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RESUMO

A deteccdo do fator corda pode favorecer o diagndstico definitivo e inicio do tratamento antituberculose. O
objetivo deste estudo foi avaliar a concordancia interobservadores da leitura de esfregacos
micobacterianos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen para a identificacdo presuntiva do Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Trés observadores, estudantes da area da saude, realizaram a leitura as
cegas de 30 laminas coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen e seus resultados foram comparados com os de
um observador experiente. Para avaliar a concordancia entre as leituras foi realizado o Coeficiente Kappa
com intervalo de confianca de 95%. N3do foi observada nenhuma concordancia excelente (k>0,75)
interobservadores. A interpretacdo e utilizacdo do fator corda para o diagndstico presuntivo do M.
tuberculosis é uma técnica que necessita de treinamento para interpretacdo das varidveis presentes nos
esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen e conhecimento tedérico do observador para que o
resultado possa ser proferido de forma correta.
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INTEROBSERVER CONCORDANCE FOR THE DETECTION OF THE CORD FACTOR FOR THE PRESUMPTIVE
IDENTIFICATION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

ABSTRACT

Detection of cord factor may favor the definitive diagnosis and initiation of antituberculosis treatment. The
aim of this study was to evaluate the interobserver concordance of mycobacterial smears stained with
Ziehl-Neelsen technique for the presumptive identification of the Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis). Three observers, healthcare students, conducted a blind reading of 30 slides stained with
Ziehl-Neelsen and their results were compared to the results of an experient reader. Kappa coefficient with
95% interval was used to evaluate the concordance between the readings. No excellent interobserver
concordance (k>0.75) was found. The interpretation and use of the cord factor for the presumptive
identification of the M. tuberculosis is a technique that requires training for the interpretation of the
variables of the smear stained with Ziehl-Neelsen technique and theoretical knowledge of the observer to
deliver a correct result.

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, cord factor, diagnosis, concordance.

INTRODUGCAO

O género Mycobacterium é composto por
mais de 140 espécies, separado em trés grandes
grupos: complexo Mpycobacterium tuberculosis
(MTBC), Mycobacterium leprae e outras
micobactérias ndo enquadradas nos dois grupos
anteriores, conhecidas como micobactérias ndo
tuberculosas  (MNT).. O MTBC inclui o
Mycobacterium tuberculosis (MTB), principal

agente etiolégico da TB, sendo responsavel pela
infeccdo de um terco da populagdo mundial e, no
Brasil, foram notificados 69.569 novos casos de
tuberculose, e em 2016, 4.426 o&bitos por
tuberculose, mas calcula-se que este numero
possa ser maior, em virtude da subnotificagdo’.

O diagnéstico presuntivo da TB pulmonar
se faz pelos dados clinicos e radioldgicos e a
confirmacdo do diagndstico é obtida pela
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baciloscopia efou cultura. A baciloscopia,
pesquisa de bacilo alcool-acido resistente (BAAR),
é o método para diagndstico da doenca mais
utilizado no Brasil, por tratar-se de um
procedimento rdpido e barato, no entanto,
apresenta baixa sensibilidade, detectando 60 a
80% dos casos de TB pulmonar. A cultura para
micobactérias é considerada o método padrao
ouro para o diagndstico da TB e quando realizada
a partir do escarro, em geral, pode aumentar em
30% o diagndstico de casos de TB pulmonar ndo
confirmados pela baciloscopia, entretanto tem
como principal desvantagem a demora na
definicdo do diagndstico, pois a reproducdo do
bacilo é lenta. Como a tuberculose é letal sem
tratamento, uma rapida diferenciacdo entre o
MTB e as MNT seria essencial para a conducdo de
um tratamento adequado®.

Alguns estudos tém avaliado a utilidade
de se detectar a formacdo de corda, conhecido
como fator corda, em meio sdlido ou liquido,
para a identificacdo presuntiva da TB, ja que a
maioria das espécies de MNT ndo apresenta essa
caracteristica, acelerando a identificacdo do MTB
e os testes de susceptibilidade a drogas*®. O fator
corda pode ser detectado em cultivo de MTB
através da formag¢dao de uma corda com feixes
apertados, constituida de bacilos alinhados
paralelamente, lado a lado, ao longo do eixo
central da corda. A formagao de corda é um
efeito causado pela principal molécula contendo
acido micdlico, a trealose 6,6-dimicolato (TDM),
um componente da parede celular das
micobactérias  envolvido em  importantes
mecanismos imunomodula-dores responsaveis
pela viruléncia das micobactérias®.

