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RESUMO

Introducdo: a amplificagio de dcido nucléico (AAN) através da técnica de reacao em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction, PCR) pode ser Gtil para o diagndstico da tuberculose, O objetivo deste trabalho foi padronizar um método molecular para
0 diagndstico da TB pulmonar paucibacilar (TBP). Material e métodos: iniciadores especificos foram usados para amplificacio da
156110 diretamente de amostras clinicas (escarro espontaneo, escarro induzido e/ou lavado broncoalveolar) dos pacientes suspeitos
de TBP. Resultados: os problemas encontrados durante a padronizagao foram observados em diferentes passos: i) extracao do ADN:
a) 0 uso da resina de silica foi fundamental para aumentar a sensibilidade do protocolo da PCR. Entretanto, foi observado que,
quando a amostra processada era submetida diretamente 3 amplificagao, o uso da resina poderia ser omitido. ii) Condicoes de
amplificacao: a) a quantidade de amostra processada utilizada para a amplificagdo também é um importante fator para o sucesso da
PCR e quando uma grande quantidade de amostra processada foi usada ou o tempo armazenagem da amostra foi superior a 30 dias,
observou-se uma inibicio parcial da amplificacao; b) a adicao do controle interno (CI) também foi avaliado em nosso sistema.
Embora o uso do Cl seja importante para monitoramento da inibigao, a sua concentrago € critica para a sensibilidade da PCR devido
4 competicao com o ADN alvo. Conclusées: estes resultados preliminares demonstram as dificuldades para o desenvolvimento de
um teste eficiente de PCR “in house” para o diagndstico da TBP

ABSTRACT

Introduction: the nucleic acid amplification (NAA) using polymerase chain reaction (PCR) can be useful for tuberculosis (TB).
The aim of this paper was to standardize a method for diagnosis of smear-negative pulmonary tuberculosis (PTB). Material and
methods: Specific primers were used for amplification of the 156110 directly from sputum spontaneous, induced sputum and/or
bronchoalveolar lavage of suspected PTB cases. The PCR results were correlated with baciloscopy and culture. Results: the main
problems during standardization were observed in different steps: i) handling samples: a) use of silica resin was fundamental for the
higher sensitivity of PCR protocol. In Addition, it was noted that, when DNA was prompted amplified after extraction, this step could
be omitted. ii) PCR-setup: a) the amount of DNA used for amplification represents other import factor in the success of PCR and as
high is the amount of DNA higher could be the inhibition of the reaction; b) addition of an IC was another factor evaluated in our
test. Although it’s important to monitoring inhibition, concentration of this DNA is critic for PCR sensitivity, because of the
competition with the target DNA. Conclusions: these preliminary results show the main problems to developing an effective “in
house” PCR test for PTB diagnosis.

Descritores: tuberculose, PCR, diagnéstico.
Keywords: tuberculosis, PCR, diagnosis.
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Introducao

Atuberculose (TB) ainda é considerada um problema
de saide publica em todo o mundo. A Organizagao
Mundial de Satide (OMS) estima que entre 2000 e 2020,
1 bilhdo de pessoas estarao infectadas pelo M.
tuberculosis, cerca de 200 milhdes desenvolverao a
doenca ativa e 35 milhdes irdo a 6bito no mundo se nao
forem identificados novos métodos diagnosticos, novas
vacinas, novos medicamentos e desenvolvidas atividades
mais apropriadas para um controle eficaz do paciente
com TB ativa e seus contatos'".

No Brasil, em 2001, a Fundacao Nacional de Saude
(FUNASA) do Ministério da Satdde (MS) relatou 71.060
casos confirmados, sendo 33.250 (46,8%) destes
oriundos da Regiao Sudeste. No Hospital Clementino
Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, anualmente, sao diagnosticados cerca de 250
pacientes com TB ativa, 180 com forma pulmonar (60
com baciloscopia positiva), dos quais 25% destes co-
infectados pelo HIV*.

Desde a descoberta do Mycobacterium
tuberculosis, o agente causador da TB, a busca de
métodos diagndsticos eficientes e rapidos que possam
ser empregados na descoberta da doenga com intuito
de quebrar a cadeia de transmissao tem sido uma
constante. A deteccao do agente etioldgico atraves
das técnicas bacteriolégicas (baciloscopia e cultura
para micobactérias) ainda constitui a forma mais segura
de diagnosticar a TB. A baciloscopia é uma técnica
bastante rapida e simples, pois exige apenas a
microscopia direta do material fixado e corado em
lamina. Contudo, a impossibilidade de se distinguir
entre as diferentes espécies de micobactérias e
outros agentes como Nocardia sp, além da necessidade
de uma carga entre 5.000 a 10.000 bactérias por
mililitro de espécime para que seja considerada
positiva, fazem da baciloscopia uma técnica de baixa
eficiéncia, além de restringir a sua utilidade para
amostras multibacilares'.

