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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acuracia dos métodos bacteriologicos e da reacdo em cadeia da polimerase com oligonucleotideos especificos para
a 1S6110 do complexo Mycobacterium tuberculosis, em amostras de escarro de indigenas e nio indigenas. Métodos: Analisaram-se 214
amostras de escarro (154 de indigenas e 60 de ndo indigenas) quanto a acuracia da baciloscopia direta e pds-concentracio, cultivo e
reacdio em cadeia da polimerase. Resultados: Ambos os métodos baciloscopicos, quando comparados com o cultivo ou a reagio em
cadeia da polimerase foram de baixa sensibilidade. A especificidade variou de 91% a 100%, sendo a baciloscopia pds-concentracdo
menos especifica. Nas amostras indigenas constataram-se trés vezes mais isolamentos de micobactérias ndo tuberculosas do que nas néo
indigenas. Resultados da reacdo em cadeia da polimerase aparentemente falsos-positivos e negativos foram encontrados com maior
freqiéncia na populacéo indigena. Conclusao: Baciloscopias positivas para bacilos dlcool-acidorresistentes com isolamento de micobactérias
ndo tuberculosas e reacdo em cadeia da polimerase positiva estabelecem as hipoteses de: existéncia na Amazodnia de espécies de
micobactérias ndo tuberculosas com regides do DNA homologas a 1S6110 ou ainda que possuam a I1S6110, até entdo so descrita no
complexo M. tuberculosis; impossibilidade de isolamento do M. tuberculosis pelo crescimento mais rapido de micobactérias ndo tuberculosas
presentes nas amostras de escarro, por colonizacdo da orofaringe ou da lesdo tuberculosa; presenca de DNA de M. tuberculosis devida
a antecedente de tuberculose. A auséncia de positividade em resultados bacteriolégicos com reagcdo em cadeia da polimerase positiva
sugere questdes técnicas inerentes aos métodos bacteriologicos ou precedentes de tuberculose.

Descritores: Tuberculose pulmonar/diagnéstico; Mycobacterium tuberculosis, Reacio em cadeia da polimerase/métodos; Indios sul-americanos

ABSTRACT

Objective: To evaluate the accuracy of bacteriological methods and of polymerase chain reaction (with primers specific for 156110 of the
Mycobacterium tuberculosis complex) in testing sputum samples from indigenous (Amerindian) and non-indigenous patients. Methods:
A total of 214 sputum samples (154 from indigenous patients and 60 from non-indigenous patients) were analyzed in order to determine
the accuracy of smear microscopy (direct and concentrated versions) for acid-fast bacilli, culture, and polymerase chain reaction.
Results: Both microscopy methods presented low sensitivity in comparison with culture and polymerase chain reaction. Specificity ranged
from 91% to 100%, the concentrated acid-fast smear technique being the least specific. Nontuberculous mycobacteria were isolated three
times more frequently in samples from indigenous patients than in those from non-indigenous patients. False-positive and false-negative
polymerase chain reaction results were more common in the indigenous population. Conclusion: Positivity and isolation of nontuberculous
mycobacteria in the acid-fast smear in conjunction with polymerase chain reaction positivity raise the following hypotheses: nontuberculous
mycobacteria species with DNA regions homologous to, or even still possessing, the M. tuberculosis 1S6110 exist in the Amazon;
colonization of the oropharynx or of a tuberculous lesion accelerates the growth of the nontuberculous mycobacteria present in the
sputum samples, making it impossible to isolate M. tuberculosis; A history of tuberculosis results in positivity for M. tuberculosis DNA.
The absence of bacteriological positivity in the presence of polymerase chain reaction positivity raises questions regarding the inherent
technical characteristics of the bacteriological methods or regarding patient history of tuberculosis.
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INTRODUCAOQ

No Brasil, a tuberculose (Th) ainda permanece
como um grave problema de saude publica. Em
2002, foram registrados 7.061 casos novos de Th
na Regido Norte, refletindo uma incidéncia de
52,29/100.000. A média nacional no referido ano
foi de 48/100.000. No Estado do Amazonas foram
registrados 2.194 casos, uma incidéncia de 74,08/
100.000, a maior da Regido Norte.!"

