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1. RESUMO 
 
Introdução: A Tuberculose (TB) é uma doença granulomatosa causada por 

Mycobacterium tuberculosis. O gênero Mycobacterium possui dois complexos 

diferenciados: Complexo M. tuberculosis e Complexo M. avium. Esta é uma 

epidemia de saúde global e continua sendo um dos maiores problemas de 

saúde pública do mundo, sendo a gravidade clínica da TB significativamente 

maior nos doentes transplantados. A detecção de micobacterias desses 

Complexos em pacientes transplantados, por métodos moleculares, é 

fundamental para o rápido tratamento destes pacientes e pode contribuir cada 

vez mais para a rapidez e precisão destes exames. Objetivo: Detectar o DNA 

de micobactérias do Complexo M. tuberculosis e M. avium em amostras fixadas 

em formalina e incluídas em parafina (FFIP) de pacientes de dois grupos: não 

transplantados e transplantados renais. Materiais e Métodos: Foram utilizadas 

40 biópsias FFIP divididas em quatro grupos: NTP - presença de granuloma 

epitelióide e coloração ZN “positiva”, pacientes não transplantados- 9 amostras; 

NTN - presença de granuloma epitelióide e coloração ZN “negativa”, pacientes 

não transplantados - 10 amostras; TP - coloração ZN “positiva” de pacientes 

transplantados – 9 amostras; TN - coloração ZN “negativa” de pacientes 

transplantados – 7 amostras. Cortes foram obtidos para extração de DNA. Foi 

realizada PCR para:a) β-actina, b) inserção IS6110 e c) inserção IS1245.  

Avaliação do DNA foi realizada através de espectrofotometria e rendimento 

(Nanodrop). A análise de PCR dos primers de inserção IS6110 e IS1245foi 

avaliada em gel de agarose sob luz UV. Resultados:Em 97,1% do total de 

amostras foram positivas para o gene β-actina humana.Em 22,2% das 

amostras do grupo NTP foi encontrado a Sequência de Inserção IS6110 e não 

foi encontrado a IS1245. No grupo NTN não foram encontrados nenhumas das 

sequências. No grupo TP, 11,1% das amostras apresentaram positividade para 

IS6110 e, também, 11,1% positivo para IS1245. No grupo TN, 14,3% das 

amostras foram positivas para IS6110 e para IS1245, 14,3% também foi 

positivo. Conclusão: Apesar de fatores como fragmentação de DNA após 

fixação em formalina e inclusão em parafina, foi possível a detecção de DNA 

do gene β-actina humana, da Sequência de Inserção IS6110 de M. tuberculosis 
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e de Sequência de Inserção IS1245 de M. avium em pacientes transplantados 

renais. 
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2. ABSTRACT 
 

Introduction: Tuberculosis (TB) is a granulomatous disease caused by 

Mycobacterium tuberculosis. The genus Mycobacteriumhas two different 

complexes: M. tuberculosis Complex and M. avium Complex. This is a global 

health epidemic and remains a major global health problem, besides, the 

clinical severity of TB is significantly higher in transplanted patients. The 

detection of these mycobacteria complexes in transplanted patients, by 

molecular methods, is fundamental for quick treatment of patients and can 

contribute for rapid and accuracy of diagnosis.  Objective: To detect 

mycobacteria DNA of M. tuberculosis and M. avium Complexes in formalin fixed 

paraffin-embedded samples (FFPE) of two patients groups: non transplanted 

and transplanted. Materials and Methods: The study includes 40 FFPE 

biopsies separated in four groups: NTP – presence of epithelioid granuloma and 

positive ZN, non-transplanted patients – 9 samples; NTN - presence of 

epithelioid granuloma and negative ZN, non-transplanted patients – 10 

samples; TP – positive ZN, transplanted patients – 9 samples; TN – negative 

ZN, transplanted patients – 7 samples. Sections were cut for DNA extraction. 

Samples were submitted to PCR for amplification of: a) β-actin, b) IS6110 

insertion and c) IS1245 insertion. DNA evaluation was made by 

spectrophotometry and efficiency and PCR analysis was made by agarose gels 

under UV light. Results: In all samples processed, 97.1%  were positive for 

human β-actin gene. In22.2% of NTP group were found the IS6110 insertion 

sequencebut the IS1245 wasn´t. In the NTN group was not found any 

sequence. In theTP group, 11.1% of the samples were positive for IS6110 and 

also 11,1% werepositive for IS1245. In the TN group, 14.3% of the samples 

were positive forIS6110 and for IS1245, 14.3% was also positive. Conclusion: 
Although factors such as DNA degradation after formalin fixation and paraffin 

embedding, were possible to detect DNA from the human gene β-actin, the 

insertion sequence IS6110 from M. tuberculosis and insertion sequence IS1245 

from M. avium in renal transplant patients. 
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3. INTRODUÇÃO 
  

 A Tuberculose (TB) é uma doença granulomatosa crônica causada pela 

bactéria chamada Mycobacterium tuberculosis, também conhecida como bacilo 

de Koch, e ocasionalmente por outras espécies como Mycobacterium bovis e 

Mycobacterium africanum (1). O gênero Mycobacterium possui dois 

Complexos diferenciados: Complexo M. tuberculosis e Complexo M. 

avium(2).O complexo de M. tuberculosis inclui, entre outros, M. tuberculosis, M. 

bovis, M. africanum e M. microti; já o complexo M. avium inclui: M. avium 

subsp. avium, M. avium subsp. Hominissuis, M. avium subsp. paratuberculosis 

e M. intracellulare(3). 

