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RESUMO
Considerada uma técnica de biologia molecular revolucionaria, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) permitiu o rapido desenvolvimento do estudo de sequéncias de 4cidos nucléicos. A aplicacédo da
técnica de PCR e suas variagBes em diagndsticos moleculares tem se mostrado de grande efetividade,
especialmente na identificagdo de doencas cujo diagnéstico precoce € crucial no sucesso do
tratamento, a exemplo da tuberculose, doen¢a causada pelo Mycobacterium tuberculosis, também
chamado de bacilo de koch. Trata-se de uma micobactéria BAAR (bactéria alcool acido resistente),
parasita intracelular. Diante disto, este trabalho tem por objetivo descrever a importancia e eficacia da
PCR na identificacdo do bacilo-de-koch quando comparado aos métodos convencionais de
identificacdo. Para isto, foi realizado um levantamento a respeito do tema nas bases de dados Scielo,
NCBI (National Center for Biotechnology Information) e Google Académico. Pela sua alta sensibilidade
e por utilizar iniciadores que sédo especificos para micobactérias, em especial as da espécie
tuberculosis, a reagdo de PCR é capaz de, em poucas horas, quando comparado aos métodos
convencionais que levam até dias, determinar a presenca do patégeno na amostra e ajudar na decisédo
da melhor terapéutica para o caso. Embora seja uma técnica muito sensivel na detec¢do destes
patégenos, ainda ha necessidade de padronizacéo, pois os resultados podem variar entre laboratérios
dependendo das condi¢8es de manipulacéo, reagentes e iniciadores. Contudo trata-se de uma técnica
promissora, rapida e precisa, porém, padroniza¢des ainda sao necessarias para 0 sucesso da técnica.
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ABSTRACT

Considered a revolutionary molecular biology technique, the polymerase chain reaction (PCR) allowed
the rapid development of the study of nucleic acid sequences. The application of the PCR technique
and its variations in molecular diagnostics has been shown to be highly effective, especially in the
identification of diseases whose early diagnosis is crucial in the success of treatment, such as
tuberculosis, a disease caused by Mycobacterium tuberculosis, also called bacillus-de-koch. It is a
mycobacterium BAAR (acid alcohol resistant bacterium), intracellular parasite. Therefore, this work
aims to describe the importance and efficacy of PCR in the identification of koch bacillus when
compared to conventional methods of identification. For this, a survey was made regarding the subject
in the databases Scielo, NCBI (National Center for Biotechnology Information) and Google Scholar.
Because of its high sensitivity and the use of primers that are specific for mycobacteria, especially those
of the tuberculosis species, the PCR reaction is able to determine the presence of the pathogen in the
sample in a few hours when compared to the conventional methods that take up to days and help in
deciding the best therapy for the case. Although it is a very sensitive technique in the detection of these
pathogens, there is still a need for standardization, as the results may vary between laboratories
depending on the handling conditions, reagents and primers. However, it is a promising technique, fast
and precise, but standardizations are still necessary for the success of the technique.
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INTRODUCAO

Considerada uma técnica de biologia molecular revolucionaria, a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) permitiu o rapido
desenvolvimento do estudo de sequéncias de acidos nucléicos (MOLINA et tal, 2004).
Desenvolvida por Kary Banks Mullis (prémio Nobel de quimica de 1993 pelo
desenvolvimento dessa técnica) em abril de 1983, essa técnica de biologia molecular
consiste na sintese enzimatica de copias de acidos nucléicos (COSTA, 2010).

A técnica de PCR promove, por meio de etapas de variacdo de temperatura, a
duplicagéo de cadeias de DNA in vitro. A reagdo de amplificagdo de DNA por PCR
envolve o emprego dos quatro nucleotideos (ANTP’s) do DNA, sequéncias iniciadoras
(primers) e uma DNA polimerase termoestavel. Assim, é possivel a obtencdo de
muitas copias de uma sequéncia especifica de acido nucléico, a partir de uma fita
molde. Desde a introducdo da técnica de PCR, rapidos avan¢os nas técnicas de
genética molecular tem revolucionado a préatica da patologia, anatomia e analises
clinicas. As técnicas moleculares sdo agora aplicaveis a todas as areas do laboratério
clinico. Na anatomia patolégica, apesar das analises morfolégicas ainda serem a
principal ferramenta de trabalho, resultados dos estudos de genética molecular tém
integrado, cada vez mais, os diagndsticos nas analises cirdrgicas (MOLINA, 2004).

