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RESUMO

Objetivos: Considerando a recomendacdo atual da Organiza¢do Mundial da Salde de substituir
a baciloscopia de escarro pelo Xpert como um teste diagnostico inicial para tuberculose (TB),
o valor do limiar de ciclo (CT) do Xpert pode ser a Unica maneira de avaliar a carga bacilar. O
objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo do CT do teste Xpert com a baciloscopia do
escarro, e avaliar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do CT.
Meétodos: Estudo transversal, com coleta de dados prospectiva, em um ambulatorio de TB.
Foram incluidos na analise apenas os pacientes com Xpert MTB/RIF detectado, para que seja
possivel a avaliacdo do CT. Resultados: Durante o periodo do estudo, 407 pacientes realizaram
o0 teste Xpert MTB/RIF; destes, 150 tiveram o resultado Xpert MTB/RIF detectado e foram
incluidos no estudo. Nos pacientes com baciloscopia de escarro positiva a média do CT foi de
17,8 + 4,8 e naqueles com baciloscopia de escarro negativa a média do CT foi de 22,3 + 6,7
(p=0,002). Considerando a baciloscopia de escarro como padrdo-ouro para deteccdo da carga
bacilar, a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do
CT do Xpert MTB/RIF (ponto de corte do CT: 22,7) foram 83,6%, 60,7%, 90,3% e 45,9%,
respectivamente. Conclusdes: Os valores do CT do Xpert MTB/RIF estdo associados com a
baciloscopia de escarro, com valores de CT menores nos pacientes com baciloscopia positiva.
O ponto de corte do valor do CT de 22,7 mostrou um bom valor preditivo para positividade do

escarro.

Palavras-chave: tuberculose; diagnostico; Xpert MTB/RIF; limiar do ciclo; Mycobacterium

tuberculosis; teste molecular



ABSTRACT

Objectives: Considering the current recommendation of the World Health Organization to
replace sputum smear microscopy with Xpert as an initial diagnostic test for tuberculosis (TB),
the Xpert cycle threshold (CT) value may be the only way to assess the burden bacillary. The
aim of this study was to assess the association of the CT of the Xpert test with sputum smear
microscopy, and to assess the sensitivity, specificity, positive and negative predictive value of
the CT. Methods: Cross-sectional study, with prospective data collection, in a TB clinic. Only
patients with detected Xpert MTB/RIF were included in the analysis, so that CT evaluation is
possible. Results: During the study period, 407 patients underwent the Xpert MTB/RIF test; of
these, 150 had the Xpert MTB/RIF result detected and were included in the study. In patients
with positive sputum smear microscopy the mean CT was 17.8 + 4.8 and in those with negative
sputum smear microscopy the mean CT was 22.3 £ 6.7 (p=0.002). Considering sputum smear
microscopy as the gold standard for detecting bacillary load, sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value of the CT of the Xpert MTB/RIF (cutoff point
of the CT: 22.7) were 83.6% , 60.7%, 90.3% and 45.9%, respectively. Conclusions: Xpert
MTB/RIF CT values are associated with sputum smear microscopy, with lower CT values in
patients with positive smear microscopy. The cut-off point for the CT value of 22.7 showed a

good predictive value for sputum positivity.

Keywords: tuberculosis; diagnosis; Xpert MTB/RIF; cycle threshold; Mycobacterium

tuberculosis; molecular test
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1. Introdugéo

Em dezembro de 2010, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) endossou 0 uso do
Xpert MTB/RIF em paises com alta carga de tuberculose (TB), considerando-o uma tecnologia
capaz de revolucionar o diagndstico e tratamento da doenca (1). O Xpert MTB/RIF é um PCR
em tempo real totalmente automatizado que detecta Mycobacterium tuberculosis (MTB) e
resisténcia a rifampicina em menos de 2 horas, com uma sensibilidade de 95% e uma
especificidade de 98% em amostras com baciloscopia de escarro positiva (2). Os resultados do
teste sdo gerados automaticamente e relatados como MTB detectado ou ndo detectado (com
estimativas semiquantitativas da concentracdo de MTB relatada como baixa, média ou alta) e
sensivel ou resistente a rifampicina. O teste também fornece o valor do limiar de ciclo (CT),
que reflete o nimero de ciclos de PCR necessarios para detectar MTB. Cada ciclo representa
aproximadamente 50% menos material do que o anterior, proporcionando assim um resultado
semiquantitativo da carga bacilar, com valores de CT mais elevados refletindo menor carga
bacilar (3).

Considerando a recomendacdo atual da OMS de substituir a baciloscopia de escarro pelo
Xpert como um teste diagnostico inicial para TB, e que a cultura leva tempo para fornecer
resultados, o CT do teste Xpert pode ser a Gnica maneira de avaliar a carga bacilar (4-7). Além
disso, o CT pode ser utilizado para identificar os pacientes mais infecciosos e, assim, priorizar
a avaliagdo dos contatos (5). Portanto, o objetivo deste estudo € avaliar a associa¢do do valor
CT do teste Xpert MTB/RIF com a baciloscopia do escarro em pacientes com TB, e avaliar a

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do CT do Xpert MTB/RIF.
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2. Revisdo da Literatura

2.1. Tuberculose

2.1.1. Definicéo

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa transmitida pelo Mycobacterium
tuberculosis, também conhecido como bacilo de Koch. Com a descoberta do bacilo de Koch,
em 1882 pelo médico Robert Koch, muitas estratégias foram tragadas para encontrar uma
substancia que combatesse a bactéria causadora da TB. Outros bacilos que integram o
complexo Mycobacterium tuberculosis também podem causar a tuberculose, sdo eles: M. bovis,

M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi e M. caprae (2, 13).

