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Teste rdpido molecular GeneXpert MTB/RIF para
diagnéstico da tuberculose

GeneXpert MTB/RIF assay for diagnosis of tuberculosis

Taiza Maschio de Lima, Naiara Cristina Ule Belotti, Susilene Maria Tonelli Nardi, Heloisa da Silveira Paro Pedro
Instituto Adolfo Lutz, SGo José do Rio Preto, Séo Paulo, Brasil

RESUMO

INTRODUCAO: Em 2013, no Sistema Unico de Satde, foi implantada uma ferramenta répida para o diagnéstico
da tuberculose (TB), o método GeneXpert MTB/RIF, que detecta a presenca do material genético do complexo
Mycobacterium tuberculosis e a resisténcia & rifampicina em uma Unica reacdo, fornecendo resultados dentro de
2h. OBJETIVO: Andlisar os resultados da utilizacGo do método GeneXpert para o diagnéstico laboratorial da TB.
METODOLOGIA: Realizou-se uma reviséo de literatura sobre o método GeneXpert, com a utilizacdo de manuais
e artigos, em diferentes idiomas, das fontes MEDLINE, SciELO, LILACS e Google Académico, na qual foram
selecionados 60 artigos. RESULTADOS: Dos 49 artigos que relataram o uso de material clinico, 51,0% (N = 25)
analisaram amostras provenientes de paises considerados prioritérios pela Organizacdo Mundial da Satde. Embora
63,2% (N = 31) dos artigos se reportem a amostras pulmonares, alguns estudos mostraram boa performance do
método em amostras extrapulmonares. A sensibilidade do GeneXpert nos estudos analisados variou entre 46,0%
e 100,0%. As pesquisas revelaram bom desempenho do método molecular GeneXpert para o diagnéstico da
TB. A técnica é considerada simples, com baixos riscos biolégicos, com custo equivalente ao de outras técnicas
moleculares, e pode ser realizada com treinamento minimo. CONCLUSAO: Muitos estudos apontaram a rapidez,
a boa sensibilidade e a especificidade desse método. O GeneXpert ainda néo elimina a necessidade do uso de
métodos bacterioldgicos tradicionais. Trabalhos futuros poderdo esclarecer algumas divergéncias entre as pesquisas
consultadas, principalmente em relacdo & resisténcia & rifampicina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In 2013, the GeneXpert MTB/RIF assay, a rapid tool for diagnosis of tuberculosis (TB), was
implanted in Brazilian Unified Health System. This test detects the presence of genetic material of the Mycobacterium
tuberculosis complex and the resistance to rifampicin in a single reaction, providing results within 2 h. OBJECTIVE:
To analyze the results of the use of GeneXpert assay for laboratory diagnosis of TB. METHODOLOGY: A review of
the literature about the GeneXpert assay was carried out using manuals and articles from different languages on
MEDLINE, SciELO, LILACS, and Google Scholar in which 60 articles were selected. RESULTS: From the 49 articles
that reported using clinical material, 51.0% (N = 25) analyzed samples from priority countries according to World
Health Organization. Although 63.2% (N = 31) of articles have reported pulmonary samples, some studies have
shown good performance of that method in extrapulmonary samples. The sensitivity of GeneXpert in the analyzed
studies ranged from 46.0% to 100.0%. Surveys have shown good performance of the GeneXpert molecular assay
for the diagnosis of TB. The technique is simple, with low biological risks, with equivalent cost of other molecular
techniques and can be performed with minimal training. CONCLUSION: Many studies have pointed out this method
is quickly, with good sensitivity and specificity. GeneXpert does not eliminate the need of traditional bacteriological
methods. Future studies may clarify some divergences among consulted researches, mainly about resistance to
rifampicin.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa
bacteriana que afeta principalmente os pulmées
(tuberculose pulmonar) e pode também acometer
outros érgdos (tuberculose extrapulmonar) ou, ainda,
ocorrer de forma disseminada’.

A incidéncia da doenca estdé em queda no mundo;
no entanto, ainda é motivo de muitos ébitos em todos
os continentes, com enfoque nas regides africanas,
devido aos altos indices de pacientes com virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV)?.

Desde a década de 1990, a TB é considerada
pela Organizacdo Mundial da Satdde (OMS) uma
emergéncia mundial. Metas globais foram estabelecidas
para o seu controle, visando sua incidéncia,
prevaléncia e mortalidade. Essas metas estéo inseridas
dentre os Objetivos do Desenvolvimento do Milénio,
assim como na Stop TB Partnership e na Assembleia
Mundial da Sadde. Esperava-se que, até o fim de
2015, ocorresse a reducdo pela metade das taxas
de incidéncia e prevaléncia em relacdo aos dados de
1990; e que, até 2050, a incidéncia global seja menor
que 1/1.000.000 de habitantes por ano®*.

Vdrias espécies do género Mycobacterium atuam
como agentes etioldgicos da doenca, sendo as espécies
pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTB) as principais associadas & TB em humanos e
outros mamiferos'.

O diagndstico presuntivo da TB é obtido por meio
de achados clinicos e exames radiolégicos, sendo o
caso confirmado a partir da realizacdo dos exames
laboratoriais estabelecidos pelo Ministério da Salde
(MS), como a baciloscopia e a cultura. Esses métodos
apresentam limitacdes, como a baixa sensibilidade
da baciloscopia e a demora no resultado da cultura
devido & multiplicacdo lenta do bacilo. Atualmente, a
cultura é considerada padréo-ouro para o diagnéstico
da TB®.

