Diagnostico Microbiologico
da Tuberculose

Profa. Silvana Spindola de Miranda
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais

Coordenadora do Ambulatério de tuberculose do Hospital das Clinicas da
UFMG

Coordenadora do Laboratorio de Pesquisa em Micobactérias da FM/UFMG
Coordenadora da drea de Diagnostico da TB da REDE TB



70.000
® 60.000
B

50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

ds

Nimero de culturas rea

100%

=

51.195

=

-
&=
Positividade (%)

34,437
——
19,9%
2014 2015 2016

2017 2018
Ano do diagnostico

|
Pk
—=
i

22,2%

2019 2020

=
i

Brasil, 2022



Realizacao de cultura e teste de sensibilidade entre casos novos
e retratamentos confirmados laboratorialmente, 20202
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Morte por TB e por Covid-19

» Fm 2020 a mortalidade foi similar da 1B e COVID-19

» ].5 milhdo de morte por TB (incluindo 214.000 entre pessoas que vivem com o
HIV)

» ].8 milhdo de morte por COVID-19

» O impacto da COVID-19 em relacdo ao acesso ao servico de saude
resulfou em atraso no diagnodstico da TB

» OPAS, 2021; WHO 2021
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Diagnostico microbiologico

» |[aboratdrio de Micobacteriologia
» Detectar
» [solar
» |dentificar

®» Redqlizar teste de sensibilidade aos fdrmacos

» Utilizar meios de cultura liquidos e/ou solidos que sdo considerados
meétodos padrdo para o diagnodstico.
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Baciloscopia - 5§ a 10 mil bacilos/mL
de amostro

» Métodos de coloracdo

» /iehl-Neelsen
= Microscopio opitico

» Fyorescéncia — Auramina “O" — 10% de
sensibilidade maior que ZN

» Microscopio de fluorescente — vapor de mercurio — sala
escura

» Microscopio LED (diodo emissor de Luz) — NGo precisa
de sala escura

» Automatizada ainda ndo recomendado pela OMS

Brasil, 2022



Cultura para micobactérias — 10 a 100
bacilos/mL de amostra vidveis

» Método padrdo

= Meio solido a base de ovo
» |
» Ogawa-Kudoh

» Meio solido a base de agar
= Middlebrook 7H10 e 7H11

= Meio liquido
» Middlebrook 7H?
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ldentificacdo das Micobactérias

» Testes fenotipicos
» Andlise microscopica
» Andlise macroscopica

» Teste imunocromatogrdfico — anticorpo monoclonal anti-MPTé4 (CMTB, exceto
M.bovis-BCG)

» |nibicdo de crescimento — PNB

» Teste de Niacina, entre outros
» Testes genotipicos
» PRA-hspé5
= Métodos comerciais
®» Espectrometria de massa
= (MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption lonization) Maldi-Tof
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Teste de sensibilidade aos farmacos

» Métodos fenotipicos
= Meio solido
» | ] método de proporcdo
» Nitratase
= Kit SIRE Nitratase

= Meio Liquido
» MGIT — SIRE MGIT
» MGIT - MIC
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Kit SIRE Nitratase® - Teste de sensibilidade aos farmacos
de primeira linha
UFMG e Empresa brasileira PlastLabor®/Rio de Janeiro

Teste de sensibilidade em amostras posifivas e isolados clinicos
Estreptomicina, Rifampicing, Isoniazida e Efambutol
PNB incluso

Conftrole de qualidade adequados versus in house (endossado,
OMS 2009)

Aprovado pelos orgdos de vigildncia do Brasil (ANVISA)

Substituicdo do LI-método de proporcdo
» Duas diluicdes versus varias diluicoes em LJ proporcdo
» Custo baixo versus SIRE MGIT BACTEC™
» Boa acurdcia LJ proporcdo e SIRE MGIT BACTEC™
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Resultados SIRE-PNB/NITRATASE PlastLabor®.
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Detection of Drug Resistant Mycobacterium
Tuberculosis Strains Using Kit SIRE Nitratase®: a

Multicenter Study
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HIGHLIGHTS
e The Kit SIRE Nitratase® is the only commercial test using the Nitrate Reductase Assay
e |tis a know-how transference from the public university to the national industry.
e [t can be implanted in the health system in countries with high TB burden

e Highlighting the good accuracy, less time to results and less laborious.

Abstract: (1) Background: The Commercial Kit SIRE Nitratase® PlastLabor, is a drug susceptibility test kit
used to detect Mycobacterium tuberculosis resistance to first-line TB treatment drugs. The present study
aimed at evaluating its performance in a multicenter study. (2) Methods: To determine its accuracy, the
proportion methods in Lowenstein Jensen medium or the BACTEC™MGIT™960 system was used as a gold
standard. (3) Results: The study revealed that the respective accuracies of the kit with 190 M. tuberculosis
clinical isolates, using the proportion methods in Lowenstein Jensen medium or BACTEC™MGIT™g60
system as a gold standard, were 93.9% and 94.6%, 96.9% and 94.6%, 98.0% and 97.8%, and 98.0% and
98.9%, for streptomycin, isoniazid, rifampicin, and ethambutol, respectively. (4) Conclusion: Thus, the kit can
rapidly screen resistance to streptomycin, isoniazid, rifampicin, and ethambutel. Additionally, it does not
require sophisticated equipment; hence, it can be easily used in the laboratories of low and middle income
countries.