A TB afeta prioritariamente os pulmdes, embora possa acometer outros 6rgaos e/ou
sistemas. A apresentacdo da TB na forma pulmonar, além de ser mais frequente, é também a
mais relevante para a saude publica, pois é a forma pulmonar bacilifera, a responsavel pela
manutencdo da cadeia de transmissdo da doenca. A apresentacdo da TB na forma
extrapulmonar, ocorre mais frequentemente em pessoas que vivem com HIV, especialmente

aquelas com comprometimento imunolégico (2, 3, 12).

A tuberculose é uma doenca de transmissao aérea, e € transmitida a partir da inalacéo
de goticulas liberadas no ar, 0s aerossois, oriundos das vias aéreas durante a fala, espirro ou
tosse expelidos das pessoas com TB ativa, pulmonar ou laringea, que dispersam no ar particulas
em forma de aerossois contendo bacilos. Os bacilos sdo sensiveis a luz solar, e a circulacdo de
ar possibilita a dispersédo das particulas infectantes. Com isso, ambientes ventilados e com luz
natural direta diminuem o risco de transmissdo da TB (2). Porém, se a inalagdo acontecer, a
probabilidade da pessoa se contaminar e evoluir para a doenca € estimada em apenas 10%. Este
fato esta relacionado a fatores ligados a carga bacteriana e o sistema imunol6gico de cada

individuo que definem a probabilidade do acometimento da TB (2, 13).
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2.1.2. Epidemiologia

2.1.2.1. Epidemiologia no mundo

Todos os anos, 10 milhdes de pessoas sao acometidas pela TB no mundo. Apesar de ser
uma doenca evitavel e curavel, 1,5 milhdo de pessoas morrem de tuberculose a cada ano. Além
disso, a TB é a principal causa de morte de pessoas com diagnostico de HIV e também um dos
principais contribuintes para a resisténcia antimicrobiana (1, 4). Estima-se que cerca de um
quarto da populacdo mundial esteja infectada pela TB. Apenas 5 a 15% dessas pessoas ficardo
doentes com tuberculose ativa (1).

Os paises que as pessoas mais adoecem de TB sdo aqueles com renda baixa e média,
contudo, paises com renda alta também sdo atingidos. Cerca de metade de todas as pessoas com
TB podem ser encontradas em 8 paises: Bangladesh, China, india, Indonésia, Nigéria,
Paquistdo, Filipinas e Africa do Sul. Observa-se que as regides da Africa e da Asia sdo as que
apresentam maior risco para o adoecimento. O progresso global para o enfrentamento da doenca
depende de avangos na prevencao e no cuidado ao paciente em todos os paises de alta carga de
tuberculose, entre eles o Brasil (1).

2.1.2.2. Epidemiologia no Brasil

No Brasil, em 2019, foram diagnosticados 73.864 casos novos de TB, o que
correspondeu a um coeficiente de incidéncia de 35,0 casos/100 mil habitantes. A taxa de
mortalidade caiu 8% na Gltima década. Entre 2010 e 2016 observou-se uma tendéncia de queda,
porém o coeficiente de incidéncia da TB no pais aumentou nos anos de 2017 e 2018 em relagédo
ao periodo anterior. Nesses dois anos, houve uma tendéncia de queda na incidéncia entre 0s
maiores de 65 anos, e de aumento na incidéncia nos menores de 10 anos e nos de 10 a 64 anos
(2, 4).

No ano de 2018, foram registrados 4.490 obitos em decorréncia da TB no Brasil, o que
equivale a um coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos/100 mil hab. Neste mesmo ano, nove

estados brasileiros apresentaram coeficiente de mortalidade por TB préximo ou superior ao
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coeficiente do pais, foram eles: Amazonas, Rio de Janeiro, Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Para, Maranh&o, Rio Grande do Norte, Ceara e Acre (4).

2.1.2.3. Epidemiologia no Rio Grande do Sul

No ano de 2019, foram notificados 5.224 casos novos de tuberculose no Rio Grande do
Sul (RS), ou seja, aqueles que nunca tiveram diagndstico de tuberculose, ou nunca utilizaram
medicamento antituberculose ou o fez por menos de 30 dias. Somando-se 0s casos novos, as
recidivas (que sdo 0s casos em que o paciente que curou tuberculose em tratamento anterior e
retorna para novo tratamento), os reingressos apds abandono (paciente que abandonou o
tratamento por mais de 30 dias e retorna para novo tratamento), ndo sabe (refere-se ao caso com
tuberculose ativa e com histéria prévia desconhecida), casos de transferéncias (referem-se ao
paciente encaminhado de outro servigo para seguimento do tratamento), pds-6bito (refere-se a
pacientes que sdo diagnosticados com tuberculose no momento do O6bito), o total foram
notificados 7.529 casos (5).

No RS, o coeficiente de mortalidade, foram de 2,38 6bitos por 100 mil habitantes no
ano de 2017 e 2,64 no ano de 2018. Isso corresponde a 269 ébitos no ano de 2017 e 299 6bitos
em 2018. Comparado ao Brasil, temos um coeficiente de mortalidade de tuberculose acima da

média nacional (5).