As técnicas de biologia molecular t8m permitido
resultados seguros e precoces. Os métodos de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) apresentam uma
sensibilidade em torno de 50% e especificidade de
cerca de 100%, porém colidem com certos obstdculos,
como a necessidade de conhecimentos técnicos
avancados, recursos humanos qualificados, gastos
financeiros altos e fécil contaminacao?.

Recentemente, uma técnica de PCR fechada foi
desenvolvida e estd implantada em laboratérios de
referéncia em vdrios paises, inclusive no Brasil, o
GeneXpert MTB/RIF  (Cepheid), usado como uma
ferramenta répida para o diagnéstico da TBé. O teste
realiza a purificacdo, concentracdo e amplificacdo de
4cidos nucleicos em tempo real por meio da PCR; os
processos de preparacdo da amostra, amplificacdo e
detecco ocorrem de forma automatizada, que é o seu
principal beneficio®.

Em marco de 2013, o Teste Rdpido Molecular
para  Tuberculose  (TRM-TB)  foi  submetido &
Comissdo Nacional de Incorporacdo de Tecnologia

(CONITEC/MS) e incluido no Sistema Unico de
Sadde (SUS) do Brasil. Apés, 127 laboratérios de
92 municipios foram selecionados para receber o
método molecular na primeira fase de implantacéo.
Esses municipios compdem a Rede de Teste Rdpido
para Tuberculose e foram selecionados com base nos
seguintes critérios: alta taxa da doenca em 2012,
populacdo indigena, populacdo privada de liberdade,
municipios de fronteiras e capitais. Anteriormente,
um estudo piloto fora realizado nas cidades do Rio
de Janeiro e Manaus, tendo demonstrado que o
TRM-TB aumentou a deteccdo de casos em 43% em
relacdo & baciloscopia, com sensibilidade de 90% e
especificidade de 99%*.

O método GeneXpert MTB/RIF,  ao mesmo
tempo em que identifica o complexo MTB a partir
da sequéncia especifica do gene rpoB na regido
81bp, também verifica a resisténcia & rifampicina
(RIF) por meio das mutacées do gene. O ensaio
GeneXpert é composto de um cartucho pléstico para
o processamento das amostras liquidas, contendo
tampdes e reagentes liofilizados de PCR, uma mdquina
automdtica e um sistema de software, que analisa
amostras respiratérias em 2 h. O método apresenta
um limite de deteccdo em torno de 131 UFC/mL da
amostra?”.

O GeneXpert foi projetado para ter riscos biolégicos
minimos, sendo substancialmente menores do que
os apresentfados na microscopia, j@ que a Unica
etapa manual é a preparacdo da mistura de um
tampdo bactericida com uma amostra, e essa mistura
¢ adicionada ao cartucho®’. Diferentemente dos
outros ensaios de PCR em tempo real, o GeneXpert
¢ uma técnica simples, que pode ser realizada com
treinamento pessoal minimo e fornece resultados em
um curto periodo'%'12,

O teste estd preconizado para o diagndstico
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 j& 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'®.

Mutacdes silenciosas, aquelas que ndo alteram
as propriedades das proteinas codificadas, podem ser
captadas como mutacées especificas no gene rpoB
pelo GeneXpert, originando um resultado falso-positivo.
Dessa forma, a OMS recomenda repetir o teste em
outra amostra do paciente. Assim, o tratamento
deve ser iniciado apés o teste molecular detectar
repetidamente a resisténcia'*'®.

As pesquisas e estudos sobre métodos de
diagnésticos s@o importantes no &mbito cientifico
para facilitar e acelerar o descobrimento da doenca
e, consequentemente, o seu tratamento, aumentando
as chances de cura dos pacientes. Dessa forma,
buscou-se, por meio de uma revisdo de literatura
nacional e internacional, analisar os resultados da
utilizagdo da metodologia de diagnéstico para TB,



GeneXpert, uma vez que foi recentemente implantada
em nivel mundial e no SUS com a proposta de ser
uma ferramenta precisa, especifica e rdpida quando
comparada a outros métodos.

METODOLOGIA

Realizou-se  um levantamento de informacées
acerca do método GeneXpert, utilizando uma pesquisa
exploratéria e de cardter bibliografico. Trata-se de
uma revisGo da literatura nacional e internacional
relacionada a essa metodologia para o diagnéstico

da TB.

Para essa busca, foram utilizados artigos escritos
em portugués, espanhol e inglés, publicados no
periodo de 2010 a 2015, indexados nas bases de
dados:  Medical Literature  Analysis and  Retrieval
System Online (MEDLINE), Scientific Electronic Library
Online (SciELO), Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Satde (LILACS) e Google
Académico. Os termos pesquisados, associados ou
ndo, foram: tuberculose; Xpert; GeneXpert; Cepheid;
Xpert MTB; Xpert MTB RIF; Cepheid Xpert; GeneXpert
Tuberculosis. A maioria desses descritores, apesar de
ndo serem encontrados nos Descritores em Ciéncias
da Salde (DeCS), é amplamente utilizada por
pesquisadores da drea e encontrada nas bases de

dados.

O material foi categorizado de acordo com o ano
de publicacéo, o peridédico, o local do estudo e os
resultados encontrados. Foi elaborado um protocolo
para organizacdo da andlise dos artigos contendo os
itens: base de dados, autores, periédico, ano, local
e periodo do estudo, objetivo, resultados favordveis e
desfavordveis, amostragem/populacéo-alvo, técnica de
comparacédo, especificidade, sensibilidade, conclusées
favoraveis e desfavordveis e idioma do artigo. Foram
incluidos artigos originais com abordagem quantitativa
e/ou de revisGo, e excluidos os artigos que ndo
estavam relacionados ao tema deste estudo, bem como
os publicados fora do perfodo analisado.

