade de reativacdo de células dormentes, como
demonstrado nas mutagdes ArpfAArpfB e ArpfBArpfD, que impactam a cinética de
reativacdo (Russel-Goldman et al., 2008).

A relacao funcional entre os genes RPF em Mtb revela que rpfB e rpfE possuem
influéncia predominante sobre rpfD em determinadas caracteristicas fenotipicas (Kana
et al., 2008). Durante as fases iniciais da ressuscitacdo de bactérias dormentes, ha
um aumento na expressdo de todos os genes RPF, embora com variacdes
significativas nos estagios finais do processo (GUPTA et al., 2010). Os genes rpfA e
rpfD se destacam por sua expressao significativa nas fases iniciais da ressuscitacao,
enquanto o gene rpfC mantém uma expressao consistente em todas as fases de
crescimento sob privagcao de nutrientes (GUPTA et al., 2010).

Além das proteinas RPF, outros fatores ndo associados a disponibilidade de
oxigénio também tém sido identificados como responséaveis pela reativacdo bem-
sucedida de micobactérias dormentes. Os muropeptideos, produtos da hidrélise da
parede celular mediada por RPF, participam da ressuscitacdo de Mtb e atuam como
moléculas sinalizadoras em interagdes "hospedeiro-patégeno” (BONECA, 2005). A
presenca de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) e &cidos graxos insaturados
livres também demonstrou capacidade de estimular a reativacdo de micobactérias
dormentes, com a adigdo de acidos graxos aumentando os niveis de cAMP em
Mycobacterium smegmatis (SHLEEVA et al.,, 2013). Células dormentes de M.
smegmatis formadas por acidificacdo gradual do meio de crescimento apresentaram
acumulacao significativa de trealose livre, evidenciando a importancia dessa
substancia na viabilidade celular durante o processo de ressuscitacdo (SHLEEVA et
al., 2017).

Em relacdo a heterogeneidade das subpopulacdes de Mtb no escarro de
pacientes com TB pulmonar, foram identificadas cinco subpopulagdes distintas: (1)
dependentes de RPF, (2) independentes de RPF, (3) que crescem somente em meio
liguido sem suplementacdo de sobrenadante ou RPF, (4) que sédo inibidas por
sobrenadante e (5) dependentes de outros fatores contidos no sobrenadante (Figura
1) (CHENGALROYEN et al., 2016). Estudos sugerem que compostos como cAMP,
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muropeptideos (NIKITUSHKIN et al., 2013) e lipideos (ZHANG et al., 2001) podem

estar associados a regulacéo da replicacdo de micobactérias ndo replicantes.

Figura 1 — Diferentes subpopulagdes de MTB em uma amostra de escarro de paciente com
TB pulmonar. As diferentes populacdes de bacilos séo diferenciadas por coloracdes. SN:
Sobrenadante de cultura liquida de MTB. RPF: Fator Promotor de Ressuscitacdo. Imagem
meramente ilustrativa, e as quantidades de cada populac¢do ndo representam uma proporcao
real.
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Fonte: BRUNETTI (2021), com dados de CHENGALROYEN et al., (2016).

2.6 JUSTIFICATIVA

Um dos principais desafios no enfrentamento da TB reside nas falhas
terapéuticas associadas a resisténcia de Mtb aos medicamentos disponiveis (WHO,
2017). Um fator crucial nesse processo evolutivo é a persisténcia aos farmacos, uma
caracteristica que resulta da heterogeneidade fenotipica das popula¢cdes bacterianas,
frequentemente devido ao crescimento lento (estado de dorméncia) da bactéria. Essa
condicao néo replicativa, aliada a outras alteragdes bacterianas nesse estado, dificulta
a acao dos antimicrobianos (BALABAN et al., 2019; BRAUNER et al., 2016).

O estado de dorméncia também impede a deteccdo desses bacilos pelos

meétodos microbioldgicos convencionais. No entanto, estudos demonstram que a
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utilizacéo de fatores de ressuscitacdo (FR), como as proteinas RPF e o sobrenadante
de cultura (SC), pode reativar essas populacdes (MUKAMOLOVA et al., 2010).

Assim, integrar os FR no diagnostico laboratorial poderia aumentar a
sensibilidade do teste, acelerar a deteccdo e melhorar a representatividade das
populacdes bacterianas na amostra. Isso possibilitaria que um Teste de
Suscetibilidade aos Antimicrobianos (TSA) subsequentemente realizado revelasse o
perfil de sensibilidade de toda a populacéo de bacilos, ndo apenas daquelas que foram
capazes de se cultivar nos meios convencionais de diagnostico.

Portanto, é fundamental investigar esses fatores para determinar como eles
podem ser integrados aos métodos de detec¢do de Mtb, idealmente incorporando-os

aos procedimentos diagnadsticos fenotipicos convencionais.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de fatores de ressuscitacdo no sistema BACTEC-MGIT 960 para

deteccdo de Mtb em espécimes clinicos de pacientes suspeitos de TB.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar o meio de cultura do sistema BACTEC-MGIT 960 com (MGIT+FC) e
sem sobrenadante de cultura de Mtb para a deteccdo de micobactérias em
espécimes considerados paucibacilares de pacientes suspeitos de TB;

2. Comparar o tempo de detecgdo de Mtb nos meios de cultura do sistema
BACTEC-MGIT 960 com e sem fatores de ressuscitacdo em espécimes
considerados paucibacilares de pacientes suspeitos de TB;

3. Comparar o meio de cultura do sistema BACTEC-MGIT 960 + FC com o método
molecular Xpert MTB RIF Ultra para a deteccdo Mtb em espécimes
considerados paucibacilares;

4. Verificar quais espécimes clinicos consideradas paucibacilares apresentam

maior frequéncia de deteccdo de Mtb nos exames de cultura e molecular.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ESTRATEGIA DO ESTUDO

4.1.1 Delineamento

Trata-se de um Estudo Experimental de Teste Diagndstico para avaliacdo do
uso de filtrado de cultura no sistema BD BACTEC™ MGIT™ para deteccédo de
diferentes subpopulacbes de Mtb em espécimes clinicos pulmonares e

extrapulmonares de pacientes com suspeita de TB.

4.1.2. Local

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Micobacteriologia do Nuacleo de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do
Espirito Santo (NDI/UFES).

4.1.3. Desenho

O presente estudo consistiu na analise da eficiéncia de um método de cultura
liguida com incorporacgédo de FR no sistema BD BACTEC™ MGIT™ para diagnéstico
de TB a partir de espécimes clinicos presumidamente paucibacilares (que ndo escarro
espontaneo e/ou induzido). Todos os espécimes clinicos avaliados foram inoculados
simultaneamente no meio de cultura convencional do sistema BD BACTEC™ MGIT™

(padréo ouro) e no meio com filtrado de cultura para posterior comparagao.

4.2. ESPECIMES CLINICOS

Os espécimes clinicos de pacientes com suspeita de TB foram obtidos do
Laboratério de Micobacteriologia do Laboratério Central de Saude Publica do Espirito
Santo (LACEN-ES) e do Laboratério de Micobacteriologia do NDI/UFES. S6 foram
selecionados espécimes clinicos apds o diagndstico finalizado pelo laboratério, nédo
havendo possibilidade de interferéncia no diagnéstico. Os espécimes s6 foram

incluidos no estudo apés finalizados todos os procedimentos de rotina, ou seja, foi
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utilizado apenas o restante da amostra que seria descartada. Nao foi utilizado
gualquer dado clinico e/ou epidemioldgico de pacientes.

No estudo em questdo, foram incorporados espécimes clinicos,
presumidamente paucibacilares, sendo em sua maioria extrapulmonares. Esses
espécimes compreendem: liquido pleural, fragmento pleural, fragmento de pulmao,
liquor, urina, lavado gastrico, lavado brénquico, linfonodo, fragmento de mama, liquido
ascitico e outras, incluindo biopsias de diferentes sitios e diversos tipos de liquidos

biol6gicos menos frequentes.

4.2.1 Critérios de inclusao

e Espécimes clinicos presumidamente paucibacilares (que nao escarro
espontaneo e/ou induzido), previamente cadastrados na rede de ambulatorios
atendida pelos Laboratérios de Micobacteriologia do NDI/UFES e do LACEN-
ES;

e Espécimes que ja tenham sido liberadas para descarte pela rotina.

4.2.2 Critérios de exclusao

e Espécimes clinicos coletados ha mais de 3 dias;

e Espécimes clinicos enviados para controle de tratamento.