Em 2018, os municipios com maior numero de casos por numero de habitantes foram,
respectivamente: Alvorada, Bagé, Cachoeirinha, Canoas e Caxias do Sul. A capital Porto

Alegre ocupou a 132 colocacéo (5).

2.1.3.Patogénese

A TB pode ocorrer em ateé 3 estagios: a infeccdo priméria; a infecgdo latente e a

infeccdo ativa.

A infecgdo primaria é aquela que ocorre logo apds a contaminacao pelo individuo sadio.

Inicia quando goticulas contendo bacilos provenientes de doentes infecciosos sdo inaladas. E
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comum em criangas e nos pacientes com condi¢es imunossupressoras. Nessa mesma infecgéo,
0 Mycobacterium tuberculosis atinge os alvéolos, onde ocorre um processo inflamatério inicial
mediado por neutréfilos polimorfonucleares/macrofagos alveolares e resulta na formacéo de
um nodulo exsudativo. Se esse primeiro mecanismo de defesa ndo for suficiente para conter o
avanco do bacilo, a fracdo lipidica e a tuberculoproteina do bacilo combinam-se aos receptores
Fc dos macrofagos, tornando-os ativados e capazes de apresentar 0s antigenos do
microorganismo aos linfocitos T no tecido linfoide associado aos brénquios. Nestes, 0s
macrofagos ativados passam a secretar principalmente trés tipos de citocinas: quimiotaxicas,
interferon e fator de crescimento de fibroblastos, constituindo-se assim uma reagdo de
hipersensibilidade. Os macréfagos ativados voltam aos alvéolos, aglomeram-se ao redor dos
bacilos, transformando-se em células epitelidides, onde clones de células T formam um
manguito periférico ao redor destas. Apds a funcdo fagocitica, as células epitelidides se
agrupam e originam as células gigantes multinucleadas. Essa reacdo produtiva constitui o
granuloma, cuja funcgdo basica é a de barreira a disseminagdo do bacilo a outros locais do tecido
normal. O conjunto de granulomas recebe o nome de nédulo de Ghon. Ao conjunto de nddulo
de Ghon, linfangite e linfadenite da-se o nome de complexo primario da tuberculose que,
dependendo do nimero e da viruléncia dos bacilos e do grau de hipersensibilidade e resisténcia
do hospedeiro, pode evoluir para cura ou para doenca (2, 13, 14, 16).

A infeccdo latente ocorre ap6s a maioria das infeccdes priméarias. Em cerca de 95%
dos casos, apds aproximadamente 3 semanas de intensa multiplicacdo, o sistema imunolégico
suprime a replicacdo de bacilos, geralmente antes que sintomas aparecam. Os bacilos podem
permanecer como latentes por muitos anos até que ocorra a reativacao, produzindo a chamada
TB pds-primaria (ou secundaria). Focos dos bacilos no pulmédo ou em outros locais se
transformam em granulomas de célula epitelioide, que podem ter centros caseosos e
necraéticos. Bacilos da tuberculose podem sobreviver nesse material durante anos; o equilibrio
entre a resisténcia do hospedeiro e a viruléncia microbiana determina se a infeccdo
essencialmente desaparece sem tratamento, se permanece dormente ou torna-se ativa (2, 3,
13, 17, 20).

2.1.4. Diagnéstico de tuberculose

2.1.4.1. Sinais e sintomas
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Os sinais, os sintomas e as manifestacfes radioldgicas dependem do tipo de
apresentacdo da TB. A tosse por mais de trés semanas é o sintoma mais frequente, acompanhada
ou nao de expectoracdo. Além disso, a febre vespertina, a sudorese noturna, a dor no térax, a

dispneia, a astenia e a perda de peso sdo comumente encontrados (2, 3, 9, 17).

As unidades basicas de salde (UBS) devem realizar busca ativa de sintomaticos
respiratorios, fazer o diagnostico de tuberculose, iniciar o tratamento e acompanhar 0s casos
em tratamento até a alta dos pacientes. Quanto maior o numero de UBS e de equipes com
profissionais capacitados desenvolvendo ac¢Ges de controle da TB, mais abrangente poderé ser
a procura de sintomaticos respiratérios nos servicos de satde e nas comunidades. Sendo assim

mais rapida a interrupcao da transmisséo (6).

