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APRESENTAÇÃO

A obra “Aspectos das doenças Infecciosas Bacterianas, Fúngicas e Virais” aborda 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Em seu volume IV, apresenta 
em seus capítulos, aspectos gerais e epidemiológicos das doenças infecciosas 
bacterianas, fúngicas e virais analisados em algumas regiões brasileiras.

As doenças infecciosas são causadas por agentes patogênicos como: bactérias, 
fungos, vírus, protozoários e parasitas. A maioria desses  agentes infecciosos é 
transmitida através do contato fecal-oral, resultante da contaminação de água e 
alimentos, direta ou indiretamente. 

Adicionalmente, temos um aumento da disseminação das infecções relacionadas 
à Assistência à Saúde, ou Infecções Hospitalares, que incluem infecções relacionadas 
a procedimentos ambulatoriais ou hospitalares, cuidados em domicílio e até as 
adquiridas por profissionais da saúde durante o desempenho de suas funções. O 
crescimento destas infecções se caracteriza como um grave problema de saúde 
pública, em especial pelo aumento da resistência microbiológica aos tratamentos 
disponíveis. Neste sentido, é extremamente importante que os profissionais que atuam 
na área da saúde conheçam os agentes infecciosos e as respectivas características 
patogênicas que acometem os seres humanos.

A importância em estudar e desenvolver aspectos relacionados à microbiologia 
objetiva principalmente a prevenção de certas doenças, impedindo a disseminação 
das infecções. Neste volume IV, dedicado às doenças infecciosas, reunimos um 
compilado de artigos com estudos dirigidos sobre doenças infecciosas bacterianas, 
fúngicas e virais em regiões brasileiras, com o intuito de ampliar o conhecimento dos 
dados epidemiológicos, contribuindo assim para a formulação de políticas públicas de 
apoio dirigidas às diferentes características regionais deste país continental.

A obra é fruto do esforço e dedicação das pesquisas dos autores e colaboradores 
de cada capítulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminação de 
conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa permitir uma 
visão geral e regional das doenças tropicais e inspirar os leitores a contribuírem com 
pesquisas para a promoção de saúde e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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A RELEVÂNCIA DA CULTURA NO DIAGNÓSTICO DA 
TUBERCULOSE NA ERA DO XPERT MTB/RIF®

Capítulo 20

Thaynan Sama Alves de Oliveira
Instituto Aggeu Magalhães, Departamento de 

Imunologia - FIOCRUZ 
Recife – PE

Ana Paula Mariano Ramos 
Instituto Aggeu Magalhães, Departamento de 

Imunologia - FIOCRUZ 
Recife – PE

Haiana Charifker Schindler
Instituto Aggeu Magalhães, Departamento de 

Imunologia - FIOCRUZ 
Recife – PE

Ana Albertina Araújo
Laboratório Municipal Julião Paulo da Silva

Recife - PE

Michelle Christiane da Silva Rabello
Instituto Aggeu Magalhães, Departamento de 

Imunologia - FIOCRUZ 
Recife – PE

RESUMO: A tuberculose (TB) é um problema de 
saúde pública e o diagnóstico precoce é crucial 
para o seu controle. Os testes convencionais 
de diagnóstico apresentam limitações, como 
baixa sensibilidade e demora na obtenção dos 
resultados. Visando suprir essa deficiência, o 
teste molecular Xpert MTB/RIF® foi incorporado 
na rotina laboratorial das cidades do Brasil com 
alta carga da TB. Porém, poucos estudos no 

