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METODOS DIAGNOSTICOS

EM TUBERCULOSE

Jodo BENTO, AnabelaSantos SILVA, FilomenaRODRIGUES, Ragquel DUARTE

RESUM O

O diagndstico precoce e o inicio de tratamento atempado séo fundamentais paraminimizar
atransmissdo e reduzir amorbilidade e mortalidade datubercul ose. O diagndstico clinico
émuitas vezesdificil, devido aos sintomas inespecificos e frequentemente insidiosos e a
apresentacdo radiol6gica pode ser muito diversificada. Actualmente, o diagnéstico de
tubercul ose ainda depende de exames microbiol gicos, 0s quais requerem um manuseio
cuidadoso e um transporte rapido da amostra. Apesar da baciloscopia estabelecer um
diagndstico presuntivo rpido o método gold-standard para diagnéstico ainda é o isola-
mento cultural do Mycobacterium tuberculosis, o qual pode demorar vérias semanas. As
técnicas bioguimicas (adenosina desaminase) e moleculares (testes de amplificacdo de
acidos nucleicos) fornecem umainformacao rapidaao clinico. V&rios métodos diagndsti-
cos alternativos estdo ainda em fase experimental e até a data ndo tém indicacéo clara
reconhecida.

Namaioriados casos, o diagndstico de tubercul ose assenta numa combinacdo adequada
de diferentes métodos diagndsticos, o que requer tempo até se obter um resultado. Mes-
mo assim, em alguns casos ndo se consegue obter confirmac&o microbiol dgica, sendo o
diagnostico e o tratamento estabel ecidos com base ha suspeicéo.

O objectivo deste artigo é discutir a utilidade dos varios métodos diagndsticos disponi-
veise salientar as dificuldades mais comuns encontradas pel o clinico paraestabel ecer um
diagndstico correcto e atempado.

DIAGNOSTIC TOOLSINTUBERCULOSIS
Early diagnosisand treatment are critical to minimize the spread and to reduce morbidity
and mortality from tuberculosis. Clinical diagnosisis most time difficult resulting from
non-specific and frequently indolent symptoms. Radiological presentation may be very
diverse. Currently TB diagnosis still depends on microbiological examswhich require a
very careful and quick specimen handling. A positive acid-fast bacilli smear makesarapid
presumptive diagnosis. Nevertheless the gold-standard for diagnosis still is cultural-
isolation of the Mycobacterium tuberculosis, which may take several weeks to attain.
Biochemical (adenosine deaminase) and molecular techniques (nucleic acid amplification
tests) are already approved for tuberculosis diagnosis and can provide rapid diagnostic
information to the clinician. Numerous alternative diagnostic methods are still under
experimentation but none of them has arecognized role.
In most cases diagnosis of tuberculosis lays on an adequate combination of different
diagnostic methods which is time-consuming. Even though in some cases laboratory
confirmation is never obtained and diagnosis and treatment is established on suspicious
basis.
The purpose of this paper is to discuss the utility of the severa diagnostic methods
currently available and to point out most common difficulties found by the cliniciansto
the correct and timely diagnosis.
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INTRODUCAO

Hé quatro factores determinantes na transmissao do
Mycobacterium tuberculosis(MT): (1) o nimero de mi-
crorganismos expelidos, (2) aconcentragéo de microrga-
nismos no ar, determinada pelo volume do espacgo e asua
ventilacdo, (3) o interval o de tempo que a pessoa exposta
respira o ar contaminado (= 8 horas), e (4) o estado
imunol 6gico do individuo exposto.

O controlo da tuberculose (TB) depende, assim, do
diagndstico precoce e do inicio do tratamento adequado,
demodo areduzir asfontes deinfec¢éo e o risco de trans-
miss3o.

Os sintomas e sinai's classicamente rel acionados com
a TB, embora importantes em termos de suspeita diag-
ndstica, sdo, porém, habitualmente inespecificos, indo-
lentes e, por vezes, dedificil valorizagdo. Deste modo, 0s
meios complementares de diagndstico desempenham um
papel primordial em termos de abordagem desta doenca.

Os autoresfazem umarevisdo sobre os métodos diag-
nosticos disponiveis para a TB, as suas caracteristicas
operativas, limitagdes einterpretagdo com vistaadecisdo
deiniciar tratamento.

MEIOSCOMPLEMENTARESDE DIAGNOSTICO

Hemogramaebioquimica
As alteracdes laboratoriais eventualmente encontra-

das na TB sfo pouco sensiveis e inespecificas. O hemo-
gramapode ser normal. As ateragBes hematol 6gicas mais
comuns sdo anemia e leucocitose, presentes, cada uma,
em 10% dos casost. A anemia, geralmente é normocrémica,
normociticaealeucocitose é geralmenteligeirae com des-
vio daférmula, havendo habitual mentelinfocitose e mono-
citose. A elevagéo dos marcadores bioquimicos de infec-
¢do, velocidade de sedimentagdo e proteina C reactiva €
habitualmente ligeiraamoderada. A hiponatremia, presen-
te em cerca de 11% dos doentes, resulta da libertacdo de
hormona anti-diuréticano pulmao afectado?.

Radiologia

A TB pulmonar cursaquase sempre com alteracdes na
radiografiadetorax. Virtualmente qual quer alteracéo radi-
oldgica, ou mesmo umaradiografiaaparentemente normal
pode corresponder auma TB.

