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LIRA, Laís Ariane de Siqueira. Avaliação do desempenho da técnica de PCR em tempo real 
para o diagnóstico da tuberculose pulmonar. 2012. Dissertação (Mestrado em Saúde Pública) 
– Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2012. 
 
 
 
A tuberculose constitui um grave problema de saúde pública, com preocupação e repercussão 
mundial. No Brasil, foram notificados 78.564 mil casos no ano de 2011, com 83.55% dos 
casos da forma pulmonar, sendo Recife a capital brasileira com maior taxa de mortalidade 
específica por tuberculose. O controle da doença consiste em um diagnóstico precoce e eficaz 
associado a um tratamento adequado, contudo os métodos convencionais apresentam 
limitações, como a baixa sensibilidade e o resultado tardio. Por isto, métodos moleculares 
vêm sendo propostos para o diagnóstico de diversas doenças infecciosas. Recentemente, a 
técnica da reação em cadeia de polimerase em tempo real (qPCR) tem sido desenvolvida, 
apresentando como diferencial a capacidade de amplificação e detecção do DNA ocorrerem 
simultaneamente, através de um sistema de fluorescência. O estudo avaliou o desempenho da 
técnica de qPCR na detecção específica do complexo Mycobacterium tuberculosis nos 
pacientes com tuberculose pulmonar. Para avaliar o limite de detecção, foi construída uma 
curva de diluição a partir de cepa de referência do M. tuberculosis, em que se determinou que 
o sistema foi capaz de detectar até 3x100 bacilos/ml. Este limite foi correspondente ao ciclo de 
amplificação 30, o qual foi utilizado como limite máximo de positividade das amostras 
analisadas. Foram avaliadas 165 amostras de escarro de pacientes suspeitos de tuberculose 
pulmonar, apresentando sensibilidade de 87.9% e especificidade de 98%, considerando a 
cultura e/ou resposta ao tratamento específico como padrão-ouro. A técnica de qPCR 
demonstrou um excelente desempenho, podendo ser utilizada como uma ferramenta auxiliar 
para o diagnóstico da tuberculose pulmonar. O diagnóstico da TB deve estar fundamentado na 
análise conjunta de vários parâmetros como baciloscopia, cultura, manifestações clínicas e a 
prova terapêutica. 
 
 
 

Palavras-chave: Tuberculose - diagnóstico, PCR em Tempo Real, Mycobaterium 
tuberculosis. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



LIRA, Laís Ariane de Siqueira. Assessment of performance of the real time PCR for the 
diagnosis of pulmonary tuberculosis. 2012. Dissertation (Master of Public Health) – Centro 
de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2012. 
 
 
 
Tuberculosis is a serious health problem public concern and with worldwide repercussions. 
On Brazil, 78.564,000 cases were reported in the year 2011, with 83.55% of cases of 
pulmonary, and Recife the Brazilian capital with a higher mortality rate specific for 
tuberculosis. The disease control is in early and effective diagnosis associated with a 
appropriate treatment, however, conventional methods have limitations such as low sensitivity 
and late results. Therefore, molecular methods have been proposed for the diagnosis of 
various diseases infectious. Recently, the technique of real time polymerase chain reaction 
(qPCR) has been developed, presenting a differential ability to DNA amplification and 
detection occur simultaneously, through a fluorescence system. The study evaluated the 
performance of the qPCR for specific detection of complex Mycobacterium tuberculosis 
complex in patients with pulmonary tuberculosis. To evaluate the limit of detection, was done 
a dilution curve from reference strain of M. tuberculosis, has been determined that the system 
was able to detect up to 3x100 bacilli / ml. This threshold is corresponding to the 
amplification cycle 30, which was used as the maximum limit of positive samples. We 
evaluated 165 sputum samples from patients suspected of pulmonary tuberculosis, with 
sensitivity of 87.9% and specificity of 98% considering the culture and / or response to 
treatment as the gold standard. The qPCR showed an excellent performance and can be used 
as an auxiliary tool for the diagnosis of pulmonary tuberculosis. The diagnosis of TB should 
be based on joint analysis of various parameters such as smear, culture, clinical and 
therapeutic trial.  
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1  INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Histórico 

   

A tuberculose (TB) é uma doença infecto-contagiosa de evolução crônica que tem 

como agente etiológico o Mycobacterium tuberculosis. Acredita-se que este microorganismo 

(conhecido como bacilo de Koch) seja anterior ao próprio homem, acometendo formas ainda 

mais elementares de vida microscópica. O encontro entre o agente etiológico da TB e a 

espécie humana levou ao desenvolvimento de estratégias de adaptação ao novo hospedeiro: 

além da perda da capacidade de multiplicação no meio exterior, o bacilo inicialmente 

apresentou uma alta virulência para, posteriormente, restringir sua capacidade destrutiva, 

tornando-se um comensal aceitável para os agrupamentos humanos (BERTOLLI, 2001; 

COLE et al. 1998). 

 É provável que os primeiros hominídeos já padecessem com a doença, mesmo que a 

existência de pequenos grupos isolados inibisse a difusão maciça da moléstia. Há indícios que 

seus riscos se ampliaram com o adensamento das populações ao passo do sentido gregário que 

essas passaram a ter desde a revolução agrícola no Neolítico, quando os agrupamentos 

humanos cresceram em número e a domesticação de algumas espécies animais ampliou as 

possibilidades de contágio. Atualmente, a urbanização, com a decorrente aproximação e a 

convivência prolongada dos indivíduos, tem sido importante fator de multiplicação da TB 

(BERTOLLI, 2001; BRASIL, 2002). 

Sabe-se que a doença esteve presente entre os egípcios, encontrando-se indícios (Mal 

de Pott) em partes de corpos mumificados e com data aproximada de 6.000 anos. Um dos 

maiores trabalhos sobre TB foi executado em 1882, pelo cientista Robert Koch, que isolou e 

cultivou o Mycobacterium tuberculosis identificando a bactéria como o agente etiológico da 

TB (BLOOM; MURRAY, 1992). Em 1890, ele anunciou a descoberta de uma substância 

denominada tuberculina, que poderia ser útil como uma ferramenta de diagnóstico para 

detectar a doença devido à reação intensificada desenvolvida por animais doentes vacinados 

com a tuberculina. Este conceito perpetuou-se por vários anos até a observação de que tanto 

animais saudáveis quanto animais doentes poderiam reagir à tuberculina. Como conclusão, se 

observou que animais infectados com o M. tuberculosis reagiam à tuberculina, enquanto que 
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os saudáveis e não infectados, não tinham reação. Portanto, o teste tuberculínico tornou-se, 

então, a principal ferramenta de diagnóstico para a TB infecção (DUCATI et al., 2006). 

No mesmo período, Koch desenvolveu métodos de coloração para a identificação do 

bacilo, cujas técnicas foram subseqüentemente melhoradas pelo bacteriologista alemão Paul 

Ehrlich, que desenvolveu a coloração de Ziehl- Nielsen para detecção de bacilos, método que 

vem sendo usado até hoje para o diagnóstico da TB (DUCATI et al., 2006). A Descoberta de 

Koch permitiu aos investigadores centrar esforços no desenvolvimento de terapias novas e 

mais eficientes para tratar o paciente com TB (DUCATI et al., 2006).  

No Brasil, acredita-se que a doença foi introduzida pelos missionários portugueses e 

jesuítas, desde 1500. A vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin) foi implementada em 1973, 

logo se tornando obrigatória para os menores de um ano. A mortalidade por TB, que 

secularmente vinha diminuindo, sofreu importante impacto positivo com a introdução da 

quimioterapia de curta duração, chegando a diminuir 50%, da década de 70 para a de 80. 

(HIJJAR et al., 2005; RUFFINO-NETTO, 2002). 

Em todo o mundo, o mapa da prevalência da TB acompanha o mapa da miséria. Além 

da desnutrição deprimir a imunidade celular, as condições de moradia, promíscuas, em 

cômodos únicos, e sem ventilação, propiciam uma maior carga infectante, que também 

condiciona o maior adoecimento, seja primo-infecção ou re-infecção (PANDOLFI et al., 

2007). 

 

 

1.2 Epidemiologia 

 

1.2.1 Epidemiologia no mundo 

 

No século XX a TB chegou a alcançar uma taxa de incidência próxima de zero na 

maior parte do mundo, em suas primeiras oito décadas. Entretanto, a partir da década de 80, 

com o advento da infecção pelo vírus da Síndrome da Imunodeficiência Humana (HIV), as 

taxas de incidência, morbidade e mortalidade por TB voltaram a crescer rapidamente 

(LEROY; SALMI; DUPON, 1997; SILVIA, 2005). A doença que parecia estar em vias de 

erradicação, tornou-se um dos maiores problemas de saúde pública da atualidade. Este quadro 

deve-se principalmente às co-infecções com o HIV; as desigualdades sociais e suas 

implicações, sobretudo nos países em desenvolvimento (condições precárias de moradia, 
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alimentação, transporte e educação); o envelhecimento da população com o aumento da 

expectativa de vida; ineficiência dos programas de controle da doença e os movimentos 

migratórios constantes da população (KIM et al., 2008; LEROY; SALMI; DUPON, 1997; 

SILVIA, 2005). 

A TB, embora tenha cura, atualmente permanece como uma das maiores causas de 

doença e morte na população mundial, sobretudo na Ásia e África, embora tenha cura. Trata-

se da doença infecciosa com as maiores taxas de mortalidade em adultos, onde a maioria dos 

casos ocorre na população economicamente produtiva e é a principal causa de morte por 

infecção em mulheres (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2011). A situação é 

agravada pela emergência de cepas multidrogarresistentes (MDR) e as extremamente 

resistentes (XDR) aos medicamentos contra o M. tuberculosis. A resistência às drogas ocorre, 

principalmente, devido a prescrições inadequadas ou ao descumprimento da prescrição 

médica (irregularidade ou abandono do tratamento). A tuberculose MDR está associada com 

altas taxas de mortalidade em torno de 50 a 80% dos casos (SANKAR et al, 2011) (Figura 1) 

 
 

Figura 1. Taxa de incidência estimada de tuberculose no mundo, em 2010. 

   
Fonte: Organização Mundial de Saúde (2011) 
 

 

Em 2010, foram estimados 8.8 milhões de casos incidentes de TB no mundo, com 

aproximadamente 1.4 milhão de mortes, sendo 350 mil entre os indivíduos portadores do 
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HIV. Em relação à mortalidade de coinfectados TB- HIV, 82% estão na região da África. 

Ainda este ano, foram notificados 5.7 milhões de casos de TB no mundo. Dos novos casos 

diagnosticados com TB pulmonar, 2.6 milhões eram bacilíferos (com presença do bacilo 

visualizado na microscopia do escarro) e 2.0 milhões de casos de TB com baciloscopia 

negativa. Menos de 5% dos novos casos de TB e daqueles reincidentes foram testados para a 

TB MDR na maioria dos países em 2010 (LANGE; MORI, 2010; ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2011). 

 

1.2.2 Epidemiologia no Brasil 

 

A TB no Brasil é uma das principais causas de morbimortalidade, ocupando o 19° 

lugar entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de TB no mundo, com o 

registro de 78.564 casos de TB em 2011. Destes casos, 65.643 foram da forma pulmonar, com 

aproximadamente 54,8% com baciloscopia positiva, 24,5% com baciloscopia negativa e 

20,5% não foi realizada o exame (BRASIL, 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 2011; RUFFINO-NETTO, 2002).  Em 2009, foram notificados 10.286 casos de 

retratamento, sendo 50,6% relacionado às recidivas e 49,4% devido ao reingresso dos 

pacientes. Ao analisar os casos, nota-se que a região Sul (13,7%) apresenta a maior relação 

percentual, seguida pelas regiões Sudeste (13,4%), Nordeste (12,4%) e Norte (8,7%) 

(BOLETIM ELETRÔNICO EPIDEMIOLÓGICO, 2009). O Estado de Pernambuco notificou 

4.890 casos de TB, com 4.231 casos da forma pulmonar, em 2011. Recife é a capital brasileira 

com maior taxa de mortalidade específica por TB com 7.7 casos para cada 100 mil habitantes 

(BRASIL, 2011, 2012; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2010). 

