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RESUMO: A Tuberculose ¢ a doenca infecto-contagiosa mais grave em pa-
ises em desenvolvimento, com cerca de trés milhdes de ébitos no mundo,
infectando 8,8 milhdes de pessoas anualmente. Esta doenca acomete pessoas
aparentemente saudaveis e ¢ de extrema gravidade em pessoas imunossupri-
midas. O diagnostico definitivo da tuberculose ¢ feito através da baciloscopia
e cultura em meio Lowenstein-Jensen, seguido de uma bateria de provas bio-
quimicas para a identificacio da espécie causadora da infeccio. Porém, estas
técnicas apresentam baixas sensibilidade e especificidade e um alto tempo
para a liberacdo dos resultados. O desenvolvimento rdpido e disponibilidade
de uma variedade de novas tecnologias moleculares proporcionam uma série
de opcoes para o diagndstico preciso e rdpido de doencas infecciosas. Este ¢
particularmente o caso da tuberculose. Portanto, a aplicacio clinica de detec-
cio e amplificacio de sequéncias nucleotidicas especificas do Mycobacterium
tuberculosis para diagndstico de rotina é importante e precisa ser discutida.
Serd focalizado o papel laboratorial de duas técnicas para o diagnéstico direto
da tuberculose - PCR e LCR -, comparando-as para verificacdo de sua efici-
cia na rotina laboratorial.
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M. tuberculosis MOLECULAR DIAGNOSIS:
A REVIEW ON TECHNIQUES

ABSTRACT: Tuberculosis is the most serious contagious infectious disease
in developing countries, with an average of three million obits in the world,
infecting 8.8 million people annually. This disease attacks people who are
apparently healthy and is extremely serious among immunosuppressed peo-
ple. The definitive tuberculosis diagnosis is done through the microscopy
for acid-fast bacilli and Lowenstein-Jensen culture, followed by a biochemical
battery of tests to identify the species that caused the infection. However,
these techniques present low sensibility and specificity and it takes a long
time to get access to the results. The fast development and the variety of new
molecular techniques available provide several options for an exact and fast
infectious disease diagnosis. This is particularly the situation for tuberculosis.
Therefore, the clinic application of detection and amplification of specific
Mycobacterium tuberculosis nucleotide sequences for routine diagnosis is
important and needs to be discussed. The role of two laboratory techniques
for the direct diagnosis of tuberculosis will be focused - PCR and LCR -,
comparing them to verify their efficacy on the laboratorial routine.
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INTRODUCAO

A tuberculose ¢ historicamente um importante prob-
lema de saude publica no mundo (BIERRENBACH et al.,
2007). Trata-se de uma doenca infecto-contagiosa que assume
evolucio cronica. Essa enfermidade afeta a humanidade ha
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pelo menos 8.000 anos. Até a metade do século XIX, o cariter
infecto-contagioso da tuberculose nio era reconhecido. A
doenca era atribuida a diversas causas, entre elas, a hereditarie-
dade (RODRIGUES et al., 2007; NASCIMENTO, 2005). Em
geral, quando uma pessoa adoecia, varios membros da familia
também adoeciam, nio se percebia naquela época que o confi-
namento familiar favorecia a propagacio da doenca na familia
(SOUZA; SILVA, 2007). Em 1882, Robert Koch identificou o
M. tuberculosis ou Bacilo de Koch (RODRIGUES et al., 2007;
YZQUIERDO et al., 2007), sendo um marco fundamental
para o conhecimento da doenca e significou, também, uma
importante contribuicio para o fortalecimento da teoria da
transmissibilidade (FUNDA(;AO OSWALDO CRUZ, 2008).
O espectro clinico é extremamente variado e vai desde formas
assintomaticas até formas graves disseminadas, com significa-
tiva perda de peso e consideravel evolucio para o 6bito (HOU-
WERT et al., 1998).

