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Nested-PCR do gene que codifica o antigeno b aplicada
ao diagnostico da tuberculose pulmonar

Nested-PCR for gene that encodes the antigen b applied
to the diagnosis of pulmonary tuberculosis
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RESUMO

Areagdo em cadeia da polimerase usada para amplificacdo de uma seqiiéncia interna de um fragmento previamente amplificado (nested-PCR)
foi investigada como uma alternativa complementar a pesquisa de bacilos dlcool dcido resistentes e a cultura do Mycobacterium tuberculosis e
meio de Lowenstein-Jensen. Foram investigadas 144 amostras de escarro de pacientes suspeitos de tuberculose encaminhados ao Laboratorio
de Tuberculose do Instituto Evandro Chagas em Belém, no periodo de junbo de 2002 a dezembro de 2003. Das 144 amostras, 121 foram
caracterizadas como tuberculose, 119 foram positivas na cultura, 95 na baciloscopia e 128 na nested-PCR. A sensibilidade da nested-PCR foi
96% (116/121), enquanto a especificidade foi 48% (11/23). A nested-PCR poderd ser uma ferramenta complementar para o diagnostico da
tuberculose, pois apresenta sensibilidade equivalente a cultura, no entanto, necessita de maiores avaliagoes visando minimizar o niimero
de resultados falso-positivos.
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ABSTRACT

The polymerase chain reaction used for amplifying an internal sequence of a previously amplified fragment (nested-PCR) was investigated
as a complementary alternative for searching for alcohol-acid resistant bacilli and Mycobacterium tuberculosis cultures in Lowenstein-Jensen

medium. 144 sputum samples were investigated from patients with suspected tuberculosis that were sent to the Tuberculosis Laboratory of
the Evandro Chagas Institute in Belém, between June 2002 and December 2003. From the 144 samples, 121 were characterized as tuberculosis:

119 were positive in cultures, 95 under bacilloscopy and 128 using nested-PCR. The sensibility of the nested-PCR was 96% (116/121), while

the specificity was 48% (11/23). Nested-PCR may be a complementary tool for diagnosing tuberculosis, since it presents sensitivity equivalent
to that of cultures. However, further evaluations are needed with the aim of minimizing the number of false-positive results.
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A incidéncia de tuberculose pulmonar, no Brasil, mantém-
se crescente, com 50% dos casos relatados como baciliferos®.
Trata-se de uma doenca infecto-contagiosa de transmissio
aerégena, com sintomas semelhantes a uma variedade de doengas
respiratdrias, o que resulta em marcante impacto no programa
nacional de controle da tuberculose. Outro fator contribuinte
para o agravo da doenca é o niimero crescente de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes aos tuberculostiticos
recomendados pelo Ministério da Saide do Brasil. Em Belém,
capital do Pari, foi relatado 12% de resisténcia primdria entre

pacientes atendidos em uma Unidade de referéncia municipal
para tratamento de tuberculose®.

0 método de diagndstico da tuberculose mais difundido no
Brasil é a pesquisa de bacilo dlcool 4cido resistente- BAAR. Trata-
se de um procedimento rdpido e barato, no entanto, apresenta
baixa sensibilidade. A cultura para o Mycobacterium tuberculosis
¢ considerada o método padrdo ouro para o diagnéstico,
apresenta positividade nos espécimes que contenham de 10 a
100 bacilos vidveis, no entanto, requer um periodo de trés a oito
semanas para liberagdo do resultado’.
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Areacio em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo investigada
como alternativa de alta sensibilidade e especificidade para o
diagndstico rdpido de doengas infecciosas como a tuberculose!" 2.
A nested-PCR, constituida por duas amplificacdes sucessivas
do marcador molecular, é defendida por conciliar ainda maior
sensibilidade e especificidade’°. Este trabalho propde avaliar a
aplicabilidade da nested-PCR do gene que codifica o antigeno b
para o diagndstico da tuberculose.

MATERIAL E METODOS

Amostragem e critérios para definicio de caso.
Foram investigados 144 pacientes suspeitos de tuberculose
encaminhados a partir do Centro de Satide Escola do Marco
(CSEM) a0 Laboratério de Tuberculose do IEC, no periodo de
junho 2002 a dezembro de 2003. O CSEM é uma Unidade de Satide
Publica incorporada a Universidade Estadual do Pard que funciona
como referencia municipal e estadual para tuberculose.

0 critério para definicdo de caso de tuberculose foi o
isolamento micobacteriano por cultivo ou a melhora clinica
apos introducio da terapia para casos sintomdticos com cultura
negativa. Os resultados da nested-PCR nlo interferiram no
diagndstico da tuberculose.