A busca resultou em 75 artigos. Na base LILACS,
foram encontrados seis trabalhos e, desses, dois foram
excluidos por serem de reflexdo e reviséo; na MEDLINE,
encontraram-se 47 artigos, sendo que um n&o entrou
para andlise por ndo abordar diretamente o tema, um
por ser revisGo e quatro foram excluidos por terem a
abordagem metodolégica diferente do objetivo desta
revisdo; na SciELO, a busca resultou em oito, sendo
trés excluidos, um por se tratar de uma abordagem da
TB sem resultados diretos sobre o GeneXpert, um por
ser artigo de revisGo e outro por ter a metodologia
divergente do objetivo desta revisdo; e, no Google
Académico, 11 foram encontrados, sendo excluidos
um artigo em francés, um por ndo abordar diretamente
o GeneXpert e dois por serem artigos de revisdo.
Além disso, foram utilizados dois artigos retirados das
bases de dados do Ministério da Saude e um relatério
da OMS para o pesquisa de dados estatisticos.
Desse modo, foram analisados 60 artigos neste
estudo.

Para a apresentacdo da sintese de alguns dos
dados encontrados, optou-se pela criacéo de quadros
que indicam o artigo analisado, a especificidade e
a sensibilidade encontradas no método GeneXpert,
a técnica que o autor utilizou para comparacdo e
a amostragem. Esses dados foram apresentados de
acordo com os tipos de amostras utilizadas pelos
autores: amostras  extrapulmonares e pulmonares,
amostras exclusivamente extrapulmonares ou
pulmonares. As principais conclusdes desses artigos,
com o respectivo local de estudo, foram apresentadas
em quadro separado.

RESULTADOS

Dos 60 artigos analisados, 11 (18,3%) entraram
para os itens introducdo e discussdo, pois abordaram a
TB e/ou o GeneXpert em um contexto geral.

Dos 49 artigos que utilizaram amostras clinicas, 25
(51,0%) foram provenientes de paises considerados
prioritérios para TB, e 24 (49,0%) foram de paises com
incidéncia relativamente baixa como EUA, Espanha,

Grécia, Wélia, Franca, Canadd, Suica, Alemanha,
Polbdnia, entre outros.

Nos artigos que utilizaram amostras  clinicas
(N = 49), a TB pulmonar foi a mais relatada,

representando 63,2% (N = 31). A TB extrapulmonar
foi objeto de estudo em 14,3% (N = 7) dos artigos e
22,5% (N = 11) estudaram amostras extrapulmonares
e pulmonares.

Nos artigos avaliados nesta revisGo, o menor valor
de sensibilidade encontrado para o método GeneXpert
foi de 46,0%'¢ e o maior, de 100%'%'3178 para a

deteccao do bacilo.

No quadro 1, sdo apresentados estudos com
amostras pulmonares e extrapulmonares.

A seguir, no quadro 2, sdo apresentados estudos
que utilizaram somente amostras pulmonares.

No quadro 3, sdo apresentados estudos
utilizaram somente amostras extrapulmonares.

que

No quadro 4, séo listadas as principais conclusées
acerca do método GeneXpert em estudos incluidos
nesta revisdo.

DISCUSSAO
O teste molecular rdpido GeneXpert é uma
técnica consideravelmente nova e encontra-se em

fase de implantacdo em muitos pafses, uma vez que
a comunidade global se mobilizou rapidamente para
usar essa nova tecnologia, com vistas a melhorar o
diagnéstico da TB. Esse método ainda é questionado
sobre o seu desempenho para diagnosticar a doenca e
a resisténcia a RIF, principalmente quando é confrontado
com baciloscopia, cultura e teste de sensibilidade
aos antibiéticos (TSA), que sd@o técnicas comumente
empregadas na identificacdo da TB e da resisténcia
aos medicamentos. Devido a isso, estudos estdo sendo
realizados em nivel mundial para avaliar a acurécia do
GeneXpert e os resultados de sua implantagéo.
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Estudo

Especificidade

Sensibilidade

Técnica de
comparacéo

Amostragem

loannidis et al 8,
2011

Armand et al.’?,

2011

Vallejo et al.'®,
2015

Zeka et al.’?,
2011

Teo et al.?,
2011

Miller et al.?T,
2011

Bowles et al.??,

2011

Iram et al.'8,

2015

93,0%
[IC 84,3-97,6]

95,2% (amostras respiratérias),
94,1% (amostras ndo
respiratérias)

100,0% (amostras pulmonares
e extrapulmonares)

89,5%
95,0%
(IC: 71,0-75,0]

92,0%

100,0% (esfregagos positivos),
96,0% (esfregacos negativos)

91,4%
[IC 76,9-98,1]

100,0% (esfregacos positivos),
48,0% (esfregacos negativos)

93,9% (amostras
respiratérias),
100,0% (amostras néo
respiratérias)
82,3% (amostras
pulmonares),

52,1% (amostras
extrapulmonares)

90,9%

92,0%
[IC: 34,0-37,0]

93,8% (cultura),
62,5% (baciloscopia),
100,0% (deteccdo da

resisténcia a RIF)

100,0% (esfregagos positivos),
80,0% (esfregacos negativos)

Cultura, baciloscopia

1S6110 TagMan

Cultura

Cultura, baciloscopia
Cultura,
Gen-Probe's*

IS6110 LDT*

Cultura, baciloscopia
TSA*

Cultura, baciloscopia

80 pulmonares,
41 extrapulmonares

60 pulmonares,

37 extrapulmonares

384 pulmonares,
145 extrapulmonares

253 pulmonares,
176 extrapulmonares

131 pulmonares,
31 extrapulmonares
89 pulmonares,

23 extrapulmonares

87 pulmonares,
2 extrapulmonares

205 pulmonares,
40 extrapulmonares

* Genotype multidrug-resistant tuberculosis plus; T1S6110 LDT: 1S6110 laboratory-developed test; * TSA: Teste de sensibilidade aos antibiéticos; IC: Intervalo de confianca.