Classicamente, aTB pulmonar do adulto apresenta-se
como um infiltrado focal doslobos superiores, geralmente
dos segmentos apical e posterior ou do segmento apical
doloboinferior. Ascavitacdes, o padr&o miliar, asadeno-
patias, o derrame pleural e as atel ectasias (particularmente
na crianga), sdo outras possivel's alteragdes radiol dgicas
encontradas na TB. Os doentes com formas avancadas de
infecg&o pelo virus daimunodeficiéncia humana (VIH) e
baixa contagem de linfécitos T CD4 por vezes ndo tém a
apresentacdo classica?. Nestes doentes, a apresentacio
clinicadaTB, € particularmente atipica, apresentando-se

Quadro 1 — Estudo da tuberculose extra-pulmonar de acordo com o local envolvido (adaptado de *)

Local Imagiologia Cultura Bidpsia
Ganglio linfatico - Biopsia/Aspirado Ganglio
. ~ RxeTAC Biopsia
OEsiiier g RMN Aspirado liquido sinovial 059
N Ecografia abdominal Liquido ascitico Epiplon
Gestrintestirel (G1) TAC abdominal Bidpsia Tracto GI
Genito-urindria EsTE repovwcal Sl (l.a, da. T Local envolvido
Urografia EV Biopsia
’ TAC cerebra Liquor (LCR)
Sistema Nervoso Certral RMN cerebral Bi6psia Tuberculoma
Pericérdio Ecocardiograma PP EEY Pericardio
Biopsia
Outro orgdo Adequada a0 local Biopsia Local envolvido
. TAC-AR térax Laveclo bronqico Pulmeo
Disseminada Ecoarafia abdominal Bidpsia Figado
o Sangue Medula éssea
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frequentemente com formas néo cavitarias, infiltrados nos
lobosinferiores, linfadenopatias hilares e derrame pleural 2.
Por outro lado, os doentes co-infectados com MT e VIH
apresentam maisfreguentemente, e em cercade 10 a20%
dos casos, uma radiografia de térax normal®. Nas formas
extrapulmonares disseminadas, a radiografia de torax €
anormal namaioriados doentes!. Nestas, variando de acor-
do com os estudos, entre 50 e 90% dos casos apresenta-
vam padrdo miliarl.

Por outro lado, é geramentedificil determinar apenas
pela radiografia, o grau de actividade da doenca (antiga
versusrecente). Imagens com densidade cicatricial e mes-
mo com granuloma cal cificado podem estar presentes na
TB activa.

Dadaasuamaior sensibilidade, atomografia compu-
torizada (TC) pode ser necessaria no diagndstico de TB,
nomeadamente para esclarecimento de adenopatias,
estenoses bronquicas e formas miliares.

Estudo micobacteriolgico

A suspeita de TB pode ser baseada na clinica e nas
alteracdes radiol 6gicas, no entanto, o diagndstico defini-
tivo requer o isolamento do agente etiol 6gico, efectuado
em amostras respiratdrias ou extra-respiratdriaou, no caso
de amostrarespiratériadeteccdo de TAAN e baciloscopia
positiva®. No entanto, 0 exame gol d-standard parao diag-
nostico de TB continua a ser o isolamento do MT em
examecultural.

As secregdes bronqui cas s0 o produto mais frequen-
temente enviado ao laboratério, perante suspeita de TB
pulmonar. O doente deve ser instruido sobre o método
adequado de col heita de expectoracéo, bem como aproce-
der ao seu rgpido transporte para o laboratério, ou caso
tal ndo seja possivel, proceder ao seu acondicionamento
a uma temperatura de 4 a 5°C, por um periodo gque nao
exceda os cinco dias. A amostra deverd ser colhida para
um frasco esterilizado de bocalargae com tampade enros-
car, de modo aque n&o ocorram derramest.

|dealmente, acolheita de expectoracdo deveriaser pre-
senciada por um profissional treinado, de modo a promo-
ver umatécnicade col heitaadequadal-2. Regrageral , pre-
coniza-seacolheitade trésamostras de expectoragéo, apds
tosse produtivaprofunda, com um volume minimo de5ml,
no inicio damanh&e em trés dias consecutivos. A colheita
de amostras seriadas baseia-se no facto de menos de me-
tade dos casos serem detectados numa Unica amostra de
expectoracgo®4. Alguns estudos tém demonstrado, po-
rém, que o valor daterceiraamostra é questionavel, dado
gue na quase totalidade dos casos em que se obteve diag-
nostico, o agente foi isolado nas duas primeiras amos-

tras®. Narealidade, o ganho em termos de sensibilidade da
segunda para a terceiraamostra é de 2 a 5%°7. Por outro
lado, cerca de 90% dos casos de TB ocorrem em paises
com baixos recursos econdmicos e profissionaise o diag-
nodstico baseia-se, sobretudo em exames micobacterio-
|6gicos directos8. Nesta sequéncia, aOM S reviu recente-
mente as suas indicagdes, recomendando que o nUmero
de amostras aconselhadas para pesquisa de MT segja re-
duzido de trés para dois, nos paises com elevadas solici-
tacOes de exames e bai xos recursos humanos nos laboraté-
rios®2. No entanto, o risco de falhar o diagndstico por
limitar o nimero de amostras deve ser equacionado facea
gravidade clinica do doente e ao risco paraacomunidade
resultante de o doente ndo ser tratado.

Em doentes que ndo conseguem emitir espontanea-
mente expectoracdo podera ser necessario recorrer a
inducdo da expectoracéo através dainal agdo de umasolu-
¢&o salina hipertoni ca, abroncofibroscopia(BFC) com la-
vado brénquico (LB) e lavado broncoalveolar (LBA), a
colheitade expectoracéo apos BFC e arealizacdo de aspi-
rado géstrico.

