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Resumo

A tuberculose (TB) acompanha a humanidade desde a Antiguidade e, ao longo de mais
de 150 anos, o diagnostico evoluiu de critérios puramente clinicos para métodos
microbioldgicos, radiologicos e moleculares cada vez mais sofisticados. A baciloscopia,
introduzida no século XIX, permanece amplamente utilizada em paises de alta carga
pela simplicidade e baixo custo, embora apresente sensibilidade limitada e incapacidade
de distinguir micobactérias ou detectar resisténcia. A cultura, ainda considerada
padrao-ouro por demonstrar viabilidade bacilar e permitir testes de sensibilidade, sofreu
importantes avangos com meios liquidos automatizados e testes imunocromatograficos
para identificacdo rapida de espécies, mas continua subutilizada no SUS. A revolugao
recente decorre dos métodos moleculares, em especial o Xpert MTB/RIF Ultra e outras
plataformas automatizadas ou de baixa complexidade (Truenat, TB-LAMP, LPA), que
oferecem diagndstico mais rapido, sensivel e com deteccao de resisténcia a rifampicina
e outros fAirmacos. Novas abordagens, como testes de detec¢do de antigeno (LF-LAM) e
o sequenciamento de nova geracao (tNGS, WGS), ampliam a capacidade diagnoéstica e
de vigilancia, embora ainda restritas por custos e necessidade de infraestrutura
especializada. Inovacdes “quase” point-of-care, como o MiniDock MTB e o uso de
swab de lingua, apontam para maior capilarizagdo dos testes em contextos de poucos
recursos. Apesar desse arsenal tecnologico, o controle da TB continua limitado por
determinantes sociais e pela dificuldade de acesso a diagnosticos de qualidade em
cenarios de alta carga.

Palavra-chave: Tuberculose, Técnicas e procedimentos diagnosticos, Técnicas de
diagndstico molecular

Abstract

Tuberculosis (TB) has accompanied humanity since antiquity, and over the course of
more than 150 years, its diagnosis has evolved from purely clinical criteria to
increasingly sophisticated microbiological, radiological, and molecular methods.
Sputum smear microscopy, introduced in the 19th century, remains widely used in high-
burden countries due to its simplicity and low cost, although it presents limited
sensitivity and an inability to differentiate mycobacteria or detect drug resistance.
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Culture, still considered the gold standard for demonstrating bacillary viability and
enabling drug susceptibility testing, has undergone significant advancements with
automated liquid media and immunochromatographic tests for rapid species
identification; however, it remains underutilized in the Brazilian Unified Health System
(SUS).

The recent revolution stems from molecular methods, particularly the Xpert MTB/RIF
Ultra and other automated or low-complexity platforms (Truenat, TB-LAMP, LPA),
which offer faster and more sensitive diagnosis, alongside the detection of resistance to
rifampicin and other drugs. Newer approaches, such as antigen detection assays (LF-
LAM) and next-generation sequencing (tNGS, WGS), expand diagnostic and
surveillance capabilities, though they are still restricted by costs and the need for
specialized infrastructure. Near-point-of-care innovations, such as the MiniDock MTB
and the use of tongue swabs, point toward greater decentralization of testing in
resource-limited settings. Despite this technological arsenal, TB control remains limited
by social determinants and the challenges of accessing quality diagnosis in high-burden
scenarios.

Keywords: Tuberculosis, Diagnostic techniques and procedures, Molecular diagnostic
techniques

Introducéo

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga conhecida desde as civilizagdes antigas,
quando Hipocrates descreveu a tisica, doenga manifestada com perda ponderal extrema,
e que frequentemente era fatal. Na ocasido, o diagnostico era puramente clinico,
baseado em sinais visiveis tais como: tosse persistente, emagrecimento e astenia intensa.
A partir da Idade Média, a doenga ganhou ares misticos, sendo associada a causas
espirituais, € seu tratamento também divino, através do “toque real”, onde reis,
nomeados por Deus, seriam capazes de curar através de um simples toque .

