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RESUMO

A tuberculose é uma grave doenca infectocontagiosa que infecta uma boa parcela da populacao mundial, fazendo com
que medidas emergenciais de combate e controle da doenga sejam tomadas. O presente estudo teve como objetivo detectar o
DNA de Mycobacterium tuberculosis de amostra clinica fixada em lamina de baciloscopia. Foram analisadas 113 amostras
de DNA extraido divetamente do material fixado na ldmina utilizando fenol/cloroférmio. Os resultados foram comparados
com os obtidos na baciloscopia. A sensibilidade encontrada foi 100% e a especificidade foi 97%. Estes resultados indicam
a possibilidade do uso desta metodologia como um auxilio no diagnéstico ou ainda um método de obtencao de DNA para
estudos moleculares acerca deste agente.
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ABSTRACT

Tuberculosis is a serious infectious disease that infect people worldwide annually, causing emergency measures to com-
bat and control the disease are taken. This present study aimed to detect the DNA of Mycobacterium tuberculosis from
clinical specimens sputum smear slide. T We analyzed 113 DNA samples extracted divectly from the material using phenol
/ chloroform. The results were compared with those obtained in the smear. The sensitivity was 100% and specificity 97%.
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These results indicate the possibility of using this detection as a diagnostic aid or a method of obtaining DNA for molecular

studies on this agent.

Keywords: Tuberculosis, PCR, sputum smear

INTRODUCAO

A tuberculose (TB), doenga infectocontagiosa
que afeta na grande maioria das vezes os pulmoes,
alcangou no ano de 2010 a marca de 8,8 milhoes de
novos casos em todo o mundo, sendo que 1,4 milhoes
destes casos resultaram em morte (WHO, 2012). Até
o ano de 2020, caso esse grave quadro nfo se reverta,
teme-se que 1 bilhdo de pessoas estejam infectadas,
200 milhoes adoegam e 35 milhdes possam vir a 6bito
(OMS, 2009). No Brasil, no ano de 2010, a incidéncia
de TB foi de 81.946 casos confirmados (WHO, 2012),
fazendo com que o pafs ocupe o 19° lugar entre os 22
paises responsiveis por 80% dos casos estimados para o
mundo (BRASIL, 2011).

A TB é causada pela bactéria Mycobacterium
tuberculosis, conhecida também como bacilo de Koch,
ou ainda bacilo 4cido-alcool resistente (BAAR), sendo
que uma de suas principais caracteristicas é de infectar
pessoas com imunodeficiéncia, como por exemplo,
portadores de AIDS, e/ou ainda que vivam em condigdes
socioecondmicas desfavoraveis (AIT KHALED, 1997).
Apesar de haver um tratamento eficiente para TB, que
leva a cura na maioria dos casos, o grande problema é o
surgimento de cepas resistentes aos firmacos atualmente
utilizados no tratamento, tornando assim, de extrema
importancia, pesquisas para o desenvolvimento de
novos métodos de detecgio de resisténcia aos farmacos
e estudos de epidemiologia molecular. Os métodos para
o diagnéstico laboratorial da TB que tem sido utilizados
rotineiramente sio os métodos bacteriolégicos, como a
baciloscopia e cultura. A cultura apesar das dificuldades
para a sua realiza¢io é o padrio ouro para o diagndstico
de TB, devido sua alta sensibilidade e especificidade.
Porém, devido a caracteristica de crescimento lento
do M. tuberculosis, necessita de um periodo de 4 a 8
semanas para que o diagnéstico seja confirmado, o
que pode retardar o inicio do tratamento (BOLLELA,
1999). A baciloscopia é o método mais utilizado, devido
a sua rapidez de execugio, baixo custo, e simplicidade.
Apesar das vantagens inerentes da baciloscopia pelo
método de Ziehl Neelsen, algumas desvantagens tornam
limitada sua capacidade de diagndstico, tais como sua
sensibilidade, sendo necessaria uma quantidade acima de
10.000 bacilos por mL de escarro para que seja possivel a
visualizacio em microscépio. No Brasil, no ano de 2010,
19% dos casos novos de TB notificados foram inicialmente
diagnosticados como baciloscopia negativa (WHO, 2011).

A especificidade também nzo é adequada uma vez que
a positividade pode resultar perante qualquer espécie do
género Mycobacterium (Van der Zanden et al.,1998).