Todas estas técnicas, a excepgdo do aspirado géstri-
co, promovem a libertagdo de aerossois potencialmente
contendo MT, acarretando elevado risco de transmisséo,
pelo que devem ser realizadas em cabinas adequadamente
ventiladas, preferencialmente com pressao negativa, por
pessoal usando equipamento de proteccdo da via aérea
adeguado. No caso particular da expectoracdo induzida,
umavez quetornaatosse e aexpectoracéo particularmen-
teviolentas e ndo controladas, deve ser realizado em ins-
talagBes proprias, equipadas com filtro de particulasde ar
de alta eficicia (HEPA) e os técnicos estarem equipados
com proteccao respiratdriaadequadal-1911, Por outro lado,
também a BFC ¢ indutora de tosse e passivel de gerar
goticulas potenciamente infectantes, aumentando a ex-
posicéo ao MT10.11,

Apesar de ter caido em desuso face ao fécil acesso a
BFC, aexpectoracdo induzida apresentaumaboarentabi-
lidade diagndstica paraa TB, sendo, homeadamente, su-
perior a expectoracdo espontanea e ao aspirado géstri-
co12, A expectoracdo induzida através da nebulizagio
com um aerossol de solugéo salina hipertonica (3 a 15%)
aumenta o volume de expectoragdo efacilitaasuamobili-
zac&o, melhorando a qualidade da amostra, comparativa-
mente & expectoracdo esponténea, mesmo que Supervisi-
onadal212, As amostras obtidas por esta técnica sdo ha-
bitualmente muito fluidas e aguosas, pelo que devem ser
referenciadas como obtidas por expectoracéo induzida,
parando serem interpretadas, pel o laboratério, como amos-
tras inadequadas e, portanto rejeitadast.
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A BFC pode ser necessaria para estabelecer o diag-
néstico de TB nos casos em que este ndo é possivel atra-
vés da expectoracdo. No entanto, mesmo nos casos com
doencapulmonar extensa, o LBA pode ser negativol. Tem
sido referido que os anestési cos | ocai s habitual mente usa-
dosnaBFC podeminviabilizar o MT, devendo ser usados
criteriosamentel. A expectoraggo produzida logo apds a
BFC e na manha seguinte deve ser, igualmente, enviada
parao laboratorio. Por vezes, o efeito indutor de expecto-
racéo da BFC persiste durante varios dias, devendo essas
amostras ser colhidas e analisadas!.

Apesar de os resultados ndo serem consensuais, al-
guns estudos tém sugerido que a acuidade diagndstica
do exame directo e cultural da expectoragdo colhida por
induc&o tem uma sensibilidade de cerca de 90%, equiva-
lenteado LB eLBA213, Qutros estudos, porém, apontam
paraumamaior sensibilidadedo LBA, reservando aexpec-
toragdo induzida para os casos em que 0 acesso aBFC é
maisdificil4. Por outro lado, aexpectorago induzidaéum
método mais bem tolerado pel o doente, maisbarato e que
pode ser repetido com maior facilidade do que aBFC.

A acuidade diagndsticada expectoracdo induzidapode
ser aumentada pelarealizacdo de miltiplas (trésou mais)
inductes®. Pelacol heita de amostras seriadas de expecto-
racdo induzida, tém sido descritastaxas de deteccdo de 91
a 98% pelo exame directo e de cerca de 99% no exame
cultural, o que é superior ade umaBFC isolada®. Tal pode
dever-se ao facto de a sensibilidade do exame micobacte-
riol 6gico de umaUinicaamostraser baixa, mesmo que esta
seja colhida por BFC*. Alguns autores tém sugerido que,
desde que se respeitem as medidas de isolamento respira-
tério, aestratégiacom mel hor relagéo risco-beneficio para
o diagndstico de TB em doentes com dificuldade em ex-
pectorar € acolheitade expectoracéo induzida, idea mente
trés amostras, e reservar o LBA para 0s casos em que a
inducdo de expectoracdo foi ineficaz ou em que se colo-
cam diagnésticosdiferenciai s, nomeadamente neoplasica,
que tornam inaceitavel a demora na obtencéo de amos-
tras.

O aspirado gastrico pode ser necessario nos doentes,
particularmente criancgas, incapazes de colaborar na co-
Iheitaou que ndo conseguem expectorar, mesmo apdsina-
lacZo de aerosoll. Baseia-se na presenca de MT nas se-
cregOes respiratorias que sdo deglutidas durante anoite e
se acumulam no contelido géstrico. Devem aspirar-se cer-
cade 50 ml de contetido gastrico, logo no inicio damanh,
apbsjejum de 8 a 10 horas, com o doente ainda deitado.!
Geralmente procede-se acolheitadetrésamostras, em trés
dias consecutivos que devem ser enviadas deimediato ao
|aboratorio, até quatro horas ap6s a colheita, ou em alter-
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nativa conservadas num frasco com agente neutralizante
da acidez gastrica (100 mg de carbonato de sodio)12. Nas
criancas, é possivel o isolamento de MT no aspirado gas-
trico em cerca de 40% dos casos com doenca pulmonar
radiol ogicamente significatival.