4.3 PRODUCAO DO FILTRADO DE CULTURA DE MTB

4.3.1 Pré-cultura

Inicialmente, 1 mL de uma semente congelada da cepa de Mth H37Rv (ATCC®
27294™) foi transferida para um tubo estéril com tampa de rosca contendo 8 a 10
pérolas de vidro estéreis. Apds agitacdo mecanica por 30 segundos, adicionou-se 4
mL de agua deionizada estéril e agitou-se por mais 10 segundos. Em seguida, a
suspensado ficou em repouso por 20 minutos. Enquanto isso, adicionou-se
assepticamente 28,5mL de caldo Middlebrook 7H9 (+10% OADC, +0,2% glicerol,
+0,05% Tween 80) em dois frascos tipo Schott de 500mL estéreis (28,5mL em cada

um). Entdo, apds o tempo de repouso, transferiu-se 1,25 mL do sobrenadante da
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suspensao bacteriana para cada um dos frascos com caldo Middlebrook 7H9 (diluigéo
1:20).

Apb6s homogeneizacdo por movimentos giratérios com os punhos, retirou-se
uma aliquota de cada frasco para leitura da Densidade Otica (DO) em comprimento
de onda de 580nm. Os valores iniciais de absorbancia obtidos foram registrados e os
frascos tipo Schott contendo as pré-culturas foram incubados a 37°C sob agitacéao de
100 rpm. As leituras da DO foram repetidas diariamente até atingir 0,5 de absorbancia.

Esse estdgio denominado pré-cultura permite que as micobactérias que

estavam congeladas entrem na fase logaritmica de crescimento.

4.3.2 Cultura

Inicialmente, pré-aqueceu-se a 37°C em banho-maria 360 mL de caldo
Middlebrook 7H9 (+10% OADC, +0,2% glicerol, +0,05% Tween 80). Entdo, adicionou-
se assepticamente 180 mL do caldo em dois frascos tipo Schott de 500mL estéreis
(180 mL em cada um). Transferiu-se 20 mL das pré-culturas para os frascos com caldo
Middlebrook 7H9 (diluicdo 1:10).

Assim como na pré-cultura, apés homogeneizacdo por movimentos giratérios
com os punhos, retirou-se uma aliquota de cada frasco para leitura da DOssgo. Os
valores iniciais de absorbancia obtidos foram registrados e os frascos tipo Schott
contendo as culturas foram incubados a 37°C sob agitacéo de 100 rpm. As leituras da
DO foram repetidas diariamente até atingir 0,8 de absorbancia.

Esta etapa denominada como cultura principal proporciona que as bactérias se

multipliguem e produzam metabdlitos sollveis.

4.3.3 Filtragdo da cultura

ApoOs o crescimento, aliquotou-se as culturas de 30 em 30 mL em tubos cénicos
de centrifuga (tipo Falcon) de 50mL. Os tubos foram fechados com seguranca e
centrifugados a 3.000xg, por 15 minutos, a 4°C e sem freio. Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um sistema de filtracdo a vacuo
equipado com filtros de membrana de polietersulfona com porosidade de 0,22 um,
utilizando uma bomba de vacuo, garantindo a conformidade com os procedimentos de

biosseguranca do laboratério. A filtracdo foi realizada duas vezes para garantir a
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remocdo eficiente das células bacterianas de Mtb, permitindo a passagem dos
produtos metabdlicos secretados pelas bactérias, incluindo os fatores de

ressuscitacao.

4.3.4 Liofilizagao

O filtrado resultante foi distribuido em aliquotas de 4 mL em tubos conicos de
centrifuga (tipo Falcon) de 15 mL. Os tubos foram deitados em uma bandeja de
plastico para aumentar a superficie de contato do liquido com o ar no interior do tubo,
mas sem que o liquido atingisse a tampa. Entédo, os tubos foram congelados a -80°C
por 24 horas. Posteriormente, os tubos foram transferidos para um liofilizador de
bancada (FreeZone® Benchtop Freeze Dryer; Labconco), onde o filtrado congelado foi
liofilizado a -50°C durante 48h.

4.3.5 Armazenamento

ApGs o processo de liofilizagdo, os tubos com o liofilizado contendo os produtos
microbianos foi armazenado novamente em freezer a -80°C. Esse material foi utilizado

por até 6 meses.

4.3.6 Controle de Qualidade

Os lotes do FC preparados foram submetidos ao controle de qualidade, que consiste
em:

. Controle de Esterilidade: Para confirmar a esterilidade do FC, aliquotas de 1
mL de cada lote foram espalhadas em agar Mdueller-Hinton para deteccdo de
contaminantes e em agar Middlebrook 7H11 para detec¢éo de Mtb. As placas de agar
foram incubadas a 37°C por até 1 semana (Mueller-Hinton) e 8 semanas (Middlebrook
7H11).

. Controle Microbiolégico: Para confirmar a acado do FC, utilizou-se uma aliquota
congelada de um escarro sabidamente positivo pertencente ao criobanco do
Laboratério de Micobacteriologia do NDI/UFES para realizar o ensaio de NUumero Mais
Provavel (NMP) conforme descrito anteriormente (CHENGALROYEN, 2016);
(MUKAMOLOVA, 2010; ALMEIDA JUNIOR, 2020). Resumidamente, foi utilizada uma
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microplaca de 48 pocgos adicionando nas 3 primeiras colunas 450 pL de caldo
Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC (Oleic Acid-Albumin-Dextrose-
Complex) (BD™ BBL™), 0,05% de Tween 80 e antibioticos (BD™ BBL™ MGIT™
PANTA™), e nas 3 ultimas colunas foi adicionado 450 puL do meio anterior acrescido
de FC. Foi adicionado entdo 50 pL da amostra descongelada em cada poco da
primeira linha da placa de 48 pocos, seguindo a diluicdo seriada até os pocos da ultima
linha. As placas foram vedadas com selo de risco biolégico e incubadas a 37 °C por
oito semanas, seguidas de avaliagdo visual de crescimento usando um espelho
invertido. O numero total de bactérias no ensaio NMP foi estimado usando o programa
de calculo de NMP, versao 6, desenvolvido pela Freie Universitat Berlin (JARVIS;
WILRICH; WILRICH, 2010) disponivel em

http://www.wiwiss.fu.berlin.de/fachbereich/vwl/iso/ehemalige/wilrich/index.html.

4.4 EXAMES LABORATORIAIS

4.4.1 Classificacao dos espécimes clinicos

Os espécimes clinicos utilizados no estudo compreendem dois tipos diferentes.
Alguns sdo considerados nao estéreis, pois possuem uma microbiota do paciente
associada e que pode contaminar a cultura e impedir o isolamento de micobactérias.
Nestes casos, 0s espécimes passaram pelo processo de descontaminacdo de N-
Acetil-L-Cisteina/Hidréxido de Sédio (NALC/NaOH). Por outro lado, os espécimes
provenientes de sitios estéreis e que, portanto, ndo possuem uma microbiota
associada, néo precisaram passar por esta etapa de descontaminacao.

Os espécimes foram classificados da seguinte forma:

e Nao-estéreis = lavado gastrico, lavado brénquio-alveolar e urina.
e Estéreis = fragmento de mama, fragmento de pleura, fragmento de pulmao,

liquor, bidpsia de linfonodo, liquido ascitico, liquido pleural.
4.4.2 Processamento dos espécimes clinicos ndo-estéreis
Os espécimes clinicos nao estéreis inicialmente foram transferidos para tubos

cbnicos de centrifuga (tipo Falcon) de 50 mL graduados com a respectiva

identificacdo. Para o lavado gastrico os espécimes que ndo estavam em solucao
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tampao de fosfato dissédico a 10%, foram tratados dentro das primeiras 4 horas apos
a coleta para garantir a preservacao e a acuracia dos resultados.

Apés determinado o volume do espécime, um volume igual de solucéo
digestora (NALC 0,5% + NaOH 2% + Citrato de Sédio 1,45%) foi adicionado. A mistura
foi agitada mecanicamente por 20 segundos e deixada em repouso por 15 minutos
para permitir a descontaminacdo adequada. Apos essa etapa, adicionou-se solucéo
de tampéo fosfato (pH = 6,8) a cada tubo até completar o volume de 50 mL.

Posteriormente, todas os espécimes foram centrifugados a 3.000xg, por 15
minutos, a 4°C e sem freio, assegurando a sedimentacéao eficiente. O sobrenadante
foi cuidadosamente descartado. O sedimento residual foi ressuspenso com 2 mL de

tampao fosfato utilizando-se uma pipeta Pasteur descartavel e estéril.

4.4.3 Processamento dos espécimes clinicos estéreis

Como esses espécimes nao precisaram ser descontaminados como O0sS
espécimes ndao-estéreis, eles foram apenas concentrados por centrifugacdo a
3.000xg, por 15 minutos, a 4°C e sem freio. O sedimento residual também foi
ressuspenso com 2 mL de tampéao fosfato. Em relacdo aos tecidos, os fragmentos
foram transferidos para um graal estéril contendo salina a 0,85% e macerados antes

da centrifugagéo.