Na tuberculose extrapulmonar outros sintomas podem surgir, de acordo com o 6rgéo
acometido. Sua ocorréncia aumenta em pacientes também infectados pelo virus HIV,
especialmente entre aqueles com imunocomprometimento grave. As principais formas
diagnosticadas sdo: TB pleural que é a forma mais comum de TB extrapulmonar em pessoas
ndo infectadas pelo HIV. Ocorre mais em jovens e cursa com dor torécica do tipo pleuritica. Os
sintomas mais comuns sdo astenia, emagrecimento, anorexia e febre com tosse seca. Empiema
pleural tuberculoso é consequéncia da ruptura de uma cavidade tuberculosa para o espacgo
pleural. TB ganglionar periférica é a forma mais frequente de TB extrapulmonar em pessoas
com HIV e em criangas, sendo mais comum abaixo dos 40 anos. Cursa com aumento subagudo,
indolor e assimétrico das cadeias ganglionares cervicais anterior e posterior, além da
supraclavicular. Os ganglios podem apresentar-se endurecidos ou amolecidos, aderentes entre
si e aos planos profundos, podendo evoluir para flutuacdo e/ou fistulizacdo espontanea, com a
inflamac&o da pele adjacente. TB meningoencefalica é responsavel por 3% dos casos de TB
em pacientes ndo infectados pelo HIV e por até 10% em pacientes com HIV. A meningite basal
exsudativa é a apresentacao clinica mais comum e é mais frequente em criangas abaixo dos seis
anos de idade. Os sintomas mais comuns sdo a cefaleia holocraniana, irritabilidade, alteragbes
de comportamento, sonoléncia, anorexia, vomitos e dor abdominal associados a febre, fotofobia
e rigidez de nuca. TB pericardica tem apresentacdo clinica subaguda e geralmente ndo se
associa a TB pulmonar. Os principais sintomas sdo dor toracica, tosse seca e dispneia. Além
disso pode haver febre, emagrecimento, astenia, tontura, edema de membros inferiores, dor no
hipocondrio direito (congestdo hepatica) e ascite. TB 0ssea que atinge mais a coluna vertebral
e as articulacdes coxofemoral e do joelho, embora possa ocorrer em outros locais. A TB de
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coluna afeta mais comumente a coluna torécica baixa e a lombar e seu quadro clinico apresenta-

se com a dor lombar, dor a palpacgéo local e sudorese noturna (7, 17).

O individuo que também é acometido pelo HIV tem mais chances de contrair TB, e com
isso, sinais e sintomas diferenciados de acordo com o estagio da imunodeficiéncia adquirida.
Por vezes, apresentam imagens radiologicas anormais com lesdo compativel com tuberculose
em atividade caracterizadas pela presenca de infiltrado intersticial difuso, consolidacdo dos
lobos inferiores, forma miliar, adenomegalia hilar e/ou mediastinal. Também se observa maior
frequéncia das formas extrapulmonares ocorridas nos casos com HIV associado. Ainda assim,
a forma pulmonar é mais importante em frequéncia, e em muitos casos apresentam imagens

radioldgicas cavitarias compativeis com tuberculose ativa (2, 6, 8).

2.1.4.2. Diagnostico radioldgico

A radiografia do térax por muitas vezes € a primeira abordagem diagndstica da area
pneumoldgica devido ao seu baixo custo e facil acesso. Além disso, proporciona inUmeras
informacBes quando analisadas criteriosamente. Outra ferramenta diagnostica indispensavel
atualmente é a tomografia computadorizada, que vem demonstrando a superioridade em relacédo
a radiografia na deteccdo de alteragdes toréacicas. Em relagdo ao diagnostico da tuberculose, a
técnica tomografica de alta resolucdo cada vez mais exerce papel definidor, pois permite
demonstrar, com notoriedade, alteragdes parenquimatosas antes apenas acessiveis a

anatomopatologia (3, 9, 18).

Na TB o exame radioldgico é auxiliar no diagnostico. E sempre indispenséavel realizar
0 exame bacterioldégico para um diagnostico correto. O exame radiolégico permite a
identificacdo de pessoas portadoras de imagens sugestivas de TB ou de outras patologias, além
disso o exame radiologico, em pacientes com baciloscopia positiva, tem como funcao principal

a excluséo de outra doenga pulmonar associada que necessite de tratamento concomitante (6).

Na radiografia de térax, a TB pulmonar ativa manifesta-se atraves de consolidagdes,
cavitacdes, padrdes intersticiais, linfonodomegalias hilares ou mediastinas e derrame pleural.
Na tomografia computadorizada, apresentam-se como nodulos centrolobulares de distribuicdo
segmentar, cavidades de paredes espessas, espessamento de parede brénquica ou bronquiolar,

bronquiectasias e linfonodomegalias. As imagens que apresentam cavidades de paredes finas,
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bronquiectasias de tracdo e estrias, enfisema e o aspecto em mosaico do parénquima pulmonar

sdo imagens sugestivas de sequela da TB (8, 9, 18).

As manifestacdes radiograficas da tuberculose associada ao HIV dependem do nivel de
imunossupressao e do tempo de doenga. Os pacientes com grave imunossupressao, cerca de
10% a 20% dos co-infectados apresentam radiografias normais ou demonstram achados
semelhantes aos encontrados na forma primaria da tuberculose. As alteraces parenquimatosas
podem ser focais ou difusas, com predominio do padrdo miliar. Cavitagdes, calcificacdes e

fibrose ndo sdo frequentes no paciente com HIV (8, 9).

2.1.4.3. Diagndstico microbiologico

2.1.4.3.1. Baciloscopia

A pesquisa bacteriol6gica € um método de grande importancia tanto para o diagnostico
guanto para o controle de tratamento da TB. Existem varios métodos de coloracdo empregados
para o diagnostico, entre eles método de Ziehl Neelsen. A pesquisa bacterioldgica é o principal
método diagnostico, sendo seguro, rapido e de baixo custo. E realizado por meio de exame
direto (pesquisa de BAAR), onde recomenda-se coleta de no minimo duas amostras de secre¢do
das vias aéreas inferiores, em dias subsequientes, pela manhd, antes do desjejum. Pacientes com
pouco escarro podem fazer a inducdo do mesmo a partir da nebulizacdo com solucgéo salina
hipertdnica (NaCl 3%). A primeira amostra deve ser coletada quando o sintomatico respiratdrio
procura 0 atendimento na unidade de salde, para aproveitar a presenca dele e garantir a
realizacdo do exame laboratorial. A segunda amostra deve ser coletada na manhd do dia
seguinte, assim que o paciente despertar. Essa amostra, em geral, tem uma quantidade maior de
bacilos porque é composta da secre¢do acumulada na arvore brénguica por toda a noite. Uma
amostra satisfatoria de escarro é a que provém da arvore brénquica, obtida apos esforco de
tosse, e ndo a que se obtém da faringe ou por aspiracdo de secre¢des nasais, nem tampouco a

que contém somente saliva. O volume ideal esta compreendido entre 5 a 10 ml (3, 6, 19, 21).