 

 

1.3 Agente etiológico: Mycobacterium tuberculosis 

 

A TB humana é causada principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis, uma 

bactéria patogênica aeróbia que estabelece a infecção geralmente nos pulmões. As 

micobactérias pertencem ao gênero Mycobacterium, família Mycobacteriaceae, subordem 

Corynebacteriaceae, ordem Actinomycetales (CAMPOS, 2006). O gênero Mycobacterium 

consiste de membros do complexo Mycobacterium tuberculosis e mais de 80 espécies de 

micobatérias não-tuberculosas, incluindo patogênicas, oportunísticas e espécies não-
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patogênicas. (BRASIL, 2002; KONEMAN et al., 2001; SOINI; MUSSER, 2001).  As 

espécies que constituem o complexo Mycobacterium são Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti e Mycobacterium africanum que causam a 

tuberculose humana e animal. As micobactérias são álcool-ácido resistentes e, quando coradas 

a quente com fucsina ou auramina, retêm os corantes após lavagens com soluções de álcool e 

ácido. Sua parede é constituída principalmente por ácidos micólicos, formando uma barreira 

hidrofóbica que confere resistência à dissecação, à descoloração por álcool e ácido e a 

diversos agentes químicos e antibióticos (BRASIL, 2002, 2008). 

Vários elementos repetitivos de DNA que contribuem para a variação genética das 

cepas foram descobertos no M. tuberculosis. Um destes é o elemento IS6110, o mais 

abundante elemento IS (Insertion sequence) no genoma do bacilo. Faz parte da família IS3 

que varia de 1 a mais de 25 cópias e possui 1.350 pares de bases (pb), estando integrado em 

vários sítios cromossômicos (ASSIS, et al., 2007; SAVELKOUL et al., 2006; THIERRY et 

al., 1990). Apesar de estudos relatando que muitas cepas de M. tuberculosis não possuem o 

alvo IS6110 (SCHERER et al., 2011), estudos de identificação de DNA realizados no Brasil 

não detectaram a presença dessas cepas, apresentando a grande maioria números elevados de 

cópia do IS6110 (CAFRUNE et al., 2006). 

 

 

1.4 Transmissão 

 

A bactéria é transmitida principalmente por indivíduo bacilífero através de gotículas 

contaminadas liberadas no ambiente pelo espirro, fala ou tosse e que entra no organismo pelas 

vias respiratórias estabelecendo uma infecção primária nos pulmões. Sua forma clínica é 

caracterizada principalmente pelo acometimento dos pulmões (TB pulmonar), podendo 

também atingir outros sítios anatômicos (TB extrapulmonar) ou ainda ocorrer de forma 

disseminada (TB miliar) (DUCATI et al., 2006; PANDOLFI et al., 2007). 

A maior diferença entre a TB e outras infecções por micobactérias é que o M. 

tuberculosis é transmitido de pessoa a pessoa (SOINI; MUSSER, 2001). O reservatório 

principal é o homem e em algumas regiões, o gado bovino doente. Em geral, a fonte de 

infecção é o indivíduo com a forma pulmonar bacilífera da doença. Calcula-se que durante um 

ano, numa comunidade, um indivíduo bacilífero poderá infectar, em média, de 10 a 15 

pessoas. A imprecisão do rastreio dos contatos em investigações tem sido destaque em alguns 
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relatórios que sugerem que o contato limitado ou casual pode ser suficiente para a transmissão 

do M. tuberculosis. (BRASIL, 2009; MATHEMA et al., 2006) 

No prazo de 24 horas um indivíduo infectado pode expelir até 3,5 milhões de bacilos 

da TB, muito deles presentes em gotículas microscópicas que são eliminadas através das vias 

aéreas superiores. Estas minúsculas partículas podem flutuar por um período de até 8 horas, 

depositando-se em roupas, lenços, livros, móveis e na poeira. Em sua maioria, as gotículas 

médias são retidas pela mucosa do trato respiratório superior e removidas dos brônquios 

através do mecanismo mucociliar. Os bacilos assim removidos são deglutidos, inativados pelo 

suco gástrico e eliminados nas fezes. Os bacilos que se depositam nas roupas, lençóis, copos e 

outros objetos dificilmente se dispersarão em aerossóis e, por isso, não desempenham papel 

importante na transmissão da doença. Eventualmente, as menores gotículas podem ser 

aspiradas por outros indivíduos, sendo que se não forem retidas podem atingir os bronquíolos 

respiratórios e os alvéolos, e iniciar o processo patológico. A TB é uma doença altamente 

contagiosa, principalmente levando-se em consideração que uma suspensão contendo de 1 a 

10 bacilos é suficiente para causar uma infecção (BERTOLLI, 2001; BRASIL, 2002, 2009). 

Os doentes bacilíferos são a principal fonte de infecção. Doentes com TB pulmonar e 

com baciloscopia negativa, mesmo que tenham resultado positivo na cultura, são muito menos 

eficientes como fontes de transmissão. As formas exclusivamente extrapulmonares não 

transmitem a doença (BRASIL, 2010, 2011). 

     

 

1.5 Imunopatogenia 

 

A progressão da infecção tuberculosa é fundamentalmente regulada pela competência 

do sistema imune do hospedeiro, que pode ter êxito através da eliminação microbiana 

imediata e/ou latência condicionada, ou pode falhar resultando no desenvolvimento da doença 

ativa (DUCATI et al., 2006). Uma vez que as partículas são inaladas e fagocitadas pelos 

macrófagos alveolares residentes, há uma ativa resposta do sistema imune celular do 

hospedeiro envolvendo citocinas e quimiocinas A resposta imunológica do hospedeiro é 

caracterizada pela formação do granuloma que consiste primariamente de macrófagos 

infectados por M. tuberculosis e células T. Em 10% dos indivíduos supostamente 

imunocompetentes, a infecção pode não ser contida e continuar a replicação bacilar. 

(CLARK-CURTISS; HAYDEL, 2003; MATHEMA et al., 2006). 
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 Ao chegarem ao interior do pulmão, os bacilos serão fagocitados pelos macrófagos 

alveolares. Inicia-se assim, dentro do citoplasma do macrófago, um mecanismo de fusão do 

fagossoma contendo o M. tuberculosis com um lisossoma repleto de substâncias lesivas 

visando à destruição do bacilo tuberculoso. O macrófago, dependendo da virulência e da 

quantidade de bacilo fagocitado, pode logo impedir o desenvolvimento da infecção. Na 

maioria dos casos, o macrófago sozinho é incapaz de eliminar a micobactéria, precisando de 

apoio de outras células, principalmente dos linfócitos T que produzem citocinas que 

aumentam a capacidade do macrófago de matar a bactéria dentro do seu citoplasma. O 

linfócito T, além de produzir citocinas, é também uma arma efetora importante contra a 

micobactéria, pois ajuda na eliminação do macrófago menos potente no combate, o qual libera 

para o ambiente o bacilo, possibilitando que macrófagos mais eficientes o fagocitem e 

consigam controlar a infecção. Trata-se do próprio linfócito T fazendo uma ação efetora 

contra a micobactéria, ainda que de forma indireta (CAMPOS, 2006; SILVA; BOÉCHAT, 

2004). 

 

 

1.6 Controle e prevenção 

 

          A TB além de ser uma das mais sérias doenças infecciosas é considerada um problema 

na saúde pública devido ao alto risco de transmissão pessoa a pessoa e índices de morbidade e 

mortalidade (NDUGGA et al., 2004). O Ministério da Saúde (1999) define a TB como 

prioridade entre as políticas governamentais de saúde, estabelecendo diretrizes para as ações e 

fixando metas para o alcance de seus objetivos. As ações para o controle da TB no Brasil têm 

como meta diagnosticar pelo menos 90% dos casos esperados e curar pelo menos 85% dos 

casos diagnosticados (BRASIL, 2010). 

O relatório de progresso (2006-2008) do plano global de combate à TB revelou que a 

taxa de detecção foi de 63%, ainda bem abaixo dos 78% estabelecido como meta para 2010, 

necessitando assim de novas ferramentas diagnósticas para ampliar a detecção. A meta de 

alcançar 85% de cura dos casos de TB descobertos levou a OMS a recomendar a adoção da 

Estratégia de Tratamento Diretamente Observado (DOTS – Directly Observed Treatement 

Strategy), que tem como objetivo garantir a adesão ao tratamento, reduzindo o risco de 

transmissão da doença na comunidade. A administração requer a supervisão da ingestão dos 

medicamentos, na unidade de saúde ou na residência, assegurando-se que o doente os tome em 
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uma única dose diária (RUFFINO-NETTO, 2002).  A implementação da estratégia DOTS no 

Brasil tem apresentado dificuldades, o que remete à necessidade de se rever às estratégias para 

sua expansão (STOP TB, 2009).  

Nas metas do milênio, espera-se reduzir, até 2015, a prevalência e a mortalidade por 

TB, em 50% em comparação com os seus níveis em 1990. A meta de detecção, no Brasil, vem 

sendo atingida e superada, o que não vem ocorrendo com a meta de cura, principalmente 

pelos altos percentuais de abandono que persistem em torno de 10 a 12% (HIJJAR, 2005). 

Assim a OMS recomendou que a a Stop TB, que foi lançada em 2006 como um 

aprimoramento da estratégia DOTS (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2011). 

Em 2006, a Stop TB veio ao Brasil trazendo novas contribuições sobre as metas para o 

controle da TB, como: buscar a ampliação e aperfeiçoamento da estratégia DOTS de alta 

qualidade; reforçar o combate à co-infecção TB/HIV, TB-MDR e outros grupos vulneráveis; 

fortalecer o sistema de saúde vigente no País; promover maior engajamento dos profissionais 

de saúde e da sociedade civil; contar com o apoio dos portadores de TB, bem como das 

comunidades; permitir e promover as pesquisas operacionais. Nesse sentido, a criação do 

Fórum de Parceria contra a Tuberculose pelo Ministério da Saúde representou um marco 

definidor para o controle da TB no País, pois oficialmente se reconheceu o importante papel 

da mobilização social (DALCOMO; ANDRADE, PICON, 2007; ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2006). 

            É estimado que a implementação da Estratégia Stop TB (1995-2008) tenha curado 41 

milhões de pessoas com TB e evitado 6 milhões de mortes em todo o mundo. A taxa de 

detecção mundial de casos de baciloscopia positiva subiu de 15% para 61% durante o período 

da estratégia e a taxa de sucesso do tratamento aumentou de 77% para 87%. No entanto, 

apesar dessas importantes conquistas, a TB continua a aumentar e os esforços de controle 

precisa ser muito melhorado para a eliminação (definida como ≤  1 caso de TB por milhão da 

população por ano) ser alcançada. Enquanto a incidência estimada da TB vem diminuindo 

globalmente desde 2004, a taxa atual de declínio (menos de 1% ao ano) é insuficiente para 

alcançar a eliminação da TB, em 2050, e os números absolutos de casos de TB continuam a 

crescer (STOP TB, 2011). 

               A vacinação com BCG faz parte das medidas de controle adotadas pelo Brasil. A 

Organização Mundial de Saúde recomenda dose única de BCG, ao nascimento. Esta 

recomendação se baseia na efetividade elevada da vacina, para proteção contra as formas 

graves e disseminadas da doença em crianças, sendo esta estratégia adotada pela maioria dos 

países em desenvolvimento. A variação do efeito protetor confere certo grau de incerteza 
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referente à vacina BCG contra a TB pulmonar, a forma mais comum da doença (BARRETO; 

PEREIRA; FERREIRA, 2006; RODRIGUES et al., 2007; STOP TB, 2008).  