4.4.4 Baciloscopia

Para a deteccdo de Mtb, adicionou-se 30 pL dos espécimes processados em
laminas de microsopia para realizacao da técnica de baciloscopia com coloracéao de
Auramina-O. Apos preparados, os esfregacos foram fixados a 80°C por 1 hora em
chapa aquecedora. Em seguida, as laminas foram colocadas em um suporte na pia
para o processo de coloracao. Inicialmente, cada lamina foi coberta com uma solugéo
de auramina fenicada a 0,1% e deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos,
permitindo a interacdo adequada da auramina com o esfregaco.

As laminas foram entdo lavadas com um jato de agua de baixa pressao para
remover qualquer residuo de auramina. Apds a lavagem, as laminas foram
completamente cobertas com uma solucéo de alcool-acido a 1% (Etanol 99% : HCI

1%) e deixadas por 2 minutos.
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Em seguida, as laminas foram lavadas novamente com agua e entdo cobertas
com uma solucéo de permanganato de potassio a 0,5% por 2 minuto.
Posteriormente, foram lavadas e Vvisualizados sob microscépio de
fluorescéncia. A identificacdo de bacilos acido-alcool resistentes (BAAR) foi realizada
de acordo com critérios padronizados de interpretacdo do Ministério da Saude para
espécimes que nao escarro (BRASIL, 2022).
e Negativo: nenhum BAAR encontrado em 100 campos

e Positivo: pelo menos 1 BAAR encontrado em 100 campos

4.4.5 GeneXpert MTB/RIF Ultra

O processamento dos espécimes seguiu as instru¢des do fabricante do sistema
GeneXpert (Cepheid), que consta no Manual do Ministério da Saude (BRASIL, 2022).
Os espécimes foram preparados e misturados com o reagente de lise, seguindo as
propor¢cdes padronizadas para cada tipo de espécime. Essa etapa promove a
desintegracdo das células bacterianas e a liberacdo do DNA.

Apés a mistura inicial com o reagente de lise, a amostra foi incubada por 15
minutos a temperatura ambiente, permitindo a completa desintegracédo das células
bacterianas. Durante este periodo, a mistura foi homogeneizada em intervalos
regulares para garantir uma lise eficiente.

Em seguida, 2 mL da amostra lisada foram transferidos para o cartucho de teste
GeneXpert MTB/RIF Ultra, que foi entdo colocado no médulo de teste do sistema
GeneXpert. O processo de amplificacdo e deteccéao de acidos nucleicos foi realizado
automaticamente pelo sistema, que utiliza técnicas de PCR em tempo real para a
amplificacdo dos genes-alvo especificos de Mtb.

O sistema GeneXpert completa o processo de amplificacdo e analise em menos
de 2 horas, durante as quais o software do equipamento monitora a amplificacdo dos
acidos nucleicos em tempo real, fornecendo resultados quantitativos e qualitativos. O
GeneXpert fornece resultados baseados na quantidade de material genético de Mtb
detectado, categorizando-os em: negativo, tracos, muito baixo, baixo, médio e alto.
Neste trabalho, os resultados classificados como tragos foram considerados negativos

para amostras pulmonares e positivos para amostras extrapulmonares (.

4.4.6 Cultura em meio sélido a base de ovo
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Apoés o processamento dos espécimes, foi inoculado 300 pL de cada amostra
em frascos contendo meio de cultura solido a base de ovo (Ogawa-Kudoh ou
Léwenstein-Jensen). Os frascos foram incubados a 37°C durante 8 semanas, periodo
durante o qual foram examinados regularmente para identificacdo de caracteristicas
morfoldgicas tipicas de Mtb.

Durante o periodo de incubacéo, foi analisado o tempo de crescimento e a
morfologia macroscopica das colénias para identificacdo preliminar de Mtb.
Posteriormente, as culturas positivas foram submetidas ao Teste Rapido MPT64
(MPT-64 TB Ag Rapid Test) da Abbott para confirmacdo especifica da presenca de
Mtb.

O resultado da cultura solida foi liberado em escala semi-quantitativa (BRASIL,
2022):

e Negativa: nenhuma colbnia isolada

e Positiva: 1 a 19 colonias isoladas

e Positiva +: 20 a 100 colonias isoladas

e Positiva ++: mais de 100 colbnias separadas
e Positiva +++: colbnias confluentes (tapete)

e Contaminada: crescimento de microrganismos que ndao micobactérias

4.4.7 Cultura em sistema BD BACTEC MGIT

Cada espécime clinico foi inoculado em dois tubos de cultura separados para
a avaliagéo do crescimento microbiano. O primeiro tubo continha o sobrenadante de
cultura de Mtb liofilizado, previamente preparado por meio da adicéo do sobrenadante
ao meio liquido BD BACTEC™ MGIT™, seguido da inversdo do tubo para garantir a
completa dissolugéo do liofilizado. Apos a adicéo, o tubo foi mantido em refrigeracao
a 4°C por 30 minutos para permitir uma homogeneizacao mais eficiente. Além disso,
foi adicionado 0,8 pL de PANTA 2X, uma formulagcdo com o dobro da concentracéo
do suplemento padrdao PANTA (composto por polimixina B, anfotericina B, nalidixico
acido, trimetoprima e azlocilina), otimizada para minimizar a contaminac¢ao por outros
microrganismos. Em seguida, 0,5 uL da amostra clinica foi inoculado no tubo contendo

o0 sobrenadante e o PANTA.
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O segundo tubo, utilizado como controle, seguiu 0s mesmos passos de
preparacao, exceto pela auséncia do sobrenadante de cultura de Mth. Ambos os tubos
foram, entdo, incubados no sistema automatizado BD BACTEC™ MGIT™ 960 para o
monitoramento continuo do crescimento microbiano.

A positivacdo de um tubo no sistema BD BACTEC™ MGIT™, indica consumo
de oxigénio dentro do tubo, que pode ser crescimento de Mtb, ou de micobactérias
nao tuberculosas (MNT) ou de outros microrganismos aerobios. Portanto, apos a
positivacdo, o tubo é removido para andlises adicionais. Primeiramente, foi
confeccionada uma lamina diretamente da cultura do MGIT e corada com coloracao
de Ziehl-Neelsen (ZN). Esta técnica visa identificar se o0 consumo de oxigénio foi
devido a um BAAR ou a um microrganismo contaminante. Além disso, pode-se
observar caracteristicas como a presenca do fator corda, importante para a
diferenciacdo de Mtb das MNT.

ApoOs a confirmacédo das caracteristicas microscépicas na lamina, foi realizado
0 ensaio de inibicdo do crescimento em acido p-nitrobenzéico (PNB) (500 pL/mL)
diretamente da cultura liquida. Este procedimento buscou identificar se 0 BAAR
presente no tubo era Mtb ou se era MNT, j& que Mtb é sensivel ao PNB e a maioria
das MNT é resistente. Nado se fez uso do teste MPT64 direto do meio liquido, pois o
SC possui MPT64 em sua composicao, entdo as culturas com SC sempre dao positivo
nesse teste, mesmo n&o havendo crescimento de qualquer microrganismo.

O resultado da cultura liquida foi liberado como:

e Negativa: nenhum crescimento detectado em 42 dias
e Positiva: crescimento de BAAR detectado em 42 dias (tempo de
positivacéo registrado em dias)

e Contaminada: crescimento de microrganismos que ndo micobactérias

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a realizacdo das andlises estatisticas utilizamos o Software IBM® SPSS
Statistics e o grau de significancia estatistica considerado foi de 95% (p<0,05). Os

métodos de analise empregados para cada ensaio estdo descritos a seguir:
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Analise de concordancia entre os resultados obtidos no MGIT e no MGIT com
filtrado de cultura (MGIT+FC) utilizando o coeficiente de Kappa, com o objetivo
de avaliar a consisténcia entre os métodos na detec¢éo de micobactérias. Além
disso, aplicamos o teste de qui-quadrado para verificar se houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos;
Analise comparativa dos resultados entre os testes Xpert MTB/RIF Ultra e
MGIT+FC, bem como entre o Xpert MTB/RIF Ultra e o MGIT, utilizando o teste
gui-quadrado para determinar a significancia estatistica das diferencas
observadas nas propor¢des de resultados negativos, positivos e contaminados;
Analise do tempo de positivacédo dos testes MGIT+FC e MGIT, utilizando o teste
de Mann-Whitney U para comparar as medianas dos dois grupos. Além disso,
aplicamos o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados.
Foram calculadas as métricas de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN), razdo de verossimilhanca
positiva (RVP), razdo de verossimilhanca negativa (RVN) e acuracia para
avaliar o desempenho dos testes diagnosticos. A sensibilidade foi determinada
pela razdo entre o nimero de verdadeiros positivos e a soma dos verdadeiros
positivos com os falsos negativos, refletindo a capacidade do teste em
identificar corretamente os casos positivos. A especificidade foi calculada pela
razao entre o numero de verdadeiros negativos e a soma dos verdadeiros
negativos com os falsos positivos, indicando a capacidade do teste em
reconhecer corretamente 0s casos negativos. O valor preditivo positivo foi
obtido pela razdo entre 0o numero de verdadeiros positivos e a soma dos
verdadeiros positivos com os falsos positivos, enquanto o valor preditivo
negativo foi calculado pela razéo entre o nimero de verdadeiros negativos e a
soma dos verdadeiros negativos com os falsos negativos. A razdo de
verossimilhanga positiva foi calculada como a razdo entre a sensibilidade e a
taxa de falsos positivos, enquanto a razdo de verossimilhanga negativa foi
obtida pela razdo entre a taxa de falsos negativos e a especificidade. Por fim,
a acurdcia foi calculada como a soma dos verdadeiros positivos e verdadeiros

negativos dividida pelo total de amostras analisadas.