Apesar dadiminui¢do do nimerototal decasosde TB,
nos paises desenvolvidos, tem-se verificado um aumento
gradual e continuo da proporc¢éo das formas extra-pulmo-
nares, principal mente devido ao nimero crescente de do-
entesimunocomprometidos. Virtualmente, qual quer teci-
do orgénico pode ser atingido, pelo que o tipo de amos-
tras colhido para diagnostico depende do local da doen-
¢a. Os produtos extra-pulmonares mais frequentemente
enviados ao laboratorio parapesquisade M T s&o os aspi-
rados, incluindo pus, as bidpsias, a urina e os liquidos
estéreis, nomeadamente, o liquido pleural, o liquido peri-
cardico, o liquido peritoneal, o liquido cefalo-raquidiano
(LCR) eoliquido sinovial. Os produtos extra-pulmonares
sdo habitualmente pobres em bacilos (paucibacilares), o
gue acarretaproblemas extraem termos de col heita, condi-
cionamento e transporte, assim como torna a pesquisa do
MT, quer em exame directo, quer em exame cultural parti-
cularmente dificil . Devem ser colhidos em recipientes es-
téreis, paraminimizar acontaminagdo com outras bactéri-
as, sem conservantes, para ndo comprometer a viabilida-
de dos bacil os e enviados rapidamente para o laboratorio,
afim de evitar a proliferacdo de outros microrganismos.
Na impossibilidade do envio imediato da amostra, esta
pode ser acondicionada a temperatura de 4 a5°C.

No caso particular daTB pleural, apobrezaem bacilos
no liquido pleural limita, namaioriados casos, aobtengédo
de positividade no exame directo a menos de 5% dos ca-
sos e culturas positivas a menos de 58% dos casost1415,
Por seu lado, abidpsiapleural mostragranulomasinflama-
térias em cerca de 60% dos doentes!. Ha estudos que
sugerem uma capaci dade de diagnosti ca proximados 90%
com acombinacdo daandlisedo liquido e dabidpsiapleu-
rall. Naverdade, os exame micobacteriol 6gicos (directo e
cultural) do liquido pleural, combinados com abidpsiapleu-
ral para estudo micobacterioldgico (directo e cultural) e
anatomopatol 6gi co (deteccdo de granulomas) parecem ser,
actualmente, aformamaissensivel paradiagnosticar aTB
pleural, apesar dos resultados fal sos negativos ocorrerem
em 15 a20% dos casos*1°.

Nasuspeitade TB renal, aanalise micobacteriol 6gica
detrésamostras daprimeiraurinadamanha, do jacto mé-
dio, colhidas em trés dias consecutivos, apds higiene cui-
dadosa, podera ser solicitada. O exame cultural € aquele
gue assume maior importanciadiagnostica, umavez que o
exame directo da urina é habitual mente negativo, haven-
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do autores que ndo |he reconhecem vantagem em termos
de relaggo custo-beneficiol.

Em determinadas circunstancias, quando ndo for pos-
sivel aobtencéo de diagndstico por técnicas menosinva
sivas, pode ser necessario 0 exame micobacteriolégico e
histol 6gico de amostras obtidas por aspirado e biopsiade
lesbes suspeitas (pulmonar, pericardica, peritoneal, de
ganglios linfaticos, 0ssea, de articulages, intestino, epi-
didimo, etc.). A por¢do daamostraconservadaem formal -
deido para exame histolégico ndo pode ser usada para
examecultural.

Nos doentes com imunossupressao grave, particular-
mente nosinfectados pelo VIH, o exame micobacteriol 6gico
defezespode ser Util, quando se suspeitade TB intestinal
ou de infecgdo por Mycobacterium avium. A pesquisa de
MT em amostras de sangue ou medula 6ssea devera ser
solicitada, perante a suspeita de TB disseminada. Nestes
casos deve ser solicitado ao laboratério o meio de cultura
adequado e aamostra deve ser colhida directamente para
este e enviada rapi damente ao laboratorio.

Examemicobacteriolégicodirecto

O exame micobacteriol 6gico directo é umatécnicaréa
pido, que desempenhaum importante papel no diagnosti-
co presumptivo de TB. Baseia-se nas caracteristicas da
parede celular das micobacterias, com elevado teor em li-
pidos, o que Ihes confere resisténcia a descol oragéo por
acool-acido. A maioriados programasde lutacontraaTB
enquadra 0 exame micobacteriol 6gico directo na avalia-
cdoinicial dos casos suspeitos. Paraaém da positividade
do exame directo, o microbiologistadeverafornecer tam-
bém uma no¢do quantitativa da carga bacilar. De acordo
com anovadefini¢do daOMS, adefini¢do de um caso de
TB, a partir de um exame directo positivo baseia-se na
presencade pelo menos um bacilo dcool &cido resistente
(BAAR), em pelo menos umaamostra de expectoragzo’.
Trata-se de um examerapido, defécil execugdo e debaixo
custo. E, porém, umatécnicacom baixasensibilidade, exi-
gindo a presenca de, pelo menos, 10* bacilos/ml para se
obter um exame positivo. Astaxas de positividade variam
entre 20 e 80% dos casos confirmados por exame cultu-
rall. A sensibilidade é mais reduzidanas formas paucibaci-
lares, nas criangas, idosos e imunossuprimidos. Por outro
lado, o seu valor preditivo positivo para TB é baixo (50 a
80%) nos locais onde o isolamento de Micobactérias ndo
tuberculosas (MNTB) é comum?.

