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Resumo:

A tuberculose (TB) € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo complexo
Mycobacterium tuberculosis. A cultura para o diagnostico da TB é
considerada padrdo-ouro, porém €é bastante demorada e o diagndstico por
pesquisa de DNA bacteriano vem crescendo e € uma ferramenta
extremamente Util. O objetivo dessa pesquisa foi comparar os resultados
obtidos pelos métodos de cultura bacteriana e molecular, buscando
comparar estas metodologias no diagndstico de TB. O estudo foi realizado
com dados de pacientes atendidos no LEPAC/UEM. As amostras foram
incubadas utilizando método automatizado BD BACTEC™MGIT™960 e a
analise de DNA do complexo Mycobacterium tuberculosis foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este projeto foi aprovado pelo
Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (COPEP)
da UEM, conforme parecer 1.573.890. Do total, 65 amostras foram
submetidas a PCR. Somente foram escolhidas as amostras também
submetidas a cultura (n = 25), sendo que 13 foram positivas na PCR e cinco
na cultura. Nas amostras extrapulmonares (n = 12), observou-se que seis
positivaram pela metodologia de PCR e uma positivou na cultura. Concluiu-se
que a PCR ¢é capaz de contribuir para um diagnostico precoce e,
consequentemente, um inicio rapido do tratamento de TB.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo
complexo Mycobacterium tuberculosis, cuja forma pulmonar é mais relevante
para a saude publica, ndo apenas por ser mais frequente, mas também por
apresentar um elevado potencial de disseminacédo por via aérea (LOBUE,
ENARSON, THOEN, 2010).
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Em paises de média e baixa renda, que concentram a maior parte dos casos
de tuberculose, a baciloscopia do escarro é o principal método utilizado no
diagnostico de tuberculose pulmonar, visto que n&do requer uma
infraestrutura de alta complexidade para ser realizada (TUBERCULOSIS
COALITION FOR TECHNICAL ASSISTANCE, 2006). Entretanto, a
sensibilidade da baciloscopia € comprometida em amostras com menos de
10.000 bactérias/mL, além de apresentar um histérico de deteccao pobre em
determinados casos de tuberculose (DESIKAN, 2013).

Dentre as metodologias rapidas para identificar patdgenos em amostras
clinicas, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresenta a sensibilidade
mais adequada. Entretanto, sua utilidade clinica é dependente de diversos
fatores, como a auséncia de inibidores nas amostras, contaminacado e os
meétodos utilizados durante a realizacdo da técnica (YAMAMOTO, 2002).
Assim, 0 objetivo dessa pesquisa foi comparar os resultados obtidos por
PCR e cultura (padrdo ouro), buscando avaliar o potencial papel dessa
metodologia molecular no diagnéstico de tuberculose.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo retrospectivo dos resultados dos exames de
PCR para BAAR e das culturas para tuberculose de pacientes atendidos no
LEPAC/UEM. Foram identificadas 25 amostras, as quais foram incubadas
utilizando método automatizado BD BACTEC™MGIT™960 (BD, Franklin
Lakes- NJ, EUA). A amplificacdo do DNA micobacteriano foi realizada
utilizando iniciadores especificos para o complexo M. tuberculosis TB1 (5’
CCG GCG AGC GTAGGC GTC GG 3) e TB2 (5 CTC GTC CAG CGC CGC
TTC GG 3') para amplificar um fragmento de 123 pares de bases da
sequéncia 1S6110.
Os resultados dos exames laboratoriais foram tabelados e as frequéncias
calculadas, utilizando a planilha Excel® 2010. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o software OpenEpi Versdo 3.01. Somente p-valores
menores ou iguais a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
Este projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (COPEP) da UEM, conforme parecer 1.573.890.

Resultados e Discussao

Entre as 25 amostras clinicas processadas (Tabela), pulmonares e
extrapulmonares, 13 (52%) foram positivas para o complexo M. tuberculosis
pela metodologia de PCR, enquanto cinco (20%) positivaram na cultura (p =
0,1857) (k = 0,2187). Assim, a PCR, quando comparada a cultura, apresentou
uma sensibilidade e especificidade de 80% e 55%, respectivamente.

Analisando especificamente as amostras extrapulmonares (n = 12), observou-
se que seis (50%) amostras positivaram para o complexo M. tuberculosis pela
metodologia de PCR, enquanto somente uma (8,3%) positivou na cultura (p =
0,5) (k = 0,1667). Nesta analise, a PCR, quando comparada a cultura,
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apresentou uma sensibilidade e especificidade de 100% e 54,55%,
respectivamente.

Ao compararmos os resultados de ambos os testes diagnosticos, verificamos
um menor nivel de concordancia entre essas metodologias nas amostras
extrapulmonares. Segundo a classificacdo de Landis e Koch (1977), o nivel de
concordancia entre os resultados obtidos na analise de todas as amostras foi
razoavel (0,21 — 0,40), enquanto nas amostras extrapulmonares este mesmo
nivel foi minimo (0 — 0,20).

Nesse sentido, diversos estudos, ao discutirem os desafios envolvidos com o
diagnostico de tuberculose extrapulmonar (como a prépria natureza
paucibacilar dessas amostras), demonstram a utilidade da PCR na analise
desse tipo de amostra. Khosravi et al. (2017), por exemplo, ao analisar 100
amostras extrapulmonares, observaram uma maior taxa de deteccao pela PCR,
destacando a dificuldade diagnéstica por parte das metodologias
convencionais.

Tabela. Comparacéo entre os resultados da pesquisa de Mycobacterium
tuberculosis pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e em cultura para
BAAR em amostras clinicas pulmonares (AP) e extrapulmonares (AEP).

Resultado da cultura (AEP) Resultado da cultura (AP)

Positivo Negativo Positivo Negativo Total
Positivo 1 5 3 4 13
Resultado da PCR Negativo 0 6 1 5 1
Total 1 11 4 9 25
Conclusoes

A utilizacdo de testes moleculares pode resultar em diagnésticos mais
rapidos e acurados, permitindo o inicio antecipado do tratamento. Tal fato
contribui para que o paciente acometido deixe de transmitir a doenca mais
precocemente, além de impedir que a infeccdo evolua para quadros mais
graves. Assim, a PCR mostra-se como uma excelente ferramenta no
diagnéstico de tuberculose ao atuar de maneira sinérgica com a cultura, seja
fornecendo um resultado mais rapido para um caso sob suspeita ou analisando
amostras em que 0s métodos convencionais apresentam dificuldades (como
ocorre com muitas amostras extrapulmonares).
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