Quadro 1 - Estudos acerca do GeneXpert MTB/RIF em amostras pulmonares e extrapulmonares

2013

2014

2015

Helb et al.'’,
2010

Sohn et al.'¢,
2014

Huh et al.?,
2014

Scott et al.?,

2011

2011

Park et al.??,
2013

Balcha et al.#,

Atehortta et al.?5,

Rachow et al.?,

IC 93,0-98,3]

98,4%
IC: 97,0- 99,2]

92,0%
(IC: 81,0-96,0]

100,0%

(esfregacos negativos)

99,8%
[IC: 98,7-100,0]

87,9% [IC: 82,4-92,0],
98,9% [IC: 93,2-99,9]

na deteccdo da
resisténcia & RIF

97,0%
IC: 92,0-99,0]

99,0%

[IC: 94,7-100,0]
98,0%

(IC: 95,6-99,2]

(IC: 63,2-89,7]

66,4%
(IC: 57,2 - 74,6]

91,0%
(IC: 73,0-97,0]

100,0% (esfregacos positivos)
71,7% (esfregacos negativos)

46,0%
IC: 27,0-67,0]

91,3% [IC: 83,8-95,7],
85,7% [IC: 42,0-99,2]
na deteccdo da
resisténcia & RIF

86,0%
(IC: 76,0-93,0]

88,4%
IC: 78,4-94,9]

67,9%
(IC: 47,7-84,1]

baciloscopia

Cultura liquida,
baciloscopia

Cultura,
baciloscopia

Cultura,
baciloscopia

Cultura,
baciloscopia

Baciloscopia,
cultura,

TSA*

Baciloscopia,
cultura MGITH,
Genotype MDR-TB
plust, LCTBE®

Cultura,
baciloscopia

Cobas TagMan,
MTB

Estudo Especificidade Sensibilidade Técnica d_e Amostragem
comparacéo
Marlowe et al., 98,0% (esfregagos positivos) Cultura, 217 respiratori
2011 B 72,0% (esfregacos negativos) baciloscopia espiraonias
Sekadde et al.Z, 96,5% 79,4% Cultura, 250 de escarro

de 250 pacientes com
suspeita de TB pulmonar

1.514 de escarro
de 812 pacientes

103 pulmonares
de 103 pacientes com
suspeita de TB pulmonar

107 de escarro

1.004 respiratérias
de 502 pacientes com
suspeita de TB pulmonar

303 respiratérias
de 303 pacientes

311 de escarro
de 311 pacientes

876 de escarro

320 respiratérias
de 311 pacientes com
suspeita de TB pulmonar

*Teste de sensibilidade aos antibiéticos; T Mycobacteria Growth Indicator Tube; ¥ Genotype multidrug-resistant tuberculosis plus; ¢ LigthCycler® Mycobacterium Detection;
IC: Intervalo de confianca.

Quadro 2 - Estudos acerca do GeneXpert MTB/RIF em amostras pulmonares



Estudo Especificidade Sensibilidade Técnica de comparacdo Amostragem
Patel ef al.2. 2013 94,0% 67,0% Achados clinicos, 149 de liquido
alel et dl.% [IC: 85,0-98,0] [IC: 53,0-79,0] baciloscopia cefalorraquidiano
91,1% 87,8% Citologia
9 ’ ’ 7
Tadesse et al.?, 2015 (IC: 82.8-99,4] (IC: 81.0-94,5] baciloscopia 143 extrapulmonares
Cultura,
Tortoli et al.®°, 2012 99,8% 81,3% baciloscopia, 1.476 extrapulmonares
achados clinicos
81,0%
(esfregacos negativos) Cultura,
Vadwai et al.®', 2011 99,6% 9 gé 0‘Vg baciloscopia, 547 extrapulmonares
o achados clinicos
(esfregacos positivos)
0, 0
Rufai et al.®2, 2015 ic. R o ic. EROLE . Cultura liquida, MGIT* 162 de fluido pleural

* Mycobacteria Growth Indicator Tube; IC: Intervalo de confianga.

Quadro 3 - Estudos acerca do GeneXpert MTB/RIF em amostras extrapulmonares

(continua)

Estudo

Local do estudo

Conclusées

loannidis et al.8, 2011

Armand et al.’?, 2011

Patel et al.2, 2013

Teo et al.22, 2011

Vallejo et al.’®, 2015

Tadesse et al.?, 2015

Marlowe et al.7, 2011

Zeka et al.’?, 2011

Bowles et al.?2, 2011

Sekadde et al.%3, 2013

Balcha et al.?#, 2014

Rachow et al.?8, 2011

National Reference
Laboratory for
Mycobacteria, Grécia

Centre Hospitalier
Régional Universitaire de
Lille, Franca

Universidades de
KwaZulu-Natal e Cape
Town, Africa do Sul

National University
Hospital, Singapura

Instituto Nacional del
Térax, Chile

Jimma University
Specialized Hospital,
Etiépia

Oeste dos Estados Unidos

da América

Ege University, Faculty of
Medicine, Turquia

University Center for
Chronic Diseases
Dekkerswald, Paises
Baixos

Mulago National Referral
Hospital, Kampala,
Uganda

Cinco centros de salde
localizados na Etiépia

Mbeya Zonal Referral
Hospital, Tanzénia

Alta capacidade de detectar o complexo MTB, com destaque para os casos com baciloscopia
negativa.