A baciloscopia direta deve ser solicitada para pacientes adultos que procurem o servigo

de salde por apresentarem queixas respiratorias e/ou informem ter tosse e expectoracgao por trés
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ou mais semanas. Também em pacientes que apresentem alteracfes pulmonares na radiografia
de tdérax e de contatos de casos de tuberculose pulmonar baciliferos que apresentem queixas

respiratorias (6).

2.1.4.3.2. Cultura

E um método de deteccdo de elevada especificidade e sensibilidade. E indicada nos
casos suspeitos que se mantém com baciloscopia negativa, nas situagdes de faléncia terapéutica
(para observacdo de resisténcia), nas formas extrapulmonares (cultura do liquor, sangue, urina,
fezes, aspirado ganglionar, liquido pleural, liquido pericardico e macerado de bidpsia). Em
casos de baciloscopia negativa, a cultura do escarro pode aumentar em até 30% a positividade

e é considerada padrdo ouro para o diagnéstico da TB (2, 3, 10, 18).

Os meios sélidos a base de ovo, LJ e O-K, sdo os mais utilizados para o cultivo das
micobactérias. Ambos apresentam a vantagem do baixo custo e de apresentarem menor indice
de contaminacdo, contudo apresentam um tempo de crescimento muito longo. Além dos
métodos que utilizam meio de cultivos solidos existem os métodos que utilizam meios de

cultivos liquidos com resultados disponiveis apds 5 a 13 dias apenas (10, 18, 21).

2.1.4.3.3. Xpert MTB/RIF

O Xpert MTB/RIF é um teste que detecta rapidamente tanto a TB como a resisténcia a
rifampicina em apenas duas horas. Como esse € um teste automatizado, ele dispensa
profissionais especializados ou um laboratério sofisticado. O Xpert MTB/RIF é composto de
um cartucho plastico para o processamento das amostras liquidas, contendo tampdes e reagentes
liofilizados de PCR, uma maquina automatica e um sistema de software (10, 22).

Atualmente, o teste Xpert MTB/RIF esta disponivel em muitas unidades publicas de
salde e em laboratorios privados e € aprovado para uso em amostras respiratorias, liquor e
fragmentos de tecido. Entretanto, em amostras com pouco DNA, podem ocorrer falsos-

positivos em relacdo a presenca de resisténcia a rifampicina, a qual deve ser confirmada (24).
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Estudos afirmam que o teste Xpert MTB/RIF é mais preciso do que a baciloscopia para
o diagnostico da TB e que esse teste também tem uma boa acurécia na deteccao da resisténcia
a rifampicina. O teste esta preconizado para o diagnostico dos casos de TB e para pacientes
com suspeita de multirresisténcia ou portadores do HIV. Por ser um método sensivel que utiliza
PCR, ndo é indicado para pacientes que ja tiveram a TB, pois esses individuos ainda podem
apresentar residuos de DNA do bacilo, que podem ser captados pelo sistema GeneXpert,

resultando em um falso-positivo (11, 23).

Uma nova geracgdo do teste, chamada de Xpert MTB/RIF Ultra, apresenta um limiar
menor para deteccdo de M. tuberculosis e modificagdes na técnica de pesquisa de mutagdes
relacionadas a resisténcia a rifampicina, o que resultaria em maior sensibilidade para indicar a

presenca da bactéria e em maior especificidade em relagdo a resisténcia (2, 23, 24).

3. JUSTIFICATIVA

Considerando a recomendacéo atual da OMS de substituir a baciloscopia de escarro pelo
Xpert como um teste diagnostico inicial para TB, e que a cultura leva tempo para fornecer
resultados, o CT do teste Xpert pode ser a Gnica maneira de avaliar a carga bacilar. Além disso,
o CT pode ser utilizado para identificar os pacientes mais infecciosos e, assim, priorizar a

avaliacdo dos contatos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar a associagéo do valor CT do teste Xpert MTB/RIF com a baciloscopia do escarro
em pacientes com TB.

4.2. Objetivos especificos
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Avaliar a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo positivo e negativo do CT

do Xpert MTB/RIF.
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5. ARTIGO

5.1. Titulo: Associacdo do valor do limiar do ciclo do teste Xpert MTB/RIF com a baciloscopia

de escarro em pacientes com tuberculose.

