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Resumo

A tuberculose (TB) é uma das doengas infecciosas com maiores taxas de morbimortalidade
no mundo. Seu diagndstico convencional € dificil e possui limitagdes, sobretudo nas formas
paucibacilares. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo utilizada como auxiliar no
diagndstico da TB, por ser mais rapida, ter alta sensibilidade e especificidade. A Nested PCR em
Unico tubo (STNPCR) é ainda mais sensivel, oferece menor risco de contaminagdo cruzada e
permite a identificacdo do Mycobacterium tuberculosis (Mtb) diretamente de amostras clinicas. A
STNPCR colorimétrica oferece um sistema molecular rapido, de facil execucéo e interpretacdo. O
objetivo deste trabalho foi definir os parametros laboratoriais da STNPCR colorimétrica
automatizada a partir de amostras de sangue (plasma e PBMC) de pacientes com TB. Foram 4,5ml
de sangue por puncdo venosa em tubos com EDTA. O DNA foi extraido e submetido a STNPCR,
que teve como alvo a sequéncia de insercdo 1S6110. Foram usados dois pares de primers: TJ3 e
TJ5; OLI 5 e STAN 3. O OLI 5 teve adicionado em sua por¢dao 5° uma biotina. Para a reagdo
colorimétrica, utilizou-se uma sonda especifica. Os resultados mostraram um limite de detec¢do do
DNA de 10pg/pL. O valor do cut off foi 0,110 em plasma (S=55,5 e E= 80%), e 0,090 em PBMC
(S=72,3% e E=54,3%). A concordancia, medida pelo valor do indice kappa, entre a deteccdo
colorimétrica e 0 gel de agarose foi considerada leve. Conclui-se que, embora a sensibilidade e
especificidade tenham tido grande variacao, a técnica pode ser eficaz para auxiliar o diagnostico da
TB. Um nimero maior de amostras € necessario para a obtencdo de resultados melhores.

Introducgéo

A tuberculose (TB) é uma doenca cronica, causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
que afeta 0 homem desde a pré-historia, e permanece como uma das principais doengas infecciosas
do mundo, com altas taxas de morbidade e mortalidade, especialmente nos paises em
desenvolvimento (COMAS et al., 2014). As técnicas laboratoriais convencionais utilizadas para o
diagnostico da TB (baciloscopia e cultura) apresentam sensibilidade variada. A baciloscopia,
quando executada corretamente, permite detectar de 70 a 80% dos casos de TB pulmonar (TBP) em
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uma comunidade. Entretanto, tem uma baixa sensibilidade para diagnosticar casos paucibacilares,
aqueles casos cujas amostras tém poucos bacilos, com seus valores variando de 0 a 40%. Na
cultura, método considerado padrdo ouro, a sensibilidade varia de 0 a 80%. Além disso, 0 Mtb tem
crescimento lento, podendo requerer até 60 dias para a obtencdo de um resultado definitivo, o que
compromete o tratamento do paciente (BRASIL, 2009a; BENTO et al., 2011; LAWN; ZUMLA,
2012; MEHTA et al., 2012).

A PCR ¢ uma técnica molecular que detecta sequéncias nucleotidicas diretamente de amostras
clinicas, podendo dar um resultado em poucas horas (MEHTA et al., 2012; FURINI et al., 2013;
LUO; BANAEI, 2013). A Nested PCR (NPCR) é uma variacdo da PCR convencional e oferece
maior sensibilidade e especificidade, pois associa duas reacdes de PCR, em que uma segue a outra.
A Nested PCR em Unico tubo (STNPCR) tem a vantagem de ter menor risco de contaminagéo
cruzada (ABATH et al., 2002; LIMA et al., 2015).