A cultura tem a capacidade de confirmar o
diagnostico em 80 a 85% dos casos de TB pulmonar,
no entanto pode levar de 20 a 60 dias para um resultado
final. Estas técnicas, embora muito Gteis, apresentam

limitacoes, tais como baixa sensibilidade ou
especificidade ou lentidao para se obter o diagndstico
final*. Em alguns casos de TB, como nas formas
paucibacilares e nos pacientes infectados pelo HIV, a
sensibilidade e a especificidade sao fatores imprescin-
diveis para um diagndstico correto e precoce
favorecendo um tratamento efetivo e.capaz de diminuir
a morbi/mortalidade®.

Visto a necessidade de novos métodos diagnosticos
para TB, o diagndstico molecular vem se mostrando
muito promissor, pois é um teste rapido (comparado
com a cultura) e sensivel “. A amplificagao de acidos
nucléicos (AAN) através da técnica da reacao de
polimerizagao em cadeia (polymerase chain reaction,
PCR) é um método molecular simples, que se baseia
na amplificagio de uma seqiéncia especifica de um
dcido desoxirribonucléico (ADN) alvo. Esta tecnica
reproduz a replicacdo do ADN in vitro, de um pequeno
fragmento. Esse fragmento é amplificado em muiltiplas
copias capazes de serem detectadas, por exemplo, em
eletroforese em gel de agarose'”.

Os sistemas chamados “in house” sao aqueles
desenvolvidos nos laboratérios de pesquisa onde cada
grupo utiliza técnicas de extragao, amplificagao e
deteccao diferentes. Os sistemas “in house” vém se
mostrando muito promissores, pois 0 seu custo €
relativamente baixo se comparados com os kits
comerciais. Algumas seqiiéncias do genoma das cepas
do Complexo M. tuberculosis tém sido testadas nos
sistemas “in house” ®'?, dentre as quais, um sistema
desenvolvido por Eisenach e cols.”, utiliza iniciadores
especificos para uma pequena regiao dentro da
seqiiéncia de insercao denominada 156110, que €
especifica para o Complexo M. tuberculosis . Tendo
em vista que, este sistema utiliza ADN alvo que se
apresenta em mdiltiplas copias no genoma'™ ™, muito
provavelmente este € um sistema mais sensivel e,
portanto, com grande potencial para diagndstico de TB
através da AAN.

Este estudo tem como objetivo a padronizacao de
um teste molecular “in house” em amostras respiratorias
de pacientes com TB paucibacilar utilizando como alvo
a sequiéncia de insergao 156110.
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Materiais e métodos

Diagnostico bacteriolégico da tuberculose

O material (escarro, escarro induzido ou lavado)
foi recebido pela recep¢ao de amostras e conduzido ao
Laboratério de Micobacteriologia do Instituto de
Doencas do Térax/IDT/UFRJ, onde foram realizadas as
baciloscopias ap6s coloragao pelo método de Ziehl-
Nielsen (especifico para micobactéria) e
descontaminagao pelo método da N-acetil-I-cisteina
(NALC). O sedimento descontaminado foi ressuspenso
em 2,5 ul de dgua destilada estéril e aliquotado em
0,4 uL para semeadura em Lowestein-Jensen (L)). O
restante foi congelado a -20° C e encaminhado ao
laboratério de Genética e Biologia Molecular da Unidade
de Pesquisa em TB (UPT) da Divisao de Pesquisa (DP)
do IDT/UFRJ. A espécie da micobactéria foi analisada
através de testes bioguimicos.

Procedimentos de biologia molecular

As amostras clinicas respiratérias foram recebidas
no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
UPT/DP/IDT/UFRJ, identificadas, catalogadas e
separadas em tubos conicos (1,5uL). Foram realizadas
aliquotas duplicadas de 500uL. Apés a separacio, as
amostras foram armazenadas a -202 C.

Extracao de ADN das amostras clinicas

Apos o descongelamento, 500ul de amostra foi
submetida a centrifugagao, por 10 min a 14.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado,
ressuspenso em 50uL de NaOH 0,5N e mantido sob
agitacao constante por 10 min. Posteriormente, 100uL
de NaH,PO, 1M foram adicionados e a mistura foi
centrifugada por 5 min. Novamente, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado resultante foi ressuspenso
em 100uL de TE-Triton 1% e mantido sob agitacao
constante por 10 min. Em seguida, a amostra foi
submetida a trés ciclos de choque térmico, consistindo
de fervura e congelamento rapido. Ao final deste
procedimento, a amostra foi mantida a 42C por 12 horas
e submetida a amplificagao por PCR.