O M.tuberculosis ou bacilo de koch, € a bactéria que provoca a maioria dos
casos de tuberculose. Foi descrita pela primeira vez em 24 de marco de 1882 por
Robert Koch, que subsequentemente recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina
por esta descoberta em 1905. Ela € uma micobactéria BAAR (bactéria alcool acido
resistente), parasita intracelular. Segundo o Programa Nacional de Controle da
Tuberculose, organizado pelo Ministério da Saude em 2004, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) declarou a tuberculose em estado de emergéncia no mundo, onde
ainda € a maior causa de morte por doenca infecciosa em adultos. Segundo
estimativas da OMS, dois bilhdes de pessoas correspondendo a um terco da
populacdo mundial esta infectada elo Mycobacterium tuberculosis. Destes, 8 milhdes
desenvolverédo a doencga e 2 milhdes morrerédo a cada ano (CAMARGO; SILVA, 2015).

O objetivo do presente trabalho foi demonstrar a importancia da técnica de PCR
no diagnoéstico da tuberculose e sua precisdo na identificagcdo do bacilo de Koch

quando comparado com as técnicas tradicionais de identificagao.



METODOLOGIA
Foi realizada uma busca em bancos de dados como Scielo, NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e Google Académico, livros, artigos utilizando
as seguintes palavras chave: PCR, Mycobacterium tuberculosis, diagnostico
Mycobacterium tuberculosis. Os artigos foram selecionados de acordo com o

conteudo pertinente a pesquisa.

DESENVOLVIMENTO

A técnica de PCR possibilita uma nova estratégia na andlise dos genes,
dispensando todas as trabalhosas etapas de clonagem génica. Ainda, ha a
possibilidade de adaptactes da técnica de PCR a fim de melhorar a especificidade e
a eficiéncia da reacdo. Muitas micobactérias ndo-tuberculosas sdo de importancia
médica, pois ocorrem mais frequentemente em paises desenvolvidos, nos quais a
incidéncia de tuberculose € baixa. A deteccdo e diferenciacdo rapida de infeccbes
causadas por micobactérias ndo-tuberculosas de micobactérias tuberculosas mostra-
se uma estratégia precoce para o tratamento, haja vista que muitas micobactérias
nao-tuberculosas séo resistentes aos antibidticos usados para tuberculose
(MACENTE, 2009).

Pela sua alta sensibilidade e por utilizar iniciadores que sdo especificos para
micobactérias do complexo tuberculosis, a reacdo de PCR é capaz de, em poucas
horas, determinar a presenca do patdgeno na amostra e ajudar na decisdo da melhor
terapéutica para o caso. Em condi¢des extremas, esta técnica pode ser refinada para
torna-la capaz de determinar ndo s6 a presenca, mas também as estirpes resistentes
aos tuberculostaticos disponiveis para o tratamento da tuberculose, além de estudos
de epidemiologia molecular e tipagem de estirpes em cultura; ou seja, esta técnica
pode ser utilizada como alternativa para os métodos tradicionais de deteccédo do
patégeno. Pelo descrito, a escolha do DNA alvo e a definicdo dos iniciadores dentro
da sequéncia do DNA séao fatores determinantes para sua acuidade. A escolha dos
diversos iniciadores utilizados na PCR para a identificagdo do M.tuberculosis tem
apresentado resultados variaveis, principalmente em relacdo a sensibilidade do teste.
Por esta razdo, varios autores pesquisaram a utilizacdo e avaliacdo de diferentes
iniciadores no teste. Os iniciadores mais estudados sdo o 1S6110, GroEL (65 kDa),
PhoS, CIE Ag78 ou Pab (38 kDa) e MPB64 (23 kDa) (MACENTE, 2009).