Coleta, conservacdo e transporte do material. O escarro
foi colhido ao despertar e encaminhado ao CSEM pelo paciente
ou responsdvel. O espécime foi conservado sob refrigeracio a
4°C até o momento do tratamento laboratorial.

Preparaciio da amostra e obtenciio do DNA. O escarro
passou por fluidificagio com n-acetil cisteina (1:1) e o precipitado
obtido foi tratado com 100uL de tamp@o de lise (Tris HCI pH 9,0
300mM, EDTA 100mM, sucrose 4,8%, SDS 1,25%), 100uL de
tampao de homogeneizacio (Tris HCl pH8 10mM, NaCl 60mM,
EDTA pH8 10mM, sucrose 5%) e 5L de proteinase K (20mg/mL
de dgua ultrapura), entdo, incubados 56°C por 12 horas. Os
detritos celulares e outros foram removidos por tratamento com
200uL de solugio de fenol-cloroférmio-dlcool isoamil (25:24:1).
0 DNA foi precipitado com 30uL de acetato de sodio (3M, pH 4,8)
e 150uL de isopropanol, centrifugado a 12.000rpm e tratado com
500uL de 4lcool etilico 70%, centrifugado a 12.000rpm, 4°C. O
dlcool foi, entdo, removido por evaporacio e o DNA eluido em
100uL de tampao EDTA.

Nested-PCR. Os iniciadores utilizados na
reacdo: TB1 5’-ACCACCGAGCGGTTCGCCTGA-3’, TB2 5'-
GATCTGCGGGTCGTCCCAGGT-3" (primeira reagdo) e TB3 5'-
TGACGTTGGCGGAGACCG-3’, TB4 5°- ATGGTGCCCTGGTACATG-3’
amplificaram um fragmento de 322pb do gene que codifica uma
proteina de 38-kDa, chamada antigeno b, presente em cepas do
Complexo M. tuberculosis®. Cada 25uL da solucio de reacio
para a PCR foi preparada usando tampdo da enzima Tag DNA
polimerase 1X (Invitrogen), 1,5mM de MgCl, (Invitrogen), 0,4mM
de cada deoxinucleotideo (Invitrogen), 20pmol de cada iniciador,
0,5U da enzima 7zg DNA polimerase (Invitrogen) e 40ng do DNA
alvo. A reacio foi entdo submetida a ciclos de 94°C, 63°C e 72°C,
um minuto cada, em termociclador Hyband PX2. O produto final

da PCR foi visualizado em gel de agarose 1% apés tratamento
com brometo de etidio na concentracio de 1pg/mL. A cepa de
referéncia MT14323 foi usada para a otimiza¢o dos pardmetros
da reaclo e como controle positivo.

Baciloscopia e cultivo micobacteriano. A baciloscopia
foi realizada pelo método de Ziehl-Neelsen. Para o cultivo foi
realizado tratamento do escarro pelo método do lauril sulfato de
sodio e 0,1mL do sedimento foi semeado em meio Lowenstein-
Jensen e incubado a 37°C por até 8 semanas’.

Precaucoes éticas. O projeto de pesquisa que deu origem ao
presente trabalho, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Evandro Chagas em 09/07/02.

RESULTADOS

De acordo com os critérios anteriormente estabelecidos,
das 144 amostras encaminhadas para diagndstico, 121 casos
foram caracterizados como provenientes de individuos com
tuberculose, enquanto 23 foram consideradas negativas. A
cultura foi positiva em 119 amostras, destas 95 foram positivas
para BAAR. A nested-PCR foi positiva em 128 amostras. A relacio
entre os resultados obtidos na cultura, baciloscopia e nested-PCR
sdo apresentados na Tabela 1. As 119 cepas obtidas por cultivo
apresentaram sensibilidade a0 dcido p-nitrobenzdico (500pLg/mL)
e resisténcia a hidrazida do 4dcido tiofeno-2-carboxilico (2ul/mL),
caracteristicos dos membros do Complexo M. tuberculosis e da
espécie M. tuberculosis respectivamente.

A sensibilidade e especificidade de cada técnica sio
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 1 - Relagdo entre os casos diagnosticados como tuberculose e os
dados obtidos por baciloscopia, cultura e nested-PCR.

Cultura positiva Cultura negativa

BAAR BAAR BAAR BAAR Total

positivo  negativo  positivo  negativo
Nested-PCR positivo 93 21 2% 12 128
Nested-PCR negativo 2 3 0 11 16
Casos investigados 95 24 2 23 144
Casos de tuberculose 95 24 2 0 121

* Em um caso foi detectado crescimento de MNT, em outro caso houve contaminagio
da cultura por fungo, impossibilitando a conclusiio do diagndstico por cultivo.
BAAR: bacilo dlcool-dcido resistente

Tabela 2 - Valores de sensibilidade, especificidade, falso positivo e
Jfalso negativo, para 144 amostras de escarro analisadas, considerando
121 casos confirmados de tuberculose.