 Esta é uma epidemia de saúde global e continua sendo um dos maiores 

problemas de saúde pública do mundo. Em 2010 a estimativa existente era de 

8.8 milhões de casos incidentes de TB em todo mundoe este número absoluto 

de casos continua com ligeiro aumento de ano para ano devido à redução lenta 

nas taxas de incidência ser compensada pelo aumento da população (4). Outra 

causa conhecida para tal aumento de incidência é a infecção pelo vírus da 

imunodeficiência adquirida humana (HIV), que além da TB também agrava os 

números de infecções por micobactérias atípicas(5). 

 Neste mesmo ano, estabeleceu-se uma estimativa de 1,1 milhões de 

mortes entre os casos de TB em HIV negativos e cerca de 650.000 casos dos 

12 milhões de casos prevalentes foram devidos à resistência a antibióticos 

(4).Infelizmente, mesmo com a existência de métodos diagnósticos eficientes, 

que deveriam ser rápidos e confiáveis para se dar início a um correto 

tratamento, aproximadamente dois milhões de pessoas morrem por ano devido 

à TB(6). 

Apesar de 90% da incidência de tuberculose em humanos ser pulmonar 

existem outros sítios que apresentam a doença, principalmente em pacientes 

imunossuprimidos. O quadro clínico de tuberculose pulmonar é bastante 

conhecido e muitas vezes inespecífico, pois, o paciente apresenta quadro febril 

persistente, tosse, sudorese noturna, acompanhado por raios-X do tórax 

sombreados ou aumento de linfonodo(7). 
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Para o diagnóstico de tuberculose é necessária a observação de alguns 

indícios histopatológicos como, por exemplo, a presença de inflamação crônica, 

muitas vezes com presença de granuloma epitelióide. O granuloma epitelióide 

é indicativo de tuberculose, mas em casos de pacientes imunossuprimidos, 

onde a resposta imunológica é ausente ou falha ele pode não se formar 

dificultando assim a suspeita da doença(8)(9). 

Os doentes transplantados apresentam a deficiência adquirida da 

imunidade celular que condiciona um aumento da susceptibilidade às 

infecções. Em pacientes transplantados renais, a TB pode surgir nos primeiros 

12 meses pós-transplante. A maioria dos casos de tuberculose nesses 

pacientes ocorre devido à reativação de um foco infeccioso latente de 

micobactéria, que persistiu após um contágio prévio (TB latente); raramente é 

transmitida através do enxerto renal ou do contato com pessoas infectadas 

(10). Cerca de 4,5% dos pacientes transplantados renais acabam por 

desenvolver quadros de TB(11). 

A TB nesses casos poderá envolver vários órgãos além do pulmão, 

como o trato gastrointestinal (TGI), pele e mucosas, peritônio, linfonodos, 

ossos, rins e órgãos sólidos(12), sendo mais frequentes a TB pleuro-pulmonar 

e disseminada. Isto dificulta muitas vezes o seu diagnóstico, em virtude das 

manifestações clínicas serem frequentemente diversas e atípicas. A gravidade 

clínica da TB é significativamente maior nos doentes transplantados 

representando, neste grupo de doentes, uma taxa de mortalidade entre 20 e 

30% (10). 

 A TB em pacientes imunocomprometidos geralmente é causada por 

espécies de micobactéria que não o M. tuberculosis. Portanto, a detecção e 

diferenciação entre M. tuberculosis e não-tuberculosis são necessárias nesses 

casos(13). 

 

Diagnóstico 

 Até o final dos anos 80, o diagnóstico microbiológico de TB era somente 

realizado através de microscopia e cultura(6). 
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 A microscopia é um método rápido e barato, mas apresenta baixa 

sensibilidade se comparado com técnicas moleculares. Através da técnica de 

Ziehl Neelsen, que é altamente específica para BAAR (bacilo álcool ácido 

resistente), pode-se dar o diagnóstico de TB, mas além de não fazer distinção 

entre as diferentes espécies de M. tuberculosis(14), é necessário um grande 

número de micobactérias na amostra para sua detecção(15). 

 Técnicas de cultura oferecem melhor sensibilidade, e continuam sendo o 

padrão ouro, mas o tempo necessário para se obter resultados positivos varia 

entre duas e seis semanas, pois as micobactérias crescem em velocidade 

lenta. Mesmo se utilizados métodos para diminuir esse tempo, ainda é 

necessária de uma a duas semanas para obtenção do resultado 

final(6)(15)(16). 

 Quando se analisa material de biópsia é preciso considerar o tamanho 

do fragmento, pois, em amostras muito pequenas, a quantidade de material e, 

portanto, de bacilos é insuficiente para a detecção. Por exemplo, quando o 

material analisado é a pele, essas técnicas convencionais de laboratório 

geralmente falham na obtenção de resultados positivos, devido à falta de 

bacilos na maioria das lesões de pele(17). Tais métodos também podem não 

ser opções se as amostras são fixadas em formalina e incluídas em parafina 

(FFIP) para exame histopatológico(6). 

