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INTRODUCAO

A tuberculose, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, € considerada uma das mais preocupantes doencas de
notificacao compulsoria no Brasil. No Estado do Rio Grande do Sul a taxa de coinfeccao TB/HIV é o dobro do resto do pais
e casos de multirresisténcia as principais drogas do tratamento ja sao comuns. O diagnostico de rotina € o microbioldgico,
sendo constituido de baciloscopia e/ou cultura. Entretanto, a maioria dos locais utiliza apenas a baciloscopia que tem em
torno de 50% de sensibilidade, fazendo com que exames complementares e a sintomatologia sejam necessarios para o

fechamento de cada caso.

OBJETIVO

Avaliar uma metodologia molecular na identificacao de
DNA de M. tuberculosis diretamente de amostras
clinicas de escarro coletadas de pacientes atendidos no
setor de tisiologia do municipio de Canoas (RS), sendo
0S resultados comparados com a cultura (padrao—
ouro). O DNA fol amplificado por PCR, apds a extracao
com silica.

METODOLOGIA

Deteccao em microplaca de ELISA: Fol realizada a
extracao de DNA de amostra clinica de escarro e
amplificado o alvo genomico (1S6110) do M.
tuberculosis através da técnica de PCR. A microplaca
foi sensibiizada com uma sonda Imobilizada
covalentemente a superficie interna do poco (sonda
compativel com o alvo), ligada a uma extremidade
contendo uma molécula de amina pela qual a referida
sonda possul afinidade guimica. Apos a desnaturacao
do alvo amplificado, que possuia uma molécula
sinalizadora (biotina) ligada a sua extremidade, este
hibridiza-se com a sonda. Com a adicao de uma
solucao contendo a enzima estreptavidina peroxidase,
esta se liga a biotina. Adicionando 0 substrato
(cromdgeno) ocorre a reacao enzimatica e a liberacao
de cor, que posteriormente fol medida a absorvancia
por espectrofotometro.
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RESULTADOS

Foram analisadas 204 amostras de escarro quanto a
presenca/auséncia de DNA gendmico de M. tuberculosis frente a
aplicacao do método descrito.

Das 36 amostras positivas em cultura de M. tuberculosis, 28
foram positivas no teste. Das 168 amostras negativas em cultura,
152 negativaram ao uso do kit molecular. Os valores de falso
positivos e falso negativos foram, respectivamente, 16 e 8
amostras.

O Indice kappa, que descreve a intensidade da concordancia
entre dois métodos de classificacao (por ex. dois testes de
diagndstico), foi calculado e obtido o valor de 0,63; que segundo
a classificacao epidemiologia, € considerado um resultado
substancial.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o método de identificacdo de DNA de
M. tuberculosis por hibridizacao reversa mostrou-se aplicavel e
reprodutivel a rotina de um laboratério de analises, bem como,
ao desenvolvimento de novas tecnologias aplicaveis a saude
publica.

REFERENCIAS

DORMAN, S; HOPKINS, Johns. Advances in the diagnosis of tuberculosis: current status and future
prospects. INT J TUBERC LUNG DIS 19(5):504-516 Q, 2015.

BARRETO, Leonardo Bruno Paz Ferreira Barreto et al. Utilizacao do amplified Mycobacterium
tuberculosis directtest em amostras respiratorias de pacientes HIV positivos no Brasil. J Bras
Pneumol. 2014;40(2):148-154, 2014.

WHO, disponivel em http://www.who.int/hiv/pub/guidelines/mozambique tb.pdf, acesso em
08.06.2015

CONMHECIMENTO
OQUEM TEM
VAI ALFEM


http://www.who.int/hiv/pub/guidelines/mozambique_tb.pdf