45

4.6 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da UFES e aprovado pelo Parecer n°® 5.844.657 (CAAE:
65501122.9.0000.5060).

A dispensa da utilizacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) foi justificada pelos seguintes motivos: i) as amostras somente foram
selecionadas apés finalizados todos os procedimentos de rotina e apos liberacao
laboratorial, sem que houvesse intervencao no diagnostico; ii) todos os dados foram
manejados e analisados de forma anbnima, sem identificacdo nominal dos
participantes da pesquisa, iii) os resultados decorrentes do estudo serdo apresentados
de forma agregada, ndo permitindo a identificacao individual dos participantes, e iv)
se trata de um estudo ndo intervencionista (sem intervengfes clinicas) e sem
alteracdes/influéncias na rotina/tratamento do participante de pesquisa, e

consequentemente sem adi¢ao de riscos ou prejuizos ao bem-estar dos participantes.
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5. RESULTADOS

Em relacdo ao controle de esterilidade do filtrado de cultura, ndo houve
crescimento em agar Mueller-Hinton ou agar Middlebrook 7H11 durante o tempo de
incubacédo (1 e 8 semanas, respectivamente), indicando que o filtrado de cultura
estava estéril.

Com base nos resultados observados na Figura 2 e Tabela 1, o meio 7h9
detectou apenas 46 CFU/ml enquanto o meio com filtrado de cultura detectou 850000,
uma diferenca de 4,2 logs entre as populac¢des detectadas. Esse resultado mostra a
acao do filtrado de cultura produzido para reativar a capacidade replicativa de

subpopulacdes dormentes.

Figura 2 — Microplaca de 48 pogos do controle microbiolégico do filtrado de cultura.

s 7HO+FC |
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Tabela 1 — Resultado do controle microbiolégico do filtrado de cultura.
NMP Log DP IC.Min  IC.Max

7H9 46 1,7 0,31 11 190
7TH9+FC 850000 5,9 0,33 190000 3800000

NMP: Nimero mais provéavel; DP: Desvio Padrdo; IC.Min: Intervalo de Confianga 95% Minimo; IC.Max:
Intervalo de Confianga 95% Maximo. 7H9: Caldo Middlebrook 7H9; 7H9+FC: Caldo Midlebrook 7H9
com Filtrado de Cultura.

No total, foram analisados 245 espécimes clinicos (Tabela 2), com destaque para o
liquido pleural, que representou a maioria das amostras (24,90%; n = 61). Seguiram-
se o fragmento de pleura (10,20%; n = 25) e o fragmento de pulméo (7,76%; n = 19).
Espécimes menos frequentes incluiram lavados brénquicos e liquido
cefalorraquidiano (7,35%; n = 18 cada), além de lavado géstrico (6,94%; n = 17),
linfonodo e fragmento de mama (4,49%; n = 11 cada). O liquido ascitico (3,67%; n =

9) e a urina (6,53%; n = 16) também foram representativos, mas menos comuns.

Tabela 2 - Distribuicdo quantitativa dos espécimes clinicos analisados.

Espécime clinico n %

Fragmento mama 11 4,49
Fragmento pleura 25 10,20
Fragmento pulmé&o 19 7,76
Lavado broncoalveolar 18 7,35
Lavado gastrico 17 6,94
Liquido cefalorraquidiano 18 7,35
Linfonodo 11 4,49
Liquido ascitico 9 3,67
Liquido pleural 61 24,90
Urina 16 6,53
Outros 40 16,33

Total 245 100
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Para o calculo das taxas de positivagdo (Figura 3), foram considerados apenas
os resultados validos obtidos pelos diferentes testes diagnosticos. Espécimes que

apresentaram contaminacao ou para 0s quais os testes ndo foram realizados foram
excluidos da andlise.

Figura 3 — Taxas de positivacdo dos testes diagndsticos em diferentes espécimes clinicos. O
eixo (y) representa a porcentagem de amostras positivas, enquanto o eixo (x) exibe os

diferentes tipos de espécimes analisados. LBA: Lavado Broncoalveolar. LCR: Liquido
Cefalorraquidiano.
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A anélise de concordancia entre os métodos MGIT e MGIT+FC na deteccéo de
micobactérias mostrou uma concordancia quase perfeita, com coeficiente de Kappa
de 0,857 (p-Kappa = 0,038), indicando boa concordancia entre os dois testes (Tabela
3). Dos 245 espécimes testados, a maioria (183) foi negativa em ambos os métodos,
enquanto 39 foram positivas em ambos. Apenas 1 amostra foi positiva no MGIT e
negativa no MGIT+FC, e 4 amostras apresentaram o inverso. Contaminacfes
ocorreram em 10 amostras em ambos os métodos.
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A andlise de qui-quadrado indicou uma associacao significativa (p < 0,001) entre os
resultados dos dois métodos, sugerindo uma forte correlacdo na deteccao de

micobactérias, com poucas discrepancias observadas entre eles.

Tabela 3 - Analise de concordancia entre MGIT+FC e MGIT na deteccdo de micobactérias.

MGIT
n

MGIT+FC Negativo Positivo Contaminado Total p  Coeficiente de Kappa Ka%_pa
Negativo 183 1 1 185
Positivo 4 39 0 43

< .

Contaminado 7 0 10 17 <0001 0,857 0.038
Total 194 40 11 245

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas das amostras que exibiram
discordancias entre os métodos MGIT e MGIT suplementado com filtrado de cultura
(MGIT+FC) na deteccdo de micobactérias. Dentre os 245 espécimes analisados, cinco
amostras mostraram resultados discrepantes. Trés das amostras discordantes foram
também positivas no Gene Xpert com carga "very low", enquanto duas amostras foram
detectadas apenas pelo MGIT+FC e ndo apresentaram positividade em nenhum outro

meétodo diagndstico.

Tabela 4 — Caracterizacdo das amostras discordantes entre MGIT+FC e MGIT na deteccédo

de micobacérias.

Tipo Xpert MTB/RIF
ID espécime MGIT+FC MGIT Ultra Cultura sélida  Baciloscopia
F018 Frag pleura + - Very low - +
F133 Frag pulméao + - Very low - -
F174 Urina + - N&o realizado - -
F205 Linfonodo + Negativo - -
F123 Frag. pleura - + Very low - -

Os parametros de desempenho do teste MGIT+FC em relacdo ao MGIT padrao
para a deteccdo de micobactérias estdo descritos na Tabela 5. O teste MGIT+FC
demonstrou alta sensibilidade (97,50%) e especificidade (97,86%), indicando sua
elevada capacidade tanto de identificar verdadeiros positivos quanto de descartar

corretamente os casos negativos. O valor preditivo positivo (VPP) foi de 90,70%,
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enquanto o valor preditivo negativo (VPN) foi ainda maior, alcancando 99,50%,
ressaltando a eficiéncia do teste em confirmar a auséncia de micobactérias em
espécimes negativos.

A razédo de verossimilhanca positiva (RVP) foi de 45,58, sugerindo que uma
amostra positiva no MGIT+FC tem 45 vezes mais risco de realmente estar infectada.
Ja a razdo de verossimilhanca negativa (RVN) foi extremamente baixa, 0,0255,
refletindo a baixa probabilidade de um resultado negativo ser incorreto. A acuracia
global do método foi de 97,80%, reforcando o excelente desempenho do MGIT+FC

na deteccdo de micobactérias, mesmo em comparacao com o método MGIT padrao.

Tabela 5 — Desempenho do MGIT+FC em relacdo ao MGIT para deteccdo de micobactérias.