Uma situacdo mais grave ¢ verificada na popu-
lacdo indigena da regido do Rio Cauaburis (Alto
Rio Negro/Estado do Amazonas), onde vivem 1.455
indios da etnia yanomami. Em 2002, de acordo
com os dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro
pelo Desenvolvimento Sanitario, 21 yanomamis
foram tratados para Th, o que representou uma
incidéncia de 1.443,3/100.000. Destes, 17 tinham
formas pulmonares e 4 extrapulmonares da doen-
ca. Dentre os casos pulmonares, em apenas 4 fo-
ram detectados bacilos dlcool-acidorresistentes no
escarro pelo método da baciloscopia (23,5%). Os
demais foram diagnosticados, presuntivamente,
pela forte sintomatologia pulmonar ou presenca
de lesdes na pele indicativas de Tb cutinea.

Esses resultados refletem a baixa concentracio
bacilar nas secrecdes pulmonares dos indigenas, o
que ja havia sido relatado por alguns autores® que
realizaram baciloscopia p6s-concentragdo e cultivo
em aldeias yanomamis da regido do Marauia. En-
tretanto, a eficdcia do cultivo permaneceu desco-
nhecida pela ndo realizacdo de outro método de
alta sensibilidade e especificidade para anadlise
comparativa.

Atualmente, entre os novos métodos labora-
toriais para diagndstico da Th, destaca-se a rea-
¢do em cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica
fornece resultado em um periodo de tempo se-
melhante ao da baciloscopia, exige concentra-
coes bacilares semelhantes as do cultivo e ¢ ca-
paz de definir a etiologia do agente causal.C-¥
Mediante estes conhecimentos, o presente estu-
do teve como objetivo avaliar a PCR com oligo-
nucleotideos para a seqiiéncia 1S6770 do com-
plexo Mycobacterium tuberculosis, em amostras
de escarro de indigenas yanomamis da regido do
Rio Cauaburis e de pacientes ndo indigenas resi-
dentes na cidade de Manaus (AM), sendo todos
sintomdticos respiratorios com suspeita de Tb
pulmonar.

METODOS

No ano de 2002, foram coletadas as secrecdes
pulmonares de 60 pacientes nio indigenas e 158
indigenas, sintomaticos respiratérios com suspeita
de Tb pulmonar e residentes no Estado do Amazo-
nas. Uma amostra de escarro espontineo de cada
paciente foi coletada e processada para o diagnos-
tico de Tb por métodos bacterioldgicos e pela PCR.

Das amostras de indigenas, 110 foram coleta-
das na Casa do indio, situada na periferia da cidade
de Manaus e processadas no mesmo dia. As de-
mais 48 foram coletadas na aldeia e acrescidas de
solucido de cloreto de cetilpiridinio (solucdo des-
contaminante) logo apds o ato de coleta, como
indicado por David et al."” Estas foram processadas
apos cinco dias de transporte, periodo esse ne-
cessario para a locomocéo da aldeia indigena até
a cidade de Manaus.

Como controle negativo das andlises pela PCR,
foram também incluidas vinte amostras de escarro
espontaneo de pacientes portadores de viroses res-
piratdrias, atendidos no Ambulatorio Aratjo Lima da
Universidade Federal do Amazonas, no ano de 2004.
Nestes casos, o diagnostico de Tb foi excluido pela
submissdo das amostras aos métodos bacteriologi-
cos (baciloscopia e cultivo para micobactérias) e pelo
seguimento clinico de no minimo seis meses.

0 presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Pesqui-
sas da Amazonia e ratificado pela Comissdo Nacio-
nal de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.