O exame micobacteriol gico directo pode ser realizado
por diferentes métodos. A técnicade Ziehl-Neelsen (ZN),
umadas mais utilizadas, baseia-se nacoloragéo pelafucsina
basi caque confere aos BAAR uma cor avermel hada apos

lavagem por &l cool-&cido. A técnica de fluorescéncia ba-
seia-se na col oragdo pelaauramina, permitindo avisuali-
zag80 dos BAAR como bacilos amarel o-fluorescentes
guando observados em microscopia de fluorescéncia. A
técnicade ZN requer uma observagéo com ampliacdo de
1000x, ao passo que para a coloragdo fluorescente basta
umaampliacdo de 250 ou 450x. Embora, de acordo com a
maioria da literatura, as sensibilidades das duas técnicas
sejam sobreponiveis, alguns autores, tém considerado mais
sensivel o método da fluorescéncia, justificando-o pelo
facto de ser umatécnica mais répida e menos fatigante®.

Um exame micobacteriol gico directo positivo, num
doente com alto risco, faz o diagndstico de presuncdo de
TB, apesar dendo diferencar otipo de BAAR, hem permi-
tir distinguir bacilos vivos de bacilos mortos. Assim, a
positividade em exame directo deve ser interpretada no
contexto clinico e epidemiol égico, de modo, afazer o diag-
nostico presuntivo de TB e permitir o inicio detratamento
antes de ser feitaaconfirmagao pelo exame cultural.

Apesar daslimitagdes apontadas, 0 exame directo man-
tém-se Util, quer naavaliacdo inicial e deteccéo de novos
casos, quer através de uma leitura quantitativa da carga
bacilar, ao avaliar o grau deinfecciosidade e, como exame
de monitorizagdo da resposta a terapéutica, através da
variagdo dacarga bacilar.

Examemicobacterioldgico cultural

Conformejafoi referido, o exame micobacteriol 6gico
directo ndo confirma o diagndstico de TB, ja que outras
MNTB também s&o 8 cool-&cido resistentes. Por outro lado,
0 exame cultural é o tinico método que confirmaaviabili-
dade das micobactérias!’.

Mesmo nos casos assintomati cos, ou com radiografia
detdrax normal, um resultado cultural positivo defineum
caso activo, com necessidade de tratamento, umavez ex-
cluida a possibilidade de contaminag@o da amostra por
MT.

Assim, o exame cultural continua a ser fundamental,
dado que uma cultura positivaparaMT faz o diagndstico
de TB. Bastaapresencade 10 bacilos/ml de amostrapara
se obter um exame cultural positivo, sendo, assim, uma
técnicamais sensivel que o examedirecto. Em geral, asen-
sibilidade do examecultural éde 80-85% e aespecificidade
de aproximadamente 98%?. Um exame cultural positivo
permite avaliar asensibilidade aosféarmacos antibacilares
edemonstrar aeficéciado tratamento, ao determinar quan-
do um doente deixade ser contagioso. Apesar de o exame
cultural se manter como gold-standard no diagnéstico e
seguimento das infecgdes micobacterianas €, porém, um
processo muito demorado, podendo requerer até 60 dias
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para se obter um resultado definitivo. Tal facto advém do
crescimento lento do MT.

Os meios de cultura sélidos, dos quais 0 meio de
L 6westein-Jensen (LJ) € 0 maisusado, permitem umalei-
tura quantitativa, através da contagem do ndmero de co-
|6nias, 0 que o tornao mais adequado paraamonitorizacao
do tratamento. O crescimento € porém muito demorado,
sendo necessdrias cerca de 2 a 3 semanas para obter um
resultado positivo.

Os meios de cultura liquidos (meio Middlebrook) sdo
meios maisenriquecidos, o que lhes confere umamaior sen-
sibilidade. O aparecimento de s stemas autométicos e semi-
autométicos de leiturado crescimento das micobactériasem
meio liquido constituiram um importante avanco na
micobacteriologia Estessi stemaspermitem umadeteccGo mais
precoce do crescimento utilizando diferentes métodos: (1)
radiométrico (libertaggo de CO2 marcado por Carbono 14, no
Bactec 460TB®), (2) fluorimétrico (libertacio deum compos-
to fluorescente devido ao consumo de O,, no MGIT® eno
Bactec MGI T 960%), (3) colorimétrico (bassado naaquisicio
de cor por parte do meio de cultura, através de umareaccéo
de redugdo secundéria ao consumo de O, pelo MT, no MB
Redox®). Destaforma consegue-se obter umaculturaposi-
tivaentre5al5 dias, sendo os meios maisindicados paraa
deteccdo de novos casos. No entanto, os meios liquidos
ndo permitem a quantificacdo do crescimento das
micobactérias e sdo parti cularmente propicios acontamina-
¢&0 por outras bactérias. Paramelhorar aespecifidade pode
ser utilizadaconcomitantemente aculturaem meio solido™.

Atendendo ao possivel crescimento de bactérias
contaminantes nos meios de cultura (liquidos e solidos), a
constatacdo de uma cultura positivaimplica confirmagdo
de se tratar de uma micobacteria. Tal pode ser efectuado
macroscopi camente pel o aspecto morfol 6gico das col ni-
as, tipicamente rugosas e ndo pigmentadas no caso de
MT, e microscopicamente por coloragdo de ZN, identifi-
cando BAAR agrupados em cordas.

I dentificacdo dasestir pes

Actualmente conhecem-se um grande nimero de es-
pécies de micobactérias, maisde 100, algumas patogénicas
(MT, Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum),
outras potencialmente patogénicas e outras saprofitas,
cujo isolamento ndo tem implicagdes patol 6gicas ou tera-
péuticas. Assim, oisolamento deum BAAR implicasem-
pre aidentificacdo da espécie micobacteriana.