Brasil têm avaliado a detecção da TB pelo Xpert. 
Neste contexto, este trabalho avaliou 68 culturas 
em meio Ogawa-Kudoh obtidas dos escarros 
dos pacientes com suspeita de TB pulmonar, que 
foram previamente testados pelo Xpert MTB/
RIF®. Destas culturas, 16 obtiveram resultados 
negativos para M. tuberculosis (Mtb) pelo teste 
molecular sugerindo serem micobactérias não 
tuberculosas (MNT). Porém, após a análise da 
presença do antígeno MPT64 e da sequência 
de inserção IS6110, concluímos que somente 
4 destas amostras eram MNT e que 12 destas 
culturas eram Mtb e apresentavam resultados 
falsos negativos pelo Xpert. Resultados falso-
negativos podem estar associados à má-
qualidade das amostras de escarros e aos 
casos paucibacilares, no entanto, neste estudo 
não foi possível avaliarmos a qualidade das 
amostras de escarro. Portanto, apesar do Xpert 
MTB/RIF apresentar uma boa acurácia e reduzir 
o tempo na liberação do resultado de 60 dias 
para um dia, a cultura ainda é relevante para o 
diagnóstico da TB. Além de ser essencial para a 
identificação de MNT, a cultura evita a liberação 
de resultados falso-negativos pelo Xpert. Desta 
forma, é aconselhável que os escarros testados 
pelo Xpert também sejam submetidos à cultura.
PALAVRAS-CHAVE: Tuberculose, GeneXpert 
MTB/RIF®, Cultura.
	
ABSTRACT: Tuberculosis (TB) is a public health 
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problem and an early diagnosis is crucial for its control. Conventional diagnostic tests 
have limitations, such as low sensitivity and delay in obtaining results. To overcome this 
deficit, the molecular test Xpert MTB/RIF® was incorporated into the laboratory routine 
of cities in Brazil with high TB ​​burden. However, a few studies in Brazil have evaluated 
the detection of TB by Xpert. In this context, this study evaluated 68 cultures in Ogawa-
Kudoh medium obtained from the sputum of patients with suspected pulmonary TB 
who were previously tested by Xpert MTB / RIF®. Among these cultures, 16 obtained 
negative results for M. tuberculosis (Mtb) by the molecular test suggesting they were 
nontuberculous mycobacteria (NTM). Nonetheless, after analyzing the presence of the 
MPT64 antigen and the IS6110 insertion sequence, we concluded that only 4 of these 
samples were MNT and that 12 of these cultures were Mtb and had false negative 
results by Xpert. False-negative results may be associated with poor quality of sputum 
samples and paucibacillary cases, however, in this study, it was not possible to assess 
the quality of sputum samples. Although the Xpert MTB / RIF has a good accuracy and 
reduces the time of result release from 60 days to one day, the culture is still relevant 
for the diagnosis of TB. Besides, culture is essential for the identification of NTM, and 
avoids the release of false-negative results by Xpert. Therefore, it is advisable that 
sputum tested by Xpert is also submitted to culture.
KEYWORDS: Tuberculosis, Xpert MTB/RIF®, Culture.

INTRODUÇÃO

A tuberculose (TB) é uma doença antiga e infecciosa, causada principalmente 
pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A transmissão da doença se dá de forma 
direta, pessoa a pessoa, principalmente pelas vias aéreas. Ao tossir, falar ou espirrar, 
uma pessoa com a forma ativa da doença lança no ar gotículas contendo os bacilos. 
O pulmão é o principal órgão atingido (TB pulmonar), no entanto, esta bactéria pode 
se disseminar por via hematogênica e acometer diversos órgãos e/ou sistemas, 
ocasionando a tuberculose extrapulmonar ou miliar (GLAZIOU, 2013; BRASIL, 2011; 
FORBES, 2018).

Até os anos 80, acreditava-se que o controle da doença já tinha sido conquistado, 
pois já existiam diagnóstico, tratamento efetivo e terapia preventiva com a vacina 
BCG (Bacilo Calmette-Guérin). Entretanto, devido à falta de infraestrutura do sistema 
de saúde nos países subdesenvolvidos, o surgimento do Vírus da Imunodeficiência 
Humana (HIV) e a emergência dos casos resistentes às drogas, a tuberculose se 
tornou uma emergência global de saúde pública (MURRAY, 2015; CHAISSON, 2017). 

Em 2016, estimou-se a ocorrência de 10,4 milhões de novos casos de TB no 
mundo, porém, destes, apenas 6,3 milhões de casos foram notificados. Além disso, 
no mesmo ano, a TB foi à nona causa de mortes e a primeira causa de morte entre as 
doenças infecciosas, superando a mortalidade por HIV/AIDS. Ao todo, 1,7 milhões de 
pessoas vieram a óbito por TB, e destas, 0,4 milhões eram HIV positivos (WHO, 2017).  
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Atualmente, o Brasil ocupa a vigésima posição entre os 30 países que concentram 
87% dos novos casos de TB no mundo e a décima nona posição quanto à coinfecção 
TB-HIV (OMS, 2017). A carga da doença no Brasil é variável entre as unidades da 
federação (UF), sendo o Amazonas (74,1 por 100 mil habitantes), Rio de Janeiro (63,5 
por 100 mil habitantes) e Pernambuco (46 por 100 mil habitantes) os estados mais 
incidentes (BRASIL, 2018).