As 48 amostras oriundas de indigenas e trans-
portadas em solucdo de cloreto de cetilpiridinio
foram homogeneizadas e 0,2 mL de cada amostra
foi distendido em ldmina de microscopia para a
realizacdo da baciloscopia direta. O restante de cada
amostra foi centrifugado a 3.500 x g durante quin-
ze minutos. O sobrenadante foi desprezado e ao
sedimento adicionaram-se 2 mL de dgua estéril. O
pH da suspenséo foi ajustado com solucdo estéril
de acido cloridrico a 4%, com o auxilio do indica-
dor azul de bromotimol. Da suspensao retiraram-
se duas gotas que foram depositadas separada-
mente em lamina de microscopia, constituindo a
baciloscopia pos-concentracdo. Com o restante da
suspensdo realizou-se a semeadura em meio de
cultivo de Lowenstein-Jensen e uma aliquota de
aproximadamente 1 mL foi armazenada a -20°C,
para a realizag¢do da PCR.
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Todas as demais amostras foram processadas
pelas técnicas de baciloscopia direta,'® bacilosco-
pia pds-concentracdo e cultivo para micobactérias
utilizando hidréxido de s6dio como descontami-
nante e semeadura em meio de Lowenstein-Jen-
sen.” Aliquotas de 1 mL das amostras de escarro
descontaminadas e neutralizadas foram armaze-
nadas a -20°C para posterior realizagdo da PCR.
Os cultivos sem crescimento micobacteriano fo-
ram considerados negativos apds o periodo de dois
meses € 0s com crescimento positivo para bacilos
dlcool-acidorresistentes foram subcultivados para
realizacdo dos testes de fenotipagem. As cepas mi-
cobacterianas foram primariamente submetidas aos
testes de velocidade de crescimento e produgdo
de pigmentos. Todas as cepas ndo cromogénicas
e de crescimento lento que nas provas bioquimi-
cas produziram niacina e reduziram fortemente o
nitrato a nitrito foram identificadas como cepas
de M. tuberculosis.®) As demais foram considera-
das como micobactérias ndo tuberculosas (MNT).

As amostras de escarro, descontaminadas e ar-
mazenadas a -20°C, assim como as cepas de M.
tuberculosis isoladas das mesmas, tiveram os DNA
extraidos de acordo com o preconizado por
Ogusku e Salem.” Em cada sessdo foram inclui-
dos controles negativos de extracdo de DNA para
se descartar a possibilidade de contaminagdo cru-
zada entre as amostras.

Para a realizacdo da PCR foram utilizados os
oligonucleotideos 5'- CTC GTC CAG CGC CGC TTC
GG-3"e5'- CCT GCG AGC GTAGGCGTCGG - 3,
especificos para a amplificacdo de um fragmento
de 123 pares de base da seqiiéncia de insercdo
1S6110 do complexo M. tuberculosis."” Para um
volume final de 50 pL contendo os reagentes (In-
vitrogen) 20 mM Tris-HCl pH 8,4, 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl,, 200 pM de cada dNTP, 0,1 UM de cada
oligonucleotideo e 2U de Platinum® Taqg DNA Po-
limerase, foram adicionados 20 pUL do DNA extrai-
do. Os parametros de amplificacdo consistiram de
um ciclo a 94°C por 4’, 35 ciclos a 94°C por 1,
66°C por 1°, 72°C por 1’ e um ciclo final a 72°C
por 7°, em termociclador GeneAmp® PCR System
2400 (Applied Biosystems).

Para cada sessdo de PCR foi incorporado um
controle positivo contendo DNA de M. tuberculosis
H37Rv, um controle negativo com agua Milli-Q
estéril e os controles negativos de extracdo de DNA.