A detec¢do do fator corda associado as
caracteristicas macroscdpicas das colOnias
bacterianas crescidas a partir de amostras
biolégicas de individuos com suspeita de TB pode
acelerar a identificagdo presuntiva do MTB e
assim favorecer o diagnéstico definitivo e inicio
do tratamento adequado, principalmente em
laboratérios que ndo utilizam técnicas de
identificacdo mais avancadas, como o teste
imunocromatografico. Desta forma, a leitura
comparativa de laminas para identificacdo do
fator corda entre diferentes alunos nos permitira
avaliar melhor as dificuldades que estes
encontraram durante a pesquisa e podera nos
direcionar  para  treinar outros  alunos
futuramente. O objetivo deste trabalho foi avaliar
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a concordancia interobservadores da leitura de
esfregacos micobacterianos corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen para a identificagcdao presuntiva
do MTB.

METODOLOGIA

Foram utilizados esfregacos
micobacterianos corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen e avaliados os seguintes parametros para
a interpretagdo da leitura: BAAR (Bacilo 4cido
alcool resistente) presente ou ausente; Fator
corda presente ou ausente; MTBC presente ou
ausente; MNT presente ou ausente;
Contaminagado presente ou ausente.

Trés observadores (B, C e D), estudantes
da area da salde, realizaram a leitura na objetiva
de imersdo em microscopio dptico (Nikon Eclipse
E100) as cegas de 30 laminas e seus resultados
foram comparados com os de um observador
experiente (A) na interpretacdo dos parametros
acima citados. Visto se tratar de um teste de
confiabilidade, em que a interpretacdo dos
observadores sobre a leitura das laminas é parte
fundamental dos resultados, os esclarecimentos
foram breves e sucintos. Os alunos foram
esclarecidos a ndo consultarem os demais colegas
durante este processo, assim como, para nado
comunicarem os demais os resultados obtidos
em suas avaliagdes a fim de se evitar influéncias
nas respostas.

Para avaliar a concordancia entre as
leituras foi realizado o Coeficiente Kappa (k),
empregando-se o programa Bioestat versdo 5.3,
e a concordancia foi interpretada conforme o
valor de Kappa com intervalo de confianca de
95%: 0 <k < 0,4: Fraca (F); 0,4 <k £0,75: Boa (B);
k >0,75: Excelente (E).

RESULTADOS

Na Tabela 1 demonstramos a
frequéncia absoluta dos pardmetros de
leitura dos esfregacos micobacterianos
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen entre o
observador A (valor de referéncia) e os
observadores B, Ce D.

Na Tabela 2 estao demonstrados os
resultados obtidos para a concordancia
interobservadores por meio do valor de
Kappa com intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 1. Frequéncias absolutas da interpretacao da leitura dos esfregacos micobacterianos corados pela
técnica de Ziehl-Neelsen entre o observador A (valor de referéncia) e os observadores B, C e D.

Obs B Obs C Obs D
Obs A Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente Total
Presente 24 4 18 10 22 6 28
BAAR Ausente 1 1 0 2 1 1 2
Fator corda Presente 12 10 17 5 11 11 22
Ausente 0 8 1 7 1 7 8
Presente 13 9 17 5 12 10 22
MTBC Ausente 1 7 1 7 1 7 8
MNT Presente 5 1 5 1 4 2 6
Ausente 10 14 7 17 10 14 24
Contami- Presente 1 4 1 4 3 P 5
nagao Ausente 6 19 11 14 12 13 25

BAAR (Bacilo acido-adlcool resistente

tuberculosas); Obs (Observador)

~

; MTBC (complexo Mycobacterium tuberculosis); MNT (Micobactérias ndo

Tabela 2. Estatistica Kappa com IC de 95% obtidos entre o observador A (valor de referéncia) e os

observadores B, C e D.

Obsl Obs2 BAAR Fator Corda MTBC MNT Contaminagao
A B Kappa 0,2105F 0,3902 F 0,3534 F 0,2667 F -0,0345 F
IC95% 0,70-0.93 0,53-0,77 0,47-0,80 0,43-0,77 0,53-0,80
C Kappa  -0,1250F 0,5588 B 0,5588 B 0,3939F -0,1538 F
IC95%  0,40-0,73 0,63-0,90 0,63-0,90 0,63-0,87 0,33-0,63
D Kappa 0,1322°F 0,2683 F 0,2292 F 0,1667 F 0,0098 F
IC95% 0,57-0,87 0,43-0,70 0,37-0,73 0,43-0,73 0,40-0,67

Valores de Kappa: 0 < k < 0,4: Fraca (F); 0,4 < k £ 0,75: Boa (B); k > 0,75: Excelente (E); MTBC (complexo

Mycobacterium tuberculosis); MNT (Micobactérias ndo tuberculosas); Obs (Observador).