 A identificação rápida e precisa da espécie de micobactéria é importante 

para um tratamento de sucesso, através de antibióticos, uma vez que o 

tratamento difere para M. tuberculosis e não-tuberculosis, e para a 

implementação de medidas de saúde pública, já que devido à gravidade 

clínica, faz-se necessário o rápido isolamento do paciente(18)(19). 

Outro agravante é o fato das espécies que compõem o complexo M. 

tuberculosis serem muito semelhantes entre si, dificultando a identificação da 

tuberculose pulmonar por métodos tradicionais(20). 

 Entre os cerca de nove milhões de novos casos anuais de TB, a 

resistência de M. tuberculosis a antibióticos tem se tornado um problema 

crescente. O surgimento de tuberculose resistente a múltiplas drogas, (MDR)-

TB e, mais recentemente, de tuberculose extensivamente resistente a drogas, 

(XDR)-TB é uma grande ameaça no controle e eliminação desta doença (21). 
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 A rápida detecção de resistência a medicamentos de primeira linha é 

essencial para um controle eficiente de tuberculose multirresistente, como é o 

caso da rifampicina, que é um importante marcador para a descoberta de 

multirresistência a drogas em isolados de M. tuberculosis(16). 

 Sabe-se que diferentes famílias genotípicas de M. tuberculosis têm 

diferentes graus de virulência provocando diferentes respostas imunológicas, 

que podem se manifestar como aumento da habilidade de certos tipos 

genéticos em adquirirem resistência a drogas. Isto pode também afetar os 

resultados de testes diagnósticos (21). 

 Em meio a essas dificuldades, a Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) surge como uma ferramenta promissora para o diagnóstico de TB, 

principalmente quando o Ziehl Neelsen (BAAR) apresenta-se negativo, sendo 

um método altamente específico e sensível se comparado à outra 

técnica(22)(14)(5). Em material fresco, são utilizadas as reações de PCR 

tradicional e PCR real time em vários laboratórios em todo mundo, e, para isso, 

amplificam sequências específicas de DNA do Complexo M. tuberculosis e do 

Complexo M. avium. 

 Uma vantagem da PCR tradicional é que possibilita um diagnóstico 

imediato para o início adequado do tratamento, também por possuir alta 

sensibilidade, podendo detectar a bactéria em uma amostra contendo menos 

de 10 organismos(5). Quanto ao PCR real time, a vantagem é que pode ainda 

quantificar a carga de bactéria presente, sendo, portanto uma ferramenta 

poderosa(23). É recomendado o uso da PCR especialmente em casos com 

pequenas amostras de biopsia ou casos de pacientes imunossuprimidos, 

mesmo quando só há inflamação crônica, sem uma evidencia definitiva de 

inflamação granulomatosa(24). 

 Apesar das vantagens na utilização destes métodos deve-se considerar 

a sua alta sensibilidade e, portanto o risco de contaminação da amostra 

durante o manuseio. Considerando esse aspecto, PCR em tempo real (RT-

PCR) serve como alternativa, uma vez que PCR e análise do fragmento são 

realizadas em um único tubo fechado, diminuindo, portanto o risco de 

contaminação. 
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Consequentemente, um grande número de métodos para amplificação 

por PCR foram desenvolvidos para detecção de tuberculose em escarro, 

material de cultura e tecidos não processados. Muitos pesquisadores acreditam 

que a PCR é um método adequado em amostras cutâneas frescas e 

congeladas, amostras respiratórias não fixadas (que são naturalmente 

contaminadas por muitas espécies diferentes de microrganismos comensais e 

patogênicos e, portanto necessitam de um alto grau de especificidade para o 

reconhecimento de M. tuberculosis) e fluidos, assim como em uma variedade 

de tecidos fixados em formol e incluídos em parafina, com sensibilidade e 

especificidade atingindo valores entre 90-100% e 92-100% respectivamente, 

quando comparados com cultura(17)(25). Apesar de muitos estudos sobre o 

uso dessa técnica nenhum deles avaliou cuidadosamente um protocolo mais 

confiável que pode superar os problemas de amplificação de DNA de M. 

tuberculosis de material FFIP. 

 

Complexo M. tuberculosis 

 A Sequência de Inserção usada na detecção de M. tuberculosis para o 

diagnóstico de TB é a IS6110. Este é o elemento mais abundante no genoma 

do complexo M. tuberculosis e varia entre zero e vinte e cinco cópias, e, 

aparentemente, é ausente em outras espécies de micobactéria. Entretanto, 

existem algumas cepas de M. tuberculosis que não contém essa sequência, 

explicando dessa forma a redução de sensibilidade da 

PCR(12)(26)(14)(25)(24). 

  

Complexo M. avium 

Para a detecção de M. avium diversas Sequências de Inserção podem 

ser utilizadas, dependendo da subespécie ou da patogenia. A sequência de 

Inserção IS1245, por exemplo, pode conter entre sete e vinte e sete cópias 

desta inserção em seu genoma(27)(28). Outras Sequências também relatadas 

são IS90 e IS901(29)(30)(31). 
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Qualidade das amostras 

 Para investigações histopatológicas, amostras de tecido humano são, 

em sua maioria, arquivadas através de fixação em formol e inclusão em 

parafina (FFIP)(32). Porém, a sensibilidade e especificidade dos exames 

utilizados nestas amostras, como coloração Ziehl Neelsen (ZN) e até 

Imunohistoquímica é baixa(33). Assim, a análise molecular e genotípica desses 

tecidos FFIP se tornou de grande interesse nos últimos anos(8), pois ácidos 

nucléicos de amostras FFIP poderiam ser usados no desenvolvimento e 

validação de biomarcadores uma vez que o material obtido da fixação permite 

a preservação de DNA, RNA e proteínas(34). 

