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Resumo

Objetivo: O Mycobacterium tuberculosis, sob certas condicdes apropriadas, cresce em corddes de serpentinas, denominados de fator corda,
ou crescimento em cordas. O objetivo deste estudo ¢ avaliar a deteccdo do fator corda como método de identificacdo presuntiva do complexo
M. tuberculosis, comparando-o aos testes de tipificacio (TIP) convencionais. Método: Foram analisadas 743 cepas, de janeiro de 2002 a
dezembro de 2005, na Area de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz - Santos, obtidas de isolados clinicos coletados de pacientes sinto-
maticos respiratorios ou com suspeita clinica de tuberculose pulmonar e/ou micobacterioses, atendidos nas Unidades Basicas de Saude da
Baixada Santista. Foram feitos esfregacos das cepas de micobactérias isoladas em meio liquido MB/BacT e meio sdlido, Lowenstein-Jensen
ou Ogawa-Kudoh, sendo 301 (40,5%) cepas em meio liquido e 442 (59,5%) em meio solido. Resultados: Os resultados de sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos, obtidos com a comparacdo do desempenho do método em ambos os meios de
isolamento e TIP convencionais, foram respectivamente 98,5, 88, 97 e 93%. Observou-se maior sensibilidade do método em meio sdlido
(100%), com uma diferenca de sensibilidade entre os meios analisados de apenas 2,7%. Conclusées: Conclui-se, pelos resultados obtidos,
que o fator corda ¢ um critério real e rapido na identificacdo do complexo M. tuberculosis; além disso, em laboratorios com alta prevaléncia
do complexo M. tuberculosis e que nao dispdem de técnicas que permitam a precocidade de sua identificacdo, o fator corda possibilita o
direcionamento aos testes conclusivos de identificacdo e adicionais de sensibilidade que se facam necessarios.

Descritores: Técnicas e procedimentos de laboratorio; Mycobacterium tuberculosis; Fatores Cord.

Abstract

Objective: Virulent strains of the Mycobacterium tuberculosis complex, under certain appropriate conditions, grow as characteristic ropes,
bundles or serpentine cords known as cord factor or growth in cords. The objective of the present study was to evaluate cord factor detection
as a method of achieving presumptive identification of the M. tuberculosis complex, comparing it to conventional typing tests. Methods: A
total of 743 strains were analyzed from January of 2002 to December of 2005 in the Mycobacteria Sector of the Adolfo Lutz Institute,
located in the city of Santos, Brazil. Samples were obtained from clinical specimens collected from patients with respiratory symptoms
treated at basic health clinics in the greater metropolitan area of Santos. Ziehl-Neelsen-stained smears were prepared, 301 (40.5%) in
MB/BacT broth and 442 (59.5%) on solid media, either Lowenstein-Jensen or Ogawa-Kudoh. Results: The sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value obtained during the performance comparison of the two methods (cord factor detection and
conventional typing) using both isolation media were, respectively, 98.5, 88, 97 and 93%. The method was more sensitive on solid medium
(100%), and the difference in sensitivity between the two media types was only 2.7%. Conclusions: Taking into consideration the results
obtained, we conclude that, in laboratories with a high incidence of M. tuberculosis complex isolation and limited economic resources, cord
factor detection is a fast and valid criterion for identifying these mycobacteria using liquid or solid medium. 1t also enables subsequent
conclusive identification tests, as well as additional sensitivity tests when necessary.
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Introducao

A tuberculose (TB) é uma das enfermidades
mais antigas, com ampla distribuicdo geografica,
constituindo um sério problema de saude publica
no mundo e no Brasil."” Ocorre em paises desen-
volvidos ou de economias emergentes, mas que
expdem contrastes profundos de desenvolvimento,
e estd associada a altos indicadores de pobreza,
destacando-se na agenda de prioridades nos paises
em desenvolvimento.?