Com o Renascimento e inicio da Idade Moderna, os avangos no campo da
anatomia permitiram uma maior compreensdo do corpo humano e a identificagdo de
lesdes denominadas tubérculos em analises post-mortem. Nos anos seguintes, a doenga
passou a ser conhecida como peste branca, dada a intensa palidez cutdneo mucosa que
acometia os doentes, ¢ que contrastava com a peste negra ou peste bubdnica 2.

A grande virada historica para o diagnéstico da TB veio no século XIX, quando
René Laennec inventou o estetoscopio, permitindo a ausculta de ruidos respiratorios.
Em 1882, o diagndstico, antes puramente clinico, passou a ter uma base microbioldgica

a partir da identificagdo do Mycobacterium tuberculosis por Robert Koch . No século
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XX, com o uso crescente das radiografias apds a descoberta dos raios-X por Roentgen e
a introducdo do primeiro exame laboratorial - a baciloscopia - campanhas de saude
passaram a rastrear a doenga em massa € 0s sanatorios tornaram-se comuns, ndo s para
o isolamento social como também para o tratamento, inicialmente baseado em dieta e
“ar puro”, posteriormente evoluindo para procedimentos cirirgicos terapéuticos como o
pneumotorax °.

A partir de meados do século XX o diagndstico passou a ser mais acessivel e
teve inicio a era de tratamento medicamentoso e eficaz. Contudo, o advento do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), contribuiu para um aumento significativo no numero
de casos levando ao fortalecimento de politicas globais contra a TB e padronizagdo de
protocolos diagndsticos em escala mundial. O inicio do século XXI pode ser
considerado como a segunda grande virada histdrica para a TB, com a aplicacdo de
novas tecnologias diagnosticas a partir dos avangos no sequenciamento genético e com
a introducao de métodos moleculares na pratica clinica, permitindo um diagnostico mais
rapido, preciso e automatizado *.

Ao longo deste artigo, discutiremos as bases cientificas e a aplicagdo de métodos
diagnosticos para a TB e para as micobactérias ndo TB (Tabela 1), desde aqueles que
abriram os caminhos para o melhor controle das infec¢cdes micobacterianas até os
métodos de sequenciamento genético, usados na rotina clinica e pesquisas cientificas no

século XXI (Figura 1).
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Tabela 1 - Exames microbiologicos € moleculares e suas respectivas metodologias para investigagdo /
acompanhamento de tuberculose e infecgdes por micobactérias ndo tuberculosas mais disponiveis no

Brasil
Exame Metodologias mais disponiveis no Brasil
Baciloscopia Método de Ziehl-Neelsen Meétodo da fluorescéncia com auramina O

Testes moleculares
de baixa PCR automatizado (Xpert TB/RIF Ultra)
complexidade

Meio Solido (Lowenstein-Jensen ou Ogawa-
Kudoh): Geralmente utilizado em conjunto com o

Cul e et AT LD A e método liquido (cultura bifasica) para aumentar a
micobactérias (BACTEC MGIT 960/320) o g . asica) p
sensibilidade e garantir a viabilidade da amostra para
testes de sensibilidade.
. ~ L o Testes moleculares para
Identificacio de Teste com Niacina e Acido . . ~ .
micobactérias Teste de MPT64 B-nitrobenzoico (PNB) identificacdo de subespécie de

MNT

Fenotipico em meio s6lido (Getoiftins IHCI RGeS

Testes de Fenotipico em meio através da técnica de TB/RIF Ultra, Xpert
sensibilidade liquido automatizado ~ TB/XDR), LPA (Genotype
proporeoes MTBDR plus)

Teste imunocromatografico para identificacdo de fragmento de antigeno do MTB (TB-

Testes de antigeno LAM)
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Figura 1 - Tuberculose e micobactérias ndo tuberculosas: Exames (preto), indicagdes (cinza escuro) e
logistica laboratorial (cinza claro) no &mbito do Sistema Unico de Satde — Ministério da Saude, Brasil