O aspecto morfol dgico da col bniaem meio de cultura
sdlido, rugoso e ndo pigmentado, e 0 aspecto microscopi-
co emlaminacom BAAR agrupados em cordas sao suges-
tivos de MT.
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Contudo aidentificac&o definitivarequer outros méto-
dos. Os métodos fenotipicos ou bioquimicos baseiam-se
em reacgBes bioquimicas, nomeadamente aactividade cata-
I&sica, presencade nitrato reductase e acumulagéo de nia-
Cina, que o tornam um processo lento, podendo demorar 1
a4 semanas. Os métodos genotipicos ou moleculares ba-
selam-se hadeteccdo do &cido ribonucleicodoMT (Accu-
probe®) ou naamplificagio do &cido desoxirribonucleico
(Genotype®), o que permite um resultado maisrépido, com
sensi bilidade e especifidade proximas dos 100%!1.

TestesdeDiagnostico Répido: Testesdeamplificacédo
deéacidosnucleicos

Ostestesde amplificacéo de acidosnucleicos (TAAN),
surgiram com o intuito de fornecer ao clinico um resultado
maisrapido e preciso. OsTAAN, dosquaiso maisvulgar-
mente usado é a Polymerase Chain Reaction (PCR), sdo
testes de deteccdo répida, que permitem umarespostaem
24 a 48 horas e sdo especificos para 0 MT-complex. Ha
vérioskitsde TAAN comercializados, cadaum deles utili-
zando um método diferente paraamplificar regides especi-
ficas dos &cidos nucl el cos que permitirem encurtar otem-
po necessario ao diagnostico.

Os TAAN requerem um laboratério com técnicos ex-
perientes e equipamento especifico, o que encarece o pro-
cedimento, sendo cerca de 14 vezes mais caro que um
examedirecto.

A sensibilidade eaespecificidade dosTAAN tém sido
extensivamente estudadas, tendo-se observado divergén-
cias de resultados®.

A grande maioria dos estudos aponta para uma espe-
cificidade muito alta no diagnéstico da TB pulmonar e
extrapulmonar-6:1518-20 Os TAAN podem dar resultados
positivos em amostras com menos de 10 bacilost. Alguns
estudostém revelado el evadas sensibilidades e com val o-
res sobreponiveis, independentemente da amostra colhi-
daser pulmonares ou extra-pulmonares'®. Outros, porém,
tém revelado resultados maisvaridvels, em termos de sen-
sibilidade, dependendo do tipo de amostrab18-20, V&rios
estudos tém demonstrado que a sensibilidade dos TAAN
dependem no niimero de bacilos naamostra, sendo a sen-
sibilidade maior em amostras com mais de 50 col6nias /
cultura. A sensibilidade tem sido mais baixa nas formas
paucibacilares, TB pulmonares com exame directo negati-
vo e TB extra-pulmonares!8-20, Em contrapartida, asensi-
bilidade tem sido maior nas amostras pulmonares onde o
exame directo é positivo.

Comparativamente ao exame directo, o valor acrescen-
tado dos TAAN baseia-se no seu maior valor preditivo
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positivo (> 95%) nas amostras com exame directo positivo
e capaci dade de detectar mais precocementeo MT, em 50
a80% das amostras com exame directo negativo e cultura
positival-2l, Comparativamente ao exame cultural, amais
valiados TAAN consiste na precocidade de diagndstico,
em 80 a 90% dos doentes com suspeita de TB, posterior-
mente confirmadaem exame cultural 121, Nas amostras néo
respiratorias, asensibilidade é maisbaixa, entre 43 e 76%1°.
A especificidade da técnica é muito elevada para 0 MT-
complex, cercade 95% eindependente dapesquisa ser efec-
tuadaem amostras respiratorias ou extra-respiratorias. 1> As
principais limitacbes dos TAAN, advém dos resultados
fal sos positivos e falsos negativos associados a esta téc-
nica. Os resultados falsos positivos devem-se, sobretu-
do, a problemas de contaminag&o da amostra. Por outro
lado, o DNA do MT persiste na amostra, durante varios
meses apos o inicio ou mesmo fim do tratamento anti-
bacilar, ndo sendo possivel, por esta técnica, distinguir,
bacilos vivos de bacilos mortos.

A presenca de inibidores da amplificacdo enzimética
na amostra, pode ser responsavel pelaobtencdo de resul-
tados falsos negativos nos TAAN®, A presenca de ini-
bidores é maisfrequentemente em amostras extra-pulmo-
nares, particularmente no liquido pleural, o quejuntamen-
te com o facto de serem produtos paucibacilares e com
umadistribuic¢&o ndo uniforme dos bacilos, podem levar a
resultados fal sos negativos, limitando a sensibilidade dos
TAAN nestes produtos. Tém também sido detectados em
cercade 3 a 7% das amostras de expectoracio?!. Assim,
devera ser sempre pesquisada a presenca de inibidores
em todas as amostras. Se ndo forem detectadosinibidores
e, faceaum TAAN negativo, uma positividade em exame
directo podera corresponder ainfecgso por MNTB2L,