Com a dificuldade de se obter amostras bioldgicas, especialmente nos casos de TB
extrapulmonar (TBEP), e mesmo em suspeita de TBP, muitas pesquisas moleculares vém sendo
realizadas em amostras de sangue e urina como uma alternativa para o diagnostico da TB (DUBEY
et al.,, 2013; HAJIABDOLBAGHI et al., 2014; HEYDARI et al., 2014; LIMA et al., 2015;
MARANGU et al., 2015). Nos casos de TBEP, a confirmacdo do diagnostico se torna ainda mais
dificil. A doenca é tipicamente paucibacilar, os sintomas sdo inespecificos e dependem do 6rgao
afetado. As amostras clinicas normalmente se localizam em sitios do corpo que sdo de dificil
acesso, necessitando de procedimentos invasivos para sua coleta (MEHTA et al., 2012;
MAYNARD-SMITH et al., 2014; VITTOR et al., 2014).

A deteccdo colorimétrica se baseia na técnica de ELISA (Enzyme Linked Imunofluorescent
Assay) para a deteccdo do produto amplificado pela PCR. Uma sonda especifica, complementar ao
amplicon gerado pela PCR, € previamente fixada na placa, onde o DNA amplificado é colocado
posteriormente. A revelacdo acontece depois da adi¢do de um substrato especifico, que reage com a
enzima e forma uma coloracdo, lida em leitor de ELISA através da densidade 6tica (ROSSETTI et
al.,, 2006; CARDOSO, 2013; SUE et al.,, 2014). Este trabalho teve como objetivo, definir os
parametros da STNPCR colorimétrica automatizada em amostras de sangue de pacientes com TB.
A automatizagédo desta técnica, com uso de lavadora e incubadora automética de microplacas, junto

a STNPCR, oferece um sistema de diagnostico mais rapido e preciso.
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Metodologia

Foram selecionadas amostras de sangue de pacientes com TB pulmonar ou extrapulmonar,
de ambos os sexos e faixa etaria variada, provenientes de hospitais da rede SUS. Para os controles
negativos foram selecionados pacientes que inicialmente entraram como casos suspeitos de TB, mas

que tiveram o diagndstico final “ndo TB”. Os pacientes foram classificados da seguinte maneira:

a) Pacientes com TB Pacientes com evidéncia clinica e/ou epidemioldgica de TB, e
isolamento do Mtb em amostra clinica através de exame direto ou cultura, ou exame

histopatoldgico, ou resposta ao tratamento especifico.

b) Pacientes sem TB: Pacientes sem TB, com quadro clinico e laboratorial ndo compativel

com a doenga e diagndstico molecular por PCR negativo.

Foras coletados 4,5 ml de sangue por pungdo venosa usando tubos com EDTA. Apos a
coleta, o sangue foi processado através da separacao dos elementos do sangue (plasma, PBMC e

hemécias) com Ficoll, e utilizamos plasma e PBMC para o processo de extracdo de DNA.

O DNA foi submetido a STNPCR, que teve como alvo a sequéncia de inser¢do 1S6110.
Foram usados dois pares de primers: TJ3 e TJ5; OLI 5e STAN 3. O OLI 5 teve adicionado em sua
porg¢do 5’ uma biotina. Para a reagdo colorimétrica, utilizou-se uma sonda especifica. A técnica foi
realizada em lavadora automaética e leitor de ELISA.

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e convidados a participar como
membro voluntério, assinando um termo de livre consentimento referente a sua participacdo na

pesquisa.

Resultados

Foram analisadas 98 amostras de plasma e 100 amostras de PBMC. Para analise do limite de
deteccdo da técnica, foi feita um curva de diluicdo de DNA da cepa de referéncia H37RV em
amostras de sangue (plasma e PBMC), de pacientes sabidamente negativos (sem TB). Apos analise
da absorbancia, o limite de deteccdo foi de 10pg/uL da amostra, tanto para o plasma como para 0s
PBMC.

As leituras de absorbancia da STNPCR colorimétrica automatizada nas amostras de sangue
foram avaliadas pela analise da curva ROC. Nas amostras de plasma, o valor da area sob a curva foi
de 0,679 (IC=57,7% - 76,9%). Nos PBMC, a area sob a curva foi de 0,612 (IC=51,0% - 70,8%).
Os valores de sensibilidade e especificidade definidos para as amostras de plasma foi de 55,5% e
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80,0%, respectivamente. Nos PBMC, os valores encontrados foram 72,3% de sensibilidade e 54,3%
de especificidade.