~
Coleta de amostra pulmonar ou . . .
extrapulmonar Suspeita de TB Unidades de Saude
J
)
Material respiratério, liquidos LL” > LRM® > LACEN?
biolégicos, macerado de tecidos
J
~
Se MTB* detectado no TRM-TB e
Cultura para micobactérias ‘em toda baciloscopia solicitada, LL > LRM > LACEN > LRR*
independente do resultado (caso
TRM-TB indisponivel)
J
~
\dentificacs TSA? 18 Diferenciacéo TB e MN‘I; / TSA
entinicacao > fenotipico para SIRE® ou 1
de espécie linha genotipico para RH®, caso cultura R
para MTB positiva
J
)
Confirmag&o Identificagdo de subespécie de
de . MNT / TSA fenotipico ou
s a . .
subespécie TSA2%linha genotipico estendido, se LACEN > LRR > LRN
MNT® resisténcia a RH
J
~
. Sequenciamento genético e
Metodolog@s de alta analise de discordancias entre LRN
complexidade o) e
testes genotipicos e fenotipicos
J

Legenda: 1. TRM-TB: Teste rapido molecular para TB; 2. TSA: Teste de sensibilidade aos
antimicrobianos; 3. MNT: Micobactérias ndo tuberculosas; 4. MTB: Mycobacterium tuberculosis; 5.
SIRE: Estreptomicina + Isoniazida + Rifampicina + Etambutol; 6. RH: Rifampicina ou isoniazida; 7. LL:
Laboratério Local; 8. LRM: Laboratorio de Referéncia Municipal; 9. LACEN: Laboratorio Central do
Estado; 10: LRR: Laboratdrio de Referéncia Regional; 11. LRN: Laboratdrio de Referéncia Nacional

Baciloscopia ou pesquisa de BAAR

E um tanto curioso, que métodos implementados desde o século XIX ainda
sejam utilizados de forma rotineira no diagndstico da TB. A baciloscopia estd entre
esses métodos, e permanece amplamente utilizada, principalmente para a identificagao

de pacientes baciliferos, no acompanhamento e para controle de cura naqueles com TB
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pulmonar sensivel °. De acordo com a Organizac¢do Mundial de Satde (OMS), diversos
paises com alta carga epidemioldgica de TB ainda utilizam este método de forma inicial
do diagnoéstico da doenga, principalmente em virtude do seu baixo custo. No entanto,
sua reduzida capacidade de deteccdo do MTB, com a necessidade de 5.000 — 10.000
bacilos/ml de espécime para sua positividade, tornam o método pouco sensivel (32-
89%) °, além de ndo ser capaz de distinguir entre as micobactérias TB ou ndo TB ou
mesmo de diferenciar bacilos sensiveis ou resistentes a determinados medicamentos ’ .
As diferentes técnicas de baciloscopia baseadas nos métodos de coloragao
principalmente, desde o Ziehl-Neelsen, passando pelo Kinyoum, fluorescéncia com
auramina O e até mesmo as tentativas de sua aplicagdo em métodos automatizados,
visando reduzir a técnica laboriosa, ndo foram capazes de melhorar seu rendimento de
forma consideravel ou adicionar beneficios ao exame ° . No entanto, por ser um método
relativamente simples, seguro, e de facil acesso, a pesquisa do bacilo alcool-acido
resistente ou BAAR, ainda segue recomendado pelo Ministério da Satde do Brasil, seja
para diagndstico, mas principalmente no acompanhamento dos pacientes com TB
pulmonar °, onde a quantificacdo em cruzes permite a identificacdo do paciente
bacilifero e ¢ Util na curva microbiolégica mensal visando observar uma redugdo

quantitativa e portanto avaliacao de efetividade do tratamento.
Cultura para micobactérias

Os métodos de cultivo das micobactérias, apesar de “criticado” em virtude do
tempo demorado para seu resultado, ¢ ainda considerado padrao ouro para diagnostico
das doencas micobacterianas, uma vez que € o unico que revela a viabilidade do
microorganismo 8 No entanto, ndo sdo mais os Unicos a permitirem a identificagdao de
micobactérias e a realizagdo de testes de sensibilidade aos diversos medicamentos,
tendo em vista o advento das técnicas moleculares. Apesar disso, em virtude da sua
disponibilidade e menor custo ainda sdo amplamente utilizados tanto na assisténcia
quanto na pesquisa basica ou clinica °.