 

 

1.7 Diagnóstico 

 

1.7.1 Diagnóstico clínico e laboratorial 

 

As manifestações clínicas são geralmente o primeiro indício para o diagnóstico da TB, 

no entanto, são freqüentemente inespecíficas e, portanto, o diagnóstico nem sempre é fácil. O 

sintoma mais comum na tuberculose pulmonar é a tosse persistente, por mais de quatro 

semanas. Sintomas sistêmicos são comuns, como febre, suores noturnos e perda de peso 

(HINRICHSEN, 2005; LANGE; MORI, 2010). Não raramente, a TB pode manifestar-se sob 

diferentes apresentações clinicas que podem estar relacionadas com o órgão acometido. Desta 

forma, outros sinais e sintomas, podem ocorrer e devem ser valorizados na investigação 

diagnóstica individualizada (BRASIL, 2011; CONDE, SOUZA, 2009).  

Com relação à radiografia de tórax, deve ser solicitada para todo o paciente com 

suspeita clínica de TB pulmonar. Embora seja útil para o diagnóstico da TB pulmonar, pode 

apresentar imagens inespecíficas compatíveis com outras doenças. Além disso, até 15 % dos 

casos de TB pulmonar não apresentam alterações radiológicas, principalmente pacientes 

imunodeprimidos (BRASIL, 2011; PICON et al., 1993). 

A prova tuberculínica de Mantoux também faz parte dos métodos convencionais para 

o diagnóstico da TB e se baseia na reação celular desenvolvida após a inoculação 

intradérmica de um derivado protéico purificado do M. tuberculosis (PPD Rt23). Os 

indivíduos infectados desenvolverão, no local de aplicação uma reação de hipersensibilidade, 

que deverá ser lida em 72 a 96 horas (BETHLEM et al., 2000). 

A resposta ao teste é classificada segundo o tamanho do nódulo cutâneo, sendo o 

indivíduo considerado: reator forte quando o tamanho da enduração local é ≥ 10 mm, 

geralmente devido à infecção, doença ativa ou vacinação recente com BCG; reator fraco  de 5 

a 9 mm podendo ser interpretado como infecção pelo M. tuberculosis, por micobactérias 

atípicas, ou pela vacinação prévia com BCG;  e não reator (0 a 4 mm), indivíduos não 

infectados pelo bacilo ou imunodeprimidos. Cerca 70 a 80 % dos portadores de TB pulmonar 

com a doença ativa apresentam a prova tuberculínica ≥ 10 mm de enduração (BETHLEM et 
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al., 2000). Um resultado positivo, isoladamente, não permite distinguir o indivíduo infectado 

do doente e, portanto, não é suficiente para o diagnóstico de TB doença. Além disso, em áreas 

onde a vacinação de BCG é feita rotineiramente, sua interpretação pode ser prejudicada 

devido à memória imunológica induzida pela vacina. Ainda, apresenta importantes limitações 

para a decisão diagnóstica, em particular, nas áreas de elevada prevalência de infecção pelo 

bacilo de Koch (BK), como no nosso meio, onde a taxa do teste positivo oscila entre 25 % a 

55 % na população geral (AFIUNE; NETO, 1993; CAMPOS, 2006; CASTELO FILHO et al., 

2004).  

A baciloscopia é um dos exames mais comumente utilizado em todo o mundo para 

detectar a TB pulmonar, por ser um método rápido, simples e barato e, portanto, muito útil 

para identificar pacientes bacilíferos. Consiste na visualização microscópica das 

micobactérias, após coloração convencional específica pelo Ziehl-Neelsen (ZN), ou pela 

coloração fluorescente com auramina-rodamina (BARRERA, 2007; HANNA, 1996; 

HOPEWELL, 2005; MELLO, 2001).  

No adulto com suspeita de TB, a baciloscopia é largamente utilizada para o 

diagnóstico preliminar e acompanhamento do tratamento. No entanto, possui sensibilidade 

limitada, visto que, são necessários cerca de 5.000 - 10.000 organismos por ml da amostra 

para obtenção de resultado positivo, além de ser incapaz de diferenciar espécies de 

micobactérias, o que influencia na sua especificidade. A confiabilidade da leitura da 

baciloscopia é altamente dependente da experiência do profissional do laboratório, da 

qualidade da amostra e carga bacilar presente na amostra (BRASIL, 2002; CHIMARA et al., 

2009; KONEMAN, et al. 2001). Os critérios para leitura e interpretação dos resultados da 

baciloscopia realizada com escarro pelo método de Ziehl-Neelsen são descritos: baciloscopia 

1+, quando são encontrados de 10 a 99 BAAR em 100 campos; baciloscopia 2++, encontrado 

em média de 1 a 10 BAAR por campo, nos primeiros 50 campos observados; baciloscopia 

3+++, mais de 10 BAAR por campo, nos primeiros 20 campos observados (BRASIL, 2008). 

O resultado da baciloscopia é essencial para a avaliação clínica e epidemiológica, uma 

vez que fornece uma estimativa quantitativa do número de bacilos que estão sendo eliminados 

e, assim, uma visão sobre o grau de infectividade, bem como da gravidade da doença (ANI, 

2008). Em pacientes com tuberculose pulmonar, a baciloscopia é limitada por sua baixa 

sensibilidade de 45% a 80% e em crianças, pacientes co-infectados pelo HIV e na TB 

extrapulmonar a variação da sensibilidade é de 35 a 70%. Possui, ainda, um baixo valor 

preditivo positivo (50% - 80%) para TB em ambientes em que micobactérias não-tuberculosas 
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são comumente isolados (BRASIL, 2010; CENTER FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 2009; CONDE et al., 2009; ZAMARIOLI et al., 2009).  

O isolamento e a identificação do M. tuberculosis através da cultura é a metodologia 

que permite a confirmação diagnóstica da TB, sendo considerada como o exame padrão-ouro. 

É um método usado na rotina diagnóstica, principalmente na detecção de casos suspeitos, em 

que a baciloscopia foi negativa (pela menor carga de bacilos na amostra) e de casos com risco 

de TB resistente através do teste de sensibilidade às drogas ou com suspeita da presença de 

micobactéria atípica. Nos casos pulmonares com baciloscopia negativa, a cultura do escarro 

pode aumentar em até 30% o diagnóstico bacteriológico da doença. O meio de cultura mais 

utilizado é o Lowenstein-Jensen (LJ), o qual é complexo, rico e propicia o crescimento da 

maioria das micobactérias (ARNOLD, 2007; BARRERA, 2007; BRASIL, 2010). 

A cultura identifica o bacilo em mais de 80% dos casos de TB pulmonar, com 

especificidade de mais de 98%, requerendo cerca de 10-100 organismos por ml da amostra. A 

cultura possibilita diagnosticar casos de TB pulmonar, nos quais a eliminação bacilar não é 

suficiente para ser detectada pela baciloscopia. Entretanto, requer cerca de 3 a 8 semanas para 

obtenção do resultado, levando ao retardo do início do tratamento específico. Além da demora 

nos resultados, a cultura positiva para micobactérias deve ter sua espécie identificada por 

métodos bioquímicos ou moleculares. Atualmente, apenas 20% dos casos de retratamento no 

país, realizam o exame de cultura, valor ainda muito inferior ao recomendado pelo Ministério 

da Saúde (BRASIL, 2008; BOLETIM ELETRÔNICO EPIDEMIOLÓGICO, 2009; ROSSO, 

2008).  

No Brasil, cerca de 26% dos pacientes com TB pulmonar são tratados sem 

confirmação bacteriológica, com base apenas no quadro clínico-radiológico (ABADCO; 

STEINER, 1992; AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000;  MELLO, 2001; SNIDER et 

al., 1988). Além disso, nos países em desenvolvimento, apenas um número limitado de 

laboratórios realizam cultura para micobactérias. Muitos laboratórios têm dificuldades em 

obter as instalações necessárias para o cultivo de micobactérias. (SANKAR et al., 2011) 

Os métodos tradicionais bacteriológicos possuem sensibilidade insuficiente ou são 

lentos, especialmente para a detecção do M. tuberculosis em amostras clínicas paucibacilares 

(com pequeno número de bacilos). Isso pode ocasionar um atraso no tratamento bem como a 

realização de terapias inadequadas. Foi demonstrado que 35% a 52% dos pacientes tratados 

empiricamente para TB a partir do diagnóstico de presunção não tem efetivamente a doença. 

(GUERRA et al., 2008; NEGI et al., 2005) 
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Devido à crescente e rápida disseminação da TB, novos métodos de diagnósticos vêm 

sendo implementados e desenvolvidos. Novas técnicas foram introduzidas na prática 

laboratorial nos últimos anos, tais como o uso de instrumentos automatizados e semi-

automatizados, como o BACTEC 460, um método radiométrico em que um aparelho detecta 

CO2 radioativo liberado pela utilização do ácido palmítico presente no meio de cultura. Tanto 

detecta o crescimento das micobactérias em amostras clínicas em 2 ou 3 semanas, como pode 

ser uma prova rápida de sensibilidade as drogas. O uso de meios de cultura líquidos (não 

automatizados e mais baratos que o BACTEC) também diminui um pouco o tempo de 

crescimento das micobactérias a partir de espécimes biológicas. (BRASIL, 2002). 

 

 

1.7.2 Diagnóstico molecular 

 

As pesquisas com o M. tuberculosis têm avançado, possibilitando o conhecimento de 

sua estrutura genética, o que contribuiu com o desenvolvimento de novos métodos 

moleculares para sua detecção diretamente de amostras biológicas (NABIN et al., 2003). 

Vários elementos repetitivos de DNA, relacionados com a variação genética das cepas, foram 

descobertos no M. tuberculosis. Um destes é o elemento de inserção IS6110, o mais 

abundante elemento encontrado no genoma do bacilo. Faz parte da família IS3 que varia de 

uma a mais de 25 cópias e possui 1.350 pares de bases, estando presente em mais de 95% das 

cepas de M. tuberculosis (ASSIS et al., 2007; BARRERA, 2007; SAVELKOUL et al., 2006; 

THIERRY et al., 1990). 

            
A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica molecular que permite a 

síntese enzimática in vitro, de seqüências específicas de DNA através do uso de dois 

iniciadores (oligonucleotídeos) que hibridizam fitas opostas de DNA. A PCR é composta de 

três etapas básicas: desnaturação, anelamento e extensão. Esse sistema torna possível a 

clonagem de sequências específicas de DNA de tamanhos que variam de 50 a 2000 pares de 

bases (pb) sem a necessidade do uso de uma célula viva (EISENSTEIN, 1990; LIMA et al., 

2009). É um método sensível para detecção de DNA ou RNA de micobactérias diretamente de 

espécimes clínicas, capaz de detectar menos de 10 bacilos por ml em diferentes amostras 

biológicas. Esta tecnologia tem diminuído o período de obtenção dos resultados de algumas 

semanas para 1 a 2 dias (CRUZ et al, 2011; DROBNIEWSKI et al., 2003).  Numerosos 

ensaios de PCR foram descritos utilizando seqüências conservadas de DNA como alvo da 
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amplificação, para a detecção do complexo M. tuberculosis em espécimes clínicos de 

indivíduos adultos, mostrando a sua utilidade para o diagnóstico precoce da doença (LIMA et 

al., 2007; LIMA et al., 2009; PANDURO et al., 2000; PORTILLO-GÓMEZ; MORRIS; 

REBOLLO et al., 2006).  

Em comparação com a baciloscopia, as técnicas moleculares possuem um maior valor 

preditivo positivo (>95%) em amostras cuja baciloscopia é positiva em ambientes em que 

micobactérias não-tuberculosas são comuns. Além disso, confirma rapidamente a presença do 

M. tuberculosis em 50 a 80% das amostras com baciloscopia negativa e cultura positiva. Os 

testes moleculares podem detectar a presença do M. tuberculosis semanas antes do resultado 

da cultura em 80 a 90% dos pacientes suspeitos de TB pulmonar, posteriormente confirmados 

por cultura (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2009; GUERRA et 

al., 2007; MOORE; GUZMAN; MIKHAIL, 2005). 