Apesar de ser uma doenca potencialmente previnivel
e curavel, a tuberculose ¢ ainda hoje um grande problema
de saude publica nos paises em desenvolvimento, incluin-
do o Brasil, que correspondem a 90% dos casos da doenca
(SCHROEDER et al., 2002). No mundo, estima-se em dois
bilhes o numero de pessoas que apresentam infeccio tubercu-
losa latente e que, anualmente, ocorram cerca de 8,8 milhdoes
de novos casos (RODRIGUES et al., 2007; MONATGNE;
SNIDER, 1994; FOUNTAIN, 2001; LEITE et al., 2006). Esti-
ma-se que mais de 50 milhdes de brasileiros estejam infectados
pelo bacilo da tuberculose (BRASIL, 2005). Segundo as esti-
mativas atuais da OMS, ocorrem 110 mil novos casos anuais
de tuberculose no Brasil, ou seja, uma taxa de incidéncia de
62 por 100 mil habitantes, situando o pais na 152 posicio en-
tre os 22 paises responsdveis por 80% do total de tuberculose
do mundo (BIERRENBACH et al., 2007; BRASIL, 2005).
O namero de 6bitos por tuberculose no Brasil ultrapassa os
6.000 casos por ano (RODRIGUES et al., 2007; SOUZA; SIL-
VA, 2007). Assim, ela é a 92 causa de internacdes por doencas
infecciosas, ocupando o 7° lugar em gastos com internacdes
do Sistema Unico de Satade (SUS) e ¢ a 4@ causa de mortali-
dade por doencas infecciosas no Brasil (BRASIL, 2005).

Como a infeccio pelo HIV/SIDA tem efeito imunodepres-
sor e predispde o individuo infectado a desenvolver tubercu-
lose, a epidemia de HIV-SIDA, entre outras consequéncias,
levou ao crescimento dos casos da enfermidade em muitos
paises (BOLLELA; SATO; FONSECA, 1999; LEITE et al.,
20006).

Embora a vacina BCG forneca protecio efetiva em criancas
quando administrada no periodo neonatal, a protecio confer-
ida contra formas da tuberculose em adultos, devido a razdes
ainda pouco esclarecidas, varia muito entre regides do mundo.
Na falta de uma vacina homogeneamente eficaz e tendo em
vista que a maior fonte de infeccio sio os individuos doentes,
o melhor recurso de prevencio disponivel no sistema de saude
continua sendo a deteccio precoce e tratamento dos casos (RO-
DRIGUES et al., 2007). Mesmo que o diagnéstico presuntivo
da doenca possa ser feito através de dados da historia clinica e
achados radiologicos, o diagnoéstico definitivo ainda depende
da baciloscopia e cultura em meio Lowenstein-Jensen, seguido
de uma bateria de provas bioquimicas para a identificacio da

espécie causante da infeccio. A microscopia direta apos colo-
racio pela Ziehl-Neelsen, em busca de bacilos alcool-4cido re-
sistentes (BAAR), ¢ um método rapido e barato. No entanto,
tem baixas sensibilidade e especificidade (BOLLELA; SATO;
FONSECA, 1999). Sao necessarios, no minimo, 5.000 bacilos
para que o teste seja positivo. Apesar de ser o padrido para a
confirmacio diagnostica da tuberculose, a cultura requer mais
de trés semanas para um diagndstico definitivo, pela prépria
caracteristica de replicacio do M. tuberculosis, podendo, ainda,
ndo informar qual membro do complexo M. tuberculosis foi o
causador da doenca, o que pode confundir o diagnéstico e
a epidemiologia (BOLLELA; SATO; FONSECA, 1999; YZ-
QUIERDO et al., 2007; KONEMAN et al., 2000).