Ao longo dos anos, as técnicas de cultivo foram melhoradas, com redugao do
uso de métodos quase artesanais, como o meio s6lido a base de ovo e as técnicas de
identificacdo bioquimicas, para os meios liquidos industriais e automatizados além de
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técnicas imunocromatograficas de identificagdo. Apesar disso, as culturas em meio de
Lowestein Jensen ou Ogawa-Kudoh, continuam sendo de grande importancia,
principalmente para aumentar a sensibilidade do exame, garantir a viabilidade da
amostra para testes de sensibilidade e possibilitar o armazenamento de cepas utilizadas
em pesquisas clinicas °.

Para a identificacdo das micobactérias, a atual técnica para a discriminagdo
dessas espécies, principalmente entre TB e micobactérias ndo TB, utiliza um antigeno
especifico do MTB, o MTP64, detectado a partir de testes imunocromatograficos. O
teste € realizado de forma rapida e pouco laboriosa, eximindo a necessidade dos testes
bioquimicos °.

Ja os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) podem ser realizados
através do método das proporgdes utilizando os meios solidos de cultivo, ou métodos
automatizados em meios liquidos ” .

Atualmente, no 4mbito do Sistema Unico de Saude (SUS), a cultura é
preconizada de forma universal em todos os resultados positivos de testes moleculares
ou em todas as amostras submetidas a baciloscopia em cenarios onde o TRM-TB nao
estd disponivel no momento do diagnostico da TB. Apesar disso, dados do ultimo
Boletim Epidemiolégico, registraram que apenas 30% dos casos de TB diagnosticados
no Brasil em 2025 tiveram cultura realizada ° . O fluxo laboratorial de TB no Brasil,
apesar de bem definido ndo vem sendo colocado em préatica principalmente em virtude
do tamanho continental do pais e as suas desigualdades. J4 na medicina privada, existe a
necessidade de discriminagdo de todos os exames solicitados pelo médico, cultura para

micobactérias, identificacao e TSA.
Métodos moleculares

As técnicas de amplificacao de acidos nucleicos através de reagcdo em cadeia de
polimerase (PCR), amplificacdo mediada por transcricdo, amplificagdo por
deslocamento de fita e reacdo em cadeia de ligase foram os primeiros métodos
moleculares aplicados na pratica clinica no diagndstico da TB, mas, inicialmente, de uso
muito restrito no Brasil. No cenario nacional, esta metodologia tomou corpo apods a
implementa¢do da rede de testes rapidos moleculares para TB (TRM-TB) com o uso do

Rio de Janeiro, v. 34, n. 2, jun. 2026.
ISSN: 1415-4315 | DOI: https://doi.org/10.63483/rp.v34i2.313

0000000000000 0P0FCFCFNINONNIOINTOIOGINIONONTOGIIOSIONIONDODOIOIYONYOIDYODYOODYOSNYOYOSNYOONOYOINDYOSDYEY



Tuberculose

§ PUAOTI 0000000000000000000000000000CK0CFCF0S

Xpert®MTB/Rif, atualmente em sua nova versdo Xpert® MTB/RIF Ultra (Cepheid,
Sunnyvale, CA, USA). Nessa ocasido, o aprimoramento da técnica nos ofereceu um
método com capacidade minima de detec¢@o de cerca de 116 bacilos/ml espécime além
da possibilidade de identificacdo de resisténcia a rifampicina através da identificagdo de
mutagdo no gene rpoP, tudo isso em aproximadamente duas horas e um custo factivel '°.
Posteriormente, a industria incorporou novos alvos diagnosticos ao teste, reduzindo
ainda mais a capacidade de detec¢do, agora 16 bacilos/ml espécime, e com consequente
incremento na sensibilidade. Esta atual versdo, o Ultra, ¢ amplamente utilizado no
ambito do SUS e da medicina privada '' . Apesar de ainda ndo termos disponivel o
Xpert® MTB/XDR na medicina publica, essa versao, além de detectar o MTB, identifica
mutagdes associadas a farmacorresisténcia a isoniazida, fluoroquinolonas, farmacos
injetaveis de segunda linha e etionamida em menos de 90 minutos % .