 

 

1.7.3 PCR em tempo real 

  

A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) é uma variante da PCR que tem sido usada 

para a detecção de vários organismos infecciosos. Utiliza um sistema fluorescente em 

plataforma capaz de detectar a luz oriunda da reação de amplificação ao mesmo tempo em 

que ocorre a reação. Essa fluorescência é captada por moléculas que absorvem e emitem luz 

em um comprimento de onda específico, tais como: SYBR® Green, TaqMan®, Molecular 

Beacons (CARVALHO, 2008; COUTO-SANT’ANNA et al., 2004; GOMES, 2008). A 

análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal luminoso e um amplificador de sinal 

que traçam um gráfico com a absorção obtida após cada ciclo da PCR, ou seja, a intensidade 

do sinal gerado reflete a quantidade do produto formado (KUBISTA et al., 2006) 

Um corante bastante utilizado é o SYBR Green, que se trata de uma molécula 

assimétrica de cianina, que livre em solução não emite fluorescência, mas ligada a moléculas 

de DNA emite um forte sinal luminoso. O SYBR® Green é um corante que quando se liga a 

moléculas de dupla fita de DNA, aumenta sua emissão fluorescente. A intensidade dessa 

fluorescência é proporcional à carga inicial do indivíduo. Uma das desvantagens do uso desse 

tipo de corante é que ele se liga a qualquer fita dupla de DNA e não apenas ao produto-alvo. 

Isso pode ser contornado, analisando-se a curva de dissociação do produto. Cada produto tem 

pico de temperatura de dissociação específico, o que diferencia o produto-alvo de produtos 
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inespecíficos (KUBISTA et al., 2006; NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL 

LABORATORY STANDARDS, 2001). 

  Outra forma de gerar fluorescência é através do uso de uma sonda, dirigida 

especificamente a uma região interna da sequência que se deseja amplificar, sendo um 

exemplo destas a TaqMan®. Esta possui um marcador fluorescente (reporter) na extremidade 

5’, capaz de absorver a energia luminosa emitida pelo equipamento e dissipá-la na forma de 

luz e calor, em comprimento de onda diferente do original. Entretanto, na sua posição nativa, 

toda a luz emitida por esse fluoróforo é absorvida por um receptor de sinal luminoso 

(quencher), presente na extremidade 3' da sonda. Dessa forma, o sistema óptico do 

equipamento não é capaz de detectar fluorescência no tubo de reação, mas, durante a 

amplificação, a sonda que se hibridizou ao produto-alvo é clivada pela atividade da 

exonuclease da enzima Taq DNA polimerase. Como conseqüência, essa sonda será degradada 

e o fluoróforo ficará distante do quencher que não mais será capaz de absorver a luz emitida. 

Assim, ocorrerá um aumento na intensidade de fluorescência, permitindo a quantificação do 

alvo (Figura 2). Por isto, os métodos que dependem de hibridização da sonda para produzir 

um sinal fluorescente geralmente são menos susceptíveis de obter resultados falso-positivos 

(CAVALCANTI, 2008; LOGAN; EDWARD; SAUNDERS, 2009; NATIONAL 

COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2001). 

 
 
Figura 2: Representação da PCR em tempo real utilizando sonda Taqman  em todas as etapas da reação. 
 Fonte: ASURAGEN (2011).  

 
 
 
 
  
            A qPCR realiza a quantificação dos ácidos nucléicos de maneira precisa e com maior 

reprodutibilidade, pois determina valores durante a fase exponencial da reação, enquanto que 

na PCR convencional o resultado analisado corresponde à fase platô da reação. O ponto que 
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detecta o ciclo no qual a reação atinge o limiar da fase exponencial, onde a intensidade da 

fluorescência é maior do que a fluorescência do background (ruído, calibração do aparelho), é 

denominado Cycle Threshold (Ct). Este ponto permite a quantificação exata e reprodutível do 

DNA baseado na emissão da fluorescência. Para a determinação do valor de Ct devem ser 

observados os valores dos desvios padrões das duplicatas visto que, quanto menor o desvio, 

melhor é o valor do Ct (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005; GOMES, 2008; NOVAIS et al., 

2006).  

 
A curva-padrão relaciona-se às concentrações de DNA padrão. É por meio destes 

dados, ou seja, quantidades conhecidas de DNA, que o programa efetua a quantificação de 

DNA alvo nas amostras em teste (APPLIED BIOSYSTEMS, 2005). A curva-padrão também 

fornece o coeficiente angular da reta (slope), composta pelos pontos da curva. Este dado será 

importante para o cálculo da eficiência da amplificação (ε), pois uma alta eficiência está 

associada a uma inclinação de, aproximadamente, 3,32 para cada diluição de 10 do alvo. O 

slope de -3,3 relaciona-se a uma eficiência de 100% indicando que o número de moléculas 

amplificadas dobra a cada ciclo da PCR (KUBISTA et al., 2006). 

As maiores vantagens da qPCR em relação à PCR convencional  são a rapidez, a 

maior precisão, reprodutibilidade e acurácia. Além disso, a análise do produto final é feita 

sem a necessidade de manipulação do tubo durante o processamento, o que diminui 

consideravelmente o risco de contaminação, reduzindo resultados falso-positivos e falso-

negativos (COUTO-SANT’ANNA et al., 2004; KIBIKI et al., 2007). Uma grande 

desvantagem da PCR convencional é que não é quantitativa, pois o rendimento final do 

produto não é primariamente dependente da concentração da seqüência alvo na amostra 

(LOGAN; EDWARD; SAUNDERS, 2009). 

 A aplicação da qPCR tem sido observada no diagnóstico, monitoramento da eficácia 

terapêutica, genotipagem para determinar resistência às drogas e identificação de 

espécies/subespécies de diferentes organismos (BROCCOLO et al., 2003; HELB et al., 2010; 

PARASHAR et al., 2006; SHRESTHA et al., 2003). O ensaio de PCR em tempo real para 

detecção de bactérias apresenta benefícios clínicos bastante notáveis para o paciente. Os 

resultados podem rapidamente informar ao médico sobre o estado de infecção do paciente, 

permitindo uma terapêutica mais específica e oportuna, com redução do tempo de internação 

hospitalar e prevenção do uso indevido de medicamentos, minimizando o potencial de cepas 

resistentes (MACKAY, 2004).  
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2  JUSTIFICATIVA 

 

O Plano Nacional de Combate à Tuberculose enfatiza que o controle da doença 

compreende necessariamente o diagnóstico precoce. A perspectiva de um diagnóstico mais 

rápido, preciso e específico através de ferramentas moleculares têm se mostrado promissor na 

forma pulmonar da doença, onde aproximadamente 26,7% dos casos permanecem sem a 

confirmação diagnóstica, através dos métodos convencionais (MELLO, 2001). O diagnóstico 

convencional, através da utilização dos exames de rotina, ainda é insatisfatório, sendo um dos 

principais fatores que contribui para a manutenção dos elevados índices da doença no mundo. 

Apesar de ser curável e possuir tratamento específico, a TB ainda apresenta taxas elevadas de 

óbitos.  

Diante de tal situação, faz-se necessário o desenvolvimento de estudos sobre a 

utilização de novos métodos diagnósticos alternativos que contribuam para um resultado mais 

rápido e eficaz. Assim, esse estudo avaliou um sistema de detecção e quantificação de DNA 

de Mycobacterium tuberculosis através da técnica de PCR em tempo real, como uma 

ferramenta auxiliar no diagnóstico laboratorial de pacientes com suspeita de TB pulmonar. 

Portanto, a possibilidade de um diagnóstico precoce e eficaz certamente irá interferir na 

cadeia de transmissão do bacilo e, conseqüentemente, no controle da doença. 
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3  PERGUNTA CONDUTORA 

 

 Qual o desempenho do sistema desenvolvido por Broccolo et al (2003) utilizando a 

técnica de PCR em tempo real na detecção do alvo IS6110 do Mycobacterium tuberculosis 

em amostras de escarro de pacientes com tuberculose pulmonar? 
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4  HIPÓTESE 

 

A PCR em tempo real é uma técnica capaz de detectar o Mycobacterium tuberculosis 

em amostras de escarro de pacientes com tuberculose pulmonar.  
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5  OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o desempenho do sistema de qPCR na detecção específica do alvo IS6110 do 

complexo Mycobacterium tuberculosis em amostras de escarro de pacientes com tuberculose 

pulmonar. 

 

 

5.2 Objetivos Específicos 

  

a) Caracterizar a população do estudo quanto aos critérios clínicos, epidemiológicos e   

laboratoriais em pacientes com e sem tuberculose pulmonar; 

 

b) Avaliar o limite de detecção da qPCR com DNA genômico de cepa de referência de 

Mycobacterium tuberculosis em amostra de escarro de indivíduo sem tuberculose; 

  

c) Avaliar o desempenho da técnica de qPCR (especificidade, sensibilidade, valores 

preditivos positivo e negativo) utilizando a baciloscopia como padrão-ouro; 

 

d) Avaliar o desempenho da técnica de qPCR (especificidade, sensibilidade, valores 

preditivos positivo e negativo) utilizando a cultura como padrão-ouro; 

 

e) Avaliar o desempenho da técnica de qPCR (especificidade, sensibilidade, valores 

preditivos positivo e negativo) utilizando a cultura e/ou resposta clínica do paciente 

ao tratamento específico como padrão-ouro. 
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6  PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

 

6.1 População e local de estudo 

        

Os pacientes do estudo foram provenientes de ambulatórios e enfermarias do Hospital 

das Clínicas (HC/UFPE) e Hospital Otávio de Freitas (HOF/PE) localizados na região 

metropolitana do Recife/PE. Os hospitais citados realizam atividades assistenciais, de ensino 

e residência médica. O diagnóstico clínico e tratamento específico do paciente com 

tuberculose foram realizados pelo médico acompanhante de cada serviço público de saúde.  

Os exames laboratoriais de rotina foram realizados no laboratório de cada instituição 

de saúde e a análise molecular das amostras clínicas foi realizada pelo pesquisador no 

Laboratório de Imunoepidemiologia do Departamento de Imunologia e no Núcleo de 

Plataformas Tecnológicas (NPT) do CPqAM/Fiocruz. 

 

6.2 Desenho do estudo 

        

Foram selecionados 165 pacientes com idade superior a 15 anos, de ambos os sexos, 

com suspeita de tuberculose pulmonar que procuraram os serviços de saúde acima citados 

para atendimento clínico e laboratorial. É um estudo de ensaio clínico de validação, 

prospectivo e duplo-cego, em que o diagnóstico final do paciente só era disponibilizado à 

equipe do laboratório após todo o processamento laboratorial das amostras clínicas e a 

conclusão de análise dos dados.  

 

6.3 Casuística 

       

Os pacientes considerados suspeitos de ter TB foram aqueles que apresentaram dois 

ou mais dos seguintes sintomas - perda de peso, imagem radiológica pulmonar alterada, tosse 

por mais de 15 dias, febre prolongada não esclarecida, sudorese noturna. Após definição 

diagnóstica, os pacientes foram classificados como segue: 

 

a) Grupo 1 - TB pulmonar: quadro clínico e/ou radiológico compatível com TB 

ativa, isolamento do M. tuberculosis em amostra clínica através da cultura, ou 

melhora clínica evidente após tratamento específico (ao final dos tratamento);  
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b) Grupo 2 - Não TB: Pacientes com afecções pulmonares inespecíficas, 

diagnosticados pelo médico acompanhante do serviço de saúde e exames 

laboratoriais de baciloscopia e/ou cultura negativos. 

 

6.4 Critérios de definição de caso de TB Pulmonar: Padrão – ouro  

 

         Para o estudo foi estabelecido como definição de caso de TB pulmonar a presença do M. 

tuberculosis na cultura em meio específico e/ou melhora clínica evidente após o final do 

tratamento específico, segundo o médico acompanhante do serviço de saúde.  

         Também foram avaliados, isoladamente, diferentes padrões-ouro:  

a) Visualização de bacilos álcool-ácido resistentes na baciloscopia; 

b) Presença do M. tuberculosis na cultura em meio específico. 

  

6.5 Critérios de exclusão 

 

 Os pacientes cujo tratamento para TB já tinha sido iniciado ou que não concordaram 

em participar da pesquisa. 

 

6.6 Critérios de Perda 

 

 Pacientes cujas amostras biológicas coletadas foram insuficientes para o 

processamento no laboratório, impossibilidade de repetição da PCR, cultura contaminada ou o 

diagnóstico final não foi esclarecido. 