Método simples, adequado para a deteccGo do complexo MTB, tanto em amostras
respiratérias como ndo respiratérias. H& poucos estudos na avaliacdo dos impactos da
implementacéo, j& que possui um alto custo.

GeneXpert mostrou-se um bom teste para o diagnéstico da tuberculose meningea (TBM) em
regides endémicas, utilizando amostras de liquor. Necessidade de mais estudos para avaliar
o potencial do método em regides endémicas de TBM.

Em contraste com o teste Gen-Probe's, o ensaio de GeneXpert MTB/RIF é automatizado,
oferece riscos minimos de biosseguranca e baixo potencial de contaminacéo. A deteccéo de
mutacdes associadas & RIF é também uma vantagem adicional.

O teste contribui muito para o diagnéstico da TB, com bons resultados tanto para amostras
respiratérias como para as de outros tipos, além de fornecer informacées relevantes sobre a
resisténcia no estdgio inicial.

O GeneXpert MTB/RIF ¢ uma ferramenta Util para a deteccdo do complexo MTB com altas
sensibilidade e especificidade, sendo um método facil e adequado para ser usado em regides
endémicas de TB.

O GeneXpert é um ensaio simples, rdpido, preciso e seu custo é similar a outros ensaios de
PCR utilizados comercialmente. GeneXpert detectou trés amostras RIF-resistentes, que, apds
novos testes, revelaram ser resultados falso-resistentes.

O método é menos dependente das habilidades dos usudrios e do treinamento pessoal. Em
um curto tempo, detecta simultaneamente M. tuberculosis e resisténcia a RIF. Embora o teste
possa ser uma ferramenta Ofil para a répida identificacdo da TB, os seus resultados devem
ser confirmados por cultura e TSA.

O GeneXpert MTB/RIF é uma técnica rdpida, simples, segura, requer poucas precaucdes de
biosseguranca, sendo necessdrio praticamente nenhum treinamento. E um método altamente
promissor para o diagnéstico de pacientes com TB, embora a acurdcia tenha sido menor do
que a da cultura.

O teste GeneXpert MTB/RIF se mostrou eficaz em amostras de escarro e identfificou rapida e
corretamente a maior parte dos pacientes com TB, com cultura confirmada.

O método GeneXpert obteve bons resultados, principalmente quando comparado &
baciloscopia, possuindo uma alta sensibilidade em grupos de individuos com avancada
imunossupressdo. Na opinido dos autores, o teste GeneXpert deve ser utilizado como adjunto
& baciloscopia e nédo substitui-la, como apontam outros estudos.

O GeneXpert MTB/RIF é um método altamente sensivel, especifico e rapido para diagnosticar
a TB e tem potencial para complementar a cultura. A sua utilidade na deteccdo do bacilo, em
amostras com baciloscopia e cultura negativas, necessita de mais estudos.

Quadro 4 - Conclusées acerca do método GeneXpert em diversos estudos
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(fim)

Estudo Local do estudo

Conclusées

Unidade primaria de
savde em Johannesburg,
Africa do Sul

Scott et al.?7, 2011

All India Institute of
Medical Sciences, Nova
Delhi, India

Rufai et al.??, 2015

University of North
Carolina Health Care,
Carolina do Norte, EUA

Miller et al.?', 2011

Pham Ngoc Thach
Hospital, Cidade de Ho
Chi Minh, Vietna

Helb et al.’”, 2010

Samsung Medical Center,

2
Huh et al.?, 2014 Coreia do Sul

University Hospital
Tuberculosis Clinic,
Montreal, Canadd

Sohn et al.’¢, 2014

Hospital Universitario
San Vicente Fundacién,

Medellin, Coldmbia

Atehortta et al.?, 2015

San Raffaele Scientific

- 30
Tortoli ef al., 2012 Institute, Italia

Vadwai et al.?', 2011 Mumbai, India

Allama Igbal Medical
College, Lahore,
Paquistdo

Iram et al.’8, 2015

Um hospital de cuidados
tercidrios, Seul, Coreia

do Sul

Park et al.??, 2013

O ensaio GeneXpert obteve desempenho superior & baciloscopia e a outros métodos
moleculares no rapido diagnéstico da TB. Entre os resultados de resisténcia a RIF detectados
pelo GeneXpert, trés foram sensiveis & RIF pelo método de TSA, sendo entdo resultados
falso-positivos.

O método GeneXpert MTB/RIF tem pouca sensibilidade em amostras de liquido pleural e
nédo deve ser recomendado para a deteccdo de TB pleural, particularmente em ambientes
de alta carga de TB.

A sensibilidade, em termos gerais, foi maior para o GeneXpert MTB/RIF, devido a uma
melhor deteccdo de espécimes com baciloscopia negativa, embora a andlise néo tenha sido
estatisticamente significativa.

O GeneXpert MTB/RIF pode detectar rapidamente a presenca de M. tuberculosis e
identificar as mutacées associadas a resisténcia a RIF, tanto em amostras com baciloscopia
negativa como em baciloscopia positiva. A natureza da amostra pode influenciar o teste; o
congelamento pode alterar a viscosidade do escarro e melhorar a recuperagdo do dcido
nucleico das micobactérias.

O ensaio GeneXpert é uma ferramenta adequada para a excluséo da doenca em pacientes
com baixa probabilidade de TB pulmonar. Na deteccdo da resisténcia & RIF, o método
obteve um bom desempenho. Diferencas significativas foram encontradas no desempenho
do GeneXpert quando utilizado em amostras com alta suspeita de TB e nas clinicamente
indeterminadas. Possui desempenho varidvel, de acordo com as diferentes aplicacées clinicas.