Desde 1993, a Organização Mundial de Saúde (OMS) tem recomendado novas 
estratégias para o controle da doença com intuito de reverter o quadro epidemiológico 
da TB no mundo. Dentre elas, tem-se preconizado o diagnóstico rápido e precoce 
da doença. Os métodos convencionais usados para o diagnóstico da doença são 
a baciloscopia (BK) e a cultura (BRASIL, 2011). A baciloscopia consiste em uma 
pesquisa microscópica do bacilo no material biológico do paciente. Esta técnica é 
à base do diagnóstico em muitos países, pois é de baixo custo e não requer uma 
grande infraestrutura. Entretanto, diversos estudos mostram que o BK apresenta 
baixa sensibilidade, detectando apenas 60 a 80% dos novos casos da doença, o que 
contribui para o atraso no diagnóstico e na consequente perpetuação da cadeia de 
transmissão. Por sua vez, a cultura é o método padrão ouro para o diagnóstico da TB 
e permiti o isolamento do agente etiológico do material clínico. Contudo, é um método 
demorado para a obtenção dos resultados, levando em torno de 60 dias (BRASIL, M. 
DA S., 2013; BRASIL, 2011). 

 Devido à demora no diagnóstico, métodos moleculares baseados na detecção do 
DNA do patógeno têm sido utilizados como uma alternativa para agilizar o diagnóstico 
da TB. O desenvolvimento do ensaio Xpert MTB/RIF® é um marco no diagnóstico da 
TB. Desde 2010, a OMS recomenda o uso do Xpert como teste diagnóstico inicial para 
indivíduos com suspeita de TB pulmonar nos países com alta carga da doença (WHO, 
2017).  Este teste baseia-se na detecção simultânea do DNA do M. tuberculosis e da 
resistência a Rifampicina. Além de permitir um diagnóstico rápido, em duas horas, 
este teste molecular pode ser realizado a partir da amostra de escarro (AGRAWAL, 
2016). Devido à eficácia da técnica e facilidade de uso, a OMS também tem sugerido 
substituir a baciloscopia por este teste molecular (ZETOLA, 2014). 

Em 2014, o Xpert MTB/RIF® foi incorporado na rotina dos laboratórios de saúde 
pública das cidades do Brasil que apresentam alta taxa de incidência da doença e 
elevada população privada de liberdade (MS, 2015). No entanto, ainda são poucos 
os estudos que avaliam a eficácia deste método molecular na rotina laboratorial 
destas cidades. Além disso, visto que o teste é específico para o M. tuberculosis e não 
detectam as micobactérias não tuberculosas, recomenda-se a realização da cultura das 
amostras de escarro que são analisadas pelo teste molecular rápido e não possuem 
resultado de baciloscopia (MS, 2015). Neste contexto, pelo fato da cultura ser um 
método sensível, este estudo avaliou a detecção de Mtb pelo teste molecular rápido 
através da análise das culturas de micobactérias isoladas de amostras de escarros de 
pacientes com suspeita de TB pulmonar que apresentaram resultados negativos pelo 
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Xpert MTB/RIF®.
 

MATERIAIS E MÉTODOS

 	Este estudo foi realizado a partir da análise de culturas de micobactérias 
obtidas de amostras de escarros de pacientes com suspeita clínica de tuberculose 
pulmonar oriundas do Laboratório Municipal de Saúde Pública Professor Oswaldo 
Gonçalves Lima, Recife, Pernambuco. Inicialmente, as amostras de escarros foram 
analisadas pelo teste molecular rápido Xpert MTB/RIF®, de acordo com as instruções 
do fabricante (Cepheid, Sunnyvale, CA). Em seguida, as amostras foram submetidas 
ao processo de descontaminação por hidróxido de sódio (NAOH) 4% por dois minutos, 
semeadas em meio sólido de cultura Ogawa-Kudoh e incubadas por 60 dias a 37°C, 
segundo o Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2008).