Avancos no campo da biologia molecular tém gerado
novas técnicas para o diagnédstico de infeccdes por meio da
deteccio de sequéncias nucleotidicas especificas dos microor-
ganismos (GARCIA, 1990). Técnicas de amplificacio de aci-
dos nucleicos atrairam interesse considerdvel desde que ofer-
eceram a oportunidade de encurtar o tempo requerido para
detectar e identificar organismos do complexo M. tuberculosis
em amostra respiratéria e extrapulmonar (PIERSIMONI et
al., 1998). Porém, a maioria dos laboratorios que usam estas
tecnologias desenvolveu os proprios testes com uma grande
variedade de primers, sondas, extracio, amplificacdo e técnicas
de deteccio. Isto conduziu a uma inesperada variacio de sensi-
bilidade e especificidade. Para superar estas dificuldades, duas
técnicas importantes tém sido introduzidas e testadas: Rea-
cio em Cadeia da Polimerase (PCR) e Reacio em Cadeia da
Ligase (LCR). A aplicacio clinica de deteccio e amplificacio
de sequéncias nucleotidicas especificas do M. tuberculosis para
diagnéstico de rotina é importante e precisa ser discutida.

2 POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

A PCR ¢ a amplificacio enzimatica de uma sequéncia es-
pecifica de DNA, visando a producio de milhdes de codpias
desta sequéncia para que possam ser facilmente detectaveis
por métodos simples e classicos de separacio e identificacio
de substancias. Essa técnica foi descrita por Kary Mullis no
final dos anos 80 e tem revolucionado a genética molecular,
pois possibilita uma nova estratégia na analise dos genes por
meio de um método simples e rapido de amplificacio de se-
quéncias, dispensando todas as trabalhosas etapas de clona-
gem génica (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO). A ampli-
ficacdo dos trechos especificos do DNA se d4 por ciclos com
alteracoes de temperaturas. Existem variacdes de PCR a fim
de melhorar a especificidade e a eficiéncia da reacio.

Muitas micobactérias ndo-tuberculosas sio de importancia
médica, pois ocorrem mais frequentemente em paises desen-
volvidos, onde a incidéncia de tuberculose é baixa. A deteccio
e diferenciacio rapida de infeccdes causadas por micobacté-
rias ndo-tuberculosas de micobactérias tuberculosas mostra-
se uma estratégia precoce para o tratamento, haja vista que
muitas micobactérias nio-tuberculosas sio resistentes aos an-
tibioticos usados para tuberculose (MOKADDAS; AHMAD,
2007).

Pela sua alta sensibilidade e por utilizar primers que sio
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especificos para micobactérias do complexo tuberculosis, a PCR
¢ capaz de, em poucas horas, determinar a presenca do patége-
no na amostra e ajudar na decisao da melhor terapéutica para
o caso. Em condicdes extremas, esta técnica pode ser refinada
para torna-la capaz de determinar nio s6 a presenca, mas tam-
bém a sensibilidade de micobactérias aos tuberculostaticos di-
sponiveis para o tratamento da tuberculose, além de estudos
de epidemiologia molecular e tipagem de cepas em cultura
(BOLLELA; SATO; FONSECA, 1999), e vem sendo utilizada
como alternativa para os métodos tradicionais.

Pelo acima descrito, a escolha do DNA alvo e a definicio
dos primers dentro da sequéncia do DNA sio fatores deter-
minantes para sua acuidade (OGUSKU; SALEM, 2004). A
escolha dos diversos primers utilizados na PCR para a identifi-
cacio do M. tuberculosis tem apresentado resultados varidveis,
principalmente em relacio a sensibilidade do teste. Por esta
razio, varios autores pesquisaram a utilizacio e avaliacio de
diferentes primers no teste. Os primers mais estudados sdo o
1S6110, 65kDa (GroEL), 38 kDa (PhoS, CIE Ag78 ou Pab)
e MPB64 (23 kDa) (OGUSKU; SALEM, 2004; ASSIS et al.,
2007).

