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RESUMO
A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa. Segundo o Ministério da Saude,
foram registrados 66.796 casos novos de tuberculose em 2016. As técnicas que utilizam a
amplificacdo de DNA por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) sdo descritas como as mais
sensiveis para o diagnéstico de tuberculose. Alguns estudos indicam que os resultados da
PCR dependem amplamente do método utilizado para extracdo de DNA. A deteccdo precoce
do bacilo e da resisténcia aos farmacos do tratamento, é essencial para um tratamento
adequado e eficaz. O objetivo do trabalho é detectar DNA de M. tuberculosis por PCR em
tempo real diretamente de amostras clinicas de escarro. O estudo utilizou 30 amostras clinicas
de escarro. 10 positivas para TB, confirmadas pelos métodos bacteriol6gicos (baciloscopia e
cultura) e 10 negativas nos mesmos métodos. Também foram utilizadas 10 amostras clinicas
de escarro negativas para TB contaminadas com a cepa de referéncia de Mycobacterium
bovis. Todas as amostras tiveram o DNA extraido pela mesma técnica e amplificados por
PCR em tempo real atraveés da deteccdo da sequéncia de inser¢do 1S6110. As amostras

positivas foram confirmadas positivas para tuberculose em tempo real.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenga infectocontagiosa que afeta principalmente os
pulmdes, devido a uma infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) ou
Bacilo de Koch (BK) (UJVARIA, 2008; ROZALES, 2013).

O género Mycobacterium compreende mais de 150 espécies, sendo que destas, mais

de 30 podem causar doengas no gado, animais selvagens e seres humanos (MACHADO et al.,
2014). O complexo M. tuberculosis inclui o M. tuberculosis, M. africanum , M. microti , M.
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bovis , M. bovis bacilo de Calmette -Guérin (BCG ), M. caprae , M. pinnipedii , M. orygis ,
M. mungi, e M. suricattae (DALLA COSTA el al., 2015).

Segundo o boletim epidemioldgico de 2017 do Ministério da Saude, foram
registrados 66.796 casos novos de tuberculose e 12.809 casos de retratamento da doenca em
2016, no ano de 2015 ocorreram 4.543 o6bitos pela tuberculose (BRASIL, 2017).

A presenca e a distribuicdo de sequéncias de insercdo 1S6110 € uma das
caracteristicas do genoma mais estudadas do complexo M. tuberculosis. Dezesseis cOpias de
IS6110 foram identificadas no genoma de M. tuberculosis H37Rv, a qual é a cepa de
referéncia (PALOMINO et al., 2007).

O diagnodstico laboratorial da tuberculose € baseado em metodologias
bacterioldgicas, que inclui a baciloscopia e a cultura do bacilo em um meio seletivo para
micobactérias, a cultura é considerada padrdo ouro no diagnostico da doenca (BOJANG et al,
2015).

O rendimento da baciloscopia e da cultura dependem da qualidade do material enviado
ao laboratorio (SOARES et al, 2012). A baciloscopia possui uma sensibilidade
consideradamente baixa, sendo necessarios 10 mil bacilos/ml de expectoracdo para que o
resultado seja considerado positivo (WHO, 2015).

Os atrasos no diagndstico da TB, ocasionados pela restricdo das técnicas de
diagnostico, afetam a incidéncia do bacilo na sociedade e influenciam o prognéstico dos
individuos adoecidos, podendo levar a ocorréncia de resisténcia a drogas e a morte (VILLA et
al., 2013).

A deteccdo por técnicas moleculares do bacilo causador de TB, e a deteccdo das
principais resisténcias, baseiam-se na amplificacdo e na deteccdo de sequéncias especificas de
acidos nucléicos (MELLO, 2012), estdo sendo estudadas e aplicadas em varios centros de
salde, um exemplo é o método Gene-Xpert, que consiste em um PCR em tempo real que
detecta a tuberculose e a resisténcia a rifampicina (SEIFERT et al., 2016).

As técnicas que utilizam a amplificacdo de DNA por reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) sdo descritas como as mais sensiveis para o diagndstico de tuberculose (OLIVEIRA et
al., 2015). Alguns estudos indicam que os resultados da PCR dependem amplamente do
método utilizado para extracdo de DNA (DE ALMEIDA et al., 2013). Portanto, a extracdo do
DNA dever ser apropriada para amostra em analise, pois pode alterar o desempenho do
método de forma significativa (DALCOLMO; ANDRADE; PINCON, 2007).