A partir da cultura, realizou-se a coloração de Ziehl Neelsen (ZN) para 
confirmação dos bacilos álcool resistente (BAAR) e dois testes para a investigação do 
M. tuberculosis, o teste comercial TB Ag MPT64 (Bioeasy) e uma reação em cadeia 
de polimerase (PCR) para detecção da IS6110 (PCR-IS6110), sequência de DNA 
específica do complexo M. tuberculosis (LORENZ, 2009; ALERE, 2013). 

O teste comercial TB Ag MPT64 é um imunoensaio cromatográfico rápido que 
identifica qualitativamente a presença do complexo M. tuberculosis e utiliza o anticorpo 
monoclonal anti-MPT64. Em resumo, 3 a 4 colônias foram suspensas em 200µl do 
tampão de extração fornecido no kit comercial. Logo, 100 µL da suspensão bacteriana 
foram adicionadas diretamente ao cartucho do teste e após 15 minutos, realizou-se a 
leitura do teste de acordo com o manual do fabricante (ALERE, 2013).

As reações de PCR-IS6110 foram realizadas a partir dos lisados das culturas. 
O DNA das micobactérias foi extraído por termolise, onde estas foram ressuspensas 
em 300µl de água MiliQ estéril e incubadas a 95°C por 10 minutos. Em seguida, 
o sobrenadante (3µl) de cada amostra foi usado para a PCR segundo o protocolo 
de van Embden et al. 1993, usando os primers da sequência IS6110, o INS1 
5’-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3’ e o INS2 5’-GCGTAGGCGGTGACAAA-3’. A 
reação da PCR foi realizada a um ciclo de 95ºC por 10 minutos, seguido de 30 ciclos 
de 94ºC por 1 minuto, 56ºC por 2 minutos, 72ºC por 1 minuto e uma extensão final 
a 72ºC por 10 minutos. Os produtos amplificados (245 pb) foram identificados por 
eletroforese em gel de agarose (1,5%).
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

 Um total de 68 culturas de micobactérias obtidas de amostras de escarros de 
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar foi selecionado para este estudo. 
Inicialmente, as amostras de escarro destas culturas foram previamente submetidas 
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ao teste rápido molecular, o Xpert MTB/RIF®, e 16 das 68 amostras de escarro 
apresentaram resultados negativos (Tabela 1). Entretanto, estas 16 amostras negativas 
para Mtb pelo teste molecular apresentaram culturas positivas e acromógenas, 
indicando serem micobactérias. O meio de cultura sólido usado neste estudo é 
específico para isolamento e cultivo de micobactérias (RIVAS, 2010).

Teste realizado Resultado positivo Resultado negativo

Xpert MTB/RIF® 52 16*

Cultura em Ogawa-Kudoh 68 0

Tabela 1 – Resultados dos testes de diagnósticos realizados nas amostras de escarros de 
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar no Laboratório Municipal de Saúde Pública do 

Recife.

O gênero Mycobacterium é constituído por micobactérias estritamente 
patogênicas, como as bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis e o 
Mycobacterium leprae, micobactérias potencialmente patogênicas e as micobactérias 
saprófitas não patogênicas (FALKIHAM, 2002).  As sondas moleculares utilizadas no 
teste Xpert MTB/RIF® são especificas para as bactérias do complexo M. tuberculosis, 
dessa forma, não detectam outras micobactérias. Portanto, inicialmente acreditávamos 
que as 16 culturas negativas para Mtb pelo Xpert eram micobactérias não tuberculosas.

Para conferirmos a ausência de Mtb nestas culturas, outros dois testes específicos 
para o diagnóstico da tuberculose foram selecionados e realizados a partir das 
culturas. Entre eles, nos elegemos o teste imunocromatografico rápido TB Ag MPT64 
(Bioeasy), que detecta o antígeno MPT64, uma proteína secretada exclusivamente 
pelo complexo Mtb; e uma PCR simples in house, que detecta a sequência de inserção 
IS6110, marcador genético presente no DNA do Mtb. Estes dois testes apresentam 
alta especificidade e sensibilidade quando realizados a partir da cultura bacteriana 
(KUMAR ET AL, 2011; PINHATA et al, 2018; KOLK ET AL, 1992). 