Deacordo com aliteratura, os TAAN n&o podem subs-
tituir os exames micobacteriol 6gicosdirectosou culturais,
devendo antes ser interpretados em conjunto com estes e
com a clinica>181922. Os Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) defendem arealizagdo de TAAN
em, pel o menos, umaamostrarespiratoriaem doentes com
suspeitade TB pulmonar2t. Num doente com exame direc-
to positivo, um TAAN positivo confirmao diagndstico de
TB321, O CDC defende, porém, umaatitude mais cautel o-
sa, referindo que os TAAN néo sfo suficientemente sen-
siveis para excluir o diagnostico de TB em doentes com
exame directo negativo, uma vez que s detectam 50 a
80% dos casos, posteriormente confirmados por cultu-
ra?l. Duas meta-andlises reforcam a baixa sensibilidade
dosTAAN nos doentes com exame directo negativo, opon-
do-se, por isso a sua utilizagdo para excluir TB nestes
doentes!®. Quando os resultados obtidos por TAAN e

por exame directo sdo discordantes, a sensibilidade do
TAAN continua a ser aceitével (82%), contudo a baixa
especificidade (18%) traduz-se num valor preditivo quase
nulo?2. Num caso com exame directo negativo e TAAN
positivo (caso provével), aintegraco clinicaéfundamen-
tal no sentido de se iniciar ou ndo tratamento antes da
obtenc¢do do resultado da cultura.

OsTAAN néo se encontram validados para monitori-
zacdo da resposta a terapéutica, uma vez que se verfica
persisténciado DNA mesmo apdsamorte do bacilo e, por
vezes por periodos superiores a 12 meses. No entanto,
mais recentemente, alguns estudos tém sugerido que uma
novatécnica, o PCR em tempo real, baseadana determina-
¢do seriadaquantitativado DNA do M T enaavaliacdo do
seu perfil evolutivo, ao longo do tempo, poderaser Util na
monitorizag8o da resposta ao tratamento e na avaliagéo
do curso daTB17:23, Por umlado, umvalor inicial elevado
do nimero de copias de DNA do MT podera ter valor
preditivo de mau progndsticol’. Por outro lado, foi de-
monstrada uma diminui¢&o estatisticamente significativa
do nimero de copias de DNA de MT no decurso do trata-
mento bem sucedido!’. Assim, segundo estes autores, 0
PCR em tempo real, apesar de néo avaliar directamente a
viabilidade das bactérias, ao analisar o perfil evolutivo da
quantidade de DNA do MT no decurso do tratamento
antibacilar, possibilitainferir acercade umarespostafavo-
rével ou desfavoravel aterapéutical’-23,

SensibilidadeaosAntibacilares

Paraa ém do i solamento damicobactériaedasuaidenti-
ficagdo é igualmente papel do laboratorio de micobacte-
riologiaadeterminacéo da sensibilidade aos farmacos anti-
bacilares.

Asestirpesde MT resistentes aos farmacos antibaci-
lares constituem um fenémeno emergente em todo o mun-
do e que acarreta problemas em termos de tratamento ede
medidas de salide publica?*. Nesta perspectiva, apos o
isolamento do M T em exame cultural éfundamental aava-
liagdo do seu perfil de sensibilidade aterapéutica. A Direc-
¢ao Geral de Salde (DGS) estabel ece que devem ser reali-
zados testes de sensibilidade aos antibacilares (TSA) de
primeira linha em todos os casos de isolamento de MT
complex, tanto NOS NOVOS Casos Como Nos retratamentos?.
Por outro lado, 0s TSA devem igual mente ser repetidos se
um doente mantiver culturas positivas, ao fim detrés me-
ses de tratamento, ou desenvolver culturas positivas apés
um periodo com culturas negativasl. Mais uma vez, os
meiosliquidos, particularmente osnovos sistemas (MGIT
960) permitem obter de umaformamaisrapidao perfil de
sensibilidade do MT aosfarmacos de primeiralinha.
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Actua mente existem aindatécni cas que permitem de-
tectar, directamente em amostracom exame directo positi-
VO, as mutagBes mais frequentes associadas a resisténcia
aisoniazida e/ou rifampicina, através de amplificacéo e
hibridizagcdo com sondas especifica. A DGS estabel ece que
devem ser realizados testes rapidos (molecular) de
deteccdo de multirresisténcia sempre que se suspeite de
TB multirresistente (TBMR)?5. S&o considerados casos
suspeitos todas os individuos com tratamento antituber-
culoso anterior, os contactos de doentes com TBMR ou
populagdes derisco acrescido de multirresisténcia (profis-
sionaisde sallde, infectados pelo VIH, toxicodependentes,
reclusos, imigrantes e residentes em éreas de ata preva-
Iénciade TBMR)Z8. Sempre que se verificar positividade
no teste molecular de multirresisténcia, de acordo com a
circular normativadaDGS, deve ser efectuado, em simul-

taneo, o teste de sensibilidade aos farmacos de 12 e 22
linha?>26,

Estudobioquimico dasamostras

Numa meningite tuberculosa, alteracdes do perfil
bioquimico do LCR, com elevag&o das proteinas (> 50%
da concentragéo sérica), linfocitose e glicose baixa sdo
frequentes, devendo mesmo, quando presentes, levantar
asuspeitadiagnéstica. Umaamostrade, pelo menos5ml,
de LCR deve ser enviada para cultura de MT. O exame
cultural pode dar resultados positivos, ao passo que o
examedirecto do L CR é habitual mente negativo.

Para além do liquido pleural, também o liquido peri-
toneal e pericardico podem ser utilizados para diagndsti-
codeTB. Umvalor elevado de proteinas (> 50% do val or
sérico), apresencalinfocitose e de niveisbaixosde glicose
s8o comuns nas inflamagdes tubercul osas, ndo permitin-
do, porém, fazer o diagnostico. V &rios estudostém susten-
tado o papel do doseamento da adenosina desaminase
(ADA) nestes liquidos para o diagndstico de TB.