Além da plataforma Xpert, existem outros fabricantes para realizacao da técnica
automatizada como o Truenat™ (MTB or MTB Plus assay; Molbio Diagnostics, Verna,
India). Este kit comercial também aplica técnica de PCR em tempo real utilizando
microchips nos especimes biologicos tanto para identificagdo do MTB quanto para o
reconhecimento de resisténcia a rifampicina e foi recomendado pela OMS em 2020. A
performance do teste € semelhante ao Ultra, com sensibilidade em torno de 91% e
especificidade de 96% . Contudo, a grande vantagem seria a superacdo de limitacdes
da plataforma Xpert, pois o kit de teste € composto por um dispositivo portatil movido a
bateria, que pode ser usado de forma eficaz como um método point-of-care, mesmo em
um ambiente de recursos limitados ’ uma vez que o treinamento necessario ¢ minimo
assim como a infraestrutura. Apesar de aprovado pela ANVISA, o teste ¢ pouco
utilizado na assisténcia no cenario nacional '* .

Técnicas de PCR manuais também sdo recomendadas pela OMS, como o TB-
LAMP (Eiken; Tokyo, Japan), considerada uma metodologia molecular de baixa
complexidade e que pode ser utilizado com alternativa aos métodos automatizados em
adultos e adolescentes com suspeita clinica de TB pulmonar. Em uma metanalise, a
sensibilidade do TB-LAMP foi melhor que da baciloscopia e semelhante ao do Xpert '°.

Outras metodologias moleculares, um pouco mais laboriosas e com resultados
liberados em aproximadamente cinco dias, também s3o recomendados para o
diagnostico da TB. O line probe assay (LPA), comercializado como Genotype MTBDR

Rio de Janeiro, v. 34, n. 2, jun. 2026.
ISSN: 1415-4315 | DOI: https://doi.org/10.63483/rp.v34i2.313

0000000V CPONINSNPNONPIONNOITOITOIOINIOIONTYONNTIOSOIONNIONIOSOTIYOSOIYOSNNIYOIDYOINYOSDYOINYOSDYONOYOOOYOOIDYOSDYEY



Tuberculose

Revista

\ AOT’] 0000000000000000000000000000CK0CFCF0S

plus (Hain Lifesciences, Nehren, Germany) utiliza técnicas de hibridizagao reversa para
identificar fragmentos de DNA do MTB. O método pode ser aplicado diretamente na
amostra ou apenas nas cepas identificadas a partir de culturas positivas, o que aumenta o
rendimento diagndstico. O LPA também permite a identificagdo de mutacdes em alvos
genéticos que configuram resisténcia a rifampicina e isoniazida (LPA 1? linha) e
também as quinolonas e aminoglicosideos (LPA 2? linha). O teste ¢ disponibilizado pelo
SUS nos laboratorios de referéncia da rede, e seguem a logistica do fluxo laboratorial de

16 . . . g ,
. Outros dois fabricantes comercializam o teste, sendo também

cada estado
recomendados pela OMS e incluem o INNO-LiPA Rif. TB™ (Innogenetics NV, Ghent,

Belgium) e o Nipro NTM MDRTB [I™ (Osaka, Japan).
Técnicas de deteccio de antigeno

O lateral flow-lipoarabinomanan (LF-LAM) aplicado na urina ¢ um ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral baseado na deteccdo de lipoarabinomanana
(LAM), que ¢ um componente da parede celular do MTB. E indicado apenas para o
diagnostico inicial de TB entre pessoas que vivem com HIV. Apesar da baixa
sensibilidade, ele ¢ recomendado como teste rapido nesta populagdo, especialmente em
paciente com baixa contagem de linfocitos T CD4, e que pode ser utilizado em unidades
de satde ou a beira do leito, como teste point-of-care, mas sem capacidade de detectar
resisténcias aos medicamentos. O Determine TB LAM Ag ¢ atualmente o tnico LF-
LAM de urina comercialmente disponivel endossado pela OMS. No entanto, a detecgao
do antigeno micobacteriano LAM na urina ndo fornece nenhuma informagdao sobre