Entre os iniciadores estudados, o 1S6110 (Tb 294: 5'-GGA CAA CGC CGA ATT
GCG AAG GGC-3'e Th 850: 5-TAG GCG TCG GTG ACA AAG GCC ACG-3',elou Tb
505: 5'-ACG ACC ACA TCA ACC-3' e Th 670: 5-AGT TTG GTC ATC AGC C-3
(WILSON et al., 1993) é o mais usado por ser uma sequéncia repetitiva no genoma
do M. tuberculosis (de 1 a 20 cépias por célula) enquanto as outras sequéncias estao
sempre em um Unico local no material genético da micobactéria. A existéncia da
sequéncia repetitiva IS6110 no genoma prevé uma alta sensibilidade e especificidade
na prova de PCR, pois quando multiplas copias de DNA alvo estdo presentes, a
sensibilidade de deteccéo de M. tuberculosis aumentara em propor¢cdo ao numero de
copias. Isto € uma grande vantagem em amostras clinicas com pequeno numero de
micobactérias, como pode acontecer em determinados casos de tuberculose
(MACENTE, 2009).

O segundo iniciador de opcdo é o fragmento genbmico MPB64, que foi
demonstrado ser altamente especifico para M. tuberculosis. Comparativamente ao
IS6110, gerou menos resultados falso-positivos, porém com a necessidade de realizar
adaptacdes na reacdo de PCR. Além disso, a qualidade da amostra pode influenciar
diretamente na positividade da PCR. Quanto mais representativa for a amostra,
melhor serd o rendimento da deteccdo molecular. Quando ocorre uma baixa
sensibilidade da PCR, esta pode ser justificada pela introducdo de substancias
inibidoras durante o procedimento de extracdo (ASSIS et al, 2007). Para evitar esta
inibicdo, alguns autores defendem a lavagem exaustiva do DNA obtido para
eliminacdo de substancias inibidoras da enzima Tagq DNA polimerase (MACENTE,
2009).

Os sintomas da tuberculose, em humanos, é compativel com o de uma doenca
infecciosa de curso geralmente crénico, e destaca-se 0s seguintes sintomas; febre,
emagrecimento, astenia e, em sua forma clinica mais prevalente, tosse com
expectoracdo que pode evoluir para escarros sanguineos e hemoptise. O quadro
clinico varia, evidentemente, com as diversas formas extrapulmonares que a
tuberculose pode apresentar e a gravidade do caso. Durante a investigacao a historia
de contato com individuos ou animais tuberculosos, € de fundamental importancia
para a suspeita diagnostica (CORREA, 2011).



Métodos convencionais utilizados em diagnésticos
Baciloscopia

Para a visualizacdo dos bacilos Robert Koch corava os esfregacos com uma
solucéo alcalina de azul de metileno durante 24 horas. Paul Ehrlich em 1882 foi o
primeiro que assinalou a propriedade tintorial caracteristica do bacilo da tuberculose,
a acido-resisténcia, ao observar que os bacilos corados durante 15- 30 minutos com
violeta de metila ou fucsina basica em 6leo de anila, resistiam ao descoramento pelo
acido nitrico. Ziehl descobriu um método muito semelhante ao de Ehrlich, no qual o
Oleo de anila havia sido substituido por fenol essa modificagdo melhorava
significativamente a estabilidade da coloragéo. Neelsen, em 1883, introduziu o uso de
fucsina ao invés de violeta de metila e empregou o &cido sulfurico no lugar do acido
nitrico. Até hoje é utilizado este padréo de coloracdo, chamado de método de Ziehl-
Neelsen onde o bacilo se cora de vermelho brilhante sobre um fundo azul. (CORREA,
2011).

A baciloscopia, apesar de sua simplicidade e baixo custo, tem como principal
desvantagem o fato de ser negativa em 30 a 50% dos casos de pessoas infectadas
com M. tuberculosis, em parte devido a necessidade da presenca de pelo menos 5000
bacilos/mL de escarro, além disso esta técnica ndo permite distinguir os membros da
familia Mycobacteriaceae. (CORREA, 2011).