Para cada extragao, um controle negativo da
extragao (sem ADN) que foi manipulado juntamente
com os tubos que continham amostras clinicas para
posterior controle de contaminacao nesta fase.

Amplificagao do ADN micobacteriano por PCR

Foi realizada a amplificagao do ADN micobacteriano
por PCR utilizando oligonucleotideos especificos para
uma determinada regiao da seqiiéncia de 156110,
presente nas diferentes espécies do complexo M.
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tuberculosis, em um volume final de reacao de 50uL
contendo: tampao (20mM Tris-HCl e 50mM KCI),
200mM de dNTPs, 40 pmoles IS1 (sense), 40 pmoles
152 (antisense), 3mM MgCl,, 1U Tag polimerase,
100pg de controle interno e 5uL de ADN extraido da
amostra clinica.

Foram acrescentados um controle positivo,
contendo ADN de M. tuberculosis, e um controle
negativo da reagao, contendo agua, a cada série
de amplificacao.

Os tubos foram colocados em um termociclador
(Theckne - Genius) e submetidos a amplificacio com
as seguintes condigbes de amplificacao: trinta ciclos de
942C por 2 minutos, 662 C por 2 minutos, 722 C por 2
minutos e um ciclo final de 42C ¥.

Detecgao do produto amplificado

O produto amplificado foi detectado através de
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Posteriormente,
0 ADN foi corado com brometo de etideo e
transiluminado em luz ultravioleta para visualizacao e
foto-documentagao por técnico que desconhecia o
diagndstico da amostra analisada.

Resultados

Padronizacao

A padronizagao da técnica da PCR “in house”,
utilizando amostras respiratérias, foi realizada usando
como técnica-referéncia a publicada por Rossetti e
cols."”, isto é, as mudancas e variacoes realizadas na
técnica de extragao e amplificacao foram baseadas na
publicagao acima.

Processamento das amostras clinicas

As modificagoes introduzidas no processamento das
amostras clinicas visaram, principalmente melhorar o
rendimento da PCR e reduzir o custo. Durante a
padronizagdo, a resina, originalmente utilizada para a
purificagdo do ADN, foi retirada do protocolo de
extragao, sem afetar o rendimento. No entanto, quando
as amostras permaneceram estocadas por um
determinado periodo de tempo (cerca de um més ou
mais), comegaram a apresentar inibi¢do. Apés a re-
introducao da resina no protocolo, o problema foi
contornado. A tabela 1 sumariza as modificacoes
realizadas em comparacao a técnica desenvolvida por
Rossetti e cols. ",

Quantidade de amostra clinica a ser extraida

Cinco volumes diferentes (500 uL, 250 uL, 100 L,
50 uL e 20 pl) foram testados para extracao das
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Tabela 1 - Modificagées realizadas no protocolo de extracdo de ADN.

Procedimento

Rossetti e cols. (18)

Técnica desenvolvida por

Técnica desenvolvida no Laboratorio
de Genética e Biologia Molecular - UPT

Quantidade de amostra bruta 500 plL
Lavagem TE 1x
Tampado de lise TE 1x

Lise fisica

Purificacao Resina
Lavagem Etanol 70%
Tampao final TE 1x

Fluicao 502 C = 10 min.

Fervura (1002 C)

20 uL ™

NaOH 0,5N

NaH PO, 1M

TE/Triton 1%

Choque Térmico (10 min. 952 C — Gelo Seco/
Etanol 1T min.) 3x

Resina

Etanol 70%

NaOH 8mM

552 C — 30 min.

(*) Somente para amostras multibacilares

amostras multibacilares a fim de determinar o
menor volume necessario para a deteccao de
positividade em gel de agarose em comparagao com a
técnica descrita por Rossetti e cols. (1997). Observou-
se que o limite maximo de reducao no volume foi de
20% (reducao de 500 ul para 20 ul), sem alterar,
significativamente, a deteccao do alvo apés a realizacao
da PCR em comparagao com a técnica referéncia
(Figura 1).

Figura 1 — Padronizagdo da quantidade de amostra clinica a
ser extraida.

664 pb
’ 245pb

; 245pb

I 4¢ 5° 5a 5b Sc 5d Se 6' 6c Mw6d 6e A B C C+CIC-C-

1 e 2: Escarro Espontaneo; 3 e 4: Escarro Induzido; 5 e 6: Lavado
Broncoalveolar, “: 500 ul de amostra; a: 250 pl de amostra; b: 100
ul de amostra; ¢; 50 pl de amostra; d: 20 ul de amostra; e: Técnica
Rossetti (1997) - 500 ul: A, B e C: Controle Negativo da Extracao M)
Marcador - 50 pb.