Entre os primers estudados, o IS6110 é o mais usado por
ser uma sequéncia repetitiva no genoma do M. tuberculosis (de
1 a 20 copias por célula), enquanto os outros estio sempre
em um Unico local no material genético da micobactéria. Esta
repetitiva sequéncia alvo no genoma prevé uma alta sensibili-
dade e especificidade na prova de PCR, pois quando multip-
las copias de DNA alvo estio presentes, a sensibilidade de de-
teccio de M. tuberculosis aumentara em propor¢io ao niimero
de copias, sem a necessidade de executar variacdes da PCR
(OGUSKU et al., 2003). Isto ¢ uma grande vantagem em espé-
cies com pequeno numero de micobactérias, como acontece
em alguns casos de tuberculose. Apesar da sequéncia IS6110
estar presente em todas as M. tuberculosis isoladas até o mo-
mento no Brasil, estudos demonstraram que esta sequéncia
foi relatada como ausente em cepas de M. tuberculosis isoladas
na India (CHAUHAN et al., 2007), bem como foram detecta-
das sequéncias similares em cepas de micobactérias potencial-
mente patogénicas, tais como M. intracellulare, M. fortiutum,
M. kansasii, M. xenopi, M. malmoense, M. chelonae e M. bovis
(PINTO et al., 2007). De acordo com dados da Organizacio
Pan-Americana de Saude e Organizacio Mundial de Sautde,
muitos casos de tuberculose humana no mundo sio causados
pelo M. bovis. A diferenciacio entre M. tuberculosis € M. bovis
¢ particularmente importante, ja que este ultimo é resistente
as drogas comumente usadas no tratamento da tuberculose
(KATARIA, 1969).

O segundo primer de opcio é o fragmento gendmico
MPB64, que foi demonstrado ser altamente especifico para M.
tuberculosis. Testado comparando-se com o I1S6110, gerou me-
nos resultados falso-positivos (MARTINS et al., 2000), porém
com a necessidade de realizar variacdes da PCR. A qualidade
da amostra pode influenciar diretamente na positividade da
PCR. Quanto mais representativa for a amostra, melhor sera o
rendimento da deteccio molecular (BAZZO et al., 2004).

Quando ocorre uma baixa sensibilidade da PCR, esta
pode ser justificada pela introducio de substincias inibido-
ras durante o procedimento de extracao (ASSIS et al., 2007).

Para evitar esta inibicdo, alguns autores defendem a lavagem
exaustiva do DNA obtido para eliminacio de substincias ini-
bidoras da enzima Taq DNA polimerase (BOLLELA; SATO;
FONSECA, 1999).

H4, também, muitos relatos de falso-positivo em testes
de PCR quando comparados com os testes padrdes para a
deteccio do M. tuberculosis. Este resultado ¢ devido, provavel-
mente, & contaminacio da reacio de amplificacio por DNA
(amplicons), presenca de organismos niao-vidveis em pacientes
tratados ou pacientes com recidiva de tuberculose (ASSIS et
al., 2007), ja que na PCR o alvo ¢ o DNA da micobactéria,
NA0 UM microorganismo vivo.

A ocorréncia de resultados falso-positivos pode ser evitada
quando ¢ feita a otimizacio do laboratério de biologia mo-
lecular (BURKARD, 2000; KWOK; HIGUCH]I, 1989).

Quando comparado o custo-beneficio da PCR em relacio
as técnicas padrio utilizadas hoje no diagnéstico da tubercu-
lose, observa-se que o tempo necessdrio para a realizacio da
PCR ¢, em média, um dia, enquanto das técnicas hoje utiliza-
das varia entre 4 a 8 semanas, reduzindo, assim, o tempo para
o diagnéstico final. Considerando apenas os reagentes usados
em ambos os métodos de identificacio, a PCR ¢ 50% mais
barata do que a identificacio bioquimica. Além disso, uma
Unica pessoa pode realizar a PCR. A identificacio bioquimica
usualmente envolve diferentes pessoas para esterilizacio, pre-
paracdo dos meios e manejo das culturas. A manipulacio de
bactérias é minima com PCR (SILVA et al., 2001), pois nio
ha necessidade de cultivo e crescimento de microorganismos,
proporcionando otimizacio da seguranca no laboratério.
Além disso, a PCR in house ¢ factivel considerando o custo
de uma internacio de um paciente com tuberculose, aguar-
dando o diagnéstico definitivo, ou sua presenca no ambiente
familiar e social com alto risco de transmissio que essa doenca

possui (BOLLELA; SATO; FONSECA, 1999).