Seu agente etioldgico € o Mycobacterium tuber-
culosis, e a forma clinica mais comum ¢ a pulmonar.
A via de transmissdo mais freqliente ¢ o contato
pessoa a pessoa, a partir de uma fonte de infeccdo
com lesdes pulmonares.®)

Segundo estimativas realizadas pela Organizacio
Mundial de Saude (OMS), a TB é responsavel por
2,7 milhdes de mortes anuais, 95% das quais em
paises em desenvolvimento. Projecdes feitas em
1995 indicam que, até o ano de 2005, ocorrerdo
11,9 milhdes de casos novos da doenca anual-
mente. O Brasil ocupa o 16° lugar entre os paises
responsaveis por 80% do total de casos de TB no
mundo,*” apresenta o maior nimero de casos da
América Latina,® e esta entre os 22 paises consi-
derados prioritarios pela OMS,” com uma taxa de
incidéncia de 60 por 100.000 habitantes e 7,8 de
mortalidade.”

0 Estado de Sao Paulo notifica anualmente cerca
de 21.000 casos, sendo, em numeros absolutos, o
maior contingente de casos do Brasil. Em 2005, a
incidéncia de TB no Estado de Sio Paulo foi de
43,9 casos por 100.000 habitantes; ndo foi a maior
do Brasil, mas situa-se proxima a média nacional
que, em 2004, foi de 44,1 por 100.000 habitantes.
Dos 645 municipios que compdem o Estado de Sdo
Paulo, dez concentram 53% dos casos novos.®

A Regido Metropolitana da Baixada Santista,
localizada no litoral paulista do Estado de Sdo Paulo,
¢ a terceira regido mais populosa do estado, com
cerca de 1.500.000 de pessoas distribuidas em nove
municipios, na qual situam-se 8 dos 73 municipios
prioritarios para o Programa Nacional de Controle
da Tuberculose (PNCT). Em 2002, 2003 e 2004, a
incidéncia de TB na Baixada Santista foi de 95,2,
99,2 e 94,9/100.000 habitantes, respectivamente.®*)
Frente ao atual quadro epidemiologico desta enfer-
midade, o diagndstico rapido das micobacterioses ¢
um desafio constante do PNCT.

Em conseqiiéncia do glicolipideo dimicolato de
trealose, presente na parede da célula bacteriana, e
em condicdes apropriadas, nota-se, nas cepas viru-
lentas do bacilo da TB, o crescimento do complexo
M. tuberculosis em cordas serpentiformes microsco-
picas, denominadas de fator corda, ou crescimento
em cordas, nas quais os bacilos alcool-acido resis-
tentes (BAAR) estio dispostos em cadeias paralelas.!?
Estudos tém avaliado a utilizacdo do fator corda em
meio liquido como um resultado presuntivo confiavel
para a identificacdo rapida e precoce do complexo
M. tuberculosis, em laboratdrios que utilizam a
metodologia automatizada no isolamento das mico-
bactérias."

0 método tem sido utilizado, ainda, como
triagem, na identificacdo presuntiva do complexo
M. tuberculosis, juntamente com a avaliacdo da
morfologia colonial em meio solido, possibilitando
um direcionamento pratico e de baixo custo aos
testes adicionais de identificacdo ou sensibilidade
que serdo necessarios.!""'?)

Diante dessa realidade, e mna qualidade de
Laboratorio Regional, realizamos este estudo
com o objetivo de avaliar a presenca do fator
corda como identificagdo presuntiva do complexo
M. tuberculosis, utilizando cepas de micobacté-

Tabela 1 - Comparacio do resultado presuntivo do fator corda e testes de tipificacdo convencionais de 743 cepas,

analisadas no periodo de 2002-2005.

Identificagcdo presuntiva ne culturas TIP convencional®
Complexo Mtb MNT
ML (n°/%) MS (n°/%) ML (n°/%) MS(n°/%)
FC positivo (complexo M. tuberculosisy 608 (82%) 336 (56%) 255 (42,5%) 12 (8,4%) 05 (3,6%)
FC negativo (MNT) 135 (189%) 09 (1,5%) 00 (-) 85 (59%) 41 (29%)

Total 743 (100%)

600 (100%) 143 (100%)

“Resultados obtidos a partir dos testes de Gen-Probe (sondas de DNA), andlise morfoldgica de crescimento e demais métodos
bioquimicos tradicionais. Complexo Mth: complexo Mycobacterium tuberculosis; FC: fator corda; ML: meio de isolamento liquido;
MNT: micobactérias ndo tuberculosas; MS: meio de isolamento solido; e TIP: teste de tipificacéo.
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rias isoladas em meio liquido MB/BacT e solido,
Lowenstein-Jensen ou Ogawa-Kudoh. Pretende-se
demonstrar que este método rapido, facil, sensivel
e de baixo custo, pode ser realizado com segurancga
em nosso Laboratdrio e nos laboratdrios locais da
regido que utilizam o isolamento de micobactérias
em meio sélido.

