Deteccao de DNA de Mycobacterium tuberculosis
em amostras de sangue total utilizando
o sistema FTA® card
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RESUMO

A tuberculose (TB) acomete principalmente o pulmdo, sendo o escarro a amostra de escolha para o diagnéstico.
Porém o0 mesmo é muitas vezes de dificil obtengdo, além de ser muito infecto-contagioso e possuir necessidade
de transporte e armazenamento adequados. Além disso, o diagnéstico é baseado na baciloscopia, do qual apre-
senta pouca sensibilidade e na cultura que é muito demorada. Sendo assim, o presente trabalho visou analisar a
possibilidade de realizar o diagnéstico de TB através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com sangue
total fixado em FTA® card. Foram fixadas no cartdo 20 amostras de sangue, sendo 10 de pacientes com TB
(5 HIV positivos e 5 HIV negativos) e 10 de pacientes sem a TB. Dos pacientes com TB, apenas wuma amostra
ndo apresentou positvidade e nas amostras analisadas de pacientes sem TB, todas foram negativas para o teste
realizado.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) affects mainly the lungs, and the sputum is the sample of choice for diagnosis. However,
this sample is often difficult to obtain and contagious for transportation and storage. Besides, the diagnosis is
based on microscopy, which presents low sensitwity, and the culture is time-consuming. The aim of this study
was to perform the TB diagnosis, using PCR, with total blood fixed on FTA® card. Twenty blood samples were
used. Ten samples were from TB positive patients (5 positive and 5 negative for HIV) and 10 from TB negative
patients. Among the patients with TB, only one sample showed no positivity and samples from patients without

TB, dall were negative for the test performed.

Keywords: Tuberculosis, PCR, Mycobacterium tuberculosis, FTA® card, DNA.

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é a doenca cronica de
maior morbidade e mortalidade e continua sendo
um sério problema de sadde pubica, apesar da
disponibilidade de tratamentos eficazes. Brasil e
Peru juntos s3o responséaveis por 50% de todos os
casos de TB nas Américas, sendo que no Brasil, a
incidéncia da doenca é de 44 casos por 100.000
habitantes (WHO, 2008). Normalmente a TB ¢é
adquirida por inalagio do bacilo, que se aloja no
pulmio, podendo disseminar-se para outros 6rgaos.
O bacilo ¢ expelido pelo paciente com TB ativa
(fonte de infecgio). Devido a isso o contato com
pessoas doentes em ambientes fechados pode pro-
vocar a disseminagio da doenga (ROSSET T et al.,
2006). A TB manifesta-se clinicamente como uma
doenga cronica ou subaguda, a qual afeta o pulméo
em aproximadamente 85% dos casos, também po-
dendo manifestar-se em qualquer outro 6rgio (TB
extrapulmonar). Em pacientes infectados pelo HIV
ondmero de casos de TB extrapulmonar pode che-
gar a 40%. O risco anual de pessoas co-infectadas
com TB e HIV desenvolver TB pode exceder a 10%
(CORBET et al., 2003).

Os sintomas da TB consistem em febre, tosse seca
e continua, perda ponderal, sudorese noturna, cansago
excessivo. Nos casos de TB extrapulmonar, os sinais
e sintomas dependerio do érgio afetado. As localiza-
¢Oes mais freqiientes sdo pleuras, linfonodos, sistema
nervoso central, rins e ossos (BATES, 1980).

No Brasil, o principal agente causal da TB é o
Mycobacterium tuberculosis, sendo raras as doengas
causadas por outras micobactérias, ao contrario dos
paises desenvolvidos, onde complicagoes pulmona-
res sA0 mais frequentes em decorréncia de infeccoes
com essas micobactérias (ROSSETTI et al., 2006).
M. tuberculosis pertence a ordem Actinomycetales,
familia Mycobacteriacea e é um dos componentes
do complexo M. tuberculosis, juntamente com o
Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG,
Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium caprae e
Mycobacterium pinnipedii que s@o identificados com
base em caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e de
crescimento (ARANAZ et al., 1999; CATALDI];
ROMANO, 2007). Os bacilos sdo resistentes a
agentes quimicos, mas sensiveis a agentes fisicos
como radiacéo ultravioleta e calor.
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As micobactérias sio um grupo de bacilos que
resistem 2 descoloragio por 4lcool-4cido, por pos-
sufrem uma parede celular constituida por acidos
micolicos, que conferem resisténcia a descoloragio.
Sao microorganismos de crescimento lento, devido
a uma constitui¢do hidrofébica da parede celular,
o que dificulta a entrada de nutrientes nas células

(OPLUSTIL et al., 2004).