 

6.7 Considerações éticas 

  

         Todos os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido, em duas vias, referente à sua participação (Apêndices A e 

B). Caso o paciente fosse menor de idade, o responsável pelo mesmo poderia assinar o termo 

para a coleta do material biológico e participação na pesquisa. As informações clínicas, 

epidemiológicas e laboratoriais relevantes de cada paciente foram registradas em uma ficha 

previamente elaborada e depositadas em um banco de dados, para permitir as análises 
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estatísticas (Apêndice B). O acompanhamento e tratamento destes pacientes foram feitos pelo 

médico responsável. O presente projeto teve parecer de aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa do CPqAM nº 086/2010 (Anexo A). 

 

6.8 Métodos de processamento das amostras biológicas 

 

6.8.1 Coleta e descontaminação das amostras de escarro 

 

Foram coletados de 1-5 ml de escarro obtido através de eliminação espontânea em 

tubo seco rosqueado e estéril, em uma única amostra com o paciente em jejum, ao acordar. As 

amostras coletadas foram estocadas entre 4 a 8º C, não mais que 24 horas e transportadas  

para o CPqAM para serem processadas. A descontaminação foi realizada seguindo o 

protocolo do Método de Petroff (NaOH 4%) (BARRETO, 1994; BRASIL, 2008). 

 

6.8.2 Baciloscopia  

 

O protocolo de coloração pelo método de Ziehl-Neelsen para a identificação e 

quantificação dos bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) foi realizado pelos técnicos do 

laboratório central Julião, de acordo com as normas técnicas do Manual Nacional de 

Vigilância da Tuberculose e outras Micobactérias (BRASIL, 2008). 

 

6.8.3 Cultura e Identificação de micobactérias em meio Löwenstein-Jensen  

 

    Após descontaminação, 0.2ml do sedimento foram semeados em três tubos contendo o 

meio Löwenstein-Jensen: um tubo de meio Löwenstein-Jensen (simples), um tubo de meio 

Löwenstein-Jensen com PNB (ácido para-nitrobenzóico) e um tubo de meio Löwenstein-

Jensen com TCH (Hidrazida do ácido 2 carboxílico). Os tubos foram colocados em estufa a 

37ºC onde eram lidos uma vez por semana durante 8 semanas ou até quando ocorresse o 

crescimento de colônias. Estes meios passaram por testes de esterilidade (estufa a 37º C sem 

inoculação de amostra) e controle de qualidade do meio (inoculação de cepa de referência 

H37Rv de M. tuberculosis). Para a diferenciação das espécies de micobactérias do 

complexo M. tuberculosis das micobactérias não tuberculosas foram realizados os testes 
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bioquímicos: teste de inibição de crescimento em meio com ácido p-nitrobenzóico (PNB), 

inibição de crescimento em meio com Hidrazida do ácido tiofeno 2-carboxílico 

(TCH), acumulação de Niacina e catalase termoestável a 68° C. A cultura foi realizada por 

um técnico do laboratório de Imunoepidemiologia responsável unicamente por este método, 

segundo o Manual Nacional de Vigilância da Tuberculose e outras Micobactérias (BRASIL, 

2008), sendo duplo-cego. 

 

6.8.4 Extração e purificação de DNA de amostras clínicas 

 

A extração de DNA das amostras de escarro foi efetuada com o kit QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen), de acordo com as recomendações do fabricante. Inicialmente, foi 

adicionado 20 µl da proteinase K a uma alíquota de 200 µl da amostra previamente preparada 

(item 6.4.1). Em seguida, 200 µl do Buffer AL foi acrescido à amostra e homogeneizada no 

vórtex por 15s, sendo então incubada em banho-maria a 56 ºC por 10 minutos. 

Posteriormente, foi submetida à centrifugação a 13.000 rpm por 1 minuto. Após a 

centrifugação, adicionou-se 200 µl de etanol (96 – 100%) à amostra e esta foi mixada no 

vórtex por 15 segundos. Depois, foi novamente centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto. A 

amostra foi transferida para a coluna específica do kit, e centrifugada a 8.000 rpm por 1 

minuto. A coluna foi colocada em um novo tubo coletor do kit, e descartado o tubo contendo 

o filtrado. Adicionou-se à coluna 500 µl do Buffer AW1. Realizou-se a centrifugação a 8.000 

rpm por 1 minuto. Posteriormente, a coluna foi colocada em um novo tubo coletor e foi 

descartado o tubo contendo o filtrado da centrifugação. Adicionou-se o Buffer AW2 e a 

amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos. Em seguida, a coluna foi colocada em 

um novo tubo coletor e descartado o velho tubo contendo o filtrado. Novamente centrifugou-

se a amostra a 14.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi colocada em um tubo previamente 

identificado. Adicionou-se 200 µl do Buffer AE na coluna contendo a amostra. Após esta 

etapa, a amostra foi deixada em repouso por 5 minutos à temperatura ambiente para melhor 

concentração do DNA. Por último, foi centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto, sendo 

descartada a coluna e guardado o tubo contendo a amostra. 
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6.8.5 Curva de diluição utilizando cepa de referência do Mycobacterium tuberculosis em 

amostra de escarro. 

 

Foi coletada uma amostra de escarro de indivíduo sintomático respiratório, porém com 

diagnóstico final definido como “não TB”, de acordo com os exames laboratoriais negativos 

(baciloscopia e cultura) para a doença e confirmado pelo médico do serviço de saúde.  

Adicionou-se uma quantidade conhecida de cepa de referência de M. tuberculosis 

(H37Rv) em uma alíquota da amostra de escarro e foram realizadas diluições consecutivas, de 

fator 10, variando de 3x107 (tubo nº 1 da Escala de Mc Farland) a 3x100 bacilos/ml, para 

avaliar a menor quantidade de DNA genômico detectado em amostra de escarro pela qPCR. A 

sensibilidade do ensaio foi definida pela amplificação da menor diluição do DNA alvo quando 

comparado à formação de dímeros de primers em tubo sem DNA (controle negativo da 

reação). A análise molecular foi realizada através do sistema ABI Prism 7500. 

 

6.8.6 Critérios de positividade da amostra de escarro na qPCR 

 

Para o estabelecimento de positividade de amostra de escarro (detecção do alvo 

IS6110 de M. tuberculosis na qPCR), foram definidos os seguintes critérios: 

a) o valor de Ct correspondente à amplificação da última diluição (3x100 bacilos/ml) 

obtida através de curva de amplificação, referente ao item 6.8.5; 

b) obtenção de duplicatas homogêneas. 

 

 

6.9 Método molecular 

 

6.9.1 Alvo molecular 

 

A seqüência de inserção IS6110 foi o alvo para a PCR em tempo real que é encontrada 

especificamente em cepas do complexo Mycobacterium tuberculosis (HELLYER et al.1996). 
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6.9.2 Condições da PCR em tempo real 

    

  As condições da técnica foram baseadas nos princípios utilizados por Broccolo et al., 

(2003), utilizando os oligonucleotídeos TAQM3 (5´-AGGCGAACCCTGCCCAG-3´) e 

TAQM4 (5´-GATCGCTGATCCGGCCA-3´). A PCR em tempo real foi processada através 

do sistema ABI Prism 7500 (Apllied Biosystems, CA, US) usando a sonda específica TaqMan 

5’-TGTGGGTAGCAGACCTCACCTATGTGTCGA -3’ (e ROX como referência passiva).  

Os produtos de PCR foram detectados pela fluorescência emitida pela sonda TaqMan ao 

ser degradada pela atividade de exonuclease 5´-3´ da enzima polimerase. As condições da 

PCR foram: desnaturação inicial a 95° C por 10min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 

95° C por 15s; anelamento e amplificação a 60° C por 1 min, utilizando 12,5 µl do kit 

TaqMan, 1µl de cada oligonucleotídeo, 1µl da sonda e 9µl de DNA extraído de amostra 

clínica, adicionando água mili-Q, perfazendo o volume final de 25µl.  

 Foram usados controles negativos (amostra sem DNA e com água) com o objetivo de 

detectar a presença de resultados falso-positivos. Em todas as reações utilizou-se uma curva 

de diluição de bacilos a partir de cepa de referência (H37Rv) do M. tuberculosis como 

controle positivo, variando de 3x107 a 3x100 bacilos/ml. Os experimentos foram realizados 

em duplicata. A análise, interpretação e registro dos resultados realizaram-se através do 

software ABI PRISM 7500 SDS (versão 1.4 e 2.0.4). 

 

6.9.3 Avaliação das amostras pelo gene constitutivo da β-actina  

    

   Para avaliação da presença de DNA nas amostras, obtido na etapa de extração, foi 

realizada qPCR do gene constitutivo da β-actina. As condições da PCR foram: desnaturação 

inicial a 95° C por 10min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95° C por 15s; anelamento e 

amplificação a 60° C por 1 min, utilizando 12,5 µl do kit TaqMan, 2.5µl do kit TaqMan 

Endogenous Control (500nM da sonda e 300nM dos oligonucleotídeos) e 9µl de DNA 

extraído de amostra clínica, adicionando água mili-Q, perfazendo o volume final de 25µl. 

Foram usados controles negativos com o objetivo de detectar a presença de resultados falso-

positivos. Os experimentos foram realizados em duplicata. A análise, interpretação e registro 

dos resultados foram realizadas através do software ABI PRISM 7500 SDS (versão 1.4 e 

2.0.4). 
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6.10 Análise Estatística 

     

   Para a elaboração deste projeto, foi realizado um cálculo amostral no programa 

estatístico Epi-Info, considerando a freqüência esperada do evento de interesse de 85% 

(KIBIKI et al., 2007), com precisão de 5% e população alvo de 4.048 pacientes com 

tuberculose pulmonar. A amostra calculada resultou em 134 indivíduos ao nível de confiança 

de 95.0%. 

Na análise comparativa entre as variáveis qualitativas foi aplicado o teste kappa para a 

análise de concordância o teste qui-quadrado para a análise de associação, e quando 

necessário o teste de Fisher. Todas as conclusões foram tomadas ao nível de significância de 

5% (p<0.05). Para avaliação dos testes foram calculadas a sensibilidade, especificidade, 

valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) do teste como descrito em Ferreira e 

Ávila (2001). O índice kappa foi utilizado para verificar a concordância entre diagnósticos de 

dois especialistas, em que se avalia a precisão de um método diagnóstico comparando-o com 

um diagnóstico-referência (ARANGO, 2009). Dados e resultados foram introduzidos e 

analisados pelo programa SPSS 18.0 for Windows. 
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7  RESULTADOS  

 

7.1 Análise do perfil clínico, epidemiológico e laboratorial dos indivíduos participantes   

do estudo. 

 

No estudo foram avaliados 165 indivíduos com suspeita clínica de TB pulmonar. Do 

total de indivíduos selecionados, 66 (40.0 %) apresentaram diagnóstico final de TB pulmonar 

e 99 (60.0 %) foram portadores de outras doenças respiratórias, sendo classificados como 

grupo “não TB”. A idade variou de 17 a 92 anos, cuja média foi de 41 anos (+- 14.88). No 

grupo com TB pulmonar (n = 66), 51 indivíduos foram do sexo masculino (77.27 %) e 15 do 

sexo feminino (22.73 %). Em relação à idade, 53 pacientes estavam na faixa etária de 17 a 50 

anos, e 13 na faixa etária com mais de 17 a 92 anos. Quanto à procedência, 51 (77.27%) 

pacientes foram provenientes de ambulatório e 15 (22.73 %) de enfermarias de instituições do 

Sistema Único de Saúde. Quarenta e sete (71.22 %) apresentaram alterações no parênquima 

pulmonar no raio-x, 7 (10.6%) o raio-x foi normal e 12 (18.18 %) não realizaram o exame. A 

baciloscopia foi positiva em 62 (93.9 %) e a cultura confirmou o diagnóstico de TB pulmonar 

em 62 pacientes (Tabela 1). No grupo diagnosticado como “não TB”, 45 (45.45%) indivíduos 

foram do sexo masculino e 54 (54.55 %) do sexo feminino. Quanto à idade dos participantes, 

67 (67.67%) tinham até 50 anos e 32 (32. 33%) indivíduos tinham mais de 50 anos. Em 

relação à procedência, 87 (87.88%) pacientes foram provenientes de ambulatório e 12 (12.12 

%) de enfermarias dos serviços de saúde.  Dezesseis indivíduos (16.16 %) apresentaram 

alterações compatíveis com outras enfermidades respiratórias, 78 (78.78 %) apresentaram o 

exame normal e 5 (5.05 %) não fizeram o referido exame. Quanto aos exames bacteriológicos, 

92 (92.9 %) indivíduos apresentaram baciloscopia negativa e 99 foram negativos na cultura 

(Tabela 2). 