Figura 2 - Padronizagao do C ntrole Interno.
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A} M. tuberculosis (MTB); B) MTB; C) MTB + CI (10 pg); D) MTB + CI (10 pg); £} CI (10 pg);
F)CI(10 pg): C) MTB + CI (1,0 pg); HH MTB + Cl (1,0 pg); ) CI (1,0 pgi; ) C1 (1,0 pg); L) MITB;
M) MTB; N) MTB + CI (100 fg); O) MTB + CI (100 ig); P) CI (100 fg); Q) CI (100 Ig); R) MTB
+ CI (10 fg); S) MTB + CI (10 fgi; ) CI (10 fg); L) CI (10 tg); Ma) Marcador
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Controle interno

O Controle Interno (Cl) foi titulado para utilizagao
juntamente com a amostra clinica de modo a garantir
a dupla amplificagao (controle/alvo), sem que
houvesse interferéncia no resultado final. A
concentracao ideal foi a de 100 fg do CI por reagao
(Figura 2).

Condicoes de amplificacao
As modificacoes realizadas nas condigoes de
amplificacdo encontram-se sumarizadas na tabela 2.

Concentracao da enzima Taq DNA polimerase

Com o0s objetivos de otimizar o protocolo de
amplificacao e reduzir os custos, diferentes
concentracoes da enzima a ser utilizada para a
amplificacao foram testadas. Como resultado, a
concentracao de 2,5 U, proposta no protocolo original
pode ser reduzida para 1,0 U sem a perda da intensidade
do sinal e mantendo a amplificagao do controle interno
sem alteracoes no resultado (Figura 3).

Padronizacdo da quantidade de amostra processada
para realizacdo da PCR

No intuito de evitar problemas de inibigao da
reacao da PCR, diferentes quan-
tidades (10 ul, 5 ul e 2,5 ul) de
amostras respiratorias processadas
(paucibacilares e multibacilares)
foram testadas (Figura 4). Obser-
vamos que a utilizagao de 10 mL de
amostra processada resultou em
inibicao da amplificacao enquanto que
a utilizacao de 5 uL e 2,5 ul foi
suficiente para a obtengao de um

50 pb. resultado positivo.
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Tabela 2 - Modificagoes realizadas nas condicées de amplificacao.

Procedimento

Rossetti e cols. (18)

Técnica desenvolvida por

Técnica desenvolvida no Laboratorio

de Genética e Biologia Molecular - UPT

Quantidade de enzima

Quantidade de amostra processada 10 ul
Temperatura de anelamento 682 C
Concentracao de MgCl, 3,0 uM

2.5 unidades

1,0 unidades
5,0 ul

662 C

3,5 UM

Figura 3 — Padronizagao da concentracdo da enzima Taq DNA polimerase.

E 9101112 M

=

664pb
245pb

Figura 3.A - 2,5 U de Tag

1) Escarro Espontaneo (EE) — Paucibacilar; 2) EE
Multibacifar: 5) FE - Negativo; 5) Escarro Induzido (El)

11) LBA - Paucibacilar; 12) LBA - Paucibacilar

Figura 4 — Padronizagao da concentracio do material clinico extraido.

IA IB 1C 1D IE

Al Escarro Espontaneo (EE) — Multibacilar; B) FI

3) 2,5 mL de amostra extraida; C+) MTB (Controle Positivo).

Figura 5 - Uso do BSA na amplificacao do alvo e do CI.

IA IB 1IC 1D 1E IF 1G 1H 11

A) Escarro Espontaneo (EE) — Paucibacilar; B) EF — Paucibacilar: C)
EE - Multibacilar; D) Escarro Induzido (El) - Paucibacilar: E) El -
‘aucibacilar; F) El = Multibacilar; G) Lavado Broncoalveolar (LBA) —
Paucibacilar; H) LBA - Paucibacilar; 1) LBA - Multibacilar: 1)
Amplificagdo usando BSA; 2) Amplificacdo sem BSA.

Uso do BSA

Para verificar a possivel influéncia do BSA (Soro
Albumina Bovina) na eficiéncia de amplificacio do alvo
e do Cl, 10 mg de BSA foram acrescentados a reacio
de amplificagao. Observou-se que o BSA diminuia

Figura 3.B - U de Taq

‘aucibacilar; 3) EE - Paucibacilar; 4) EE -
aucibacilar; 6) El = Paucibacilar; 7) El -
Paucibacilar; 8) EI = Multibacilar; 9) El - Negativo; 10) Lavado Broncoalveolar (LBA) — Paucibacilar:

Negativo; C) Escarro Induzido (El) — Paucibacilar;
D) El - Paucibacilar; E) El = Multibacilar: 1) 10 mL de amostra extraic: ; 2) 5 mL de amostra extraida:

visivelmente, a eficiéncia da
amplificacao (Figura 5).