O diagnéstico da TB, ainda é realizado, na maio-
ria das vezes pela baciloscopia, que consiste na pes-
quisa do bacilo em esfregacos corados pelo método de
Ziehl Neelsen. Este método apesar de pratico é pouco
sensivel e especifico. A cultura do bacilo também é
utilizada, mas apesar de mais sensivel, demora até
2 meses para a obtengio de um crescimento. Além
disso, sdo poucos os locais que a realizam, uma vez
que o método é laborioso e requer cuidados especiais
com a biosseguranca (BRASIL, 2008). Devido ao seu
poder infecto-contagioso, M. tuberculosis é conside-
rado um microorganismo de classe de risco 3 (NB3)
e requer nivel de biosseguranga 4 (NB4) para a sua

manipulagio (LEVY et al., 2004).

Na década de 1990 virios métodos moleculares
foram desenvolvidos para detec¢io direta e iden-
tificagio do complexo M. tuberculosis em diversas
amostras clinicas. Esses métodos tém a vantagem
de diminuir o tempo na obtenco dos resultados,
tornando-o0s mais precisos para o diagndstico

(OPLUSTIL et al., 2004).

A amostra utilizada para o diagnéstico de TB
pulmonar é geralmente o escarro, porém o mesmo
apresenta um alto poder infecto-contagioso e nao
pode ser obtido de alguns pacientes. Nos casos
de tuberculose extrapulmonar, o material clinico
pesquisado é outro, e muitas vezes sio obtidas de
forma invasiva como no caso de meningite tubercu-
losa. Por esses motivos, pesquisas com a utilizagdo
de amostras com mais facilidade na sua obtengéo,

tais como o sangue e urina sao importantes para o
diagnéstico. Sendo assim, a detecgdo do DNA de
M. tuberculosis em amostras de sangue periférico
pode ser uma alternativa para o diagnéstico da TB

(TACI et al., 2003, REBOLLO et al., 2006).

Para manter a acurdcia dos testes e a seguran-
¢a técnica no diagndstico, as amostras utilizadas
necessitam de transporte, armazenamento e
manuseio adequados e rigorosos. A utilizagao de
cartdes comerciais para a conservagao e transporte
de amostras de varios organismos vem sendo uti-
lizadas com essa finalidade. (OWOR et al., 2007,
TACK et al., 2007, GRIMES et al., 2008, TOR-
TOLI et al., 2008, WOLFGRAMM et al., 2009).
Os cartdes FTA® Classic Cards possuem em suas
fibras componentes quimicos capazes de eliminar
o poder infecto-contagioso dos microorganismos
por romperem as membranas celulares. O processo
de extracdo de DNA da amostra fixada no cartfo
é realizado utilizando reagentes que purificam o
DNA retido nas suas fibras (WHATMAN, 2002).
Além disso, as amostras podem ser estocadas a
temperatura ambiente.

Devido aos problemas apresentados, como a
inespecificidade e pouca sensibilidade do diagnés-
tico tradicional, o alto poder infecto-contagioso da
amostra, bem como os cuidados excessivos requeri-
dos no transporte, armazenamento e manipulagio
da mesma, o presente trabalho teve como objetivo
verificar a possibilidade de obtengdo de DNA de
M. tuberculosis a partir de sangue total fixado em
FTA® cards através da técnica de PCR.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas no estudo 20 amostras de
sangue total oriundas de um banco de amostras do
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Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolé-
gico/Fundacio Estadual de Producéo e Pesquisa em
Satde (CDCT/FEPPS). Destas, 10 de pacientes
sem TB, do qual foi usado como grupo controle, e
10 de pacientes com diagnéstico de TB através da
baciloscopia e/ou cultura de M. tuberculosis. Todos
os pacientes considerados positivos pelo diagnds-
tico tradicional, também apresentaram resultado
positivo pela técnica de PCR com DNA extraido
de escarro. Destas amostras dos pacientes com TB,
5 estavam co-infectados com HIV e 5 apenas com
TB. As amostras de pacientes sem TB mostraram
resultado negativo nos testes realizados.

As amostras depois de descongeladas em
temperatura ambiente foram agitadas em vértex
e centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos com
a finalidade de concentrar a amostra. Em seguida,
o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressus-
pendido com 30uL de TE Ix (10mMTris/ImM
EDTA, pH 8,0). Apés, o material foi dotado no
cartdo FTA® Classic Card, bem como um controle
negativo de extracio (TE1x), um controle positivo
de extracio utilizando a diluicio de nimero 3 da
escala de Mac Farland de uma cultura da linhagem
H37RV de M. tuberculosis e um DNA purificado de
M. tuberculosis como controle de reagio de PCR.
Este carto ficou secando dentro de uma capela por
um periodo de 24h. Apés a secagem dos cartdes
foi dispensado o uso da capela, pois a estrutura
quimica do cartio propicia a quebra da parece
celular dos microorganismos, eliminando o seu
potencial infecto-contagioso. Foi entdo realizada a
extracao de DNA segundo instrugoes do fabricante
do cartdo, a fim de eliminar impurezas e DNases,

ficando apenas com o DNA retido nas fibras do
cartio (WHATMAN, 2002).

Ap0s a extragio as amostras foram submetida a
reagio de PCR. Os primers utilizados foram INS-1
(5’-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC) e INS-2

(5-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA), derivados
da seqiiéncia de insercio 1S6110 (HERMANS et
al. 1990) gerando um fragmento de 245 pb.