RESUMO

Objetivos: Considerando a recomendacdo atual da Organiza¢do Mundial da Salde de substituir
a baciloscopia de escarro pelo Xpert como um teste diagnostico inicial para tuberculose (TB),
o valor do limiar de ciclo (CT) do Xpert pode ser a Unica maneira de avaliar a carga bacilar. O
objetivo deste estudo foi avaliar a associacdo do CT do teste Xpert com a baciloscopia do
escarro, e avaliar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do CT.
Métodos: Estudo transversal, com coleta de dados prospectiva, em um ambulatério de TB.
Foram incluidos na andlise apenas os pacientes com Xpert MTB/RIF detectado, para que seja
possivel a avaliagdo do CT. Resultados: Durante o periodo do estudo, 407 pacientes realizaram
o0 teste Xpert MTB/RIF; destes, 150 tiveram o resultado Xpert MTB/RIF detectado e foram
incluidos no estudo. Nos pacientes com baciloscopia de escarro positiva a média do CT foi de
17,8 + 4,8 e naqueles com baciloscopia de escarro negativa a média do CT foi de 22,3 + 6,7
(p=0,002). Considerando a baciloscopia de escarro como padrdo-ouro para detecgdo da carga
bacilar, a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do
CT do Xpert MTB/RIF (ponto de corte do CT: 22,7) foram 83,6%, 60,7%, 90,3% e 45,9%,
respectivamente. Conclusdes: Os valores do CT do Xpert MTB/RIF estdo associados com a
baciloscopia de escarro, com valores de CT menores nos pacientes com baciloscopia positiva.
O ponto de corte do valor do CT de 22,7 mostrou um bom valor preditivo para positividade do

escarro.

Palavras-chave: tuberculose; diagnéstico; Xpert MTB/RIF; limiar do ciclo; Mycobacterium
tuberculosis; teste molecular
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ABSTRACT

Objectives: Considering the current recommendation of the World Health Organization to
replace sputum smear microscopy with Xpert as an initial diagnostic test for tuberculosis (TB),
the Xpert cycle threshold (CT) value may be the only way to assess the burden bacillary. The
aim of this study was to assess the association of the CT of the Xpert test with sputum smear
microscopy, and to assess the sensitivity, specificity, positive and negative predictive value of
the CT. Methods: Cross-sectional study, with prospective data collection, in a TB clinic. Only
patients with detected Xpert MTB/RIF were included in the analysis, so that CT evaluation is
possible. Results: During the study period, 407 patients underwent the Xpert MTB/RIF test; of
these, 150 had the Xpert MTB/RIF result detected and were included in the study. In patients
with positive sputum smear microscopy the mean CT was 17.8 + 4.8 and in those with negative
sputum smear microscopy the mean CT was 22.3 £ 6.7 (p=0.002). Considering sputum smear
microscopy as the gold standard for detecting bacillary load, sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value of the CT of the Xpert MTB/RIF (cutoff point
of the CT: 22.7) were 83.6% , 60.7%, 90.3% and 45.9%, respectively. Conclusions: Xpert
MTB/RIF CT values are associated with sputum smear microscopy, with lower CT values in
patients with positive smear microscopy. The cut-off point for the CT value of 22.7 showed a

good predictive value for sputum positivity.

Keywords: tuberculosis; diagnosis; Xpert MTB/RIF; cycle threshold; Mycobacterium

tuberculosis; molecular test
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INTRODUCAO

Em dezembro de 2010, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) endossou 0 uso do
Xpert MTB/RIF em paises com alta carga de tuberculose (TB), considerando-o uma tecnologia
capaz de revolucionar o diagndstico e tratamento da doenca (1). O Xpert MTB/RIF é um PCR
em tempo real totalmente automatizado que detecta Mycobacterium tuberculosis (MTB) e
resisténcia a rifampicina em menos de 2 horas, com uma sensibilidade de 95% e uma
especificidade de 98% em amostras com baciloscopia de escarro positiva (2). Os resultados do
teste séo gerados automaticamente e relatados como MTB detectado ou ndo detectado (com
estimativas semiquantitativas da concentracdo de MTB relatada como baixa, média ou alta) e
sensivel ou resistente a rifampicina. O teste também fornece o valor do limiar de ciclo (CT),
que reflete o nimero de ciclos de PCR necessarios para detectar MTB. Cada ciclo representa
aproximadamente 50% menos material do que o anterior, proporcionando assim um resultado
semiquantitativo da carga bacilar, com valores de CT mais elevados refletindo menor carga
bacilar (3).

Considerando a recomendacdo atual da OMS de substituir a baciloscopia de escarro pelo
Xpert como um teste diagnostico inicial para TB, e que a cultura leva tempo para fornecer
resultados, o CT do teste Xpert pode ser a nica maneira de avaliar a carga bacilar (4-7). Além
disso, o CT pode ser utilizado para identificar os pacientes mais infecciosos e, assim, priorizar
a avaliagdo dos contatos (5). Portanto, o objetivo deste estudo € avaliar a associa¢do do valor
CT do teste Xpert MTB/RIF com a baciloscopia do escarro em pacientes com TB, e avaliar a

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo do CT do Xpert MTB/RIF.
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METODOS

Desenho e localizagdo do estudo

Foi realizado um estudo transversal, com coleta de dados prospectiva, em um
ambulatério de TB em Alvorada, RS, Brasil. Alvorada é um municipio da regido metropolitana
de Porto Alegre, que apresenta incidéncia de TB de 84,4 casos/100.000 habitantes (8). O estudo

foi aprovado pelo Comité de Etica em 15 de janeiro de 2016 (nimero 160063).

Pacientes

Pacientes que procuraram atendimento ambulatorial, com idade> 18 anos com sintomas
respiratorios sugestivos de TB pulmonar, como tosse produtiva por> 2 semanas, tosse de
qualquer duracdo acompanhada de sintomas constitucionais (febre, perda de peso, suores
noturnos) ou hemoptise, que puderam coletar amostra de escarro foram convidados a participar.
Pacientes que ndo conseguiram coletar amostra de escarro e aqueles com TB extrapulmonar
foram excluidos deste estudo. A TB pulmonar foi diagnosticada de acordo com as Diretrizes

Brasileiras de Tuberculose (9).