6 M7 8 91011 12

Temperatura de anelamento
e concentragao de MgCl,

A fim de verificarmos as
condigoes de estringéncia do
sistema, as varidveis: tempe-
ratura de anelamento e con-
centracao de MgCl, foram
testadas individualmente. A
temperatura de anelamento
foi diminuida de 68°C para
66°C e testamos diferentes
concentragoes de MgCl, (1,5
UM, 2,0 UM, 2,5 UM, 3,0 uM
e 3,5 uUM). A concentracao
sugerida é de 3,0 uM. Apos
andlise dos resultados, a
redugao da temperatura de
anelamento de 682C para 662C, acompanhada do
aumento da concentragao de MgCl, de 3,0 uM para
3,5 UM apresentaram um resultado mais satisfatorio
que nas condicoes anteriores.

664pb
245pb

Especificidade dos oligonucleotideos (iniciadores)

A 156710 € um elemento de insercao que
varia em numero de cépias nos organismos
pertencentes ao complexo M. tuberculosis.
Embora este alvo seja especifico para o complexo
M. tuberculosis, o teste de especificidade
realizado com ADN de amostras micobacterianas
oriundas da ATCC (American Type Culture
Collection) mostrou uma nitida positividade da
PCR na amostra de M. flavescens (Figura 6).

A fim de verificar a possivel contaminacao da
cepa, um segundo teste foi feito utilizando ADN de
M. flavescens proveniente de diferentes fontes
(diferentes isolados clinicos e ATCC) para verificar se
haveria amplificacao da banda na mesma altura.
Nenhum dos novos espécimes testados amplificou o
alvo, com excecao da cepa utilizada no experimento
anterior (Figura 7).
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Figura 6 - Teste da especificidade dos iniciadores para
amplificagdo da seqiéncia 156110.

A BCDE FGHI1I JLMXNOCH

-« 664pb
- 245pb

|V X Y Z C+CN

g 664pb
- 245pb

A) M. abscessus; B) M. flavescens; C) M. gordonae; D) M. chelonae;
E) M. thermoresistibile; F) M. fortuitum; G) M. smegmatis; H) M.
avium: 1) M. scrofulaceum: ) M. triviali; L) M. kansasii; M) M.
nonchromogenicum; N) M. pulveris; Q) M. kansasii album; F) M.
rhodesiae; Q) M. xenopi; R) M. peregrinum; 5) M. neoaurum; 1) M.
diernhoferi; U) M. malmoense; V) M. chitae; X) M. bovis BCG; Y) M.
canettii: Z) M. tuberculosis H37Rv; C+4) M, tuberculosis MT 14323;
CN) Controle Negativo.

Figura 7 — Amplificagao do ADN de M. flavescens provenientes
de diferentes origens.

- 664pb
< 245pb

A) M. flavescens (CD5): B) M. flavescens (CD601); C) M. flavescens
(CD640); D) M. flavescens (CD601); E) M. flavescens (CD31); F) M.
flavescens (11); G) M. flavescens (13); H) M. flavescens (ATCC); C+)
M. tuberculosis MT 14323; C-) Controle Negativo; M) Marcador
123 pb.

Sensibilidade da PCR baseado na utilizacao de ADN
purificado como alvo

Para a determinacdo do limite de deteccao visual
do alvo foram realizadas diluicoes seriadas com um fator
de diluicao de 10, variando de 100 nga 1,0 ag, a partir
de ADN extraido de cultura. As diferentes concentragoes
foram submetidas a PCR e em seguida avaliadas atraves
de eletroforese em gel de agarose. Neste experimento,
o produto amplificado se mostrou visivel, em gel de
agarose, até a diluicao de 10 pg (Figura 8).

Eficdcia da PCR “in house” na populagao estudada
(nos diferentes tipos de amostras)

A PCR “in house”, ap6s a padronizagao foi testada
em 171 amostras de pacientes paucibacilares.
Observou-se que com o método de extracao utilizado,
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Figura 8 — Sensibilidade de detecgio da amplificagao de
1S6110.

- (64pb
«d 245pb

A) 100 ng B) 10 ng, C) 1,0 ng; D) 100 pg; £) 10 pg: F) 1,0 pg: G) 100
fe; H) 10 fg: I) 1,0 fg: J) 100 ag; L) 10 ag; M) 1,0 ag; C+) M.
tuberculosis; Ma) Marcador - 123 pb; C-) Controle Negativo.

apenas uma amostra mostrou-se inibida na reagao
de amplificacao.

Na atual fase de padronizacao para o proces-
samento das amostras, utilizando o diagnéstico clinico
como padrao-ouro, a sensibilidade e especificidade do
PCR “in house” foi de 25,9% e 100%, respectivamente.
O PCR “in house” s6 detectou a presenga de ADN do
complexo M. tuberculosis em amostras onde houve o
crescimento micobacteriano na escala acima de 2+.
Analisando separadamente, as amostras de escarro
induzido (S= 37,5%) apresentaram uma sensibilidade
maior quando comparadas com as amostras de escarro
espontaneo (5= 16,7%) e LBA (5= 0%).