Métrica Valor

Sensibilidade 97,50%
Especificidade 97,86%
Valor preditivo positivo (VPP) 90,70%
Valor preditivo negativo (VPN) 99,50%
Raz&o de verossimilhanga positiva (RVP) 45,58

Razao de verossimilhanca negativa (RVN) 0,0255
Acuréacia 97,80%

Entre os espécimes classificadas como negativas no teste Xpert MTB/RIF Ultra,

81,10% (n = 150) foram também negativas no MGIT+FC, enquanto 37,20% (n = 16)
dos espécimes foram identificados como positivos no MGIT+FC. Observa-se, ainda,
gue a categoria "Tracos" teve 2,70% (n = 5) de espécimes negativos e 2,30% (n = 1)
positivas (Tabela 6).
Os espécimes classificados como "Very low" apresentaram 1,10% (n = 2) como
negativos e 30,20% (n = 13) como positivos no MGIT+FC, enquanto 0s espécimes
"Low" mostraram 1,10% (n = 2) de resultados negativos e 20,90% (n = 9) positivos.
N&o houve registros nas categorias "Medium" e "High" para resultados positivos no
MGIT+FC.

Além disso, 14,10% (n = 26) dos espécimes nao realizados pelo Xpert foram
negativos no MGIT+FC, enquanto 7,00% (n = 3) foram positivos e 11,80% (n = 2)
foram contaminados. A analise estatistica indica uma diferenca significativa entre os
resultados dos dois testes (p < 0,001), sugerindo que os resultados do Xpert MTB/RIF
Ultra e do MGIT+FC tém um desempenho diferente na identificacdo de espécies de

micobactérias.
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Tabela 6 — Comparacédo dos resultados entre os testes Xpert MTB/RIF Ultra e MGIT+FC.

MGIT+FC
Negativo Positivo Contaminado p
n (%)
Xpert MTB/RIF Ultra
Negativo 150 (81.10) 16 (37.20) 12 (70.6)
Tracos 5 (2.70) 1(2.3) 2(11.80)
Very low 2 (1.10) 13 (30.20) 1 (5.90)
Low 2 (1.10) 9 (20.90) 0(0.00) p<0.001*
Medium 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
High 0 (0.00) 1(2.30 0 (0.00)
N&o realizado 26 (14.10) 3 (7.00) 2(11.80)
Total 185 (100.0) 43 (100.0) 17 (100.0)

A Tabela 7 apresenta a comparacdo dos resultados entre os testes Xpert
MTB/RIF Ultra e MGIT para a identificacdo de Mtb. Entre os espécimes que foram
negativos no teste Xpert, 79,90% (n = 155) também foram negativos no MGIT,
enquanto 37,5% (n = 15) dos espécimes foram identificados como positivos no MGIT.
Em relacdo as amostras na categoria "Tracos", 2,60% (n = 5) foram negativas e 2,50%
(n = 1) positivas no MGIT.

Os espécimes classificados como "Very low" apresentaram 2,10% (n = 4) como
negativos e 30,00% (n = 12) como positivos no MGIT, enquanto os espécimes "Low"
mostraram 1,00% (n = 2) de resultados negativos e 22,50% (n = 9) positivos. Nao
houve registros de resultados positivos nas categorias "Medium" e "High".

Adicionalmente, 14,40% (n = 28) dos espécimes nao realizados pelo Xpert foram
negativos no MGIT, enquanto 5,00% (n = 2) foram positivos e 9,10% (n = 1) foram
contaminados. A andlise estatistica indica uma diferenca significativa entre os
resultados dos dois testes (p < 0,001), sugerindo que o desempenho do Xpert
MTB/RIF Ultra é estatisticamente distinto do MGIT na identificacdo de espécies de

micobactérias.



Tabela 7 — Comparacédo dos resultados entre os testes Xpert MTB/RIF Ultra e MGIT.

MGIT
Negativo Positivo Contaminado p
n (%)
Xpert MTB/RIF Ultra
Negativo 155 (79.90) 15 (37.5) 8 (72.70)
Tracos 5 (2.60) 1(2.50) 2 (18.20)
Very low 4 (2.10) 12 (30.00) 0 (0.00)
Low 2 (1.00) 9 (22.50) 0 (0.00) p<0.001*
Medium 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
High 0 (0.00) 1 (2.50) 0 (0.00)
N&o realizado 28 (14.40) 2 (5.00) 1(9.10)
Total 194 (100.0) 40 (100.0) 11 (100.0)
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A Tabela 8 apresenta a comparagdo das métricas de desempenho entre os testes

Xpert Ultra, Cultura em Meio a Base de Ovo e Baciloscopia, em relacdo ao padrao

ouro, MGIT. Destaca-se que o Xpert Ultra apresentou a maior sensibilidade (60,53%)

e a boa especificidade (98,90%) em compara¢do com os outros métodos. A Cultura

em Meio a Base de Ovo demonstrou uma taxa de VPP de 100%, o que indica que

todos 0s casos positivos detectados por este método estavam corretos. E importante

notar que o valor N.A. para a métrica RVP do Meio a Base de Ovo indica que ndo

houve casos de falsos positivos detectados por esse teste. A Baciloscopia se destacou

pela alta especificidade (98,90%).

Tabela 8 — Comparagédo das métricas de desempenho entre os testes diagnosticos Xpert

Ultra, cultura em meio a base de ovo e baciloscopia.

Métrica Xpert Ultra Meio a base ovo Baciloscopia
Sensibilidade 60,53% 40% 13,90%
Especificidade  93,37% 91% 98,90%
VPP 67,65% 100% 71,40%
VPN 91,18% 91% 84,80%
RVP 9,13 N.A. 12,64
RVN 0,42 0,6 0,87
Acurécia 87,25% 91% 84,30%

A Tabela 9 resume a andlise do tempo de positivagdo dos testes MGIT+FC e

MGIT. O grupo MGIT+FC apresentou uma média de 18,68 dias, enquanto o grupo

MGIT teve uma média de 17,82 dias. O teste de Mann-Whitney resultou em um valor

de p = 0,974, sugerindo que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
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os dois testes. Além disso, o teste de normalidade de Shapiro-Wilk indicou que ambos

0S grupos nao seguem uma distribuicdo normal.

Tabela 9 — Andlise do tempo de positivacao dos testes MGIT+FC e MGIT.

Média Desv. Shapiro-Wilk  Mann-Whitney p-
Teste N (dias) Mediana Padréo p U value
0,001
MGIT+FC 35 18,68 15,1 9,51 540 0974
MGIT 31 17,82 16,3 7,46 0,031

Em relacdo a identificacdo dos microrganismos encontrados nos espécimes
clinicos (Tabela 10), foram identificados 35 casos (79,55%) de Mtb, confirmados por
meio dos testes MPT-64 e inibicdo de crescimento com PNB e microscopia Optica.
Além disso, 9 casos (20,45%) foram classificados como micobactérias nao
tuberculosas (MNT), confirmados por meio do exame de microscopia Optica. No total,

foram encontradas espécies de Mycobacterium em 44 espécimes clinicos.

Tabela 10 - Identificacdo das micobactérias encontradas nos espécimes clinicos.

Identificacéo n %
Mtb 35 79,55
MNT 9 20,45
Total 44 100

Legenda: Mtb = Mycobacterium tuberculosis. MNT= Micobactérias néo tuberculosas.
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6. DISCUSSAO

Espécimes clinicos analisados.

Embora o Xpert Ultra tenha mostrado maiores taxas de positivacdo em alguns
espécimes especificos, de forma geral, a cultura liquida demonstrou melhores
resultados na detecgéo de Mtb em diversos tipos de amostras (Figura 3).

Dentre os espécimes clinicos analisados, o liquido pleural foi 0 mais frequente,
correspondendo a 24,9% de todos os espécimes incluidos no estudo (Tabela 2). Esse
achado esta em consonancia com os resultados do estudo de Bouzouita et al. (2024),
gue também identificaram o liquido pleural como o tipo de amostra mais comum,
representando 44% das amostras analisadas. Além disso, no estudo conduzido por
Slail et al. (2023), o liquido pleural foi classificado como a segunda amostra mais
frequente, representando 21% do total. O derrame pleural tuberculoso, sendo a
segunda forma mais prevalente de TB, pode ser explicado pela proximidade
anatbmica entre a pleura e os pulmdes, além da capacidade de Mtb de se disseminar
por via hematégena (KARKHANIS; JOSHI, 2012; MCNALLY; ROSS; GLEESON,
2024).

Uso do filtrado de cultura de Mtb no Bactec MGIT 960.

Os dados obtidos indicam que a adi¢cao de filtrado de cultura de Mtb ao sistema
MGIT apresenta vantagens significativas em comparacédo ao meio padrdo (MGIT). O
MGIT+FC identificou 43 espécimes positivos, enquanto o MGIT padrdo detectou
apenas 40 (Tabela 3). Embora a diferenca numérica pareca pequena, a inclusdo do
filtrado de cultura demonstra um aumento na sensibilidade do teste. A analise de
sensibilidade do MGIT+FC revelou uma taxa alta de 97,50% (Tabela 3), o que é
particularmente relevante em contextos clinicos, onde a deteccdo de amostras
paucibacilares é desafiadora devido a baixa carga bacteriana que pode ndo ser
captada por outros métodos (NOUSSAIR et al., 2009).