Métodos

Este estudo foi realizado a partir da analise do
acervo de 743 cepas de micobactérias (2002-2005)
sendo 301 (40,5%) cepas em meio liquido e 442
(59,5%) em meio solido, isoladas de espécimes
clinicos coletados de pacientes sintomaticos respi-
ratdrios ou com suspeita clinica de TB pulmonar e/
ou micobacterioses, atendidos nas Unidades Basicas
de Saude da Baixada Santista, segundo técnicas
recomendadas pelo Ministério da Saude.""

Realizou-se um esfregaco direto de cada cepa, a
partir do meio de isolamento, e o mesmo foi corado
pelo método de Ziehl-Neelsen, segundo o Manual
de Bacteriologia da Tuberculose:

e esfregaco de cepa em meio liquido: realizado
diretamente em lamina, a partir do sedimento
obtido da centrifugacdo de 5 mL em meio
liquido.

e esfregaco de cepa em meio solido: realizado
diretamente em lamina com dagua desti-
lada estéril, a partir de uma alcada da cepa
isolada.

As laminas foram analisadas, e a presenca de

BAAR e formacio do fator corda foram anotadas.

A identificacdo da cepa como pertencente ao
complexo M. tuberculosis foi confirmada pela
andlise dos registros dos resultados dos testes de
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tipificacdo convencionais ja realizados anterior-
mente, nos quais a cepa foi submetida ao teste de
Gen-Probe (sondas de DNA), analise morfologica de
crescimento e demais métodos bioquimicos tradi-
cionais.'*1%)

0 estudo foi aprovado pela Comissio de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto
Adolfo Lutz.

Resultados

A prevaléncia de espécies de micobactérias
pertencentes ao complexo M. tuberculosis no
periodo em estudo (2002-2005) foi de 819%; assim,
a identificacdo presuntiva dessa espécie ¢ impor-
tante recurso diagnostico.

A partir dos resultados obtidos das 743 cepas
analisadas foi realizada a verificacdo da sensibilidade,
especificidade, bem como o valor preditivo, positivo
e negativo, da presenca do fator corda na identi-
ficacdo presuntiva do complexo M. tuberculosis
em meio liquido e solido, frente aos testes de
tipificacdo convencionais. Para tal, dividimos essa
andlise em trés etapas: avaliacdo do fator corda
em meio liquido, em meio sdlido e, por ultimo, o
desempenho do método frente ao total de cepas
analisadas (Tabela 1).

Em meio liquido, o fator corda na identificacdo
presuntiva do complexo M. tuberculosis apresentou
a sensibilidade, especificidade e valores preditivos
positivos e negativos de 97,3, 87,6, 96,5 e 90,4%,
respectivamente; em meio sélido, demonstrou
100% de sensibilidade, e 89% de especificidade,
com valores preditivos positivos e negativos de 98 e
1000%, respectivamente.

Tabela 2 - Espécies isoladas de 743 cepas, analisadas segundo o resultado da identificacdo presuntiva do fator corda,

no periodo de 2002-2005.

Espécies isoladas ne cepas MS ML
FC+ FC- FC + FC-
Complexo Mycobacterium tuberculosis 600 255 00 336 09
M. kansasii 50 02 12 09 27
Complexo M. avium 11 00 4 00 7
M. fortuitum 22 03 03 01 15
Outras 60 00 22 02 36
Total 743 (100%) 260 (86,4%) 41 (13,6%) 348 (78,7%) 94 (21,3%)
301 442

FC+: fator corda positivo; FC-: fator corda negativo; MS: meio de isolamento solido; e ML: meio de isolamento liquido.
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Nas Figuras 1 e 2, podemos observar a imagem
microscopica do M. tuberculosis e M. kansasii em
ambos os meios de isolamento.