Sensibilidade*  Especificidade®* Falso Falso
(n=121) (n=23) positivo negativo
n® % n® %
Nested-PCR 116 95,9 11 478 12 5
Baciloscopia 95 78,5 22 95,7 1 26
Cultura 119 98,3 23 100,0 0 2

*A sensibilidade foi calculada segundo a formula: A/ (A+C)x100, sendo A o niimero
de infectados detectados pelo teste e (A+C) o total de doentes.

##A especificidade foi calculada segundo a formula: B/ (B+D)x100, sendo B o nimero
de negativos detectados no teste e (B+D) o total de ndo doentes.
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DISCUSSAO

Um pardmetro critico para avaliagio de novos testes de
diagndstico € a comparagio dos resultados com dados obtidos a
partir da técnica definida como padrdo ouro. Todas as amostras
submetidas a PCR foram também avaliadas por cultivo devido a
elevada sensibilidade e especificidade da técnica, superior a 90%
em muitos trabalhos* '°. No entanto, algumas limitagdes da cultura
sdo consideradas: 1) inviabilidade do bacilo apés tratamento do
escarro com lauril sulfato de sédio; 2) contaminacio da cultura
por outros microrganismos de crescimento rdpido; 3) limite de
sensibilidade de cerca de 10 UFC/mL de escarro.

Os resultados obtidos demonstram que ndo hd diferenga na
sensibilidade para as técnicas de nested-PCR e cultura (Tabela 2). No
entanto, em cinco casos de cultura positiva, sendo dois BAAR positivo
e trés BAAR negativo, a nested-PCR foi negativa. Esta observacio pode
ser devido a presenca de inibidores da PCR, quantidade insuficiente
de DNA ou ainda auséncia do marcador molecular na populagio de
bacilos investigada. Um dos pontos criticos para o uso da PCR como
ferramenta diagndstica é a obtengio do DNA, pois alguns espécimes
clinicos podem conter substancias inibidoras da PCR. Em alguns casos
estes inibidores podem ainda ser inseridos durante a manipulacio
do material genético.

Cinco por cento dos espécimes clinicos avaliados por Anjos-
Filho cols' continham inibidores de PCR e foram responsiveis
por seis dos nove resultados falso-negativos encontrados. Neste
trabalho, o procedimento de obtengdo do DNA micobacteriano
utilizado envolveu vdrias etapas para purificacio do DNA,
entretanto, diversas foram as possibilidades de perda deste,
tais como: 1) escolha da por¢do mais adequada do escarro
a ser trabalhada, 2) perda durante a transferéncia da fracio
aquosa apos particio em liquidos imisciveis, 3) centrifugagio
inadequada, 4) lavagens excessivas, 5) secagem prolongada.
Outra situacio que poderia justificar o resultado negativo para PCR
e positivo para cultura seria a auséncia do marcador molecular
investigado em um percentual dos agentes etiologicos. Porém,
as cinco cepas isoladas por cultivo apresentaram amplificacio
para o gene codificante do antigeno B, apés uso dos mesmos
iniciadores utilizados na rea¢do a partir do escarro. Suffys cols"
a0 avaliarem a PCR como ferramenta para o diagndstico da
tuberculose pulmonar por meio da amplificacio de uma regiao
de 178pb da seqiiéncia de insercio 186110 do M. tuberculosis
relataram positividade em apenas 44% dos casos com diagndstico
clinico e radiolégico de tuberculose. A baixa sensibilidade foi
justificada pela introdugdo de substancias inibidoras durante o
procedimento de extracdo com silica-guanidina tiocianato.