A deteccdo precoce do bacilo e da resisténcia aos farmacos do tratamento, é essencial
para um tratamento adequado e eficaz, evitando cepas resistentes, a sua propagacdo e
fornecendo beneficios a satde publica (ACOSTA; BASSANESI, 2014).

Contudo, o trabalho teve por objetivo detectar DNA de M. tuberculosis por PCR em
tempo real diretamente de amostras clinicas de escarro.
METODOLOGIA

Foram utilizadas para este estudo amostras clinicas de um banco de amostras do
Laboratorio de Biologia Molecular da ULBRA-Canoas.

O estudo utilizou 20 amostras clinicas de escarro (10 positivas para TB e 10
negativas), confirmadas pelos métodos bacterioldgicos (baciloscopia e cultura). Para a
padronizacdo da técnica de PCR em tempo real, foram utilizadas 10 amostras clinicas de
escarro negativas para TB, contaminadas com a cepa de referéncia de Mycobacterium bovis
inativada.

As extracbes de DNA de M. tuberculosis foram realizadas pelo método de
SONICACAO, com um protocolo adaptado de SCHIMID, 2014.

A deteccdo de DNA de M. tuberculosis foi feita pela técnica de PCR em Tempo Real
com o equipamento Step One Real Time PCR Systems (AB Applied Byosystems) e os
produtos amplificados utilizam os primers do 1S6110 detectados por meio do marcador
(fluoréforo) SYBR® Green. A reacdo foi padronizada em um volume final de 20 pL,
contendo 15 pL de Fast SYBR® Green master mix, 04 pmol de cada primer e 5 pL de DNA
extraido de amostras de escarro. As condi¢des da amplificagdo foram a ativacdo da enzima a
95°C por 20 segundos, desnaturacdo a 95°c por 1 segundo e, por fim, anelamento e extenséo a
62°C por 20 segundos. As curvas de amplificacdo e dissociacdo foram analisadas pelo
software StepOne versdo 2.3. Para a padronizacdo da concentracdo ideal de primers a 4 pmol,
foi utilizada a analise da curva dissociacdo de amostras conhecidas.

A construcdo da curva padréo foi feita conforme a recomendacéo do fabricante, e foi
realizada com cinco pontos e em duplicata. A partir do DNA quantificado da cepa de
referéncia do MTB (H37rv) foram feitas dilui¢bes seriadas de 1:10. A mistura de PCR foi
feita em duplicata, contendo 5 pL de DNA de cada diluicdo em cada reacédo e 15 pL de master
mix, totalizando o volume final de 20 pL por reacdo. A eficiéncia foi calculada pelo software
StepOne verséo 2.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As amostras positivas para tuberculose e as contaminadas com M. bovis tiveram o

DNA amplificado por PCR em tempo real através da detecgdo da sequéncia de insercédo



IS6110 confirmando serem positivas para tuberculose. As amostras negativas ainda estdo
sendo realizadas, até 0 momento ndo temos os resultados.

Psiefidi et al., 2015, em seu estudo comparou onze protocolos diferentes para extracéo
de DNA, concluindo que o melhor método de extracdo de DNA com menor custo e tempo de
execucao foi o protocolo in house, no nosso estudo utilizamos o método de sonicacgdo, o qual
ndo utiliza kit comercial onde demonstrou elevada quantidade de DNA extraido, alta
concentracdo de DNA e perfis de banda uniformes quando visualizados em eletroforese.

Com a analise da eficiéncia dos primers foi visto que conforme a concentracao de
primers utilizada, obtinhamos resultados inespecifico, conforme analise da curva de melting.
Alteramos a temperatura de anelamento para 62°C, ao ajustar a concentracdo para 4 pmol de
primers foi visto que o grau (intensidade) de inespecificidade diminui. Portanto foi
padronizado a concentracédo de 4 pmol de primers.

A curva padrio obteve a eficiéncia de 96,15%, 0,97 de R? (indica a proximidade de
encaixe entre a linha de regressdo linear da curva padrdo e os dados de pontos individuais do
CT), -3,418 de Slope (indica a eficiéncia da amplificacéo por ensaio de PCR) e Y- inter de 16,
87 (indica o CT esperado para a amostra).

CONCLUSOES

As amostras positivas para tuberculose foram amplificadas pela técnica de PCR em
tempo real detectando sequéncias de insercOes especificas de M. tuberculosis de forma réapida,
confirmando serem positivas. A eficiéncia dos primers esta relacionada com a concentracédo
do primer, podendo resultar em inespecificidade quando utilizado em concentracdes maiores.
A curva padrdo confirma a eficiéncia da amplificacdo. Ainda estamos realizando a
amplificacdo das amostras negativas para verificar a eficiéncia da técnica.
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