O impacto do GeneXpert ¢ limitado a regides com baixa incidéncia da doenca e altos recursos
ambulatoriais. Reforca a recomendagdo do Canadian Tuberculosis Standards, que permite o
uso do GeneXpert MTB/RIF em laboratérios, mas adverte que néo deve substituir esfregacos
e culturas convencionais. Ademais, recomenda que os resultados sejam confirmados por
esfregacos e culturas.

O teste GeneXpert MTB/RIF é uma ferramenta adicional para o diagnéstico da TB pulmonar
em paises em desenvolvimento. Ele mostra uma melhor performance em amostras
com baciloscopia negativa do que foi previamente relatado na literatura. Jé& o resultado
de resisténcia & RIF, por meio da identificagdo de mutacdes no gene rpoB, corrobora os
resultados do teste fenotipico.

O diagnéstico da TB, especialmente da extrapulmonar, baseia-se na combinagdo de vdrios
testes. Entre os testes rdpidos investigados, a sensibilidade do GeneXpert foi duas vezes maior
em comparacéo com a baciloscopia, duplicando assim a proporcao de diagnésticos répidos.

Os resultados desse estudo sugerem que o teste GeneXpert tem bom potencial para o
diagnéstico de TB extrapulmonar e que sua facilidade de uso o torna aplicdvel para os pafses
onde a TB é endémica.

O GeneXpert MTB/RIF é um método sensivel para o diagnéstico répido da TB, especialmente
em esfregacos negativos, sendo mais eficaz do que a baciloscopia convencional. Para os
paises endémicos da doenca, o GeneXpert pode servir como uma sensivel modalidade
diagnéstica da TB pulmonar e extrapulmonar.

O GeneXpert obteve melhor sensibilidade em relagéo ao ensaio Cobas em amostras com
baciloscopia negativa. O ensaio Cobas, por sua vez, teve desempenho melhor em amostras
com baciloscopia positiva. O ensaio Cobas requer descontaminacéo e concentracdo da
amostra; j& o GeneXpert é totalmente automatizado com um sistema fechado, o que reduz
o tempo. Em conclusGo, o desempenho do GeneXpert foi ligeiramente inferior ao ensaio
Cobas.

Quadro 4 - Conclusées acerca do método GeneXpert em diversos estudos

Os artigos encontrados

apontaram

bom
no

e ProbeTec ET-DTB, foram utilizadas para comparar a

desempenho do método molecular GeneXpert
diagnéstico da TB, porém os valores de sensibilidade
para a deteccdo do bacilo variaram entre os diversos
autores'®13161718 A cyltura e a baciloscopia foram
as técnicas mais empregadas na comparacdo ou
na confirmacdo dos resultados obtidos por meio do
GeneXpert. Outras técnicas moleculares, como o
LightCycler® Mycobacterium Detection (LCTB), 1S6110
TagMan, Gen-Probe's, Genotype MDRTB-plus, 1S6110
LDT (laboratory-developed test), Cobas TagMan MTB

atuacdo do GeneXpert.

Quando comparado a outra metodologia molecular,
no estudo de Miller et al.?!, foi observada uma
diferenca nos desempenhos do GeneXpert MTB/RIF
com o ensaio LDT I1S6110 PCR para amostras de
cultura positiva. O 1S6110 LDT defectou apenas
22% das amostras, enquanto o GeneXpert MTB/RIF
detectou 67%. No estudo de Park et al.?’, o GeneXpert
foi ligeiramente melhor do que o ensaio molecular
Cobas TagMan MTB na identificacdo do bacilo em



amostras com baciloscopia negativa; porém a técnica
de comparacdo superou o GeneXpert nas andlises
de amostras com baciloscopia positiva. Os autores
ainda relataram que o ensaio Cobas, ao contrério do
GeneXpert, requer a descontaminac@o e concentracdo
das amostras, aumentando, assim, o fempo de
execucdo dessa técnica.

Antonenka et al.®®* compararam o GeneXpert com
outras duas técnicas moleculares, o Cobas TagMan
MTB e o ProbeTec ET-DTB, avaliando o desempenho e
o tempo de processamento das técnicas. O ProbeTec
obteve melhor sensibilidade e o Cobas melhor
especificidade, superando assim o GeneXpert, que
apresentou dois resultados falso-positivos; porém o
GeneXpert alcancou maior desempenho em relacao
ao Cobas na deteccdo do complexo MTB em amostras
com cultura e baciloscopia positivas. Entre os pontos
positivos do GeneXpert relatados nesse estudo, estd o
fato de que essa metodologia pode ser empregada em
laboratérios que dispéem de pouco pessoal treinado e
possuem restricdes de recursos e tecnologia®.

Embora o maioria dos artigos tenha reportado
amostras pulmonares, alguns estudos mostraram boa
performance do método GeneXpert em amostras
extrapulmonares®'%'32331 -~ mas  Rufai et al.®? néo
apontaram boa eficdcia do mesmo em amostras de
fluido pleural. Em pesquisa desenvolvida por Rzechorzek
et al.®, na qual foram analisadas bidpsias de 23
pacientes, o GeneXpert identificou o bacilo em uma
das amostras, sendo que esse resultado foi concordante
com os exames histopatolégicos. Embora o estudo
tenha utilizado poucas amostras, os autores destacaram
o fato do GeneXpert ndo ter originado nenhum
resultado invdlido.

De oacordo com Maynard-Smith et al.®®,
o desempenho do GeneXpert em  amostras
extrapulmonares ainda ndo é claro, e estudos seriam
necessdrios para expandir a base de evidéncias do
uso do ensaio molecular para o diagnéstico da TB
extrapulmonar em diferentes contextos epidemiolégicos;
entretanto, os dados atuais |@ fornecem o suporte
para a implementacdo desse método em amostras
extrapulmonares.