3 LIGASE CHAIN REACTION (LCR)

A LCR ¢ uma técnica de amplificacio de 4cidos nucleicos
bastante pesquisada que utiliza quatro sondas de oligonucle-
otideos, enzima DNA-ligase termoestivel, enzima DNA-poli-
merase termoestivel e nucleotideos individuais. As sondas
hibridizam duas a duas, uma apos a outra, em uma sequéncia
complementar especifica dentro do DNA cromossdmico a ser
pesquisado, permanecendo um espaco de alguns nucleotideos
entre as sondas. A DNA-polimerase termoestavel preenche es-
ses espacos, utilizando os nucleotideos individuais. Em segui-
da, a DNA-ligase termoestavel atua unindo covalentemente as
duas sondas, formando um produto complementar 4 sequén-
cia alvo (LJUNGQVIST et al., 1990).

Recentemente, a tecnologia da LCR se tornou comercial-
mente disponivel para a deteccio de espécies clinicas de M.
tuberculosis. Porém, ainda ha problemas, incluindo a presenca
de inibidores de reacdes de amplificacio enziméticas em espé-
cies clinicas, que podem causar resultados falso-negativos, e
contaminacio com “amplicons”, que geram resultados falso-
positivos (BRISSON-NOEL et al., 1989; CLARIDGE et al.,
1993; LAFHER; CARRINO; MARSHALL, 1993; NOORD-
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HOEK et al., 1994).

A LCx M. tuberculosis Assay (Abbott Laboratories, Diagnos-
tic Division, Chicago, III) ¢ o terceiro teste de amplificacio de
dcidos nucleicos comercial para deteccio de M. tuberculosis que
foi desenvolvido e amplamente avaliado (MOORE; CURRY,
1998; AUSINA et al., 1997; TORTOLI; LAVINIA; SIMON-
ETTI, 1997).

A LCx M. tuberculosis Assay usa a tecnologia de amplifica-
cio LCR para a direta deteccio de espécies clinicas de M. tu-
berculosis (GAMBOA et al., 1998). Os métodos de amplificacio
LCR foram avaliados previamente para a deteccio de outros
agentes infecciosos. A sequéncia alvo da LCx M. tuberculosis
Assay ¢ criada dentro do gene cromossomal do M. tuberculosis
que codifica proteinas do antigeno b. Esta sequéncia de gene
parece ser especifica para o complexo M. tuberculosis (MTBC)
e foi detectado em todas as MTBC examinadas (ANDERSEN;
HANSEN, 1989).

A LCx M. tuberculosis Assay é o primeiro teste comercial
de amplificacio de 4cidos nucleicos semiautomaticos desen-
volvidos para o uso com espécies respiratorias (GARRINO et
al, 1999), e experiéncias limitadas foram relatadas para espé¢-
cies ndo-respiratdrias. Neste sistema, a preparacio da amostra
¢ executada manualmente, e a amplificacio ¢ feita pelo LCx
Thermal Cycler. A deteccio do produto amplificado ¢ comple-
tamente automatizada pelo LCX Analyzer (GAMBOA et al.,
1998).

A sensibilidade e especificidade dos resultados da LCx M.
tuberculosis Assay foram relatadas sendo tio alta para as espé-
cies respiratorias investigadas quanto os teste Gen-Probe M.
tuberculosis Direct Test (Gen-Probe, San Diego, Calif.) quando
comparado com a cultura. Porém, o LCx ¢ automatizado,
economizando tempo (MOORE; CURRY, 1998; GARRINO
et al, 1999; JOUVESHOMME et al., 1998).

Uma desvantagem para usar sistemas de amplificacdo co-
merciais na rotina didria de laboratério ¢ que os fabricantes
nio fazem recomendag()es quanto ao uso com espécies nao-
respiratérias (GAMBOA et al., 1998).