Cinco espécimes apresentaram resultados discordantes entre MGIT e MGIT+FC
(Tabela 4), com trés deles positivando no Gene Xpert como "very low", o que evidencia

a hatureza paucibacilar dessas amostras. Além disso, dois espécimes foram
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detectados apenas pelo MGIT+FC, sem que Mtb fosse identificado por nenhum outro
teste diagndstico disponivel.

Em quatro espécimes, a positividade foi observada apenas no teste suplementado
com filtrado de cultura (MGIT+FC), enquanto um espécime positivou somente no teste
ndo suplementado (MGIT) (Tabela 3). Essa divergéncia pode ser atribuida a
diversificacdo de subpopula¢des de Mtb no mesmo espécime, conforme descrito por
CHENGALROYEN et al. (2016). O filtrado de cultura pode ter promovido o
crescimento de subpopulacdes que dependem de fatores de ressuscitacao, inibindo
ao mesmo tempo subpopulacbes que foram adversamente afetadas pelo
sobrenadante. Apesar desse possivel efeito inibitério, a maior taxa de positividade no
grupo MGIT+FC sugere que o uso do filtrado pode aumentar a deteccdo de casos
paucibacilares.

Esses resultados corroboram um estudo anterior que utilizou o filtrado de cultura
de Mtb para cultivar uma biépsia de linfonodo que, de outra forma, foi negativa em
todos os outros testes diagnésticos para TB (O’'CONNOR et al., 2015).

A analise estatistica revelou uma concordancia significativa entre os dois métodos
(Kappa = 0,857; p = 0,038), sugerindo que, embora distintos, MGIT+FC e MGIT
tenham desempenhos semelhantes na identificacdo de Mtb (Tabela 3). Contudo, a
sensibilidade superior do MGIT+FC sugere que ele pode ser uma ferramenta valiosa
com forte relevancia clinica (BELTRAN et al., 2020). O desempenho do MGIT+FC foi
refor¢cado ainda mais por sua acuracia de 97,80%. A raz&o de verossimilhanca positiva
(RVP) de 45,58 indica que amostras positivas no MGIT+FC tém 45 vezes mais
chances de conter Mtb, enquanto a razdo de verossimilhangca negativa (RVN) de
0,0255 sugere uma baixa probabilidade de resultados negativos serem falsos (Tabela
5).

Observou-se que o método MGIT+FC apresentou taxas de positividade mais altas
em comparacdo aos demais métodos nos espécimes de fragmento de pulméo
(41,66%), linfonodo (20%) e urina (23,07%). Esses resultados levantam a hipétese de
gue esses tipos de amostras contém uma propor¢cdo mais elevada de bacilos em
estado de dorméncia (Figura 3). Esse fendmeno pode estar associado as condi¢des
particulares enfrentadas pelos bacilos durante a infeccdo em cada um desses tecidos.

No pulmé&o, a formagéo de granulomas gera um ambiente de hipoxia, favorecendo
o estado de dorméncia de Mtb (QUALLS; MURRAY, 2015). Nos linfonodos, a acéo

intensa do sistema imunoldgico cria um ambiente de estresse constante para 0s
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bacilos (GANCHUA et al., 2020). J& em amostras de urina, o ambiente de pH acido
pode também induzir a dorméncia (WORCESTER et al., 2017). Esses fatores, que
incluem hipéxia, resposta imunologica e variacdes de pH, sdo descritos na literatura
como capazes de levar ao estado de dorméncia em Mtb (VOSKUIL et al., 2003), o que
pode justificar as maiores taxas de positividade observadas com o uso do filtrado de
cultura no método MGIT.

Até o0 momento, apenas um estudo publicado avaliou a suplementacdo do MGIT
960 com filtrado de cultura de Mtb (BELTRAN et al., 2022), onde o grupo controle
detectou apenas 1 espécime (8,33%) contra 7 espécimes (58,3%) no meio
suplementado, resultando em uma melhoria de 50% na taxa de positividade. Em
comparacao, o presente estudo analisou 245 espécimes clinicos, abrangendo uma
maior variedade de amostras, o que reforca a eficacia do método suplementado.

Os resultados obtidos na anélise do tempo de positividade revelaram que o grupo
suplementado com filtrado de cultura (MGIT+FC) apresentou uma média de 18,68
dias, em comparacdo com 17,82 dias do grupo padrdao MGIT (Tabela 9). Esses
achados contrastam com o estudo de Beltran et al. (2022), que reportou uma
diminuicao significativa de 7 dias no tempo de positivagdo com o uso de filtrado de
cultura. E importante considerar que a pesquisa de Beltran avaliou apenas 12
amostras, das quais somente uma apresentou positividade pelo MGIT sem filtrado.
Essa singularidade na amostra pode ndo fornecer uma representacédo precisa do
comportamento do teste, influenciando a média de positividade.

Além disso, enquanto a presente investigacdo incluiu uma diversidade de
espécimes clinicos, abrangendo diferentes tipos de infec¢des tuberculosas (Tabela 2),
o trabalho de Beltran et al., (2022) foi restrito a casos de meningoencefalite
tuberculosa. Essa diferenca na diversidade de amostras pode ser um fator crucial que
explica as discrepancias observadas nos tempos de positivacdo. A utilizacdo de
variados tipos de espécimes na analise pode ter introduzido variaveis que impactaram
o tempo de deteccao, refletindo a complexidade da infeccdo por Mtb em diferentes
contextos clinicos.

Foi observado um aumento no numero de contaminagdes nas culturas
suplementadas com filtrado, com 17 contaminagdes registradas no MGIT+FC em
comparacdo a 11 no MGIT (Tabela 3). Acreditamos que esse incremento nas
contaminacdes pode estar associado a interagdes entre os componentes do filtrado e

outras espécies bacterianas contaminantes. Apesar desse aumento nas
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contaminagodes, o filtrado de cultura de Mtb demonstrou a capacidade de aumentar a
positividade do teste (Tabela 3). No entanto, hd uma necessidade crescente para o
desenvolvimento de novas técnicas de descontaminacdo de espécimes, a fim de
minimizar o risco de contaminagéo e melhorar a precisdo dos resultados.

Os dados sugerem que o meio de cultura enriquecido com sobrenadante de cultura
de Mtb (MGIT+FC) apresenta vantagens em relacdo ao meio de cultura padréo
(MGIT), especialmente na deteccdo de micobactérias em amostras paucibacilares. O
efeito estimulador do filtrado de cultura provavelmente resulta de uma combinacgéo de
fatores presentes no filtrado e ndo apenas dos fatores promotores de ressuscitacéo
(GORDHAN et al., 2021).

Comparando o desempenho entre o Xpert MTB/RIF Ultra e MGIT+FC.

Em relacdo ao desempenho do MGIT+FC frente ao método molecular Xpert
MTB/RIF Ultra, 37,20% dos espécimes positivos no Xpert também foram identificados
como positivos no MGIT+FC (Tabela 6). A categoria "Very low" no Xpert apresentou
uma taxa significativamente maior de deteccédo pelo MGIT+FC (30,20%), destacando
a capacidade do meio enriguecido de identificar Mtb mesmo em amostras com baixos
niveis de DNA bacteriano. Esse achado reforca a utilidade dos fatores de
ressuscitacdo (FR) na melhoria da cultura de espécimes paucibacilares, onde os
métodos moleculares podem apresentar limitacdes na deteccdo de DNA de Mtb em
guantidades minimas (KOHLI et al., 2018). A baixa deteccdo de maiores quantidades
de DNA bacteriano pelo método molecular em categorias (Medium - 0%; High - 2,30%)
reforca a natureza paucibacilar dos espécimes analisados.

Ao analisar os resultados classificados como "Tracos", observou-se que 2,70%
das amostras inicialmente consideradas negativas pelo MGIT+FC apresentaram
tracos de DNA bacteriano detectados pelo Xpert Ultra. Por outro lado, 2,30% das
amostras positivas no MGIT+FC também foram categorizadas como "Tragos" no Xpert
(Tabela 6). A inclusdo dessa categoria no Xpert Ultra visa identificar amostras com
guantidades muito baixas de DNA bacteriano, que estdo proximas ao limite de
deteccdo do teste. No entanto, essa situacdo pode aumentar a probabilidade de
resultados falso-positivos, tornando a interpretacdo clinica mais desafiadora
(MAZZOLA et al., 2021). Além disso, 11,80% das amostras contaminadas no
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MGIT+FC foram também identificadas como "Tracos" pelo Xpert Ultra, evidenciando
a complexidade associada a interpretacéo desses resultados.