Calculamos o valor de Kappa a partir do valor do cut off determinado pela curva ROC. A
partir deste valor, definimos as amostras positivas e negativas e comparamos 0s resultados
encontrados na deteccdo colorimétrica com os resultados encontrados no gel de agarose. As duas
amostras, plasma e PBMC, mostraram leve concordancia com o gel de agarose. Os valores do
indice Kappa foram 0,026 no plasma e 0,132 nos PBMC. Entretanto, apenas para os PBMC 0s
resultados foram estatisticamente significantes (p<0,05). Analisando a amostra de sangue em
conjunto (plasma + PBMC), o valor de Kappa encontrado foi 0,126, concordancia também

considerada leve.
Discussao e conclusdes

O desenvolvimento de novas ferramentas moleculares tem grande importancia no
diagnostico rapido da TB. A proposta de um sistema molecular baseado na técnica de PCR, com
deteccdo automatizada e objetiva, configura-se como uma ferramenta de diagndstico rapida e
precisa. A utilizacdo da deteccdo colorimétrica automatizada baseia-se na facilidade de execucéo da
técnica; na interpretacdo dos resultados, que é feita de maneira objetiva; além da possibilidade de

analise de uma grande quantidade de amostras ao mesmo tempo (SUE et al., 2014).

A STNPCR colorimétrica mostrou um oOtimo limite de deteccdo, muito superior ao
encontrado nos métodos convencionais de rotina, podendo ser utilizada para o diagnostico auxiliar
da TB, inclusive nos casos paucibacilares. O limite de detec¢do encontrado no sangue é equivalente
a 20 bacilos/ml de amostra (KOX et al., 1994, PORTILLO-GOMEZ et al., 2000; LIMA et al.,
2009). Mesmo com um limite de deteccdo considerado um pouco alto, 0 sangue parece ser um
espécime bioldgico atil na deteccdo do Mth, especialmente em casos extrapulmonares, uma vez que
os sitios de infeccdo para a coleta de amostras bioldgicas sdo de dificil acesso (MEHTA et al.,
2012). Em contrapartida, 0 sangue € uma amostra clinica de coleta ambulatorial e com poucas

restricdes para a sua coleta (LIMA et al., 2015).

O plasma, que teve seu cut off definido em 0,110 e mostrou um valor area sobre a curva de
0,679, com p<0,05. Um valor acima de 0,5 (valor no qual o teste ndo oferece capacidade
discriminatoria) é consideravel (LAGO, 2007). O valor da sensibilidade foi definido em 55,5% e
especificidade foi de 80,0%. Embora o valor da area sob a curva ndo tenha sido considerado

excelente, o teste foi capaz de distinguir entre amostras verdadeiramente positivas e falso positivas.
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Nos PBMC, o valor do cut off foi definido em 0,090. O valor da area sob a curva foi 0,612. Estes
resultados indicam que o teste teve um poder discriminatério muito baixo, ndo diferenciando bem
os resultados verdadeiros positivos e falso positivos (LAGO, 2007). Uma possivel explicacdo esta

na natureza das amostras, que sdo paucibacilares.

Quanto a analise do Kappa, a baixa concordancia entre detecgdo colorimétrica e gel de
agarose pode ser explicada pelo valor da sensibilidade da deteccéo colorimétrica nestas amostras. O
valor da sensibilidade, especialmente no plasma (55,5%), pode refletir na analise do indice Kappa,
uma vez que a sensibilidade é a capacidade do teste de reconhecer casos verdadeiramente positivos
(OLIVEIRA et al., 2010).

Os resultados obtidos refletem a andlise da juncéo de um sistema de PCR, a STNPCR, com
um sistema colorimétrico de deteccdo de DNA, cujo protocolo é inédito. Neste estudo, o sistema foi
padronizado e a analise de amostras bioldgicas comegou a ser feita, sendo estes resultados
preliminares. E necessario aumentar o nimero de amostras analisadas para avaliar melhor os

valores de sensibilidade, de especificidade e do indice Kappa.
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