A ADA éum marcador inflamat6rio inespecifico liber-
tado pelos linfécitos, macrofagos e neutréfilos, que pode
ser pesguisada em vérios liquidos biol 6gicos, nomeada-
mente liquido pleural, pericérdico, peritoneal e LCR, pro-
dutos paucibacilares, onde o isolamento do MT pode ser
dificil. Por outro lado, a realizag&o de bidpsia, que tem
mel hor acuidade diagndstica, nem sempre é possivel, par-
ticularmente ado pericérdio, peritoneal e do SNC. Vérios
estudos tém apoiado o papel do doseamento daADA nes-
tes liquidos bioldgicos no diagndstico de TB, baseados
na sua el evada acuidade diagn6sticab1527-31, No estudo
dos derrames pleurais, tem uma especificidade elevada,
guando se trata de um exsudado com predominio de lin-
focitos, particularmente searelagéo linfocitos/neutréfilos
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(L/N) for superior a0,75830:31 O doseamento daADA é
um procedimento simples e barato®. A sua determinagéo
isolada tem elevada sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo, respectiva-
mente 91%, 81%, 84% e 89%.31 Tem sido sugerido que, em
zonasde baixaprevalénciade TB, o valor preditivo nega-
tivo da ADA seria suficiente para dispensar a realizacgo
de bidpsia pleural, caso a determinacdo da ADA fosse
negativa®l. No oposto, em zonas de elevada prevaléncia
de TB, a determinagdo positiva de ADA teria um valor
preditivo positivo de TB de 99%31. De referir, contudo,
gue outras patologias, designadamente infec¢es bacte-
rianas, empiemas, doencas do tecido conjuntivo (IUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide) e neoplasias, par-
ticularmente do foro hematol égico, podem causar eleva-
¢do dosvaloresdaADA, o que podelimitar aseu papel no
diagndstico®!. Esta limitag8o podera ser colmatada pelo
uso, em conjunto, no liquido suspeito do doseamento da
ADA edarazéo L/N = 0,75. Quando o valor elevado de
ADA for considerado em conjunto comumarelacdo L/N >
0,75, no liquido pleural, a sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e valor preditivo negativo sdo,
respectivamente, 88%, 95%, 95% e 88%6531.

Emboraosvalores possam diferir entre osvérios|abo-
ratorios, os limites de referéncia mais habitual mente usa-
dossdo de40 U/L, nosliquidospleural, pericérdico e peri-
toneal ede10U/L no LCR.

V &rios estudos tém avaliado a acuidade da determina-
¢do de marcadores inflamatorios inespecificos no diag-
néstico de TB15. O interferéo-y (IFN-y) tem sido acitocina
mai s estudada, havendo vérios estudos que evidenciam o
papel do seu doseamento no liquido pleural no diagnésti-
co de TB, tendo uma acuidade diagndstica superior a da
ADAD,

A acuidade diagnoéstica do doseamento de outros
marcadoresinflamatérios (neopterina, leptinaelisozima)
tem sido estudada, apresentando valor diagndstico inferi-
or a0 daADA edo IFN-y1.

AnatomiaPatoldgica

As bidpsias podem ter implicagdes diagndsticas, par-
ticularmente nas formas extra-pulmonares, dado que o
valor diagndstico de amostra histol 6gi ca da serosaenvol-
vida € superior ao estudo citoldgico do liquido associa
dol. Particularmente, no que respeitaa TB pleural, o en-
volvimento em toalha da serosa confere, mesmo abidpsia
pleural fechada uma elevada rentabilidade diagndsticad? 34,
Perante clinica e epidemiol ogia sugestivas, mesmo naau-
séncia de isolamento microbiol 6gico, num derrame com
caracteristicas de exsudado, com predominio delinfécitos
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e ADA elevada, a identificacdo anatomopatol égica, na
pleura, de granulomas epitelioides, rodeados delinfdcitos,
com necrose de caseificagdo central e apresencade célu-
las gigantes multinucleadas tipo Langerhans apoiam a
suspeita de TB, apesar de ndo serem patognomonicas.

CONCLUSAO

O diagnostico rapido e preciso daTB e o inicio preco-
ce do tratamento sdo factores de grande importancia para
reduzir amorbilidade, mortalidade e minimizar o risco de
contagio.

Os exames micobacteriol gicos, apesar das suas limi-
tagBes continuam a ser os exames de referéncia no diag-
nostico de TB. A identificagdo de BAAR em examedirec-
to, apesar das limitagOes de sensibilidade continua a ser
fundamental no diagnostico precoce. O exame cultural,
apesar de demorado, continua a ser a técnica gold-
standard no diagndstico da TB.

Variastécnicas auxiliares de diagndstico tém sido de-
senvolvidas no sentido de ultrapassar estas limitacoes.

Os TAAN sdo testes rgpidos de identificacéo do MT.
No entanto, apresentam sensibilidade muito variavel, em
funcéo do tipo de amostra e dacarga bacilar damesma. A
sua correcta interpretacdo requer integracéo com dados
clinicos e micobacteriol 6gicos.

A ADA e o IFN-y so os biomarcadoresinflamatorios,
cujo doseamento em liquidos biol 6gicos potencia mente
infectados apresenta maior acuidade no diagndstico da
TB.

Uma vez que nem sempre € possivel isolar o MT, o
diagndstico e a decisdo de iniciar tratamento dependem
daintegracdo de dados epidemiol égicos, clinicos, imagio-
|6gicoselaboratoriais.
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