Pesquisas recentes que avaliaram o teste Ultra em contextos de baixa
prevaléncia de TB compararam sua sensibilidade e especificidade em relacdo a
versao anterior, Xpert. Os autores concordam que o Ultra apresenta uma sensibilidade
superior, especialmente em infec¢cdes paucibacilares, como a TB extrapulmonar
(BISOGNIN et al., 2018; OPOTA et al., 2019; PIERSIMONI et al., 2019). No estudo de
Opota et al., (2019), as leituras de traco foram registradas apenas em pacientes com
TB ativa, embora a pesquisa tenha sido limitada por um pequeno numero de
participantes. Em outra investigacdo, 14 de 169 amostras (8,2%) identificadas como
positivas pelo Ultra foram rotuladas como traco, sendo que 4 delas (28,6%) foram
consideradas falso-positivas, corroboradas por resultados negativos em cultura e em
amostras repetidas (PIERSIMONI et al., 2019). Esses achados destacam a incerteza
clinica associada aos resultados de traco.

De acordo com as diretrizes da OMS, a interpretacao clinica de resultados do
teste Ultra que apresentem "Tracos" deve ser considerada positiva nas seguintes
situacdes: pacientes vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), criancas
e amostras extrapulmonares (OMS, 2021). Assim, em conformidade com as
recomendacdes da OMS, os resultados categorizados como "Tracos" em amostras
extrapulmonares, exceto em fragmentos de pulméo e lavados broncoalveolares, foram
tratados como positivos.

Estudos prévios sobre a sensibilidade do Xpert Ultra em diferentes contextos
clinicos corroboram esses resultados. Bouzouita et al. (2024), em uma investigacéo
de amostras extrapulmonares, relataram uma sensibilidade de 80,66% e uma
especificidade de 70,87%, sugerindo uma maior eficAcia em amostras né&o
respiratérias, embora ainda inferior a cultura em meio liquido. Sekyere e
colaboradores, ao estudarem a sensibilidade do teste em uma &rea endémica na
Africa do Sul, encontraram resultados similares aos do presente estudo, com uma
sensibilidade de 69,29% e especificidade de 49,25%, confirmando o desafio de
diagnostico em regides com alta carga de doenca e prevaléncia de formas
paucibacilares (SEKYERE et al., 2021). Em contraste, uma pesquisa realizada em
uma area de baixa prevaléncia na Itdlia reportou uma sensibilidade de 95,6% e
especificidade de 97,5% (GIUDICE et al., 2021).
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No entanto, a utilizacao do Xpert Ultra pode se mostrar valiosa em contextos onde
culturas de MGIT estdo contaminadas, uma vez que o teste molecular pode ajudar na
confirmacdo da presenca de Mtb, mesmo na auséncia de crescimento bacteriano.
Essa complementaridade entre os dois métodos pode aumentar a precisdo do
diagndstico e melhorar 0 manejo clinico dos pacientes, especialmente em casos
desafiadores (GHEBREKRISTOS et al., 2023).

Com base nos resultados, fica evidente a importancia de explorar métodos
adicionais para maximizar a deteccao de Mtb, especialmente em amostras de dificil
diagndstico. A combinacao de abordagens moleculares e de cultura pode fornecer
uma estratégia eficaz para aprimorar a sensibilidade dos testes e, assim, contribuir
para a identificacdo mais precisa dos casos de TB (GHEBREKRISTOS et al., 2023).

Desempenho da baciloscopia e meio de cultura a base de ovo para diagnostico

de amostras extrapulmonares.

A sensibilidade da baciloscopia no presente estudo foi de 13,9% (Tabela 8), um
resultado significativamente inferior ao reportado por Sekyere et al. (2021), que
encontraram uma sensibilidade de 53,85%, e por Aliskan et al. (2013), que relataram
50%. Wang et al. (2018) também observaram uma sensibilidade de 24,5%,
evidenciando que a baciloscopia, como método diagnostico, apresenta um
desempenho insatisfatorio em amostras paucibacilares. A alta especificidade
observada na baciloscopia no presente estudo, que foi de 98,9%, € compativel com
os resultados de Aliskan et al. (2013) e Sekyere et al. (2021), que relataram
especificidades de 99,7% e 98,51%, respectivamente. Isso indica que, embora a
baciloscopia tenha uma sensibilidade limitada, € um método confiavel na excluséo da
TB, apresentando poucos falsos positivos.

A cultura em meio a base de ovo revelou uma sensibilidade de 40% e uma
especificidade de 91% (Tabela 8). Estes dados sdo consistentes com o estudo de
Algkan et al. (2013), que observaram uma sensibilidade de 50% e especificidade de
99,7%, e com Gulcan, Erbay e Genc¢ (2019), que reportaram 60% de sensibilidade e
100% de especificidade. A sensibilidade moderada da cultura em meio a base de ovo
sugere que, embora seja um método mais sensivel que a baciloscopia, ainda pode
apresentar limitacées na deteccao de casos de TB, especialmente em pacientes com

baixa carga bacilar, como nos casos de espécimes extrapulmonares. Wang et al.
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(2018) também relataram uma sensibilidade para a cultura em meio a base de ovo de
51,7% e especificidade de 100%, o que reforca a ideia de que a cultura em meio a
base de ovo € uma opcao superior a baciloscopia para a deteccdo de TB,
especialmente em amostras com menor concentragao de bacilos.

Ao comparar os dados de sensibilidade e especificidade da baciloscopia e da
cultura em meio a base de ovo com os resultados de outros estudos, observa-se uma
sensibilidade consideravelmente inferior na baciloscopia. Embora Wang et al. (2018)
tenham encontrado uma sensibilidade de 24,5% e especificidade de 100% para a
baciloscopia, esses resultados, mesmo que mais altos que os do presente estudo,
continuam a ser considerados baixos para um teste diagndstico. Em contrapartida,
tanto a baciloscopia quanto a cultura em meio a base de ovo apresentam altas
especificidades, reafirmando a utilidade desses métodos diagndsticos na identificacédo
de casos de TB, mesmo em espécimes extrapulmonares e paucibacilares.

Por fim, ressalta-se que a adicdo do filtrado de cultura demonstrou aumentar
significativamente a sensibilidade do MGIT. O método MGIT+FC apresentou
sensibilidade de 97,50% e especificidade de 97,86%, resultados que se destacam em
comparacédo ao Xpert MTB/RIF Ultra, ao meio a base de ovo e a baciloscopia. Esses
dados indicam que o uso de FC representa uma abordagem promissora para
aprimorar a precisdo diagnoéstica em amostras com baixa carga bacteriana, embora

se observe um aumento na taxa de contaminagéo das culturas liquidas.
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7. CONCLUSAO

1) A adicéo do filtrado de cultura de Mtb ao sistema BACTEC MGIT 960 é capaz de
aumentar a sensibilidade do teste ao identificar também as populacdes dormentes,

gue néo cresceriam no meio convencional.

2) O filtrado de cultura aumenta a frequéncia de contaminac¢éo das culturas liquidas,
sugerindo a necessidade de aperfeicoamento de técnicas de descontaminacao para
este método.

3) O filtrado de cultura ndo afeta o tempo de positivacdo do BACTEC MGIT 960.

4) O Xpert MTB/RIF Ultra apresenta sensibilidade inferior quando comparado ao MGIT

e MGIT suplementado com filtrado de cultura.

5) O fragmento de pleura foi o espécime clinico com a maior taxa de positivacao pelos
métodos Xpert MTB/RIF Ultra e BACTEC MGIT 960. Ja o fragmento de pulmé&o foi o
espécime com a maior taxa de positivacdo pelo MGIT suplementado com filtrado de
cultura de Mtb.
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APENDICE A - Anélise de Qui-Quadrado da distribuicdo dos resultados do
MGIT de acordo com o tipo de espécime clinico.