Ambos os testes apresentaram os mesmos resultados, somente em 4 das 16 
culturas negativas pelo Xpert foi confirmado a ausência de Mtb, sugerindo serem 
micobactérias não tuberculosas (Tabela 2). Para confirmamos esta hipótese, a 
coloração de Ziehl-Neelsen foi realizada nestas 4 culturas. Nas lâminas, foi possível 
observar a presença de BAAR, confirmando a presença de micobactérias (dados não 
mostrados). 

A partir dos testes de PCR-IS6110 e TB Ag MPT64, comprovamos que 12 das 
16 culturas negativas pelo Xpert eram M. tuberculosis, mostrando que os resultados 
obtidos pelo Xpert MTB/RIF® eram falso-negativos (Tabela 2).  
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Teste de diagnóstico para Mtb Resultado positivo Resultado negativo

TB Ag MPT 64 (Bioeasy) 12 4

PCR-IS 6110 in house 12 4

Tabela 2- Resultados dos exames para o diagnóstico do Mycobacterium tuberculosis realizados 
nas culturas das amostras de escarro com resultados negativos pelo Xpert MTB/RIF®

A falha na detecção do Mtb pelo Xpert tem sido descrita em alguns estudos 
e estão associadas às condições da amostra clínica, como: a amostra não ter sido 
devidamente processada, presença de substâncias que inibem a reação de amplificação 
e a amostras paucibacilares (BALCHA, 2014; TANG, 2017; THERON, 2014).  Neste 
estudo, não foi possível avaliarmos a qualidade das amostras de escarro. Portanto, 
não sabemos o que pode ter interferido nos resultados falsos negativos obtidos pelo 
Xpert. 

No estudo de meta-analise realizado por Steingart et al., 2014, o Xpert MTB/RIF® 
apresentou uma precisão substancial na detecção de TB pulmonar em adultos com 
89% de sensibilidade e 99% de especificidade. O n amostral utilizado neste estudo é 
pequeno para avaliarmos a sensibilidade e especificidade do Xpert, no entanto, a partir 
da análise das culturas foi possível observamos resultados falsos negativos para M. 
tuberculosis em 75% das culturas (n=12) de micobactérias com resultado negativo para 
o Xpert.  Estes dados mostram que apesar de fornecer resultados tardios, a realização 
da cultura na rotina laboratorial é relevante para o diagnóstico da tuberculose. 

CONCLUSÃO

Portanto, apesar do Xpert MTB/RIF® ser um teste de diagnóstico rápido para TB 
e de auxiliar significativamente os médicos a tomarem suas decisões clínicas de forma 
precoce, concluímos que as amostras de escarros de pacientes com suspeita de TB 
testados pelo Xpert MTB/RIF® também devem ser submetidas à cultura. Pois, além de 
auxiliar no monitoramento dos pacientes em tratamento e viabilizar a realização dos 
testes de sensibilidade aos medicamentos, a cultura é essencial para a identificação de 
outras micobacterioses e evita a liberação de resultados falsos negativos pelo Xpert®. 
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BRAST – Boletim Brasileiro de Avaliação de Tecnologias em Saúde.  XPERT® MTB/RIF no 
diagnóstico da tuberculose pulmonar.  ISSN 1983-7003, Ano VI nº 16, 2011.

CAULFIELD, A. J.; WENGENACK, N. L. Diagnosis of active tuberculosis disease: From 
microscopy to molecular techniques. Journal of Clinical Tuberculosis and Other Mycobacterial 
Diseases, v. 4, p. 33–43, 2016.

CEPHEID. 2017. Xpert MTB/RIF Ultra: instruction manual. Cepheid, Sunnyvale, 278 CA.

CHAISSON, Richard E.; BISHAI, William R. Overview of Tuberculosis. Handbook of Tuberculosis, 
[s.l.], p.1-15, mar. 2017. Springer International Publishing. http://dx.doi.org/10.1007/978-3-319-26273-
4.
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