Cultura

A cultura é o que se chama de Padréo Ouro, pois é o método ja certificado para
este diagnostico. Apresenta sensibilidade maior que a baciloscopia para a deteccdo
da micobactéria, como vimos, para uma baciloscopia de escarro ser positiva, sao
necessarios 5.000 a 10.000 bacilos por mililitro deste espécime, a cultura é capaz de
detectar, pela multiplicacdo do agente, apenas 10 bacilos por mililitro do espécime
clinico analisado. Desta forma, a cultura assume uma grande importancia para a
deteccdo de BAAR em espécimes extrapulmonares, e dos suspeitos de tuberculose
pulmonar persistentemente negativos a baciloscopia. Além de que, o cultivo permite
posterior identificacdo da micobactéria isolada (e/ou complexo) assim como a
realizacdo de testes de sensibilidade a antibidticos. As micobactérias tem a
temperatura ideal de crescimento de 37°C em pH de 6,5. As principais desvantagens
diagnosticas, estdo no tempo demasiadamente prolongado entre a inoculacéo e o

surgimento de colénias macroscopicamente visiveis (24 a 40 dias) e o fato de requerer



organismos viaveis para sua realizacdo, exigindo uma adequada manipulacdo dos
espécimes clinicos (CORREA, 2011).

Raio X

O exame radiologico é amplamente utilizado em humanos, é um método
auxiliar, utilizado em pacientes sintomaticos e negativos a baciloscopia. O método se
baseia na presenca de opacidade radiologica. Contudo € importante lembrar que nao
existe imagem patognomonica de tuberculose na radiografia do torax e sim, imagem
sugestiva, visto que lesdes pulmonares semelhantes as causadas pela tuberculose
podem ocorrer em outras doencgas. A tomografia computadorizada do térax também é
um método radiolégico porém de resolucdo e mais sensivel do que a radiografia de
térax, mas apresenta alto custo, sé estando disponivel em centros de referéncia e
também n&o serve como diagnostico definitivo (CORREA, 2011).

Quando comparado o custo-beneficio da PCR em relacdo as técnicas padréao
utilizadas hoje no diagnéstico da tuberculose como cultura, raio x e baciloscopia,
observa-se que o tempo necessario para a realizacdo da PCR €, em média, um dia,
enquanto as técnicas normalmente utilizadas variam entre 4 a 8 semanas reduzindo,
assim, o tempo para o diagnoéstico final. Considerando apenas os reagentes usados
em ambos os métodos de identificacdo, a PCR é 50% mais barata do que a
identificacdo microbiolégica. Além disso, uma Unica pessoa pode executar a técnica
de PCR. A identificacdo microbiologica usualmente envolve diferentes pessoas para
esterilizacdo, preparacdo dos meios e manejo das culturas. A manipulacdo de
bactérias € minima com PCR, pois ndo h& necessidade de cultivo e crescimento de
microrganismos, proporcionando otimizacao da seguranca no laboratério (MACENTE,
2009).

CONSIDERACOES FINAIS
A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) aumentou a acuracia diagnéstica,
mas as técnicas ainda ndo foram padronizadas e os resultados variam entre 0s
laboratorios. Também tornou-se possivel determinar o gendtipo do patdégeno por
método de diagnostico molecular em laboratérios clinicos, o que pode ser util em
situacdes especificas. A disponibilidade de diferentes testes viabiliza o diagndstico
precoce, minimizando o potencial para disseminagao da infec¢do e torna relevante a

discusséo das indicacdes de cada teste a partir de sua sensibilidade e especificidade.



Ha quase vinte anos apads os primeiros relatos do emprego da PCR para o diagndstico
molecular terem sido publicados, tais testes ainda n&o foram disponibilizados
comercialmente e ndo sdo usados além do ambiente de pesquisa.

Além do custo, pode ser citada a necessidade de sua execucdo em laboratérios
com elevada tecnologia e com espago exclusivo para a sua realizagdo, como 0s
principais fatores limitantes no que diz respeito ao emprego do teste de PCR em
situacdo ambulatorial ou hospitalar, ou mesmo na rotina dos bancos de sangue. Como
0s protocolos ndo sédo padronizados, os resultados variam entre os laboratorios.

Diante desta situacao, existe a necessidade de padronizacdo das técnicas de
PCR em diagnésticos por meio de mais estudos de como devem ser os padrdes-ouro,
para depois ocorrer uma padronizacdo nas técnicas que culminem, inclusive, na sua

reducao de custo, tornando-a disponivel nos ambientes clinicos e hospitalares.
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