                        (continua) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 1. Características clínicas e epidemiológicas dos 66 indivíduos diagnosticados como “TB doença”. 

TB doença (66 pacientes)           N                 %   
   
Sexo   
Masculino 51 77.27 
Feminino 15 22.73 
p < 0,0001   
   
Idade   
De 17 a 50 anos 53 80.30 
De 51 a 92 anos 13 19.70 
p = 0,074   
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Tabela 1. Característica clínicas e epidemiológicas dos 66 indivíduos diagnosticados como “TB doença”. 
                                                                                                                                                           (conclusão) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
     Fonte: Elaborado pela autora 
 
Tabela 2. Características clínicas e epidemiológicas dos 99 indivíduos diagnosticados como “Não TB”. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  

Fonte: elaborado pela autora 

TB doença (66 pacientes) N % 
Procedência   
Ambulatório 51 77.27 
Enfermaria 15 22.73 
p= 0,071   
   
Radiografia de Tórax    
Alterada 47 71.22 
Sem alterações específicas 7 10.60 
Não realizado 12 18.18 
p < 0,0001   
   
Exames bacteriológicos    
Baciloscopia positiva 62 93.93 
Cultura em meio LJ positiva 62 93.93 
p < 0,0001   
   

Não TB (99 pacientes)           N                 %   
Sexo   
Masculino 45 45.45 
Feminino 54 54.55 
p < 0,0001   
   
Idade   
De 17 a 50 anos 67 67.67 
De 51 a 92 anos 32 32.33 
p = 0,074   
   
Procedência   
Ambulatório 87 87.88 
Enfermaria 12 12.12 
p= 0,071   
   
Radiografia de Tórax    
Alterada 16 16.16 
Sem alterações específicas 78 78.78 
Não realizado 5 5.06 
(p < 0,0001)   
   
Exames bacteriológicos    
Baciloscopia negativa 92 92.92 
Cultura em meio LJ negativa 99 100 
(p < 0,0001)   
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7.2 Avaliação do limite de detecção da qPCR através de curva de diluição de cepa de  

referência de M. tuberculosis (H37Rv) em amostra de escarro 

 

Observou-se que o sistema foi capaz de detectar até 3 bacilos/ml ou 15 fg de DNA, que 

amplificou no ciclo (Ct) 30, sendo este utilizado como limite máximo de positividade nas 

amostras de escarro (Figura 3). 

 

 

 

               
 Fonte: APPLIED BIOYSTEMS, 2011. 

   Nota: Curva de diluição consecutiva de fator 10, variando de 3x107 a 3x100 bacilos/ml.  
 O limite máximo de detecção é de 3 bacilos/ml, correspondente ao Ct 30. 

 

             

                

7.3. Avaliação da técnica de qPCR em amostras de escarro coletadas de pacientes 

suspeitos de TB pulmonar 

  

Foram analisadas 165 amostras de escarro de pacientes com suspeita de TB pulmonar. 

Destas amostras, 60 (36.4 %) foram positivas na qPCR e 105 (63.6 %) amostras foram 

negativas (Figura 4). 

 

 

 

 

Figura 3 - Gráfico de amplificação de qPCR utilizando o sistema TaqMan com DNA de 
cepa de referência de M. tuberculosis (H37Rv), realizado a partir de curva de diluição 
com amostra de escarro adicionada de bacilos viáveis. 
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                  Fonte: APPLIED BIOSYSTEMS, 2011. 
                     Nota: Análise molecular realizada utilizando curva de diluição de 3x107 a 3x100 bacilos/ml. 

 
 
       

7.4 Avaliação do desempenho da qPCR em amostras de escarro utilizando a         

baciloscopia como padrão-ouro 

  

        A sensibilidade da qPCR em amostras de escarro utilizando a baciloscopia como padrão-

ouro foi de 79.7 % (IC= 70.2 a  89.2) e a especificidade de 94.8 % (IC= 90.3 a 99.2) (Tabela 3 

e 6). A baciloscopia e a qPCR apresentaram uma boa concordância entre os testes, 

demonstrados pelo índice de Kappa de 0.76. O valor de p para ambos os testes foi altamente 

significante (p < 0,0001 pela correção de Yates). 

 

Tabela 3 - Desempenho da técnica de qPCR nos 165 pacientes com suspeita de TB pulmonar utilizando a 
baciloscopia como padrão-ouro. 

Baciloscopia 
 

qPCR        TB doença                    Não TB                        Total 

Positivo     55  5 
 

60 
    

Negativo   14  91 105 
    

Total   69  96 165 
    

     Fonte: elaborado pela autora 
     Nota: S = 79.7 %; E = 94.8 %; VPP = 91.7 %; VPN = 86.7 % 
 

Figura 4 - Gráfico de amplificação de qPCR utilizando o sistema TaqMan com amostras 
de escarros de pacientes diagnosticados com TB e sem TB. Amostras de escarro foram 
positivas do Ct 18 ao 30.  
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7.5 Avaliação do desempenho da qPCR em amostras de escarro utilizando a cultura 

como padrão-ouro 

 

Considerando a cultura como o padrão-ouro, a sensibilidade e especificidade das 

amostras de escarro avaliadas foram de 87.1 % (IC= 78.8 a 95.4) e 94.2 % (IC= 89.7 a 98.7), 

respectivamente (Tabela 4 e 6). A cultura e a qPCR apresentaram uma elevada concordância 

entre os testes, demonstrados pelo índice de Kappa de 0.82 (p < 0,0001). 

 

Tabela 4- Desempenho da técnica de qPCR nos 165 pacientes com suspeita de TB pulmonar utilizando a cultura 
como padrão-ouro. 

Fonte: elaborado pela autora.  

Nota: S = 87.1 %; E = 94.2 %; VPP = 90.0 %; VPN = 92.4 % 

     

 

7.6 Avaliação do desempenho da qPCR em amostras de escarro utilizando a cultura e/ou 

resposta ao tratamento específico como padrão-ouro 

 

A sensibilidade da qPCR em amostras de escarro utilizando a cultura e/ou resposta ao 

tratamento (TTO) específico como padrão-ouro foi de 87.9 % (IC= 80.0 a  95.8) e a 

especificidade de 98.0 % (IC= 95.2 a 100.8) (Tabela 5 e 6). A cultura e/ou resposta ao TTO e 

a qPCR apresentaram uma elevada concordância entre os testes, demonstrados pelo índice de 

Kappa de 0.87. O valor de p foi altamente significante (p < 0,0001 pela correção de Yates). 

 

 

 

 

 

 

 

Cultura 
 

qPCR          TB doença                    Não TB                         Total        

Positivo     54  6 
 

60 
    

Negativo   8  97 105 
    

Total   62  103 165 
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Tabela 5 - Desempenho da técnica de qPCR nos 165 pacientes com suspeita de TB pulmonar utilizando a     
cultura   e/ou resposta ao tratamento específico como padrão-ouro. 

   Fonte: elaborado pela autora 

   Nota: S= 87.9 %; E = 98 %; VPP= 96.7%; VPN = 92.4 % 

     

 

7.7 Avaliação do desempenho da qPCR em comparação com os métodos convencionais   

de diagnóstico utilizados como padrão – ouro isoladamente 

 

O desempenho da qPCR foi avaliado utilizando a baciloscopia isoladamente, cultura 

isoladamente, cultura e/ou a resposta ao tratamento específico como padrões-ouro. A qPCR 

apresentou sensibilidade de 79.7%,  especificidade de 94.8% e índice kappa de 0.76 ao se 

utilizar a baciloscopia como padrão-ouro. Quando a cultura foi considerada como padrão-

ouro, a qPCR obteve sensibilidade de 87.1%, especificidade de 94.2% e índice kappa de 0.82. 

A sensibilidade, especificidade e índice kappa da qPCR foram de 87.9 %, 98 %, e 0.87, 

respectivamente, ao utilizar a cultura e/ou resposta ao tratamento como padrão-ouro (Tabela 

6). 

 
Tabela 6 - Desempenho da técnica de qPCR nos 165 pacientes com suspeita de TB pulmonar em comparação 

com os métodos convencionais de diagnóstico utilizados como padrão – ouro isoladamente 

Fonte: elaborado pela autora 

Cultura e/ou resposta ao TTO 
 

qPCR     TB doença                  Não TB                Total        

Positivo     58  2 
 

60 
    

Negativo   8  97 105 
    

Total   66  99 165 
    

                                 qPCR 
 

 

 
Padrão-ouro 

 

 
Sensibilidade 

 
Especificidade 

 
Índice kappa 

 
Baciloscopia 

 
79.7 % 

 

 
94.8 % 

 
0.76 

 
Cultura 

 

 
87.1 % 

 
94.2 % 

 
0.82 

 
Cultura e/ou 
resposta ao 
tratamento 

 

 
 

87.9 % 

 
 

98 %  

 
 

0.87 
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8  DISCUSSÃO 

  

A confirmação diagnóstica da TB pulmonar continua sendo um desafio diário para os 

clínicos e microbiologistas, por carência de testes laboratoriais que apresentem bom 

desempenho na detecção do bacilo (KHÉCHINE; DRANCOURT, 2011). A baciloscopia e a 

cultura são os exames atualmente preconizados pelo Ministério da Saúde para confirmar os 

casos suspeitos de tuberculose pulmonar (BRASIL, 2010, 2011). Em alguns casos, nos quais 

o diagnóstico laboratorial não é conclusivo, a confirmação diagnóstica é feita baseada na 

associação de critérios clínicos, epidemiológicos e resposta a terapêutica específica. 

(KHÉCHINE; DRANCOURT, 2011). 

A pesquisa do bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), pelo método de Ziehl-Nielsen, 

por ser uma técnica simples e de baixo custo, é a mais utilizada, permitindo detectar de 60% a 

80% dos casos de tuberculose pulmonar (BRASIL, 2011). Por outro lado, a cultura, 

considerada o padrão-ouro para o diagnóstico da tuberculose, é um método de elevada 

especificidade e maior sensibilidade no diagnóstico da doença. Nos casos pulmonares com 

baciloscopia negativa, a cultura do escarro pode aumentar em até 30% o diagnóstico 

bacteriológico da doença. No entanto, são necessárias de 4 a 8 semanas para a obtenção do 

resultado (BRASIL, 2011). 

Devido aos problemas na confirmação diagnóstica, no Brasil, cerca de 26,7% dos 

pacientes adultos são tratados como casos de TB pulmonar, sem confirmação bacteriológica 

no momento da adoção da terapêutica (MELLO, 2001). A estimativa para os próximos 20 

anos é que o aumento da detecção de casos possa reduzir a incidência de TB em 41%, 

(CHAGAS et al., 2010) além de minimizar a emergência de cepas resistentes aos antibióticos 

utilizados naqueles pacientes que mesmo sem diagnóstico, iniciam o tratamento.  

Observa-se que os métodos laboratoriais tradicionais apresentam falhas e, por isso, 

atualmente técnicas moleculares vem se destacando, pois são mais rápidas, específicas e 

sensíveis. Desta forma, na tentativa de contribuir para um diagnóstico rápido e seguro da 

tuberculose, e tentar superar as dificuldades encontradas com os testes tradicionais, um 

sistema baseado em PCR em tempo real foi avaliado nesta pesquisa.  