Discussao

O diagnéstico molecular vem a cada dia se tornando
uma importante ferramenta no combate as doengas
infecciosas. Dentre os diversos testes moleculares, a
PCR, visto sua alta especificidade, sensibilidade e
rapidez, vem sendo a técnica de eleicao na
implementagao de kits comerciais e/ou “in house” para
deteccao do ADN de espécies do complexo M.
tuberculosis 7% 1522, Em paises em desenvolvimento,
onde a prevaléncia da TB é elevada e a co-infeccao
com o HIV é prevalente, é de suma importancia o
desenvolvimento de um teste que seja sensivel para a
TB paucibacilar, com um custo aceitdvel, de modo a
ser implementado nos postos de salde e Unidades
Hospitalares de Referéncia. Para esta finalidade, o PCR
“in house” mostra-se promissor. Até o presente
momento, em nosso estudo, a padronizacao desta
metodologia para utilizagdo em amostras paucibacilares
ainda nao foi finalizada. Varios foram os problemas
encontrados na padronizacao deste método diagndstico
molecular. Detalhes minimos como qualidade da H,O
em termos de pH, presenca de ions, etc, devem ser
considerados desde o preparo dos reagentes até a fase
de amplificagao. Além disto, observamos que 0
estabelecimento de um protocolo Gnico para o
processamento de diferentes amostras clinicas
(paucibacilares, multibacilares, respiratorias ou nao)



também foi limitante neste trabalho. As grandes
variagoes em termos de acurdcia (sensibilidade e
especificidade) e eficiéncia nos trabalhos que envolvem
a PCR “in house”, além do alvo é a extracao
(processamento da amostra), trata-se de uma fase
limitante quando se trabalha com amostras
paucibacilares. ‘

Além da baixa quantidade de bacilos, a parede da
micobactéria também é um fator limitante pois a sua
lise é dificil e exige um método mais drdstico para que
a mesma acontega. Em nossa padronizacao da fase de
extragao, utilizamos uma mistura de protocolos baseados
em métodos quimicos (TE-Triton) e fisicos (choque
térmico) para a lise da parede micobacteriana. Este tipo
de lise mostrou ser eficaz, nio necessitando de uma
fase adicional de purificacao, podendo este produto ser
usado diretamente para futuras amplificacdes. No
entanto, observamos que o armazenamento deste
material por algum tempo (um més), resultou em perda
da capacidade de amplificagao e conseqiientemente
na re-introdugao do passo de purificacao utilizando a
resina. Este processo de purificacio do ADN tem como
objetivo a reducao de fatores inibidores da reacao de
amplificacao. A tentativa de excluir este passo prendeu-
se ao fato do custo um pouco elevado, pois esta resina
somente € adquirida em forma de kits (R$ 300,00).

Verificamos que o problema da padronizacao do
processamento das amostras ocorre basicamente depois
da extracao, quando estocamos por um periodo longo
de tempo. A fim de melhorar a qualidade do ADN
recuperado, em amostras paucibacilares, os testes serao
repetidos sem a utilizagao da resina e serio mudadas
condigoes de estocagem da amostra (estocagem a -
702C ou N, liquido).

Quantidade de amostra clinica a ser extraida

Com o objetivo de diminuirmos a quantidade de
amostras utilizadas para a extracao e conseqiientemente
diminuirmos a concentracao de inibidores presentes, a
reducao do volume de amostra extraida foi sugerida.
Esta padronizacao foi feita inicialmente em amostras
multibacilares obtendo resultado positivo em um
volume de 20mL de amostra bruta processada. No
entanto, em amostras paucibacilares, esta reducao nao
foi possivel pois a concentracao do bacilo na amostra
bruta é tao baixa que nao permitiu esta reduciao. Nestas
amostras torna-se necessario manter, nas reacoes, um
volume de no minimo de 500 mL de amostra.

Controle interno
O uso de um controle interno (Cl) é essencial para
o desenvolvimento de um teste molecular 2. Os varios
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fatores inibidores eventualmente presentes em
diferentes tipos de amostras clinicas, freqiientemente
interferem na fase de amplificacao. Estes fatores podem
atuar em diferentes componentes da mistura de reacao
e promoverem desde uma inibicao parcial (diminuicao
do rendimento), até uma inibicao total (auséncia de
amplificacao). Em ambos os casos, o resultado fica
comprometido e pode gerar a liberagao de resultados
falsos negativos. Uma vez que, para a amplificacao do
Cl utilizado em nosso sistema “in house”, utilizamos os
mesmos iniciadores usados para a seqiiéncia alvo, nosso
sistema apresenta uma vantagem quando comparado a
outros que utilizam seqiiéncias diferentes para
amplificacao de seus Cl.