A andlise de amostras sanguineas pelo GeneXpert
mostrou ser possivel em um estudo que utilizou uma
solugdo tampdo de lise para o processamento das
amostras, removendo possiveis subst@ncias inibidoras
da PCR e melhorando, assim, o desempenho do
método®. Em uma pesquisa que utilizou amostras
pulmonares e extrapulmonares, congeladas por um
periodo de 10 anos, com baciloscopia negativa, a
sensibilidade ficou um pouco abaixo de outros estudos
com amostras ndo congeladas®”’. A incubacdo das
amostras durante certo periodo pode influenciar a
andlise do GeneXpert; amostras incubadas por até
72 h néo interferiram na deteccdo da doenca, porém a
incubac@o por um tempo superior a 24 h pode originar
resultados falso-resistentes & RIFS8,

Os paises pertencentes a lista de prioridade da TB,
segundo a OMS, foram objetos de estudo em 51,1%

dos artigos pesquisados. Para desenvolver um aparelho
como o GeneXpert, sGo necessdrios investimentos e alta
tecnologia, e os paises nédo prioritdrios para a doenca
tém inferesse em pesquisar sua eficécia; mas, de fato,
a sua aplicacdo se d& em paises em desenvolvimento,
que detém uma carga elevada da doenca. Dorman et
al.?” observaram que as caracteristicas de desempenho
do GeneXpert podem ser diferentes quando o mesmo é
implementado em um cendrio em que poucas pessoas
tém a doenca, como nos EUA, comparado a quando
aplicado para a deteccdo passiva em paises de alta
carga da doenca.

O GeneXpert foi desenvolvido com o intuito de
substituir a  baciloscopia. Nos estudos realizados
por Iram et al.'® e Tortoli et al.®°, foi constatado que
esse método molecular atingiu melhores resultados,
podendo substitui-la. Entretanto, Balcha et al.?* e Weyer
et al.“ sugeriram que o GeneXpert seja utilizado de
forma adjunta & baciloscopia. Habib et al.*' relataram
que, em pacientes grdvidas, o GeneXpert obteve
melhor sensibilidade, detectando a doenca com maior
rapidez, com destaque para os casos com baciloscopia
negativa.

Weyer et al.* afirmaram que o desempenho do
GeneXpert é bastante favordvel para populacées
vulnerdveis que necessitom de fratamento enquanto
aguardam os resultados convencionais. Na Africa do
Sul, um estudo sugeriu a ampliacéo da utilizagcdo do
GeneXpert como um substituto para a baciloscopia em
paises com alta carga de TB e, principalmente, para
populacdes especiais, como criancas e adultos vivendo
com HIV, populacéo indigena e encarcerados*?. Nduba
et al.*® sugeriram ainda a metodologia GeneXpert para
implementacdo do diagnéstico em adolescentes com
baciloscopia negativa, uma vez que a deteccéo pelo
exame direto é baixa nessa populacéo e a prevaléncia
de TB é elevada, com a maioria dos casos néo
detectados rotineiramente. Anderson et al.**, relataram
a alta especificidade do GeneXpert na deteccéo da TB
infantil, porém a sensibilidade do ensaio nessa faixa
etéria foi limitada.

De acordo com Muyoyeta et al.*®, a recomendacéo
da OMS para o uso do GeneXpert para pacientes
HIV positivos suscita problemas éticos e de recursos.
Pacientes com baciloscopia negativa que ndo tém
HIV associado devem também ser considerados para
teste com o GeneXpert, o que pode evitar atrasos no
diagnéstico e a continua transmisséo da doenca a
partir desses doentes. No entanto, a viabilidade de
tal estratégia exigiria enormes recursos para testar um
grande ndmero de pacientes sem associacdo com o
HIV e com baciloscopia negativa.

O ensaio molecular demonstrou bom desempenho
na deteccdo do bacilo em amostras com baciloscopia
negativa®?'?®, porém Rachow et al.?® apontaram a
necessidade de mais estudos para averiguar a agéo do
GeneXpert em esfregacos negativos.

A técnica é considerada simples, exigindo
treinamento pessoal minimo e o seu custo é equivalente
a outras técnicas moleculares. Muitos estudos relataram
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a rapidez e simplicidade do método® 39464748 o
inicio do tratamento precoce?®4?%0°!a diminuicdo
do numero de contaminacdes cruzadas®?, o aumento
do nUmero de casos positivos ndo detectados por
baciloscopia ou cultura'®¥ e se tratar de um método
sensivel e especifico®®*. Além disso, ao contrério da
baciloscopia, as etapas de pipetagem manual e a
parte automatizada do ensaio ndo geram aerossdis
vidveis, resultando em riscos bioldgicos minimos?9??; e
o desempenho do teste pode ser menos dependente da
habilidade do usudrio, motivacéo ou carga de trabalho
da baciloscopia''. Banada et al.®® avaliaram os riscos
biolégicos do GeneXpert e, segundo os autores, o
sistema fechado, automatizado e os cartuchos reduzem
os riscos de formacdo de aerossdis vidveis, fazendo
desse método a ferramenta ideal para os laboratérios
que ndo dispéem de instalacdes de seguranca
biolégica.

No estudo de Dorman et al.??, o nimero de testes
falso-positivos do GeneXpert foi baixo e, quando
comparado com a cultura por MGIT, sua sensibilidade
foi menor. No entanto, os autores concluiram que a
facilidade de uso do GeneXpert pode ser um ganho.
De fato, a cultura liquida continua a ser o padrdo-ouro
para o diagndstico de TB. Métodos moleculares atuais
também néo séo ainda capazes de suplantar a cultura

e o TSA%.