Keywords: tuberculosis, MDR, nitrate reductase, technology




Table 1. Drug susceptibility testing using Kit SIRE Nitratase®; sensitivity, specificity, and accuracy using the Lowenstein

Jensen medium as a standard (n = 98)

Drug Drug Proportion Method Sensitivity Specificit Accuracy
susceptibility using Lowenstein (%) y (%) (%)
profile by Jensen
NRA
Resistant Susceptible

Streptomycin?  Resistant 33 6 100 90.8 93.9
Susceptible 0 59

Isoniazid® Resistant 41 3 100 94.7 96.9
Susceptible 0 54

Rifampicin® Resistant 28 0 93.3 100 98
Susceptible 2 68

Ethambutol Resistant 17 0 89.5 100 98
Susceptible 2 79

Legend: a: Kappa = 0.87 (very good); b: Kappa = 0.94 (very good); ¢: Kappa = 0.95 (very good); d: Kappa = 0.93

(very good). Included sites: Para/IEC, Manaus/FMT, IPEC/Fiocruz, IDT/UFRJ, and CDCT/RS.



Table 2. Drug susceptibility testing using Kit SIRE Nitratase®; sensitivity, specificity, and accuracy using the BACTEC™
MGIT™ 960 system as a standard (n = 92)

Drug Drug BACTEC MGIT 960 Sensitivity  Specificity Accuracy

susceptibility (V) (%a) (%a)
profile by
NRA
Resistant  Susceptible

Streptomycin®  Resistant 33 5 100 91.5 94 6
Susceptible 0 o4

Isoniazid® Resistant 38 0 88.4 100 94 .6
Susceptible 5 49

Rifampicin® Resistant 33 0 943 100 97.8
Susceptible 2 ar

Ethambutol® Resistant 25 1 100 98.5 98.9
Susceptible 0 66

Legend: a: Kappa = 0.89 (very good); b: Kappa = 0.89 (very good); ¢: Kappa = 0.95 (very good); d: Kappa = 0.97
(very good). Included sites: Adolfo Lutz/SP, CRPHF/Fiocruz, Dourados/UFGD, and IHMT/Lisboa.



» Méetodos genotipicos
» Xpert MTB/RIF Ultra (TRM)

» Substitui a baciloscopia em Diagnostico casos Novos

» Deteccdo de gene de resisténcia a rifampicina
» Ndo utilizado para controle de tratamento
» Subsidiado

» Sensibilidade e especificidade maior que a baciloscopia

» Hibridacdo de sonda em linha (LPA)

®» Amostra positivas e culturas
» Genotype MDRplus — Genes de mutacdo da Rifampicina e Isoniazida

» Genotype MDRsl - Gene de segunda linha




Critérios minimos para incorporacdo de novos ftestes
diagnosticos nos sistemas de saude

ACURACIA (CARACTERISTICAS DO TESTE

»Tricgem
» Sensibilidade (acima de 90%)

» [Especificidade (acima de
70%)

Diagnostico
. gensibilidqde (acima de

(o]

» Especificidade (acima de
95%) (

Denkinger CM, et al J Infect Dis. 2015; doi: 10.1093/infdis/jiu821.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denkinger%20CM%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=25765104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25765104

Cenario Atual - Novos testes diagnosticos para TB

Maioria — Estudos de validacao/ Acuracia (sensibilidade e
especificidade)

« Realizados em centros de pesquisa/estudos controlados

- Resultados sao utilizados pela OMS para recomendar

Escassos — Estudos de efetividade sobre impacto
epidemiologico e econdmico na cascata diagndstica e terapéutica
realizados em condicoes de rotina, em diferentes regides




Comentadrios Finais

= Antes da incorporagdo de novas tecnologias para o diagnédstico de TB, os gestores devem promover
estudos que avaliem o impacto epidemiolégico e econémico, em condigoes de rotina, usando:
» |ndicadores propostos pela OMS em 2015:

= aumento do acesso ao diagnoéstico e do uso da nova tecnologia

= maior proporcdo de casos de TB notificados com confirmagado bacteriolégica

= menor propor¢ao de 6bito ou abandono no tratamento de TB-DS e TB-DR

= menor fransmissdao de TB na comunidade

= Assim serd possivel definir no sistema de saitde local:
= O real potencial clinico e econémico da incorporacdo das inovacodes tecnoldgicas
» A melhor alocag¢do de recursos humanos e financeiros

= As melhores estratégias para aumentar a efetividade no uso de tais tecnologias

(Mann et al., 2011 IntJ Tuberc Lung Dis 14(12): 1518-1524; Kritski et al 2013. Braz J Infect Dis. doi:pii: S1413-8670(13)00052-4
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