As técnicas baseadas na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) apresentam, potencialmente, um alto
valor de sensibilidade e especificidade, tanto analitica
quanto clinica, sendo capaz de amplificar de maneira
exponencial copias de DNA a partir de uma pequena
quantidade de amostra, seja ela proveniente de tecidos
biolégicos (Michelon et al., 2011), ou ainda de fontes
escassas, como materiais fixados em lAminas coradas pela
técnica de Ziehl-Neelsen (Van der Zanden et al., 2003).
Diversas técnicas de biologia molecular sdo empregadas
atualmente nos estudos de M. tuberculosis, tanto para
estudos de epidemiologia molecular, como por exemplo,
a técnica de MIRU (Mycobacterial Interspersed
Repetitive Unit) Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide
Typing) e RFLP-IS6110 (Restriction Fragment Length
Polymorphism) como para estudos de detecgdes
moleculares e verificagao do impacto de determinadas
mutagdes no DNA da bactéria relacionado a aquisigao
de resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento.
A hibridizagio reversa e sequénciamento de DNA sio
exemplos destas técnicas de biologia molecular.

A obtengéo de amostras para realizacio de estudos
moleculares pode tornar-se dificil devido a vérios fatores,
como dificuldade de transporte de amostra clinica, lento
crescimento da bactéria em meio de cultura, entre
outros, tornando a utilizacio de DNA de amostra clinica
fixada em lAmina de microscopia uma boa alternativa.
Além disso, a utilizagio da detec¢do de DNA a partir
de laAminas de microscopia pode possibilitar uma
confirmacio de diagnéstico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no estudo 113 amostras de escarro
fixadas em lAminas de baciloscopia coradas pelo método

de Ziehl-Neelsen (ZN) oriundas de uma unidade de

satide do municipio de Ji-Parana, Rondonia.

Extracao de DNA:

O DNA de M. tuberculosis foi extraido do escarro
fixado nas lAminas de baciloscopia, segundo um
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protocolo adaptado de Van der Zanden et al. (2003),
da seguinte forma: em uma capela de fluxo laminar
foi adicionado 100 uL de dgua ultrapura sobre o
esfregaco da lamina, para facilitar o desprendimento
da amostra; em seguida, foi utilizada uma [Amina limpa
para fazer a raspagem do material. Este foi colocado
em um tubo de 0,5 mL onde, posteriormente, foi
adicionada a solucio do reagente Chelex 5%. Apds,
os tubos foram incubados em um termobloco a 56°C
por 30 minutos e depois & 100°C por 10 minutos para
lise celular. Os tubos foram centrifugados a 14.000
rpm por 15 minutos, e o sobrenadante foi transferido
para outro tubo.

Para a remocgao dos interferentes e melhores
resultados, este DNA foi submetido a uma etapa de
purificagao com 200uL da solugio de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (24:24:1) ,homogenizado e centrifugado
a 14.000 rpm por 10 minutos. Ao sobrenadante foi
acrescentado 150uL de dlcool isopropilico, para
precipitagio do DNA.

Reacao em cadeia da polimerase
(PCR):

Passada a etapa de extragio de DNA, foi realizada a
amplificagio deste pela técnica da Reagio em Cadeia da
Polimerase (PCR), conforme descrito por Rossetti et al.
(2006). As etapas foram as seguintes: desnaturagio de
DNA realizada a 94 C° durante 2 minutos; anelamento
dos primers a 68 C° por 2 minutos; e extensdo a 72 C°
por 2 minutos.

As concentracoes dos reagentes da PCR foram as
seguintes: cloreto de magnésio 2mM; tampio 10 mM;

dNTPs 0,2 mM; primers 10 pmoles; Tag DNA-polimerase
2,5 U. O volume final de cada reacio foi de 50uL.

Primers:

A sequéncia-alvo amplificada foi o elemento de
inser¢io IS6110 de M. tuberculosis gerando um produto
amplificado de 245 pb. As sequéncias dos primers estao
descritas abaixo:

INS1 5% CGTGAGGGCATGGAGGTGGC 3°
INS2 5 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3°

Eletroforese:

Para visualizacdo dos fragmentos amplificados na
reacio de PCR, foi realizada a técnica de eletroforese em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo.

Todas as amostras extraidas foram submetidas aos
mesmos protocolos com o uso de controles: controle
negativo de extragio, controle negativo da reacio de PCR,
onde uma aliquota da amostra foi substituida por 4gua
ultrapura e o controle positivo contendo DNA extraido
de uma cepa de referéncia. O uso destes controles permitiu
avaliar as possiveis contaminagdes durante o processo,
além de avaliar a especificidade da técnica.