 Considerando que é grande o número de amostras arquivadas, estas 

constituiriam uma valiosa fonte para a investigação de diagnósticos, 

prognósticos ou fatores preditivos de doenças. Além do que, os blocos de 

parafina geralmente representam o único material diagnóstico disponível(35). 

Outra vantagem na preservação dos blocos é que a repetição da coleta, além 

de ser inconveniente é em muitos casos impossível(6). 

 A qualidade de amostras FFIP depende de condições pré-analíticas, 

incluindo o tempo de isquemia, condições de fixação, assim como a 

sensibilidade do método de amplificação das amostras depende da duração da 

fixação, do fixador, do procedimento de extração de DNA, do tamanho dos 

amplicons e da idade do bloco de parafina, bem como da presença de 

inibidores da reação, endógenos ou exógenos(36)(6)(14)(32)(37). 

 A sensibilidade é considerada baixa nas amostras arquivadas de três até 

cinco anos, o que pode ser explicado pelo dano causado ao DNA. Sabe-se que 

amostras FFIP arquivadas por longo tempo não são tão adequadas quanto 

amostras frescas. Para uma amplificação de sucesso de DNA humano 

proveniente de amostras arquivadas de quatro a seis anos é necessário gerar, 

na PCR, fragmentos de tamanho menor que dos fragmentos que seriam 

amplificados a partir de amostras arquivadas a menos de dois anos(6). 

 Infelizmente, a qualidade dos ácidos nucléicos obtidos de amostras FFIP 

são inferiores àquelas obtidas de tecido congelado, mas com a utilização e 

adequação de controles apropriados, tal utilidade pode ser obtida e 

validada(34)(38). 
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 Desse modo, a detecção de micobacterias dos Complexos M. 

tuberculosis e M. avium, em pacientes transplantados, por métodos 

moleculares, é fundamental para que o tratamento destes pacientes seja 

iniciado rapidamente. Além disso, a possibilidade da utilização de amostras 

parafinadas arquivadas no Departamento de Patologia em colaboração com o 

Hospital do Rim pode propiciar a implantação deste tipo de análise diagnóstica 

no Departamento contribuindo para rapidez e precisão destes exames. 
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4. OBJETIVOS 
 

Detectar o DNA de micobactérias do Complexo M. tuberculosis e M. 

avium em amostras FFIP de pacientes de dois grupos: não transplantados e 

transplantados renais. 

 

 

Figura 1. Desenho Experimental 
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5. MATERIAIS E MÉTODO 
 

Casuística 

 5.1. Procedimentos de rotina do departamento de patologia 
O material do paciente, ao ser obtido, é fixado em formalina e incluído 

em parafina. Dos blocos são retiradas fatias do tecido parafinado e são 

montadas lâminas que serão posteriormente coradas pelo método de HE 

(hematoxilina eosina) que permite ao patologista a visualização da morfologia 

celular, seus agrupamentos e variações de acordo com a lesão investigada. 

Casos haja lesão indicativa de tuberculose (granuloma epitelióide) é solicitada 

a coloração Ziehl Neelsen (ZN) que permite a visualização de micobactérias 

causadoras da tuberculose quando presentes. Os blocos são então 

encaminhados para o acervo da escola e arquivados. 

 

Figura 2. Blocos de Parafinade Biópsia de Pulmão 

 

 

Figura 3. Lâminas de Ziehl Neelsen de Biópsias Sinoviais de Joelho (menores) e de Pulmão (maiores) 
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5.1.1. Obtenção das amostras 
As amostras foram selecionadas por pesquisa de laudos gerados pelo 

departamento. 

5.1.2.  Grupos estudados 
 Neste estudo foram utilizados 50 blocos de biópsias fixadas em 

formalina 10% e incluídas em parafina procedentes do arquivo do 

Departamento de Patologia da UNIFESP.  

As amostras foram distribuídas de acordo com os seguintes grupos: 

 Não Transplantado Positivo - NTP - Biópsias de pacientes não 

transplantados renais com presença de granuloma epitelióide e 

coloração ZN positivas (controle positivo) - 9 amostras 

 Não Transplantado Negativo - NTN - Biópsias de pacientes não 

transplantados renais com presença de granuloma epitelióide e 

coloração ZN negativas (grupo teste) - 10 amostras  

 Transplantados Positivos - TP - Biópsias de pacientes 

transplantadosrenais com coloração ZN positivas (controle positivo) - 9 

amostras 

 Transplantados Negativos - TN - Biópsias de pacientes 

transplantadosrenais e coloração ZN negativas (grupo teste) - 7 

amostras 

 

5.2.Microtomia 
 Em nosso trabalho, tivemos o cuidado de separar as amostras mais 

representativas da lesão selecionando as áreas de interesse. Para tal, a lâmina 

de microscopia óptica, já analisada pelo patologista, foi sobreposta ao bloco de 

parafina. 