MGIT
Negativo Positivo Contaminado p

n (%)
Fragmento mama 10 (5.20) 0 (0.00) 1(9.10)
Fragmento pleura 16 (8.20) 9 (22.50) 0 (0.00)
Fragmento pulméo 13 (6.70) 4 (10.00) 2 (18.20)
Lavado broncoalveolar 15 (7.70) 2 (5.00) 1(9.10)
Lavado gastrico 14 (7.20) 3 (7.50) 0 (0.00) 0.566
LCR 16 (8.20) 1 (2.50) 1(9.10) '
Linfonodo 9 (4.60) 1 (2.50) 1 (9.10)
Liquido ascitico 8 (4.10) 1 (2.50) 0 (0.00)
Liquido pleural 46 (23.70) 12 (30.00) 3(27.30)
Urina 13 (6.70) 2 (5.00) 1 (9.10)
Outros 34 (17.50) 5 (12.50) 1 (9.10)
Total 194 (100.0) 40 (100.0) 11 (100.0)

O apéndice A apresenta a distribuicdo dos resultados do MGIT em relagéo ao

tipo de espécime clinico. Os liquidos pleurais destacam-se com a maior taxa de

positividade (30%) e contaminacao (27,3%). Além disso, os fragmentos pleurais

apresentaram uma taxa positiva de 22,5%. Por outro lado, a maioria dos resultados

negativos foi observada em liquidos pleurais (23,7%) e em amostras classificadas

como "Outros" (17,5%). As andlises estatisticas ndo mostraram significAncia

(p=0,566), indicando que ndo ha associacao estatisticamente relevante entre o tipo de

espécime e os resultados obtidos.
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APENDICE B - Anélise de Qui-Quadrado da distribuicdo dos resultados do
MGIT+FC de acordo com o tipo de espécime clinico.

MGIT+FC
Negativo Positivo Contaminado p
n (%)

Fragmento mama 9 (4.90) 0 (0.00) 2 (11.80)
Fragmento pleura 16 (8.60) 9 (20.90) 0 (0.00)
Fragmento pulméo 12 (6.50) 5 (11.60) 2 (11.80)
Lavado broncoalveolar 16 (8.60) 2 (4.70) 0 (0.00)
Lavado gastrico 14 (7.60) 3 (7.00) 0 (0.00) 0.243
Liquor 16 (8.60) 1(2.30) 1 (5.90) ’
Linfonodo 8 (4.30) 2 (4.70) 1 (5.90)
Liquido ascitico 8 (4.30) 1(2.30) 0 (0.00)
Liquido pleural 45 (24.30) 12 (27.90) 4 (23.50)
Urina 10 (5.40) 3 (7.00) 3 (17.60)
Outros 31 (16.80) 5 (10.30) 4 (23.50)
Total 185 (100.0) 43 (100.0) 17 (100.0)

O apéndice B apresenta a distribuicdo dos resultados do MGIT+FC em relacao

ao tipo de espécime clinico. Os liquidos pleurais mostraram a maior taxa de

positividade (27,9%) e também

lideraram em

resultados negativos (24,3%).

Fragmentos pleurais foram o segundo grupo mais positivo, com 20,9%. A

contaminacdo foi mais frequente em urina (17,6%) e liquidos pleurais (23,5%). As

analises estatisticas nao revelaram significancia (p=0,243), indicando que ndo ha

associacao estatisticamente relevante entre o tipo de espécime e os resultados

obtidos.
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APENDICE C - Anélise de Qui-Quadrado da distribuicdo dos resultados do
Xpert MTB/RIF Ultra por tipo de espécime clinico.

Xpert MTB/RIF Ultra

Negativo  Tragos Verylow Low Medium  High N realizado
n (%)
Frag. mama 9(5.1) 0 (0.00) 0(0.0) 0(0.0)0 0¢(0.0 0 (0.0) 2 (6.5)
Frag. pleura 12 (6.7) 3(375) 5312 3(27.3) 0(0.0 0 (0.0) 2 (6.5)
Frag. pulméo 15 (8.4) 0 (0.00) 1(6.2) 1(9.1) 0(0.0) 1(100.0) 1(3.2)
Lav. broncoalv. 11(6.2) 0(0.00) 1(6.2) 2(18.2) 0(0.0 0 (0.0) 4(12.9)
Lav. gastrico 9(5.1) 0(0.00) 2(12.5) 1(9.1) 0(0.0 0 (0.0) 5(16.1)
LCR 16 (9.0) 0(0.00) 0 (0.0) 1(9.1) 0(0.0 0 (0.0) 1(3.2)
Linfonodo 11(6.2) 0(0.00) 0(0.0) 0(0.0) 0¢(0.0 0 (0.0) 0 (0.0)
Lig. ascitico 7 (3.9 0 (0.00) 1(6.2) 0(0.0)0 0¢(0.0 0 (0.0) 1(3.2)
Lig. pleural 46 (25.8) 4(50.0)0 5(31.2) 0(0.0)0 0¢(0.0) 0 (0.0) 6 (19.4)
Urina 9(5.1) 1(12.5) 0 (0.0) 1(9.1) 0(0.0 0 (0.0) 5(16.1)
Outros 33(18.5) 0(0.00) 1(6.2) 2(18.2) 0(0.0) 0 (0.0) 4 (12.9)
Total 178 (100) 8(100) 16(100) 11 (100) 0 (100) 1 (100) 31 (100)

0,051

Entre os espécimes analisados pelo Xpert Ultra (Apéndice C), o liquido pleural
apresentou a maior taxa de resultados positivos, com 31,2% na categoria “Very low”.
Fragmentos pleurais também se destacaram, apresentando a mesma taxa de 31,2%
nessa categoria. Em contraste, os fragmentos de mama ndo mostraram resultados
positivos. Os demais espécimes analisados tiveram poucos casos de positivacao pelo
Xpert Ultra. A analise estatistica indica um p=0,051, sugerindo que ha uma tendéncia,
embora néo estatisticamente significativa, na variacdo dos resultados de acordo com

o tipo de espécime.
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APENDICE D - Anélise de Qui-Quadrado dos resultados da baciloscopia de
acordo com o tipo de espécime clinico.

Baciloscopia

Negativo Positivo Ndo Realizado P
n (%)
Fragmento mama 11 (5.10) 0 (0.00) 0 (0.00)
Fragmento pleura 22 (10.30) 2 (28.6) 1(4.20)
Fragmento pulmé&o 15 (7.00) 1(14.30) 3 (12.50)
Lavado broncoalveolar 15 (7.00) 0 (0.00) 3 (12.50)
Lavado gastrico 7 (3.30) 1(14.30) 9 (37.50) p<0,001*
LCR 17 (7.90) 1 (14.30) 0 (0.00) ’
Linfonodo 11 (5.10) 0 (0.00) 0 (0.00)
Liquido asctico 9 (4.20) 0 (0.00) 0 (0.00)
Liquido pleural 59 (27.60) 1(14.30) 1 (4.20)
Urina 16 (7.50) 0 (0.00) 0 (0.00)
Outros 32 (15.00) 1(14.30) 7 (29.20)
Total 214 (100.0) 7 (100.0) 24 (100.0)

A analise dos resultados da baciloscopia (Apéndice D) mostrou uma diferenca

significativa entre os tipos de espécimes clinicos (p < 0,001). A maior proporcéo de

positividade foi observada em fragmentos pleurais, com 28,6% de resultados

positivos. Fragmentos pulmonares, lavado gastrico e liquor apresentaram positividade

em 14,3% dos casos. A maioria dos espécimes, incluindo fragmentos de mama,

linfonodo, urina e liquido ascitico, apresentou resultados negativos, sem nenhum caso

de positividade registrado.
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APENDICE E - Anélise de Qui-Quadrado dos resultados da cultura em meio a

base de ovo de acordo com o tipo de espécime clinico.

Caddigo
Amostra
Frag. mama
Frag. pleura

Frag. pulméo

Lav. broncoal.

Lav. gastrico
LCR
Linfonodo
Lig. ascitico
Lig. pleural
Urina

Outros

Total

Negativo
9 (4.69)

18 (9.38)
13 (6.77)
14 (7.29)
15 (7.81)
15 (7.81)
8 (4.17)
9 (4.69)
50 (26.04)
11 (5.73)
30 (15.63)

192

<20
colbén

0 (0.00)
5 (45.45)
0 (0.00)
1 (9.09)
0 (0.00)
1 (9.09)
0 (0.00)
0 (0.00)
2 (18.18)
0 (0.00)
2 (18.18)

11

Meio a base de ovo

N
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

1 (100.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

1

n(%)

++
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

0

+++
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

0

Contamin.
0 (0.00)
2 (10.00)
4 (20.00)
2 (10.00)
2 (10.00)
1 (5.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
4 (20.00)
1 (5.00)
4 (20.00)

20

Nao reali.
0 (0.00)

0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
0 (0.00)
1 (100.00)
0 (0.00)
1 (100.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

2

0,002*

A analise de Qui-quadrado mostrou uma associacao significativa entre o tipo

de espécime clinico e os resultados da cultura em meio a base de ovo (p=0,002)

(Apéndice E). Entre os resultados mais relevantes, 45,45% dos fragmentos pleurais

foram negativos, com 10% apresentando contaminacao. Espécimes de liquido pleural

e do grupo "Outros" mostraram 18,18% de positividade para menos de 20 colonias e

20% de contaminacdo. No geral, 12 amostras foram positivas, com a maioria

apresentando menos de 20 colbnias, enquanto a contaminacéo foi mais frequente em

fragmentos pulmonares e outros espécimes.