A verificacdo da eficacia da extragdo e integri-

J Bras Pneumol. 2006;32(3):234-40

Santos RMC, Ogusku MM, Miranda JM, Dos-Santos MC, Salem Jl

dade do DNA ou da presenca de inibidores da Taq
DNA Polimerase foi realizada por amplificacdes com
oligonucleotideos B-actina 5’ (5’ - AGC GGG AAA
TCG TGC GTG - 3’) e B-actina 3’ (5’ - CAG GGT ACA
TGG TGG TGC - 3’), que amplificam um segmento
de DNA de 304 pares de base da [-actina huma-
na." A amplificacio consistiu de um ciclo inicial
de 94°C por 4’, 35 ciclos de 94°C por 1’, 57°C por
1°, 72°C por 1’ e um ciclo final de 72°C por 7°. Os
reagentes nas respectivas concentragdes foram os
mesmos descritos para amplificagcdo da 1S6110, com
excecdo dos oligonucleotideos.

Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados
com brometo de etideo, visualizados em transilu-
minador de luz ultravioleta e fotodocumentados
no sistema Eagle Eye® Il (Stratagene).

Os resultados da baciloscopia, cultivo e PCR
foram comparados entre si, sendo o cultivo ou a
PCR o padrdo ouro. Para a determinagao da sensibi-
lidade e especificidade foi utilizada a tabela 2 x 2.
Para verificacdo de concordancia entre os méto-
dos diagnosticos calculou-se o indice Kappa pelo
software BioEstat 2.01? e a interpretacgio foi esta-
belecida conforme as recomendagées de Pereira.'?

RESULTADOS

Todas as 20 amostras de escarro oriundas de
individuos sem suspeita de Tb foram negativas nos
exames bacteriologicos (baciloscopia e cultivo) e
na PCR para I1S6710, o que indicou 100% de co-
negatividade na auséncia de micobactérias.

Das 218 amostras de pacientes com suspeita
de Th, quatro foram eliminadas do estudo devido
a contaminacio de todos os tubos de cultivo se-
meados. As freqliéncias de positividade de cada
método conforme as origens étnicas das popula-
coes estudadas estdo apresentadas na Tabela 1 e
os resultados da PCR, nas 214 amostras analisa-
das, em relacdo aos métodos bacterioldgicos es-
tdo demonstrados na Tabela 2.

Os resultados da analise de acurdcia (sensibili-
dade e especificidade) entre os métodos bacterio-
l6gicos e destes com a PCR estdo apresentados na
Tabela 3. Para o estabelecimento da acuracia en-
tre a PCR e cultivo positivo para M. tuberculosis,
os quantitativos de amostras com MNT foram con-
siderados como negativos. Na andlise da PCR em
relacdo ao isolamento total de micobactérias, os
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TABELA 1

Freqiiéncia de positividade dos métodos diagndsticos para tuberculose em populagdes indigena e ndo indigena

Baciloscopia Cultivo positivo para PCR para
Amostras de: Direta Pds-concentracdo M. tuberculosis MNT 1S6110
Nao indigenas 15/60 19/60 38/60 2/60 34/60
(25,000) (31,6%) (63,3%) (3,3%) (56,6%)
Indigenas 0/154 2/154 6/154 17/154 28/154
(0%) (1,26%) (3,9%) (11,0%) (18,209%)

MNT: micobactéria ndo tuberculosa; PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

TABELA 2

Distribuicdo dos resultados da PCR em relagdo aos
métodos bacterioldgicos conforme a origem étnica

Cultivo em Lowenstein-Jensen

PCR IS6110 M. tuberculosis ~ MNT Negativo
em amostras BD BC BD BC BD BC
de pacientes PN PNPNPNP N P N
Néo P141917 16 0 11 00 0 O O
indigenas N 0 5 0 51 01 00 20 0 20
Subtotais 142417 21 1 1.2 00 20 0O 20
Indigenas P 0 5 0 50 51 4 0 18 0 18
N 0 1 0 1012 1 11 0113 013
Subtotais 0 6 0 6 017 215 0131 0 131
Totais 14 30 17 27 1 18 4 15 0 151 0 151

PCR: reacdo em cadeia da polimerase; MNT: micobactéria ndo
tuberculosa; BD: baciloscopia direta; BC: baciloscopia pos-
concentracdo; P: positivo; N: negativo.

cultivos positivos para M. tuberculosis foram so-
mados aos de MNT.