Em relação à casuística estudada, observou-se uma correlação estatisticamente 

significante (p < 0,0001) em relação ao sexo dos indivíduos participantes. O sexo masculino 

foi o mais freqüente, e entre os doentes, a proporção foi de três casos masculinos para um 

feminino, concordando com o encontrado na literatura (SEVERO; LEITE, 2005). Dados 

semelhantes foram relatados em outros estudos, ou seja, adoecem por tuberculose mais 
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homens do que mulheres, talvez devido a diferenças na exposição ao bacilo, ao modo de vida 

e às condições de trabalho (BETHLEM, 1975; CAVALCANTI et al., 2006). 

A faixa etária foi dividida em 2 grupos: de 17 a 50 anos referente a população 

economicamente produtiva e com mais de 50 anos, sendo o grupo menos ativo. Observou-se 

que ocorreu uma predominância elevada dos participantes no grupo até 50 anos e entre os 

doentes (80.3%), com a freqüência acompanhando o padrão nacional de incidência da doença, 

apesar do resultado não ter sido estatisticamente significante. Estudo mostra que em 18,5 % 

dos casos, as mortes ocorrem em adultos na faixa etária de 15 a 59 anos, ou seja, a fase mais 

produtiva da população (SILVA, 2002). 

A maioria da população estudada foi proveniente de ambulatórios que realizam busca 

ativa de sintomáticos respiratórios, apesar de não ter sido observada correlação estatística 

significante entre a frequência de pacientes de enfermaria e ambulatório. A maioria dos 

pacientes suspeitos de TB recebem atendimento a nível ambulatorial, e quando são 

diagnosticados como doentes, o tratamento pode ser realizado a domicílio, com a supervisão e 

acompanhamento de agentes de saúde. Os pacientes internados geralmente apresentam estado 

mais grave, como os portadores de HIV, usuários de drogas ou moradores de rua (BRASIL, 

2011). 

A radiografia de tórax é um método diagnóstico importante na investigação da 

tuberculose. No presente estudo, 10.6% dos indivíduos com TB pulmonar não apresentaram 

alterações radiológicas, concordando com a literatura em que o percentual alcança até 15% 

dos casos (BRASIL, 2011). Nos pacientes diagnosticados sem TB, observa-se que 

aproximadamente 16.6% apresentaram alterações na radiografia, justificada por o exame por 

serem inespecíficas e compatíveis com outras doenças respiratórias (PICON et al., 1993). 

Todos os pacientes do estudo realizaram baciloscopia e cultura, sendo 93.93% com 

resultado positivo em ambos os testes no grupo com TB pulmonar. Apesar de o resultado ter 

sido coincidente nos exames bacteriológicos, não foram os mesmos pacientes. Nos indivíduos 

definidos como não TB, 92.92% apresentaram baciloscopia negativa e 100% apresentaram 

cultura negativa. 

Neste estudo, foi observado que a PCR em tempo real obteve um excelente limite de 

detecção, de até 3 bacilos/ml do Mycobacterium tuberculosis. Comparando-se com outros 

estudos, Portillo-Gómez et al. (2000), através da PCR simples, encontraram um limite de 

detecção de DNA genômico de M. tuberculosis de um bacilo ou 5fg de DNA, quantidade 

similar à encontrada nesta pesquisa. Lima et al. (2009) obtiveram uma sensibilidade maior de 

detecção de 0,1 fg (menos que um bacilo) com a técnica de Nested-PCR, provavelmente por 



48 
 

ocorrer em duas reações consecutivas utilizando 2 pares de oligonucleotídeos, o que aumenta 

tanto a sensibilidade quanto a especificidade da técnica. Entretanto, é importante salientar que 

os sistemas de PCR convencionais referidos exigem o processamento pós-PCR através de 

eletroforese para obtenção do resultado, o que resulta em menor precisão e reprodutibilidade 

da técnica. Diferentemente, a PCR em tempo real avaliada no estudo, além de ser mais rápida 

e específica, os resultados são obtidos simultaneamente ao processamento das amostras. Issa 

et al. (2012), utilizando a técnica de qPCR, encontraram uma sensibilidade de detecção de 10 

pg (equivalente a 2.000 bacilos/ml), limite abaixo do encontrado no presente trabalho, 

possivelmente por ter se utilizado o alvo gyrB, diferente daquele selecionado em nosso 

estudo. Broccolo et al. (2003), utilizando o mesmo sistema de PCR em tempo real deste 

trabalho, obtiveram um limite maior de detecção, de 1fg, provavelmente por ter se avaliado o 

sistema com DNA plasmidial diluído em água, livre de inibidores presentes na amostra 

clínica. 

Os ensaios de PCR em tempo real devem ser de qualidade controlada utilizando o 

limite de detecção como uma das medidas para sua eficiência. Ensaios com limite de detecção 

menor, em torno de 10 fg/µl têm o potencial de ser aplicado em amostras clínicas por 

conseguirem detectar uma quantidade de DNA muito pequena (SANKAR et al., 2011). 

Assim, no presente estudo o excelente limite de detecção encontrado através da qPCR, 

permitiu a utilização da técnica com amostras clínicas, inclusive em pacientes paucibacilares. 

Para o bom desempenho da PCR, vários fatores devem ser levados em consideração, 

sobretudo a descontaminação das amostras e o método de extração de DNA. A desproporção 

entre a velocidade de crescimento das micobactérias e de outras bactérias torna necessária 

uma descontaminação das amostras clínicas contendo microbiota associada, que, quando 

presente, pode impedir a multiplicação dos bacilos levando a um resultado falso-negativo 

(THORTON et al., 1998). O uso de alguns agentes descontaminantes juntamente com agentes 

mucolíticos (utilizados para liquefazer os restos orgânicos e liberar os bacilos intracelulares 

do escarro) podem levar a uma perda de viabilidade do bacilo (KENT; KUBICA, 1985). Por 

isto, optou-se pela descontaminação com o método de Petroff, o qual utiliza hidróxido de 

sódio a 4%, um dos métodos mais empregados por destruir grande parte de bactérias 

contaminantes, além de liquefazer o material. Na etapa de descontaminação, as manipulações 

da amostra podem causar erros de amostragem, tais como: diluição de amostra inadequada, a 

aspiração acidental do pellet ao remover o sobrenadante e contaminação cruzada 

(LEMAITRE et al., 2004; YAJKO et al., 1995).  
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Na extração, etapa seguinte à descontaminação, deve-se conseguir realizar uma 

eficiente liberação de ácidos nucléicos das amostras, remoção dos possíveis inibidores da 

PCR e evitar a degradação dos ácidos nucléicos, a fim de assegurar uma concentração 

adequada de DNA. Isso é relativamente fácil para alvos de mamíferos, porém muito mais 

difícil e inconsistente para alvos em bactérias, fungos, protozoários e parasitas 

(KALTENBOECK; WANG, 2005). Na extração de amostras de escarro selecionou-se o kit 

QIAamp DNA, onde o objetivo foi melhorar a extração provavelmente para ganhar  qualidade 

na amplificação do DNA através da PCR em detrimento à perda de bacilos. Freqüentemente, 

o fator limitante na detecção de baixo número de cópias, como é o caso do M. tuberculosis, é 

a preservação e recuperação do alvo na extração do ácido nucléico, visto que o desempenho 

da técnica de PCR pode sofrer influência de substâncias inibidoras presentes nas amostras 

(KALTENBOECK; WANG, 2005).  

Para avaliar melhor o desempenho da qPCR foram considerados diferentes métodos  

de diagnóstico como padrão-ouro: baciloscopia, cultura, cultura e/ou resposta ao tratamento 

específico. A baciloscopia é o principal exame laboratorial realizado de rotina em todos os 

pacientes com suspeita de TB pulmonar. A cultura é o exame considerado como padrão-ouro 

no diagnóstico bacteriológico da tuberculose, segundo o Ministério da Saúde (BRASIL, 

2011). Devido à falha na sensibilidade da baciloscopia e retardo na obtenção do resultado 

através da cultura, um elevado número de pacientes com suspeita de TB iniciam o tratamento 

específico considerando a associação de critérios clínicos, epidemiológicos e resposta a 

terapêutica específica no diagnóstico da doença (BRASIL, 2011).  

A qPCR apresentou um bom desempenho quando se considerou a baciloscopia como 

padrão-ouro, com uma boa concordância entre os testes. Das 66 amostras de escarro de 

pacientes com TB pulmonar, a baciloscopia foi positiva em 62, sendo 55 positivas também na 

qPCR. Das 4 amostras cuja baciloscopia foi negativa, todas foram positivas na cultura e 3 na 

qPCR, tendo os 4 pacientes respondido ao tratamento anti-TB, podendo serem considerados 

como resultados falso-negativos. Em relação à cultura, encontrou-se positividade em 62, com 

4 amostras negativas, porém positivas na qPCR e na baciloscopia, cujos pacientes foram 

tratados obtendo-se boa resposta clínica. Desta forma, estes resultados podem ser 

considerados como falso-negativos através da cultura. Por outro lado, em relação as 99 

amostras de escarro de pacientes sem TB, 92 foram negativas e 7 positivas na baciloscopia. 

Destaca-se que 4, entre estas 7 amostras, tiveram menor número de bacilos (BAAR 1+), 

porém foram todas negativas através da cultura e qPCR. Como estes pacientes não 
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apresentaram crescimento para micobactérias atípicas e não responderam ao tratamento para 

tuberculose, provavelmente esses resultados foram falso-positivos através da baciloscopia.  

A confiabilidade da leitura da baciloscopia é altamente dependente da experiência do 

profissional do laboratório, da qualidade da amostra e carga bacilar presente na amostra 

(BRASIL, 2002; CHIMARA et al., 2009; KONEMAN, et al. 2001), podendo ocasionar 

resultados falso-positivos ou falso-negativos. Segundo orientação do Ministério da Saúde 

(BRASIL, 2011), duas amostras de escarro deveriam ser coletadas em dias consecutivos, 

tornando o procedimento “lento” e dificultando a adesão do paciente com o processo 

diagnóstico. No presente estudo optou-se por não coletar duas amostras de escarro pelas 

dificuldades citadas. No caso do paciente não retornar com a segunda amostra, o diagnóstico 

não é realizado da forma indicada e, portanto, se compromete o resultado do exame. 

(BRASIL, 2011).  

A qPCR, considerando apenas a cultura como padrão-ouro, apresentou uma boa 

sensibilidade e elevada especificidade, com uma alta concordância entre os testes. Todos os 

pacientes que foram diagnosticados sem TB apresentaram cultura negativa, demonstrando a 

alta especificidade da cultura descrita na literatura (BRASIL, 2011; KIBIKI et al., 2007; 

LEMAÎTRE et al., 2004; YANG et al., 2010). Três pacientes que foram identificados como 

portadores de micobactérias atípicas (não-tuberculosas) através da cultura e teste bioquímico, 

foram negativos na baciloscopia e qPCR, não tendo sido iniciado o tratamento específico. 

Esta especificidade do sistema já foi previamente avaliada com micobactérias atípicas em 

estudo de otimização da técnica, sendo apenas detectado o alvo IS6110 no complexo 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis e M. bovis) (LIRA, 2009). Apesar de se poder 

diferenciar as micobactérias através da cultura, a demora em se obter o resultado (até 8 

semanas) pode comprometer o início do tratamento (BRASIL, 2011; KIBIKI et al., 2007). 