resisténcia a medicamentos ! .
Sequenciamento genético

Os avancos tecnoldgicos na ciéncia permitiram o sequenciamento completo do
genoma do MTB [Whole Genome Sequencing (WGS)]. No entanto, a metodologia
tradicional depende da cultura micobacteriana. O uso de plataformas de sequenciamento
genético de nova geracdo, ou Next Generation Sequencing (NGS) pode ser feito
diretamente nos espécimes clinicos, evitando o longo processo da cultura. O Targeted
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Next Generation Sequencing (tNGS), ou sequenciamento de nova geragao direcionado,
por ser um método mais simples, foi recomendado pela OMS em 2025 como um dos
testes de sensibilidade iniciais, seguindo um fluxo onde os testes moleculares de uso
mais frequente (Ultra ou TrueNat) seriam utilizados inicialmente, seguido do tNGS para
uma avaliacdo de sensibilidade molecular ampla e rapida, e realizacdo do WGS ou
testes de  sensibilidade fenotipicos para  confirmagdo de  resultados
discordantes/indeterminados e para vigilancia. Nas recomendac¢des operacionais da
OMS, os testes de tNGS recomendados incluem o Deeplex® Myc-TB (GenoScreen,
Lille, Franca), o AmPORE-TB® (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino
Unido) e TBseq® (Shengting Medical Technology, Hangzhou, China) '® .

Apesar das recomendagdes, ainda existem diversas limitagdes ao uso corrente da
tecnologia, que requer mao de obra qualificada com experiéncia em biologia molecular
e bioinformatica, além de questdes relacionadas ao custo. Dessa forma, essa tecnologia,
quando utilizada ¢ realizada em laboratdrios centralizados, e principalmente para fins de

pesquisa.
Novas metodologias

Atualmente, encontra-se em avaliacdo pela OMS um primeiro teste da categoria
near pont-of-care, ou “quase’ point-of-care, também da classe de testes de amplificagdao
de 4cidos nucleicos, mas que pode ser aplicado em espécimes respiratorio e em swab da
lingua. Na verdade, swabs da lingua ja sdo formalmente recomendados pela OMS como
espécime alternativo para adultos e adolescentes com forte suspeita de TB desde que
ndo consigam produzir escarro, com recomendacdo condicional e baixo grau de
evidéncia ¥ .

Em uma publicagdo recente, 0 MTB Nucleic Acid Test Card (MiniDock MTB,
Guangzhou Pluslife Biotech) foi apresentado como um teste qualitativo molecular
projetado para detectar o complexo MTB com o Dispositivo Integrado de Teste de
Acidos Nucleicos Pluslife (MiniDock PM001 Ultra), uma plataforma isotérmica portatil
e operavel por bateria de baixo custo. O teste utiliza a metodologia molecular de
amplificacdo assistida por hibridizagao por RNase e que produz resultados visiveis em
12 a 25 minutos. Neste estudo, os pesquisadores utilizaram como espécimes biologicos

Rio de Janeiro, v. 34, n. 2, jun. 2026.
ISSN: 1415-4315 | DOI: https://doi.org/10.63483/rp.v34i2.313

0000000000000 0P0FCFCFNINONNIOINTOIOGINIONONTOGIIOSIONIONDODOIOIYONYOIDYODYOODYOSNYOYOSNYOONOYOINDYOSDYEY



Tuberculose

Revista

\ AOT’] 0000000000000000000000000000CK0CFCF0S

nao sO o escarro espontaneo ou induzido, mas também swabs de lingua. A sensibilidade
do MiniDock MTB foi de 85,7% nos espécimes respiratorios e de 79.6% nos swabs de
lingua, com especificidade de 97,5% para ambos os materiais. Com esses resultados, o
teste MiniDock MTB atingiu os parametros utilizados pela OMS para acuracia

diagnostica e utilizagdo para o diagnostico da TB em diversos cenérios clinicos 2° .
Consideracoes finais

Muitas inovagdes foram incorporadas no diagndstico da TB ao longo dos
ultimos 150 anos. Apesar de todas as ferramentas atualmente utilizadas, ainda nos
deparamos com numeros alarmantes da doen¢a tanto no Brasil como no mundo. A
traducdo desses dados epidemioldgicos estd na questdo social uma vez que fatores
sociodemograficos e econdmicos estdo fortemente ligados com a doenca. Dessa forma,
além da aplicacdo e interpretacdo adequadas dos métodos diagnosticos em curso, a
disponibilizagdo deles em cendrios de alta carga de TB deve ser estimulada a fim de que

possamos chegar proximo das metas sugeridas pela OMS mas pouco realistas.
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