Os valores de concordancia entre os resultados
da PCR e o cultivo positivo para M. tuberculosis

pelo indice de Kappa foram de 0,79 e 0,25 em
amostras de pacientes ndo indigenas e indigenas,
respectivamente.

DISCUSSAOQ

Quando se analisam amostras de populagdes
indigenas deve-se ter em conta seus habitos e
costumes. Em sua maioria, os indios modificam
seus nomes no decorrer do tempo e vivem em
ambientes fechados, na busca de protecdo para
doencas transmitidas por insetos. Conseqiiente-
mente agravam a transmissdo daquelas de conta-
minacdo direta, entre elas a Th. Tém o habito de
mastigar partes de vegetais da floresta amazdnica,
que por suposicdo propiciam a introducio na ca-
vidade oral de uma microbiota ambiental desco-
nhecida da ciéncia. Nesse sentido ¢ possivel su-
gerir que o encontro de MNT em proporcdo trés
vezes maior do que na populacdo ndo indigena
(Tabela 1) seja devido a esse habito (11% e 3,3%,
respectivamente).

TABELA 3

Resultados de acuracia dos métodos laboratoriais diagnosticos para Th em populagdes indigena e ndo indigena

SENSIBILIDADE
Amostras de Baciloscopia/Cultivo Mth Baciloscopia/PCR PCR/ PCR/Cultivo
pacientes Direta Pds-concentracdo Direta Pos-concentragcdo Cultivo Mtb  (Mtb+MNT)
Nio indigenas 14/38 17/38 14/34 18/34 33/38 34/40
(36,8%) (44,7%) (41,2%) (52,9%) (86,8%) (85,000)
Indigenas 0/6 0/6 0/28 1/28 5/6 10/23
(0%) (0%) (0%) (3,6%) (83,3%) (43,5%)
ESPECIFICIDADE
Amostras de Baciloscopia/Cultivo Mth Baciloscopia/PCR PCR/ PCR/Cultivo
pacientes Direta Pés-concentracdo Direta Pos-concentragcdo Cultivo Mtb  (Mtb+MNT)
Nao indigenas 21/22 20/22 25/26 25/26 21/22 20/20
(95,5%) (91,0%) (96,2%%) (96,29%) (95,5%) (100,0%)
Indigenas 148/148 146/148 126/126 125/126 125/148 113/131
(100%) (98,6%) (1000%) (99,2) (84,5%) (86,3%)

Mtb: M. tuberculosis; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; MNT: micobactéria ndo tuberculosa.
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Em relacdo aos resultados dos testes diagnos-
ticos para Th, a auséncia de baciloscopia direta
positiva para bacilos alcool-acidorresistentes em
indigenas (Tabela 1) confirma a baixa sensibilidade
desta técnica na referida populacio, seja ela execu-
tada na prépria drea indigena® ou mesmo quando
as amostras clinicas sdo transportadas para labo-
ratorio especializado,® como no presente estudo.

Na analise da baciloscopia em relacdo ao iso-
lamento de M. tuberculosis na populacdo nao in-
digena, constatou-se que das 38 amostras con-
tendo M. tuberculosis, apenas 14 tiveram bacilos-
copia direta positiva. O fato indica que em apenas
36,8% da amostragem estudada foi possivel se
estabelecer o diagndstico de Tb pela baciloscopia
direta, e em 44,7% pela baciloscopia pos-concen-
tracdo (Tabela 3).