Coleta de dados

Os seguintes dados foram coletados usando uma ferramenta de extracdo de dados
padronizada: dados demograficos (sexo, idade, raca), tabagismo e abuso de alcool, sintomas,
presenca de comorbidades, como infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
resultado do tratamento (cura ou ndo cura [faléncia ou 6bito]). As radiografias de térax (RX)
foram classificadas como tipicas de TB (presenca de infiltrados nodulares, alveolares ou
intersticiais afetando predominantemente as zonas acima das claviculas ou zonas superiores;

presenca de cavitacdo afetando as zonas superiores ou 0 segmento apical da inferior lobo), ou
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compativel com TB (ganglios hilares aumentados, lesdo pneumdnica, atelectasia, lesdo de
massa, miliar), de acordo com diretrizes previamente descritas (10).

Os esfregacos de escarro foram corados pela técnica de coloracédo de Ziehl-Neelsen (ZN)
para deteccdo de BAAR, e a cultura foi realizada pelo método de Ogawa-Kudoh. O teste Xpert
MTB/RIF foi realizado de acordo com as instrucoes do fabricante (3). Os resultados séo gerados
automaticamente na tela e relatados como MTB detectado ou ndo detectado (com estimativas
semiquantitativas de concentracao de MTB relatadas como baixa, média ou alta) e suscetiveis

ou resistentes a rifampicina. O CT do teste também foi registrado.

Anélise estatistica

A andlise dos dados foi realizada no SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, Illinois) e no MedCalc 16.4.3 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).
Foram incluidos na andlise apenas os pacientes com Xpert MTB/RIF detectado, para que seja
possivel a avaliacdo do CT. Os dados foram apresentados como nimero de casos, média +
desvio padrao (DP) ou mediana com intervalo interquartil (IQR). As comparacdes categoricas
foram realizadas pelo teste do qui-quadrado usando a correcdo de Yates, se indicado, ou pelo
teste exato de Fisher. Variaveis continuas foram comparadas usando o teste t ou teste de
Wilcoxon. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo para todas as analises.

Com base nos resultados da baciloscopia (positiva ou negativa), calculamos a
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo com 0s
respectivos intervalos de confianca (IC) de 95% do CT do Xpert MTB/RIF. Da mesma forma,
construimos curva receiver operating characteristic (ROC) para o CT do Xpert MTB/RIF, para
determinar o melhor ponto de corte.

Para o calculo do tamanho da amostra, considerou-se que a sensibilidade do CT do Xpert

MTB/RIF foi 85% em estudo prévio. Assim, com um intervalo de confianga de 95% e um poder
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de 80%, pelo menos 100 pacientes devem ser incluidos para calcular a sensibilidade,

especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, 407 pacientes realizaram o teste Xpert MTB/RIF; destes,
150 tiveram o resultado Xpert MTB/RIF detectado e foram incluidos no estudo. Na Tabela 1
estdo descritas as caracteristicas dos pacientes. A média de idade dos participantes foi de 40,9
+ 15,3 anos, 72,0% eram homens e 68,0% brancos. Oitenta e quatro (56,0%) pacientes eram
tabagistas ativos e 31 (20,7%) tinham historia de uso abusivo de alcool. Os sintomas mais
frequentes foram: tosse (n=145; 96,7%), emagrecimento (n=112; 74,7%) e sudorese noturna
(n=97; 64,7%). Trinta e um (20,7%) pacientes eram HIV positivos e 18 (12,0%) eram
diabéticos. Os padrdes radioldgicos foram descritos como tipicos de TB e compativeis com TB
em 103 (68,7%) e 47 (31,3%) pacientes, respectivamente. A baciloscopia de escarro foi positiva
em 122 (81,3%) pacientes.

O CT médio geral do teste Xpert MTB/RIF foi 18,7 £ 5,5. Nos pacientes com
baciloscopia de escarro positiva a média do CT foi de 17,8 + 4,8 e naqueles com baciloscopia
de escarro negativa a média do CT foi de 22,3 £ 6,7, uma diferenca estatisticamente
significativa (p=0,002). Considerando a baciloscopia de escarro como padrdo-ouro para
deteccdo da carga bacilar, a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo do CT do Xpert MTB/RIF (ponto de corte do CT: 22,7) foram 83,6% (1C95%
75,8-89,7), 60,7% (1C95% 40,6-78,5), 90,3% (1C95% 85,3-93,7) e 45,9% (1C95% 34,0-58,3),
respectivamente. A area sob a curva para o ponto de corte=22,7 foi de 0,70 (1C95% 0,62-0,77,

p=0,002) (Figura 1).
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DISCUSSAO

Nesse estudo transversal, demonstramos que a média do CT do teste Xpert MTB/RIF
nos pacientes com baciloscopia de escarro positiva foi significativamente menor do que o CT
nos pacientes com baciloscopia de escarro negativa. Além disso, considerando-se a
baciloscopia de escarro como padréo-ouro para deteccdo da carga bacilar, o CT do Xpert
MTB/RIF (ponto de corte do CT: 22,7) mostrou uma sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo de 80,3%, 60,7%, 90,3% e 40,4%,
respectivamente.