         Em seguida, três cortes com aproximadamente 10 μm de espessura, de 

cada amostra, foram obtidos em micrótomo do tipo Minot (Leica, Modelo RM 

2035) e armazenados em microtubos de 1,5 ml para posterior extração de 

DNA.  
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Figura 4. Tubos com cortes dos blocos 

 

5.3. Extração de DNA   

5.3.1. Método de Extração 
 

Kit comercial (QiagenQIAamp DNA Mini kit)  

  Os procedimentos de extração foram realizados de acordo com as 

instruções do manual do kit, lote 133218101. 

Um mililitro (1 ml) de xilol, pré-aquecido a 60ºC, é adicionado ao tubo 

contendo as secções de tecido parafinado e vortexado vigorosamente. Em 

seguida o tubo é centrifugado em velocidade máxima durante 5 minutos, o 

sobrenadante é descartado. 

Adiciona-se 1 ml de etanol absoluto ao tubo.Este é vortexado 

gentilmente e em seguida centrifugado em velocidade máxima por 5 minutos. 

Este processo é repetido por mais uma vez. A seguir, o tubo é incubado 

aberto a 37°C por 10-15 minutos até o etanol ter evaporado.  

O pellet é ressuspendido em 180µL de Buffer ATL e são adicionados 

20µL de proteinase K (30mg/µl), vortexado e incubado a 56°C por 2horas. 

Após digestão pela proteinase K, são adicionados 200µL de Buffer AL, 

vortexados por 15 segundos e incubados a 70°C por 10minutos.   

Em seguida são adicionados 200µL de etanol absoluto, vortexado por 

15segundos e a mistura é transferida para a coluna do kit, sem encostar-se à 

membrana. O tubo é então centrifugado a 8000rpm por 1 minuto e a coluna é 

transferida para um novo tubo coletor.  
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São adicionados 500µL de Buffer AW1, o tubo é centrifugado a 

8000rpm por 1 minuto e a coluna é transferida para um novo tubo coletor. Em 

seguida são adicionados 500µL de Buffer AW2 e o tubo é centrifugado a 

14000rpm por 3minutos.  

A coluna é transferida para um tubo eppendorf limpo de 1,5mL e são 

adicionados 200µL de Buffer AE. O tubo é incubado em temperatura 

ambiente por 1minuto e em seguida centrifugado a 8000rpm por 1minuto. A 

coluna é descartada e o material é armazenado a -20°C até sua utilização. 

 

  5.4. Amplificação PCR 

5.4.1. Condições para PCR β-actina humana 
             Em todas as amostras foi realizada uma reação de amplificação do 

gene de β-actina humana para controle dequalidade da extração e 

viabilidade do DNA extraído. Para tal, foram utilizados primers que 

amplificam um fragmento de 135bp, com concentração de 0,4µM na reação. 

 Sequência de Inserção Tamanho 

β-actinaF (5´-3´) 

β-actinaR (5´-3´) 

AGC GGG AAA TCG TGC GTG 

GGT GAT GAC CTG GCC GTC 
135 pb 

Tabela 1. Primers utilizados para detecção do gene da B-actina humana 

Componentes 
Volume 

Amostra (µL) 
Ciclos 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(minutos) 

H2O 8,5  96 5 

Primer β-actina F 1,25 

40 Ciclos 

96 2 

Primer β-actina R 1,25 60 2 

Master Mix (Quiagen®) 12 72 2 

DNA 2 Extensão Final 72 7 

TOTAL 25  4∞  

Tabela 2. Condições e volume dos reagentes utilizados na reação de PCR para B-actina humana 

Como controle negativo e positivo da amplificação foram utilizados água 

MilliQ e K562 (Promega®), respectivamente. 
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5.4.2. Condições para PCR da sequência de inserção IS6110 
 Para se demonstrar a presença de DNA de micobactéria do Complexo 

M. tuberculosis será amplificada uma região da sequência de inserção IS6110. 

Esta reação conterá 50 mMKCl, 10 mM Tris-HCl, pH8. 0, 1.5 mM MgCl2, 

100M dNTPs, e 1 U de TaqPolymerase. O primer está na concentração de 

0,4M por reação. 

 Sequência de Inserção Tamanho 

IS6110 F (5´-3´) 

IS6110 R (5´-3´) 

CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG 

CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG 
126 pb 

Tabela 3. Primers utilizados para detecção da sequência de inserção IS 6110 

Componentes 
Volume 

Amostra (µL) 
Ciclos 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(minutos) 

H2O 8,5  96 5 

Primer IS6110 F 1,25 

40 Ciclos 

96 1 

Primer IS6110 R 1,25 65 1 

Master Mix (Quiagen®) 12 72 1 

DNA 2 Extensão Final 72 7 

TOTAL 25  4∞  

Tabela 4. Condições e volume dos reagentes utilizados na reação de PCR para IS 6110 

Como controle negativo e positivo da amplificação foram utilizados água 

MilliQ e DNA purificado de M. tuberculosis, bem como amostra parafinada de 

TB miliar sabidamente positiva, respectivamente. 