De acordo com a andlise estatistica ndo
foi observada nenhuma concordancia excelente
(k>0,75) interobservadores. Foram obtidos trés
resultados em que a concordancia foi fraca para a
pesquisa de BAAR, foram obtidos dois resultados
em que a concordancia foi fraca e um em que a
concordancia foi boa para a pesquisa do fator
corda, foram obtidos dois resultados em que a
concordancia foi fraca e um em que a
concordancia foi boa para a pesquisa do MTBC,
foram obtidos trés resultados em que a
concordancia foi fraca para a pesquisa de MNT e
foram obtidos trés resultados em que a
concordancia foi fraca para a avaliacio da
presenca de contaminacao dos esfregacos.

DISCUSSAO

Ndo foram encontrados estudos que
avaliaram a presenga do fator corda entre
diferentes observadores inexperientes para a

leitura de laminas micobacterianas, tornando o
nosso estudo Unico nessa relagdo. A avaliagdo da
presenca de corda em esfregacos
micobacterianos parece ser algo facil e simples de
ser realizado, mas se nao for executado por um
leitor experiente, pode apresentar dificuldades
na sua interpretacdo, como foi visto em nossos
resultados.

As espécies do género Mycobacterium
sdo bastonetes finos, retos, ligeiramente
encurvados ou em forma de clava, mas podem
ocorrer na forma de cocobacilos curtos,
filamentosos ou micelidides. Este género
apresenta um tamanho médio de 1 a 10 um de
comprimento e 0,2 a 0,6 um de espessura, tendo
o M. tuberculosis cerca de 1 a 4 um de
comprimento e 0,5 um de espessura, enquanto
as MNT apresentam bacilos de tamanho menor
que 2 um (cocobacilo) ou maiores que 5um de
comprimento7'9.
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Nas ldminas coradas pela técnica de
Ziehl-Neelsen, a identificacdo de BAAR consiste
na pesquisa de bacilos corados em vermelho com
o fundo azul®®. Essa técnica de coloracdo é
utilizada para a realizacdo da baciloscopia.
Observa-se uma variacdo de resultados na
visualizagao e quantificagdo de BAAR quando a
baciloscopia é realizada por diferentes
profissionais, variando de uma pessoa para a
outra, assim como quando avaliada mais de uma
vez pelo mesmo individuo™.

Nossos resultados demonstraram que
todos os observadores apresentaram uma
concordancia (k) fraca na identificacdo de BAAR,
apesar de um dos leitores ter acertado 25
laminas em 30 e dos observadores relatarem que
ndo apresentaram dificuldades na interpretacdo
do BAAR. Ao avaliarmos a baixa concordancia,
devemos considerar a possibilidade da pequena
amostragem e do fato de terem somente duas
laminas que eram BAAR ausente terem
interferido nesse calculo. Além disso, nenhum
dos observadores havia realizado proficiéncia em
baciloscopia da tuberculose, fator que teria
auxiliado na dificuldade para a identificacdo da
presenca de BAAR. Estudo sugere um minimo de
75 laminas, abrangendo em torno de 48% de
laminas negativas, 5% de inconclusivas e 47% de
positivas para a caracteriza¢dao de proficiéncia em
baciloscopia da tuberculose™.

A rapida diferenciacido do MTBC das
MNT colabora para direcionar a identificacdo da
espécie e iniciar o tratamento adequado. O fator
corda ajuda na identificacdo presuntiva do MTBC,
jd que a maioria das MNT ndo forma corda, com
excecdo de algumas espécies, como M. kansasii,
M. fortuitum e M. chelonae. Entretanto, a corda
formada pelas MNT apresenta bacilos isolados.
Além disso, e a diferenciacdo entre a formacdo da
corda das espécies do CMTB e MNT pode ser
feita pela observagdo do tamanho do bacilo
isolado no esfregaco’. Outro autor sugere que é
possivel a observacdao do fator corda em MNT,
mas que estas produzem “pseudocordas”, isto é,
crescimento em cordas incompleto, onde a
interpretacdo  dependerd da  experiéncia
técnica®.

Com relagdo a avaliagdao do fator corda,
um dos observadores apresentou uma boa
concordancia enquanto os demais apresentaram
uma concordancia (k) fraca. Os observadores
relataram dificuldade na avaliacdo da presenca
do fator corda, pois muitas laminas eram
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parecidas. Além  disso, havia  laminas
provenientes de diferentes meios de cultura,
liguido e sélido. Estudo que avaliou a presenca de
corda em ambos os meios demonstrou que o
fator corda visualizado difere nos meios, sendo
mais evidente no meio liquido™.