Alavagem exaustiva do DNA obtido de escarro para eliminacio
de substancias inibidoras da enzima DNA polimerase é fortemente
recomendada’. Uma estratégia para verificar a presencga de
substancias inibidoras da PCR seria acrescentar oligonucleotideos
iniciadores universais na reacao em andlise e em uma reacio em
separado. A observagdo de amplificagdo referente ao fragmento
dos oligonucleotideos universais em ambas as reagdes afastaria a
hipétese de inibidores. O mesmo procedimento poderia ser feito
usando concentracoes variadas de DNA do controle positivo.
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Uma variedade de marcadores moleculares tem sido investigada
em sua aplicabilidade para diagnéstico da tuberculose 2° .
Diferentes seqiiéncias alvo para PCR como IS6710, genes
condificantes de proteinas como a de 65kDa ou 38kDa e MPBG4
foram relatadas em 100% das 57 cepas de M. tuberculosis
identificadas no Estado do Amazonas. Os autores relatam que em
amostras clinicas multibacilares, apenas a seqiiéncia MPB64 nio
apresentou 100% de eficdcia para diagnéstico da tuberculose,
sendo observado 89% de deteccdo dos casos positivos. Entre
as amostras paucibacilares a co-positividade foi variada, no
entanto, o fragmento de 123pb do alvo IS6710 apresentou 95%
de co-positividade com a cultura, resultado superior aos demais
marcadores, incluindo o gene da proteina de 38kDa (91%)
avaliado naquele estudo'. Para Ogusku & Salem (2004) a maior
eficdcia da seqiiéncia IS6770 para o diagnéstico da tuberculose
em relacdo ao gene codificante da proteina 38kDa pode estar
associada ao fato de o primeiro estar presente em multiplas cGpias
no genoma do M. tuberculosis (5 a 19 cdpias).

Resultados positivos para nested-PCR foram observados
em dois casos confirmados clinicamente como tuberculose
apesar dos resultados inconclusivos de cultura para
M. tuberculosis. Um destes casos é referente a2 uma amostra
que contaminou por crescimento de fungo, mas foi positiva na
baciloscopia. Na outra amostra foi observado crescimento de
micobactéria ndo tuberculosa no primeiro cultivo e auséncia
de crescimento micobacteriano apds duas novas coletas. Neste
tiltimo caso, o paciente foi notificado apés resultado da primeira
baciloscopia classificada como trés cruzes (+++) e reativo
no PPD. Dois meses depois o paciente foi re-avaliado clinica e
laboratorialmente, sendo mantido como caso de tuberculose.
£ possivel que a cultura negativa tenha sido decorrente da
auséncia de bacilos vidveis, pois a segunda coleta foi realizada
um més apos introdugdo da terapéutica. Ambos os casos foram
considerados como tuberculose, inicialmente por apresentarem
sintomas caracteristicos (tosse produtiva a mais de um més,
emagrecimento, febre noturna, cansago), reatividade para o PPD,
positividade para BAAR e posteriormente a melhora clinica apds
introducdo da terapia.

Amplificagdes do fragmento de 322pb foram observadas em
12 amostras provenientes de casos nio diagnosticados como
tuberculose. Esta situacdo pode ser atribuida a: 1) contaminacio
dos espécimes com DNA; 2) contaminacdo de reagentes e
instrumentos com DNA ou amplicons resultantes da primeira
reacdo; 3) presenca de organismos nio vidveis em pacientes.
£ importante relatar que todos os procedimentos de extracio
realizados para este trabalho foram acompanhados por controle
negativo (amostra de escarro com resultado negativo em cultura e
PCR) que nio amplificaram nas reagdes de PCR, no entanto, estes
controles, eram normalmente manipulados antes das amostras
testes ou controles positivos (o que impossibilitava a detec¢io
de falha técnica por contaminacfio do controle negativo apds
a pipetagem de amplicons). Uma boa alternativa é estabelecer
nos protocolos de laboratdrio o desenvolvimento de pelo menos
trés controles negativos, com manipulacio a cada cinco ou dez
amostras teste, dependendo da rotina de trabalho. Deixando
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claro que o controle negativo niio deve ser restrito a adi¢io de
dgua na reacio de PCR, mas a uma amostra que sofreu todos os
procedimentos das amostras testadas para o diagndstico. Todos
os 12 pacientes cujos resultados laboratoriais foram negativos na
bacilospia e cultura e positivos na PCR foram consultados quanto
anotificacdo de tuberculose em outros periodos. Nenhum paciente
apresentou registro no SINAN até a data de 22 de maio de 20006.

Resultados preliminares obtidos em nosso laboratério
evidenciam PCR positivo e cultura negativa em 50% dos casos de
acompanhamento de pacientes ap6s alta de tuberculose por cura
(dados ndo apresentados). No entanto, em nenhum dos casos
de cultura negativa e nested-PCR positivo foi relatado tratamento
anterior ou histdria de contato com paciente infectado pelo
M. tuberculosis, o que poderia sugerir presenca de DNA de
M. tuberculosis nos individuos investigados.

0Os resultados apresentados demonstram a PCR como uma
técnica rdpida para detecclo de seqiiéncia gendmica caracteristica
do M. tuberculosis, apresentando sensibilidade equivalente
a cultura, com a facilidade de diferenciar cepas do complexo
M. tuberculosis de outras. No entanto, precisa ser melhor avaliada,
de forma a minimizar o nmimero de resultados falso-positivos e, entdo,
ser aplicada como ferramenta complementar a outros métodos
diagndstico, inicialmente em Laboratdrios de Referéncia.
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