A fim de evitar a competi¢ao do Cl com o ADN
alvo, na reacao de amplificagao, foi realizada uma
titulagao do Cl, inicialmente padronizado para a
concentragao de uso de 10 pg por reacao, concluimos
que a concentracao de 100fg foi a que melhor
reproduziu a amplificagao sem apresentar interferéncia
(competicao) com o ADN alvo.

Concentragao da enzima Taq DNA polimerase

Uma das vantagens do desenvolvimento do sistema
“in house” € o seu reduzido custo. Por ser um sistema
desenvolvido no préprio laboratério, o preco final (por
amostra) para todo o procedimento é menor se
comparado com os sistemas comerciais.

Um dos componentes mais caros no desen-
volvimento de um sistema de PCR é a enzima utilizada
para a amplificagao (Tag DNA polimerase). Portanto, a
determinagao da quantidade minima necessaria para
reprodutibilidade da amplificacio é de suma importancia,
pois resulta na diminui¢do do custo do teste sem
alteragao do resultado final. Realizamos experimentos
utilizando diferentes amostras clinicas (multi e
paucibacilar) e testamos duas diferentes quantidades
da enzima e verificamos que a utilizacio de 1,0 U
reproduziu os resultados obtidos com 2,5 U, o que
representa uma redugao de 60% da quantidade inicial
utilizada por Rossetti e cols., 1997 12,

Padronizagao da quantidade de amostra processada
para realizacao da PCR

Além dos fatores conhecidamente envolvidos na
inibicdo da reagao de PCR %, a quantidade de amostra
adicionada a mistura de reacao também influencia na
eficiéncia da amplificacao *. Assim, experimentos para
a determinagao da menor quantidade de amostra capaz
de manter o sinal de positividade sem causar inibicio,
foram realizados nas trés diferentes amostras clinicas
(EE, El, LBA).
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Os resultados demonstraram que no sistema “in
house” a reducao da quantidade de amostra extraida
utilizada para o PCR foi fundamental para o melhor
funcionamento do sistema. Os volumes de 2,5 uL e 5
L de amostra previamente processada (reducao de 75
e 50% do volume inicialmente utilizado) apresentaram
melhores resultados se comparados com a quantidade
de 10 mL de amostra processada, na qual demonstrou
diminuicao do rendimento na amplificagao. Quando a
técnica “in house” foi aplicada na amostras dos pacientes
recrutados para o estudo, observou-se que somente
uma amostra apresentou inibigao.

Uso do BSA

Algumas substancias quando usadas concomi-
tantemente na reacao de amplificacao apresentam um
aumento na qualidade de amplificacao “”. O BSA &
uma destas substincias. No entanto, no sistema “in
house”, a introducao do mesmo no protocolo de
amplificacao nao mostrou ser capaz de aumentar a
sensibilidade da técnica. Uma das possibilidades de
explicagio para o efeito negativo apresentado pelo BSA
no sistema em questao, prende-se ao fato do mesmo
normalmente ser usado, principalmente, em sistemas
onde os alvos sdo genes oriundos de células de
mamiferos e nao de bactérias, principalmente de um
genoma rico em bases nitrogenadas GC. Outras
substancias deverao ser testadas a fim de melhorar a
eficiéncia da amplificacao.

Temperatura de anelamento e concentragao
de MgCl,

A temperatura de anelamento é uma das etapas
mais importante para a amplificacao do ADN, pois € a
partir dela que se é permitido a hibridagao dos iniciadores
no ADN alvo e a estringéncia do sistema “%. A
temperatura de anelamento baseia-se na TM
(temperatura de dissociacao) do iniciador, que € uma
relacdo entre a quantidade de nucleotideos GC e AT.
Normalmente, a temperatura de anelamento ideal varia
de 2 a 52C abaixo da TM dos iniciadores.

Em nosso sistema, a TM média é de 65°C, e a
utilizada por Rossetti e cols. é de 68°C "”. Experimentos
foram realizados comparando 682C com 66°C e
decidimos manter, para este sistema, a temperatura de
anelamento de 662C. Além da temperatura de
anelamento, outro fator de suma importiancia na
determinacao da estringéncia do sistema € a
concentracao de magnésio. O magnésio tem fungao
primordial na qualidade da amplificacao, pois a atividade
da Tag DNA polimerase (sensibilidade) e o anelamento
dos iniciadores (especificidade) ao ADN alvo sao
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influenciados por ele. A combinagao da temperatura
de anelamento ideal com a concentracao ideal de
magnésio faz com que o sistema torne-se mais
especifico para o diagnostico.