A enzima utilizada na reagéo foi a Platinum®
Tag DNA polimerase. Foram adicionados a reagio
de PCR dois discos do cartdo com 0,2 um contendo
as amostras e os respectivos controles. Foram utiliza-
dos quatro controles, um negativo de extragao, um
negativo de reacdo, um positivo de extragio e um
positivo de extracio, a fim de controlar a existéncia
de contaminag@o ou de inibigio na técnica e a pro-
vavel etapa em que ocorreram. As concentragdes
de reagentes e condi¢oes de amplificacio foram os
mesmos utilizados por Rossetti et al (1997).

Os produtos obtidos apés reacio de amplificagio
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
2%, corados com brometo de etidio e visualizados
em luz ultravioleta. Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram o fragmento de DNA
de 245 pb, correspondente a obtida nos controles
positivos de extragio e de reacdo. Considerou-se
resultado negativo a auséncia de visualizagio do
fragmento nas amostras.

RESULTADOS E
DISCUSSAO

Todos os procedimentos executados para
avaliar a possibilidade de obter DNA a partir de
amostras de sangue total de pacientes fixados em
cartio foram realizados também com os controles.
Os resultados obtidos apdés a PCR, permitiram
visualizar fragmentos de DNA correspondentes a
245 pb, conforme esperado e observado em ambos
os controles positivos utilizados (extracdo e rea-
¢a0). Os controles negativos (extragdo e reagio)
mostraram-se livres de DNA de M. tuberculosis,
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uma vez que nio apresentaram o fragmento de
245 pb. Dentre as reacoes de PCR realizadas com
as amostras dos 10 pacientes sem TB, nenhuma
apresentou resultado positivo, evidenciado pela
nio visualizacdo do fragmento de 245 pb. J4 no
caso dos 10 pacientes com diagnéstico de TB foi
possivel a visualizacio do fragmento de 245 pb em
todos os pacientes co-infectados por TB e HIV e,
dentre os pacientes sem co-infecgio, apenas um
nfo apresentou tal fragmento.

A detecgdo do DNA de M. tuberculosis fixado
em cartdes comerciais ja havia sido descrita com
sucesso anteriormente, porém a mesma havia sido
realizada diretamente de DNAs obtidos de cultu-
ras (TORTOLLI et al., 2008) e nio de amostras
clinicas, como realizado no presente trabalho. Os
resultados obtidos apesar de preliminares foram
bastante satisfatérios, uma vez que somente as
amostras de pacientes com TB foram positivas pela
técnica proposta. Apenas uma amostra de paciente
com TB nfo foi positiva. Resultados semelhantes
foram relatados por Rodrigues e colaboradores
(2002), onde os autores mostraram uma sensibi-
lidade de 95% na amplificacao de DNA extraido
de sangue total de pacientes com HIV. No nosso
estudo, todos os pacientes com diagndstico de TB
tinham também uma amostra de escarro positiva
no diagnéstico por PCR e, apesar do ndmero
amostral ser pequeno para uma comparagio, ja era
esperado que os resultados de PCR com amostras
de sangue nio possuissem a mesma eficiéncia que
os realizados com escarro. Vérios autores relataram
esse fato utilizando PCR com diferentes técnicas
de extragio e concluiram que, embora a deteccio
de DNA de M. tuberculosis em amostras de sangue
total apresenta-se como uma alternativa 2 utiliza-
¢do do escarro, a sensibilidade é inferior (ROLFS et
al.,, 1995, CONDOS et al.,, 1996, AHMED et al.,
1998, TACI et al., 2003, REBOLLO et al., 2006).

Isso pode acontecer por varios motivos entre eles
a inibicio da reacio de PCR pela hemoglobina ou
quantidade insuficiente de DNA presente no san-
gue para servir como alvo na reagio de amplificagio

(SPERHACKE et al., 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstra-
ram serem bastante especificos, pelo fato de nfo terem
ocorrido resultados falso positivos e todos os pacientes
sem TB apresentarem resultados negativos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nestes testes
iniciais com o protocolo padronizado utilizando o
sangue total de pacientes fixado no FTA® Classic
Card para a detecgio por PCR de DNA de M. tuber-
culosis, é possivel inferir que, apesar do nimero de
amostras ser baixo, a técnica apresentou resultados
satisfatdrios quanto a extragdo de DNA e rapidez
para a detec¢do do M. tuberculosis. Também, ¢é
provavel que mesmo que a amplificacio de DNA
por PCR a partir de sangue no seja tio eficiente
quanto a de outras amostras, ainda assim, pode ser
importante como exame complementar em casos
quando a amostra nio é escarro, COmo No caso
de TB extrapulmonar, Para uma anélise quanto a
acurécia na utilizagio de sangue como amostra para
o diagnéstico de TB e a possivel influéncia da imu-
nodepressio na deteccio da doenga, serd necessario
que um ntimero maior de amostras seja analisado e
comparado com o diagnéstico tradicional.
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