 

5.4.3. Condições para PCR da seqüência de inserção IS1245 
 Para se demonstrar a presença de DNA de micobactéria do Complexo 

M. avium será amplificada uma região da sequência de inserção IS1245. Esta 

reação conterá 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH8.0, 1.5 mM MgCl2, 100M 

dNTPs, e 1 U de TaqPolymerase. O primer utilizado provem da Biosearch 

Technologies®, lote55195481-39/40, e está na concentração de 5µM. 
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 Sequência de Inserção Tamanho 

IS1245 F (5´-3´) 

IS1245 R (5´-3´) 

TGG ACC AGT CTG CCT T 

CGT CGT AAG GCT TGG TAG 
106 pb 

Tabela 5. Primers utilizados para detecção da sequência de inserção IS1245 

Componentes 
Volume 

Amostra (µL) 
Ciclos 

Temperatura 

(ºC) 

Tempo 

(minutos) 

H2O 8,5  96 5 

Primer IS1245  F 1,25 

40 Ciclos 

96 2 

Primer IS1245  R 1,25 60 2 

Master Mix (Quiagen®) 12 72 2 

DNA 2 Extensão Final 72 7 

TOTAL 25  4∞  

Tabela 6. Condições e volume dos reagentes utilizados na reação de PCR para IS 1245 

Como controle negativo e positivo da amplificação foram utilizados água 

MilliQ e DNA purificado de M. avium, respectivamente. 

 

5.5. Avaliação do DNA extraído 

5.5.1. Pureza e rendimento do DNA 
            A pureza do DNA foi avaliada por espectrofotometria, através do 

aparelho Nanodrop (ThermoScientific®), calculando a taxa A260/A280 para as 

impurezas das proteínas.  A concentração de DNA presente nas amostras foi 

calculada em ng/µl/cm². O rendimento do DNA foi calculado pelas amostras 

limpas em A260.  

 

5.6. Análise do DNA extraído 
As amostras são analisadas por eletroforese, o gel de agarose a 2% é 

corado com Gel Red (Biotium®) para visualização dos amplicons.  
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6.Resultados 
 

 As amostras utilizadas provinham de diferentes pacientes e eram 

compostas por diversos tecidos, como demonstrado na tabela abaixo. 

Tecido Nº amostras 

Linfonodo 6 
Pulmão 6 
Rim 5 
Cólon-ceco 3 
Pleura 2 
Fígado 2 
Mama 1 
Sinóvia de Joelho 1 
Nódulo Pleural 1 
Brônquios 1 
Esvaziamento Cervical 1 
Mucosa Nasal 1 
Pericárdio 1 
Região Axilar 1 
Pele 1 
Vértebra 1 
Necropsia 1 

TOTAL 35 
Tabela 7. Tipos de tecidos das amostras. 

A extração de DNA e as PCRs do gene β-actina humana, Sequência de 

Inserção IS6110 e IS1245 foram realizada em todas as 35 amostras. Apenas 

uma amostra das 35 (2,8%) não foi positiva para a PCR do gene da β-actina 

humana, isso demonstrou a viabilidade da grande maioria das amostras, como 

mostra a tabela 9. 

No grupo NTP (Não Transplantado Positivo), em apenas 22,2% das 

amostras confirmou-se a presença de M. tuberculosis através da amplificação 

da Sequência de Inserção IS6110. Como esperado, nenhuma amostra foi 

positiva para a Sequência de Inserção IS1245 de M. avium. 

No grupo NTN (Não Transplantado Negativo), não foi encontrada 

nenhuma amostra com a Sequência de Inserção IS6110 ou IS1245, como já 

era esperado. 

No grupo TP (Transplantado Positivo), 11,1% das amostras mostraram-

se positivas para Sequência de Inserção IS6110 de M. tuberculosis. Outros 

11,1% das amostras apresentaram-se positivas para M. avium. 
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No grupo TN (Transplantado Negativo), 14,3% das amostras, 

inesperadamente, apresentaram positividade para a sequência IS6110, 

enquanto em outros 14,3% foram detectados a sequência de IS1245. 

Grupos Nº de Amostras Β-actina humana IS6110 IS1245 

NTP 9 9 (100%) 2 (22,2%) 0 (0%) 
NTN 10 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 
TP 9 9 (100%) 1 (11,1%) 1 (11,1%) 
TN 7 6 (85,71%) 1 (14,3%) 1 (14,3%) 

TOTAL 35   34 (97,1%)    4 (11,5%) 2 (5,71%) 
Tabela 8. Resultados de PCR para β-actina, IS6110 e IS1245 

Amostras Grupo PCR Β-actina humana PCR IS6110 PCR IS1245 

B090004812 (8) NTP + - - 
B090016406 (13) NTP + + - 
B100003777 (24) NTP + - - 
B100008858 (25) NTP + + - 
B110014679 (29) NTP + - - 
B110017057 (38) NTP + - - 
B120012106 (53) NTP + - - 

N1212 (54) NTP + - - 
B070018778 (55) NTP + - - 
B080031768 (9) NTN + - - 

B090016898 (14) NTN + - - 
B090015702 (15) NTN + - - 
B090025125 (17) NTN + - - 
B090028549 (18) NTN + - - 
B090032107 (20) NTN + - - 
B100018329 (27) NTN + - - 
B090003649 (39) NTN + - - 
B090003964 (40) NTN + - - 
B110002644 (42) NTN + - - 
B090010945 (11) TP + - - 
B090014518 (12) TP + - - 
B100002888 (23) TP + - - 
B100021304 (41) TP + - - 
B120002183 (50) TP + - - 
B100020363 (52) TP + - + 
B050017867 (60) TP + + - 
B120004009 (62) TP + - - 
B060030226 (63) TP + - - 
B100009155 (26) TN + - - 
B110019448 (35) TN + + - 
B110003623 (43) TN + - - 
B050001040 (56) TN - - - 
B080002166 (57) TN + - - 
B120000763 (59) TN + - + 
B110019755 (64) TN + - - 