A carga bacilar da TB, medida pela baciloscopia e/ou cultura de escarro tem sido usada
como um preditor de risco de transmissdo, gravidade da doenca e piores resultados de
tratamento (11-14). No entanto, os resultados da cultura sdo demorados - o tempo de resposta
é de cerca de 2 a 8 semanas, e a baciloscopia de escarro tem sido substituida pelo Xpert
MTB/RIF como teste diagnostico inicial (4). Poucos estudos (5-7) avaliaram o ponto de corte
do CT como medida da carga bacilar. Os pontos de corte mais estudados sdo 28 e 31,8 (5).
Hanrahan et al (7) demonstraram que os valores do CT foram significativamente menores nos
pacientes HIV negativos comparado com os pacientes HIV positivos. Além disso, evidenciaram
que o ponto de corte do CT de 28 teve bom valor preditivo para positividade do escarro, com
sensibilidade de 89,9% e especificidade de 67,0%. Em outro estudo (6), os autores mostraram
que valores menores de CT (maior carga bacilar) estavam associados com HIV negativo e
também com baixo indice de massa corporal. Utilizaram o ponto de corte de 28 também, com
sensibilidade de 95% e especificidade de 54,1%. No presente estudo, identificamos como
melhor ponto de corte o valor do CT de 22,7, menor do que os pontos de corte da maioria dos
estudos. Entretanto, a decisdo do melhor ponto de corte do CT difere de acordo com o contexto

e com 0s objetivos do exame. Com o intuito de detectar o maior nimero possivel de pacientes
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com baciloscopia positiva, valores maiores de CT devem ser escolhidos. Ja no contexto de
recursos limitados, pacientes com valores menores de CT devem ser priorizados para o
isolamento respiratério (5).

Numa metanalise (5), foi demonstrado que os pontos de corte de 27,7 e 31,8 tiveram
sensibilidades de 85% e 95%, e especificidades de 67% e 35%, respectivamente, para amostras
com baciloscopia positiva. Entretanto, os autores concluiram que a moderada acuracia
diagnostica dos valores do CT comparados com a baciloscopia, assim como necessidades
diferentes em contextos com prevaléncia variavel de baciloscopia de escarro positiva, pode
impedir o uso de valores do CT como substitutos da baciloscopia em todos os contextos.

Uma das limita¢des do presente estudo é que os pacientes foram recrutados de um unico
ambulatorio de TB. No entanto, acreditamos que os resultados sejam aplicaveis a contextos
semelhantes. Além disso, ndo avaliamos se os valores de CT podem predizer a infecciosidade
e transmissdo, uma importante questao do ponto de vista de saude publica, embora saiba-se que
a positividade da baciloscopia é por si s6 uma medida imperfeita de infecciosidade, visto que
ha evidéncias de transmissdo de casos com baciloscopia negativa e cultura positiva (15). Apesar
dessas limitacOes, esse é o primeiro estudo no Brasil a avaliar a acuracia do CT como substituto
da baciloscopia de escarro.

Em concluséo, demonstramos nesse estudo que os valores do CT do Xpert MTB/RIF
estdo associados com os resultados da baciloscopia de escarro, com valores de CT menores nos
pacientes com baciloscopia positiva. O ponto de corte do valor do CT de 22,7 mostrou um bom

valor preditivo para positividade do escarro.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes incluidos no estudo.

Caracteristicas

n=150

Caracteristicas demograficas

Idade, anos
Sexo masculino
Raca branca
Tabagismo ativo
Abuso de alcool
Sintomas
Tosse
Emagrecimento
Dispneia
Febre
Sudorese noturna
Hemoptise
HIV positivo
Diabetes
Padrdes radioldgicos
Tipico de TB
Compativel com TB
Baciloscopia positiva

CT, Xpert MTB/RIF

Ccpositi(detected)

40,9 +£15,3

108 (72,0)
102 (68,0)
84 (56,0)

31 (20,7)

145 (96,7)
112 (74,7)
62 (41,3)
72 (48,0)
97 (64,7)
13 (8,7)
31(20,7)

18 (12,0)

103 (68,7)
47 (31,3)
122 (81,3)

18,7+5,5

35



*Dados apresentados como média + desvio padrdo ou n (%): nimero de
casos com a caracteristica/nimero total de casos (percentual).

HIV: human immunodeficiency virus; TB: tuberculose;

MTB: Mycobacterium tuberculosis. RIF: rifampicina.
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Figura 1. Curva ROC para a detec¢do da carga bacilar com o CT do teste Xpert MTB/RIF
(A area sob a curva ROC foi de 0,70 para o ponto de corte do CT=22,7 [IC95% 0,62-0,77,

p=0,002]).

6. CONCLUSAO

Neste estudo, demonstramos que a média do CT do teste Xpert MTB/RIF nos pacientes

com baciloscopia de escarro positiva foi significativamente menor do que o CT nos pacientes
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com baciloscopia de escarro negativa. Alem disso, o ponto de corte do valor do CT de 22,7

mostrou um bom valor preditivo para positividade do escarro.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Esse é o primeiro estudo no Brasil a avaliar a acuracia do CT como substituto da
baciloscopia de escarro. Os valores do CT do Xpert MTB/RIF estdo associados com 0s
resultados da baciloscopia de escarro, com valores de CT menores nos pacientes com
baciloscopia positiva. Novos estudos avaliando se os valores de CT podem predizer a

infecciosidade e transmissao Sdo necessarios.
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