Quanto a classificacdo das laminas em
MTBC e MNT, somente um observador obteve
uma concordancia (k) boa, enquanto os demais
apresentaram uma concordancia (k) fraca.
Analisando os resultados apresentados na Tabela
2, podemos perceber que ndo ficou claro para
dois observadores que a classificacdo do MTBC
estava ligada a presenca do fator corda, pois os
resultados de ambos ndo foram concordantes.
Isso reflete a falta de conhecimento por parte dos
participantes do trabalho em relacdo a
interpretacdo do resultado do fator corda.

A presenca de contaminacgdo das laminas
também apresentou uma concordancia fraca por
todos os observadores. Nesta avaliacdo, também
devemos considerar a possibilidade da pequena
amostragem e do fato de terem somente cinco
[aminas que apresentavam contaminagao terem
interferido nesse calculo. Além disso, a
verificagdo da presenca de outros
microrganismos, como bactérias e fungos, requer
atencdo e conhecimento prévio, sendo
influenciado diretamente pelo perfil de cada
observador. Um observador relatou que o curto
espaco de tempo, determinado pelo prdéprio
observador, para a leitura das laminas possa ter
influenciado nos seus resultados. Estudo que
avaliou a presencga do fator corda em amostras
clinicas demonstrou que quando estas foram
cultivadas em meio liquido, apresentaram
elevada contaminacdo, fato que impossibilitou a
anélise dos seus resultados™.

A deteccdo do fator corda associada a
avaliacdo  morfolégica de  colénias de
micobactérias em meio soélido tem grande
utilidade para caracterizar as espécies. As
colénias de MTB tém o formato de migalhas de
pao ou de couves-flores, sdao secas, acromdgenas
e branco-acinzentadas ou amarelo-acastanhadas.
J& as MNT tém um aspecto liso e Umido
caracteristico, podendo ser alaranjadas ou
mesmo amareladas. Entretanto, como o tempo
de cultura pode variar de 14 a 28 dias até 8
semanas, laboratérios que recebem um grande
volume de amostras clinicas, como hospitais e
Laboratérios de Referéncia, ja implantaram
sistemas que aceleram o diagndstico, como a
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incubacdo em meio liquido monitorada por
sistema informatizado que acusa quando ha
crescimento celular e, portanto, o tempo de
detecgdo da positividade é menor que o exigido
pela cultura sélida. O MTB cultivado em meio
liguido normalmente exibe o fator corda,
podendo ser identificado apds coloracdo com
acido-dlcool, tem-se sugerido um diagndstico
presuntivo e rapido do MTBC pela presenga da
formacdao de corda nas culturas de escarro
positivas no sistema de cultura liquida
(BACTEC)> "™,

Atualmente existe o teste rdpido para a
deteccdo do MTBC, o Xpert® MTB/RIF (qPCR) que
libera o resultado dentro de duas horas e avalia a
resisténcia da cepa a rifampicina, principal droga
utilizada no tratamento antituberculose®. No
Brasil, a baciloscopia continuard a ser utilizada,
principalmente para o controle de tratamento.
Além disso, a cultura, segui de testes de
sensibilidade antimicrobiana sdao recomendados
qguando o Xpert® MTB/RIF for positivo ou
somente a baciloscopia for realizada®®.

Outro fator que pode ter interferido nos
nossos resultados foi o tempo entre a explicagdo
da visualizagdo e interpretagdo das varidveis a
serem analisadas e o inicio da leitura das laminas.
Segundo o0s observadores, isso interferiu na
seguran¢a deles em proferir o resultado, mas
segundo o0 observador que proferiu o
treinamento, este tempo ndo deveria interferir
na avaliagdo das laminas.

CONCLUSAO

A interpretacdo e utilizacdo do fator
corda para o diagndstico presuntivo do M.
tuberculosis é uma técnica que necessita de
treinamento para interpretar as varidveis
presentes nos esfregacos corados pela técnica de
Ziehl-Neelsen e conhecimento tedrico do
observador para que o resultado possa ser
proferido de forma correta. Apesar da avalia¢do
do fator corda ser uma técnica que tende a ser
substituida  por  técnicas moleculares e
imunocromatograficas, ainda é um recurso muito
atil, por ser de baixo custo e simples execucgdo,
colaborando para direcionar as préximas etapas
de identificagdo micobacteriana.
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