Na comparacdo do desempenho do método em
ambos os meios de isolamento e na identificacio
final com testes de tipificacdo convencionais, os
resultados de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivos e mnegativos obtidos foram
respectivamente 98,5, 88, 97 e 93%.

Das 743 cepas estudadas, 608 (81,8%) foram
identificadas como pertencentes ao complexo
M. tuberculosis pela presenca do fator corda; destas,
591 (97,2%) foram confirmadas pelos testes de
tipificacdo convencionais e 17 (2,8%) foram identifi-
cadas como micobactérias ndo tuberculosas (MNT).

Coelho AGV, Zamarioli LA, Reis CMPV, Duca BFL

As espécies identificadas a partir dos métodos
convencionais, isoladas em meio liquido e solido,
relacionadas quanto a presenga ou auséncia do
fator corda, podem ser verificadas na Tabela 2.

Discussédo

Os valores de sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo encontrado em nossa
andlise estdo proximos aos ja descritos em litera-
tura.'® Qutros autores,'” ao examinarem o fator
corda como resultado presuntivo do complexo
M. tuberculosis isolados em meio liquido, apontam
90% de sensibilidade, numero esse proximo ao
obtido em nosso estudo.

Figura 1 - Mycobacterium kansasii, coloracdo de Ziehl-Neelsen, microscopio optico (aumento 1600x): a) em meio
liquido de isolamento, auséncia de fator corda; e b) em meio solido de isolamento, auséncia de fator corda.

Figura 2 - Mycobacterium tuberculosis, coloracdo de Ziehl-Neelsen, microscopio dptico (aumento 1600x): a) em meio
liquido de isolamento, presenca de fator corda; e b) em meio sélido de isolamento, presenca de fator corda.
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E possivel a observacio do fator corda em MNT,
pois estas produzem ‘pseudocordas’, isto ¢, cresci-
mento em cordas incompleto, onde a interpretacdo
dependera da experiéncia técnica (Figura 1). Do total
de cepas analisadas, 17 MNT (129%) foram descritas
como fator corda positivo, sendo 53% dessas iden-
tificadas como M. kansasii. Esses numeros sdo
considerados elevados quando comparados aos de
outros autores;!"'® porém, ressaltamos que tais
estudos ndo revelam o isolamento de M. kansasii,
além de serem em menor proporg¢io (16,9%) que os
apresentados por conhecido autor.'?

Ao analisar o desempenho do método em ambos
os meios de isolamento, tivemos apenas 1,5% das
cepas do complexo M. tuberculosis identificadas
como fator corda negativo, sendo 100% em meio
liquido. Tais diferencas mostram-se insignificantes
e sdo menores que as apresentadas por outros
autores, de aproximadamente 100.('>!7

A sensibilidade do método mostrou-se maior em
meio solido. Encontramos apenas 2,7% de diferenca
de sensibilidade ao analisar o método em ambos
os meios de isolamento, numero bastante relevante,
uma vez que a maioria dos Laboratorios de Saude
Publica do Brasil utilizam o meio sélido no isola-
mento de micobactérias, confirmando a viabilidade
deste método.

Efetuando-se cdlculos estatisticos para deter-
minacdo dos valores de concordancia entre os
métodos, observou-se: 96% de concordancia bruta,
69% de concordancia esperada e 87% de concor-
dancia ajustada (kappa).

Com base nos resultados dos valores preditivos
positivos e negativos deste estudo, podemos concluir
que o crescimento em cordas ¢ um critério real e
rapido na identificacdo do complexo M. tuberculosis
isolado em meio liquido e s6lido, possibilitando um
direcionamento aos testes conclusivos de identifi-
cacdo e adicionais de sensibilidade que se fizerem
necessarios, em laboratdrios com alta prevaléncia
do M. tuberculosis e que ndo dispéem de técnicas
que permitam a precocidade de sua identificacéo.
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