Tabela 9. Detalhes das Reações de PCR 
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Figura 5. Gel de Agarose para Análise de PCR - M. avium. Padrão de peso molecular (PPM) 50pb, amostras 
8,29,38,50,52,53,54,55,56,57,59,60,62,63,64, controle positivo: DNA purificado de colônia de M. avium – PCR de 
fragmento de 106 pb – primer IS1245. A seta vertical indica reação positiva da amostra 59 e controle positivo e 
sugestivo da amostra 52. 

 
 

 

Figura 6. Gel de Agarose para Análise de PCR - M. tuberculosis. Amostras 24,25,35 (em duplicata),  26,27,36, 
controle positivo: DNA purificado de colônia de M. tuberculosis–PCR de fragmento de 126 pb – primer IS6110. A 
seta vertical indica reação positiva da amostra 25,35 e controle positivo. 

 

 

 

PPM     8         29        38        50       52        53        54         55      56       57         59        60         62       63        64        +          -       

50 pb 
106pb 

126pb 

           24                 24               25               25               26              27               35               35               36               +                 - 
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Figura 7. Gel de Agarose para Análise de PCR - β-actina. Amostras 10,14,20,22,39,44,45, controle positivo: 
DNA K562 – PCR de fragmento de 135 pb – primer β-actina. A seta vertical indica reação positiva da amostra 
10,20,39,44 e controle positivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

           10                14               20                 22               39                44                 45                +                       - 

135 pb 
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7.Discussão 
 

As taxas de cura da tuberculose caíram de 73,5% em 2009 para 70,3% 

em 2010, estando abaixo dos 85% recomendados pela OMS (4). 

O Brasil ocupa a 17ª posição na lista de 22 países de alta carga da 

doença, sendo que ela ainda é a 4ª causa de morte por doenças infecciosas no 

país. Rio e Manaus são as capitais com maior registro da doença. No mundo, a 

tuberculose é a 2ª causa de morte por doenças infecciosas, perdendo apenas 

para a AIDS e em 2010 apenas 65% dos casos de tuberculose foram 

detectados (4). 

O número de doenças causadas por micobactérias do tipo não-

tuberculosis têm crescido devido à epidemia de HIV e vários tratamentos 

imunossupressivos. 

Até o momento, literatura descrevendo diagnósticos de TB através de 

ácidos nucléicos com os kits comerciais disponíveis é limitada, e a capacidade 

de diferenciar o complexo M. tuberculosis em nível de espécie também(39). 

Além disso, em laboratórios de Patologia as amostras utilizadas para estudo 

são fragmentos de tecidos (FFIP). 

Isto se deve, na maioria dos casos, à falta de DNA viável para estudo 

deste tipo de amostra FFIP. A dificuldade de análise de DNA é decorrente do 

processo de parafinização e de preparação da amostra para amplificação, 

resulta frequentemente em DNA fragmentado de baixa qualidade para 

aplicações moleculares(34)(38)(6). 

A natureza precisa das modificações químicas induzidas pelo processo 

de fixação é parcialmente compreendida. Sabe-se que a extensa rede de 

ligações covalentes proteína – proteína e proteína – ácido nucléico gerada pelo 

formol apresenta um desafio significativo para a recuperação do DNA para 

aplicações posteriores. Formol também induz a formação de pontes de 

metileno entre os grupos amino das bases purínicas e pirimidínicas assim 

como entre esses nucleotídeos e as histonas. Tais modificações podem 

bloquear o alongamento da polimerase ou produzir mutações in vitro(40)(17). 

Contudo, a fixação é conhecida por permitir a reversibilidade das modificações 

nos ácidos nucléicos e de alterações mais permanentes(7). 
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Em contraste com o formol, fixadores baseados em álcool, como o 

etanol e metanol, têm se mostrado muito eficientes como agentes de 

preservação. A questão é a inabilidade dessas formulações em preservar 

detalhes histológicos(40).  

Para se obter tal DNA dessas amostras, purificação e várias etapas de 

preparação são necessárias. A sensibilidade do diagnóstico molecular é 

dependente da eficiência dos métodos de extração de DNA(6)(41), uma vez 

que a extração de ácidos nucléicos é um importante passo inicial, uma 

variedade de métodos tornou-se disponível para tal. 

A PCR requer um eficiente procedimento de extração e purificação para 

o DNA, que é ainda mais complicado pela peculiaridade física do escarro e 

pela alta concentração de lipídios da parede celular de micobactérias. Assim, 

todas as técnicas disponíveis para extração de DNA das micobactérias 

necessitam de etapas de manipulação que resulta em perda de material(25). 

As micobactérias possuem um revestimento que é resistente a 

procedimentos simples de rompimento e dificulta a liberação do ácido nucléico. 

Tal parede celular é uma estrutura complexa composta por moléculas lipofílicas 

e polissacarídeos que constituem uma barreira protetora forte. A presença 

desta parede celular, que é resistente a lise, prejudica os métodos 

convencionais de extração de DNA aplicados a outras bactérias(7)(41). O 

rompimento da parede celular pode ser alcançado por diversas maneiras: 

rompimento mecânico, lise enzimática, lise química ou por combinação de tais 

métodos(41). 