Padriao de referéncia: foi utilizada a baciloscopia
como padrio de referencia para célculos de sensibilidade
e especificidade, uma vez que a cultura nio estava
disponivel. A baciloscopia é a técnica realizada para
o diagnostico laboratorial de TB na rotina da grande
maioria dos servigos de sadde.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 113 amostras de baciloscopia; destas,
16 eram consideradas positivas na baciloscopia. Depois
da anilise pelo método molecular, foi possivel identificar
corretamente o elemento de inser¢io apds a amplificacio
em todas as positivas e, também em 3 das negativas.
Assim, 19 amostras foram consideradas positivas, segundo
observacio dos fragmentos de 245 pb (Figura 1).

Figura 1.

Eletroforese em gel de agarose 1,5%. A canaleta
com a letra M indica o marcador de peso molecular
(Ladder 1Kb) 100 pb; as canaletas de nimero 1a 8
mostram o produto amplificado de 245 pb indicando
as amostras positivas.

[w] [a][2 ][] [e][s][e][7][s]

o 23550

As demais amostras que foram negativas na baciloscopia
também foram negativas na PCR. A Figura 2 demonstra os
resultados obtidos.
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Figura 2. Andlise comparativa dos resultados obtidos entre
o método molecular (PCR) e a baciloscopia.

PCR + BK + PCR - BK -

amostras

As trés amostras discrepantes, com baciloscopia
negativa e PCR positivo, poderiam sugerir resultados
“falsos-positivos”, relatados em técnicas de biologia
molecular devido a facilidade de contaminacio,
conforme descrito por Verlengia et al. (2000). No
entanto, estas amostras sio provenientes de pacientes
com forte suspeita de TB segundo os dados clinicos
fornecidos pela unidade de satde.

A sensibilidade e a especificidade da PCR para
detectar TB utilizando a pesquisa de DNA em laminas
de baciloscopia foram de 100% e 97% respectivamente,
considerando aqui a baciloscopia como padrio que,
de certa forma, foi um fator limitante para o estudo,
visto que segundo Bollela et al. (1999) a anilise de
sensibilidade e especificidade nos padrdes classicos
da epidemiologia é feita usando a cultura do agente
etiolégico como padrio de referéncia.

Segundo Assis et al. (2007), o procedimento de
extragio de DNA micobacteriano utilizando etapa
de purificagdo pode acometer ao processo diversas
possibilidades de perda do DNA, desde a escolha da
por¢io mais adequada do escarro a ser trabalhada até
a perda durante a transferéncia da fragdo aquosa apds
parti¢io em liquidos imisciveis, centrifugagio, lavagens
e secagem prolongada. Entretanto, o uso de técnicas
que envolvam solventes organicos, como neste trabalho,
quando feito com todos os cuidados necessérios para nao
haver contaminacio e nem perda do material, apresenta
excelentes resultados. Neste estudo, a auséncia de bandas
inespecificas e de possiveis inibidores, possivelmente se
deve ao fato de se ter incluido a etapa de purificagio com
os solventes organicos fenol/cloroférmio, que remove os
interferentes, aumentado a sensibilidade da técnica.

Na reacdo de PCR, a escolha do DNA alvo e
definicio dos primers sdo fatores determinantes para
garantir a acurdcia da técnica. Neste trabalho, os
primers utilizados, que foram originalmente descritos por

Eisenach et al. (1990), para a amplificacio da sequéncia
de inser¢ao IS6110 ja foram referidos como importantes
para melhorar a sensibilidade de um método de detecciao
de DNA porque se encontram repetidos vérias vezes
no genoma de M. tuberculosis. Segundo Ogusku et al.
(2004), primers para o IS6110 foram os mais indicados
em um estudo realizado, no Estado do Amazonas, para
arealizagio da PCR em amostras clinicas e em cepas de
M. tuberculosis manipuladas em servicos de satde que
realizam o diagnéstico laboratorial de TB.

Portanto, a técnica de PCR realizada demonstrou alta
sensibilidade e especificidade, e poderia tornar-se uma
alternativa para um diagnéstico de TB mais eficaz que
a baciloscopia e menos laborioso que a cultura.

CONCLUSAO

Os dados obtidos em nossos estudos iniciais da extragio
e deteccio de DNA de M. tuberculosis diretamente de
laminas de baciloscopia possibilitaram demonstrar que
esta técnica foi satisfatéria para detectar o DNA de M.
tuberculosis, apresentando sensibilidade, especificidade
e rapidez. A PCR poderia complementar as técnicas de
diagnéstico de rotina e também ser utilizada para obtencio
de DNA para diversos outros estudos com esta bactéria,
suprindo algumas dificuldades na obtenc¢éo de amostras
para estudo, armazenamento e transporte.
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