A baixa sensibilidade da baciloscopia nas amos-
tras estudadas foi similar aquela observada entre
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana, e inferior & média encontrada nos da-
dos do Programa de Controle da Tuberculose do
Estado do Amazonas nos ultimos cinco anos, em
que em 63% dos casos novos pulmonares a ba-
ciloscopia direta tem sido positiva quando rea-
lizada."9 A andlise destes resultados é de impor-
tancia, pois a baciloscopia direta, realizada inde-
pendentemente do cultivo, é incentivada pelo Mi-
nistério da Saude como método diagnostico labo-
ratorial da Tb para todo o Brasil. Essa baixa sensi-
bilidade da baciloscopia no diagnostico da Th su-
gere que o cultivo para micobactérias deva ser
utilizado na rotina de diagnostico, de modo se-
melhante ao disposto no 11 Consenso Brasileiro de
Tuberculose e incorporado pelo Ministério da Saude
do Brasil para pacientes com sorologia positiva para
o virus da imunodeficiéncia humana.('”

Verifica-se, na Tabela 2, que houve bacilosco-
pias direta e pos-concentracio positivas para ba-
cilos alcool-acidorresistentes com isolamento de
MNT em ambas as populacdes estudadas, sendo
que a falsa-positividade na direta sé foi encontra-
da em pacientes nio indigenas. Este fato ja havia
sido relatado” e exposto como uma possivel co-
lonizacdo orofaringiana por MNT. No presente tra-
balho este resultado propicia a agregacdo de hi-
poteses complementares, visto que dentre as 5
amostras com baciloscopia positiva (1 na direta e
4 na pds-concentracdo) e isolamento de MNT, em
2 ocorreu amplificacdo na PCR para 156110, sendo
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1 de origem ndo indigena e 1 de origem indigena.
Estas hipdteses seriam: existéncia na Amazonia de
espécies de MNT contendo a 1S6110, até entdo so
descrita para o complexo M. tuberculosis, ou ainda
uma homologia entre o DNA destas MNT e a 1S6110,
semelhante ao exposto por outros autores;'®
impossibilidade de isolamento do M. tuberculosis
devido ao crescimento mais rdpido da MNT pre-
sente nas amostras de escarro (isoladas mais de
200 coldnias em cada tubo semeado), seja por uma
colonizacdo da orofaringe” ou oportunismo e
colonizacio da lesdo tuberculosa por MNT; e pre-
senca de DNA de M. tuberculosis devida a antece-
dente de Tb.?*?? No presente estudo, o paciente
nio indigena tinha antecedente de Tb, enquanto
que no caso do indigena ndo havia relato de do-
enca nos ultimos cinco anos e desconhecimento
dos anos anteriores.

Na Tabela 2 também se constata que 5 amos-
tras de pacientes ndo indigenas e 1 de indigena
propiciaram isolamento de M. tuberculosis com
PCR negativas, o que representou 13,6% de resul-
tados falso-negativos pela PCR no grupo estudado.
Este resultado ¢é superior aos 5,6% encontrados
por outros autores,”® cujas analises também foram
realizadas em populacio residente no Estado do
Amazonas, com a utilizacdo da mesma técnica
adotada no presente estudo. Conseqiientemente,
a variacdo percentual ndo depende da técnica ado-
tada e nem da inexisténcia da seqiiéncia 156110,
pois a analise da PCR nas cepas forneceu 100%
de resultados positivos. E coerente pressupor que
a menor sensibilidade da PCR no presente estudo
se deva a qualidade da amostra em relacdo a pos-
sivel interferéncia do quantitativo de DNA huma-
no® ou da microbiota do trato respiratdrio, ex-
traidos conjuntamente para realiza¢do da PCR em
amostras clinicas.