Os resultados falso-negativos poderiam ser explicados por
um baixo nimero de microorganismos ou uma distribuicio
nio uniforme dos microorganismos nas amostras clinicas
(GARRINO et al, 1999). Este resultado falso-negativo também
poderia ser explicado pela presenca de possiveis inibidores de
amplificacio na amostra.

A utilidade de técnicas de amplificacio de DNA é frequent-
emente limitada pela presenca de inibidores de amplificacio
dentro das amostras clinicas. Em varios estudos, as maiores
taxas de ocorréncia de resultados falso-negativo que foram
relatadas foram de 20% (CLARIDGE et al., 1993; NOORD-
HOEK et al., 1994; KIRSCHNER et al., 1996; NOLTE et al.,
1993; SOINI et al., 1992 ). Em um estudo prévio, foi observado
que a preparacio de acidos nucleicos com Amplicor Sputum
Preparation Kit® (Roche) frequentemente mostra a presenca
de inibidores de reacio de amplificacio. Depois dos procedi-
mentos de preparo de acidos nucleicos com Amplicor, foi
sugerido o método Isotiocianato de Guanidina, os inibidores
de amplificacio foram eliminados em 96% das amostras. Em
outro estudo, utilizando Gen Probe Amplified M. tuberculosis
Direct Test, 7,5% das amostras de espécies nao-respiratorias

demonstraram a presenca de inibidores de reacio da amplifi-
cacio (GAMBOA et al., 1998). Embora, a LCx M. tuberculose
Assay incorpore dois passos de lavagem, inativacio por calor,
e lise mecanica na preparacio da amostra, acredita-se que es-
tes procedimentos nio inativaram totalmente os inibidores
presentes nestas amostras (LUMB et al., 1999; GAMBOA et
al.,, 1998). Entio, LCx M. tuberculosis Assay deveria incluir
controles internos de amostras para avaliar a eficicia de cada
reacdo de amplificacio e assegurar que a amostra estaria livre
de interferentes. O uso de controles internos identificara as
amostras que sio impréprias para amplificacio ou aquelas
que requeiram manipulacio adicional para remover os inibi-
dores, e o uso deles aumentara, a confianca nos resultados
negativos (GAMBOA et al., 1998).

A LCx M. tuberculosis Assay mostrou uma sensibilidade e
especificidade de 100% com esfregaco BAAR positivo (colo-
racdo de Ziehl Neelsen) para a amostra (IEVEN; GOOSENS,
1997; GAMBOA et al., 1998). Entio, quando o resultado da
LCx M. tuberculosis Assay for negativo para uma amostra com
um esfregaco positivo, ¢ altamente improvavel que o paciente
de quem a amostra ¢ derivada tenha tuberculose. Um esfre-
gaco positivo e LCx M. tuberculosis Assay de resultado negativo
indicam uma micobactéria atipica, e precaucdes tomadas para
uma diminuicio do risco de transmissdo, como o isolamento,
por exemplo, seriam desnecessdrias e iriam permitir a inicia-
cio imediata do tratamento com uma combinacio de drogas
antituberculose, em vez das drogas normalmente usadas para
o tratamento da tuberculose (GAMBOA et al., 1998). Esta ¢ a
real vantagem deste teste (GARRINO et al., 1999).

A LCx M. tuberculosis Assay niao ¢ util para verificar a
eficiéncia de terapia antituberculose, pois, ao contrario da
cultura, este ensaio detecta microorganismos viaveis e nio
viaveis, por sua deteccdo ser através do DNA e nio de seu
crescimento. Isto pode acarretar em resultados falso-positivos
também, pois pode haver cepas j4 mortas ou inativas, mas
que ainda permanecem no organismo do paciente. Esta nio
diferenciacio dos microorganismos viaveis dos nio-viaveis re-
stringe esta técnica.