Especificidade dos oligonucleotideos (Iniciadores)

Vinte e quatro diferentes espécies de mico-
bactérias, dentre as quais quatro eram membros
pertencentes ao complexo M. tuberculosis foram
submetidas a amplificagao a fim de verificar a
especificidade do sistema para o complexo M.
tuberculosis. Além das espécies pertencentes ao
complexo, somente M. flavescens apresentou
amplificacao do alvo na mesma altura que as espécies
pertencentes ao complexo.

No entanto, apos repetirmos o experimento,
acrescentando outras sete amostras de M. flavescens,
de diferentes procedéncias (diferentes pacientes e
ATCC), origindrias de pacientes, constatamos que
nenhuma delas apresentou amplificagao, somente a
espécie testada anteriormente, sugerindo uma
contaminacio da mesma com algum membro
pertencente ao complexo M. tuberculosis.

As espécies sugeridas por Kent e cols. ", que em
seu estudo demonstraram apresentar amplificagao com
iniciadores especificos para 1S6110, em nosso estudo
foram incluidos no teste de especificidade e nenhuma
delas apresentou amplificacao, corroborando os dados
de Hellyer e cols."”, o qual, também nao obteve
amplificagdo. Estes dados demonstram o potencial deste
alvo para o diagnéstico da TB.

Eficdcia do “in house”

O Limite de detecgao visual, em gel de agarose,
do sistema, nesta etapa de padronizagao, foi testado
em uma diluicao seriada de ADN de M. tuberculosis e
estabelecido em 100pg. No entanto, a visualizagao em
gel de agarose é limitada " e tendo em vista a baixa
sensibilidade desta técnica apds coloracao do ADN com
brometo de etideo, a mesma nao deve ser usada como
critério Gnico para liberacao do resultado de diagnostico
molecular. O método de eleicao para este fim é a
hibridacao, pois consegue detectar concentragoes
minimas do produto amplificado, chegando a ser cerca
de 100 vezes** mais sensivel que o gel de agarose e
capaz de eliminar resultados falso-negativos.

Além do aumento da sensibilidade, a hibridagao €
uma técnica extremamente especifica, pois utiliza um
outro oligonucleotideo especifico a uma regiao interna
do produto amplificado que é flanqueado pelos
iniciadores. Assim, um sinal positivo na hibridagao
distingue o real produto amplificado e possiveis



amplificagoes inespecificas (falso positivo). Todos os
kits comerciais moleculares para o diagnéstico de
TB utilizam a hibridacdo como etapa final para o
resultado, demonstrando a sua importancia para um
resultado seguro. Uma vez que por motivos técnicos
nao conseguimos padronizar os experimentos de
hibridagao, a determinacao da real sensibilidade
do sistema ndao pode ser alcancada. Esta fase
serd finalizada futuramente com o processamento
das amostras.

Consideracoes finais sobre o sistema “in house”

Varias sao as dificuldades encontradas para a
padronizagao de um método para diagndstico molecular
baseado em PCR. Apds a escolha do alvo, além da
padronizagéo de todo o protocolo para amplificacio, o
qual, envolve condi¢oes de estringéncia (concentracao
de MgCl,, e temperatura de anelamento), varios outros
parametros precisam ser estabelecidos como:
quantidade de enzima, nimero de ciclos, concentracio
dos dNTPs e a inclusao ou niao de componentes
adicionais (Triton ou DMSO) para melhorar a eficiéncia
e/ou especificidade da reagao, respectivamente.
Adicionalmente, a padronizacao da etapa com-
plementar constituida pela hibridacao também
envolve uma série de etapas e é primordial para a
liberacao de um laudo diagnéstico laboratorial da
presenca do material genético do agente etioldgico
em questao.

Em paralelo, a escolha do tipo de espécime clinico
a ser utilizado e posterior protocolo para o
processamento adequado da mesma é primordial para
0 sucesso da aplicacao da técnica para diagnéstico.

Outro ponto fundamental é a procedéncia da
amostra. As amostras paucibacilares caracterizam-se
por uma baixa concentracao bacilar existente na
amostra e a fase de extracao (processamento da
amostra) parece ser limitante. Além da fase de extracao,
a fase de deteccao também é limitante, pois sem o
uso de uma técnica sensivel o suficiente para que se
possa detectar a minima presenca do material
amplificado, ndao é possivel realizar um teste
diagnostico eficiente.

Novos testes deverao ser realizados de modo a
aumentar a eficiéncia da extracdo e da deteccao
para que este teste diagndstico seja eficiente nas
amostras respiratorias paucibacilares e pos-
teriormente, uma andlise de custo-efetividade
devera ser realizada a fim de avaliar a real
aplicabilidade desta técnica em condicées de rotina
em escala piloto, como mais uma ferramenta para
auxiliar o clinico no diagnéstico da TB.

L"—-___—
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