Ao considerar o padrão-ouro definido pelo nosso estudo como a cultura e/ou resposta 

ao tratamento específico, a qPCR apresentou um excelente desempenho, com uma boa 

sensibilidade e especificidade. A qPCR detectou DNA do M. tuberculosis em 2 amostras de 

pacientes cujos exames convencionais (baciloscopia e cultura) foram negativos, reatores 

fortes ao teste tuberculínico de Mantoux e possuíam história de contato com doença ativa . É 

provável que estes pacientes tivessem bacilos viáveis circulantes, tendo sido considerados 

como portadores de TB infecção e iniciado quimiprofilaxia secundária. Oito amostras foram 

negativas na qPCR, mas apresentaram cultura positiva e responderam ao tratamento, 

provavelmente tratando-se de amostras falso-negativas. Destas amostras, 3 apresentaram um 

baixo número de bacilos (BAAR 1+) e uma foi negativa na baciloscopia (CLEARY et al., 
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2003; MILLER et al., 2002). Neste caso, a falta de amplificação do DNA do M. tuberculosis 

através da qPCR pode estar relacionada a ausência de ácidos nucléicos ou a presença de 

inibidores na amostra. No trabalho de Anjos-Filho et al. (2002) foi encontrado que cinco por 

cento dos espécimes clínicos avaliados continham inibidores de PCR e foram responsáveis 

por seis dos nove resultados falso-negativos. Outra situação que poderia justificar o resultado 

negativo para PCR e positivo para cultura seria a ausência ou baixo número de cópias do 

marcador molecular investigado em um percentual das amostras analisadas (LIMA et al., 

2007). Suffys et al. (2001) ao avaliarem a PCR como ferramenta para o diagnóstico da 

tuberculose pulmonar utilizando o alvo IS6110, relataram positividade em apenas 44% dos 

casos com diagnóstico clínico e radiológico de tuberculose. A baixa sensibilidade foi 

justificada pela introdução de substâncias inibidoras durante o procedimento de extração. 

Com o objetivo de analisar a eficiência do método de extração, algumas amostras de 

escarro foram submetidas à técnica de qPCR para o gene constitutivo da β-actina, que está 

presente em todas as células animais. Para confirmar a confiabilidade do sistema da β-actina, 

foram analisadas amostras verdadeiramente positivas e negativas de acordo com o padrão-

ouro estabelecido, ocorrendo amplificação do gene constitutivo em todas. Para melhor avaliar 

as 8 amostras falso-negativas através do teste molecular, as mesmas foram submetidas a 

qPCR para o gene constitutivo da β-actina. Destas, em 4 não foi detectado o gene constitutivo 

da β-actina, ou seja, provavelmente a amostra não continha DNA. Como o DNA do M. 

tuberculosis está em concentração abaixo do DNA humano, não se pode afirmar que nas 4 

amostras clínicas cujo gene da β-actina foi amplificado havia DNA do bacilo, já que o gene só 

está presente nas células de animais.  

Ao se utilizar como padrão-ouro a cultura e/ou resposta ao tratamento, observou-se 

que a sensibilidade da técnica aumentou cerca de 9% (79% para 87.9%) em relação ao seu 

desempenho quando se considerou a baciloscopia como padrão-ouro isoladamente.  O 

aumento observado na detecção de casos tem um impacto considerado em uma região com 

alta prevalência da doença, como o nordeste do Brasil. A especificidade demonstrou ser 

semelhante ao utilizar como padrão-ouro a baciloscopia e a cultura separadamente, porém 

observou-se um aumento ao definir o padrão-ouro como a cultura e/ou resposta ao tratamento. 

Neste caso, para se obter um melhor desempenho da qPCR, deve ser considerado além do 

resultado dos testes convencionais, a resposta clínica do paciente ao tratamento específico, 

visto que amostras paucibacilares podem não apresentar crescimento do bacilo (BRASIL, 

2008, 2011) 
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Ao se analisar o índice kappa entre a qPCR e os diferentes padrões-ouro avaliados, 

notou-se uma boa concordância com a baciloscopia, porém seu valor aumentou 

progressivamente quando comparada com a cultura isolada e associada à resposta terapêutica. 

Deste modo, observou-se que a qPCR é um método cujo desempenho depende diretamente do 

nível de sensibilidade e especificidade  da técnica que se considera como padrão-ouro.  

Broccolo et al. (2003), utilizando o mesmo sistema do presente estudo, encontraram 

uma sensibilidade de 98% e especificidade de 97%, em amostras pulmonares e 

extrapulmonares. É provável que esse desempenho tenha sido elevado, pois o padrão-ouro 

definido utilizou resultados da cultura, baciloscopia, achados clínicos e radiológicos, e 

resposta ao tratamento antituberculose. No estudo de Armand et al. (2011) a sensibilidade da 

qPCR utilizando o alvo IS6110 e sonda específica Taqman foi de 79.1% e especificidade de 

84%, enquanto que em outro trabalho se obteve também 79.1% de sensibilidade e 95.8% de 

especificidade para amostras respiratórias (KIM et al., 2011), desempenhos inferiores ao 

obtido em nosso estudo. No trabalho realizado por Lemaître et al. (2004), encontrou-se 

sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, próximo ao desempenho obtido em nosso 

trabalho. Yang et al. (2010), avaliando a técnica de qPCR com diferentes espécimes 

pulmonares, obtiveram sensibilidade de 91.5% e especificidade de 98.7%. A sensibilidade foi 

melhor, provavelmente, por terem sido avaliadas 1.093 amostras respiratórias, além do que, 

foi utilizada uma extração automatizada com partículas magnéticas de sílica, considerada 

mais eficiente em relação aos outros métodos. Kibiki et al. (2007), em um estudo com 

amostras de lavado broncoalveolar (BAL) para avaliação da qPCR, obtiveram sensibilidade e 

especificidade de 85.7% e 90.9%, respectivamente. Kim et al. (2011) utilizando também 

amostras de BAL demonstraram uma sensibilidade de 91.6%, porém com perda na 

especificidade do sistema, sendo de 80%. Observa-se que o desempenho da qPCR com 

amostras de escarro nesta pesquisa foi superior a outros que utilizaram apenas amostras de 

BAL. Estudos que, além de escarro incluíram outros espécimes brônquicos, mostraram 

aumento significativo do desempenho, com sensibilidade em torno de 89%, do que aqueles 

que incluíram unicamente amostras de escarro, com cerca de 75% de sensibilidade. 

(SARMIENTO et al., 2003). Assim, o paciente com suspeita de TB tem uma maior 

probabilidade de ter seu diagnóstico bacteriológico através de um teste molecular quando se 

utiliza vários tipos de amostras.  

 A alta especificidade encontrada pela qPCR nesse estudo, concorda com a literatura, 

em que a maioria dos trabalhos apresentam especificidade acima de 95% (KIBIKI et al., 

2007; KIM et al., 2011; LEMAITRE et al., 2004; YANG et al., 2010). Esta elevada 
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especificidade do sistema pode ser justificada pela utilização de sonda fluorogênica que 

hibridiza com a sequência específica do alvo. Também deve ser considerada a utilização de 

práticas laboratoriais adequadas, já que todo o processamento dos espécimes foi realizado em 

áreas de trabalho separadas, evitando a contaminação das amostras. Além disso, por ocorrer 

manipulação dos tubos uma única vez durante todo o processamento da qPCR, o risco de 

contaminação é reduzido. Por conseguinte, o resultado da qPCR pode ser utilizado como uma 

ferramenta excludente da tuberculose pulmonar, tornando mais rápido e eficiente o 

diagnóstico do paciente sem TB, e assim evitando tratamentos desnecessários e consequente 

emergência de cepas resistentes. 

Como se tratou de um estudo de validação calculou-se o valor preditivo positivo e 

negativo do teste molecular. O valor preditivo positivo (VPP) indica a probabilidade do 

paciente com um teste positivo ter a doença. O valor preditivo negativo (VPN) demonstra 

qual a possibilidade de não se ter a doença caso o resultado do teste seja negativo. Ressalta-se 

que o VPP e VPN são variáveis dependentes da prevalência da doença na população em que 

teste será implementado. Assim, em localidades com menor prevalência de TB, o VPN será 

maior. Em países com alta incidência da doença, como no Brasil, o quadro clínico de TB 

pulmonar apresenta um alto VPP (KAISEMANN et al., 2004). A técnica de qPCR apresentou 

um elevado VPP indicando que um resultado positivo pode ser confirmatório da doença. 

Apesar da região estudada apresentar uma alta prevalência da doença, foi encontrado um alto 

VPN, indicando que o sistema de qPCR analisado quando negativo pode provavelmente ser 

considerado também como um fator excludente de TB pulmonar. 

Para melhor avaliar o sistema de qPCR, foi calculado o valor do ciclo de amplificação 

limiar (Ct) para os casos positivos e para os negativos, sendo de 26,4 (19,7 – 30) e 34,0 (31,7- 

38), respectivamente. Nossos achados corroboram com o estudo de Kibiki e colaboradores 

(2007), em que a média do Ct para os casos positivos foi de 25 e para os negativos de 35. O 

Ct foi correlacionado com o número de bacilos quantificados na baciloscopia (em cruzes). 

Desta forma, encontrou-se para amostras de escarro com 3+++, 2++ e 1+ uma média do Ct de 

26.6, 28.3 e 31.3 ciclos, respectivamente. Desta forma, quanto maior a quantidade de bacilos 

presentes na amostra, mais rápida será a detecção pela qPCR, que tende a se tornar mais tardia 

com a diminuição do número de bacilos, concordando com a literatura (CLEARY et al., 

KIBIKI et al., 2007; MILLER et al., 2002). 

Métodos moleculares de amplificação do DNA propostos para o diagnóstico da TB 

demonstram ser uma abordagem mais efetiva em relação aos métodos tradicionais, facilitando 

o diagnóstico do paciente e o estabelecimento do tratamento específico.  
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A técnica de PCR em tempo real apresenta uma série de vantagens: a possibilidade de 

uma análise quantitativa da amostra ser realizada em tempo real; correlacionar o resultado 

quantitativo da carga bacteriana, com o estágio da doença, resposta terapêutica, e resistência a 

drogas (PARASHAR et al., 2006); identificar e diferenciar as micobactérias não-tuberculosas 

(RICHARDSON; SAMSON; BANAEI, 2009); obter resultados mais rápido, pois a detecção 

do DNA ocorre simultaneamente à sua amplificação, sem necessidade de uma etapa pós-PCR 

(gel de agarose) (GARBERI et al., 2011). No entanto, há algumas desvantagens na utilização 

da PCR em tempo real que podem limitar seu uso em países em desenvolvimento, como: 

formação de uma equipe treinada, laboratório com infra-estrutura adequada, custo elevado de 

reagentes e equipamentos, entre outros (NDUGGA et al., 2004).  

Estudos futuros serão necessários para avaliar a qPCR, principalmente nos pacientes 

com formas paucibacilares (como crianças e imunodeprimidos) da TB, ou seja, cujos critérios 

clínicos e epidemiológicos sejam compatíveis com a doença, porém com diagnóstico 

bacteriológico negativo através dos exames convencionais. A implementação de um sistema 

de PCR em tempo real seria importante para a saúde pública no Brasil, onde a TB é uma das 

doenças infecciosas mais prevalentes (HUGHES et al., 2012). 

Através do presente estudo, ficou demonstrado que a qPCR pode ser utilizada como 

uma ferramenta auxiliar, tanto na confirmação quanto na exclusão da tuberculose pulmonar, 

porém em uma região de alta prevalência da doença, o diagnóstico deve estar fundamentado 

em uma análise conjunta de vários parâmetros clínicos, epidemiológicos, laboratoriais e 

terapêuticos. 
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10  CONCLUSÕES 

 

a) A PCR em tempo real apresentou um excelente limite de detecção, sendo indicada 

para utilização com amostras de escarro; 

 

b) A PCR em tempo real apresentou um desempenho mais elevado em amostras de 

escarro de pacientes com TB pulmonar, quando se considerou a cultura e/ou 

resposta ao tratamento como padrão-ouro, em relação à baciloscopia e cultura 

isoladamente; 

 

c) Através dos valores preditivos encontrados, a PCR em tempo real provavelmente, 

pode ser utilizada em nosso meio como um método confirmatório e excludente da 

TB pulmonar; 

 

d) Em regiões de alta prevalência da doença, apesar do elevado desempenho 

demonstrado pela qPCR neste estudo, para a obtenção de um diagnóstico mais 

preciso, deve se considerar a associação de critérios clínicos, epidemiológicos, 

laboratoriais e terapêuticos; 

 

e)  Pesquisas futuras deverão ser realizadas para avaliar o desempenho desse sistema 

em formas paucibacilares da TB (crianças, imunodeprimidos, portadores de HIV, 

entre outros). 
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ANEXO A- Parecer de Aprovação do CEP-CPqAM 

 