O ensaio serve para uso dentro de um laboratério de mi-
crobiologia clinica experiente, pois a amplificacdo e passos da
deteccio sio automatizados. Uma vez que a preparacio da
amostra é completada, o ensaio requer envolvimento minimo
de pessoal de laboratério, o procedimento inclui uma destru-
icdo automitica dos produtos de amplificacio depois da de-
teccido, com o tempo para conclusio do teste que é aproxima-
damente 5 horas (LUMB et al., 1999; JOUVESHOMME et
al., 1998; GAMBOA et al., 1998).

Com a disponibilidade comercial de um kit que pode con-
fiavelmente detectar e identificar M. tuberculosis dentro de um
dia util, a metodologia de diagndstico laboratorial de tubert-
culose mudara depressa. Embora seja teoricamente possivel,
nio ¢ praticavel na maioria dos laboratdrios devido ao custo.
A execucio didria deste teste so seria possivel dentro de labo-
ratdrios centrais ou de referéncia (GARRINO et al., 1999).

4 CONSIDERACOES FINAIS
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O procedimento da amplificacio de acidos nucleicos teve
consideravel impacto na rapida deteccio do M. tuberculosis dire-
tamente de amostras respiratdrias e nio-respiratdrias. Neste
estudo foram analisados dois métodos moleculares muito estu-
dados para a deteccdo de tal micobactéria: a PCR e a LCR.

Ambas as técnicas apresentam alta sensibilidade e especi-
ficidade na deteccio do M. tuberculosis, proporcionando um
rdpido diagnostico que se conclui em apenas um dia util. A
PCR oferece a possibilidade simultinea de pesquisar existén-
cia do agente e analisar a susceptibilidade as drogas, mesmo
em amostras com pequeno numero de micobactérias. Porém,
tanto a PCR quanto a LCR apresentam varias desvantagens
quando analisadas individualmente.

Nas duas técnicas foram constatados muitos resultados
falso-positivos, que podem advir de contaminacio por “am-
plicons” provenientes de outras amostras ou da presenca de
organismos ndo-vidveis em pacientes tratados, impossibil-
itando, assim, o uso destas técnicas para o monitoramento
terapéutico. Em se tratando dos “amplicons”, estes resultados
podem ser evitados tomando-se algumas precaucoes dentro do
laboratorio para conter a disseminacio destes fragmentos de
DNA. Ja no caso dos organismos nio-vidveis, uma forma de
eliminar esta desvantagens e fazer o monitoramento de trata-
mentos seria utilizar mRNA ao invés de DNA como sequéncia
alvo, pois 0 mRNA s¢ estara presente se a micobactéria estiver
viavel (HELLYER et al., 1999; STANLEY et al., 2007).

Pensando-se em sequéncias alvo, enquanto a IS6110 (a mais
utilizada na PCR) pode ser encontrada em outras espécies de
micobactérias que nio pertencem ao complexo M. tuberculosis,
o gene do antigeno b, utilizado como sequéncia alvo para a
LCR pode ser perdido devido a mutacdes. Porém, relatos des-
tas mutacdes ndo foram encontrados na literatura.

A PCR se mostrou mais eficiente em relacio a amostras
nio-respiratorias do que a LCR, pois a segunda apresenta pou-
cos estudos em relacdo a estas amostras. A LCR apresentou,
também, resultados falso-negativos quando h4 baixo ntimero
de microorganismos na amostra ou uma m4 distribuicio destes
na amostra clinica.

Comparando-se os custos, a PCR mostra-se mais vidvel
do que a LCR. Pelo fato de a LCR ser semiautomatizada, seu
custo aumenta. Se a PCR for realizada in house, torna-se ainda
mais barata. Porém, quando comparados seus custos em rela-
cdo as técnicas padrio utilizadas hoje, observamos que existem
diversas vantagens na utilizacao de técnicas moleculares para a
deteccio do M. tuberculosis.

Apesar destas técnicas ainda ndo estarem apropriadas para
substituir a cultura, podem ser utilizadas como ferramentas
auxiliares no diagnéstico da tuberculose, desde que utilizadas
com rigoroso controle de qualidade.
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