A rápida identificação do microrganismo não somente diminui o tempo 

de exposição desnecessária ao antibiótico como também previne custos 

financeiros e emocionais, uma vez que o individuo permanece em isolamento 

por menos tempo. Além de que qualquer atraso para iniciar o tratamento pode 

causar sua falha ou desenvolvimento de resistência ao antibiótico(18)(12). 

Todos os métodos possuem vantagens e limitações. Apesar dos 

avanços no diagnostico molecular, a habilidade de diagnosticar rapidamente 

infecções por M. tuberculosis através de PCR ainda é inadequada por causa de 

possíveis falsos negativos e contaminações.  



 

 
28 

 

Neste trabalho foi possível detectar, em 34 das 35 amostras, DNA 

humano através da PCR do gene β-actina humana com a utilização do Kit de 

extração QiagenQIAamp DNA Mini kit que garante um rendimento adequado e 

DNA de qualidade. Estes resultados estão de acordo com o estudo realizado 

por Barcelos D, 2008, onde também foram obtidos resultados positivos das 

amostras de DNA FFIP. 

O DNA da amostra que não sofreu amplificação poderia estar 

fragmentado, desse modo, a região a ser amplificada não foi reconhecida, 

nestes casos alguns fatores podem contribuir como tempo de ação do fixador, 

tempo de exposição do tecido ao ambiente. Outros trabalhos também mostram 

que algumas amostras FFIP são impróprias para utilização em Biologia 

Molecular(37). 

A análise dos grupos formados neste estudo mostrou que o grupo NTP-

Não Transplantado Positivo (coloração Ziehl Neelsen positiva e presença de 

granuloma epitelióide), em apenas 2 das 10 amostras incluídas, foi possível a 

detecção da presença de M. tuberculosis através da amplificação da Sequência 

de Inserção IS6110.  

Apesar de se esperar que todas as amostras fossem positivas, este fato 

pode ser explicado pela diferença na quantidade de DNA humano e DNA do 

bacilo encontrado na amostra. Mesmo sendo utilizado aproximadamente 

10ng/µl por reação, esta concentração é de DNA total, ou seja, humano e de 

bacilo, por isso poderia existir competição entre estes dois tipos de DNA, além 

do que, provavelmente a quantidade de DNA humano era muito maior. Além 

disso, talvez a presença de granuloma epitelióde com necrose caseosa 

pudesse ter agido de maneira a degradar o DNA das micobactérias presentes 

no tecido impedindo a sua amplificação. 

As amostras deste grupo foram submetidas também a PCR para a 

Sequência de Inserção IS1245 de M. avium e como esperado em paciente sem 

imunossupressão, nenhuma amostra foi positiva. 

O grupo NTN (Não Transplantado Negativo), não apresentou 

amplificação positiva para nenhuma das sequências de inserção utilizadas e 

isto indica que os controles de qualidade para contaminação foram eficientes. 
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Em pacientes transplantados pode-se esperar contaminação por 

tuberculose ou outras micobacterioses pela incapacidade de defensiva que 

estes pacientes têm. No grupo TP (Transplantado Positivo), em apenas uma 

amostra foi possível detectar a Sequência de Inserção IS6110 de M. 

tuberculosis e em outra amostra o DNA de M. avium, de novo a insuficiência de 

DNA viável de micobacterias ou a presença de outras que não as estudadas 

poderiam explicar este resultado. 

No grupo TN (Transplantado Negativo para coloração Ziehl Neelsen), 

apenas uma das seis incluídas no estudo apresentaram positividade para a 

sequência IS6110, e em outra positividade para IS1245 mostrando que apesar 

das dificuldades envolvidas com os processos de fixação e parafinização é 

possível a detecção de DNA de micobactérias em biópsias de material 

parafinado. 

O único caso de biópsia de pele (caso 12) apresenta ZN fortemente 

positivo e PCR para IS6110 e IS1245 negativas. Provavelmente trata-se de M. 

leprae, uma vez que não é possível distinguir através de ZN, confirmando uma 

das hipóteses do exame anatomopatológico de Hanseníase. 

Apesar das dificuldades encontradas em se trabalhar com biologia 

molecular neste tipo de amostra, alguns estudos comparam a PCR tradicional 

com a RT-PCR(33). Esta técnica écaraquando comparada coma PCR 

convencional, mais apresenta resultados consideráveis. O impedimento da 

utilização desta técnica em tempo real é o custo proibitivo, não do equipamento 

em si, mas dos reagentes e sondas utilizadas. Em um laboratório que possui 

baixo número de casos não seria viável financeiramente. 
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8. Conclusão 
 

Os resultados concordantes de PCR para IS6110 em amostras de 

pacientes não transplantados com Ziehl Neelsen negativo, confirmam a 

eficiência do exame por PCR convencional. 

Apesar de fatores como fragmentação de DNA após fixação em 

formalina e inclusão em parafina, a detecção de DNA do gene β-actina humana 

demonstra a possibilidade de detectar os fragmentosda Sequência de Inserção 

IS6110 de M. tuberculosis e de Sequência de Inserção IS1245 de M. avium em 

pacientes transplantados renais. 
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