Durante o ftratamento, o paciente deve ser
monitorado com tfestes convencionais, uma vez que
a metodologia do GeneXpert ndo é indicada para o
controle de fratamento, pois o feste detecta DNA de
bacilos vidveis e ndo vidveis, sendo esse um dos pontos

negativos do GeneXpert!34°,

O ensaio ainda pode detectar mutacoes
silenciosas, que ndo conferem resisténcia & RIF, sendo
também um resultado falso-positivo, o que reforca
as recomendacdes da OMS para a confirmacdo dos
casos de RIF resistente por métodos genotipicos e/ou
fenotipicos'*!1>. Somoskovi et al.% salientaram que o
diagnéstico da multirresisténcia ndo pode ser baseado
em um Unico teste, mas deve ser sempre estabelecido
por uma avaliacdo e verificacdo completa de todos os
dados clinicos e laboratoriais.

Outro fato é que o GeneXpert precisa de alguns
requisifos para sua instalago, como um ambiente
com fonte estdvel de energia elétrica e temperatura
entre 2-28 °C, para garantir o bom funcionamento
do equipamento e a estabilidade dos cartuchos e
reagentes®. Dentre outros pontos citados como
desfavordveis, podem ser observados: o custo, que
impossibilita, por muitas vezes, a repeticio dos
testes®’*7%857, o deteccGo de falso-positivos e falso-
negativos duranfe o estudo*”; o nimero de erros
e resultados invdlidos; as amostras com volume
insuficiente (menos de 1 ml); e as amostras que
apresentam vestigios de sangue pesados ou residuos de
alimentos e t&8m que ser examinadas por baciloscopia®.

Para a deteccdo de resisténcia & RIF, o GeneXpert
tem apresentado bom desempenho?, fornecendo
resultados precisos, que permitem o inicio répido do

tratamento, enquanto sdo aguardados os resultados
de cultura e TSA>. Marlowe et al.”, Scott et al.? e
McAlister et al.’ obtiveram resultados falso-positivos
na deteccdo da resisténcia & RIF pelo método
GeneXpert, apontando as mutacdes silenciosas como
as causadoras desses resultados. Sohn et al.'® e Zeka
et al.’ apontaram a necessidade de confirmar os
resultados do GeneXpert com a cultura e o TSA. Weyer
et al.*® sugeriram o teste GeneXpert para individuos
em risco de resisténcia a drogas e relataram que deve
ser utilizado como teste de diagnéstico inicial, uma vez
que, comparado com o TSA convencional, o GeneXpert
identificou corretamente 97,6% dos pacientes com
cepas resistentes a RIF e 98,1% daquelas sensiveis
a RIF

Diversos estudos mostraram-se cautelosos em
relacGo ao custo da tecnologia®®, infraestrutura
existente e ao desafio de resultados falso-positivos
para resisténcia a RIE Em contrapartida, os métodos
convencionais fambém apresentam limitacdes, uma
vez que ndo hd método perfeito para o diagnéstico da
TB*. Dessa forma, inovacées em tecnologia podem
contribuir para que a eliminacdo da TB seja vidvel
nos préoximos anos, e as politicas devem avaliar os
beneficios para o paciente e para a sadde publica,
combinando os métodos & existentes com as novas
metodologias na atencéo ao doente com TB%.

De modo geral, as conclusées dos artigos
levantados apontaram fatores positivos do método,
como a eficiéncia do teste no diagnéstico da TB,
a simples execucdo da técnica, requerendo pouco
treinamento pessoal, o baixo risco de acidentes e
contaminagéo, a rapidez dos resultados, além do custo
similar ao de outras técnicas que utilizam PCR.

Por meio do levantamento dos artigos relacionados
ao GeneXpert, é evidente a caréncia de mais estudos
acerca desse método, principalmente  utilizando
amostras extrapulmonares. Trabalhos adicionais podem
esclarecer alguns pontos, como a superioridade do
GeneXpert sobre a baciloscopio e o seu uso em
amostras extrapulmonares, @ que os estudos citados
apresentaram divergéncias entre si em relacéo a esses
pontos.

CONCLUSAO

Para a identificacdo precoce dos casos de TB, um
rdpido e eficaz diagnéstico se faz necessério. Para isso,
técnicas especificas, com alta sensibilidade e realizadas
em um curto periodo devem ser empregadas. O
GeneXpert MTB/RIF ¢ o mais novo método preconizado
pelo MS, sendo proposto para substituir a baciloscopia;
entretanto, por critério prévio, apenas alguns municipios
brasileiros dispdem dessa metodologia.

Entre os pontos positivos do GeneXpert, estd a
identificacdo simultdnea do DNA do complexo MTB e
de mutacdes relacionadas & resisténcia a RIF, utilizando
a técnica de PCR em tempo real, integrados em um
Unico cartucho descartdvel, que fornece resultados
dentro de 2 h. O ensaio é composto de um sistema
automatizado, sendo que a Unica etapa manual é o



processamento da amostra com um reagente tampéo,
evitando, assim, os riscos relacionados & biosseguranca
e & contaminacdo das amostras e do equipamento.

O método apresenta boa sensibilidade e
especificidade na identificacdo do bacilo, sendo uma
ferramenta rdpida para o diagnéstico de novos casos
da doenca. Em relacdo a resisténcia & RIF, poucos
estudos avaliaram o desempenho do GeneXpert.

Alguns estudos concluem que o GeneXpert ndo
elimina a necessidade de métodos bacteriolégicos
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