A especificidade inferior a 100% entre a PCR e
o isolamento de M. tuberculosis nos dois grupos
estudados (Tabela 3) é devida a existéncia de PCR
positiva em amostras das quais foram isoladas MNT.
Na populacdo nédo indigena o fato ocorreu em
apenas uma amostra que, devido a positividade
na baciloscopia pos-concentrada, ja foi apresen-
tada e discutida anteriormente. Na populagdo in-
digena, dos 5 casos encontrados apenas 1 tinha
baciloscopia pos-concentracio positiva (discutida
anteriormente) e 4 foram baciloscopias negativas.
Nestes 4 casos foram isoladas no maximo trés co-
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l6nias em todos os tubos semeados e ndo ha re-
gistro de antecedente de Tb nos ultimos cinco
anos. Os dados excluem as hipdteses de impossi-
bilidade de isolamento do M. tuberculosis devida
ao crescimento mais rapido da MNT e fortalecem a
de existéncia, na Amazodnia, de espécies de mico-
bactérias ambientais com regiées homologas a I1S6110
do M. tuberculosis ou a relacionada com a presenca
de DNA de M. tuberculosis devida a antecedente de
Tb. Infelizmente ndo foi possivel realizar a PCR nas
cepas de MNT, por terem sido descartadas apos iden-
tificacdo como ndo pertencentes ao complexo M.
tuberculosis. Constatou-se que, dos 4 casos relata-
dos, apenas 1 tinha antecedente de Th.

0 encontro, apenas na populagio indigena, de
18 amostras de pacientes com resultados bacterio-
logicos negativos para micobactérias e PCR posi-
tiva predispde para a sua ndo aplicabilidade na
referida populacdo, pois apenas em 4 pacientes
havia o relato de antecedente de Tb nos ultimos
cinco anos. E possivel que nos demais 14 casos
tenha havido antecedente da doencga, dado este
de impossivel obtencdo devido a continua troca
de nomes e auséncia de registro do fato, o que
impossibilita a procura de antecedente de Tb nos
cadastros dos programas de controle da tubercu-
lose. Deve ser ressaltado que o estudo foi trans-
versal e direcionado apenas para a analise bacterio-
logica e molecular da amostra clinica. Conseqiien-
temente analisa a falsa positividade da PCR em
amostra de escarro, ndo considerando achados
clinicos e radioldgicos de periodos passados ou
presente, achados estes que poderiam reduzir a
proporgio de resultados falso-positivos da PCR.?¥
Também ¢ possivel que a auséncia de isolamento
de micobactérias esteja relacionada com questdes
técnicas, entre elas a inviabilidade de crescimento
dos poucos bacilos devida ao contato com a solu-
cdo de hidroxido de soédio, utilizada no presente
estudo como descontaminante das amostras.??

Como conseqiiéncia de maior ocorréncia de
MNT nas amostras de pacientes indigenas, o valor
de concordancia entre os resultados da PCR e o
cultivo positivo para M. tuberculosis foi bastante
inferior (0,25) ao obtido nas amostras de pacientes
ndo indigenas (0,79). Conseqiientemente, para que
a andlise representasse um achado incontestavel,
teria obrigatoriamente que estar agregada a uma
analise de evolucdo clinica e achados radioldgicos
para afastar ou ndo a presenca de Tb ativa.
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E importante enfatizar que a contaminacio cru-
zada de DNA foi excluida como hipdtese de PCR
falso-positivo devido ao uso de materiais descar-
taveis, em todas as etapas dos procedimentos, e ao
fato de todos os controles negativos de extracdo
de DNA das amostras de escarro ndo terem apre-
sentado positividade na PCR para I1S6170.

Ter respostas para alguns dos resultados da PCR
encontrados na populacido indigena requer pes-
quisa mais aprimorada, com destaque para: analise
de amostras de pacientes sintomaticos respiratorios
com ou sem suspeita de Th e com registro de do-
encas pregressas; andlise das imagens no radio-
grama toracico e seguimento clinico para confirmar
ou afastar Th em atividade; uso de metodologias
de cultivo com descontaminantes menos drasticos
a viabilidade do bacilo e com meios de cultivo mais
propicios ao desenvolvimento de micobactérias;
identificacdo e analise por PCR de todas as cepas
de MNT isoladas de amostras indigenas; e realiza-
cdo da PCR com primers para a seqiiéncia 65 kDa,
visto alguns autores® terem demonstrado que os
mesmos possuem sensibilidade semelhante a dos
que amplificam o fragmento de 123 pares de base
do alvo 1S6110.
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